Implementacao de analise de espinhos dendriticos em microscopia
confocal no LabCEMM-PUCRS
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APOIO TECNICO

Resumo

Espinhos dendriticos sdo estruturas especializadas de conectividade neuronal e
sinalizacdo no sistema nervoso, sendo estruturas com alta plasticidade, podendo alterar sua
morfologia, densidade e motilidade sob diferentes situacGes. Em relacdo a sua estrutura,
consistem de uma cabeca ligada a um pescoco, podendo ser classificados em diferentes tipos de
acordo com sua morfologia. O objetivo do presente trabalho é implementar a técnica para
avaliacdo da densidade e morfologia dos espinhos dendriticos através da analise de imagens 3D
obtidas com o uso do microscopio confocal do LabCEMM da PUCRS. Para tanto, foram
utilizados 18 ratos Wistar machos, submetidos a distintos protocolos comportamentais,
eutanasiados e com seus encéfalos processados para a técnica histolégica de coloracdo com Dil
(CEUA PUCRS 8481). Para a obtencao das imagens dos neurdnios e seus espinhos foi utilizado
microscopio confocal SP8 (Leica, Alemanha). A partir da imagem em 3D, 8 neurénios de cada
animal foram analisados no software de analise de imagens Image Pro-Plus 6.0. Foram obtidos
dados quantitativos sobre o comprimento dos espinhos (CE), comprimento do pescoco (CP),
didmetro do pescoco (DP) e diametro da cabeca (DC) de cada espinho estudado. Ademais, estes
foram classificados de acordo com a sua morfologia em: finos (quando CE>DC e DC>DP), do
tipo cogumelo (DC>DP), achatados/espessos (DC>CE) e ramificados (uma tUnica haste que se
divide em duas cabegas). A densidade total dos espinhos foi calculada como o nimero de
espinhos (incluindo todos os tipos) por micrémetro do segmento do dendrito estudado, sendo
também realizada a contagem do numero de cada tipo de espinho de acordo com a sua
classificacdo. Para padronizacdo da analise, as andlises iniciais foram monitoradas por

pesquisadores experientes neste tipo de analise. Até o presente momento a técnica histoldgica de
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DIL, a obtencéo de imagens com microscopia confocal em 3D e a anélise morfométrica tem sido
implementadas com sucesso, sendo que a classificagdo dos parametros morfologicos obtidos no
LabCEMM coincide com as classificacBes obtidas por outros pesquisadores com experiéncia
neste tipo de estudo. Dessa maneira, a implementacéo da tecnica histologica de Dil associada a
microscopia confocal nos permitird obter dados quantitativos sobre a morfologia, morfometria e
densidade de espinhos dendriticos, podendo ser um método utilizado para a obtencdo destes

dados em diversas situacdes experimentais.
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