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RESUMO

A infeccdo por dengue é a maior causa de mortes por infeccbes por arbovirus no Brasil. A
despeito de sua importancia epidemiolégica e um século de estudos sistematicos dedicados
aos mecanismos patogénicos da doenca eles permanecem mal compreendidos. No
continente americano, as epidemias parecem associadas ao fato de que mudltiplos sorotipos
circulam de forma simultdnea, mas pouco se sabe sobre as alteracdes que ela é capaz de
induzir no sistema nervoso central. O objetivo do presente trabalho foi o de avaliar possivel
influéncia do enriqguecimento ambiental sobre as manifestacdes do comportamento e da
morfologia microglial no septo lateral associadas a inoculacdo sequencial alternada de
diferentes sorotipos do virus da dengue (VDEN1 e VDEN4). Para esse fim, foram usadas
fémeas adultas de 10 meses de idade de camundongos imunocompetentes da variedade
suica albina, mantidas em ambiente padrdo ou enriquecido. Foi feita uma Unica infec¢céo
intraperitoneal com homogenado cerebral infectado com VDENL1 seguida 28 dias apds, por
infecgcdo com homogenado cerebral infectado com VDEN4. Com o intuito de acentuar os
sintomas clinicos, foi implantado nos altimos sete dias a contar do 29° dia apds a primeira
infeccdo, um regime de infecgbes multiplas alternadas de VDEN1 e VDEN4 acentuadas por
anticorpo heterdlogo anti-VDEN3. Animais controles receberam igual regime de inocula¢cdes
e volumes de homogenado cerebral ndo-infectado. A avaliagdo comportamental, feita por
meio da atividade exploratéria do campo aberto (CA) e do labirinto em cruz elevado (LCE),
mostrou que animais infectados de ambiente padréo apresentaram reducdo do tempo de
permanéncia na periferia do CA e no braco fechado do LCE, sendo esse o Unico grupo
experimental que apresentou tal modificagcdo do comportamento. Para avaliar possiveis
alterac6es da morfologia microglial nesses grupos experimentais, foram sacrificados para
analise neuropatolégica de 5 individuos em funcdo das janelas de infeccdo. Para
imunomarcacgdo seletiva da microglia, utilizamos anticorpo anti-IBA-1 e o método de
reconstrucdo tridimensional para a analise morfométrica. De forma geral, células obtidas a
partir de animais infectados de ambiente padrédo, quando comparados aos nédo-infectados,
apresentaram alteracdes significativas, com aumento significativo da complexidade, K-Dim,
numero e densidade de segmentos e comprimento dos ramos. Animais de ambiente
enriquecido ndo apresentaram a mesma alteracdo. Além disso, testamos a hipotese de que
as microglias do septo lateral encontram-se divididas em subtipos e que essa conformacao
também poderia ser alterada pela infecgdo. Notamos que, em estado fisioldégico, micréglias
do septo lateral de animais de ambiente padréo ou enriquecido apresentam-se subdivididas
em trés subpopula¢cbes, uma mais complexa, uma menos complexa e uma intermediaria.
Apo6s a infeccéo por VDEN1 ou por VDEN4, houve alteracdo desse padrao na populacdo de
micréglias do septo lateral do animais de ambiente padrdo, com surgimento de um subtipo de
alta complexidade e aumento do percentual de células mais complexas, porém ndo em
animais de ambiente enriquecido. Baseado nessas evidéncias sugerimos que as micréglias
do septo lateral apresentam um padrdo morfolégico heterogéneo e que a infeccdo pelos
sorotipos 1 e 4 da dengue é capaz de induzir alteracdes na morfologia da microglia e no
padrdo de subdivisdo dessas células, associado ao aumento do percentual de células de alta
complexidade, além de induzir alteracbes comportamentais importantes detectadas no CA e
no LCE, e que o enriquecimento ambiental parece proteger os animais contra as alteragoes
comportamentais e da morfologia da micréglia do septo lateral no presente modelo de
infeccéo.

Palavras-chave: Infec¢cdo por dengue; enriguecimento ambiental, comportamento
semelhante ao ansioso; micréglia; septo lateral; reconstrucédo tridimensional.



ABSTRACT

Dengue disease is the major cause of deaths by arbovirus infections in Brazil. In the American
Continent, the epidemics seem to be associated to the fact that multiple dengue virus (VDEN)
serotypes circulate simultaneously. Despite its epidemiological importance and a century of
systematic studies dedicated to understand the disease, its detailed pathogenic mechanisms
remain poorly understood. The objective of this study was to evaluate possible influence of
environmental enrichment on behavioral changes and microglial morphology alterations in the
lateral septum after sequential VDEN1 and VDEN4 intraperitoneal inoculations of infected
brain homogenates. To that end, we used adult females ten months old of an
immunocompetent albino Swiss mouse strain housed in standard or enriched cages. A single
intraperitoneal infection of VDEN1 was followed after 28 days by another inoculation of
VDENA4. To enhance clinical signs, a regimen of daily alternated injections of VDEN1 or VDEN4
followed 24 hours later by anti-VDEN2 antibody was applied in the last 7 days. Control animals
received equal volumes and regime of inoculation of uninfected brain homogenate. We
assessed the behavioral changes using the open field exploratory (OF) and elevated plus-
maze (EPM). Infected animals housed in standard cages showed significant decrease in time
of exploration of the periphery in the OF and in the time of exploration of enclosed arm in the
EPM. Uninfected mice housed in standard cages and animal housed in enriched cages did not
show same changes. To check how possible microglial changes could be influenced by acute
DENVL1 infection, secondary DENV4 infection or the passive anti-DENV4 inoculation, we
decided to sacrifice groups of animals after which point of inoculation. To evaluate microglial
changes, we did selective immunohistochemistry for microglia and macrophages using anti-
IBA-1 antibody (Wako, Japan) and we used tri-dimensional reconstruction to morphometric
evaluation. Compared to uninfected, infected mice from standard cages showed significant
changes in microglial morphology. We also tested the hypothesis that septal microglia is
clustered in subtypes and that DENV infection could change this pattern. We noticed microglia
is subdivided in three subgroups in physiological conditions, a more complex pattern, a less
complex pattern and an intermediate. After DENV1 or DENV4 infection, we observed changes
in this pattern, including the appearance of a high complexity cell, increasing the percentage
of complexes microglia. We observed these changes in animals from standard cages, but not
in animals from enriched cages. Another interesting data is that environmental enrichment
appears to reduce this morphometric changes. Based on the evidences, we suggest that
sequential infection with VDEN1/VDEN4 in murine model induced behavioral changes and
microglial changes in the lateral septum and EA appears to protect animals against these
alterations. Based on these evidences, we suggest that microglial from lateral septum present
a heterogeneous pattern of morphology and that DENV infection can induce morphological
changes, and alterations in the pattern of subdivision, associated with the increase in the
percentage of high complexity cells. In addition, infection can induces behavioral changes
detected by EPM and OF tests and environmental enrichment seems to protect against
microglial and behavioral changes.

Key words: Dengue infection, environmental enrichment; anxiety-like behavior; microglia;
lateral septum; three-dimensional reconstruction.
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1. INTRODUCAO

1.1. A Doenca Dengue e Seus Sorotipos

As doencas infecciosas possuem grande importancia nas agendas de saude
em ambito mundial, sendo as mesmas um grande desafio para o planejador de
politicas publicas (MORENS, D. M., FOLKERS, G. K., & FAUCI, 2009). Tais
acometimentos representam a segunda maior causa de mortes no mundo, perdendo
somente para as cardiopatias (FAUCI, 2005). No Brasil, essas doencas também
assumem proporgdes importantes, e isso inclui as hepatites virais, a leishmaniose, a
esquistossomose, as meningites, a malaria e a febre amarela. Nesse cenério, as
chamadas doencas infeciosas emergentes e re-emergentes tém ganhado grande
atencao dos 6rgaos de saude. Um exemplo ilustrativo das doencas re-emergentes na
agenda dos governantes é o caso da dengue no Brasil que assume propor¢cdes
epidémicas (AQUINO et al., 2006; CORDEIRO et al., 2007).

Dengue é a arbovirose de maior importancia em paises tropicais e subtropicais
(GUZMAN; KOURI, 2002) e ¢é causada por um Flavivirus (Flaviviridae) de RNA de fita
simples de sentido positivo e que possui quatro sorotipos geneticamente diferentes:
VDEN1, VDEN2, VDEN3, VDEN4 (RICO-HESSE, 2010). O virus da dengue é
transmitido por mosquitos do género Aedes (Aedes aegypti e Aedes albopictus), que
estdo presentes em paises tropicais e subtropicais, o que leva a alta prevaléncia da
doenca nessas regifes. Com o vetor completamente fora de controle, as areas de
maior risco sdo as que estdo situadas nessa faixa e isso inclui as Américas e Asia,
apesar da dengue ocorrer em todos os continentes (BHATT et al., 2013).

Em humanos, a infeccdo pelo virus da Dengue pode levar a quadros
assintomaticos, ao quadro de dengue classica ou ainda ao quadro de dengue
hemorragica. A dengue classica ou febre da dengue é caracterizada por febre, dor de
cabeca, mialgia, artralgia e dor retro-orbital. Ja a dengue hemorrégica € diferenciada
do quadro classico principalmente pelo aumento da permeabilidade vascular que leva
aos episodios de hemorragia (GUZMAN; KOURI, 2002). Os casos assintomaticos da
dengue somam aproximadamente 294 milhdes de casos e as formas sintomaticas,

juntas, acumulam aproximadamente 96 milhdes de casos por ano (BHATT et al.,
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2013), com aproximadamente 3,6 bilhdes de pessoas vivendo em areas risco de
infeccdo no mundo (WILDER-SMITH et al., 2012).

Figura 1: Situacdo da dengue no mundo.
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Os maiores nimeros de infecges por ano se encontram nas Américas e na Asia, sendo que nessas
regides a probabilidade de ocorréncia é também maior. Fonte: (BHATT et al., 2013).

O quadro de doenca severa nas infeccdes por dengue esta relacionado tanto a
imunidade inata quanto a adquirida e isso inclui a resposta imune celular e humoral.
Entretanto, somente alguns pacientes, mais frequentemente idosos e recém-
nascidos, desenvolvem a forma mais grave da doenca: a dengue hemorragica (FDH),
cujo evento mais importante € o extravasamento de plasma e a hemoconcentragéo
com reducéo do volume intravascular e insuficiéncia circulatéria (GREEN; ROTHMAN,
2006). Pacientes que desenvolvem hipotensdo menor do que 20mm de mercurio

(mmHg), ou mostram sinais de choque, com ou sem hemorragia séo classificados
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como portadores da forma mais grave intitulada de choque sindrémico da dengue
(CSD).

1.2. Consequéncias Periféricas e Centrais da Dengue

Sabe-se que o aumento da severidade em comparacdo a uma infeccao
primaria em casos de doenca da dengue esta relacionado a infeccédo secundaria pelo
virus VDEN (PAWITAN, 2011; VAUGHN et al., 2000), o que pode estar associado ao
aumento da expressao de citocinas ap0s uma resposta imune secundaria, sendo tal
grupo de proteinas as principais mediadoras envolvidas nos sinais da doenca
secundaria e que podem levar ao aumento da permeabilidade vascular (MALAVIGE;
0OGG, 2013; MATHEW; ROTHMAN, 2008). De fato, estudos tém mostrado que células
T de memoria VDEN-especificas geradas em uma infeccdo prévia por VDEN
respondem com producdo alterada de citocinas pro-inflamatérias em uma infecgéo por
sorotipos heterdlogos do virus da dengue, e que 0s niveis de ativagédo e expansao das
células T de memodria durante a resposta aguda estdo relacionados a severidade da
doenca (BEAUMIER et al., 2008; ROTHMAN, 2009). De forma complementar, os
receptores do tipo TOLL TLR-2 e TLR-6 parecem ser os receptores mais envolvidos
na infeccdo por VDEN, além de estarem envolvidos nos mecanismo de aumento de
expressao de TNF-alfa e IL-6 durante a infeccéo por esse virus (CHEN; NG; CHU,
2015). Além de linfécitos T, mondcitos, macrofagos, hepatdcitos e células endoteliais
contribuem de forma significativa para o aumento da expressao de citocinas e
guimiocinas, incluindo IFN-a, IFN-y, TNF-a, IL-18, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, CCL2, CCL3,
CCL4, CCL5, CXCL-8, CXCL-10, CXCL-11, MIF e VEGF, no plasma de pacientes,
constituindo a “tempestade” de citocinas associada as formas graves da doenca
(COSTA et al., 2013; GREEN; ROTHMAN, 2006).

Para testar a importancia da imunidade celular durante a infeccdo secundaria
por VDEN, Beaumier e colaboradores (BEAUMIER et al., 2008) fizeram inoculacdes
secunddarias com sorotipos heter6logos encontrando respostas acentuadas de
linfécitos T CD8+ apos a infecgdo secundaria em comparagdo com os linfécitos T da
resposta aguda ou com os linfécitos T de memoria apds a infeccdo primaria. Para
demonstrar esse efeito e modelar a resposta das células T as infec¢des sequenciais,

0s autores imunizaram camundongos BALB/c com sequéncias diferentes de sorotipos
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do virus da dengue e mediram a frequéncia de células T especificas aos peptideos de
cada sorotipo apds a infeccdo. Nessa variedade genética de camundongo,
reconhecida como tendo resposta imune do tipo Th-2, encontrou-se resposta
associada aos epitopos de proteinas virais ndo-estruturais apoés a infeccédo secundéria
e demonstrou que a infecgdo primaria ndo previne a infeccdo secundaria similar ao
gue ocorre em humanos. Coerente com esse achado, Mongkolsapaya e
colaboradores (2003) haviam previamente demonstrado que uma vasta proporcao
dos linfocitos T ativados durante uma infec¢do secundaria em humanos tem maior
afinidade por antigenos do sorotipo heter6logo (MONGKOLSAPAYA et al., 2003)

A resposta humoral também tem papel importante no aumento da severidade
da doenca (BELTRAMELLO et al., 2010; ROTHMAN, 2011), ja que apoés infeccao
secundaria por sorotipo heterdlogo (sorotipos geneticamente diferentes), linfécitos B
gerados para combater a infec¢cdo primaria respondem rapidamente, produzindo
titulos altos de anticorpos que potenciam a infecgcdo em curso, em vez de neutralizar
o virus (GUABIRABA et al., 2013). Essa resposta imune inadequada deu origem ao
conceito de infeccdo por dengue acentuada por anticorpo heterdlogo. Essa € a
situacdo na qual anticorpos gerados apos uma infeccdo prévia por um determinado
sorotipo acentua uma infeccdo subsequente por um outro sorotipo (sorotipo
heterbélogo). Esse processo envolve a ligacdo do virus ao anticorpo, formando um
complexo virus-anticorpo, que sera ancorado ao receptor Fc da célula e mais adiante
serd internalizado por esta (SUN; KOCHEL, 2013). Esse mecanismo de internalizacao
de complexos virus-anticorpo em macréfagos e mondcitos € cerca de 3 a 10% mais
eficiente do que a infeccéo usual através de receptores virais Toll-like (ZAREMBER,;
GODOWSKI; ALERTS, 2013).

Recentemente em nosso laboratério, mostramos em um modelo de infec¢ao
por dengue exacerbada por inoculagdo de anticorpo heterélogo, que o ambiente no
gual camundongos (Mus musculus) imunocompetentes séo alojados pode influenciar
no curso da doenca (DINIZ et al., 2012; DINIZ et al., 2013). Nesse trabalho, tornou-se
evidente que animais vivendo em grupo e expostos ao ambiente enriquecido por
brinquedos e rodinhas de correr que propiciam o exercicio voluntario (ambiente
enriguecido) apresentaram sinais clinicos, comportamentais e histopatol6gicos mais

severos, quando comparados a animais que ndo possuiam tais estimulos, e que isto



18

estaria relacionado a maior atividade de linfécitos T e consequente liberacdo de
citocinas pro-inflamatorias (DINIZ et al., 2012).

Outro estudo utilizando o mesmo desenho experimental, porém em
camundongos C57BL/6, reconhecidos como tendo uma resposta pré-inflamatoria do
tipo Th-1 (mais préxima do perfil de resposta imune humana a infec¢des virais por
Dengue) mostrou resposta reativa cruzada com linfécitos T com afinidades distintas
por diferentes epitopos e aumento da producédo de citocinas em resposta a infec¢éao
secundaria heter6loga (BEAUMIER et al., 2010). Ambos os achados estédo de acordo
com as descricfes encontradas para os casos da doenca severa em humanos.

A figura 2 resume varios dos achados citados acima.

Figura 2: Fatores que interferem na severidade da manifestacéo da dengue.
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Esquema que mostra os fatores que levam a doenca causada pelo virus da dengue, explicitanto a
importancia da imunidade adiquirida, celular e humoral para a patogénese da doenca. A figura também
mostra as principais células/orgdos infectados pelo virus. Adaptado de MARTINA; KORAKA;
OSTERHAUS, 2009.

Mais recentemente uma série de evidéncias tem reportado a ocorréncia de
alteragOes do sistema nervoso central em infecgdes por dengue incluindo encefalites,
encefalomielites disseminadas, mielites transversas, sindrome de Guillain Barre, e
paralisia de nervos cranianos (BRITO et al., 2007; DOMINGUES et al., 2008; LUCIA;
FERREIRA; CAVALCANTI, 2005; SOARES et al.,, 2006; VARATHARAJ, 2010).
Embora tenha sido sugerido que tais sindromes possam ser consequéncia de
alteracdes metabolicas induzidas pela infec¢éo, resposta inflamatoria exacerbada,
invasdo do SNC pelo virus ou a combinacdo em maior ou em menor proporcao desses
elementos, grande parte dos mecanismos fisiopatologicos dessas entidades clinicas
permanecem por ser esclarecidos (DOMINGUES et al.,, 2008). Além disso, ja foi
demonstrado que que infeccbes por VDEN pode alterar a integridade da barreira
hemoatoencefdlica (CHATURVEDI et al., 1991) e, ao conseguir adentrar o
parénquima cerebral, € capaz de utilizar o transporte axonal para se espalhar pelo
enceéfalo (AN et al., 2003; DESPRES et al., 1998; LUM et al., 1996).

A partir de autopsias realizadas em pacientes com formas severas de dengue
foi possivel identificar alteracdes neuropatoldgicas genéricas associadas a inflamacao
incluindo edema, congestao vascular e infiltracédo linfocitica perivascular (CHIMELLI
et al.,, 1990). Além disso, foram descritas variadas anormalidades neuronais com
células aciddfilas exibindo retracdo do citoplasma, invasdao de macrofagos
imunomarcados com antigenos do virus da dengue , tanto na substancias branca
guanto na substancia cinzenta, em especial na proximidade de neurbnios com
caracteristicas alteracdes citopaticas (MIAGOSTOVICH et al., 1997). Sabe que a
infeccao por alguns flavivirus, como o VDEN, é capaz de induzir morte neuronal e que
essa isso pode ser consequéncia da liberagcdo de TNF-alfa (COURAGEQOT,;
CATTEAU; DESPRES, 2003; MARIANNEAU et al.,, 1998). Somam-se a isso
numerosos trabalhos que descreveram a presenca de antigenos virais em células
endoteliais e perivasculares, oligodendrdécitos, astrocitos e microglia (BALSITIS et al.,
2009; MARCHIORI et al., 2009; PAES et al., 2005). Num modelo de infec¢éo periférica

em animais neonatos, Velandia-Romero et al 2012 perceberam que esses Ultimos
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desenvolveram alteracdes neuroldgicas, associadas a ativagdo microglial e presenca
do antigeno viral nesse tipo celular. Neurdnios, oligodendrdcitos e células endoteliais
também encontraram-se infectadas. Além disso, notou-se aumento da permeabilidade
vascular, acompanhada por disfuncdo da barreira hematoencefélica, em animais
infectados pelo VDEN (VELANDIA-ROMERO; ACOSTA-LOSADA; CASTELLANOS,
2012).

Tendo em conta que o camundongo suico albino também tem resposta imune
a infeccdo viral semelhante ao C57BI6 (VALEROL et al., 2008), apresentando
resposta proé-inflamatéria exacerbada apos infeccdo por VDEN acentuada por
anticorpo heterdlogo (DINIZ et al., 2013), resolvemos testar a hipétese de que a
infeccdo secundaria por VDEN com sorotipo heter6logo promoveria igualmente em
camundongos albinos suicos uma resposta inflamatdria exacerbada com sinais
clinicos da doenca e que isso poderia estar relacionado as manifestactes
neuroldgicas encontradas na dengue, possivelmente relacionadas com alteracdes na

resposta de células microgliais ja percebidas em nosso laboratério (TURIEL, 2010).

1.3. Aspectos Morfofuncionais da Microglia em Condi¢cbes Homeostaticas

As microglias sao células da glia que compde 10 a 20% da populacao de células
do Sistema Nervoso Central (VILHARDT, 2005) e estédo presentes em todo o encéfalo,
com maior densidade no hipocampo, nos ganglios basais e na substancia negra.
Estas células derivam da linhagem fagocitica mononuclear, a mesma dos macréfagos,
compartilhando algumas propriedades com essas ultimas (VILHARDT, 2005), sendo,
portanto, as células que compde o sistema imune inato do SNC. Essas células podem
ser encontradas atuando tanto no sistema nervoso saudavel como no sistema nervoso
alterado (CATALIN et al., 2013), sendo que sua morfologia pode variar de acordo com
seu estado funcional.

As células microgliais j& sao reconhecidas como o0 4° elemento da sinapse,
atuando como sensores sinapticos durante o desenvolvimento e no cérebro adulto,
sendo capazes de responder as mudancas na atividade neural e a liberacdo de
neurotransmissores (SCHAFER; LEHRMAN; STEVENS, 2013). Durante o
desenvolvimento as células microgliais parecem influir em eventos associados a

proliferacéo e diferenciacdo neuronais, vascularizacéao, sinaptogénese e mielinizacao,
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assim como participam da remocao de neurbnios em apoptose, de debris celulares e
de conexbes sinapticas (BITZER-QUINTERO; GONZALEZ-BURGOS, 2012;
MIYAMOTO et al., 2013; SCHAFER; LEHRMAN; STEVENS, 2013; TREMBLAY et al.,
2011; WAKE et al., 2013).

Coerente com essas descri¢des, ja € amplamente reconhecido que as células
microgliais modulam a neurogénese, controlam o turnover de neurotransmissores e
dao suporte ao metabolismo neuronal, participando da regulacdo da angiogénese e
do fluxo sanguineo cerebral (BLANK; PRINZ, 2013). Mais recentemente, as células
microgliais tém sido implicadas na restauragdo de circuitos sinapticos lesionados,
além de modular a faixa de operagao sinaptica através do assim chamado synaptic
scalling. O monitoramento constante dos contatos sinapticos e parte de sua regulacao
extra-sinaptica através da matriz extracelular realizada pelas micréglias, revela bem o
seu potencial no controle do desenvolvimento, estabiliza¢do e fungao de redes neurais
(KETTENMANN; KIRCHHOFF; VERKHRATSKY, 2013; KETTENMANN et al., 2011a).

Assim, tradicionalmente a microglia encontrada em estado homeostatico é
aguela chamada de “quiescente” (do inglés resting) e que apresenta bracos longos e
bem ramificados, com alta motilidade e de corpo celular pequeno com formato bipolar
ou em bastao (KIM; DE VELLIS, 2005).

As mudancas estruturais pronunciadas que ocorrem na microglia de longe
excedem aquelas descritas para os astrécitos (HIRRLINGER; HULSMANN;
KIRCHHOFF, 2004) e neurénios (GRUTZENDLER; KASTHURI; GAN, 2002) para um
mesmo intervalo de tempo.

Tendo em vista a importancia inquestionavel das micréglias para a manutencéo
da saude do sistema nervoso central, € facil associar as alteracfes neuroldgicas
ocorridas durante um processo infeccioso as alteracdes ocorridas nessas células, que

sdo o alvo do nosso estudo.

1.4. A Respostada Microglia no Sistema Nervoso Central Alterado

A morfologia microglial em mamiferos, por outro lado tem sido objeto de
analises mais detalhadas desde 1913 quando Cajal a denominou como “o terceiro
elemento” para distingui-las dos astrocitos e dos neurénios; ver (EYO; DAILEY, 2013;

KETTENMANN et al., 2011a) para revisdes recentes. Outros estudos sistematicos
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subsequentes, revelaram desde entdo grande heterogeneidade na distribuicdo e
morfologia da microglia ex. (LAWSON et al., 1990a). Como um exemplo dessa
heterogeneidade, no cérebro do camundongo a variacéo na distribuicdo da microglia
€ de pelo menos 5 vezes entre uma regido e outra, havendo maior concentracédo
dessas células no hipocampo, no telencéfalo olfatério, nos nucleos da base e na
substancia negra, sendo sua morfologia em situacdo normal igualmente variavel,
tendo sido classificadas em pelo menos trés categorias distintas (LAWSON et al.,
1990Db).

N&o se sabe ainda que fatores locais determinam essa variacdo numérica e
morfologica ou se essas pequenas variacfes refletem contribuices funcionais
diferentes, apesar de haver variacbes regionais de magnitude semelhante na
expressdo de receptores imunolégicos (DE HAAS; BODDEKE; BIBER, 2008); ver
(RANSOHOFF; PERRY, 2009).

Assim, as micréglias sao encontradas em todas as regiées do SNC de forma
organizada com ramificacbes em todas as direcbes e sem sobreposicao, definindo
dominios ou territorios circunscritos. No cérebro adulto, a microglia pode responder a
mudancgas na atividade neural influenciando-a tanto no curto, quanto no longo prazo
monitorando igualmente a funcdo sinaptica (WAKE; MOORHOUSE; NABEKURA,
2011).

A microglia, portanto, normalmente tém suas fung¢des inflamatodrias reguladas
para baixo por conta de numerosas influéncias inibitérias no microambiente que as
circundam e que sao produzidas em sua maioria por neurénios (RANSOHOFF;
PERRY, 2009). Durante processos patolégicos que levam ao dano do SNC séao
observadas alteracbes morfolégicas mais vigorosas em funcdo da natureza, da
duracédo e da intensidade do processo em curso, quando entdo se instala um perfil
microglial pré-inflamatorio.

A retracdo dos processos microgliais € aparente durante a neurodegeneracao
e neuroinflamacao e esta fortemente correlacionada com sua transformacao funcional
para o estado proé-inflamatério ou ativado (KETTENMANN et al.,, 2011a). As
alteracbes morfolégicas associadas a ativagdo consistem em: processos
citoplasmaticos encurtados e mais espessos e um corpo celular arredondado

representando um continuo de estagios de ativacdo que para fins didaticos podem
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ser classificados em inicial, intermediario e avancado e sdo acompanhadas pelo
aumento da expressdo de genes envolvidos em respostas imunes (ZIELASEK;
HARTUNG, 1996).

E fato que além da mudanca morfolGgica & injdria, a ativagéo microglial também
€ caracterizada pela inducéo da liberacéo de varias moléculas, tais como marcadores
mieldides, citocinas, radicais livres e 6xido nitrico (BECHMANN; NITSCH, 1997;
STREIT; WALTER; PENNELL, 1999), assim como, CD14, MHC e quimiocinas (JACK
et al., 2005; TOWN; NIKOLIC; TAN, 2005).

Doencas neurodegenerativas, como Alzheimer e Parkinson, e aquelas
induzidas por infeccdo sao capazes de levar a ativacdo microglial. Outros fatores, tais
como a sinalizacdo por ATP e glutamato, também podem influenciar no papel
funcional e na morfologia das células microgliais (BLOCK; ZECCA; HONG, 2007;
FONTAINHAS et al., 2011; ROCK et al., 2004).

Alterac6es microgliais associadas a infec¢cao por virus da familia Flaviviridae
(género Flavivirus) sdo de interesse para o0 presente trabalho. O flavivirus da
Encefalite Japonesa (JEV) por exemplo, esta associado a muitos casos de encefalite
e uma intensa alteracdo microglial ligada principalmente a liberacdo exagerada de
espécies reativas de oxigénio (GHOSHAL et al.,, 2007) e de citocinas pro-
inflamatérias, principalmente TNF-a (CHEN et al., 2012; GHOSHAL et al., 2007). No
gue concerne ao virus da dengue, principal interesse do presente trabalho, pouco se
sabe sobre a relagcdo entre as alteragdes microgliais e a infeccao por ele provocada.

Um dos raros trabalhos que abordam a morfologia microglial na dengue foi
realizado em nosso laboratério por Turiel (2010) que gquantificou, pelo método do
fracionador 6ptico, a resposta inflamatéria microglial em trés camadas de CA1-2 do
hipocampo (lacunosum molecular, radiatum e pyramidale) e na camada molecular do
giro denteado de camundongos albinos sui¢cos neonatos com encefalite induzida por
virus da dengue (sorotipo 3, genotipo Ill), observando intensa ativagdo microglial em

sujeitos que apresentaram sinais clinicos de meningoencefalite (Figura 3).
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Figura 3: Resposta microglial a infec¢céo por dengue no hospedeiro neonato.

As micréglias de animais neonatos infectados intracerebralmente com virus da dengue respondem de

forma alterada na camada molecular do giro denteado. Fonte: TURIEL, 2010.

No presente trabalho escolhemos investigar possiveis alteracdes microgliais e
comportamentais associadas a infeccdo secundaria heterdloga por dengue em
camundongos adultos tendo em conta sua possivel participagdo em resposta
inflamatoria no SNC, seja em funcdo da presenca dos antigenos virais seja atraves

de sua ativacao por citocinas inflamatérias cruzando a barreira hematoencefalica.

1.5. Quantificacdo de Alteracdes Morfolégicas por Reconstrucao

MicroscoOpica Tridimensional

Desse conjunto de dados torna-se evidente que as mudancas sistematicas na
forma da microglia em condicdes normais ou alteradas alteram a distribuicdo dos
ramos microgliais tornando dificil a analise de sua morfologia utilizando métodos
descritivos tradicionais. Para contornar essa dificuldade mais recentemente foi
proposta a analise quantitativa da complexidade do padrdo de ramificacdo da
micrdglia como instrumento Util para caracterizar sua morfologia (KARPERIEN;
AHAMMER; JELINEK, 2013). Nesse trabalho, a forma e as funcfes microgliais séo
consideradas intrinsecamente ligadas e é proposto que se adote a andlise fractal
como instrumento quantitativo dos fendtipos morfolégicos que parecem variar ao
longo de um gradiente. A posigéo relativa da morfologia da microglia nesse gradiente
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pode ser expressa em graus de complexidade distintos que se refletem no valor da
dimenséo fractal (K-dim) de cada célula reconstruida (KARPERIEN; AHAMMER,;
JELINEK, 2013).

Para avaliar as possiveis alterac6es na morfologia da microglia induzidas por
infeccdo sequencial por virus VDEN1 e VDEN4, nés utilizamos o método de
reconstrucdo tridimensional seguida da quantificacdo do padrdo de ramificacédo
sugerida por Karperien e colaboradores, assim como, as utilizadas por outros autores
(BINZEGGER, 2004; DA ROCHA et al., 2012; DE OLIVEIRA et al., 2008; GOMES-
LEAL et al., 2002; VIANA et al., 2013).

1.6. Comportamento Semelhante ao Ansioso e a Importancia do Septo
Lateral Nesse Tipo de Resposta Comportamental
O comportamento semelhante a ansiedade descrito em animais é tido como

comparavel ao comportamento ansioso observado em seres humanos. O
comportamento ansioso esta associado ao estado de atencdo e protecdo contra
estimulos perigosos ou potencialmente perigosos (HODGE et al., 2002; WU et al.,
2007) e é caracterizado por uma série de manifestacbes comportamentais e
fisiolégicas, tais como, o estado de tenséo e atencdo/precaucdo, sudorese, tontura,
aumento da presséo arterial e da taxa de batimentos cardiacos.

O comportamento semelhante ou relacionado ao ansioso em outros animais
também parece ter motivacbes parecidas aquelas citadas em humanos (CRYAN;
HOLMES, 2005) e pode ser avaliado e medido por testes comportamentais
padronizados, como por exemplo, a atividade exploratoria do Campo Aberto, a Caixa
Claro-Escuro e o Labirinto em Cruz Elevado (CRYAN; HOLMES, 2005), sendo que o
uso dessas metodologias €, na maior parte dos casos, feito de forma complementar,
e nao isoladamente, no intuito de validar-se a analise do possivel estado semelhante
ao ansioso. Esses testes ditos etoldgicos, utilizam-se do comportamento exploratorio
inato dos animais, num paradigma chamado de “conflito de aproximagao-esquiva” (do
inglés, approach-avoid conflit), no qual a tendéncia natural do animal € a de evitar
visitar ou permanecer em ambiente aberto em conflito com sua curiosidade inata em
explorar ambientes novos. A alteracdo dessa tendéncia natural € utilizada para avalia-

lo no teste (ver (BAILEY; CRAWLEY, 2009). Em particular, as infec¢des produzem um
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repertorio de alteracdes que podem ser quantificados, permitindo aferir o agravamento
ou a remissdo da doenca (CUNNINGHAM et al., 2007).

Quanto as bases neurais desse comportamento, é sabido que tanto areas
corticais quanto subcorticais sdo fundamentais (Figura 4a). Para que um estimulo de
ameaca seja interpretado no SNC, o primeiro passo € a chegada desse estimulo por
meio dos sistemas sensoriais. A atividade coordenada da amigdala, do hipocampo
ventral (vHPC) e do coértex pré-frontal (PFC) permite tal interpretacdo de ameaca no
ambiente. Estas estruturas sao altamente interligadas, apresentando varias projecdes
reciprocas que facilitam suas interacdes. Posteriormente, quando € necessario iniciar
as respostas comportamentais, essas areas recrutam nudcleos do tronco encefalico e
do hipotalamo para responderem ao estimulo de ameaca (CALHOON; TYE, 2015).

Neste conjunto de relacdes reciprocas, envolvendo amigdala, hipocampo e
cértex pré-frontal, a amigdala é o centro-chave responsavel pela resposta gerada
como medo e a ansiedade (GROSS; HEN, 2004; LEDOUX, 2000; SHIN; LIBERZON,
2010), principalmente por sua funcdo na percepcdo aos estimulos de ameaca
(RODRIGUES; LEDOUX; SAPOLSKY, 2009), pelos inputs que chegam através de
seu complexo basolateral (BLA) (MCDONALD, 1998). O hipocampo é também uma
estrutura importante nesse estudo, pelo menos a sua por¢ao ventral (BANNERMAN
et al., 2004; ENGIN; TREIT, 2007; KJELSTRUP et al., 2002), sendo que alguns
trabalhos ja comprovaram que a deficiéncia no processo de neurogénese hipocampal
favoreceria as desordens afetivas, como estresse e ansiedade (KOO et al., 2010;
KOZOROVITSKIY; GOULD, 2004; SCHLOESSER et al.,, 2010). J4 o PFC é
relacionado, conjuntamente com a amigdala, na construcdo das memorias de aversao
e na capacidade do individuo em manter essas memdrias por longos periodos
(LIVNEH; PAZ, 2012; OCHSNER et al., 2002).

A figura 4 resume 0 macrocircuito e 0 microcircuito septo-hipocampal

envolvidos no comportamento semelhante ao ansioso.
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Figura 4: Circuitos envolvidos na resposta semelhante a ansiosa.

— Projection confirmed with optogenetics

— Projection identified with other techniques

--- Hypothetical projection

(a) Representacgao de um corte sagital mostrando as vias e nucleos envolvidos na resposta semelhante
a ansiosa. (b) Microcircuito septo-hipocampal ligado a regulacdo da ansiedade. BLA: complexo
basolateral da amigdala; BNST: nucleo da estria; DG: giro denteado do hipocampo; CA1: corno de
Amon 1 do hipocampo; CA3: corno de Amon 3 do hipocampo; CeA: amigdala central; CRFR2a: receptor
de fator de liberagdo de corticotrofina 2; DR: nlcleo dorsal da rafe; HPC: hipocampo; Hyp: hipotalamo;
IL: divisao infralimbica do mPFC; LS: septo lateral; mPFC: cortex pré-frontal medial; NAc: nucleo
accumbens; PAG: substancia cinzenta pariaquedutal; PB: nlcleo parabraqueal; PL: diviséo pré-limbica
do mPFC; PVH: nucleo paraventricular do hipotalamo; VTA: area tegumentar ventral; PVT: talamo
paraventricular; Thal: tAlamo; vHPC: hipocampo ventral. Adaptado de (CALHOON; TYE, 2015).

Além dos nucleos citados acima, que compdem esse grande circuito reciproco,
outros nucleos também estdo envolvidos na interpretacdo e modulagéo da resposta
no comportamento semelhante ao ansioso. Um exemplo é aquele existente entre o
hipocampo e o septo lateral, importante microcircuito relacionado a esse
comportamento (RISOLD; SWANSON, 1996; TRENT; MENARD, 2010).
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Anatomicamente, 0 septo e 0 hipocampo sédo extensivamente conectados. O septo
contem corpos celulares colinérgicos e GABAérgicos que projetam suas fibras para o
hipocampo através da via fornix-fimbria (FREUND; ANTAL, 1988; KISS et al., 1990;
NAUMANN; LINKE; FROTSCHER, 1992). O hipocampo por sua vez, projeto para o
septo suas fibras tanto através de vias GABAérgicas quanto vias glutamatérgicas (ver
(NIEWIADOMSKA; BAKSALERSKA-PAZERA; RIEDEL, 2009).

O septo é uma area anatomicamente localizada abaixo do rostro do corpo
caloso e anterior a comissura anterior (Figura 5). Juntamente com o hipocampo,
hipotalamo, tAlamo, amigdala e outras areas do encéfalo, compdem o sistema limbico,
responsavel principalmente pelo comportamento e pelas emoc¢des. A area septal é
uma regido do prosencéfalo que atua na retransmisséao de informacgdes oriundas do
tronco encefélico e do hipotalamo em dire¢cdo ao neocortex (GAYKEMA, 1991). Ela
também recebe sinais que retornam de areas corticais e subcorticais especificas,
como, por exemplo, dos cortex entorrinal e frontal (GAYKEMA, 1991; LERANTH et al.,
1999), além de possuir vias de transmissao reciprocas com o hipocampo (OKADA,
OKAICHI, 2010). Histologicamente, o septo pode ser divido em duas areas: a medial,
gue inclui o septo medial e 0 nucleo da banda diagonal de Broca, e o lateral, que inclui
0s nucleos laterais (KHAKPAI; NASEHI et al., 2013).



29

Figura 5: Localizacdo anatébmica do Complexo septal.

1472 um
Localizagcao anatdmica da area septal em corte horizontal no camundongo corado pelo cresil violeta. O

trapézio preto destaca seus limites para esse plano dorsoventral. Seus limites lateral e posterior séo
definidos pelos ventriculos laterais e o limite anterior pelo corpo caloso. Fonte:

http://brainmaps.org/ajax-viewer.php?datid=9&sname=091

A regido septal lateral tem sido descrita como contribuindo de forma a
complementar as funcdes hipocampais em tarefas de reconhecimento da localizacédo
espacial empregando uma variedade de abordagens experimentais, dentre estas, a
lesédo das regibes septal lateral ou medial seguida de avaliagdo comportamental
(FRASER et al., 1991), ensaios comportamentais seguidos de andlise da atividade
metabdlica empregando citocromo-oxidase (MENDEZ-LOPEZ et al., 2009), ensaios
comportamentais associadas ao registro eletrofisiolégico realizado com auxilio de
implante cronico de eletrodos na regido septal (TAKAMURA et al., 2006; ZHOU et al.,
1999), ou ainda registro de potenciagao de longa duragéao (LTP) ou de depresséo de
longa duracédo (LTD) durante a execucdo de teste de memaria espacial ou de trabalho
(JAFFARD et al., 1996).

Além disso, tem sido demonstrado que o septo lateral pode mediar
comportamentos semelhantes ao da ansiedade (ZARRINDAST et al., 2008), através
do sistema histaminérgico do nucleo tubero-mamilar do hipotalamo posterior com
guem se conecta bidirecionalmente (HAAS; SERGEEVA,; SELBACH, 2008). De fato,

microinjecbes de agentes histaminérgicos na regido septal lateral promovem


http://brainmaps.org/ajax-viewer.php?datid=9&sname=091
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comportamento semelhante a ansiedade decrescendo numero de entradas no braco
aberto do Labirinto em Cruz Elevado, enquanto que microinjecfes de antagonista dos
receptores H1l de histamina reduziram o efeito ansiogénico da histamina
(ZARRINDAST et al., 2008). Corroborando essa tese, foi recentemente demonstrado
gue o septo lateral medeia de forma diferencial efeitos ansioliticos através dos
receptores de histamina 1, 2 e 3 em testes comportamentais especificos (CHEE;
MENARD, 2013). Adicionalmente, evidéncias funcionais tém encontrado
repetidamente que a lesdo do septo reduz as reacdes de medo em ratos nao
treinados, sugerindo que o septo normalmente atua na via excitatoria do controle da
ansiedade (MENARD; TREIT, 1999). Especialmente, lesdes eletroliticas e
excitotdxicas do septo produzem efeitos semelhantes ao ansiolitico, avaliados pelo
labirinto em cruz elevado, com aumento do tempo de exploracdo do braco aberto
(DEGROOT; TREIT, 2004; MENARD; TREIT, 1996a, 1996b; PESOLD; TREIT, 1992;
THOMAS; GUNTON, 2011; TREIT; PESOLD; ROTZINGER, 1993; TREIT; PESOLD,
1990). Por fim, lesbes fisicas ou farmacologicamente induzidas no septo lateral
parecem seletivamente suprimir a resposta defensiva em roedores, associada a
aversdo a ambientes perigosos e medido, por exemplo, pelo LCE (DEGROOT,;
KASHLUBA; TREIT, 2001; DEGROOT; TREIT, 2004; MENARD; TREIT, 1996b;
THOMAS et al., 2013; TRENT; MENARD, 2010).

Esse aspecto do comportamento mediado pelo septo lateral esta relacionado
ao circuito em conexdo ao VHPC, como ja mencionado anteriormente. Também é
possivel perceber na figura 4.b que o septo lateral € um nucleo de aferéncia da
amigdala basolateral e o Unico com nucleo de eferéncias para o hipotdlamo. Portanto,
0 septo lateral esta relacionado a uma importante via de conexao entre duas regioes
de fundamental importancia para a comportamento mencionado. Ver (CALHOON,;
TYE, 2015) para revisdo. Dessa forma, o septo € um importante nucleo de
retransmissao entre o mesencéfalo e o tronco cerebral para o prosencéfalo (KHAKPAI
et al., 2013a, 2013b).

Tendo em conta que a possivel inflamagcdo associada a infeccdo por virus
induzida no presente trabalho pode levar ao comportamento semelhante ao ansioso
(DE SOUSA et al.,, 2011; GIBNEY et al., 2013) e o septo lateral modula esses
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comportamentos, decidimos investigar possiveis altera¢cdes da morfologia microglial

nessa regiao.

1.7. O Enriguecimento Ambiental

O enriquecimento ambiental, um modelo que tenta mimetizar, em animais, o
estilo de vida ativo de um ser humano, proporcionado por um conjunto de estimulos
fisicos e somatossensoriais, € conhecidamente capaz de gerar uma série de
alteracdes bioldgicas aos animais expostos a ele, tanto em nivel comportamental,
guanto celular e molecular (MO; RENOIR; HANNAN, 2015). Em nosso laboratorio,
temos gerado uma quantidade razoavel de evidéncias da influéncia do ambiente
enriguecido sobre o comportamento dos animais em uma série de testes
comportamentais, como os de memdéria de trabalho e episddica e os que avaliam
comportamento semelhante ao ansioso. Também tem sido demonstrado os efeitos do
ambiente enriquecido sobre a plasticidade celular no sistema nervoso central — aqui
podemos citar as alteracfes microgliais, astrociticas e em neurbnios -, em varios
contextos, sejam esses contextos envolvendo infec¢do viral - que é o caso do presente
trabalho - ou ndo (BORNER et al., 2011; DE SIQUEIRA MENDES et al., 2013; DE
SOUSA et al., 2011, 2015; DINIZ et al., 2010; VIANA et al., 2013).

Os beneficios ao sistema nervoso central gerados pelo enriquecimento
ambiental estdo relacionados ao aumento da proliferacdo celular no encéfalo adulto,
como por exemplo no hipocampo, aumento da expressédo de genes envolvidos na
formacado de novas sinapses e reorganizagdo de sinapses ja existentes, assim como,
no crescimento e amadurecimento neuronal e em mecanismos de excitabilidade
celular, aumento na producédo de neurotrofinas — como Fator Neurotréfico Derivado
do Cérebro (BDNF, do inglés Brain-derived neurotrophic factor) e o Fator de
Crescimento do Nervo (NGF, do inglés Nerve growth factor), e ainda ha o fato de o
ambiente ser fator chave no desenvolvimento e progressdao de doencas
neurodegenerativas, em conjunto, com os fatores genéticos (LAVIOLA et al., 2008;
MO; RENOIR; HANNAN, 2015; VAN PRAAG; KEMPERMANN; GAGE, 2000).

Poucos trabalhos tém se dedicado ao estudo da relacdo entre as infecgcoes por
arbovirus que induzem alteracdes no sistema nervoso central e o comportamento
ansioso e muito menos sobre aquelas alteracdes induzidas pela infeccéo pelo virus

da dengue, mesmo considerando que ha manifestacdes neuroldgicas envolvidas
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nessa doenca. O Unico esfor¢co orientado nesse sentido foi feito por Miranda et al
(2012), que mostraram em um modelo murino, que a infec¢éo intracranial do sorotipo
3 do virus da dengue é capaz de induzir comportamento semelhante ao ansioso,
acompanhado de meningoencefalite, infiltracdo de células do sistema imune periférico
no SNC, perda de neurdnios em CA3 do hipocampo e aumento da expressao de TNF-
a e IL-6 no hipocampo (DE MIRANDA et al., 2012).

A influéncia benéfica do ambiente enriquecido nas performances de animais
submetidos a testes de memodria espacial e reconhecimento de objetos séo
decorrentes de alteracbes dos circuitos hipocampais; ver (HIRASE; SHINOHARA,
2014) para revisao recente. Além do mais, sugere-se que o enriguecimento ambiental
€ capaz de proteger contra distarbios emocionais associados ao estresse e a
ansiedade (FRANCIS et al., 2002; LARSSON; WINBLAD; MOHAMMED, 2002; ROY
et al., 2001). Trabalhos que usam modelos de estresse, como o de contengcédo do
animal, mostram o papel do ambiente enriquecido na inibicdo ou reversao da resposta
do tipo semelhante a ansiosa gerada por estimulo estressor (FOX; MERALI;
HARRISON, 2006). A neurogénese adulta hipocampal encontrada em animais
alojados nesse ambiente é apontada como candidata no papel protetor do ambiente
enriguecido contra esses distlrbios, que em parte é explicado pelos efeitos do AE
sobre o eixo HPA (SCHLOESSER et al., 2010; SNYDER et al., 2011).

Dessa forma, sabendo que a infec¢do pelo virus da dengue esta associada a
manifestacées neuroldgicas, resolvemos testar a hipotese de que tais manifestacdes
estariam relacionadas as alteracdes na resposta da micrdglia e do comportamento
semelhante ao ansioso. Além disso, tendo em mente o papel protetor do
enriguecimento ambiental ja demonstrado em varios modelos, resolvemos testar a
hipétese de que o ambiente enriquecido € capaz de proteger animais adultos
Imunocompetentes contra as alteragdes comportamentais e da morfologia da

microglia num modelo de infeccao pelas sorotipos 1 e 4 do virus da dengue.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar o impacto da infeccdo sequencial por VDEN1 e VDEN4 sobre o
comportamento semelhante ao ansioso e sobre a morfologia da micrdglia do septo
lateral, testando a hipotese de que o ambiente enriquecido € capaz de reduzir as

consequéncia da infecgao.

2.2. Objetivos Especificos

e Descrever as alteracdes comportamentais induzidas pela infeccéo
sequencial por VDEN1 e VDEN4 no modelo adulto imunocompetente,
avaliadas pelo Labirinto em Cruz Elevado e pela Tarefa do Campo
Aberto;

e Descrever a morfologia da microglia do septo lateral em estado
fisiolégico utilizando o método de reconstrucao tridimensional,

e Analisar as mudancas da morfologia da microglia pelo método de
reconstrugdo tridimensional induzidas pela infeccdo por DENGUE
sorotipos 1 e 4 no modelo adulto imunocompetente;

e Avaliar o impacto do enriquecimento ambiental sobre as alteragdes
comportamentais e da morfologia da microglia do septo lateral induzidas

pela infeccdo sequencial de VDEN1 e VDEN4 no modelo murinho.
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MATERIAL E METODOS

3.1. Comité de Etica

Os experimentos realizados no presente trabalho estdo de acordo com as
Normas de Utilizac&o de Animais de Experimentacio em Pesquisa do Comité de Etica
da Universidade Federal do Par4, aprovado sob o parecer de nimero 221-14, de 01

de maio de 2014. O termo pode ser encontrado em anexo |I.

3.2. Grupos Experimentais e Inoculagdes

Camundongos da variedade albina suica de dez meses de idade, obtidos a
partir do biotério do Instituto Evandro Chagas (Belém/PA), foram divididos em
ambiente padrédo (AP) ou ambiente enriquecido (AE). O ambiente enriquecido é
definido como uma gaiola (100x50x100 cm) na qual ha estimulacdo de atividade
exploratdria e motora, com uma variedade de brinquedos, tlneis, correntes, pontes e
rodas de correr para estimular o exercicio fisico voluntario dos animais. Comida e
agua foram oferecidas no primeiro e segundo andar respectivamente, obrigando os
camundongos a se deslocarem na gaiola para obter comida e agua. Em oposicao a
essa condicao, gaiolas de plastico (32x39x100 cm) do ambiente padrdo ndo contem
equipamentos ou brinquedos. Individuos de ambiente enriquecido e padréo tém livre
acesso a comida e agua com 12 horas de ciclo claro e escuro.

Quanto as inoculagdes, para mimetizar as mdultiplas infeccdes que podem
ocorrer em casos da doenga em humanos, foram feitas inoculagdes seriais por via
intraperitoneal (i.p.) de homogenado cerebral infectado com VDEN1, seguidas de
inoculacdo de homogenado cerebral infectado com VDEN4 apés 28 dias. O tempo
decorrido entre a primeira e a 22 infeccado foi estabelecido com base em estudos
prévios de cinética da resposta imune no camundongo (BEAUMIER et al., 2008). Com
o intuito de intensificar alteracfes clinicas ou comportamentais semelhante as obtidas
sob o regime de multiplas infeccdes acentuadas por anticorpo heterdlogo (DINIZ et
al., 2012) , todos os animais foram inoculados na fase final do experimento com

homogenado cerebral infectado com VDEN1 ou VDEN4 em dias alternados, seguido
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24h apdés da inoculacdo de soro hiperimune contendo anti-VDEN3, durante 7 dias
(Figura 6).

Os animais controle receberam igual volume de homogenado cerebral nao
infectado. Todos os animais controles foram sacrificados apds o término de todas as

inoculacodes.

Figura 6: Linha do tempo experimental.

Inicio das injegdes por VD alternadas
Infecg&o por D1 Infecg&o por D4 por inoculagdes de ANTI-VD3

Inicio do l l l Perfusao
P

experimento

Baseline | 28 dias | 14 dias P 7dias

Linha do tempo experimental mostrando a sequéncia de eventos durante todo o periodo de
experimento. Os animais foram submetidos a uma semana de LCE e CA previamente a primeira
infeccdo, periodo chamado de baseline. Apos esse periodo, no dia 7, inoculou-se macerado infectado
com sorotipo 1 do virus da dengue (D1) (primeira seta), seguida, 28 dias apds, por uma inoculacéo de
macerado infectado com sorotipo 4 (D4) (segunda seta). Na Ultima semana de experimento, adotou-se
um regime de inoculacdo de macerado infectado alternada por inoculagéo de soro hiperimune contendo
anticorpo anti-VDENV3, por sete dias (terceira seta). O LCE foi aplicado no 6° dias apés as infec¢cbes
e 0 CAno 5°dia. Os testes comportamentais foram aplicados durante todo o curso do experimento. DV
— Virus da dengue.

Com a necessidade de avaliar a morfologia microglial ap6s cada ponto de
infeccdo, foram feitos sacrificios 7 dias apés a inoculagdo de VDENL1, 7 dias apos a
infeccado por VDEN4 e ao final da semana de inoculagdes de homogeado infectado,
alternadas com inoculagdes de soro contendo anti-vden3. Ou seja, 0s resultados de
morfologia apresentados nesse trabalho ir&o corresponder a 3 janelas diferentes de
infeccdo, em grupo controle injetado com homogenado cerebral ndo-infectado por
virus. No total serdo apresentados os resultados de 8 grupos experimentais. Um
resumo dos grupos experimentais e suas abreviaturas podem ser encontrados na

tabela abaixo.



36

Tabela 1: Grupos experimentais com suas respectivas descri¢cdes, abreviaturas e numero amostral (n).

Ambiente Infeccao Abreviacédo n
Homogenado
Padrao _ AP NI 7
nao-infectado
Padréao VDEN1 AP D1 12
Padréo VDENL1 + VDEN4 AP D1D4 8
VDENL1 + VDEN4
Padrao AP D1D4ANTIDV3 8
+ ANTIDENV3
. _ Homogenado
Enriquecido _ AE NI 5
néo-infectado
Enriquecido VDEN1 AP D1 12
Enriquecido VDENL1 + VDEN4 AP D1D4 8
VDEN1 + VDEN4
Enriquecido AE D1D4ANTIDV3 8
+ ANTIDENV3

3.3. Inodculo

Animais neonatos (2 dias de idade) foram intracerebralmente infectados com
10 ul de sobrenadante de cultura células C6-36 infectadas por VDEN1 ou VDENA4,
cedida pelo Departamento de Febres Hemorragicas do Instituto Evandro Chagas
(Belém/PA). Esses sobrenadantes continham 1,7x10* pfu/ml de VDEN1 ou
1,4X10° pfu/mL de VDENA4 obtidas a partir de amostras de soro humano. Ao
apresentarem o0s sinais clinicos da infeccdo, os animais foram sacrificados
imediatamente e congelados em freezer -80° C. Posteriormente, o tecido cerebral
(0,2g/animal) foi homogenado e misturado com 0,8ml de agua destilada contendo 100
U/ml de penicilina e 100 ug/ml de estreptomicina. A suspenséo era centrifugada a
10.000 g por 15 minutos a temperatura ambiente (16° C) e o sobrenadante inoculado

intraperitonealmente (0,2 ml/animal).
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Analise Comportamental

As analises comportamentais foram realizadas durante todo o periodo do

experimento, uma semana prévia a infeccdo e todas as semanas pos-infeccdo. Os

testes utilizados foram a Tarefa Exploratéria do Campo Aberto e o Labirinto em Cruz

Elevado.

3.4.1.

3.4.2.

Teste do Campo Aberto: O aparato € composto por uma caixa de madeira cinza
(30 cm x 30 cm x 40 cm) com o chéao dividido em nove quadrantes. O teste foi
aplicado previamente as inoculagcées e no 5° dia apés as infeccbes. Nesse
teste, o animal é posto no centro do aparato e deixado no campo aberto por 3
min. Um metro acima do aparato foi colocada uma video-camera (webcam)
conectada a um computador e todos os testes foram gravados em video e
posteriormente analisados com auxilio do software Any-Maze (Stdelting©). O
parametro analisado foi a atividade exploratéria, medida pelo tempo total de
permanéncia na zona central ou na zona periférica. Apés cada sesséo o

aparato foi limpo com alcool 70% para remover pistas olfatérias.

Labirinto em cruz elevado (LCE): o LCE é constituido por dois bragcos abertos
e dois fechados (30x5cm) colocados em posi¢coes opostas, e uma plataforma
central (5x5cm) (KOMADA; TAKAO; MIYAKAWA, 2008). Os bracos fechados
possuem paredes de 15 cm de altura, enquanto que nos bragos abertos nao
h& paredes. Os bracos e a plataforma central sédo feitos de madeira e pintados
de tinta preta e elevados a 45 cm do chéo. O protocolo usado para este teste é
0 mesmo utilizado por Carola et al., 2002. O animal € colocado na plataforma
central do LCE, solto com a face virada para um dos bracos abertos permitindo-
se a exploracdo do ambiente por um periodo de 5 minutos. O teste foi aplicado
previamente as inoculacdes e no 6° dia apos as infec¢des. As imagens de cada
treino sdo capturadas por uma camera de video instalada a 1 m de altura do
LCE e conectada a um computador, com o objetivo de armazenar os testes
para posterior analise. Apos cada sesséo o LCE é limpo com uma solucéo de
etanol a 70%. Os seguintes parametros comportamentais sdo analisados:
distancia percorrida (m), velocidade média (m/s), tempo de imobilidade (s),

namero de entradas nos bracos abertos, fechados e na plataforma central,
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tempo total nos bracos abertos, fechados e na plataforma central e distancia

percorrida nos bracos abertos, fechados e na plataforma central.

3.5. Perfusao e Microtomia

Apés os testes comportamentais e a bateria de inoculagbes os camundongos
foram anestesiados com Avertina, 0,5ml/5g de peso corporal, por via intraperitoneal e
perfundidos por via intracardiaca com solucao salina heparinizada e paraformaldeido
a 4% utilizando-se uma bomba de infusdo. Apds a craniotomia, os cérebros foram
seccionados em vibratomo em plano axial na espessura de 70um (MICROM, modelo
HM 650 V). As secc¢Bes do cérebro de cada animal foram divididas em cinco amostras
igualmente representativas de todo o eixo dorsoventral do cérebro para posterior

processamento por imunohistoquimica.

3.6. Imunohistoquimica

Séries alternadas de cortes cerebrais (70 um de espessura) obtidos com
Vibratomo (Microtomo por vibracéo) foram imunorreagidas para marcacgao seletiva da
microglia como segue: as seccdes de cérebro foram submetidas a recuperacéo
antigénica em tampao borato (pH 9.0) a 65-70 °C por 60 minutos para recuperacao
antigénica, lavados em tampao tris salina (TBS), imersos por 20 minutos em solucéo
de caseina a 10% (Vector© Laboratories), e depois incubados em anticorpo primario
anti-IBA1 (Wako © Chemicals, USA; Coelho anti-ibal, 2 pg/ml), diluido em TBS 0,1 M
(pH 7.2 — 7.4) por 3 dias a 4 °C. Depois de lavadas, as sec¢des foram incubadas
‘overnight” em solugdo contendo anticorpo secundario (cabra anti-coelho-anti-
camundongo, 1:250 em TBS, Vector© Laboratories). Para inativacdo da peroxidase
enddgena as secc¢fes foram imersas em H202 a 3% em TBS, lavadas em TBS e
depois transferidas para a solugédo de complexo Avidina-Biotina (VECTASTAIN ABC
Kit; Vector Laboratories) por uma hora. Os cortes foram lavados novamente antes da
incubacao em tampéao acetato 0.1 M pH 6.0, por 3 minutos, e expostos a uma solugéao
de diamidobenzidina em concentracdo 0.6 mg/ml, contendo cloreto de amdnia e niquel
a 2.5 mg/ml e glicose oxidase a 0.1 mg/ml. A confirmacgao da especificidade da reacao
foi feita por experimento controle no qual os cortes ndo sao expostos ao anticorpo

primario.
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3.7. Reconstrucao Tridimensional

Para a reconstrucéo tridimensional das microglias utilizamos o microscépio
optico (Eclipse 80i, NIKON) com platina motorizada e conversores analogo-digitais
(MAC6000 System, Ludl Electronic Products©, Hawthorne, NY, USA) para registro
digitalizado da informacéao relativa as coordenadas espaciais (X, Y, Z) de cada ponto
da reconstrucdo. Esse sistema € acoplado a microprocessador que controla o0s
movimentos da platina com auxilio de programa especializado (Neurolucida,
Microbrightfield©, Williston, VT, USA) e estoca as coordenadas dos pontos de
interesse. No sentido de se evitar ambiguidades na identificacdo dos objetos de
interesse e garantir maior precisdao nas reconstrucdes, a objetiva de 4,0x era
substituida por outra PLANFLUOR, 100X (NA 1.3; DF = 0.2 ym; Nikon, Japan)
utilizada nas reconstrucgdes tridimensionais.

As reconstru¢cdes das microglias foram feitas a partir do septo lateral do
camundongo albino suico (Mus musculus). Foram selecionadas para reconstrucao
apenas as microglias que apresentavam terminacdes completas em secc¢des que
cobriam toda extens&o dorsoventral da regido septal. Microglias incompletas com
ramos seccionados durante o corte foram excluidas. Aplicamos correcdo para
retracao induzida pelo processamento histologico nos dados da morfometria de forma
linear para todos 0s grupos experimentais exclusivamente para o eixo z, onde,
presumiu-se 75% de retracao tal como previamente sugerido previamente (CARLO;
STEVENS, 2011). Foram reconstruidas 1.170 microglias no total, obtidas de 5 animais
de cada grupo (8 grupos ao todo), sendo 30 micrdglias por animal - 15 células do
septo lateral direito e 15 células do septo lateral esquerdo -, 150 células por grupo.
Particularmente, o grupo AE NI teve analisados 4 animais, totalizando 120 células
nesse grupo. Essas células foram submetidas a analise morfométrica realizada com
o programa Neuroexplorer (Microbrightfield©, Williston, VT, USA).

Tem-se a seguir a definicdo dos parametros morfométricos do soma e das

ramificacdes da micréglia (Tabelas 2).
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Tabela 2: Variaveis morfométricas medidas pela recontrucdo tridimensonal utilizando-se os sofware
Neurolucida e Neurolucida Explorer.

Segmento

Qualquer porcéo de estrutura ramificada microglial com terminacdes que
Ss&80 ou nés ou rescisdes sem nos intermediarios

Comprimento do

Comprimento total do segmento tracado

segmento
Densidade de Numero de segmentos divido pelo comprimento total dos segmentos
segmentos expressa em milimetros (n° de segmentos/mm)

Comprimento do
ramo

Comprimento total dos segmentos de linha utilizados para tracar o ramo de
interesse

Comprimento
total da arvore

Comprimento total de todos os ramos da arvore
= [Comprimento] / [Nimero de ramos]

Tortuosidade

= [comprimento real do segmento] / [distancia entre os pontos finais do
segmento]. O menor valor é 1; isto representa um segmento de recta.
Tortuosidade permite segmentos de diferentes

comprimentos a serem comparadas em termos da complexidade dos
caminhos que tomam

Area de superficie

Computadorizada, modelando-se cada ramo como um tronco (truncado
cone circular reto)

Volume do ramo

Computadorizada, modelando-se cada peca de cada ramo como um tronco.

Diametro da base
do ramo primario

Diametro no inicio da primeira segmento

Angulo planar

Calculado com base nos pontos finais dos segmentos. Ele refere-se a
mudanca de direc¢cdo de um segmento em relacdo ao segmento precedente

K-dim (dimenséo
fractal)

O "K-dim" da analise fractal, descreve como a estrutura de interesse ocupa
espaco. Diferencas estatisticas significativas na K-dim sugerem diferencas
morfologicas.

N° de Varicosities,
segmentos,
arvores

Referem-se ao numero total de segmentos, varicuosidadees e arvores
encontrada numa Unica microglia.

Area do soma

Refere-se a area da seccao transversal do 2-dimensional contido dentro da
fronteira da célula corpo.

Perimetro do
soma

Comprimento do contorno que representa o corpo celular

Feret max/min do
soma

Dimensdes maiores e menores dimensées do corpo da célula como se um
compasso de calibre foi usada para medir transversalmente o contorno. As
duas medi¢6es séo independentes um do outro e ndo necessariamente no
angulos retos entre si.

indice de aspecto
do soma

= [di&metro Min] / [didmetro Max]

Indica o grau de achatamento do corpo da célula:
e Faixa de valores é 0-1.
e Um circulo tem uma proporcao de 1.

Compactacédo do
soma

Compacidade =(4/m) X Area
diametro Max
* Faixa de valores é 0-1.
* Um circulo tem uma forma mais compacta (=1).
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Convexidade do Convexidade = [Convex Perimetro] / [Perimetral]

soma * Um objeto completamente convexa ndo tem entalhes, e tem um valor de 1
convexidade (por exemplo,
circulos, elipses e quadrados).
* objetos céncavos tem convexidade valores inferiores a 1.
» Contornos com baixa convexidade tem uma grande fronteira entre as
areas internas e externas.

Fator de formado  Fator da forma = 4w X__ Area

soma Perimetro2
» Como a forma de contorno que se aproxima de um circulo perfeito, esse
valor se aproxima de um maximo

de 1,0.
+ A medida que a forma de contorno achata, esse valor se aproxima de 0.
Esfericidade do Arredondamento = [Compacidade] 2
soma E usado a para diferenciar objetos que possuem valores de compacidade
peguenos.

Solidez do soma Solidez = [area] / [Convex Area]
A area delimitada por um ‘elastico’ esticada em torno de um contorn é
chamada a &rea convexa.
* Circulos, quadrados e elipses tém uma solidez de um.
* Os entalhes na zona do contorno tomar longe da area convexa,
diminuindo a area real
dentro do contorno.

Volume do Volume estimado a partir de um campo de cobertura tridimensional de um

convex-hull sélido construido a partir da modelagem de uma superficie conectando
as terminacgdes mais distais da célula reconstruida.

Area do convex- Area estimada a partir de um campo de cobertura tridimensional de um

hull sélido construido a partir da modelagem de uma superficie conectando
as terminacdes mais distais da célula reconstruida.

Dominio da Para isso, utlizamos os dados de Bartol (), que estimou 449 sinapses

micrélgia contidas em um cubo de 6x6x8 pm (180 pm?q) e estimamos o nimero

provavel de sinapses contidas no volume da microglia obtido a partir da
andlise de convex-hul.

Com o objetivo de gerar dados obtidos a partir de amostragens sistematicas e
aleatdrias, caixas de 60 x 60 um foram distribuidas em cada seccao, distanciadas
umas das outras por 120 um. O namero de células reconstruidas em cada seccéo foi
estipulado por meio de uma regra simples de propor¢cdo, ou seja, cada seccado

contribui com o niumero de células proporcional a sua area (Figura 7).
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Figura 7: Representacdo da area de interesse para reconstrucdo das micréglias e

distribuicao sisteméatica das caixas.

(A) Complexo septal; (B) Contorno do septo lateral e demonstracéo da distribuicdo das caixas nessa
area; (C) representacéo apenas do contorno do septo lateral utilizado para delimitacéo da area; e (D)

contorno e caixas distribuidas dentro do contorno, mostrando as células dentro das caixas.

3.8. Fotomicrografias e P6és-processamento das Imagens

Para obtencdo de fotomicrografias utilizamos céamera digital (Microfire,
Optronics, CA, USA) acoplada a microscépio Nikon (Eclipse 80i, NIKON) sendo as
imagens poés-processadas com auxilio de software especializado (Adobe Photoshop
7.0.1 C.S.2, San José, CA, USA) ajustando brilho e contraste. As imagens das
microglias fotografadas foram selecionadas a partir de reconstrucdes cujos
parametros morfométricos mais se aproximaram dos valores médios obtidos para

cada animal em patrticular.

3.9. Analise Estatistica
Para analise comportamental, utilizamos analise de variancia um critério

(ANOVA one-way) e test T para as analises pareadas; para comparacdes dos
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achados morfométricos realizadas entre animais infectados ou néo-infectados, de
ambiente padrdo ou enriquecido, utilizamos a analise de variancia dois-critérios. Nas
comparacdes da complexidade das células ou do volume do convex-hull das mesmas
entre os subtipos de cada grupo experimental utilizamos a analise ndo-paramétrica de
Kruskal-Wallis, assim como utilizamos a mesma andlise ndo-paramétrica para
comparacdes entre os subgrupos de células mais complexas de cada grupo
experimental ou igual comparacgéo entre os dominios (volume de sinapses contidas
dentro do volume da micréglia) dessas células. JA& as comparagcBes simples e
pareadas entre subgrupos, aplicamos a analise ndo-paramétrica Mann-Whitney.

A aplicacdo da andlise nao-paramétrica foi feita devido as amostras
apresentarem variancias desiguais. Todos os testes com intervalo de confianca
estabelecido em 95% ou 99% (p<0.05 ou p<0.01).

Para evitar tratamentos baseados em medidas isoladas de tendéncia central
(média e desvio ou erro padrao) quando da ocorréncia de altos niveis de variabilidade
empregamos a andlise de aglomerados (também denominada de anélise
conglomerados ou de aglomerados ou de grupos). Essa andlise € um tipo de
estatistica multivariada que tem sido aplicada a uma ampla variedade de abordagens
comportamentais (CASARRUBEA; SORBERA; CRESCIMANNO, 2009) e em estudos
morfoldgicos, incluindo o de reconstrucgdes tridimensionais (DE OLIVEIRA et al., 2008;
ROCHA et al., 2007; VIANA et al., 2013) sendo principalmente utilizada quando nao
h&a nenhuma hipétese a priori acerca da ocorréncia de conglomerados na amostra
(CASARRUBEA; SORBERA; CRESCIMANNO, 2009; LANE et al., 2010). Essa
analise nos permite identificar se ha formacdo de aglomerados de esteredtipos
celulares dentro de uma determinada populacdo celular. No caso do presente
trabalho, esta andlise permite avaliar se as populacfes celulares de animais
infectados ou ndo-infectados, de ambiente padrdo ou enriquecido, se diferem quanto
aos subtipos celulares dentro de cada conjunto.

Em linha com essas recomendacdes, detectamos grupos distintos dentro de
nossa amostra selecionada para estudar a morfologia da micréglia no septo lateral
apos inoculagdo de homogenado cerebral infectante ou ndo infectante. A analise

discriminante desses aglomerados permitiu identificar as varidveis que mais
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contribuiram para a discriminacdo dos grupos. Para a analise estatistica foram
utilizados os Programas: BioEstat® 5.0; Statistical for Windows® version 5.0 A.
Alguns autores sugerem que, para a utilizacdo da analise de conglomerados,
somente variaveis bi ou multimodais sejam utilizadas (GOLDER; YEOMANS, 1973,
KOLB et al., 1994; YAMADA,; JINNO, 2013). A selecdo dessas variaveis é feita por
meio do indice de multimodalidade, que € baseado na assimetria e na curtose da
amostra. Desse modo, somente variaveis morfométricas com indice de
multimodalidade > 0.05 devem ser utilizadas, pois sé&o bi ou multimodais. Como nao
obtivemos trés ou mais variaveis multimodais em todos 0s grupos experimentais
propostos nesse trabalho, optamos pela utilizacdo da analise de componentes
principais, um teste preditivo que examina um grupo de variaveis transformando-as
em combinacdes lineares em ordem decrescente de importancia designadas por
indices chamados de componentes principais. Atribui-se maior énfase aos indices que
representam 80% da variancia total, denominados de fatores. Esse teste foi aplicado

como o objetivo de validar a analise multivariada ja mencionada acima.
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RESULTADOS

4.1. Analise Comportamental

Os resultados de comportamento que se seguem foram obtidos a partir dos
grupos experimentais mantidos até o experimento se encerrar, para que fosse
possivel visualizar a progresséo das alteracdes comportamentais durante a linha do
tempo da infeccdo (ver figura 6). Portanto, os grupos serdo identificados como
infectados de ambiente padrao, néo-infectados de ambiente padréo, infectados de
ambiente enriquecido e ndo-infectados de ambiente enriquecido.

De modo geral, animais infectados de ambiente padrao apresentaram alteracéo
comportamental nos pontos que sucederam a infeccdo por VDEN4, na 72 e 82
semanas (figuras 8 e 9). Identificamos também redugédo significativa do tempo de
exploracéo do brago fechado no LCE e o segundo minuto parece ser o momento mais
sensivel para detectar esse comportamento [2° minuto: (6" semana = 73.25+8.1% vs
7°semana = 32.2+6.28%) (teste t, p=0.001) e (6" semana = 73.25+8.1% vs 82 semana
= 43.33+9.1) (teste t, p=0.027)] (Figura 8B). Por outro lado, esse grupo experimental
mostrou reducédo significativa no tempo de exploracéo da periferia no Campo Aberto,
sendo o primeiro minuto o mais importante para essa deteccédo [1° minuto: (6° semana
= 69.65+1.79% vs 7° semana = 57.32+1.79%) (teste t, p=0.021) e (6° semana =
69.65+1.79% vs 82 semana = 60.4+2.84%) (teste t, p=0.019)] (Figura 9B).

Todos os demais grupos apresentaram, de forma similar, aumento do tempo
de exploragéo dos bracos fechados no LCE e da periferia no Campo Aberto, mesmo
apos a infeccdo por VDEN4, comportamento oposto ao percebido para os animais

infectados de ambiente padrdo (Figuras 8 e 9).
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Figura 8: Grafico representativo dos resultados do Labirinto em Cruz Elevado.
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O grafico mostra que animais infectados alojados em ambiente padrdo apresentaram reducédo
significativa no tempo de permanéncia no braco fechado ap6s o ponto de infec¢do por VDENVA4. (A)
Representacdo grafica mostrando os pontos de infeccdo (setas) em correlacdo ao tempo gasto no
braco fechado, (B) segundo minuto de teste. D1 — homogenado cerebral infectado com VDEN1. D4 —
homogenado cerebral infectado com VDEN4. Anti-DV3 — soro contendo anticorpo anti-dengue3. As
setas indicam os pontos de infeccdo. (*) indica diferenca estatistica entre o ponto poés-infeccdo em

comparacéo ao ponto de infeccéo, p < 0.05.

Figura 9: Grafico representativo dos resultados do Campo Aberto.
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O grafico mostra que animais infectados alojados em ambiente padrdo apresentaram reducédo
significativa no tempo de permanéncia na periferia apds o ponto de infeccdo por VDENV4. (A)
Representacéo grafica mostrando os pontos de infec¢do (setas) em correlagdo ao tempo gasto na
periferia, (B) primeiro minuto de teste. D1 — homogenado cerebral infectado com VDEN1. D4 —
homogenado cerebral infectado com VDEN4. Anti-DV3 — soro contendo anticorpo anti-dengue3. As
setas indicam os pontos de infec¢do. (*) indica diferenca estatistica entre o ponto pés-infeccdo em

comparacéo ao ponto de infecc¢éo, p < 0.05.
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4.2. Analise Morfométrica de micréglias obtidas a partir do septo lateral

Para a analise tridimensional da micréglia do septo lateral foram gerados 8
grupos experimentais (ver tabela 1).

De modo geral, microglias do septo lateral dos animais infectados de ambiente
padrao séo significativamente diferentes daquelas dos animais nao infectados (Figura
10), com excecéo do grupo APD1D4AD3, que foi diferente de APNI em nenhuma das
variaveis. As alteracbes mais importantes foram percebidas para as variaveis
complexidade, analise fractal (K-Dim), numero, comprimento e densidade de
segmentos. Na tabela x é possivel verificar as amplitudes das alteracbes em
percentual existentes ao compararmos os valores médios das células de animais
infectados aquelas de animais nédo infectados. Apesar das alteracdes observadas nos
ramos/segmentos, ndo houve alteragdes significativas no corpo celular (Figura 10 e
tabela 10). Por outro lado, as alterac6es percebidas em células de animais de AP ndo
foram encontradas em células de animais de ambiente enriquecido (Figura 10). E
possivel perceber na tabela 4 que a amplitude das diferencas meédias entre as células
de animais infectados quando comparadas aquelas de animais nédo infectados é
menor e nao significativa, quando comparamos as amplitudes encontradas para as
células de animais de ambiente padrdo, encontrados na tabela 3. Os valores de média

e erro padrdo podem ser encontrados na tabela 5.
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Figura 10: Representacdo grafica dos resultados de sete variaveis morfométricas

obtidos
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Representacdo grafica dos valores de média e erro padrdo de caracteristicas morfométricas,
comparando-se 0s grupos de animais infectados ao ndo-infectado de ambiente padréo ou enriquecido.
(A) complexidade, (B) analise fractal (K-Dim), (C) niUmero de segmentos, (D) area do soma planar. AP
NI — animais nao infectados de ambiente padrdo; AP D1 — animais de ambiente padr&o infectados com
macerado infectado com sorotipo 1 do virus da dengue; AP D1D4 — animais de ambiente padrao
infectados com macerado infectado com sorotipo 1 do virus da dengue seguido 28 dias apo6s por
infecgdo por macerado infectado com sorotipo 4 do virus da dengue; AP D1D4ANTIDV3 — animais de
ambiente padrao submetidos ao regime de inoculagdes por virus da dengue alternadas inoculagées de
anticorpo anti-VD3; AE NI — animais néo infectados de ambiente enriquecido; AE D1 — animais de
ambiente enriquecido infectados com macerado infectado com sorotipo 1 do virus da dengue; AE D1D4
— animais de ambiente enriquecido infectados com macerado infectado com sorotipo 1 do virus da
dengue seguido 28 dias apoés por infec¢@o por macerado infectado com sorotipo 4 do virus da dengue;
AE D1D4ANTIDV3 — animais de ambiente enriquecido submetidos ao regime de inoculagdes por virus
da dengue alternadas inoculacdes de anticorpo anti-VD3. (*) indica diferenca significativa entre os
grupos infectados e o nao infectado dentro cada ambiente, definido pelo valor de p obtido a partir da
ANOVA um critério. (*) p<0.05, (**) p<0.01.



50

Tabela 3: Amplitude média em percentual das diferengas entre os grupos infectados e o grupo ndo-infectado de ambiente padrdo para as varidveis da figura
10, com seus respectivos valores de p. Os pareamentos foram os seguintes: APNI vs APD1; APNI vs APD1D4; APNI vs APD1D4AD3.

AP D1 AP D1D4 AP D1D4ANTIDV3

S LT 75,89 p=0,007 75,66 p = 0,008 60,92 p > 0,05

K-Dim 4,82 p=0,0008 411 p=0,006 303 p>0,05

g 54,29 p = 0,0001 50,84 p =0,0009 41,35 p>0,05

Densidade de segmentos 2531 p=0,046 26,01 p=0,032 23,78 p>0,05

Comprimento de segmentos (um) 37,5 p=0.0021 2732 p=04 21,73 p>0,05

Area do soma (um?) -10,22 p>0,05 -16,18 p>0,05 8,08 p>0,05
Perimetro do soma (um) 469 p>0,05 -12,36  p>0,05 -0,38 p>0,05

Tabela 4: Amplitude média em percentual das diferencas entre os grupos infectados e o grupo néo infectado de ambiente enriquecido para as variaveis da
figura 10, com seus respectivos valores de p. Os pareamentos foram os seguintes: AENI vs AED1; AENI vs AED1D4; AENI vs AED1D4AD3.

AE D1 AE D1D4 AE D1D4ANTIDV3
Complexidade 4243 p>0,05 25,38 p>0,05 753 p>0,05
K-Dim 2,22 p>0,05 2,38 p>0,05 1,28 p>0,05
NGmero de segmentos 31,91 p>0,05 33,09 p>0,05 13,54 p>0,05
Densidade de segmentos 18,96 p>0,05 22,45 p>0,05 4,76 p>0,05
Comprimento de segmentos (um) 16,62 p>0,05 12,61 p>0,05 11,62 p>0,05
Area do soma (um?) 590 p>0,05 12,26 p>0,05 1,24  p>0,05

Pen’metro do soma (um) 2,14 P > 0,05 4,48 P > 0,05 1,81 p > 0,05




Tabela 5: Valores de média e erro padréo de sete variaveis morfométricas representadas na figura 10.
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Complexidade K.Dim N° de Densidade de Comprimento dos Perimetro do  Area do soma

segmentos  Segmentos segmentos (Km) soma (um) (Um?)
AP NI 7687,69 1,065 53,44 134,06 406,76 29,60 47,16
1054,07 0,004 2,30 10,41 22,22 0,16 1,99
AP D1 31884,99 1,119 116,92 179,49 650,86 28,28 42,78
4681,23 0,008 9,95 8,96 43,45 0,60 8,62
AP D1D4 31592,75 1,110 108,71 181,20 559,72 26,35 40,37
6671,66 0,008 10,34 10.59 41,07 0,26 2,72

AP
AR 19675,69 1,098 91,12 175,91 519,69 29,49 43,63
3585,97 0,008 6,48 12,59 38,72 0,22 2,89
AE NI 16941,02 1,078 75,51 162,08 466.96 26,39 40,03
5535,38 0,006 9,33 6,91 40,60 0,27 2,38
AE D1 29430,06 1,103 110,90 200,02 560,06 26,97 42,54
3904,67 0,008 6,82 2,18 34,35 0,17 2,49
AE D1D4 22704,97 1,105 112,87 209,02 534,40 27,93 45,62
3371,43 0,010 10,72 5,55 38,36 0,14 1,92

AE
S ANTIEE 18320,54 1,092 87,34 170,19 528,41 26,88 39,54
2740,74 0,007 5,85 12,23 43,71 0,32 2,58
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Levando em consideragao os achados citados acima, buscamos verificar se as
alteracbes importantes encontradas em células de animais de ambiente padréao,
guando comparadas as células de animais de ambiente enriquecido, poderiam estar
relacionadas ao surgimento de novos padrées morfoldégicos nos grupos de animais
infectados. Para isso, aplicamos a analise de conglomerados, seguida de andlise
discriminante, para avaliar o padrao de distribuicdo das familias ou subtipos de células
dentro de cada grupo experimental. Os resultados podem ser visualizados nas figuras
de 11 a 18 e as células médias representadas foram aquelas que mais se
aproximaram dos valores médios de complexidade em cada grupo. A variavel
complexidade foi escolhida, pois foi a variavel discriminante mais importante em todos
0S grupos experimentais (ver anexo II).

A andlise de conglomerados mostrou que no septo lateral de animais nao
infectados de ambiente padréo (figura 11) ou de ambiente enriquecido (figura 15) ha
ocorréncia de trés subtipos celulares, um grupo de células mais complexas e de maior
volume medido por convex-hull, um grupo de células menos complexas e de menor
volume medido por convex-ull e um grupo intermediario, sendo que os valores médios
de complexidade séo de 7.687,69 + 1.054,07 para o grupo APNI e de 16.941,02 +
5.535,38 para o grupo AENI (tabela 6), ndo havendo diferenca significativa de
complexidade entre células desses dois grupos nao infectados (teste de Mann-
Whitney; p = 0,1416). Além disso, o subgrupo de células mais complexas representa
somente 9,32% do numero total para AP e 13,97% para AE, sendo ambos 0s grupos
compostos em sua maioria por células pouco complexas (AP = 50,84% e AE =
52,68%)

Ao observarmos a analise de agrupamentos de células obtidas a partir do septo
lateral de animais de grupos infectados de AP, percebemos uma ampla alteracao no
cenario descrito para 0s grupos nao infectados. Sete dias apés a infeccdo por VDEN1
(APD1), percebemos o surgimento de um quarto subtipo celular, de células altamente
complexas (APD1 = 67.609 de complexidade) (figura 12C), muito ramificadas (figura
12B), além dos outros trés subtipos ja notados no estado néo infectado. Portanto,
somadas as células mais complexas ja presentes anteriormente a infeccdo, o
percentual de células de alta complexidade ampliou para aproximadamente 44% do
total. O mesmo perfil de familias celulares é encontrado 7 dias apos a infec¢do por
VDEN4 (APD4) (figura 13) e ap6és o periodo de inoculagdes alternadas com anticorpo

heterdlogo (figura 14), porém o percentual de células de alta complexidade é menor
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nesses dois ultimos grupos (aproximadamente 30% e 33%, respectivamente), quando
comparados a APD1 (44%). Adicionalmente, ao compararmos 0s subtipos de células
mais complexas de cada grupo experimental, notamos que, em média, esses subtipos
de células dos grupos de animais infectados é largamente diferente daquele de
animais nao infectados [APNI = 21.286,9 + 1.040,83 vs APD1 = 47.407,07 + 2.035,06
(P<0,0001); APNI =21.286,9 + 1.040,83 vs APD1D4 = 51.990,3 + 2.682,2 (p<0,0001);
APNI = 21.286,9 + 1.040,83 vs APD1D4AD3 = 30.199,9 + 1.261 (p=0,0002); teste de
Mann-Whitney] e que os subtipos de células mais complexas de APD1D4AD3 possui
valores de complexidade menores, quando comparadas aqueles subtipos dos outros
dois grupos infectados [APD1D4AD3 = 30.199,9 + 1.261 vs APD1 = 47.407,07 £
2.035,06 (p<0,0001); APD1D4AD3 = 30.199,9 + 1.261 vs APD1D4 = 51.990,3 +
2.682,2 (p<0,0001); teste de Mann-Whitney] (figura 19A).

Ainda sobre as alteracdes percebidas em células obtidas a partir do septo
lateral dos animais alojados em ambiente padrdo, notamos que, apesar da alteracao
do padrao de distribuicdo percebido pela andlise de aglomerados e da presenca da
ampliacdo do percentual de células altamente complexas no septo de animais
infectados, tais células ndo alteraram seus dominios de monitoramento de sinapses.
Isso pode ser visto na figura 19, na qual percebemos que a alta complexidade nao
acompanhada de alteracdo do nimero de sinapses contidas no volume da micréglias
dos diferentes morfotipos (figura 19 A e C, respectivamente).

De forma diferente do que foi encontrado para o0s grupos infectados de
ambiente padrao, células obtidas a partir do septo lateral de animais infectados de
ambiente enriquecido nao apresentaram configuracbes diferentes de subtipos
celulares quando comparados aos animais néo infectados (figuras 15 a 18, e tabela
6). Apesar desse fato, em média, nos animais de AED1 e AED1D4, mas ndo em
animais AED1D4AD3, o subtipo de células mais complexas apresenta valores maiores
de complexidade, ao compararmos ao subtipo de células de maior complexidade de
AENI [AENI = 33.644,91 + 1.218,2 vs AED1 = 55.464,56 + 1.678,3 (P<0,0001); AENI
= 33.644,91 + 1.218,2 vs AED1D4 = 55.370,8 + 3.2918 (p<0,0001); teste de Mann-
Whitney] e, da mesma forma como observado em AP, os subtipos de células mais
complexas de AED1D4AD3 possui valores de complexidade menores, quando
comparadas aqueles subtipos dos outros dois grupos infectados como observado para
0s grupos AE [AED1D4ADE3 = 30.355,27 + 725.6 vs AED1 = 55.464,56 + 1.678,3
(p<0,0001); AED1D4ADE3 = 30.355,27 + 725.6 vs AED1D4 = 55.370,8 + 3.2918
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(p<0,0001); teste de Mann-Whitney] (figura 19B), porém, a amplitude da diferenca no
percentual desses subtipos celulares em cada grupo experimental € pequena (AENI
~ 14%, AED1 ~ 23%, AED1D4 ~ 12% e AED1D4AD3 ~ 21%). Similar ao encontrado
para células de animais de ambiente padrdo, diferencas na complexidade dos
subgrupos ndo é acompanhada de aumento no dominio das células e,
consequentemente, ndo ha alteracdo do numero de sinapses contidas no volume das
células de diferentes morfotipos (Figura 19 B e D, respectivamente).

Ao observarmos a andlise discriminante e a anélise de componentes principais,
percebemos que os dados obtidos a partir da andlise de aglomerados sé&o
corroborados por essas analises. As mesmas subdivisbes notas pela analise de
aglomerados foram obtidas pela analise discriminante e analise de componentes
principais para células de animais de ambiente padrdo (figura 20) e ambiente
enriquecido (figura 21) e, dessa forma, comprovamos a veracidade dos dados obtidos.
Os dados numéricos obtidos na analise discriminante podem ser encontrados no
anexo |l

Portanto, a analise multivariada reforca o que foi encontrado na analise
paramétrica, na qual percebemos que animais de ambiente enriquecido n&o
apresentaram alteracdes significativas, diferentemente do que foi observado para
animais de ambiente padrdo, nos quais houve uma grande amplitude de alterac6es
em animais infectados. Tais achados podem estar relacionados a presenca de um
novo subtipo celular, qguando comparamos os aglomerados celulares presentes em
estado fisiolégico com aqueles presentem apés a infeccdo por VDEN1, VDEN4 ou
apos o periodo de infec¢ao alternado com inoculacao passiva de anticorpo heterélogo.

A tabela 6 mostra os valores de média e erro padrdo para a variavel

complexidade mostrados nas figuras de 11 a 18.
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Figura 11: Painel ilustrativo da andlise de aglomerados, células médias e
dendogramas de cada subgrupo de microglias e analise ndo paramétrica para a
variavel complexidade do grupo AP NI.
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Representacéo referente ao grupo AP NI da (A) analise de aglomerados, (B) células médias de cada
subgrupo e seus respectivos dendogramas, (C) analise ndo paramétrica de Kruskal Wallis entre os
subgrupos para a varidvel complexidade e (D) andlise ndo paramétrica de Kruskal Wallis entre os

subgrupos para a variavel volume do convex-hull. G1, G2 e G3 representam 0s subgrupos gerados a
partir da andlise de aglomerados. Escala = 10 pum.
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Figura 12: Painel representativo da analise de aglomerados, células médias e
dendogramas de cada subgrupo de microglias e andalise ndo paramétrica para a

variavel complexidade e volume do convex-hul do grupo AP D1.
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Representacao referente ao grupo AP D1 da (A) analise de aglomerados, (B) células médias de cada
subgrupo e seus respectivos dendogramas, (C) analise ndo paramétrica de Kruskal Wallis entre os
subgrupos para a variavel complexidade e (D) andlise ndo paramétrica de Kruskal Wallis entre os
subgrupos para a variavel volume do convex-hull. G1, G2, G3 e G4 representam os subgrupos gerados

a partir da andlise de aglomerados. Escala = 10 pm.
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Figura 13: Painel representativo da analise de aglomerados, células médias e
dendogramas de cada subgrupo de microglias e analise ndo paramétrica para para a

variavel complexidade e volume do convex-hul do grupo AP D1D4.
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Representacao referente ao grupo AP D1D4 da (A) andlise de aglomerados, (B) células médias de
cada subgrupo e seus respectivos dendogramas, (C) analise ndo paramétrica de Kruskal Wallis entre
0s subgrupos para a varidvel complexidade e (D) andlise ndo paramétrica de Kruskal Wallis entre os
subgrupos para a variavel volume do convex-hull. G1, G2, G3 e G4 representam os subgrupos gerados

a partir da andlise de aglomerados. Escala = 10 pm.
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Figura 14: Painel representativo da analise de aglomerados, células médias e
dendogramas de cada subgrupo de microglias e analise ndo paramétrica para para a

variavel complexidade e volume do convex-hul do grupo AP D1D4AD3.
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Representacao referente ao grupo AP D1D4AD3 da (A) analise de aglomerados, (B) células médias de
cada subgrupo e seus respectivos dendogramas, (C) analise ndo paramétrica de Kruskal Wallis entre
0s subgrupos para a variavel complexidade e (D) analise ndo paramétrica de Kruskal Wallis entre os
subgrupos para a variavel volume do convex-hull. G1, G2, G3 e G4 representam os subgrupos gerados

a partir da analise de aglomerados. Escala = 10 um.
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Figura 15: Painel representativo da andlise de aglomerados, células médias e
dendogramas de cada subgrupo de microglias e analise ndo paramétrica para para a

variavel complexidade e volume do convex-hul do grupo AE NI.
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Representacao referente ao grupo AE NI da (A) andlise de aglomerados, (B) células médias de cada
subgrupo e seus respectivos dendogramas, (C) analise ndo paramétrica de Kruskal Wallis entre os
subgrupos para a variavel complexidade e (D) andlise ndo paramétrica de Kruskal Wallis entre os
subgrupos para a variavel volume do convex-hull. G1, G2, G3 e G4 representam os subgrupos gerados

a partir da andlise de aglomerados. Escala = 10 pm.
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Figura 16: Painel representativo da analise de aglomerados, células médias e

dendogramas de cada subgrupo de microglias e analise ndo paramétrica para para a

variavel complexidade e volume do convex-hul do grupo AE D1.
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Representacéo referente ao grupo AE D1 da (A) andlise de aglomerados, (B) células médias de cada
subgrupo e seus respectivos dendogramas, (C) andlise ndo paramétrica de Kruskal Wallis entre os
subgrupos para a variavel complexidade e (D) andlise ndo paramétrica de Kruskal Wallis entre os

subgrupos para a variavel volume do convex-hull. G1, G2 e G3 representam 0s subgrupos gerados a

partir da analise de aglomerados. Escala = 10 um.
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Figura 17: Painel representativo da andlise de aglomerados, células médias e
dendogramas de cada subgrupo de microglias e analise ndo paramétrica para para a

variavel complexidade e volume do convex-hul do grupo AE D1DA4.
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Representacéo referente ao grupo AE D1D4 da (A) analise de aglomerados, (B) células médias de
cada subgrupo e seus respectivos dendogramas, (C) analise ndo paramétrica de Kruskal Wallis entre
0s subgrupos para a varidvel complexidade e (D) andlise ndo paramétrica de Kruskal Wallis entre os
subgrupos para a variavel volume do convex-hull. G1, G2 e G3 representam 0s subgrupos gerados a

partir da analise de aglomerados. Escala = 10 um.
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Figura 18: Painel representativo da analise de aglomerados, células médias e
dendogramas de cada subgrupo de micrdglias e analise ndo paramétrica para para a

variavel complexidade e volume do convex-hul do grupo AE D1D4AD3.
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Representacéo referente ao grupo AE D1D4AD3 da (A) analise de aglomerados, (B) células médias de
cada subgrupo e seus respectivos dendogramas, (C) analise ndo paramétrica de Kruskal Wallis entre
os subgrupos para a variavel complexidade e (D) analise ndo paramétrica de Kruskal Wallis entre os
subgrupos para a variavel volume do convex-hull. G1, G2 e G3 representam 0s subgrupos gerados a

partir da analise de aglomerados. Escala = 10 um.
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Tabela 6: Valores de média e erro padrdo da variavel complexidade apresentada nos painéis das
figuras 11 A 18. AP NI — animais néo infectados de ambiente padréo; AP D1 — animais de ambiente
padrdo infectados com macerado infectado com sorotipo 1 do virus da dengue; AP D1D4 — animais de
ambiente padrao infectados com macerado infectado com sorotipo 1 do virus da dengue seguido 28
dias apos por infeccéo por macerado infectado com sorotipo 4 do virus da dengue; AP D1D4ANTIDV3
— animais de ambiente padrdo submetidos ao regime de inoculagées por virus da dengue alternadas
inoculacdes de anticorpo anti-VD3; AE NI — animais ndo infectados de ambiente enriquecido; AE D1 —
animais de ambiente enriquecido infectados com macerado infectado com sorotipo 1 do virus da
dengue; AE D1D4 — animais de ambiente enriquecido infectados com macerado infectado com sorotipo
1 do virus da dengue seguido 28 dias ap6s por infec¢do por macerado infectado com sorotipo 4 do
virus da dengue; AE D1D4ANTIDV3 — animais de ambiente enriquecido submetidos ao regime de

inoculagdes por virus da dengue alternadas inoculagdes de anticorpo anti-VD3.

G1 G2 G3 G4
AP NI 21286.9 4506.838 7624.573
1040.83 286.3075 487.7359
AP D1 67609.06 39550.74 11139.51 22412.65
2178.044 1034.181 689.7826 570.4603
AP D1D4 71527.41 43109.79 25035.07 12261.7
2158.291 1588.344 743.2996 668.9284
AP D1D4ANTID3  16997.43 8393.383 43076.4 26877.01
342.8603 459.9642 2029.556 701.1041
AE NI 7543.061 33644.91 16890.61
358.8372 1218.18 539.9708
AE D1 27483.69 11083.31 55464.56
960.2931 570.5647 1678.361
AE D1D4 55370.83 29096.26 12205.03
3291.87 959.8367 597.5728
AE D1D4ANTID3  30355.27 18765.55 11183.63
725.6313 790.7886 478.5838
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Figura 19: Representacgdo gréafica dos resultados obtidos a partir da comparacgéo entre

0s subtipos microgliais mais complexos de cada grupo experimental.
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(A) Grafico comparativo entre os subtipos de maiores valores de complexidade de cada grupo
experimental obtidos a partir do septo lateral de animais de ambiente padréo, (B) Gréafico comparativo
entre os subtipos de maiores valores de complexidade de cada grupo experimental obtidos a partir do
septo lateral de animais de ambiente enriquecido, (C) Valores de niumero de sinapses contidas dentro
do volume (dominio da micrdglia) relativo as micrdoglias mais complexas de cada grupo experimental
obtidos a partir do septo lateral de animais de ambiente padréo, (D) Valores de nimero de sinapses
contidas dentro do volume (dominio da micréglia) relativo as micréglias mais complexas de cada grupo
experimental obtidos a partir do septo lateral de animais de ambiente padrdo. AP NI G1 — grupo de
células mais complexas de animais nao infectados de ambiente padrao; AP D1 G1+G2 — grupos de
células mais complexas de animais de ambiente padrdo infectados com macerado infectado com
sorotipo 1 do virus da dengue; AP D1D4 G1+G2 — grupos de células mais complexas de animais de
ambiente padrao infectados com macerado infectado com sorotipo 1 do virus da dengue seguido 28
dias apés por infec¢do por macerado infectado com sorotipo 4 do virus da dengue; AP D1D4ANTIDV3
G2+G3 — grupos de células mais complexas de animais de ambiente padrdo submetidos ao regime de
inoculagdes por virus da dengue alternadas inocula¢des de anticorpo anti-VD3; AE NI G2— grupo de
células mais complexas de animais ndo infectados de ambiente enriquecido; AE D1 G3 — grupo de
células mais complexas de animais de ambiente enriquecido infectados com macerado infectado com
sorotipo 1 do virus da dengue; AE D1D4 G1 — grupo de células mais complexas de animais de ambiente
enriquecido infectados com macerado infectado com sorotipo 1 do virus da dengue seguido 28 dias
apos por infecgdo por macerado infectado com sorotipo 4 do virus da dengue; AE D1D4ANTIDV3 G1

— grupo de células mais complexas de animais de ambiente enriquecido submetidos ao regime de
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inoculacdes por virus da dengue alternadas inoculacdes de anticorpo anti-VD3. Aplicou analise ndo
paramétrica de Kruskal Wallis, com intervalo de confian¢a de 95%. (*) representa diferenca estatistica
entre os grupos infectados e o grupo néo infectado de cada ambiente e (#) representa diferenca
estatistica entre os grupos de animais infectados dentro de cada ambiente. (*) p<0.05, (**) p<0.01, (#)
p<0.05 e (##) p<0.01.
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Figura 20: Representacéo grafica da analise discriminante e analise de componentes principais realizadas a partir de células do

septo lateral de animais de ambiente padrao
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feita a partir das células do grupo AP D1D4, (D) Analise discriminante feita a partir das células do grupo AP D1D4AD3, (E) andlise de componentes principais
feita a partir das células do grupo AP NI, (F) feita a partir das células do grupo AP D1, (G) feita a partir das células do grupo AP D1D4A, (H) feita a partir das
células do grupo AP D1D4AD3.
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Figura 21: Representacdo grafica da analise discriminante e andlise de componentes principais realizadas a partir de células do

septo lateral de animais de ambiente enriquecido.
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(A) Andlise discriminante feita a partir das células do grupo AE NI, (B) Analise discriminante feita a partir das células do grupo AE D1, (C) Andlise discriminante
feita a partir das células do grupo AE D1D4, (D) Analise discriminante feita a partir das células do grupo AE D1D4AD3, (E) andlise de componentes principais
feita a partir das células do grupo AE NI, (F) feita a partir das células do grupo AE D1, (G) feita a partir das células do grupo AE D1D4A, (H) feita a partir das
células do grupo AE D1D4AD3.
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Por fim, a figura 22 ilustra a representacdo do cluster gerado a partir dos
individuos que compdem cada grupo experimental, evidenciando a divisdo existente
em trés aglomerados, sendo os aglomerados 1 e 2 sdo formados em sua maioria por
animais infectados e o aglomerado 3, em sua maioria, por animais nao-infectados,
independente do ambiente (Figura 18A). A mesma situacdo pode ser visualizada no
grafico da andlise discriminante (Figura 18B). O resultado da analise discriminante

pode ser encontrado no anexo |Il.

Figura 22: Representacao grafica dos aglomerados gerados a partir dos animais dos

grupos experimentais utilizados no presente trabalho.
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Andlise de cluster e andlise discriminante para ilustrar em representacdo grafica a distincao entre os
grupos experimentais. (A) analise de cluster mostrando a separa¢éo entre os grupos infectados e nédo-
infectados. O cluster a é composto em sua maioria por animais infectados e o cluster b é composto
majoritariamente por animais ndo infectados. (B) grafico da andlise discriminante demonstrando
concentragdo dos animais infectados no quadrante inferior direito e os demais grupos infectados
distribuidos nos demais quadrantes e abaixo as variaveis que compuseram a analise de cluster e
discriminante, sendo a complexidade a variavel discriminante. AP NI — animais ndo infectados de
ambiente padrdo; AP D1 — animais de ambiente padrdo infectados com macerado infectado com
sorotipo 1 do virus da dengue; AP D1D4 — animais de ambiente padrdo infectados com macerado
infectado com sorotipo 1 do virus da dengue seguido 28 dias apés por infec¢éo por macerado infectado
com sorotipo 4 do virus da dengue; AP D1D4ANTIDV3 — animais de ambiente padrdo submetidos ao
regime de inoculac¢des por virus da dengue alternadas inoculagBes de anticorpo anti-VD3; AE NI —
animais ndo infectados de ambiente enriguecido; AE D1 — animais de ambiente padréo infectados com
macerado infectado com sorotipo 1 do virus da dengue; AE D1D4 — animais de ambiente padrao
infectados com macerado infectado com sorotipo 1 do virus da dengue seguido 28 dias apds por
infeccdo por macerado infectado com sorotipo 4 do virus da dengue; AE D1D4ANTIDV3 — animais de
ambiente enriquecido submetidos ao regime de inoculagdes por virus da dengue alternadas
inoculacdes de anticorpo anti-VD3.



70

5. DISCUSSAO

5.1. Infeccdo por dengue e alteracdes na morfologia da microglia do septo

lateral no modelo de infec¢géo por VDENV1 e VDEN4

Os resultados sugerem que a infec¢do sequencial por VDEN1 e VDEN4 é capaz
de alterar a morfologia da microglia na regido septal lateral de animais alojados em
ambiente padréo e tais alteracdes sdo compativeis com a ativacado microglial. Ainda
nao se sabe quais outras alteracdes celulares importantes no SNC sé&o induzidas por
infeccdes subsequentes com dois sorotipos diferentes por VDEN1 e VDEN4 em
modelo murino  imunocompetente assim como, demais manifestacbes
comportamentais, sendo este o primeiro relato nessa direcao.

Em um trabalho anterior realizado em nosso laboratério, demonstrou-se que a
infeccd@o por virus da dengue sorotipo Il gendtipo lll, intensificada por inoculacdo de
anticorpo heterélogo, foi capaz de induzir sinais clinicos e alteracdes em testes
comportamentais associados a infiltrados mononucleares dominados por linfécitos
sem alteragdes visiveis no SNC (DINIZ et al., 2012). O modo de infec¢éo sequencial
VDEN1 e VDEN4 portanto parece ser capaz de induzir resposta microglial néo
detectada previamente quando da infecgdo com o sorotipo 3 genotipo Il acentuada
por anticorpo heterdlogo.

Alguns autores ja descreveram alteracdes no SNC induzidas por virus da
dengue (AMARAL et al., 2011), propiciando encefalite apés inoculacédo intracerebral
de VDEN3, mas nao foram documentadas alteracdes significativas apds inoculagéo
intraperitoneal. De forma semelhante, (DE MIRANDA et al.,, 2012), descreveram
alteracOes inflamatdrias no hipocampo e morte neuronal induzida apés infeccéo por
virus VDEN3 em camundongos C57BL/6, mas apenas apos inoculacéo intracerebral.
Em nosso laboratério, encontrou-se, em primatas ndo-humanos, alteracdes da
morfologia da micréglia do giro denteado do hipocampo associada a expressdo de
TNF-alfa nessa area (DINIZ et al., 2016). Apesar dos achados citados, nenhum
trabalho mostrou alteracdes significativas no SNC induzidas apos infeccao periférica
pelo virus da dengue em modelo murino imunocompetente, embora ndo tenham sido
testados 0s mesmos sorotipos empregados no presente trabalho.

Vérios virus sdo capazes de induzir infeccdo no SNC, tais como o Virus da

Encefalite Japonesa (JEV), o Virus West Nile, o Virus da Encefalite Murray e o Herpex



71

Virus (KAUSHIK et al. 2011). Dentre esses arbovirus, o JEV (género Flavivirus,
familia Flaviviridae) é capaz de causar alteracdes significativas no SNC, dentre essas
alteracbes morfolégicas as alteragcbes microgliais induzidas principalmente por
citocinas IL-12, IL-1B, TNF-a, MCP-1 e IL-6 (CHEN. et a., 2010; GHOSHAL et a., 2007;
SWARUP et a., 2008); sabe-se também que a infeccao por JEV é acompanhada por
producdo aumentada de TNF-a (SWARUP et al., 2008). Recentemente, Diniz et al
(2016), mostraram em primatas ndo-humanos, que a infeccéo pelo virus da dengue 3
exacerbada pela inoculagéo passiva de anticorpo heter6logo anti-VDEN2 é capaz de
induzir alteragdes importantes na morfologia da micréglia do giro denteado do
hipocampo e isso esta associado a expressao de TNF-a na regido estudada (DINIZ et
al., 2016; VASCONCELOS et al., 2015).

Ainda sobre nossos achados, é possivel notar que micréglias obtidas a partir
de animais submetidos ao modelo de infec¢cdo associado a inoculagdo passiva de
anticorpo heterélogo — utilizado com o objetivo de acentuar os sinais da doenca — ndo
apresentaram alterac6es morfolégicas quando comparadas as microglias de animais
nao-infectados. Esses dados sdo compativeis com outros ja encontrados por nés em
um modelo murino de infec¢éo por sorotipo 3 da dengue exacerbada por inoculagao
passiva de anticorpo heterdlogo anti-VDENZ2, no qual ndo houve altera¢cées microgliais
importantes, apesar da evidente resposta inflamatoria periférica (DINIZ et al., 2012),
porém nédo sabemos quais fatores estao por tras desses resultados, ja que o presente
trabalho é o primeiro a testar tal pergunta no modelo de infeccao por VDEN1 e VDEN4.

Portanto, mediadores inflamatorios produzidos no SNC ou aqueles produzidos
na periferia e que sdo capazes de atravessar a barreira hematoencefalica, tal como o
TNF-alfa, ou ainda outros fatores, como o acumulo de glutamato extracelular
associado ou ndo a producao de citocinas pré-inflamatorias, podem estar agindo de
forma individual ou em conjunto para gerar as resposta observadas. Porém, néo

possuimos evidéncias que nos permitam aceitar uma ou outra hipétese.

5.2. Analise de aglomerados dos morfotipos microgliais presentes no septo
lateral em estado fisioldégico e em estado alterado pelainfeccdo por VDEN
No presente trabalho observamos que, em estado fisiolégico, a populacéo
microglial do septo lateral de animais de ambiente padrao encontra-se dividida em trés

subpopula¢gdes morfologicas, dado que foi demonstrado pela aplicacdo da analise de
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aglomerado, seguida de analise discriminante, e que a variavel complexidade é a
variavel mais importante para a subdivisdo da populacdo de micréglias dessa area
especifica. As microglias séo células de grande atividade e alta motilidade (HANISCH;
KETTENMANN, 2007; NIMMERJAHN; KIRCHHOFF; HELMCHEN, 2005) e que
assumem uma seérie de fungdes no sistema nervoso homeostatico, sempre
monitorando os elementos sinapticos (TREMBLAY; LOWERY; MAJEWSKA, 2010;
WAKE et al., 2009) e microambiente que as circundam (DAVALOS et al., 2005;
NIMMERJAHN; KIRCHHOFF; HELMCHEN, 2005). A sua diversidade de atuacéo é
acompanhada de uma diversidade morfol6gica, mesmo na auséncia de agressao ao
SNC (FITZNER et al., 2011; PANNELL et al., 2014; SCHEFFEL et al., 2012). Além do
mais, a morfologia ramificada e a atividade dos processos da microglia sofrem
variacdes ao redor das regides encéfalo (LAWSON et al., 1990a). Sendo assim,
assume-se que a micréglia ndo € uma entidade homogénea e diferentes
subpopula¢gdes podem se distinguir em forma e em suas capacidades funcionais
(FITZNER et al.,, 2011; PANNELL et al., 2014; SCHEFFEL et al., 2012). A
heterogeneidade ja proposta anteriormente para outras areas do SNC também pode
ser vista por nos no septo lateral do camundongo albino suico, independentemente
do ambiente no qual foi alojado.

Assim como é razoavel sugerir que a microglia, mesmo em estado fisioldgico,
possui uma diversidade de fendtipos, € igualmente sensato sugerir que durante
processos que levam alterac6es no SNC os diferentes subtipos microglias também
respondam de forma variada, tanto em forma quanto em fung&o. No presente trabalho,
notamos por meio da aplicacdo da analise de aglomerados, que, em animais de
ambiente padréo, somente uma parte das microglias do septo lateral responde com
alteracdo da morfologia no modelo de infeccao por VDEN proposto. Notamos ainda
gue ha aumento do percentual de células altamente complexas ap0s a infec¢éo por
VDEN1 ou VDEN4 e que isso estéa relacionado ao surgimento de um novo subtipo
celular de grande complexidade, ndo existente na populacédo de micréglias do septo
lateral em estado fisiol0gico. Ainda, os subtipos de complexidade baixa e intermediaria
nao parecem ser alterados em seu percentual.

Alguns trabalhos ja observaram que, no SNC sob condi¢des patolégicas, ha
aumento da diversidade microglial com o aparecimento de células que apresentam
hipertrofia dos ramos (AYOUB; SALM, 2003). Ayoub e Salm (2003), utilizando um
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modelo de desidratagcéo induzido pela ingestdo de solugcao salina 2%, perceberam
aumento do numero total e da densidade de microglias hipertrofiadas no nucleo
hipotalamico supra-optico apdés 2 e 7 dias de desidratacdo, sendo que o0 apds a
rehidratacao, esses parametros retornaram aos numeros do estado fisiolégico. Houve,
ainda, aumento do numero e densidade de células com morfologia ameboide 7 dias
apos a desidratacdo. Portanto, a modificacdo do estado fisiolégico é capaz de alterar
a diversidade morfologica das microglias na regiao estuda por esses autores (AYOUB;
SALM, 2003). Morrison e Filosa (2013) observaram, num modelo de isquemia focal,
gue apos 60 minutos de dano houve aumento do numero de processos microgliais
(hiper-ramificacdo) na regido estriatal, porém, no cortex, o nimero do processos é
reduzido, sugerindo que a resposta microglial € pleomorfica — € possivel observar
tanto 0 aumento quanto a reducédo dos processos da micrdglia em resposta ao dano
isquémico - e que isso é dependente da regido observada (MORRISON; FILOSA,
2013).

Os dados aqui reportados também sdo compativeis com outros, onde mostrou-
se a presenca de perfis morfoldégicos microgliais hiper-ramificados em associacéo a
resposta inflamatéria gerada por LPS (KLOSS et al., 2001) ou por virus (DE SOUSA
et al., 2015). Adicionalmente, Kloss et al. (2001) mostraram que o aumento do numero
de ramificaces da microglia induzido pela resposta ao LPS estd associado ao
aumento da expressdo de integrina- 1 (CD29) nessas ceélulas. Outro trabalho, ja
citado anteriormente nesta discussao, observou ampla alteracdo da morfologia da
micrdglia do giro denteado do hipocampo para um perfil hiper-ramificado associado a
expressdo de TNF-a, num modelo de infec¢ao por virus da dengue exacerbado por
anticorpo heterdlogo, em primatas ndo-humanos (DINIZ et al., 2016; VASCONCELOS
et al., 2015).

O que foi percebido por nés pode ser explicado pela diversidade de resposta
gue as subpopulacdes de micrdglias podem assumir a um determinado estimulo
danoso. Por exemplo, o estimulo com IFN-gama pode levar a expressédo de MHCIl em
células apresentadoras de antigeno e as micréglias respondem nesse sentido tanto in
vivo quanto in vitro (FITZNER et al., 2011). No entanto, é possivel encontrar diferentes
respostas de capacidade de inducéo da expressdo de MHCII em diferentes regides
do SNC (MCCLUSKEY; LAMPSON, 2001) e somente parte dessas células séo

capazes de gerar essa resposta, apesar de possuirem arsenal de expressao génica
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para isso (FITZNER et al., 2011). Outro exemplo é que, apesar de ndo ser observada
expressao diferenciada do receptor TLR4 em subpopulacdes de microglias (um
receptor que responder a estimulacdo com TNF-alfa, por exemplo), ha células que
utilizam a cascata iniciada com a sinalizacao através de TLR4 e ha células que ndo o
fazem (SCHEFFEL et al., 2012). Sabe-se também que € possivel que subpopulacdes
microgliais respondem de formas diferenciadas a neurotransmissores e neuro-
hormoénios (PANNELL et al., 2014).

Classicamente, encontramos na literatura que microglias e macréfagos podem
assumir dois tipos de resposta: aqguela do tipo M1, que tem perfil pro-inflamatério e
pode ser mediada por TNF-alfa e IFN-gama, e aquela do tipo M2, uma via alterantiva
anti-inflamatoria, que atua na resolucéo da inflamacéo e no reparo tecidual, podendo
sermediada por IL-4 (HANISCH, 2013). Apesar dessa classificacdo original, muito se
tem discutido no sentido da existéncia da diversidade de fendtipos reativos de
microglias (DALEY et al., 2010; MARTINEZ et al., 2006; MIKITA et al.,, 2011,
MOSSER; EDWARDS, 2008; MURRAY; WYNN, 2011; POLLARD, 2009; VAN
ROSSUM et al., 2008; WEBER et al., 2007). Além do mais, é razoavel pensar que
estimulos variados levam a respostas diferentes, como ja citado acima. Isso significa
gue, mesmo numa resposta de ativagdo microglial, ndo necessariamente
encontramos 0 mesmo tipo de perfil de resposta, seja essa resposta molecular,
bioguimica ou morfolégica (GERTIG; HANISCH, 2014).

Os presentes resultados sugerem que a infeccdo sequencial por VDEN1 e
VDENA4 é capaz de alterar a morfologia da micrdglia na regido septal lateral de animais
alojados em ambiente padrdo e isso € acompanhado da observacdo de um novo
subtipo morfolégico de alta complexidade de ramos. Sugerimos, portanto, que 0 novo
subtipo encontrado foi gerado a partir de um conjunto de células capazes de responder
especificamente ao estimulo induzido apos a infec¢do por VDEN, porém nem todas
as ceélulas responderam a esse estimulo, o que pode ser confirmado pela manutengao
dos subtipos de média e baixa complexidade nos grupos de animais infectados. No
entanto, ainda ndo se sabe quais alteracfes celulares importantes no SNC sao
induzidas por infec¢cdes subsequentes com dois sorotipos diferentes por VDEN1 e
VDEN4 em modelo murino imunocompetente e, portanto, é necessario investigar de
forma mais profunda tais alteragbes associadas as modificagbes morfolégicas em

modelos de infeccéo por flavivirus.
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5.3. Possiveis implica¢c@es funcionais das alteracfes morfoldégicas da micréglia

para a funcao sinéptica

E possivel hipotetizar sobre as diferentes fun¢des que tal diversidade de formas
€ capaz assumir. Em estado fisiolégico, por exemplo, a micréglia € muito ramificada e
tais ramificagcbes possuem alta motilidade que constantemente monitoram o
microambiente que as circunda, ao entender e retrair seus processos (DAVALOS et
al., 2005; NIMMERJAHN; KIRCHHOFF; HELMCHEN, 2005). Além de sua alta
motilidade, as microglias realizam contatos diretos frequentes com elementos da
sinapse durante todas as fases da vida do individuo (MIYAMOTO et al.,, 2013;
TREMBLAY; LOWERY; MAJEWSKA, 2010; WAKE et al., 2009, 2013), provavelmente
com o papel de regular sua funcao, sendo possivel que tal fato também seja verdade
para estados alterados do SNC. Além do mais, mesmo em estados alterados de
atividade neuronal, ndo se identificou reducdo da motilidade da microglia, nem
reducdo da velocidade de extensdo e retragcdo dos processos (NIMMERJAHN;
KIRCHHOFF; HELMCHEN, 2005; WAKE et al., 2009; WU; ZHUO, 2008). Essa ultima
observacdo € compativel com o que encontramos na presente dissertacdo, pois
células altamente complexas observadas apés a infeccdo por VDEN1 ou VDEN4 néo
alteraram seus dominios de contato com as sinapses.

A pergunta que cabe é: quais as possiveis implicacbes funcionais das
alteracOes encontradas por nés no presente trabalho? Forma e funcao da microglia
podem ser influenciados por uma série de fatos. E possivel perceber, por exemplo,
que uma variedade de receptores para neurotransmissores e neuromoduladores
podem ser expressos na superficie da micrdglia, que quando ativadas podem levar a
liberacdo de citocinas, a alteracdes no potencial de membrana e a alteracdes na
morfologia celular durante disfungbes no SNC (KETTENMANN et al., 2011b). Além
disso, durante a interag&o neurdnio-microglia, os neurénios podem ter influéncia sobre
a regulacdo e manutencado da ativacdo microglial através da secrecéo de fatores que
influenciam as propriedades basais da microglia, como a liberacdo de
neurotransmissores que influenciam o comportamento dessas células da glia, além
de serem capazes de liberar purinas que induzem quimiotaxia durante um dano agudo
(BIBER; VINET; BODDEKE, 2008; CARDONA et al., 2006; DE HAAS et al., 2007;
HOEK et al.,, 2000). Portanto, sugerimos que as alteracfes percebidas por nos

estejam ocorrendo como uma resposta rapida de um subtipo microglial do septo lateral
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no sentido de aumentar a sensibilidade de percepcdo de seu microambiente e dos
neurénios vizinhos, objetivando a rapida percepcdo do problema e resolucdo do

mesmo.

5.4. O comportamento semelhante ao ansioso no modelo de infecgéo alternada

por VDEN1 e VDEN4

Os dados obtidos a partir do LCE e do CA mostram que animais de ambiente
padrédo apresentaram queda no tempo de exploracdo do braco fechado do LCE e da
periferia do CA ap0s a infecgdo secundario por VDEN4 e que permanece até o final
do experimento, sugerindo que esses animais ndo sao capazes de responder de
forma adaptativa ao evento de possivel estimulo perigoso. Resultados semelhantes
ao nosso ja foram descritos por outros autores e ha muito ja se sabe que estédo
relacionados a integridade das funcdes do septo lateral, que em conjunto com outras
area do sistema limbico, € uma importante area de controle do comportamento
semelhante ao ansioso (DEGROOT; KASHLUBA; TREIT, 2001; DEGROOT; TREIT,
2004; MENARD; TREIT, 1996a, 1996b; PESOLD; TREIT, 1992; TREIT; PESOLD;
ROTZINGER, 1993; TREIT; PESOLD, 1990). As consequéncias da disfuncdo do
septo lateral podem ser caracterizadas pela supressdo do comportamento defensivo
e da tendéncia natural de roedores em evitar ambientes perigosos (ex. braco aberto
do LCE).

Esse fato observado por nés e por outros pode levar animais que apresentam
alteragOes celulares importantes nessa regido a apresentam deficiéncia na
capacidade de reconhecer o estimulo perigoso (supressdo do medo) representado
pelo braco aberto do LCE e pelo centro do CA. Thomas e Guton (2011), num modelo
de convulsdo gerado a partir de estimulos crénicos sub-convulsivos (do termo em
inglés Kindling), perceberam que animais que tiveram o septo lateral estimulados
nesse modelo exibiram significante efeito de anti-conflito, passando a explorar por
maior tempo o braco aberto do LCE, o que nao foi percebido em animais controle
(THOMAS; GUNTON, 2011). Além disso, Thomas et al. (2013) sugeriram que quando
animais sdo expostos ao braco aberto do LCE, pode ocorrer um processo
compensatoério que suprime o medo e permite ao animal se adaptar ao ambiente e
isso parece estar associado ao aumento da taxa de disparos no septo lateral e a

reducdo da taxa de disparos na nucleo central da amigdala (THOMAS et al., 2013).
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Sabe-se também que sob condicdo de estimulacdo do septo lateral, ocorre a
diminuicdo de respostas somaticas, viscerais e comportamentais associadas ao
medo, como da taxa de batimentos cardiacos, da pressdo sanguinea, respiracao,
reducdo do comportamento vigilante e liberacdo de corticosteroide (COVIAN;
ANTUNES RODRIGUES; OFLAHERTY, 1964; HOLDSTOCK, 2013; YADIN;
THOMAS, 1996).

Levando em consideracdo as amplas alteracdes morfolégicas da microglia
encontrada no septo lateral de animais de ambiente padréo e que isso pode estar
associado a disfun¢@es induzidas pela infeccdo por VDEN nessa &rea especifica, e
tendo em mente que a alteracBes microgliais sabidamente estdo envolvidas em
transtornos relacionados a emocédo e ao comportamento (DANTZER et al., 2008;
HASHIOKA et al., 2007; KREISEL et al., 2014; REICHENBERG et al., 2001; YIRMIYA
et al., 2001) e de forma mais especifica ho comportamento semelhante ao ansioso
(KREISEL et al., 2014; NEMETH et al., 2014), nossa hipotese é de que a alteragédo
comportamental percebida por nds esta relacionada a ampla alteracdo microglial
encontrada no septo lateral. O que nos resta saber, e por iSso sS40 necessarios mais
esforcos, é se tais alteracdes da micrdglia sdo a causa ou a consequéncia, ou se

ambas.

5.5. O impacto do ambiente enriquecido sobre as alteragdes comportamentais
e morfologicas no modelo de infeccdo por VDENV1 e VDEN4
Nossas dados revelaram que, no modelo de infecgdo por VDEN1 e VDENA4,
animais de ambiente enriquecido ndo apresentaram reducao do tempo de exploracao
do braco fechado do LCE nem da periferia do CA, como ocorreu em animais de
ambiente enriquecido, e ndo apresentaram alteracdes da morfologia da microglia do
septo lateral, tanto revelado pela andalise paramétrica quanto pela analise de
aglomerados, seguida de analise discriminante. Portanto, podemos sugerir que o
enriguecimento ambiental atuou de forma protetora contra as alteracdes
comportamentais e da morfologia da micréglia no modelo proposto nesta dissertacéo.
Ha muito jA& se sabe que o enriquecimento ambiental atua de forma
neuroprotetora em uma série de situacdes fisiolégicas ou patoldgicas (LAVIOLA et
al., 2008; MO; RENOIR; HANNAN, 2015; VAN PRAAG; KEMPERMANN; GAGE,

2000). Aléem do mais, ja é amplamente descrito que 0 enriquecimento ambiental é
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capaz de proteger os individuos submetidos a esse estilo de vida contra distUrbios
emocionais associados ao estresse e a ansiedade (FRANCIS et al., 2002; LARSSON,;
WINBLAD; MOHAMMED, 2002; ROY et al., 2001).

Em nosso laboratério, muito se tem feito no sentido de avaliar a influéncia do
ambiente enriquecido sobre o comportamento dos animais em uma série de testes
comportamentais, como os de memoria de trabalho e episodica e os que avaliam
comportamento semelhante ao ansioso. Também tem sido demonstrado os efeitos do
ambiente enriquecido sobre a plasticidade celular no sistema nervoso central
(BORNER et al., 2011; DE SIQUEIRA MENDES et al., 2013; DE SOUSA et al., 2011,
2015; DINIZ et al., 2010; VIANA et al., 2013). Recentemente, de Sousa et al (2015),
demonstraram que, apoés infeccdo por arbovirus Piry, tanto micréglias do hipocampo
de animais de ambiente padrdo quanto de ambiente enriquecido foram alteradas pela
infeccdo, mas os Ultimos parecem recuperar a morfologia microglial homeostética
mais rapidamente do que os primeiros (DE SOUSA et al., 2015). No entanto, 0 nosso
trabalho € o primeiro a investigar a influéncia do enriquecimento ambiental sobre as
alteracdes morfologicas da micréglia e do comportamento semelhante ao ansioso
gerados pela infec¢cdo pelo virus da dengue..

Portanto, o presente trabalho corrobora com outros e com observacgoes ja feitas
por nosso laboratério, de que o enriquecimento ambiental € um importante fator que
contribui com a protecéo contra danos no sistema nervoso central, sendo o primeiro a

investigar tais influéncias no modelo de infeccéo por VDEN.

5.6. Limitagdes nas reconstruc¢des tridimensionais

E importante chamar atencdo, tal como previamente discutido em estudos
anteriores em nosso laboratorio (DINIZ et al., 2012; GUERREIRO-DINIZ 2013; VIANA
et al., 2013) para as limitacdes técnicas associadas ao processamento do tecido
utilizado para imunomarcacgao seletiva e reconstrucdo tridimensional. Tais limitagcoes
sdo impostas pela fixacdo e pelos fatores mecanicos associados ao seccionamento
do encéfalo dos animais, assim como pelo subsequente processo de desidratacéo, de
tal forma que o tecido sofre retragcdo nao uniforme no eixo z em comparagao aos eixos
X-y prontamente evidente nas sec¢des montadas em lamina (HOSSEINI-SHARIFAB,;
NYEGAARD, 2007).
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Assim as estimativas de possiveis modificagdes nos eixos x/y ap0s 0 processo
de desidratacdo ndo podem ser extrapoladas linearmente para o eixo z. Essa
impossibilidade dificil de ser circunscrita por sua influéncia multifatorial, imp&e
limitagdes que precisam ser consideradas quando analisando o conjunto dos dados
aqui apresentados.

Entretanto € preciso realcar que uma indicacdo segura da ocorréncia de
retracdo severa do eixo z é a ondulacao frequente dos ramos retraidos, normalmente
mais evidentes na superficie das secc¢des, o que indica que os processos individuais
nao retraem de forma homogénea como um todo, mas refletem variagbes de retracao
regionais da fatia que tendem a ser de maior amplitude na superficie, decrescendo
em profundidade no eixo z.

Esse padrdo, entretanto, ndo foi observado nas microglias eleitas para
reconstrucdo neste estudo que normalmente foram selecionadas da regido média do
eixo z, onde o impacto dessas alteracdes € menor.

Ensaios sisteméaticos anteriores mostraram que a taxa de retracdo nos eixos x-
y é desprezivel e que € em média 75% menor do que a do eixo z (Carlo and Stevens
2011). Para minimizar esse efeito imposto por tal retracdo assimétrica aplicou-se fator
de correcao linear para o eixo z na mesma proporgao para cada micréglia reconstruida

e nenhum fator de correcéo para 0s €eixos X-y.
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6. Conclusdes

Baseado nos ensaios morfologicos aplicados a amostra microglial colhida de

maneira aleatdria e sistematica e nos ensaios comportamentais realizados antes e

apos as infecgbes, concluimos que:

1)

2)

3)

4)

5)

a populacdo microglial do septo lateral em condicdes homeostaticas
apresenta um padrdao morfolégico heterogéneo, composto por trés fenétipos
morfolégicos de valores de complexidade diferentes;

a infeccdo sequencial com homogenado cerebral infectado pelos sorotipos 1
e 4 do virus da dengue com intervalo de 28 dias entre uma inoculacao e
outra é capaz de induzir alterac6es na morfologia da micréglia e no padréo
morfolégico dessas células, induzindo aumento significativo do percentual de
células de alta complexidade;

a infeccdo também estéd associada a alteragcdes comportamentais importantes
detectadas na exploracdo do campo aberto e do labirinto em cruz elevado
particularmente nos animais mantidos em ambiente padrao;

0 enriquecimento ambiental parece proteger os animais contra as alteragdes
comportamentais e minimizando as alterac6es da morfologia da micréglia do
septo lateral;

permanece por ser investigado se as alteracées microgliais precedem as

comportamentais assim como as bases moleculares de cada alteracao.
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Coordenador: Prof. Dra. Marcia Consentino Kronka Sosthenes
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Vigéncia: 04/2014 a 05/2016
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O projeto acima identificado foi avaliado pelo Comité de Etica Em Pesquisa Com
Animais de Experimenta¢do da Universidade Federal do Para (CEPAE). O tema eleito para
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Anexo II: Dados obtidos a partir da analise discriminante para os grupos experimentais adotados no presente trabalho.

Wilks’ Partial 1-Toler. (R-
F-remove p-level Toler.
Lambda Lambda Sqr.)
AP NI

Complexidade 0.194583 0.515069 49.42806 0.000000 0.120771 0.879229
Volume do Convex-hull (um3) 0.122798 0.816167 11.82511 0.000023 0.455354 0.544647
Comprimento médio dos 0.107366 0.933483 3.74098 0.026952  0.088625 0.911375

segmentos (um)
Densidade de segmentos 0.109481 0.915447 4.84906 0.009677 0.191418 0.808582
Comprimento total dos 0.115730 0.866017 8.12238 0.000525 0.138466  0.861534

segmentos (um)
N° de arvores 0.107045 0.936275 3.57330 0.031526 0.132115 0.867885

AP D1
Complexidade 0.067739 0.424125 4.616.508 0 0.407181 0.592819
K-dim 0.032393 0.886913 433.521 0.006423 0.345297 0.654703
Comprimento médio dos

0.031676 0.90698 348.705 0.018507 0.171516 0.828484

segmentos (um)
Densidade de segmentos 0.031654 0.907608 346.110 0.019118 0.054365 0.945635
Superficie do Convex-hull um?) 0.031826 0.902702 366.472 0.014818 0.346685 0.653315
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AP D1D4

Complexidade 0.055766 0.464289 33.84577 0.000000 0.307773  0.692227

Comprimento total dos 0.030843 0.839449 5.61022 0.001445 0.022758  0.977242
segmentos (um)

Densidade 0.030448 0.850346 5.16242 0.002471 0.064594  0.935406

Volume do Convex-hull (ums3) 0.031130 0.831705 5.93558 0.000981 0.450866 0.549134

AP D1D4AD3

Complexidade 0.109193 0.340993 65.70872 0.000000 0.299575  0.700425

NP 0.042232 0.881667 4.56330 0.004840 0.186295  0.813706

N° de segmentos 0.042055 0.885362 4.40237 0.005909 0.037105  0.962896

Comprimento medio dos 0.041478 0.897688 3.87507 0.011393 0214770  0.785230
segmentos (um)

\O de Arvores 0.042232 0.881667 4.56330 0.004840 0.186295  0.813706

Area do soma (um?) 0.041809 0.890577 417751 0.007815 0.288960  0.711040

Feret Min do soma (um) 0.041302 0.901517 3.71419 0.013929 0.276392  0.723608

AE Ni
Complexidade 0.107917 0.527286 36.75673 0.000000 0.257047  0.742953
0.064393 0.883691 5.39633 0.006285 0.185860  0.814140

N° de segmentos
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Vertex 0.062104 0.916259 3.74715 0.027718 0.952010 0.047990
N° de Arvores 0.061289 0.928448 3.15972 0.047650 0.156450 0.843550
AE D1
Sl 0.119490 0.550084 42.53094 0.000000  0.290073 0.709927
Comprimento médio dos 0.090780 0.724055 19.81773 0.000000 0.323734 0.676266
segmentos (um)
N° de espinhas 0.071390 0.920714 4.47792 0.013630 0.707826 0.292174
Densidade 0.074352 0.884033 6.82134 0.001646  0.203541 0.796459
Superficie (‘l‘:nf)onvex'h”” 0.069902 0.940313 3.30076 0.040753 0.396397  0.603603
AP D1D4
Complexidade 0.180145 0.526155 44.12845 0.000000  0.224021 0.775979
Comprimento medio dos 0.115063 0.823763 10.48315 0.000075  0.299930 0.700070
segmentos (um)
AP D1D4AD3
Complexidade 0.170764 0.540116 45.97853 0.000000 0.148676 0.851324
Volume do Convex-hull (um3) 0.110857 0.831991 10.90455 0.000049  0.444223 0.555777
N° de segmentos 0.101500 0.908698 5.42572 0.005684 0.103729 0.896271
0.098462 0.936731 3.64727 0.029323  0.429335 0.570666

K-dim






