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RESUMO

Este trabalho investiga as alterac@es neuropatoldgicas e do comportamento em tarefas
hipocampo-dependentes induzidas pela encefalite experimental aguda associada ao virus Piry.
Trés janelas temporais (3, 7 e 10 dias ap6s a inoculacdo) foram avaliadas e dois ambientes
testados de forma a avaliar se o enriquecimento ambiental influencia as alteracdes associadas
a infeccdo. Camundongos fémeas de dois meses de idade foram mantidos em ambientes
empobrecido (IE) ou enriquecido (EE) durante seis meses e foram testados para as atividades
de burrowing, de campo aberto e de discriminacdo olfatéria. Ap6s esse periodo os animais
foram inoculados por via intranasal com 5ul de homogenado de cérebro normal (NBH) ou
homogenado de cérebro infectado pelo virus Piry (PY) e entdo reorganizados nos seguintes
grupos: IENBH, IEPY, EENBH e EEPY, com sete animais cada. Trés, sete e dez dias apds a
inoculagdo (dpi), os animais de cada janela temporal foram perfundidos com fixador
aldeidico. Os encéfalos foram removidos, seccionados e as seccdes foram processadas para
imunohistoquimica para anti-Piry e para anti-lba-1 para marcagdo dos antigenos virais e de
macrofagos/micradglias, respectivamente. Quantificacdes estereoldgicas foram feitas em cada
camada celular de CA3 usando o método do fracionador Optico. Estimativas do fracionador
Optico mostraram que ndo houve alteracdo da estimativa do nimero total de microglias em
CAZ3 nos grupos analisados, indicando que a infeccéo ndo alterou o nimero de células, mas a
morfologia das micrdglias, que se mostraram mais ativadas no grupo IEPY do que no grupo
EEPY. Os resultados revelaram a presenca de antigenos virais no bulbo olfatério, cortex
piriforme, estriado e fimbria, ao longo da via olfatoria. A atividade de burrowing no grupo
IEPY diminuiu na primeira janela temporal e permaneceu baixa até a ultima janela, enquanto
gue no grupo EEPY nédo houve alteracdo neste teste. Na atividade de campo aberto, o grupo
IEPY aumentou o tempo imdvel j& na primeira janela e continuou aumentando até a Gltima;
reduziu o nimero de linhas cruzadas na segunda janela e permaneceu reduzido na dltima; e
diminuiu o tempo na zona central na segunda e Ultima janela. J4 o grupo EEPY, aumentou o
tempo imovel e reduziu o numero de linhas cruzadas na segunda janela. No teste de
discriminacdo olfatéria, o principal grupo afetado foi o grupo IEPY, que ndo discriminou os
dois odores na ultima janela, enquanto que o grupo EEPY ndo teve alteracdo na
discriminacdo.

Palavras-chave: encefalite viral, virus Piry, ambiente enriquecido, neuropatologia,
fracionador Optico, camundongo suico albino.



ABSTRACT

This study investigated neuropathological changes and behavior in hippocampal-
dependent tasks induced by encephalitis caused by Piry arbovirus. Three temporal windows
(3, 7 and 10 days post infection) and two environmental conditions were assessed to measure
possible effects of the environmental enrichment on infection- induced changes. Two months
old female mice, maintained in impoverished (IE) or in enriched environment (EE) by six
months were tested in burrowing, open field and olfactory discrimination. After this period,
all animals were intranasally inoculated with 5 pl of normal (NBH) or infected brain
homogenate with Piry arbovirus (PY) and then reorganized into the following groups with
seven animals each: IENBH, IEPY, EENBH and EEPY. After three, seven and ten days post
instillation (dpi), they were perfused with aldehyde fixative. Their brains were removed,
sectioned and the sections were processed either to imunohistochemical with anti-Piry or
anti-lba-1 to marker viral antigens and macrophage/microglial cells, respectively.
Stereological quantifications were done in each CA3 layer using the optical fractionator
method. Optical fractionator estimations revealed no changes in the number of microglial
cells, indicating that this infection was not able to alter the number of cells, but microglia
morphology, that revealed a higher number of pro-inflammatory morphological profiles in
the IEPY than EEPY. Viral antigens were detected in the olfactory bulb, pyriform cortex,
striatum and fimbria, following a sequence that mimics the anatomical olfactory pathway. In
IEPY burrowing activity decreased in the first window and remained as such until the last
window whereas in EEPY no changes were detected. Immobility increased in IEPY and
remained altered until the last window; the number of crossing lines increased in the second
and last windows; and the time on the center zone decreased in the second and last windows.
In EEPY the immobility increased and correspondently the crossing lines reduced just in the
second window. In olfactory discrimination, the main affected group was the IEPY, that
didn’t distinguish the two odors in the last window; in contrast EEPY group remained
unaltered.

Key Words: viral encephalitis, PIRY virus, enriched environment, neuropathology, optical
fractionator, albino Swiss mice.
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1. INTRODUCAO

1.1 ARBOVIROSES

As encefalites subletais subsequentes as infecgdes virais promovem alteracoes
comportamentais e imunoldgicas representando propor¢do importante das sequelas
neuroldgicas permanentes, particularmente em paises emergentes (JOHNSTON e HAUSER,
2008). Dentre as doencas virais emergentes que comprometem o SNC gerando encefalites, a
maioria delas esta associada a doencas produzidas por RNA-virus (KUZMIN et al., 2009).
Essas viroses nos Ultimos 20 anos tém castigado homens e animais domésticos com impactos
sociais e econdmicos significativos, com reemergéncia e expansdo daquelas que pareciam sob
controle (GUBLER e MELTZER, 1999; GUBLER, 2002). Sdo exemplos bem conhecidos a
dengue, a encefalite japonesa, a febre amarela, a encefalite equina venezuelana e a doenca
produzida pelo virus do Oeste do Nilo. As razfes para esse ressurgimento sdo complexas e
desconhecidas, no entanto, é fato que estdo associadas as mudancas demogréaficas e sociais

que vem ocorrendo ao longo dos ultimos 50 anos (GUBLER, 2002).

N&o é dificil, portanto, antecipar as razGes pelas quais as arboviroses emergentes e re-
emergentes tornaram-se parte obrigatéria das agendas de saude global ampliando-se o0s

esforcos e os recursos destinados a sua investigacao.

As arboviroses (viroses transmitidas por artrépodes) sdo viroses zoondticas de genoma
de RNA que por definicdo requerem no minimo dois hospedeiros, um artrépode e um
vertebrado. Existem 534 viroses registradas no Catalogo Internacional de Arboviroses, das
quais 134 séo provocadas em humanos (KARABATSOS, 1985).

Os arbovirus sdo taxonomicamente diversos abrangendo oito familias virais e quatorze
géneros (GUBLER, 2002). Na regido amazonica, de um total de 190 arbovirus isolados pelo
Instituto Evandro Chagas, 32 foram identificados como patégenos humanos causando febre,
doenca hemorrégica e encefalite, sendo que 15 das espécies isoladas pertencem a familia
Rhabdoviridae (VASCONCELOS et al.,, 2001). As rabdoviroses sdo parte de um grupo
grande de doencas associadas a RNA-virus de uma unica fita que incluem patdgenos de
importancia medica tais como o da influenza aviaria, sarampo, Ebola e estomatite vesicular
(KUZMIN et al., 2009).
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A familia Rhabdoviridae possui cinco géneros amplamente distribuidos na natureza e
dois deles séo relevantes na regido amazonica, o género Vesiculovirus e o género Lyssavirus.
Como exemplo de vesiculovirus, o virus da estomatite vesicular (VSV) é caracterizado por
causar lesdes vesiculares que acometem equinos, bovinos, suinos, mamiferos silvestres e o
homem. Esses virus podem infectar células neuroepiteliais representando um modelo para

investigacao de infecgOes virais neurotrépicas agudas (HUNEYCUTT et al., 1993).

Num esforco de contribuir para a investigacdo das arboviroses estudamos em nosso
laboratério em trabalho anterior sete das espécies amazonicas da familia Rhabdoviridae
buscando induzir encefalites experimentais a partir de inoculagdo viral intranasal (IN) de
camundongos neonatos, a saber: Jurunas, Itacaiunas, Curionépolis, Maraba, Piry, Carajas e
Cocal. Em todos os testes foi observada neuroinvasao e quase todos os animais evoluiram
para a morte, diferindo em proporcdo e tempo de sobrevida. (GOMES-LEAL et al., 2006).
Outras espécies da familia Rhabdoviridae também ja foram usadas com sucesso para induzir
encefalite experimental em camundongos (VAN DER POEL et al., 2000; TRAVASSOS DA
ROSA et al., 2002; IWASAKI et al., 2004). Pelo fato de o VSV ter patogenicidade humana
limitada, ele tem sido usado como um modelo para investigacdo in vitro e in vivo tanto das
adaptacOes sofridas pelo patdgeno quanto das respostas do hospedeiro a infeccdo pelas
rhabdoviroses (REISS et al., 1998; VAN DEN POLet al., 2009). O processo de neuroinvasao
viral ja foi descrito para essa espécie e envolve varias etapas, incluindo replicacdo no sitio
primario de infeccdo, entrada e disseminacdo no sistema nervoso central (SNC), resposta
imune do hospedeiro e lesdo tecidual (CROTTY et al., 2002; FAZAKERLEY, 2004;
REMPEL et al., 2004).

A cinética da resposta celular inflamatoria no sistema nervoso central infectado pelo
VSV foi previamente descrita no camundongo C57BI6J bem como a distribuicdo dos
antigenos virais determinada em diferentes janelas temporais, tendo sido encontrada forte
ativacdo microglial e reatividade astrocitica (CHRISTIAN et al., 1996). Entretanto apesar de
se conhecer os elementos ativados da resposta inflamatéria durante a progressédo da doenca
(CHRISTIAN et al., 1996; CHAUHAN et al., 2010) sua quantificacdo sem viés em areas
especificas durante o processo de neuroinvasao nao tem sido estudada em detalhe. Por essa
razdo em trabalho subsequente quantificamos a resposta inflamatoria do hospedeiro adulto
durante o curso temporal da encefalite induzida por um RNA virus da familia Rhabdoviridae,
o0 arbovirus Piry (SANTOS e BRAGA, 2008).
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O arbovirus amazonico Piry, da familia Rhabdoviridae e género Vesiculovirus, foi
isolado pela primeira vez em 1960 das visceras de um marsupial (Philanderopossum) na
floresta do Utinga em Belém-PA por pesquisadores do Instituto Evandro Chagas. Este
arbovirus é responsavel por induzir no camundongo uma infeccdo degenerativa e neurotrdpica
caracterizada por uma encefalite com lesbes graves, de células isoladas e/ou regibes
especificas (DA CRUZ, 1981), que evoluem para necrose ou apoptose, sendo que a primeira é
mais evidente no cortex cerebral e a segunda no hipocampo, podendo ocasionar a morte cerca

de 18h apos a inoculacdo em camundongos recém-nascidos (GOMES-LEAL et al., 2006).

Particulas virais em forma de “bala de revolver” medindo 155 x 62nm foram
encontradas através da microscopia eletrénica em cisternas endoplasmaticas e membranas
citoplasmaticas de seccdes de cérebros de camundongos neonatos, em culturas de células
BHK-21 e em culturas de células de Aedes albopictus infectados pelo virus Piry (PINHEIRO,
1981).

A inoculacdo intracerebral com o virus Piry em camundongos neonatos desenvolve
uma miocardite serosa capaz de induzir necrose em fibrinocélulas, com modificacdo mais
precoce nas mitocondrias (tumefacdo, cristdlise intensa e rarefacdo da matriz) além de
provocar uma encefalite com lesdes graves no estagio final da doenca (ARAUJO et at., 1978).
Dessa forma, o virus Piry parece induzir uma resposta inflamatéria discreta, na fase final da
evolucdo, com diminuicdo da eletrodensidade e marginalizagdo da cromatina nuclear, além do
reagrupamento de organelas citoplasmaticas, principalmente mitocéndrias e complexo de
Golgi (DA CRUZ, 1981).

Sabe-se ainda da existéncia de casos humanos de infeccédo pelo Piry como resultado de
contaminacéo acidental em laboratorio, provavelmente, por meio da inalacdo de aerossois, 0
gue aumenta a importancia do seu estudo (TAVARES-NETO et al., 1990). Os casos clinicos
descritos com o Piry tiveram inicio subito, semelhante a influenza, com sindrome febril de
curta duracdo (de dois a quatro dias), cefaleia, mialgia, mal estar, tonturas e fotofobia
(TAVARES-NETO et al., 1990, TAVARES-NETO, 1993).

O diagnostico laboratorial para o Piry é baseado no isolamento viral e em testes
soroldgicos com presenca de anticorpos neutralizantes para esse virus variando de 4 a 17%
nas comunidades residentes ao longo do Baixo Amazonas (PINHEIRO, 1981). Um estudo

realizado para se conhecer 0s niveis de anticorpos de individuos da regido de Ribeirdo Preto-
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SP mostrou que 19,9% dos individuos apresentaram anticorpos, sugerindo infeccdes por
arbovirus. E para o vesiculovirus Piry foi encontrado o maior nimero de soros reagentes
(12,5%) (FIGUEIREDO; TRAVASSOS DA ROSA; FIORILLO, 1986). Em Uberaba-MG,
8% dos doadores de sangue apresentaram anticorpos neutralizantes para o Piry, com
prevaléncia significante de individuos que relataram residir anteriormente em &rea rural em
relacdo aos residentes de cidades (TAVARES-NETO et al., 1990).

Esses achados mostram que apesar de existirem poucas informacfes a respeito das
arboviroses em locais com a paisagem modificada, sabe-se que esses virus poderiam manter-
se nesses locais como zoonoses em matas residuais, sendo introduzidos eventualmente nessas
areas e, ap6s encontrar um vetor adequado, infectar animais silvestres domésticos e 0 homem.
Ou ainda, os arbovirus restantes do antigo meio natural, poderiam se manter na natureza sob
condicBes restritas até se adaptarem ao meio artificial (FIGUEIREDO; TRAVASSOS DA
ROSA; FIORILLO, 1986).

Associado a isto, sabe-se que as micréglias sdo capazes de reconhecer uma grande
variedade de patdgenos que podem afetar o SNC incluindo bactérias, virus e fungos, estando
relacionadas com o inicio e a perpetuacdo da inflamacdo. Um exemplo disso € a ativacdo
microglial observada em camundongos a partir do terceiro dia ap6s a inoculacdo intranasal
com o VSV, causando uma infeccdo aguda no SNC capaz de ativar a imunidade inata
(produzindo 6xido nitrico) e a imunidade adquirida (expressando moléculas do complexo de
histocompatibilidade) (Bl et al., 1995). Por fazerem parte da resposta inflamatoria no SNC é

relevante rever alguns de seus aspectos.

1.2 RESPOSTA INFLAMATORIA MICROGLIAL

As micrdglias sdo macrofagos cerebrais com fungdes especificas de defesa do SNC
contra microrganismos (incluindo bactérias, virus e algumas espécies de fungos), remocao de
debris celulares em doengas neurodegenerativas ou durante o desenvolvimento normal, e
desordens inflamatorias autoimunes do cérebro (ZIELASEK; HARTUNG, 1996, MARIANI;
KIELIAN, 2009, ROCK et al., 2004).

No SNC normal, as micrdglias residentes, que possuem corpo celular alongado e
processos ramificados longos constituem uma populacdo estavel de células quiescentes
distribuidas ao longo do parénquima cerebral que responde a mudangas minimas no SNC,

reagindo rapidamente aos eventos patologicos. (LADEBY et al., 2005).
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LesGes no tecido neuronal e/ou vasos sanguineos do parénquima desencadeiam
respostas morfoldgicas imediatas de células microgliais proximas as regides afetadas. Com os
vasos sanguineos lesados, uma série de fatores derivados do sangue penetra no parénquima do
SNC atuando como fatores ativadores de microglias. O reconhecimento desses fatores por
essas celulas ocorre gragas a presenca de uma grande variedade de receptores de superficie
celular e nucleares capazes de iniciar ou modular a resposta imune microglial. Entre os
receptores, incluem-se os receptores de componentes do sistema do complemento, esteroides,
produtos de bactérias, imunoglobulinas, moléculas de adesao celular, citocinas e quimiocinas
(GARDEN; MOLLER, 2006).

Células fagociticas da imunidade inata reconhecem patogenos através de padrbes
moleculares associados a patégenos (PAMPSs), dentre os quais se destacam os receptores Toll-
like presentes principalmente em macro6fagos e células dendriticas. Assim, ocorre a expressao
de moléculas de ativacdo de superficie celular (por exemplo, as moléculas do complexo de
histocompatibilidade principal (MHC) de classe | e Il, e CD40), a secre¢do de citocinas inatas
como fator de necrose tumoral o (TNF-a) e a secrecdo de interleucinas (IL)-1, IL-6, IL-12 e
IL-18. Uma vez ativada, o objetivo da resposta inata é ativar células da imunidade adaptativa
para ambas promoverem a neutralizacdo e retirada do patdgeno invasor (TOWN; NIKOLIC;
TAN, 2005)

Em condigdes fisioldgicas normais, a microglia fornece suporte neuronal e em troca
recebe mediadores dos neurdnios para se manter na forma latente (figura 1-1). Ja em resposta
a um estimulo nocivo, a micrdglia adquire morfologia ameboide caracterizando o estado de
ativacdo (figura 1-2). Essa ativacdo microglial induz a liberagéo de citocinas pro-inflamatorias
como prostaglandinas, TNF-a, IL-1B, e quimiocinas, além de secretar proteases, gerar
especies de oxigénio reativas (ROS) e intermediarios de nitrogénio. Se a concentracdo desses
mediadores € mantida em certos niveis 0 hospedeiro se torna tolerante e a micréglia exerce
papel neuroprotetor (figura 1-3), no entanto, se esses niveis tolerantes sdo ultrapassados,
inicia-se 0 mecanismo neurotoxico que resulta em disfuncdo e morte neuronal (figura 1-4)
(VILHARDT, 2005).
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Figura 1-Representacdo esquematica da ativacdo microglial em processo inflamatério no SNC (VILHARDT,
2005).

Estudos prévios sobre doencas neurodegenerativas mostraram que a microglia ativada
pode se tornar neurotoxica pela producédo de citocinas pro-inflamatérias como TNF-a ¢ IL-6,
mas por outro lado, também pode ser neuroprotetora por produzir componentes neurotroficos
como o fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) (SAWADA, M.; SAWADA, H.;
NAGATSU, 2008).

Marcadores de superficie celular de importancia na regulacdo imune, como as
moléculas MHC I, sdo constitutivamente expressas na micréglia ramificada do cérebro
normal. Além das glicoproteinas do MHC de classe | e Il, uma populacdo de micrdglias tem
propriedades de células dendriticas durante condicdes infecciosas e inflamatdrias capaz de

apresentar antigenos aos linfdcitos auxiliares Thl (ROCK et al., 2004).

Apesar dos inumeros esforcos para estudar a ativagdo microglial, ainda ndo
encontraram um Unico marcador molecular que permita uma distin¢cdo inequivoca entre a
microglia ativada e a residente. Sendo assim, essa distingdo é feita com a associagdo de
multiplos marcadores e caracteristicas morfoldgicas. Além disso, nos Gltimos anos, o conceito
de plasticidade funcional microglial tem ganhado enfoque com o reconhecimento de um
quarto fenotipo microglial, denominado distréfico. Este fenotipo estaria relacionado ao
envelhecimento e as doencas neurodegenerativas associadas ao envelhecimento. O processo
de degeneracdo ainda ndo foi bem elucidado, mas se acredita que a ativagdo cronica da
micrdglia durante um longo periodo pode levar a uma excessiva ativacdo microglial que, por

conseguinte, provocaria uma degeneracdo da mesma através do desenvolvimento de uma
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“memoria” funcional capaz de aumentar a suscetibilidade, por exemplo, a doenca de
Alzheimer (para revisdo ver GRAEBER e STREIT, 2010).

A figura 2 representa um esquema de como funcionaria essa plasticidade microglial
envolvendo a comunicacao entre neurénio e micréglia durante ativagdes crénica e aguda. Para
que ocorra a ativagdo microglial sinais sdo emitidos dos neurdnios danificados para que as
micrdglias residentes se dividam, aumentem a producdo de citocinas e de fatores de
crescimento e mudem a sua expressao antigénica de superficie. O aumento da atividade
microglial resulta na hipertrofia celular, representando uma reacao neuroinflamatéria aguda,
capaz de trazer ou ndo a recuperacdo neuronal ao estresse. Caso esse processo seja bem
sucedido, o excesso de células microgliais sera eliminado através do processo de morte
celular programada. Caso contrario, a morte neuronal aguda resultard na transformacédo de
microglias em macrofagos cerebrais derivados do cérebro que eliminardo os debris celulares.
A reacdo neuroinflamatdria crénica ocorre se os neurdnios afetados continuam a enviar sinais
de ativacdo que resultam em ativacdo microglial persistente. Essa ativacdo prolongada
induzird algumas micréglias a se tornarem senescentes e passarem por alteracdes
neurodegenerativas, capazes de provocar uma degeneracdo microglial generalizada. Uma vez
que um numero critico de microglias é submetido a esse tipo de morte celular acidental, os
neurdnios terdo perdido o apoio microglial e estardo submetidos a uma neurodegeneracao
lenta, refletida por inclusdes anormais (por exemplo, corpos de Lewy) e/ou neurodegeneracédo
neurofibrilar (GRAEBER e STREIT, 2010).
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Figura 2-Esquema mostrando a plasticidade funcional da micréglia envolvendo a sua interagdo com o0s
neurdnios durante ativacdes cronica e aguda (adaptado de GRAEBER e STREIT, 2010).

Um estudo recente mostrou um aumento da ativagdo microglial em camundongos da
variedade BALB/c infectados pelo virus da encefalite japonesa. A expressdo de IL-6, IL-1p,
TNF-a e da proteina quimioatraente de mondocito 1 (MCP-1) foi significativamente maior nos
animais infectados em relacdo aos animais controles. Além disso, esse trabalho avaliou as
citocinas pro-inflamatérias em diferentes estruturas cerebrais (tdlamo, hipocampo, cortex e
estriado) mostrando um aumento relevante no hipocampo em relacdo as outras estruturas
cerebrais (GHOSHAL et al., 2007).

No que diz respeito a resposta inflamatoria, vale ressaltar que estudos recentes
sugerem uma interacdo entre microglias e astrocitos, uma vez que ambos reagem rapidamente

ao estimulo adequado minimo e sdo produtores de citocinas e quimiocinas. Dessa forma,
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acredita-se que essas células podem influenciar fortemente umas as outras de forma a facilitar

e amplificar as respostas imunes (LYNCH, 2009).

1.3 ENRIQUECIMENTO AMBIENTAL E NEUROPROTECAO

O enriquecimento ambiental é definido como um complexo de estimulagdo inanimada
e estimulacéo social (VAN PRAAG; KEMPERMANN; GAGE, 2000), no qual os animais sdo
agrupados em compartimentos experimentais contendo tdneis, plataformas, brinquedos e
rodas de correr, que por si sO induzem comportamento ativo e provocam estimulacéo
sensorial, social, motora e cognitiva (ver figura 3). (NITHIANANTHARAJA; HANNAN,
2006).
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Figura 3-Representacdo esquematica da estimulacéo visual, motora, cognitiva e somatosensorial proporcionada
pelo ambiente enriquecido sobre varias areas cerebrais (NITHIANANTHARAJA; HANNAN, 2006).

Muitos estudos tém mostrado mudancas significantes a niveis celular, molecular e
comportamental, principalmente no hipocampo, de roedores alojados em ambientes
enriquecidos. Essas mudancas provocam melhora do aprendizado e memoria, aumento da
neurogénese no giro denteado do hipocampo, da gliogénese e da arvore dendritica, e a
formagéo de novas sinapses em muitas areas do cérebro como cortex e ganglios da base. Tais
condigBes parecem proteger o organismo contra 0s déficits cognitivos relacionados a varias
doencas neurodegenerativas crénicas e agudas (MORA; SEGOVIA; DEL ARCO, 2007, VAN
PRAAG; KEMPERMANN; GAGE, 2000).

Camundongos idosos Tg2576, modelo transgénico da Doenca de Alzheimer, que
foram tratados com exercicio voluntario exibiram melhor desempenho no teste do labirinto
aquatico com braco radial quando comparados com animais transgénicos ndo tratados. Este

estudo sugere que o exercicio voluntario provoca mudancas na resposta inflamatoria capazes
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de melhorar a cognicdo em camundongo Tg2576 (PARACHIKOVA; NICHOL;
COTMAN,2008). Além disso, estudos em humanos sugerem que a atividade fisica pode
produzir efeitos benéficos como melhora das fungdes cognitivas e executivas, aumento do
aporte sanguineo cerebral e de neurotrofinas sericas ao longo da vida, inclusive em pacientes
com doencas neurodegenerativas (HILLMAN; ERICKSON; FRAMER, 2008).

Na infecgdo cronica induzida pela injecdo intraperitoneal de lipopolissacarideo (LPS)
em camundongos, o exercicio voluntario aumentou o nivel de BDNF e do seu receptor TrkB,
melhorando a neurogénese e o desempenho cognitivo comprometidos pelo LPS (WU et al.,
2007). Sabe-se também que o ambiente enriquecido provoca um aumento no ndmero de
micrdglias ativadas com morfologia ramificada no giro denteado. Essas microglias liberam o
fator de crescimento derivado da insulina (IGF-1), que tem um papel importante na
proliferacdo neuronal na camada subgranular do giro denteado e na neuroprotecdo (CHOI et
al., 2008).

Estudo realizado em camundongos envolvendo o virus influenza, patégeno
respiratério que causa grande morbidade e mortalidade em humanos, mostrou que a taxa de
mortalidade foi reduzida em animais que foram exercitados moderadamente quando
comparados com animais sedentarios (LOWDER; PADGETT; WOODS, 2005). Assim como
em animais, estudos epidemioldgicos, que analisaram adultos sob diferentes estilos de vida,
mostraram que pessoas que praticavam exercicios fisicos de grau leve a moderado tiveram
reducdo da taxa de mortalidade durante uma epidemia causada por influenza, enquanto que o
exercicio exagerado ndo parece ser benéfico devido a inflamacdo induzida e a imunidade
comprometida (WONG et al, 2008).

O enriquecimento ambiental também atua sobre a perda de rede perineuronal
encontrada na area de representacdo da pata posterior no cdrtex somatosensorial de ratos
idosos, reduzindo ou prevenindo a perda desta matriz em ratos alojados por 3 meses nessas
condicdes (HILBIG et al., 2002). Sabendo que a formacdo hipocampal € uma estrutura chave
nos processos de consolidagdo da memdaria e que esta é particularmente vulneravel em alguns
tipos de encefalites virais, incluindo aquela induzida pelo virus Piry (DE SOUSA et al.,

2011), é necessario revermos a anatomia funcional desta estrutura.
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1.4 FORMACAO HIPOCAMPAL

Muitos estudos demonstram que o hipocampo, juntamente com outras estruturas do
lobo temporal medial como os cortices entorrinal, perirrinal e parahipocampal sdo as
estruturas cerebrais mais envolvidas com os processos de memdria e aprendizado. A formagéo
hipocampal é definida como um complexo composto pelo giro denteado, hipocampo,
subiculum, pre-subiculum, parasubiculum e coértex entorrinal (FALOUGY; BENUSKA,
2006). Uma organizacdo caracteristica das conexdes entre as regides do neocortex € que elas
sdo extensamente ligadas por conexdes reciprocas, ou seja, se a regido cortical A projeta para
a regido cortical B, a regido B sempre envia proje¢des que retornam a regido A. No entanto, a
maior justificativa para o agrupamento das regides que compdem a formacdo hipocampal
consiste no fato destas estarem ligadas em parte por conexdes unidirecionais que parecem uni-
las como uma unidade funcional (INSAUSTI; AMARAL, 2004).

O hipocampo pode ser dividido em regides denominadas Corno de Amon 1, 2, 3, e 4
(CA1-CA4): CALl € a area mais proxima ao cértex entorrinal; CA2 é uma estreita regido
presente entre CAl e CA3; CA3 é a regido até a camada polimorfica do giro denteado; e CA4
é a area de CA3 que se insere no giro denteado. Outra nomenclatura, definida por Cajal,
divide o hipocampo em regi&o superior e regido inferior (FALOUGY; BENUSKA, 2006).

Funcionalmente, o hipocampo pode ser dividido em dorsal (polo septal) e ventral
(polo temporal). Estudos prévios mostraram que animais que tiveram o hipocampo dorsal
lesionado apresentaram pior desempenho nos testes de memoria espacial em relacdo aos
animais com o hipocampo ventral lesionado e aos controles (ZHANG et al., 2004). Outros
estudos mostraram que o hipocampo ventral estd associado ao comportamento aversivo
devido sua densa ligacdo com estruturas subcorticais como amigdala, hipotalamo e nucleo
acumbens, envolvidos com a defesa e a emocgéo (TRIVEDI; COOVER, 2004).

O hipocampo e o giro denteado sdo formados por cortices tri-laminares. As camadas
fundamentais do hipocampo sdo: camada polimdrfica (stratum oriens), camada piramidal
(stratum pyramidale), camada lGcida (stratum lucidum) e a camada molecular (stratum
radiatum e stratum lacunosum-moleculare). O giro denteado por sua vez € constituido pela
camada polimérfica (hilus), camada granular (stratum granulosum) e camada molecular
(stratum moleculare) (figura 4) (BROWN; ZADOR, 1990).
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As principais aferéncias para o hipocampo e giro denteado sdo provenientes do cortex
entorrinal, regido septal e hipocampo contralateral. Existem vérias outras regides que
projetam para o hipocampo com aferéncias menos densas, incluindo o tronco cerebral,
hipotalamo, tdlamo e amigdala (BROWN; ZADOR, 1990).

A organizagdo funcional do hipocampo tem sido descrita como um circuito
trissinaptico basico. Neste circuito as fibras da via perfurante, que se originam nas células das
camadas Il e 111 dos cortices entorrinal medial (ndo-olfatério) e lateral (olfatorio), passam pelo
subiculum e terminam nos dois tergos mais externos da camada molecular do giro denteado.
Neste ponto elas formam sinapses excitatérias com as células granulares do giro denteado.
Estas, por sua vez, enviam seus axénios (fibras musgosas) para a regido de CA3 onde
realizam a segunda sinapse com 0s neurbnios piramidais desta camada. Por fim, os ax6nios
destas células piramidais (colaterais de Schaffer) formam a terceira sinapse com os neurénios
piramidais de CAl (figura 4) (BROWN; ZADOR, 1990). O cortex entorrinal também projeta
para CAl e CA3, cujos terminais estdo presentes no stratum lacunosum-molecular. As
projecdes do entorrinal para o subiculum, CAl e CA3 sdo bilaterais e se originam
predominantemente dos neur6nios da camada Ill, mas um pequeno nudmero de neurénios das
camadas profundas também contribui para esta projecdo (VAN GROEN; MIETTINEN;
KADISH, 2003).

Figura 4-O circuito hipocampal: o hipocampo forma principalmente um circuito uni-direcional, com projecées
do cortex entorrinal (EC) para o giro denteado (DG) através da via perfurante (PP) e para CA3; o giro denteado
envia projecOes através das fibras musgosas (MF) para os neurdnios piramidais de CA3, que enviam seus
axonios para as células piramidais de CAL pelos colaterais de Schaffer (SC), assim como as células de CA3
enviam projecdes para o hipocampo contralateral pelas fibras comissurais (AC). Os neurdnios de CAL1 também
recebem projecBes diretamente da via perfurante e enviam seus axonios para o subiculo (Sb). Estes neurdnios
entdo enviam a principal saida do hipocampo para o cortex entorrinal, formando uma alga. LEC: Cortex
entorrinal lateral; MEC: Cortex entorrinal medial. Fonte: http://alfin2100.blogspot.com.br/2009/12/clues-on-
short-term-memory-in.html.
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Fazendo uma breve descri¢cdo da organizagdo laminar do hipocampo, pode-se dizer
que a sua principal camada de células é chamada de stratum pyramidale. Esta camada contém
0s neurdnios piramidais densamente empacotados em CAL e mais fracamente empacotados
em CA2 e CA3. A camada superior, contendo neurdnios livremente dispersos é o estratum
oriens, que possui os dendritos basais das células piramidais e algumas classes de
interneurdnios, como as células em cesto. O estratum oriens é definido como a camada onde
ocorrem algumas das conexdes entre as regides de CA3 de ambos os lados (projecédo
comissural) e as conexdes de CA3 para CAL através dos colaterais de Schaffer. Na regido de
CA3, mas ndo em CA2 ou CAL1, uma zona acelular, o estratum lucidum, esté localizada logo
abaixo a camada piramidal contendo as fibras musgosas que chegam do giro denteado. O
estratum radiatum € localizado logo abaixo do estratum lucidum em CA3 e imediatamente
abaixo da piramidal em CA2 e CA1l, sendo uma regido de conexdes associativas entre as
regides de CA3 de ambos os lados e dos colaterais de Schaffer. Por fim, o stratum lacunosum-
moleculare consiste em uma fina camada onde terminam as aferéncias provenientes do
entorrinal e de outras regiGes, como o nucleo medial do tdlamo, contendo uma variedade de
interneurdnios que expressam o acido gama-aminobutirico (GABA), cuja atividade forma um
perfil espacial e temporal da célula de disparo principal (AMARAL; LAVENEX, 2007).

Um estudo recente mostrou que ap6s a codificacdo da memdria no hipocampo, 0s
sinais de saida de CAS3 através do circuito trissinaptico sdo necessarios para 0 processo de
consolidacdo dessa memoria (NAKASHIBA et al., 2009). Além disso, o arbovirus Piry
mostrou tropismo por regides que compdem a via olfatoria até o alcance do neocdrtex em
estruturas como a camada polimérfica do giro denteado e CA3, ap6s uma infeccao intranasal
(DE SOUSA et al., 2011). Dessa forma, sendo a regido de CA3 uma das estruturas chaves do
processo de consolidacdo da memdria assim como uma regido alvo da encefalite induzida por
arbovirus, este trabalho trata da quantificacdo de células microgliais na regido de CA3 como
forma de analisar a resposta inflamatdria de animais que viveram em diferentes condigdes de
alojamento. Tendo em conta que a via olfatoria € uma das principais projecdes onde se
detectou a presenca de antigenos virais na fase aguda da infec¢do pelo arbovirus Piry (DE

SOUSA et al., 2011), vale ressaltar sua organiza¢do morfofuncional.



24

1.5 SISTEMA OLFATORIO

A interagdo do homem com o meio ambiente é feita predominantemente através dos
olhos, no entanto, na maioria das espécies, os estimulos odoriferos desempenham papéis
importantes em fungbes fundamentais como alimentacdo, acasalamento, reproducdo e
organizacdo social. Dessa forma, os invertebrados e os vertebrados desenvolveram sistemas

complexos para deteccédo e discriminacdo de moléculas odoriferas.

A via olfatéria se inicia com a ligacdo de particulas odoriferas aos receptores
olfatérios presentes nos neurbnios quimioceptores do epitélio olfatério. Curiosamente cada
neurdnio sensorial expressa somente um tipo de receptor e todos 0s neurdnios que expressam
0 mesmo receptor projetam para 0 mesmo glomérulo no bulbo olfatério. Os dendritos apicais
de células mitrais individuais formam sinapses com os axdnios de neurbnios sensoriais
olfatérios dentro do glomérulo olfatério. As células mitrais, entdo, projetam-se para varias
estruturas corticais e subcorticais, dentre elas o cortex piriforme, o cértex entorrinal, o0 ndcleo
olfatério anterior e a amigdala (Figura 5, para revisdo ver LEINWAND e CHALASANI,
2011).
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Figura 5-(a) No camundongo, os neurdnios sensoriais olfatorios projetam para um glomérulo especifico
inervado pelas células mitrais, que projetam para diferentes regides cerebrais. (b) Esquema mostrando a origem e
os alvos das projecGes glomerulares. (c) Projecdes para a amigdala sdo organizadas espacialmente, enquanto que
as projecOes para o cortex piriforme sdo distribuidas aleatoriamente por toda a regido (adaptado de LEINWAND;
CHALASANI, 2011).

Muitos estudos explicam a importancia da relacdo entre a via olfatdria e o hipocampo.
Um trabalho realizado com gatos mostrou que, ap6s a estimulacdo elétrica do coértex

piriforme, as principais areas responsivas ao estimulo sdo o giro denteado e CA3 (células
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piramidais de CA1 e as células do subiculum também sdo ativadas, mas em menor proporgao)
(HABETS et al.,, 1980). Outro estudo realizado com humanos utilizando a técnica de
ressonancia magnetica nuclear revelou que o cortex olfatério primario (piriforme, entorrinal e
amigdala) e o hipocampo apresentaram um aumento do sinal de oxigenagdo no inicio do
estimulo seguido de uma reducdo significante da perfusdo sanguinea com a manutencéo do
estimulo, sugerindo que a conexdo entre essas estruturas tem um papel importante no
processo de habituacdo olfatoria (POELLINGER et al., 2001).

Por outro lado, a conexao do cortex olfatério primario com o hipocampo é o substrato
para a realizagéo de tarefas complexas, como a orientacdo temporal pelo odor. Exemplo disso
é a seletividade dos neurdnios de CA1 e CA3 que disparam em intervalos especificos de
apresentacdes de estimulos odoriferos subsequentes, indicando que o hipocampo tem a
capacidade de controlar o tempo decorrido entre os mesmos (DESHMUKH; BHALLA,
2003). Animais com lesdo hipocampal ndo perdem a capacidade de discriminar odores, mas
tém o desempenho prejudicado quando a memdria temporal para uma sequéncia de odores é
necessaria para a realizacdo de uma tarefa, indicando que o hipocampo néo esta relacionado
com a funcdo sensorial olfatéria, mas sim com a capacidade de relembrar e temporariamente

armazenar um evento separado de outro evento pelo tempo (KESNER et al., 2002).

Dados adquiridos de centros clinicos sugerem que a infeccdo respiratoria viral € a
principal causa de anosmia/hiposmia em humanos (MOTT; LEOPOLD, 1991). Embora os
casos em humanos suportem essa ideia de disfuncdo olfatéria induzida por infeccéo viral, as
bases patogénicas dessa perda sensorial permanecem desconhecidas. Os trabalhos
experimentais em camundongos que investigaram essa perda utilizaram principalmente
linhagens de coronavirus, principal causa de constipacao/resfriado, mostrando que esses virus
tém a capacidade de se espalhar pelo SNC, provocando encefalite fatal ou encefalopatia
persistente apos inoculagdo intranasal (BARTHOLD, 1988; PERLMAN et al., 1989).
Seguindo a mesma abordagem e aquela de De Sousa et al., 2011, utilizamos o arbovirus Piry,
também capaz de provocar encefalite, investigando na fase aguda da doenca o
comprometimento de tarefas hipocampo-dependentes e sua possivel neuroprotecdo pelo

enriquecimento ambiental.
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2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

e Investigar o papel do enriquecimento ambiental sobre uma encefalite aguda induzida

pelo arbovirus Piry, através de analise neuropatoldgica e comportamental.

2.2 ESPECIFICOS

e Auvaliar as alteracdes neuropatologicas através de imuno-histoquimicas para anti-Piry e
anti-lba-1.

e Estudar as alteragbes comportamentais através de tarefas hipocampo-dependentes
durante trés janelas temporais: 3,7 ou 10 dias ap0s inoculagéo.

e Estimar o numero de células microgliais nas camadas de CA3 para todos 0s grupos

experimentais, buscando uma possivel correlacdo entre os achados neuropatoldgicos e
comportamentais.
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3. MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos adotados neste trabalho foram previamente submetidos ao
Comité de Etica em Pesquisa com Animais de Experimentacdo (CEPAE/UFPA n° 1701/05),

tendo seus procedimentos experimentais integralmente aprovados.

Para o desenvolvimento dos objetivos propostos, este trabalho avaliou o impacto do
enriquecimento ambiental sobre alteracbes comportamentais e neuropatoldgicas em
camundongos infectados pelo arbovirus Piry em diferentes janelas temporais apds a
inoculagéo (pi). Os camundongos utilizados foram fornecidos pelo Instituto Evandro Chagas e
manipulados de acordo com os “Principles os Laboratory Animal Care” (NIH) nas instalagdes
do Laboratdrio de Investigacdes em Neurodegeneracdo e Infec¢do no Hospital Universitario

Jodo de Barros Barreto da Universidade Federal do Para.

3.1 FORMACAO DOS GRUPOS E ALOJAMENTO

Para compor os grupos experimentais foram utilizados 56 (cinquenta e seis)
camundongos suicos albinos fémeas a partir de trés meses de idade. Os animais foram entéo
alojados em ambiente enriquecido (EE) ou em ambiente empobrecido (IE) durante seis meses
completando, portanto, nove meses na fase final dos experimentos. Os animais do grupo EE
(n=28) foram alojados em gaiolas de plastico (32x39x16,5cm), com cerca de dez
camundongos por gaiola, equipada com rodinhas de correr, tuneis e objetos variados de
plastico, metal ou papeldo, sendo estes trocados ou realocados uma vez por semana para
estimular a atividade exploratoria. Os animais do grupo IE (n=28) foram mantidos em gaiolas
de plastico, também com cerca de dez animais por gaiola e com o0 minimo estimulo ambiental
possivel (Figura 6). Ambos os ambientes eram forrados com palha de arroz autoclavada,
trocada uma vez por semana. Os animais tiveram acesso livre a agua e comida e foram

mantidos em um ciclo claro/escuro de 12h.
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Figura 6-llustracdes do ambiente enriquecido (EE) equipado com rodinhas de correr e objetos de cores e formas
diferentes (A), e do ambiente empobrecido (IE) com reducéo de estimulos multisensoriais (B).

3.2 PROCEDIMENTOS PARA INOCULACAO VIRAL

Para preparar o homogenado cerebral contendo o virus, 0,02 mL de suspenséo viral
foram primeiramente inoculados de forma intracerebral em camundongos recém-nascidos,
sendo estes diariamente observados. Na presenca dos primeiros sinais clinicos, 0s animais
foram sacrificados com dose letal de anestésico 2,2,2-tribromoetanol e imediatamente
estocados a -70° C. Em seguida, o tecido cerebral (0,2g/animal) foi triturado e misturado com
1,8mL de solucdo tampdo fosfato salina (PBS) contendo 100U/mL de penicilina e 100mg/mL
de estreptomicina (para evitar contaminagdo secundaria provocada por outros
microrganismos). A suspensdo foi entdo, centrifugada a 4°C e 10.000 rpm por 15 minutos e o
sobrenadante congelado e armazenado a -70°C, originando uma solucdo estoque a 20%. Esta
solugdo foi titulada a 10° com a mesma solucdo antibidtica e o homogenado de cérebro

normal foi preparado da mesma maneira, mas contendo cérebro de neonato sem infeccao.

Para a inoculacdo cada camundongo foi previamente anestesiado com 2,2,2-
tribromoetanol a 2% (0,08mL/5g) e inoculado com 5ul da suspensdo de homogenado de
cérebro infectado (PY) ou do homogenado de cérebro normal (NBH) em cada narina. Apés o
procedimento, os animais foram realojados nos seguintes grupos: ambiente enriquecido
infectado (EEPY, n=21), ambiente enriquecido controle (EENBH, n=8), ambiente
empobrecido infectado (IEPY, n=21), ambiente empobrecido controle (IENBH, n=8). Os
animais foram mantidos nessas condic@es até o periodo de sobrevivéncia desejado (3, 7 ou 10
dias pi). Trés e dois dias antes da inoculacdo os animais foram submetidos aos testes
comportamentais para avaliar o comportamento dos grupos antes da infeccdo, em um
procedimento chamado de baseline (Figura 7).
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Camundongos a partir de N=56
trés meses
Alojamento durante EE IE
seis meses N=28 N=28
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Comportamento (9 e 10 dpi) N=7 N=7
Perfusao (10 dpi) \ ) \ )

Figura 7-Distribuicdo dos animais em cada grupo experimental.

3.3 TESTE DE REMOCAQ E ESTOCAGEM DE COMIDA (BURROWING)

O teste definido em Inglés como burrowing avalia 0 comportamento natural de alguns
roedores em remover e estocar comida a partir de uma toca, tendo uma sensibilidade
importante na detecgdo de algumas disfunc¢des cronicas, como a provocada por doencga prion,
infeccdo por LPS (lipopolissacarideos) ou lesbes em estruturas cerebrais, como o hipocampo.
E um teste de facil execucdo cujo aparato tem baixo custo e pode ser facilmente construido
(DEACON, 2006; DEACON, 2009).

Inimeros estudos mostram que a atividade de burrowing é hipocampo-dependente,
exemplo disso é o fato da reducéo desta ser um indicador sensivel, simples e objetivo para a
deteccdo pré-clinica da doenca prion em animais infectados com scrapie (DEACON et al.,
2001), ME7 (BORNER et al., 2011) e também em animais infectados com arbovirus (SOUSA
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et al., 2010). Essas deteccOes parecem estar relacionadas com alteragdes afetivas e emocionais
(CUNNINGHAM, 2005).

Trés dias antes da infeccéo e, dois, seis e nove dias pos-infecgdo (p.i.) os animais
foram colocados individualmente em gaiolas de plastico (32cm x 39cm x 16,5cm) contendo
um tubo de PVC (20cm x 7,2cm) preenchido com 1509 de racdo utilizada na dieta dos
camundongos. O tubo era disposto de forma inclinada e a sua abertura estava a 3cm do solo
(Figura 8). Apds o teste, com duracdo de cerca de duas horas e sempre realizado durante a
manhd, cada animal retornava a sua gaiola coletiva e a atividade de burrowing era avaliada
pela diferenca entre a quantidade de racdo que havia no tubo antes e ap6s o teste (DEACON,
2009).

Figura 8-Aparato utilizado para a realizagéo do teste de burrowing.

3.4 ATIVIDADE DE CAMPO ABERTO (OPEN FIELD)

Outro teste hipocampo-dependente realizado foi a atividade de campo aberto, que
avalia a atividade motora. O aumento da atividade no campo aberto pode representar também
uma alteracdo cognitiva, que faz com que o animal doente permaneca explorando a area de
teste, enquanto o animal sdo se habitua gradualmente ao ambiente, explorando-o cada vez
menos. A ansiedade gerada por um ambiente novo pode ser mais um componente que justifica
a maior exploracdo do ambiente pelos animais doentes (CUNNINGHAM, 2005)

Dois dias antes da infeccdo, e no terceiro, sétimo e décimo dia apos a inoculagéo viral,
o0s animais foram submetidos ao teste de campo aberto, como instrumento para avaliacdo da
atividade exploratéria dos mesmos. O animal era colocado no centro de um aparato fechado
com quatro paredes (30x30x40 cm), revestidas com formica branca e assoalho revestido com
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férmica preta, sendo esta dividida em nove quadrados de 10cm de lado. Durante cinco
minutos filmou-se o comportamento do animal com o auxilio de uma camera posicionada
sobre o aparato. As imagens foram posteriormente analisadas pelo programa Any-Maze
(Stoelting®), avaliando- se 0s seguintes parametros: numero de linhas cruzadas, tempo
imdvel e tempo na zona central do aparato. Apds cada teste o aparato foi limpo com alcool a
70% para remocdo de pistas olfatorias.

3.5 TESTE DE DISCRIMINACAO OLFATORIA

O teste de discriminacdo olfatoria foi previamente descrito por Soffié e Lamberty
(1988) e avalia a capacidade do animal de diferenciar odores. Esse teste foi utilizado com
base no trabalho de Carret al. (1976), que mostrou a preferéncia significativa dos ratos adultos
pelo seu proprio cheiro ao invés do cheiro de outros animais. Neste trabalho é demonstrado
que o uso do antagonista colinérgico escopolamina compromete a discriminacdo olfatoria,
deixando os animais inoculados com o antagonista incapazes de reconhecer a palha familiar
guando comparados aos controles, que continuam capazes de discrimina-la. Além disso, esse
trabalho mostrou que as vias colinérgicas que partem da via olfatoria para outras regides
centrais tém um papel fundamental nesse tipo de reconhecimento (SOFFIE; LAMBERTY,
1988).

Para a realizacdo do teste, a palha autoclavada das gaiolas era trocada 48 horas antes
da realizacdo do teste para que o odor dos animais pudesse impregna-la. No primeiro dia do
teste (baseline) foi realizada uma fase de adaptacdo ao aparato, na qual cada animal foi
colocado no aparato do teste durante dois minutos sem a presenca da palha. Apos a adaptacao
ser feita para todos os animais, o teste foi realizado em uma caixa dividida em trés
compartimentos (um central, um contendo palha suja e o outro contendo palha limpa),
separados por duas paredes contendo uma porta de 5cm? cada (Figura 9). O animal era
colocado no compartimento central de frente para a parede e 0 seu comportamento era
filmado por uma camera localizada sobre o aparato, durante 5 minutos. Apos cada teste o
aparato era limpo com alcool a 70% com o objetivo de se remover pistas olfatérias. Como
indice de discriminacdo olfatoria avaliou-se o tempo gasto nos compartimentos contendo a
palha suja e a palha limpa através do programa Any-Maze (Stoelting®), e analisou-se em qual

dos compartimentos contendo palha o animal optava como primeira escolha.
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42 cm

Palha Centro Palha
27 cm limpa suja

Figura 9-Esquema mostrando o aparato utilizado para realizar o teste de discriminagdo olfatéria.

A figura 10 representa um esquema das etapas realizadas neste trabalho desde o
alojamento até a perfusdo dos grupos em cada janela temporal, ressaltando-se que por questdo
de tempo a atividade de burrowing e o teste de discriminacdo olfatoria foram realizados um

dia antes da perfusdo, enquanto que o campo aberto foi realizado no mesmo dia do sacrificio

dos animais.
Grupos lInoculagdo - 2dpi 3dpi 6dpi 7dpi 9dpi 10 dpi
AE e GP [|e formagdo || BU e DO|| OF e BU e DO|| OF e BU e DO|| OF e
Baseline ||dos grupos perfuséo da perfuséo da perfusdo da
NBH e PY janela de janela de janela de

3dpi 7dpi 10 dpi

Figura 10-Desenho experimental adotado neste trabalho (BU-Burrowing; DO-Discriminagdo olfatoria; OF-
Open field; dpi-Dias p6s-inoculagio).

3.6 PERFUSAO E PROCEDIMENTO HISTOLOGICO

No terceiro, sétimo e décimo dias pds-inoculacdo, os animais foram pesados e
anestesiados com 2,2,2-tribromoetanol por via intraperitoneal (0,08ml/5g). Em seguida, 0s
animais foram perfundidos transcardiacamente com solucdo salina 0,9% heparinizada
(5000UI/1), seguida de paraformoldeidoa 4% feito em tampéo fosfato 0,1M (pH 7,2-7,4).
Posteriormente os encéfalos foram removidos, e 0s hemisférios separados e submetidos a pds-
fixacdo por 24hs em paraformoldeido a 4%. As secgdes foram obtidas em vibrdtomo
(Micron®) no plano parassagital a 70um de espessura, ordenadas em série anatomica (1:6) e
armazenadas em paraformaldeido a 2% até serem utilizadas. Para as imunomarcagoes
utilizaram-se os anticorpos Anti-Piry (para antigenos virais) e Anti-lIba-1 (como marcador de

micrdglia e macrofago).
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Imunohistoquimica para Anti-Piry

A imunohistoquimica para deteccdo dos antigenos virais na estrutura cerebral dos
camundongos foi realizada em todos os animais infectados, sendo o anticorpo policlonal anti-
Piry fornecido pelo Instituto Evandro Chagas (IEC) de acordo com protocolos previamente
publicados (TRAVASSOS DA ROSA et al., 2001; DINIZ et al., 2006).

As seccdes foram lavadas em tampéo fosfato 0,1M e entéo, incubadas em &acido borico
0,2M pH 9,0 a 70° C por uma hora, para recuperacdo dos sitios antigénicos. Em seguida, as
seccOes foram lavadas em tampéo fosfato salina (PBS) a 0,1M com Triton X-100 5% (PBST
5%) e incubadas em solucdo de metanol e perdxido de hidrogénio a 1% durante 10 minutos.
Apds lavagem em PBS, seguiu-se o protocolo Mouse-on-Mouse Blocking Kit (M.O.M. kit,
Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA): as sec¢des foram incubadas na solugéo
bloqueadora MOM 1gG blocking por uma hora, lavadas em PBS, e incubadas por 5 minutos
no diluente do MOM kit. A incubacéo no anticorpo primario (Piry 1:20) foi feita por 72 horas,
seguida de lavagem em PBS e incubacdo no anticorpo secundario, MOM Biotinylated Anti-
Mouse IgG Reagent, por 12 horas. Apds tal procedimento, as seccdes foram lavadas com PBS
e incubadas no complexo avidina-biotina-peroxidase ABC (Vector Laboratories) por 1 hora,
para permitir a ligacdo de moléculas de peroxidase ao anticorpo secundario atraveés da reacao
de alta afinidade entre avidina e biotina. As sec¢fes foram novamente lavadas com PB 0,1M,
e apbs serem incubadas em tampao acetato 0,2M pH 6,0 por 5 minutos, foram reveladas com
a solucdo de GND (3,3’-diaminobenzidina 0,6mg/mL, cloreto de niquel 2,5mg/mL e glucose
oxidase) que libera o oxigénio necessario a reacdo de peroxidacdo e precipitacdo do

cromogeno. Para interromper a reacao foi utilizado PB 0,1M (Quadro 1).
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NUmero de Tempo Tempo

Solucdes lavagens (minutos) (hora)
Acido Borico 0,2M (70°C pH 9) 1 1
PBST 5% 3 5
Metanol + Perdxido de Hidrogénio (H,0,) a 1% 1 10
PBS 3 2
MOM IgG Block (3 gotas de solucéo de trabalho + 10mL PBS) 1 1
PBS 3 2
Solucdo de trabalho (200l de proteina concentrada + 10mL de
PBS) 1 5
Anticorpo primario Anti-Piry a 4° C na dilui¢éo de 1:20 no
concentrado de proteina (500ul + 10mL de solucédo de
concentrado de proteina) 1 72
PBS 3 2
MOM IgG Biotinyladed Anti-Mouse 1gG (45ul de Biotinylated
1gG em 10mL da solucéo de trabalho) 1 12
PBS 3 2
ABC 1 1
PB 0,1M 3 2
GND 1 Até 30
PB 0,1M 3 2

Quadro 1-Protocolo da reacdo de imunohistoquimica para detec¢ao dos antigenos virais.

Imunohistoquimica para Microglia/Macrofagos

As seccOes para processamento foram previamente lavadas em tampéao Tris 0,1M e
incubadas em &cido bérico 0,2M pH 9,0 a 70° C por uma hora para recupera¢ao dos sitios
antigénicos. Em seguida, as sec¢des foram lavadas em tampao Tris salina (TBS) a 0,1M com
Triton X-100 5% (TBST 5%) durante cinco minutos e lavadas em TBS durante 2 minutos.
Apos lavagem em TBS, as sec¢bes foram incubadas na solucéo de caseina a 10% por uma
hora, a fim de diminuir a marcag&o inespecifica, e entdo, foram lavadas em TBS e incubadas

no anticorpo primario Anti-lbal (Wako, Japdo), na diluicdo de 1:500, por 72 horas.
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Posteriormente, as sec¢Oes foram lavadas em TBS e incubadas no anticorpo secundario

Biotinylated Anti-Mouse IgG Reagent por 12 horas, seguida de incubagdo no perdoxido de

hidrogénio a 30%, lavagem em TBS e incubacdo no ABC por uma hora. A revelacao foi

realizada da mesma forma como descrita para imunohistoquimica para antigenos virais

(Quadro 2).

NUmero de Tempo Tempo
Solucdes lavagens (minutos) (hora)
Acido Bérico 0,2M (70 °C pH 9) 1 1
TBST 5% 3 5
TBS 3 2
Caseina 10% (1mL de caseina + 9mL de agua) . 1
TBS 3 2
Anticorpo priméario Anti-Ibal na dilui¢do de 1:500 em TBS 1 72
TBS 3 2
MOM IgG Biotinyladed Anti-Mouse 1gG (45ul de Biotinylated
IgG em 10mL da solugdo de trabalho) 1 12
Peroxido de hidrogénio a 30% em agua 1 15
TBS 3 2
ABC 1 1
TRIS 0,1M 3 2
Até 30
GND minutos
TRIS 0,1M 3 2

Quadro 2-Protocolo da rea¢do de imunohistoquimica para Anti-lbal.

Contracoloragdo com Nissl

Ap0s as imunomarcagdes para Anti-lba-1, as sec¢des foram contracoradas com Nissl,

utilizando o cresil violeta a 0,5%. Esta coloracéo evidencia nucleos e nucléolos de neurénios e

células gliais de forma distinta facilitando, portanto, a delimitacdo laminar das camadas

necessarias para a analise estereoldgica adotada neste trabalho.
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As laminas contendo as sec¢fes imunoreagidas para Anti-lba-1 foram mergulhadas
nas solucbes conforme o protocolo descrito no quadro 3 e posteriormente foram seladas com

laminula e meio de inclusdo (Entelan - Merck®).

Solucdes Tempo
Etanol 90% 1 minuto
Etanol 70% 1 minuto
Etanol 50% 1 minuto
H20 + CH3COOH 2 minutos
Cresil violeta 0,5% 1 minuto
Etanol 70% 15 segundos
Etanol 90% + CH3COOH (3 gotas de CH3COOH para 100mL
de etanol 90%) 15 segundos
Etanol 100% | 3 minutos
Etanol 100% Il 3 minutos
Xilol + Etanol 100% (1:1) 3 minutos
Xilol 1 3 minutos
Xilol 1 3 minutos

Quadro 3-Protocolo empregado para a contracoloragdo com Nissl.

3.7 FOTOMICROGRAFIAS

Para obtencdo das fotomicrografias, foi utilizada uma camera digital (Microfire,
Optronics, CA, USA) acoplada a um microscopio Nikon (Optiphot-2, N.Y., USA). As
imagens foram processadas usando o programa Adobe Photoshop 7.0.1 C.S.2 (San Jose, CA,
USA) para ajuste de brilho e contraste e as regides fotografadas foram escolhidas de forma
semelhante para cada grupo experimental, ilustrando resultados que mais se aproximam da

média de cada grupo.
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3.8 ANALISE ESTEREOLOGICA

Na analise qualitativa utilizam-se descri¢des envolvendo termos como “grande”,
“pequeno”, “muito”, “pouco”, “ausente” ou “presente”, sendo util para estabelecer diferencas
entre um estado patologico e um estado normal. Porém, esta analise ndo é suficiente para

estabelecer mudancas estatisticas, principalmente quando as diferencas sao discretas.

A estereologia € um termo designado para descrever métodos que fazem uma
interpretacdo tridimensional a partir de observacdes de sec¢bes bidimensionais analisando-se
caracteristicas teciduais, como volume, area, nimero, conectividade, distribuicdo espacial e
comprimento de estruturas biologicas (SCHMITZ; HOF, 2005).

Os métodos estereoldgicos recentes tém muitas vantagens em relacdo aos métodos
tradicionais, uma vez que os esquemas de amostragem sao definidos a priori, de tal forma que
ndo sdo necessarias informacgdes sobre tamanho, forma, orientacdo e distribuicdo dos objetos a
serem contados. Essa estereologia, baseada em design, elimina a necessidade de informacéo
sobre a geometria dos objetos de interesse e fornece dados mais satisfatérios por eliminar

potenciais fontes de erros sistematicos (WEST, 2002).

A andlise quantitativa do nimero de microglias ativadas em CA3 de camundongos
infectados e controles que viveram sob diferentes condi¢cBes ambientais foi realizada através
do método do fracionador O&ptico, obtendo-se o numero minimo de quatro animais
quantificados por grupo. O fracionador éptico € a combinacdo do dissector Optico com o
fracionador de amostras. Nessa técnica, 0 hipocampo é seccionado e 0s objetos de interesse,
contidos na amostra sistematica e aleatdria de uma fracdo conhecida da regido, sdo contados.
As principais vantagens do método estdo relacionadas ao fato deste ndo ser afetado pela
retracdo do tecido e ndo requerer defini¢bes rigorosas de fronteiras estruturais e que podem
ser feitas em objetivas de baixo aumento (WETS; SLOMIANKA; GUNDERSEN, 1991).

Cada uma das camadas de CA3 (stratum oriens, stratum pyramidale, stratum lucidum,
stratum radiatum e stratum lacunosum-moleculare) foi delimitada utilizando-se a
contracoloracdo para facilitar a diferenciacdo das camadas na objetiva 3.2x de um
microscopio optico (Nikon, Japan) equipado com placa motorizada (MAC200, Ludl
Electronic Products, Hawthorne, NY, USA) para os eixos X, Y e Z. Este sistema foi acoplado
a um computador contendo o programa Stereoinvestigator (MicroBrightField, Williston, VT,
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USA), que registra as coordenadas tridimensionais e armazena os dados estereologicos. Para
detectar os objetos de interesse foi utilizada a objetiva de 100x.

Toda analise estereoldgica € iniciada com a delimitacdo da regido de interesse, e neste
trabalho, utilizou-se seccGes parassagitais nas quais as camadas de CA3 foram bem
estabelecidas (Figura 11). Apés a delimitacdo da area de interesse, uma matriz de contagem
previamente determinada é sobreposta na area estudada e blocos de contagem s&o inseridos de

forma igualmente espacada nas intersecfes desta matriz.
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Figura 11-Delimitacdo das camadas de CA3 através do fracionador dptico (O-stratum oriens; P-stratum
pyramidale; L-stratum lucidum; R-stratum radiatum; LM-stratum lacunosum-moleculare).

Cada bloco de contagem possui duas linhas de inclusdo (verdes), duas linhas de
exclusdo (vermelhas) e uma determinada altura h (counting frame height, Figura 12). A
espessura da seccdo é cuidadosamente medida a cada bloco de contagem através do
movimento do foco fino do microscopio em direcdo ao topo e a base da sec¢do. Para garantir
que o processamento histologico do tecido ndo interfira na determinacdo dos objetos de
interesse, aplica-se uma zona de guarda, ou seja, uma distdncia minima do topo da seccao a
partir da qual o bloco de contagem é inserido. Assim, todos 0s objetos que estiverem inseridos
dentro do bloco de contagem e ndo estiverem em contato com as linhas de exclusdo sé&o

guantificados.
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Figura 12-Caixas de contagem com as linhas de inclusdo (verde) e exclusdo (vermelha), nas intersecdes do grid
de contagem. A direita, representacdo tridimensional da caixa de contagem com a sua altura em relagdo a
espessura do tecido. Adaptado de www.uhnresearch.ca/wcif.

Os parametros estereologicos adotados para contagem de microglias em cada camada

de CA3 estdo representados na tabela 1.

Tabela 1: Pardmetros utilizados para contagem de micréglias em CA3 utilizando o fracionador éptico.

Area de Interesse Caixa (x,y) Matriz Espessurado Zona de Guarda
(um?) (um?) bloco (2)
CAB3- stratum oriens 60 x 60 90 x 90 8 um 2 um do topo
CAS3- stratum pyramidale 80 x 80 80 x 80 8 um 2 um do topo
CA3-stratum lucidum 80 x 80 80 x 80 8 um 2 um do topo
CAS3-stratum radiatum 60 x 60 90 x 90 8 um 2 um do topo
CA3-lacunosum-moleculare 80 x 80 80 x 80 8 um 2 um do topo

A determinacdo do numero de micréglias pelo fracionador Optico é baseada na
distribuicdo aleatoria e sistematica de sec¢des seriadas, todas com a mesma probabilidade de

contribuirem para a amostra. Dessa forma, a estimativa total é obtida pela seguinte formula:

N=2Q * 1/ssf* 1/asf * 1/tsf

Onde:
N — namero total de células
>Q — nimero de células contadas
ssf — “section sampling fraction” = sec¢des contadas/total de sec¢des
asf — “area sampling fraction” = area bloco/area matriz (X,y)

tsf — “tissue sampling fraction” = altura bloco/espessura da sec¢do
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Os tamanhos dos blocos e das matrizes de contagem variaram de acordo com a
camada analisada, a partir de experimento piloto prévio, de forma a se obter um coeficiente de
erro (CE) aceitavel. O calculo do coeficiente de erro foi baseado em estudos prévios com
validacdo do CE de Scheaffer. Além disso, o coeficiente de variacdo biologica (CVB) foi
calculado para garantir a precisdo da metodologia adotada. Como regra geral, a variancia
introduzida pela estereologia ndo deve ser superior a 50% da variancia observada em um
grupo, ou seja, a relacdo entre o coeficiente de erro e coeficiente de variagdo do grupo deve
ser inferior a 0,5 (CE?/CV?< 0,5). Isto garante que a diferenca encontrada entre 0s animais
que formam determinado grupo esteja relacionada a heterogeneidade de cada grupo e nao a
uma falha do método estereoldgico. No entanto, é valido ressaltar que na presenca de um
grupo homogéneo esta regra ndo se aplica, observando-se, portanto, uma relacdo de
CE?/CV>> 0,5, mesmo com o coeficiente de erro contribuindo com menos de 50% para a
variancia do grupo (SLOMIANKA; WEST, 2005).

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os grupos de animais foram tratados por testes de normalidade para a identificacdo de
possiveis valores extremos baseados nos desvios, tendo os valores extremos sido eliminados

do conjunto de dados.

Os resultados obtidos pelos programas Stereolnvestigator, Any-Maze e da atividade de
burrowing foram analisados estatisticamente através do programa BioEstat 5.0. Utilizou-se o
teste parametrico ANOVA um critério, com o teste Bonferroni a priori para estabelecer
diferencas entre os grupos, aceitando-se como significantes os resultados com um intervalo de
confianga de 95% (p<0.05).
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4. RESULTADOS

4. INEUROPATOLOGIA

Os achados neuropatoldgicos reproduziram os dados obtidos por De Sousa et al.
(2011), mostrando que o virus invade o SNC através das vias olfatorias, iniciando pelo bulbo
olfatorio em direcdo ao cortex piriforme e amigdala, até atingir areas corticais superiores
como o hipocampo ventral. A marcagdo dos antigenos virais foi encontrada na segunda janela
temporal (7 dpi), correlacionando-se com as principais alteracfes comportamentais descritas
abaixo. A figura 13 ilustra a marcacao viral no cortex piriforme, CA3 ventral e fimbria nos
grupos infectados aos sete dias revelando que ambos foram afetados pela infecgéo viral,
embora a marcagéo no grupo IEPY sugira uma infec¢do mais evidente que no grupo EEPY.

A figura 14 revela a marcacdo de microglias/macrofagos nos grupos controles e nos
grupos infectados nas trés janelas temporais, na qual se observa a mudanca no padrdo de
ativagdo das células gliais como indicadores de resposta inflamatéria. Pode-se observar que 0s
animais ja apresentaram os primeiros sinais de ativacdo logo no terceiro dia e que esta se
mostrou mais intensa no sétimo dia em ambos os grupos. No entanto, no grupo IEPY
constatou-se que o formato ameboide da micrdglia inflamatdria permaneceu até o décimo dia,

enquanto que no grupo EEPY a ativagdo microglial mostrou-se menos intensa.



VIA OLF

CA3 VT

Figura 13-Fotomicrografias das células infectadas pelo arbovirus Piry ao longo da via olfatdria nos grupos IEPY e EEPY aos 7 dpi PIR: piriforme; VIA
OLF: via olfatoria; CA3 VT: CA3 ventral; FIMB: fimbria. Escalas: menor aumento (250um); maior aumento (25um).
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Figura 14-Fotomicrografias de sec¢Bes imunureagidas para anti-lba-1 dos grupos controles e dos grupos infectados nas trés janelas temporais em CA3. Escalas:

250pum (menor aumento) e 25pum (maior aumento).
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4.2 TESTES COMPORTAMENTAIS

4.2.1 Atividade de Burrowing

A figura 15 mostra o desempenho dos grupos experimentais em cada janela temporal
na atividade de burrowing. Pode-se observar que ndo houve diferenca significante nos
animais infectados do ambiente enriquecido tanto em relacdo ao baseline quanto em relacdo
ao grupo controle (NBH). Ja nos animais infectado do ambiente empobrecido, houve uma
reducdo significante ja no segundo dia ap6s a inoculagdo, tanto em relacéo ao baseline quanto
ao NBH. Além disso, a atividade continuou caindo até o sexto dia, permanecendo baixa até o

nono dia apds a inoculacdo em relacdo ao baseline.
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Figura 15-Graficos mostrando a atividade de Burrowing dos grupos experimentais em relacdo ao NBH em cada

janela temporal. (*) diferenca significativa em relagcdo ao baseline; (#) diferenca significativa em relacdo ao
NBH (p<0,05, ANOVA um critério).
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4.2.2 Atividade de campo aberto (Open Field)

A figura 16 mostra o desempenho dos grupos experimentais no campo aberto 3,7 e 10
dias apos a inoculagdo, utilizando como pardmetros o nimero de linhas cruzadas e o tempo
imovel no aparato. Os animais do grupo EE mostraram as principais alteracfes
comportamentais aos 7 dpi, com reducdo do numero de linhas cruzadas e aumento do tempo
imdvel. J& no grupo IE, essas alteracOes iniciaram aos 7 dpi e permaneceram alteradas aos 10
dpi, mostrando que assim como na atividade de burrowing, o grupo de ambiente

empobrecido foi mais afetado que o grupo enriquecido.
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Figura 16-Atividade de campo aberto (nimero de linhas cruzadas e tempo imdvel) de cada grupo
experimentalnas janelas temporais testadas. (*) diferenca significativa em relacdo ao baseline; (#) diferenca
significativa em relacdo ao NBH (p<0,05, ANOVA um critério).
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A figura 17 mostra o tempo que 0s animais de todos 0s grupos testados permaneceram

na zona central do aparato do teste de campo aberto em todas as janelas temporais analisadas.
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*
- *
25 T -
20 - * 4 # OIE
# oy
15 A O EE
10 -
5 -
0 L] L] L] L] L}
BASELINE  NBH 3DPI 7DPI  10DPI

Figura 17-Atividade de campo aberto (tempo na zona central) de cada grupo experimental nas janelas temporais
testadas. (*) diferenca significativa em relacdo ao baseline; (#) diferenca significativa em relacdo ao NBH
(p<0,05, ANOVA um critério).

4.2.3 Discriminacao olfatéria

Na anélise da capacidade de discriminacéo olfatoria dos animais testados, verificou-se
a significancia estatistica entre os tempos gastos na palha familiar e na palha nova,
independente da preferéncia do animal por um dos odores. A figura 18 mostra que 0s animais
do grupo EE conseguiram discriminar os odores em todas as janelas analisadas, enquanto que
0s animais do grupo IE apresentaram um déficit na atividade discriminatoria apenas aos 9
dias ap0s a inoculacdo, mostrando portanto, uma alteracdo tardia em relacdo aos testes de

burrowing e de campo aberto.
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Figura 18-Discriminacéo olfatéria dos animais dos grupos IE e EE aos 2,6 e 9 dias apds a inoculago viral. (*)
P<0,05 (ANOVA um critério).

Outro parametro analisado foi a primeira escolha feita pelo animal, ou seja, ao ser

colocado no centro do aparato do teste, verificou-se se o animal optou primeiramente pela

palha familiar ou pela palha nova. De acordo com o grupo NBH, escolheu-se como linha de

corte o valor de 60%, mostrando que o comportamento natural do grupo é escolher

primeiramente pelo ambiente contendo a palha familiar. Os resultados revelaram que o grupo

IE a partir do sexto dia mostrou uma alteracdo comportamental com uma escolha aleatoria

entre os dois odores e que se manteve pelo menos até o nono dia, enquanto que o grupo EE

mostrou déficit semelhante apenas no sexto dia, recuperando-se em seguida (Figura 19).



100

80

60

40

20

100

80

60

40

20

IE

O Palha familiar

O Palha nova

O Palha familiar

O Palha nova

NBH 2DPI 6DPI 9DPI
EE
NBH 2DPI 6DPI 9DPI

48

Figura 19- Primeira escolha do animal ao ser colocado no centro do aparato do teste de discriminagdo olfatdria.

Resultados em porcentagem mostrando o comportamento de cada grupo nas janelas estudadas.

4.3 RESULTADOS ESTEREOLOGICOS

Os dados quantitativos mostraram que ndo houve diferenca entre os grupos analisados

tanto no ndmero total (figura 20) quanto no nimero de micrdglias por camada na regido de

CAS3 para o teste ANOVA um critério. No entanto, constatou-se uma tendéncia de reducdo do

numero de células na dltima janela no grupo EEPY, que foi confirmada pelo Teste T e pelo

ANOVA dois critérios. Como aos 10dpi somente quatro animais foram quantificados €

provavel que essa reducédo nao tenha sido encontrada no ANOVA um critério devido ao baixo

nimero de animais, que sera ampliado posteriormente. Os quadros abaixo mostram 0s

resultados de cada grupo em cada janela com média, coeficiente de erro (CE) e coeficiente de

variagdo biologica (CVB), que é calculado a partir da média, CE e desvio padrdo de cada

grupo.
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Figura 20- Dados estereoldgicos da estimativa do nimero de micréglias totais em CA3 nos grupos controles e
infectados nas janelas temporais estudadas.
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Animais Espessura N CE Animais Espessura N CE
da seccao da seccao
IENBH (Média) | 20,75%0,93 | 7996 0,05 | EENBH (Média) | 19.68+0.21 7064 0,06
D.P. 959,0 D.P. 1512
CV?=(D.P./Média)* 0.014 CV?=(D.P./Média)’ 0.046
2 2
CE 0,004 CE 0,004
CE?/CV? 0.245 CE’/CV? 0.085
CVB’® 0,011 CVB’® 0,042
CVB? (% of CV?) 75 CVB? (% of CV?) 91
EEPY 3dpi
IEPY 3dpi (Média) | 19,41+0,18 | 7377 0,06 (Média) 19,34+0,16 6440 0,06
D.P. 2540 D.P. 1001
CV’=(D.P./Média)* 0.119 CV?=(D.P./Média)® 0.024
2 2
CE 0,004 CE 0,003
CE?/CV? 0.032 CE?/CV? 0.136
CVB’® 0,115 CVB’® 0,021
CVB? (% of CV?) 97 CVB? (% of CV?) 86
EEPY 7dpi
IEPY 7dpi (Média) | 20,2620,17 | 5741 0,07 (Média) 20,2+0,2 6267 0,06
D.P. 1111 D.P. 551,5
CV?=(D.P./Média)® 0.037 CV?=(D.P./Média)® 0.008
2 2
CE 0,005 CE 0,004
CE?/CV? 0.138 CE?/CV? 0.465
CVB’ 0,032 CvB® 0,004
CVB? (% of CV?) 86 CVB? (% of CV?) 54
IEPY 10dpi EEPY 10dpi
(Média) 19,41+0,18 | 5801 0,07 (Média) 19,49+0,16 5403 0,06
D.P. 759 D.P. 661
2_ 7 . 2 2_ 7 - Vi
CV“=(D.P./Média) 0,017 CV“=(D.P./Média) 0,015
2 2
CE 0,005 CE 0,005
2 2 2 2
CVB’® 0,013 CVB’® 0,010
CVB? (% of CV?) 73 CVB? (% of CV?) 20

Quadro 4 — Estimativa estereoldgica de micrdglias ativadas no stratum oriens de CA3 dos grupos IENBH, IEPY
3dpi, IEPY 7dpi, IEPY 10dpi, EENBH, EEPY 3dpi e EEPY 10dpi e coeficiente de varia¢do bioldgica, calculado a
partir da média absoluta do grupo, desvio padrdo (D.P.) e média do coeficiente de erro (CE). CVB? = CV? — CE?
(CV, coeficiente de variagdo; CVB, coeficiente de variagdo bioldgica).
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Animais Espessura N CE Animais Espessura N CE
da seccao da seccdo
IENBH (Média) | 20,29#1,00 | 2694 0,05 | EENBH (Média) | 19,03+0,17 2971 0,05
D.P. 587 D.P. 492
CV’=(D.P./Média)* 0.047 CV’=(D.P./Média)” 0.027
2 2
CE 0,002 CE 0,002
CE?/CV? 0.051 CE’/CV? 0.082
CVB’ 0,045 CVB’ 0,025
CVB? (% of CV?) 95 CVB? (% of CV?) 92
EEPY 3dpi
IEPY 3dpi (Média) | 18,61+0,11 | 2872 0,05 (Média) 18,97+0,15 2835 0,05
D.P. 777 D.P. 273
CV’=(D.P./Média)’ 0.073 CV’=(D.P./Média)” 0.009
2 2
CE 0,003 CE 0,003
CE’/CV? 0.037 CE”/CV? 0.289
CVB’ 0,071 CVB’ 0,007
CVB? (% of CV?) 96 CVB? (% of CV?) 71
EEPY 7dpi
IEPY 7dpi (Média) | 19,65+0,16 | 2621 0,05 (Média) 19,87+0,23 2982 0,05
D.P. 382,8 D.P. 844
CV’=(D.P./Média)* 0.021 CV’=(D.P./Média)* 0.080
2 2
CE 0,003 CE 0,003
CE’/CV? 0.127 CE’/CV? 0.034
CVB’ 0,019 CVB’ 0,077
CVB? (% of CV?) 87 CVB? (% of CV?) 97
IEPY 10dpi EEPY 10dpi
(Média) 19,33+0,17 | 2492 0,05 (Média) 18,98+0,15 2371 0,05
D.P. 1248 D.P. 705
CV’=(D.P./Média)® 0,00251 CV’=(D.P./Média)* 0,088
2 2
CE 0,00303 CE 0,003
2 2 2 2
CEICV 1,20612 CEICV 0,034
2 2
CVB -0,00052 CVB 0,085
CVB? (% of CV?) 21 CVB? (% of CV?) 97

Quadro 5 — Estimativa estereoldgica de micréglias ativadas no stratum pyramidale de CA3 dos grupos IENBH,
IEPY 3dpi, IEPY 7dpi, IEPY 10dpi, EENBH, EEPY 3dpi e EEPY 10dpi e coeficiente de variacdo bioldgica,
calculado a partir da média absoluta do grupo, desvio padrdo (D.P.) e média do coeficiente de erro (CE). CVB? =
CV? - CE? (CV, coeficiente de variagdo; CVB, coeficiente de variagio biolégica).
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Animais Espessura N CE Animais Espessura N CE
da seccao da seccdo
IENBH (Média) | 20,35+1,06 | 1838 0,05 | EENBH (Média) | 18,96+0,31 1629 0,05
D.P. 515 D.P. 197
2_ 7 1= 2 2_ o 2
CV°=(D.P./Média) 0078 CVv°=(D.P./Média) 0015
2 2
CE 0,003 CE 0,003
2 2 2 2
CE’ICV 0,039 CE’/ICV 0,207
2 2
CVB 0,075 CVB 0,012
CVB? (% of CV?) 96 CVB? (% of CV?) 79
EEPY 3dpi
IEPY 3dpi (Média) | 18,55+0,14 | 1646 0,05 (Média) 18,88+0,15 1568 0,06
D.P. 544 D.P. 267
2_ 7 1t 2 2_ T 2
CV“=(D.P./Média) 0.109 CV“=(D.P./Média) 0,029
2 2
CE 0,003 CE 0,004
2 2 2 2
CE?/CV 0,025 CE’/CV 0,130
2 2
CVB 0,107 CVB 0,025
CVB? (% of CV?) 98 CVB? (% of CV?) 87
EEPY 7dpi
IEPY 7dpi (Média) | 19,49+0,32 | 1692 0,06 (Média) 19,85+0,26 1838 0,05
D.P. 554 D.P. 264
7 STV 2_ TR YA
CV°=(D.P./Média) 0.107 CV=(D.P./Média) 0,021
2 2
CE 0,004 CE 0,003
2 2 2 2
CE’ICV 0,034 CE’/CV 0,146
2 2
CVB 0,104 CVB 0,018
CVB? (% of CV?) 97 CVB? (% of CV?) 85
IEPY 10dpi EEPY 10dpi
(Média) 19,10+0,17 | 1542 0,06 (Média) 18,85+0,4 1431 0,06
D.P. 212 D.P. 477
2 TRV 2 RTIRYA
CV=(D.P./Média) 0,019 CV=(D.P./Média) 0111
2 2
CE 0,004 CE 0,004
2 2 2 2
CE’ICV 0,190 CE?ICV 0,038
2 2
CVB 0,015 CVB 0,107
CVB? (% of CV?) 81 CVB? (% of CV?) 96

Quadro 6 — Estimativa estereologica de micréglias ativadas no stratum lucidum de CA3 dos grupos IENBH, IEPY
3dpi, IEPY 7dpi, IEPY 10dpi, EENBH, EEPY 3dpi e EEPY 10dpi e coeficiente de variagdo biologica, calculado a
partir da média absoluta do grupo, desvio padrdo (D.P.) e média do coeficiente de erro (CE). CVB? = CV? — CE?
(CV, coeficiente de variagdo; CVB, coeficiente de variagdo bioldgica).
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Animais Espessura N CE Animais Espessura N CE
da seccao da seccdo
IENBH (Média) | 20,47+1,07 | 5407 0,07 | EENBH (Média) | 19,04+0,29 5029 0,07
D.P. 1302 D.P. 943
2_ 7 1= 2 2_ o 2
CV°=(D.P./Média) 0,058 CVv°=(D.P./Média) 0,035
2 2
CE 0,005 CE 0,005
2 2 2 2
CE’ICV 0,089 CE’/ICV 0,130
2 2
CVB 0,053 CVB 0,031
CVB? (% of CV?) 91 CVB? (% of CV?) 87
EEPY 3dpi
IEPY 3dpi (Média) | 18,7+0,16 5347 0,07 (Média) 18,83+0,16 4635 0,07
D.P. 1131 D.P. 990
CV’=(D.P./Média)’ 0,045 CV’=(D.P./Média)” 0,046
2 2
CE 0,005 CE 0,005
2 2 2 2
2 2
CVB 0,039 CVB 0,040
CVB? (% of CV?) 88 CVB? (% of CV?) 89
EEPY 7dpi
IEPY 7dpi (Média) | 19,54+0,19 | 4437 0,08 (Média) 19,94+0,23 4713 0,07
D.P. 896 D.P. 400
2 TRV 2 RTIRYA
CV°=(D.P./Média) 0,041 CV=(D.P./Média) 0,007
2 2
CE 0,006 CE 0,006
2 2 2 2
CE’ICV 0,142 CE’/CV 0,781
2 2
CVB 0,035 CVB 0,002
CVB? (% of CV?) 86 CVB? (% of CV?) 99
IEPY 10dpi EEPY 10dpi
(Média) 19,09+0,16 | 4476 0,07 (Média) 18,8+0,19 4260 0,07
D.P. 827 D.P. 477
CV’=(D.P./Média)® 0,034 CV’=(D.P./Média)* 0,013
2 2
CE 0,005 CE 0,006
2 2 2 2
CE’ICV 0,144 CE?ICV 0,448
2 2
CVB 0,029 CVB 0,007
CVB? (% of CV?) 86 CVB? (% of CV?) 55

Quadro 7 — Estimativa estereologica de microglias ativadas no stratum radiatum de CA3 dos grupos IENBH, IEPY
3dpi, IEPY 7dpi, IEPY 10dpi, EENBH, EEPY 3dpi e EEPY 10dpi e coeficiente de variagdo biologica, calculado a
partir da média absoluta do grupo, desvio padrdo (D.P.) e média do coeficiente de erro (CE). CVB? = CV? — CE?
(CV, coeficiente de variagdo; CVB, coeficiente de variagdo bioldgica).
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Animais Espessura N CE Animais Espessura N CE
da seccao da seccdo
IENBH (Média) | 20,52+0,99 | 2840 0,07 | EENBH (Média) | 19,39+0,29 2960 0,06
D.P. 630 D.P. 293
CV?=(D.P./Média)® 0.049 CV?=(D.P./Média)® 0.010
2 2
CE 0,004 CE 0,004
CE?/CV? 0.092 CE’/CV? 0.399
CVB’ 0,045 CVB’ 0,006
CVB? (% of CV?) 91 CVB? (% of CV?) 60
EEPY 3dpi
IEPY 3dpi (Média) | 19,01£0,16 | 3178 0,07 (Média) 19,13+0,19 2598 0,06
D.P. 776 D.P. 356
CV’=(D.P./Média)’ 0.060 CV’=(D.P./Média)” 0.019
2 2
CE 0,004 CE 0,004
CE’/CV? 0.073 CE”/CV? 0218
CVB’ 0,055 CVB’ 0,015
CVB? (% of CV?) 93 CVB? (% of CV?) 78
EEPY 7dpi
IEPY 7dpi (Média) | 19,80+0,16 | 2558 0,07 (Média) 20,21+0,15 2961 0,06
D.P. 395 D.P. 307
CV?=(D.P./Média)® 0.024 CV?=(D.P./Média)® 0.011
2 2
CE 0,005 CE 0,004
CE?/CV? 0.206 CE?’/CV? 0.392
CVB’ 0,019 CVB’ 0,007
CVB’ (% of CV?) 79 CVB? (% of CV?) 61
IEPY 10dpi EEPY 10dpi
(Média) 19,19+0,15 | 2557 0,07 (Média) 18,87+0,19 2064 0,06
D.P. 442 D.P. 406
CV’=(D.P./Média)® 0.030 CV’=(D.P./Média)* 0.039
2 2
CE 0,005 CE 0,004
CE?/CV? 0.153 CE’/CV? 0.109
CVB’ 0,025 CVB’ 0,034
CVB? (% of CV?) 85 CVB? (% of CV?) 89

Quadro 8 — Estimativa estereolégica de micréglias ativadas no stratum lacunosum-moleculare de CA3 dos grupos
IENBH, IEPY 3dpi, IEPY 7dpi, IEPY 10dpi, EENBH, EEPY 3dpi e EEPY 10dpi e coeficiente de variagéo
bioldgica, calculado a partir da média absoluta do grupo, desvio padrdo (D.P.) e média do coeficiente de erro (CE).
CVB? = CV? - CE? (CV, coeficiente de variacdo; CVB, coeficiente de variagdo biolégica).
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Animais Espessura N CE Animais Espessura N CE
da seccio da seccdo
IENBH (Média) | 20,16+0,19 | 32433,25 | 0,03 | EENBH (Média) | 19,410,17 29102 | 0.03
D.P. 6420 D.P. 3038
2_ JORT] 2 2_ JO 2
CV?=(D.P./Média) 0,039182 CV?=(D.P./Média) 0,011
2 2
CE 0,001024 CE 0,001
2 2 2 2
CE/cvV 0,026134 CE/cv 0,097
2 2
cve 0,038158 cve 0,010
2 2 2 2
EEPY 3dpi
IEPY 3dpi (Média) | 19,31+0,17 | 29775 | 0,03 (Média) 19,24+0,23 26820 | 0,03
D.P. 7934 D.P. 3470
CV?=(D.P./Média)® 0.071 CV?=(D.P./Média)® 0.017
2 2
CE 0,001 CE 0,001
CE?/CV? 0.016 CE?’/CV? 0.042
CVB’ 0,070 CVB’ 0,016
CVB? (% of CV?) 98 CVB? (% of CV?) 96
EEPY 7dpi
IEPY 7dpi (Média) | 19,22+0,24 | 25728 | 0,03 (Média) 20,19+0,18 28489 | 0,03
D.P. 4200 D.P. 2958
CV?=(D.P./Média)® 0.027 CV?=(D.P./Média)® 0.011
2 2
CE 0,001 CE 0.001
CE?/CV? 0.037 CE?’/CV? 0.098
CVB’ 0,026 CVB’ 0,010
CVB? (% of CV?) 20 CVB? (% of CV?) 90
IEPY 10dpi EEPY 10dpi
(Média) 19,41+0,31 | 25105 | 0,03 (Média) 19,87+0,19 24346 | 0,03
D.P. 2346 D.P. 3566
CV’=(D.P./Média)* 0.009 CV’=(D.P./Média)* 0.024
2 2
CE 0,001 CE 0,001
CE?/CV? 0.103 CE’/CV? 0.044
CVB’ 0,008 CVB’ 0,023
CVB? (% of CV?) 90 CVB? (% of CV?) 96

Quadro 9 — Estimativa estereoldgica do nimero total de micrdglias ativadas em CA3 dos grupos IENBH, IEPY
3dpi, IEPY 7dpi, IEPY 10dpi, EENBH, EEPY 3dpi e EEPY 10dpi e coeficiente de variacdo bioldgica, calculado a
partir da média absoluta do grupo, desvio padrdo (D.P.) e média do coeficiente de erro (CE). CVB? = CV? — CE?
(CV, coeficiente de variagdo; CVB, coeficiente de variagdo bioldgica).
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5. DISCUSSAO

Neste trabalho camundongos fémeas da variedade Suica albina foram acondicionados
durante seis meses, em condi¢Ges empobrecidas (IE) ou em condi¢bes enriquecidas (EE). Em
seguida, os animais foram infectados pelo arbovirus Piry e durante a fase aguda da encefalite
analisou-se quantitativamente o comportamento doentio e as altera¢fes inflamatorias pela
estimativa do namero de células microgliais em cada camada de CA3, atraves do método do

fracionador Optico, em trés janelas temporais: 3, 7 e 10 dias ap6s a inoculacao.

A imunomarcacao para o virus Piry demonstrou que seu tropismo inclui neurdnios e
células com morfologia tipica de micréglia e de astrocitos, e a neuroinvasdo viral inclui
estruturas da via olfatoria, regido septal, CA3 ventral e camada polimorfica do giro denteado
ventral. Embora o virus produza encefalite em todos os animais adultos independente do
ambiente, mudancas comportamentais e neuropatolégicas foram significativamente mais
evidentes nos animais que viveram em ambiente empobrecido. Além disso, o fendtipo
morfolégico pro-inflamatério microglial acompanhou as areas de neuroinvasdo e a
intensidade da resposta inflamatdria microglial foi maior e mais generalizada no paréngquima
cerebral dos animais do grupo IEPY em relacdo ao EEPY. Os grupos infectados exibiram um
fenotipo microglial mais agressivo ja na primeira janela temporal analisada (3 dpi), e essa
alteracdo morfoldgica se tornou mais intensa aos 7 dpi, com feno6tipo ameboide e ramos
curtos e espessos, caracteristico de estado ativado. Ja nos grupos controles, a microglia exibiu
ramos longos, finos e corpo alongado, compativel com o fendtipo quiescente. No décimo dia
apos a inoculacdo, os animais do grupo IEPY ainda apresentaram a micréglia bem ativada,
enquanto que no grupo EEPY as alteracdes morfoldgicas ja haviam em grande extensdo

desaparecido.

As alteragdes comportamentais foram mais evidentes nos animais do grupo IEPY com
a queda na atividade de burrowing desde os 2 dpi; redu¢do do namero de linhas cruzadas
desde os 7 dpi; aumento do tempo imovel desde os 3 dpi; e perda da discriminacéo olfatoria
aos 9dpi. Ja no grupo EEPY o burrowing permaneceu inalterado; as principais alteraces no
campo aberto foram observadas aos 7dpi; e ndo houve perda da capacidade discriminativa em
nenhuma janela analisada. Em relacdo a estimativa do nimero de microglias em CA3, ndo
houve alteracdo no nimero de micrdglias em nenhuma janela temporal tanto na estimativa

total da regido quanto na estimativa em cada uma das camadas, indicando que a encefalite
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provocou uma alteracdo morfologica dessas células, mas sem alterar o seu nimero ao longo

do curso temporal da encefalite aguda.

Neuroinvasao viral

Uma variedade de virus neurotropicos podem usar o sistema olfatério como rota para
a neuroinvasdo de cérebros de mamiferos como o virus herpes simples 1 (ESIRI;
TOMLINSON, 1984), virus da hepatite murina (BARNETT; PERLMAN, 1993), virus da
pseudo-raiva (BABIC et al., 1994), virus da encefalite equina venezuelana (CHARLES et al.,
1995) e o virus da raiva CVS (LAFAY et al., 1991). Apos a inoculacdo intranasal do virus da
encefalite equina venezuelana, observou-se primeiramente a invasdo do sistema olfatorio,
seguida da invasdo dos nucleos trigeminais mais tardiamente. Além disso, a ablagdo da rota
olfatéria preveniu a invasdao por essa via, mas ndo interferiu na entrada do virus pela rota

trigeminal, que foi suficiente para induzir encefalite letal (CHARLES et al., 1995).

Muitas evidéncias sugerem a via olfatéria como a principal via de entrada no SNC.
Isso se deve primeiramente a arquitetura do neuroepitélio olfatério, no qual os neurénios
sensoriais primarios sdo desprotegidos pela barreira hematoencefalica, devido a presenca de
capilares fenestrados, o que favorece o acesso do patdgeno aos neurbnio ndo mielinizados.
Dessa forma, esses neurdnios projetam para o glomérulo olfatério e para as areas de projecédo
do cortex olfatorio primario (CHARLES et al., 1995).

Um trabalho recente utilizou particulas virais do virus da encefalite equina
venezuelana para modular os eventos iniciais da neuroinvasdo, mostrando que a replicagédo
dessas particulas virais na mucosa nasal provocou a ruptura da barreira hematoencefalica,
facilitando a infecgéo viral. Por outro lado, a inibi¢do da abertura dessa barreira dificultou a
neuroinvasdao e a patogénese, sugerindo que esse virus entra pela via olfatoria, onde se
replica, induz a ruptura da barreira e provoca uma segunda onda de invasédo da periferia para
0 SNC (SCHAFER et al., 2011).

A sequéncia da neuroinvasao para o arbovirus Piry observada neste trabalho corrobora
os achados de trabalhos anteriores para o camundongo C57BL6 (LINS; PASSOS, 2008) e
para a variedade albina suica em neonatos (SANTOS; BRAGA, 2008; SOUSA et al., 2011).
Essa rota de neuroinvasdo lembra aquela do VSV (LUNDH, B.; KRISTENSSON, K
NORRBY, 1987, HUNEYCUTT et al., 1993) e a de outros dois rabdovirus: Curiondpolis e
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Itacaitinas (DINIZ et al., 2006), iniciando-se no bulbo olfatério em direcdo as areas corticais

e subcorticais de projecdo da via olfatdria, assim como a amigdala e o hipocampo.

Neuropatologia e estereologia

Estudo recente quantificou a resposta inflamatéria em camundongos C57BL6 na fase
aguda da infeccdo, mostrando que a resposta inflamatdria no grupo infectado foi cerca de 4
vezes maior que no grupo controle (LINS; PASSOS, 2008). Da mesma forma, a resposta
inflamatdria e a perda de matriz extracelular foi maior nos animais que viveram em ambiente
empobrecido em relagcdo aos animais que receberam estimulo ambiental em camundongos

suigo albinos infectados pelo virus Piry (SOUSA et al., 2011).

A morte neuronal provocada pelo virus da encefalite japonesa é acompanhada por
astrocitose e microgliose, com proliferacdo celular, alteragdes morfolégicas e produgdo de
citocinas pro-inflamatérias como TNF-a e IL-1PB, particularmente pela microglia ativada
(CHEN et al., 2010). Associado a isso, sabe-se também que a infeccdo causada pelo VSV,
gue possui uma neuroinvasdo muito semelhante a do arbovirus Piry, provoca infec¢cdo aguda
no SNC com proliferacdo microglial e astrocitica associada ao aumento da expressdo da
enzima sintase do 6xido nitrico e recrutamento de linfdcitos T na fase aguda da infecgéo (Bl
etal., 1995).

Por outro lado, este trabalho utilizou um método de quantificacdo estereoldgica
através do qual ndo foi detectada alteracdo no nimero de células microgliais nas camadas de
CA3 no teste ANOVA um critério. No entando, encontrou-se uma reducdo significante no
numero total na Gltima janela nos animais do grupo EEPY nos testes T e ANOVA dois
critérios. Essa reducéo, caso seja confirmada pelo aumento do nimero de animais analisados,
pode ser explicada pelo clearence viral que ocorre nos animais desse grupo. Essa divergéncia
em relacdo aos outros estudos pode ser justificada principalmente pelo emprego de
marcadores microgliais diferentes, pela titulacdo viral e pela diferenca na resposta imune das
linhagens de camundongos utilizadas. Atualmente, o marcador provavelmente mais versatil
existente no mercado para marcacdo de microglia € o Ibal, uma proteina adaptadora ligante
do canal de célcio. Embora ndo se tenha constatado um aumento no nimero de micrdéglias, a
ativacdo microglial acompanhou a neuroinvaséo provocada pelo Piry mostrando-se presente
ao longo da via olfatdria, regido septal, CA3 ventral e camada polimorfica do giro denteado

ventral, estando relacionada com as alteracbes comportamentais descritas abaixo.
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Alteracdo comportamental e ambiente enriquecido

Estudos prévios mostraram que condi¢des enriquecidas de alojamento atenuaram a
resposta inflamatéria apos infarto encefalico (RUSCHER et al.,, 2009), reduziram as
desigualdades na astrogliose reativa entre os lados contra e ipsilateral no modelo de
inflamacdo cronica da dor em ratos (GABRIEL et al., 2009), induziram astrogliogénese para
preservar o sistema nigroestriatal contra toxicidade induzida po 6-hidroxidopamina (6-
OHDA) (ANASTASIA et al.,, 2009), e diminuiram a reposta inflamatéria e alteracdes
comportamentais de camundongos infectados pelo arbovirus Piry (SOUSA et al., 2011).
Dessa forma, este trabalho teve como propdsito correlacionar caracteristicas neuropatolédgicas
quantitativas de encefalite viral com enriquecimento ambiental e mudangas comportamentais

na fase aguda da infec¢éo.

A alteragdo no burrowing iniciou no segundo dia ap6s inoculagdo nos animais do
grupo IEPY e permaneceu até a Gltima janela analisada (10 dpi) neste grupo, ja 0s animais do
grupo EEPY ndo apresentaram alteracdes significantes em relagdo ao grupo controle. Sousa e
colaboradores (2011) mostraram que a atividade do burrowing caiu no sexto dia pi no grupo
infectado empobrecido, ja neste trabalho utilizamos uma janela mais recente que mostrou que
este teste parace ser o teste mais sensivel a infeccdo viral e que afetou apenas o grupo IEPY.
Uma vez que danos na regido septal tém consequéncias similares a lesbes em ambos 0s
hipocampos ventral e dorsal (BANNERMAN et al., 2004b) e que a atividade do burrowing é
relacionada a danos seletivos no hipocampo dorsal (DEACON et al.,, 2001, DEACON;
RAWLINS, 2005, GASKIN et al., 2009), é provavel que a queda da atividade do burrowing
esteja associada ao dano encontrado na regido septal nos animais infectados (BANNERMAN
et al., 2004a).

Tendo em vista que a marcagdo de antigenos virais foi mais intensa nos animais do
grupo IEPY e que a alteracdo morfoldgica das células gliais foi também mais evidente nesse
grupo, e que o enriquecimento ambiental tem sido associado a liberacdo de fatores
neurotroficos é razoavel propor que esses fatores possam ter sido liberados nos animais do
ambiente enriquecido e que isso tenha contribuido pelo menos em parte para reducdo da
resposta inflamatoria induzida pelo virus. Essa neuroprotecdo talvez esteja associada a
liberagdo de IL-6 capaz de estimular a producdo de receptores de IL-6 e de inibidores de
citocinas como IL-1ra, IL-10, durante o exercicio regular (PEDERSEN, 2009) componente

esse representado pelo exercicio voluntario nas rodinhas de correr sempre presentes na
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composicdo do ambiente enriquecido. Outros estudos mostraram que o exercicio moderado
reduz a mortalidade provocada pelo virus influenza tanto em camundongos (LOWDER,;
PADGETT; WOODS, 2005) quanto em humanos (WONG et al., 2008).

A medida da atividade exploratdria e do comportamento ansioso pelo teste de campo
aberto mostrou aumento do tempo imével e reducdo do namero de linhas cruzadas no grupo
EEPY, principalmente aos 7 dpi, enquanto que no grupo GPPY essa alteracdo permeneceu
até o décimo dia. Ratos com lesdo citotéxica no hipocampo ventral (BANNERMAN et al.,
2003) e camundongos inoculados por via intracerebral com o sorotipo 111 genotipo | do virus
da dengue (de MIRANDA et al., 2012) ndo apresentaram alteragdes na atividade motora no
campo aberto. No entanto, outros estudos tém mostrado que lesdes no hipocampo ventral
aumentam a atividade exploratoria, devido ao comprometimento do circuito envolvido com
questdes emocionais como medo e ansiedade (GOOD; HONEY, 1997, BANNERMAN et al.,
1999). Porém, a relacdo entre medo/ansiedade e atividade exploratéria € bem mais complexa,
sugerindo que essa atividade esta relacionada ao medo quando o animal é colocado pela
primeira vez no aparato, mas que em situacfes subsequentes essa reacdo de medo € reduzida
devido a habituacdo ao aparato (GRAY, 1982). Dessa forma, verificou-se que os animais do
grupo EEPY retornaram ao padrdo de exploracdo verificado no grupo NBH, enquanto que 0s
animais do grupo IEPY continuaram apresentando um aumento do tempo imdvel até o
décimo dia e essa alteracdo permaneceu até os 20 d.p.i., como mostrado por SOUSA e
colaboradores (2011). Vale lembrar que uma vez que os animais do grupo EEPY também
sofreram alteracdo na atividade exploratoria, conclui-se que a reducdo na atividade de

burrowing esta relacionada a lesdo septal e/ou hipocampal e ndo a uma alteracdo motora.

No teste de discriminacdo olfatéria somente o grupo IEPY foi afetado, com perda
significante da capacidade discriminativa na Gltima janela temporal. A perda da capacidade
discriminativa observada neste trabalho parece estar relacionada a lesdo das vias olfatdrias
claramente tomadas pela resposta inflamatoria mais intensa. Isso pode ser justificado pelo
fato de que o cortex piriforme, a amigdala e o entorrinal parecem ser os substratos
responsaveis pelo reconhecimento olfatério. Embora a contribuicdo do piriforme e da
amigdala ndo esteja bem esclarecida, lesbes no entorrinal eliminam a capacidade de hamsters
fémeas discriminarem entre odores de machos aos quais foram previamente expostas. Essa
perda ndo esta relacionada a rupturas das projecdes para o hipocampo via férnix, pois animais
que tiveram lesdes hipocampais ndo perderam a capacipade de discenir odores de outros
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animais (PETRULIS; PENG; JOHNSTON, 2000). Entretanto o reconhecimento de
familiaridade depende da integridade do cortex entorrinal e este pode ter sido afetado pelos

niveis de citocinas elevados associados a resposta inflamatéria microglial.

A auséncia de discriminacdo entre os odores das palhas usadas nos testes parece
ocorrer devido a: 1) insuficiéncia olfativa provocada pelo comprometimento das areas de
baixa hierarquia e ndo a uma falta de discriminacdo complexa associada a memoria. 2)
Comprometimento da capacidade de reconhecer um odor familiar por lesdo do cértex

entorrinal; 3) Combinacdo das duas possiblidades em graus variados.

Poucos estudos avaliaram a capacidade discriminativa em camundongos apos
encefalite viral, o que dificulta a comparacdo com outros trabalhos. No entanto, sabe-se que
camundongos infectados com o virus da hepatite murina (JHM) perderam a capacidade de
discriminar a presenga de um odor no teste ‘go, no-go’; e a anatomia patologica das lesdes
mostrou que esse virus destroi o epitélio olfatorio, bulbo olfatério, cortex piriforme e ganglio

trigeminal com maior impacto no sexto dia apds a inoculacdo (YOUNGENTOB, 2001).

Esse trabalho, no entanto, ndo mostrou alteracéo olfatéria no pico da encefalite viral
(7 dpi). Isso poderia ser explicado pela preservacdo de pequena populacdo de neurdnios
sensoriais capazes de realizar a deteccdo (YOUNGENTOB, 1997; HARDING, 1978). O fato
dessa alteracdo aparecer mais tardiamente pode ser explicada pelo aumento tardio da resposta
inflamatoria que permanece presente 10 dias ap0s a infeccdo nos animais do grupo IEPY mas
ndo no EEPY. E possivel que a inducdo de citocinas pro-inflamatorias durante a infecgéo
aguda, como o TNF-o, possa afetar a regeneracdo que normalmente resulta na rapida
substituicdo dos neurdnios olfatdrios sensoriais perdidos nesse processo infeccioso, mas
também é possivel que niveis de citocinas elevados comprometam o desempenho da memaria
olfatéria. No entanto, sdo necessarios novos estudos que elucidem os aspectos moleculares

dessa perda associada ao processo inflamatério agudo.
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Limitacdes Técnicas dos Ensaios Neuropatoldgicos Quantitativos

Na andlise comparativa entre os diferentes grupos experimentais, € importante
considerar estudos quantitativos que eventualmente introduzem viéses de amostragem e/ou
erros sistematicos que podem afetar os resultados, incluindo ambiguidades na definicdo dos

objetos e das areas de interesse, além das diferencas no processamento de tecidos.

E comum optar por seccbes obtidas com auxilio de vibratomo para estudos
imunohistoquimicos e isso parece estar relacionado ao fato de que 0s anticorpos parecem
penetrar mais facilmente e.g. (DORPH-PETERSEN; NYENGAARD; GUNDERSENS,
2001). No presente trabalho elegemos esse procedimento adotando zona de guarda para evitar
0 problema do dano tecidual na superficie de corte, onde perda provavel de objetos de
interesse é frequente se a contagem é realizada sem o estabelecimento da zona de guarda
(ANDERSEN; GUNDERSEN, 1999). Estudos recentes, entretanto ndo encontram perda de
objetos de interesse nas superficies das sec¢Ges sugerindo o contrario, um acréscimo do
numero de objetos nessas regides possivelmente decorrentes da compressao maior nas faces
expostas a navalha durante o corte (GARDELLA et al., 2003). Assim, é possivel que esse
efeito se traduza em estimativas diferentes quando as caixas de contagens estdo dispostas na
superficie ou no centro das sec¢des: enquanto a primeira abordagem tenderia a superestimar,

a Ultima tenderia a subestimar os valores.

Este tipo de problema afeta todas as estimativas que empregam o dissector éptico
dado que a densidade de objetos de interesse e o volume de referéncia séo diretamente
atingidos pelo efeito de compressdo. No presente trabalho, entretanto empregou-se o
fracionador Optico, metodologia que ndo utiliza nem a densidade nem o volume de referéncia
como parametros para estimativa do namero de neur6nios, o que a torna imune aos efeitos da
retracdo diferencial e compressdo ndo lineares induzidas pelo processo de fixacdo, corte e

desidratacé&o.

Um dos alvos do presente trabalho foi estimar o nimero de células alteradas dentro de
um determinado volume de tecido em CA3, usando investigacdo estereoldgica sem viés.
Como em todos 0s casos onde se utiliza a microscopia para realizar tais estimativas, ndo é
possivel contar todas as células dentro da regido de interesse. Para contornar esse dilema de
obter estimativas confiaveis (que se aproximam do real) a partir de uma diminuta fracdo

amostral, é necessario a utilizacdo de coleta sistematica e aleatdria de dados incluindo a
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terceira dimensdo. Essa alternativa assegura a estimativa adequada do namero total de células
dentro da area de interesse a partir do numero de células detectadas em cada caixa de
contagem da amostra e da probabilidade amostral (SCHMITZ & HOF, 2005). Entretanto,
com esse procedimento, 0 maximo que se pode pretender é realizar estimativas que se
aproximem ao maximo do que seria esperado (CRUZ-ORIVE, 1994, SCHMITZ, 1998). No
presente trabalho uma das dificuldades dificeis de contornar é o fato de que em secghes
tangenciais os limites entre as areas e sua laminagdo obriga o experimentador a ndo incluir
tais seccdes. No presente trabalho onde se empregou cortes parasagitais, as seccOes laterais
mais extremas sdo tangenciais tendo sido excluidas da contagem. Dessa forma € possivel que
0s numeros estimados representem subestimativas. De qualquer modo, como 0s dois grupos
experimentais foram cortados do mesmo modo e o numero de seccles excluidas séo
equivalentes em ambos, € razoavel supor que as subestimativas ndo explicam os resultados

encontrados.

Além disso avaliou-se previamente varias maneiras de se estimar o erro em amostras
simuladas por computador de modo a encontrar um modo de calcular o coeficiente de erro
que mais se aproximasse do erro verdadeiro. Comparando o coeficiente de erro verdadeiro
para grandes amostras com o calculado por diferentes métodos, encontrou-se que o
coeficiente de Scheaffer € o que mais se aproxima do erro verdadeiro (GLASER & WILSON,
1998). Por conta do fato de que o coeficiente de erro de Scheaffer representa a variacéo
devida a incerteza metodoldgica intrinseca, é esperado e desejavel que ele sempre contribua
menos para a variacdo total (CE2/CV2<0,5), onde CE é o coeficiente de erro devido a
incerteza metodolégica intrinseca e CV=(Desvio Padrdo/Média). No presente trabalho a
relacgio CE2/CV2 na maioria dos casos esteve sempre abaixo de 0,5, minimizando a
probabilidade de erros procedimentais durante as contagens. Quando se encontrou excecoes a
essa regra ficou patente que ela ndo se aplicava em fungdo do fato de que o coeficiente de
variacdo e o coeficiente de erro eram muito pequenos perdendo o sentido de se aplicar a regra
geral (SLOMIANKA & WEST, 2005).

A outra maneira que se empregou para se avaliar os erros relacionados a escolha da
matriz amostral foi o célculo da variacdo biologica definida como: CVB2 = CV2 — CE2
(onde CE, coeficiente de erro; CV coeficiente de variacdo; CVB, coeficiente de variacdo
bioldgica) expresso em valor percentual do coeficiente de variacdo. Considera-se que 0
coeficiente de erro é adequado sempre que ele contribui menos do que a variagdo bioldgica
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para o coeficiente global de variacdo. Em geral a relacdo previamente descrita
CE2/CV2<0,05 acompanha esse parametro havendo igualmente excecdes que confirmam a

regra.

Para reduzir essas possiveis fontes de erro, todos os dados foram obtidos levando em
conta um mesmo protocolo de processamento (perfusdo, reagGes imuno-histoquimica,
desidratacdo, contracoloracdo, etc.) sendo coletados e analisados utilizando o mesmo método
estereoldgico e mesmo programa. Para detectar possiveis variaces nos critérios para
identificar os objetos e areas de interesse procedimentos de verificacdo dos resultados, foi
realizada a contagem eventual da mesma regido por investigadores diferentes. Finalmente é
preciso considerar o fato de que a plasticidade microglial pode ser afetada por
corticoesterdides que inibem a ativacdo microglial (SUGAMA et al., 2009). No presente
trabalho, poderia ser arguido que a manipulacdo durante os testes comportamentais pode ter
alterado os niveis plasmaticos de corticoesteroides e assim diminuir a ativacdo microglial.
Ndo se fez medidas plasmaticas de corticoesterdides, e, portanto, ndo se pode excluir
completamente a possibilidade de que diferentes niveis de corticoesterdides possam explicar
os resultados. Entretanto, os testes comportamentais foram aplicados igualmente a todos 0s
sujeitos de ambos os grupos experimentais podendo ser excluida a possibilidade do estresse
de manipulagdo poder explicar as diferencas encontradas. Como resultado, as possiveis
variacOes associadas as fontes ndo-bioldgicas foram reduzidas para niveis aceitaveis no
presente trabalho (MOUTON et al. 2002, SLOMIANKA & WEST, 2005).
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6. CONCLUSOES

Nossos estudos confirmam e expandem resultados anteriores que a instilacdo nasal de
homogenado de cérebro infectado pelo arbovirus Piry em camundongos adultos albinos
Suigos induz (i) encefalite aguda com neuroinvasdo das vias olfativas, regido septal e
hipocampo ventral, (ii) a infeccdo leva a um aumento do numero de micrdglias com perfil
pré-inflamatorio sem afetar o numero total, (iii) a infecc@o pelo virus Piry altera a morfologia
da micréglia em grau mais elevado em 7dpi, depois dos sinais clinicos ja terem se
manifestado, (iv) o enriquecimento ambiental esta associado a mudancas comportamentais
menos intensas, menor grau de ativacdo das micréglias e recuperagdo mais rapida dos niveis
anormais desses elementos em comparacao aos animais do ambiente empobrecido que, além

de alteracdes em tarefas hipocampo-dependentes, apresentam déficits olfatorios.
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¢

Prof. Dr. Cristovam Wanderley Picango Diniz, obtendo APROVACAOQ na reuniao do dia

12/09/2005, por estar de acordo com a Resolugdo n°® 196/96 e suas complementares, do

Conselho Nacional de Saude / Ministério da Salde do Brasil.

Belém, 12 de setembro de 2005

ﬁ“ oo Al eTeO

Dr. Eduardo Leitdao Maia
COORDENADOR DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA / HUJBB/UFPA
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