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RESUMO

Tem sido proposto que o envelhecimento estd associado a alteracdo inflamatoria no sistema
nervoso central de roedores, mas ndo se sabe se as mudancgas microgliais induzidas pelo
envelhecimento sdo afetadas pelo ambiente pds-natal associado ao tamanho da ninhada. Por
outro lado a camada molecular do giro denteado tem sido reconhecida como o alvo principal
do input da via perfurante cuja integridade sindptica é essencial para formacao de memoria da
identidade e da localizacdo espacial de objetos. No presente trabalho investigamos se as
mudancas morfologicas microgliais induzidas pelo envelhecimento sdo influenciadas por
mudancas no tamanho da ninhada no inicio da vida. Para avaliar essas questdes, ratos da
variedade Wistar amamentados em ninhadas de 6 ou 12 filhotes por nutriz foram mantidos
sedentarios em grupos de 2-3 do 21° dia pos-natal em diante. Aos 4 (adulto) ou aos 23 (velho)
meses de idade, os animais foram submetidos a testes de memoria espacial e de
reconhecimento da forma de objetos, sacrificados, perfundidos com fixador aldeidico e
tiveram seus cérebros processados para imunomarcacao seletiva para microglias/macréfagos
com anticorpo anti Iba-1. A seguir uma fracdo representativa das células imunomarcadas da
camada molecular do giro denteado foi reconstruida em trés dimensdes usando o programa
Neurolucida e as caracteristicas morfoldgicas de cada célula foram quantificadas com o
software Neuroexplorer. Foi encontrado que o0s animais mantidos em gaiolas padrdo de
laboratério durante toda a vida apresentaram déficits de memoria espacial independente da
idade e ndo importando o tamanho da ninhada. Por outro lado todos os individuos idosos ndo
importando o tamanho da ninhada tiveram sua memdria de reconhecimento de objeto
prejudicada. A analise da morfologia microglial revelou que a &rea e o perimetro do corpo
celular e o volume dos ramos parecem ser afetados mais intensamente pelo envelhecimento e
que essa alteracdo € mais acentuada nos animais de ninhada grande. Além disso, observou-se
retracdo e espessamento dos ramos nos animais velhos em maior propor¢do nos animais de
ninhadas grandes. Tomados em conjunto os resultados sugerem que a memoria espacial
parece ser mais suscetivel ao processo de envelhecimento do que a memoéria de
reconhecimento de objeto e que essas mudancas estdo associadas a efeitos distintos sobre o
soma e o padrdo de ramificacdo das microglias da camada molecular dos animais maduros e
idosos.

Palavras chaves: tamanho da ninhada, declinio cognitivo, microglia, envelhecimento,
morfologia.
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ABSTRACT

It has been proposed that aging is associated with neuroinflammation in the central nervous
system but it is not known whether microglial changes induced by aging are affected by early
in life effects of litter size. On the other hand the molecular layer of dentate gyrus has been
recognized as the main target of the perforant pathway, whose synaptic integrity is essential
for the recognition memories of identity and spatial location. In the present report we
investigated if aging cognitive decline and microglial morphological changes in the molecular
layer are influenced by litter size changes early in life and aging. To assess these questions
Wistar rats suckled in litters of six or 12 pups/mother were raised sedentarily in groups of 2-3
from the 21 post-natal day onwards. At four (mature adult) or 23 (aged) months of age were
submitted to spatial memory and object identity recognition tests, sacrificed, perfused with
aldehyde fixatives and had their brains processed for selective microglia/macrophages
immunolabeling with anti-IBA-1 antibodies. A representative sample of the immunolabeled
cells in the molecular layer of dentate gyrus was analyzed after three-dimensional
reconstruction with Neurolucida software (Microbright Field Inc.) and morphological features
of each cell were quantified by Neuroexplorer (Microbright Field Inc.). It was found that
Wistar rats maintained all life in standard laboratory cages showed spatial memory deficits in
both mature and aged subjects no matter the litter size. On the other hand all aged subjects
independent of the litter size had their object recognition identity memory impaired.
Microglial morphological analysis revealed that cell soma area and perimeter and branches
volume seem to be more intensely affected by aging and that these changes are mainly
associated with animals from large litters. In addition it was observed important shrinkage and
thickening of the microglial branches in aged individuals in higher proportion in the group
from large litters. Taken together the results suggest that spatial memory seems to be more
susceptible to the aging process than object recognition and that these changes are associated
with distinct effects on the soma and branching patterns of microglia of molecular layer from
young and aged subjects.

Key words: litter size, cognitive decline, microglia, aging, morphology
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1. INTRODUCAO

O presente trabalho de dissertacédo é parte de uma linha de pesquisa dedicada ao estudo
da neurobiologia do envelhecimento realizado em cooperacdo com o Laboratorio de
Fisiologia da Nutricdo Profa. Naide Teoddsio da Universidade Federal de Pernambuco sob
lideranca do Prof. Rubem Guedes. Neste capitulo do projeto dedica-se esfor¢co concentrado
em investigar as possiveis influéncias de longo prazo de modificacbes do ambiente pds-natal
imediato sobre o declinio cognitivo senil em correlacdo com as alteracbes morfoldgicas das

células microgliais da camada molecular do giro denteado de ratos Wistar.

1.1. Cuidado Materno e Estresse Pés-Natal

A mae representa no primeiro periodo de vida a fonte primordial de estimulos
térmicos, somatosensorios, olfatdrios, visuais e auditivos, indispensaveis para 0
desenvolvimento dos sistemas neurais e € a fonte nutricional exclusiva dos filhotes nas
primeiras fases de vida. No entanto, a relacdo complexa entre mae e filhos vai além do
simples suprimento das necessidades nutricionais tendo o ato de lamber, carregar e
amamentar os filhotes com o dorso arcado, bem como arruma-los reunindo-os debaixo de seu
corpo influéncia significante sobre o perfil cognitivo e a vulnerabilidade ao estresse na vida
adulta (FISH et al., 2004).

Esse conjunto de comportamentos maternos tem sido descrito na literatura pela sigla
LG-ABN (Licking and Grooming & Arched-Back Nursing) e sua variagdo em quantidade
contribui para transmissao epigenética de alteragbes comportamentais entre geragdes através
de mudancas nas algcas endocrinas do eixo hipotadlamo-hipdfise-adrenais (FRANCIS et al.,
1999). Essa alga é responsavel pela manutencdo da homeostase do organismo e funciona em
conjunto com 0s neurdnios noradrenérgicos do sistema nervoso central sendo o seu controle
feito pelos nucleos do sistema nervoso autbnomo e pelo sistema limbico.

Os estimulos estressores convergem para 0s neurénios do nucleo paraventricular do
hipotalamo gerando a ativacdo do eixo HPA, através da liberagdo de horménio liberador da
corticotrofina (CRH) e vasopressina (VP) pelos neurénios hipotalamicos (HAUSSMANN et
al., 2000). CRH e VP estimulam a liberacdo de hormonio adrenocorticotrofico (ACTH) da
hipofise anterior, estimulando a liberacdo de glicocorticoides pelo cortex adrenal. Os
glicocorticoides agem em diversos tecidos-alvo, e potencializam a sintese e agdo das
catecolaminas (AGUILERA, 2011).



A ativacdo do eixo HPA é essencial para a manutencdo a vida promovendo a
manutencdo do funcionamento do organismo. Quando mantidos em concentragdes suficientes,
os glicocorticdides exercem importante papel na manutencdo da homeostase. Entretanto, a
exposicdo continua a elevadas concentracGes desses horménios representa risco para o
organismo. Exposicdo cronica a niveis elevados de glicocorticoides resultam no catabolismo
de proteinas, supressdo dos processos anabdlicos, hiperglicemia, imunosupressao, depressao,
distarbios do sistema nervoso central, reducdo do volume hipocampal e prejuizo do
desempenho cognitivo (MEANEY et al.,, 1993; MCEWEN & SAPOLSKY, 1995). A
inativacdo das respostas de estresse no eixo HPA acontece numa alga de retroalimentacéo
negativa onde os glicocorticoides inibem a liberacdo do ACTH, reduzindo as concentragdes
de RNAm para a expressdo de CRH e inibicdo do nucleo paraventricular do hipotalamo
(MEANEY et al., 1993).

Os cuidados maternos e os periodos intercalados de amamentacdo sdo mediados por
fatores hormonais e pela complexa inter-relagdo entre a sinalizagdo materna e dos filhotes, e 0
ambiente proporcionado durante o aleitamento pode produzir impactos que influenciam
respostas metabdlicas para o resto da vida (PRYCE, BETTSCHEN & FELDON, 2001). O
comportamento materno adequado durante o periodo poés-natal imediato parece ativamente
inibir o eixo HPA nos filhotes. Para Levine o comportamento de lamber a prole no sentido
anogenital exerce controle inibitdrio sobre a liberacdo de ACTH no filhote, assim como o
aleitamento que também reduz as concentrac@es de corticosterona (LEVINE, 2000). Assim,
manipulacdes que alteram o comportamento materno durante o periodo critico de
desenvolvimento podem modificar permanentemente o nivel de responsividade do eixo HPA
(VAZQUEZ et al., 2006).

No rato, animal de interesse para o presente trabalho, durante o periodo de
desenvolvimento encefalico rapido (Figura 1), existe uma janela temporal no qual os niveis
basais de CRH hipotalamico, de ACTH hipofisario e de corticosterona no plasma séo baixos.
Esse periodo, que ocorre durante as duas primeiras semanas de vida pos-natal é denominado
periodo hiporresponsivo ao estresse (VAZQUEZ et al., 2006). Durante esse periodo, um
estimulo que resultaria no adulto em um aumento das concentragdes dos hormdénios

relacionados ao estresse, ndo € capaz de gerar tal resposta nos filhotes (LEVINE, 2001).
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Figura 1. O periodo de desenvolvimento encefalico rapido de espécies representativas da
classe dos mamiferos expressada em funcdo do acréscimo do peso corporal. Para normalizar
as escalas e permitir sua representacdo em uma Unica figura as taxas sdo indicadas como
valores percentuais do peso do adulto nas seguintes unidades: porquinho-da-india, cada
unidade da escala corresponde a 1 dia; no macaco Rhesus, cada unidade corresponde a 4 dias;
no carneiro, 5 dias; no porco, 2 semanas; no homem, um mes; no coelho, 2 dias; no rato 1 dia

(ERECINSKA et al., 2004).

Portanto a responsividade do eixo HPA a fatores estressores &€ minima nesse periodo,
sendo atribuida & eficacia da retroalimentacdo negativa exercida pela corticosterona,
principalmente sobre o hipocampo (VAZQUEZ et al., 1996; GALEEVA et al., 2006).
Diversos experimentos tém confirmado esses dados demonstrando que o aleitamento
(alimentacdo) e a manutencdo do cuidado materno sdo criticos para a regulacdo da

responsividade do eixo HPA do filhote e manutengdo do periodo de hiporresponsividade

(ROSENFELD et al., 1993; RHEES, LEPHART & ELIASON, 2001).
O periodo de hiporresponsividade ao estresse € fundamental para o desenvolvimento

neural, durante o qual processos de crescimento e morte celular, divisdo, diferenciacéo,
migracdo neuronal e glial assim como a sinaptogénese ocorrem e constituem o substrato
morfofuncional do periodo de crescimento rapido do encéfalo (GONZALEZ et al.,

1994)(Figura 1).



Essa hiporresponsividade a fatores estressantes permite o desenvolvimento de tais
eventos na auséncia de secrecdo de altos niveis de glicocorticoides, que acarretariam reducao
no padrdo mitético, reducdo da mielinizacdo e da diferenciacdo prejudicando o
desenvolvimento funcional normal do encéfalo (LEVINE, 2001; SANCHEZ, 2006).

Existem diversos protocolos experimentais que podem induzir alteracGes para mais ou
para menos no nivel de responsividade ao estresse do filhote, e geralmente estes protocolos
estdo centrados na alteracdo do nivel de cuidado materno ofertado (DE KLOET, ROTS &
COOLS, 1996; ENTHOVEN, DE KLOET & OITZL, 2008).

Periodos curtos de privacdo materna causam um aumento do cuidado materno
subsequente, com maior estimulacdo sensorial, causando efeito modulatorio no eixo HPA.
Como resultado, animais que sofrem privacdo materna por curtos periodos apresentam
aumento da resisténcia ao estresse e a diminuicdo da capacidade cognitiva quando adultos
(PRYCE et al., 2001; PRYCE & FELDON, 2003).

Entretanto, periodos prolongados de privacao ou reducdo do cuidado materno geram a
interrupcdo do periodo de hiporresponsividade ao estresse, causando um aumento
inapropriado dos niveis de corticosterona, sendo observadas diferentes alteracdes
neurobioldgicas que, por ocorrerem no periodo critico de desenvolvimento, podem ser
duradouras apresentando-se como fator de risco ao desenvolvimento de patologias na vida
adulta (SCHMIDT et al., 2004). De Kloet e colaboradores (DE KLOET et al., 1996; BERRY
et al., 2008) demonstraram que tais fatores sdo criticos para o funcionamento dos receptores
de corticosterona e podem alterar o fenotipo dos sistemas dopaminérgicos na vida adulta.

Além disso, outra série de ensaios dedicados a medir os efeitos potenciais do tamanho
da ninhada como ameaca a vida pds-natal demonstrou que a competicao entre os individuos
da mesma ninhada é funcdo do numero daqueles e do acesso ao leite materno proveniente de
tetas funcionais (STOCKLEY & PARKER, 2002; ZHANG, ZHANG & WANG, 2011). De
fato essa competicdo pode ser fatal quando o nimero de filhotes excede o nimero de tetas
(CAMERON, 1973).

H4, entretanto, uma série de consequéncias ndo letais dessa competicdo natural que
pode induzir diferencas individuais importantes na vida pos-natal. Por exemplo, as taxas de
crescimento mais altas favorecendo individuos com maior acesso ao leite materno podem
beneficia-los com maior sucesso reprodutivo e vida mais longa o que pode se traduzir em
vantagens evolucionarias (AZZAM, NIELSEN & DICKERSON, 1984; VAN ENGELEN,
NIELSEN & RIBEIRO, 1995; STOCKLEY & PARKER, 2002; RODEL et al.,, 2008;

RODEL et al., 2010). A associacdo entre reducdo de cuidado materno e aumento de padréo



competitivo acarreta um retardo no desenvolvimento somatico e funcional dos animais
criados em ninhadas maiores (CHAHOUD & PAUMGARTTEN, 2009). Esses dados
corroboram outros estudos onde animais criados em ninhadas maiores apresentaram nao
somente reducdo significativa do peso corporal como também alteracGes em diversas areas
encefélicas e no desenvolvimento de fatores emocionais (PICANCO-DINIZ et al., 1998;
BORBA et al., 2000; ROCHA-DE-MELO et al., 2004; MAIA et al., 2006; DIMITSANTOS
etal., 2007; VIANA et al., 2007).

Alinhado com esse ponto de vista esta a demonstracdo de que mudancas espontaneas
no tamanho da ninhada podem afetar a emocionalidade na vida adulta e que essas mudancas
ndo podem ser explicadas apenas por mudangas concomitantes no cuidado materno
(DIMITSANTOS et al., 2007). Em ratos, onde as fémeas sao as Unicas cuidadoras da ninhada,
a reducdo do cuidado materno esta associada a alteragdes na neurogénese e na sobrevivéncia
neuronal no hipocampo adulto, complexidade de ramos dendriticos, LTP e reducdo na
performance em testes cognitivos (OITZL et al., 2000; BREDY et al., 2003a; MIRESCU,
PETERS & GOULD, 2004; CHAMPAGNE et al., 2008).

Da mesma forma, o aumento do cuidado materno promove sinaptogénese e a melhora
do desempenho cognitivo na vida adulta em testes de aprendizado espacial em ratos (LIU et
al., 2000). Tais dados corroboram os achados de van Hasselt e colaboradores que observaram
que as variagOes individuais de cuidado materno recebidos por animais de uma mesma
ninhada estdo relacionados com as alteracGes dos comportamentos sociais dos mesmos
durante a adolescéncia (VAN HASSELT et al., 2012).

Um dos métodos experimentais mais simples para induzir uma reducdo na oferta de
leite e cuidados maternos por individuo consiste na manipulacéo da quantidade de filhotes por
ninhada, entretanto muitos dos ensaios realizados com o objetivo de observar a influéncia do
cuidado materno sobre o desenvolvimento dos filhotes tém utilizado como modelo
experimental fémeas apresentando comportamentos extremos de baixa e alta frequéncia de
cuidados com os filhotes (MEANEY, 2001). Todavia, observacdes realizadas acerca do
comportamento de fémeas de Rattus norvegicus espécie adotada nos ensaios do presente
trabalho demonstram que a frequéncia nos cuidados de lamber, carregar, amamentar com 0
dorso arcado e outros cuidados maternos caracteristicos dessa espécie sdo normalmente
distribuidos entre as fémeas (GROTA & ADER, 1969; ADER & GROTA, 1970; MEANEY,
2001).

Assim, os padrbes comportamentais de cuidados maternos observados em um grande

numero de fémeas sdo estaveis apresentando uma distribuicdo normal ndo bimodal, sendo as



fémeas que apresentam altos e baixos indices de tais cuidados as duas extremidades desse
continuo, e ndo duas populacBes distintas (CHAMPAGNE et al., 2001). Dessa forma a
simples manipulacdo da relacdo do numero de filhotes por nutriz, empregado no presente
trabalho pode ser suficiente para subtrair ou aumentar os cuidados com os filhotes durante o

periodo de amamentacdo.

1.2 Memoria, Plasticidade Sinéptica e Microglia

Em trabalho anterior dedicado aos mecanismos do declinio cognitivo e da plasticidade
sinaptica tardia associado ao estresse induzido por fragmentacdo do cuidado materno durante
0 periodo de amamentacdo, Brunson e colaboradores (BRUNSON et al., 2005) revelaram
deterioracdo nas memorias espacial e de reconhecimento de objeto na meia idade (mas nédo
antes) e que esses déficits estavam associados a prejuizo da potenciacdo de longo prazo com
atrofia dos dendritos dos neurbnios piramidais de CAl e expansdo das fibras musgosas.
Entretanto, na maioria dos estudos dedicados a desvendar os mecanismos relacionados a
memoria de reconhecimento da forma e da localizacdo espacial de objetos e seus déficits,
grande parte do esforco dispéndio concentrou-se em identificar as regides envolvidas, suas
conexdes neurais e correlagdes entre eventos celulares, moleculares e sisttmicos (VANN &
ALBASSER, 2011).

Para isso numerosas técnicas foram utilizadas, incluindo registros eletrofisiologicos de
unidades isoladas, potenciais poOs-sinapticos subsequentes a estimulacdo elétrica,
imunomarcacao de genes de expressdo rapida, imunomarcacdo para neurogénese, estudos de
lesdo seguida de analise comportamental e manipulacdo genética, tornando-se cada vez mais
aparente desses ensaios 0 envolvimento de redes de conexdes superpostas, partilhando células
que codificam isolada ou simultaneamente localizagdo espacial e identidade do objeto
(VANN & ALBASSER, 2011). Ainda que se tenha avancado muito o conhecimento
relacionado a essas formas de memoria, esse esforco sistematico concentrou-se em sua maior
proporcdo nos componentes neurais, deixando-se por investigar em detalhe as contribuic6es
de células ndo neurais e da matriz extracelular nesses processos.

No presente trabalho decidimos investigar a alteracdo morfoldgica das células da glia
em ratos adultos e envelhecidos frente a uma reducdo do cuidado materno durante o periodo
pos-natal imediato (1 a 21 dias de vida). Para isso escolhemos investigar as alteracGes da
célula microglial e as razbes para essa escolha sdo de diferentes naturezas. A funcédo e a forma

das células microgliais sdo influenciadas por numerosos fatores do microambiente



extracelular durante o desenvolvimento e no cérebro adulto. A grande maioria dos trabalhos
anteriores dedicados & microglia se dedicaram a investigar sua contribui¢do no contexto da
doenga (CARDONA et al., 2006; HANISCH & KETTENMANN, 2007; LYONS et al.,
2007).

As células microgliais ja sdo reconhecidas como o 4° elemento da sinapse, atuando
como sensores sinapticos durante o desenvolvimento e no cérebro adulto, sendo capazes de
responder a mudancas na atividade neural e a liberacdo de neurotransmissores (SCHAFER,
LEHRMAN & STEVENS, 2012). Durante o desenvolvimento as células microgliais parecem
influir em eventos associados a proliferagdo e diferenciacdo neuronais, vascularizacéo,
sinaptogénese e mielinizacdo, assim como participam da remocao de neurdnios em apoptose,
de debris celulares e de conexdes sinapticas (SCHAFER et al., 2012; WAKE, MOORHOUSE
& NABEKURA, 2011; BITZER-QUINTERO & GONZALEZ-BURGOS, 2012).

As células microgliais modulam a neurogénese, controlam o turnover de
neurotransmissores e dao suporte ao metabolismo neuronal participando da regulagdo da
angiogénese e do fluxo sanguineo cerebral (BLANK & PRIZ, 2012; TREMBLAY et al.,
2011). Mais recentemente as células microgliais tém sido implicadas na restauracdo de
circuitos sinapticos lesionados, além de modular a faixa de operacdo sinaptica através do
assim chamado “‘synaptic scalling”. O monitoramento constante dos contatos sinapticos e
parte de sua regulacdo extra-sinaptica através da matriz extracelular realizada pelas
micrdglias, revela bem o seu potencial no controle do desenvolvimento, estabilizacdo e
funcdo de redes neurais (KETTENMANN et al., 2011).

No que concerne ao aprendizado e memoria, a interleucina 1-p (IL-1B), uma
interleucina pro-inflamatdria produzida pela micréglia durante tarefas de aprendizado e
memoria parece ter papel importante nas tarefas hipocampo-dependentes em condicoes
normais, mas quando em niveis alterados compromete o desempenho cognitivo podendo
induzir neurodegeneragdo (WILLIAMSON et al., 2011). De fato essa interleucina em niveis
normais parece ser essencial para LTP no hipocampo, inibindo esse processo quando em
niveis alterados (ROSS et al., 2003; SCHNEIDER et al., 1998). Além disso, camundongos
knockouts para essa interleucina ou para seus receptores do tipo 1 tem péssimo desempenho
em tarefas de aprendizado e memoria hipocampo-dependentes (GOSHEN et al., 2007;
SPULBER et al., 2009).

Durante o desenvolvimento, alteracbes neuroimunes de qualquer natureza induzidas
por condi¢Oes perinatais desfavoraveis como, por exemplo, o estresse por reducdo do cuidado

materno utilizado no presente trabalho, podem alterar o fenotipo microglial e aumentar a



vulnerabilidade do sistema nervoso a um insulto subsequente na vida adulta amplificando a
resposta inflamatdria das células microgliais previamente ativadas (HARRY & KRAFT,
2012).

As microglias em situacdo normal se apresentam em todas as regides do SNC de
forma organizada com ramificacbes em todas as direcGes e sem sobreposi¢do, definindo
dominios ou territorios. Essas células normalmente tém suas funcées inflamatdrias reguladas
para baixo por conta de numerosas influéncias inibitorias no microambiente que as circunda
(RANSOHOFF & PERRY, 2009). A despeito desse fenotipo regulado para baixo, no cérebro
normal, estudos que coletaram imagens microgliais in vivo revelaram que elas costumam
deslocar seus processos ao longo do territdrio que ocupam para monitorar 0 microambiente
local (DAVALOQOS et al., 2005; NIMMERJAHN, KIRCHHOFF & HELMCHEN, 2005).

As populacdes microgliais de diferentes regies do SNC variam em densidade tanto
em roedores quanto em humanos, com pequenas diferencas em sua morfologia nas varias
regides citoarquitetonicas (LAWSON et al., 1990). N&o se sabe ainda que fatores locais
determinam essa variacdo numérica e morfoldgica ou se essas pequenas variacdes refletem
contribuicdes funcionais diferentes, apesar de haver igualmente variagdes regionais na
expressdao de receptores imunoldgicos (DE HAAS, BODDEKE & BIBER, 2008;
RANSOHOFF & PERRY, 2009).

Em resposta a qualquer distdrbio da homeostase do sistema nervoso essas células
podem mudar rapidamente seus fenotipos passando a ser referidas como microglias ativadas
com base na mudanca de sua morfologia ou na expressdo de antigenos em sua superficie
(RANSOHOFF & PERRY, 2009). A retragcdo dos processos microgliais € aparente durante a
neurodegeneragéo e neuroinflamacéo e esta fortemente correlacionada com sua transformagéo
funcional para o estado pro-inflamatdrio ou ativado. As alteragcbes morfoldgicas associadas a
ativacdo consistem em processos citoplasmaticos encurtados e mais espessos € um corpo
celular arredondado representando um continuo de estagios de ativagcdo que para fins
didaticos podem ser classificados em inicial, intermediario e avancado e sdo acompanhadas
pelo aumento da expressdo de genes envolvidos em respostas imunes (ZIELASEK &
HARTUNG, 1996).

Além da mudanca morfologica, a ativagdo microglial também é caracterizada pela
inducdo da liberacdo de varias moléculas, tais como marcadores mieloides, citocinas, radicais
livres e Oxido nitrico (STREIT & KREUTZBERG, 1988; BECHMANN & NITSCH, 1997;
STREIT, WALTER & PENNELL, 1999). A ativacdo da célula microglial pode ocorrer em

resposta a variados estimulos, tais como lesGes, isquemia e processos inflamatorios, levando a



microglia a assumir um fenotipo ativado associado a proliferacdo, migracdo para o local da
lesdo, fagocitose das células infectadas e em processo de morte celular e liberagdo de fatores
neurotoxicos e neurotréficos (POWER & PROUDFOOT, 2001). No que concerne ao
envelhecimento, tem sido descrito que o numero de microglias é significantemente
aumentado, particularmente no hipocampo, uma das regides mais precocemente alteradas pelo
envelhecimento, e que aquelas células naquela faixa etaria parecem adotar um perfil pro-
inflamatério (CHOI et al., 2007; ver CHOI & WON, 2011 para revisdo).

Para investigar possiveis relacfes entre alteracGes microgliais e disfuncdo cognitiva
em ratos adultos e envelhecidos, utilizamos testes que se apropriam de comportamentos
naturais de roedores, os chamados testes etologicos. Os animais pertencentes a essa ordem
tendem naturalmente a se aproximar e explorar objetos novos em relacdo aos familiares
mostrando maior preferéncia pelos primeiros em relagédo aos ultimos (SUZUKI & CLAYTON
2000). Essa aparente preferéncia é considerada como uma indicacdo de que uma
representacdo do objeto familiar ja existe na memdria (ver ALBASSER et al., 2010;
ENNACEUR, 2010, para revisao).

A memodria de reconhecimento de objetos refere-se, portanto a capacidade dos
individuos de reconhecer objetos ja encontrados previamente, identificando a presenca de
objetos novos entre eles (ENNACEUR et al., 2005; ENNACEUR AND DELACOUR, 1988).
O teste comportamental de uma Unica tentativa para essa capacidade é a tarefa de
reconhecimento de objeto (ver ENNACEUR, 2010 para revisdo). Essa tarefa compreende
duas fases: uma fase de exposicdo prévia onde um grupo de dois ou mais objetos iguais é
apresentado ao animal a ser testado e uma fase de teste propriamente dita que ocorre apds um
intervalo de tempo variavel (usualmente 50 minutos) onde um dos objetos expostos
anteriormente é substituido por um novo. E esperado que o objeto novo seja o preferido do
animal e essa preferéncia pode ser medida por um maior tempo de exploracdo dedicado a ele
(ENNACEUR & DELACOUR, 1988; DERE, HUSTON & DE SOUZA SILVA, 2007). Essa
tarefa envolve um substrato neural complexo e parece ser composta por dois processos que
parecem indissociaveis em modelos animais: a familiarizacdo de um lado, e do outro lado a
deteccdo e codificagdo do objeto novo (BROWN, WARBURTON & AGGLETON, 2010;
ENNACEUR, 2010). Tais processos parecem envolver o cértex perirrinal e o hipocampo,
respectivamente (BROWN & AGGLETON, 2001).

A memoria de reconhecimento espacial ou simplesmente memoria espacial refere-se a
capacidade dos individuos que expostos a um grupo de objetos sdo capazes de reconhecer

alteracdes na localizacdo espacial prévia e identificar os objetos deslocados entre eles
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(ENNACEUR & DELACOUR, 1988). O teste comportamental de uma Unica tentativa para
essa capacidade ¢ a tarefa de reconhecimento da localizacéo espacial de objetos (MUMBY et
al., 2002) adotada no presente trabalho, e que compreende igualmente duas fases: uma fase
prévia de exposicao onde um grupo de dois ou mais objetos iguais é apresentado ao animal a
ser testado, e uma fase de teste propriamente dita onde um dos objetos previamente
apresentados é deslocado de sua posicao original para uma nova posi¢do (DERE et al., 2007).
E esperado que o objeto deslocado seja o preferido do animal e essa preferéncia pode ser
medida por um maior tempo de exploracao a ele dedicado. Essa tarefa parece envolver CAL,
CA3 e o giro denteado com diferentes contribuigdes de cada qual (LEE & KESNER, 2004,
MARTIN & CLARK, 2007).

1.3 A Contribuicdo do Giro Denteado no Reconhecimento da Forma e da

Localizagao Espacial

Dados de numerosos ensaios experimentais consolidaram a nocao de que a integridade
do hipocampo é essencial para a formacdo de memdria episddica (em humanos) ou similar a
episodica (em outros animais). Essas memdrias respondem basicamente a trés perguntas
acerca do objeto que se examina: O que é?, onde estava? e quando?, possibilitando a distingdo
inambigua entre objetos novos e familiares (CRYSTAL, 2010). Para dar conta dessa tarefa o
cérebro precisa acentuar as diferencas entre as experiéncias antigas e novas (Figura 2) antes
qgue a codificacdo ocorra de modo a poder distingui-las (SCHMIDT, MARRONE &
MARKUS, 2012). Para tanto, numerosas evidéncias apontam que a integridade do giro
denteado é fundamental para esse processo e 0 seu comprometimento diminui a capacidade
dos individuos lesionados de distinguir objetos (padrdes) similares com padres espaciais
diferentes (GILBERT, KESNER & LEE, 2001). No mesmo trabalho esses autores
demonstram que a separagdo de padrbes temporais € funcdo de CA1(GILBERT et al., 2001).
A figura 2 € um exemplo do desafio que nos € imposto quando temos que lembrar de eventos
similares mas separados no tempo.

Na formacdo hipocampal dos mamiferos o giro denteado é caracterizado por enviar
projecdes unidirecionais poderosas para as células piramidais de CA3 através das fibras
musgosas. Essas fibras formam um tipo Unico de sinapse rica em zinco que parece oferecer
uma duplicata da informacdo que as células piramidais de CA3 j& haviam recebido dos
neurdnios da camada Il do cortex entorrinal e que projetam tanto para a camada molecular do

giro denteado quanto para CA3, (Figura 3). Essa duplicata parece preencher os requisitos
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necessarios para lidar com o problema de ter que acentuar as diferencas entre 0s eventos,
antes de codifica-los para poder distinguir o novo do velho, e essa tarefa tem sido denominada
separacdo de padrdes (do inglés “pattern separation”) (LEUTGEB & MOSER, 2007).

Figura 2. Como distinguir memdrias de duas festas de aniversario que ocorreram em anos
diferentes? Numerosas experiéncias semelhantes a essa (que ocorreram no mesmo lugar,
contem as mesmas pessoas mas sdo distintas no tempo) precisam ter suas diferencgas
acentuadas para serem lembradas como experiéncias separadas antes de serem codificadas, e
esse papel de acentuar as diferengas parece ser do giro denteado (LEUTGEB & MOSER,

2007).

T

Figura 3. Fotomicrografias para ilustrar a via perfurante marcada por transporte anterégrado (A) e as células
granulares com suas fibras musgosas correspondentes marcadas por transporte retrogrado (B) com injecdo de
Dextrana biotinilada de diferentes pesos moleculares. (A) Neurdnios da camada Il do Cortex Entorrinal enviam
projecBes através da via perfurante (seta) para o terco médio da camada molecular do giro denteado (estrelas),
onde fazem sinapses com dendritos dos neurbnios da camada granular. (B) Células granulares (setas brancas)
enviam seus axodnios (seta preta), as fibras musgosas, para o stratum lucidum de CA3 (ndo ilustrado). (Oliveira,

2009, ndo publicado). Escala A - 250um e B - 200um.
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Em estudos com camundongo knockouts para receptores de NMDA no giro denteado,
incapazes portanto de originar LTP de forma seletiva nas sinapses da via perfurante com os
dendritos das células granulares, observou-se que a performance dos camundongos no
paradigma padréo de condicionamento para medo contextual ndo foi afetada em relacdo aos
controles quando o teste de “freezing” (imobilidade do camundongo) era aplicado em uma
segunda camara com diferencas visuais marcantes. Entretanto quando as duas camaras de
teste eram tornadas menos distintas uma da outra e o condicionamento aplicado, o
camundongo knockout era incapaz de distingui-las sendo punido com o estimulo aversivo
(choques) pela escolha incorreta, enquanto que os animais controle aprendiam a evitar a
escolha incorreta (MCHUGH et al., 2007).

Estudo subsequente comparou as propriedades das células granulares jovens (recém
nascidas) em comparacdo com as velhas e encontrou que as células granulares jovens sao a
peca fundamental para a tarefa de separacdo de padrBes espaciais, enquanto que as células
granulares velhas responderiam pela propriedade de completar uma versdo parcial de um
padrdo espacial familiar (NAKASHIBA et al., 2012). Estudos de ressonancia magnética
funcional em humanos revelaram que as regides do giro denteado e CA3 estavam
especialmente ativas durante as tarefas que exigiam a separacdo de padrdes espaciais (LACY
et al.,, 2011). Durante o envelhecimento a tarefa de separacdo de padrbes espaciais parece
tornar-se menos eficiente e esse decréscimo pode ser a origem dos déficits de memdria
espacial encontrados nesse periodo da vida (HOLDEN & GILBERT, 2012).

A capacidade de detectar quando um estimulo é novo ajuda o animal a focar sua
atencdo aos eventos no ambiente que potencialmente representam novas ameagas ou novas
oportunidades. Qual seria a contribui¢do do giro denteado para essa tarefa?

A memodria de reconhecimento de objeto pode ser subdividida em duas categorias: o
reconhecimento do objeto em si mesmo e o reconhecimento associativo. O reconhecimento do
objeto esta relacionado ao item sob observacédo e identifica se se trata de um objeto novo ou
familiar enquanto que o reconhecimento associativo identifica se um grupo de elementos
familiares foi ou nédo espacialmente reconfigurado (AGGLETON, BROWN & ALBASSER,
2012).

Empregando genes de expressao rapida que ndo requerem sintese proteica prévia para
serem ativados foi possivel correlacionar o padrdo de sua ativacdo com as tarefas
comportamentais de interesse. EXistem numerosos genes de expressdo rapida e eles sdo

classificados em dois grupos: fatores reguladores de transcricdo que influenciam a funcao
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celular através da ativacdo de outros genes que eles regulam e os genes denominados de
fatores efetores que controlam diretamente a funcdo celular de maneira especifica. Os genes
C-Fos e zif268 sdo fatores reguladores de transcricdo e desempenham papeis na plasticidade
de longo prazo (GUZOWSKI, 2002). A expressao transitoria desses genes ap6s estimulagédo
de diferentes naturezas precede a de outros genes, dai a sua denominacdo (HERRERA &
ROBERTSON, 1996).

As regides que tiveram suas células ativas mapeadas através de genes de expressao
rapida durante a estimulacdo, revelaram diferencas chave nos dois componentes da memoria
de reconhecimento de objeto indicando que a novidade do objeto é consistentemente
associada a ativacdo em apenas duas regides, o cortex perirrinal e a area visual associativa
adjacente a area Temporal 2, enquanto que o0 reconhecimento associativo ativou C-Fos no
hipocampo mas ndo no cortex perirrinal (AGGLETON et al., 2012). A falta da expressao de
C-Fos no cortex perirrinal na tarefa de reconhecimento associativo foi interpretado como
refletindo o fato de que o(s) item(s) sob observagdo permanece(m) familiar(es) ainda que
apresentado(s) sob uma nova combinacdo. Por outro lado quando o reconhecimento foi
associado com atividade C-Fos no hipocampo, havia sempre a exploracdo ativa do objeto
novo envolvendo estimulacdo e processamento multissensorial e ativacdo das vias de projecéo
do cértex entorrinal para o hipocampo incluindo a via perfurante para o giro denteado e a
projecdo de CA3 previamente mencionada. Assim o0 giro denteado parece essencial para a
tarefa de reconhecimento associativo.

Finalmente € importante ressaltar a contribuicdo do giro denteado para a neurogénese,
fungdo sem a qual o aprendizado espacial novo e as novas memorias espacial e de
reconhecimento de objeto s&o dificultadas; (ver VUKOVIC et al., 2011 para revisdo). A
atividade de neurogénese na camada subgranular do giro denteado parece estreitamente
relacionada a atividade sinaptica normalmente aumentada pelo exercicio voluntario e a
estimulacdo nova multissensorial e cognitiva (VAN PRAAG et al., 2005; LI et al., 2010).
Durante o envelhecimento, declinio cognitivo e diminui¢cdo da neurogénese caminham lado a
lado, tendo sido demonstrado que a estimulagdo multissensorial e cognitiva através do
ambiente enriquecido restaura a neurogénese e melhora o desempenho espacial em ratos
velhos (SPEISMAN et al., 2012).

Para explorar mais diretamente o papel da neurogénese subgranular no processamento
da novidade, avaliou-se o desempenho em tarefas de reconhecimento de objeto em
camundongos adultos e velhos apds a neurogénese ter sido interrompida por manipulagdo

genética reversivel ou por irradiacdo com R-X (DENNY et al., 2012). Nesse trabalho tornou-
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se evidente que apds 4-6 semanas apos a irradiacdo ou ablagdo genética cessar, a exploragédo
do objeto novo anteriormente prejudicada, tornou-se significante, confirmando que a presenca
de novas células granulares é essencial para a formacdo de novas memdrias e que a
neurogénese associada era menor nos camundongos velhos em comparacdo aos jovens
(DENNY et al., 2012). Da mesma forma o exercicio voluntario melhora o desempenho em
tarefas de reconhecimento de objetos, aumentando os niveis de fatores neurotréficos no cortex
perirrinal e no hipocampo e esse desempenho foi tanto mais duradouro quanto mais jovem 0s
ratos testados (HOPKINS, NITECKI & BUCCI, 2011).

Como as células neurais progenitoras residindo na camada subgranular do giro
denteado s&o reguladas por fatores de crescimento e respondem ao microambiente ajustando
seu nivel de proliferacdo para determinar a taxa de neurogénese, é razoavel supor que o giro
denteado é uma peca chave para as memorias de reconhecimento de objeto (LI et al., 2012).

Em trabalhos anteriores realizados em nosso laboratdrio (DINIZ et al., 2012; DINIZ et
al., 2010a) demonstrou-se através de avaliagdes comportamentais e do estudo da distribuicéo
laminar de astrécitos no giro dentado em camundongos idosos e jovens, alojados desde o
desmame, em gaiolas padrdo (ambiente pobre) ou enriquecidas, que o empobrecimento
ambiental agrava o declinio cognitivo associado ao envelhecimento e que esse efeito parece
estar associado & mudancas na distribuicdo laminar astrocitica no giro denteado (DINIZ et al.,
2010b). A anélise quantitativa da distribuicdo laminar dos astrdcitos no giro dentado revelou
gue a camada molecular desenvolveu astrocitose em resposta ao enriquecimento ambiental e
ao envelhecimento, a camada polimorfica foi alterada apenas pelo envelhecimento e a camada
granular ndo mudou o numero de astrocitos. Sugeriu-se que essas duas condicOes
(envelhecimento e enriquecimento) podem induzir a proliferacdo de diferentes fenotipos
morfologicos de astrocitos. Esses resultados sdo consistentes com relatos anteriores
mostrando que os ambientes empobrecido ou enriquecido poderiam impedir (SPANGLER et
al., 1994; WINOCUR, 1998; VAN DER STAAY, 2002) ou preservar (PETROSINI et al.,
2009), respectivamente, o desenvolvimento cognitivo normal.

Dando prosseguimento a esses esforgos iniciais voltados para 0s astrocitos,
investigamos o impacto do estresse perinatal imediato e do exercicio tardio na morfologia
microglial de ratos adultos e senescentes da regido septal lateral expandindo essas
observacdes (DE LIMA, 2012). Nesse trabalho investigou-se se as mudangas morfologicas
microgliais induzidas pelo envelhecimento eram influenciadas por mudangas no tamanho da
ninhada no inicio da vida e por um estilo de vida sedentério. Para avaliar essas questdes, ratos

da variedade Wistar amamentados em ninhadas de 6 ou 12 filhotes por nutriz foram mantidos
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sedentarios em grupos de 2-3 do 21° dia pds-natal em diante. Aos 4 (adulto) ou aos 23 (velho)
meses de idade, metade dos ratos sedentérios foram submetidos a regime progressivo de
exercicio em esteira rolante, durante cinco semanas, enquanto os demais permaneceram
sedentarios. Depois de testes de memdria espacial e de reconhecimento da forma de objetos,
todos os animais foram sacrificados e tiveram seus cérebros processados para imunomarcagao
seletiva para microglias/macréfagos com anticorpo anti Iba-1. A seguir uma fracdo
representativa das células imunomarcadas do septum lateral foi reconstruida em trés
dimens@es usando o programa Neurolucida e as caracteristicas morfoldgicas de cada célula
reconstruida foi quantificada com o software Neuroexplorer. Foi encontrado que o estilo de
vida sedentario de ratos Wistar mantidos em gaiolas padrdo de laboratério durante toda a vida
estd associado a déficits de memoria espacial em individuos maduros e idosos, ndo
importando o tamanho da ninhada, e que o exercicio reduziu esse efeito nos individuos de
ninhadas pequenas, mas ndo nos de ninhadas grandes. Por outro lado todos os individuos
idosos e sedentarios ndo importando o tamanho da ninhada tiveram sua memoria de
reconhecimento de objeto prejudicada, e o exercicio reduziu esse efeito em ambos 0s grupos.
A anadlise da morfologia microglial revelou que a area e o perimetro do corpo celular e o
volume dos ramos parecem ser afetados mais intensamente pelo envelhecimento e que essa
alteracdo é mais acentuada nos animais de ninhada grande. Além disso, observou-se retracdo e
espessamento dos ramos nos animais velhos em maior proporgdao nos animais sedentarios de
ninhadas grandes.

Nesta dissertacdo empregou-se parte dos mesmos animais empregados por De Lima,
2012, removendo apenas o0 grupo exercitado, mudando apenas a area alvo sob investigacao
que passou a ser a camada molecular do giro denteado por todas as razbes previamente

enumeradas.
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2. OBJETIVO GERAL

Postas as razoes, elegemos para o presente trabalho investigar possiveis alteraces na
morfologia glial da camada molecular do giro denteado em ratos jovens e envelhecidos
submetidos a estresse pos-natal imediato, comparando o desempenho cognitivo de animais
provenientes de ninhadas grandes e pequenas, predizendo que o fenotipo morfolégico

microglial estaria tanto mais alterado quanto maior o declinio cognitivo encontrado.

2.1. Objetivos Especificos

Investigar em Rattus novergicus da variedade Wistar, aos 4 e aos 23 meses de idade,

possiveis influéncias do tamanho da ninhada sobre:

e memdrias de reconhecimento da identidade e da localizacdo espacial de
objetos;

e morfologia tridimensional detalhada das microglias da camada molecular do
giro denteado;

e possiveis interacBes entre as varidveis tamanho da ninhada e idade.
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3. METODOS

Todos os procedimentos experimentais utilizados foram submetidos e aprovados pelo
Comité Institucional que regulamenta a utilizacdo de animais em pesquisas cientificas da
Universidade Federal de Pernambuco e manuseados de acordo com as recomendacdes

contidas no documento “Principles of Laboratory Animal Care” do National Institute of

Health — NIH (USA).

3.1. Grupos Experimentais

Os animais utilizados foram obtidos da col6nia de ratos Wistar, do Departamento de
Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco.

Fémeas adultas com acesso livre a comida e 4gua foram alimentadas com ragdo para
roedores peletizadas (Purina do Brazil Ltda) com 23% de proteina e mantidas em grupo de
dois ou trés individuos. Apos o0 acasalamento e a gestacdo, as ratas gravidas pariram de sete a
doze filhotes por ninhada. Um método direto para inducdo de niveis de competicdo entre
irmé&os e de cuidado materno diferenciado durante o periodo de lactacdo, consiste em alterar o
namero de filhotes por ninhada (RIVERA, 2003).

Para manipular o cuidado materno e o nivel de competicdo pelas tetas, as ninhadas
foram reorganizadas 48h apds o nascimento para constituir ninhadas pequenas (seis filhotes
por nutriz, N = 10) ou grandes (12 filhotes por nutriz, N = 10). Foram utilizados 20 ratos
Wistar (Rattus norvegicus) machos, mantidos sob as condic¢Ges de cuidado materno regular ou
cuidado materno reduzido durante o periodo de lactagdo. Dessa maneira, a quantidade de leite
materno e o comportamento da nutriz sdo de qualidade e quantidade normal, porém os
animais das ninhadas maiores recebem menor cuidado e experimentam um nivel de
competi¢do maior, uma vez que a quantidade de tetas ndo é suficiente para amamentar todos a
um sé tempo e a mae necessita dividir os cuidados maternos individuais entre os filhotes. A
formag&o e 0 niumero de animais por grupo estdo sumariados na Tabela 1.

Também se pressup6s amparados na literatura (JANS & WOODSIDE, 1987;
MORAG, POPLIKER & YAGIL, 1975; YAGIL, ETZION & BERLYNE, 1976) que nesses
dois tamanhos de ninhadas ndo ocorre subnutrigdo, mas que cada filhote da ninhada grande
(12:1) recebeu menos lambidas e cuidados de limpeza maternos e que estariam sob maior

nivel de competicéo pelas tetas quando comparados aos filhotes da condicgéo 6:1.
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Tabela 1- Namero de Animais Por Grupo Experimental

NG NP
Jovem N=5 N=5
Velho N=5 N=5

Os pesos corporais foram medidos em diferentes janelas temporais de modo a seguir
sua evolucéo nas diferentes condi¢des experimentais. A sequéncia experimental em funcéo do

tempo (antes e apds o periodo de aleitamento) é apresentada na figura 4.

Linha do tempo Experimental

v

600 727 728 729

_______ ] ] } | @sacrificio
a2/ o
Nascimento Pesagem .
1 | ] 1 1 1 )
{ ) 155 156 157 Memria

y | | | o espacial
Formacio - I 1 1 Psacrificio Adaptacio
dos grupos v v aoaparato Reconhecimento
(6ou12 Adaptacdo | Reconhecimento de objeto
filhotes) ao aparato | de objeto

Memoria
espacial

Figura 4: Sequéncia experimental em fungdo do tempo. Os ndmeros indicam o tempo
decorrido em dias apds o0 nascimento. A sequéncia de procedimentos é a mesma para
ninhadas grandes (12 filhotes por nutriz) e pequenas (6 filhotes por nutriz).

3.2. Ambiente e Condigdes Sedentarias

Ap0s o periodo de amamentacao todos 0s grupos experimentais foram constituidos por
machos, mantidos com acesso livre a &gua e comida com a mesma ragédo peletizada adotada
para as nutrizes e referida anteriormente. Os animais foram mantidos em grupos de 2 ou 3, em
gaiolas de polipropileno (51 x 35.5 x 18.5 cm) em sala com controle de luminosidade e ciclos
claro-escuro de 12h, iniciando o ciclo claro as 6:00h da manh&, e com temperatura ambiente
de 23° + 1° C, reproduzindo as condic¢des padrdo da maioria dos alojamentos de animais de

laborat6rio.
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3.3. Testes Comportamentais

Todos os ratos, jovens e velhos, independente do tamanho da ninhada foram
submetidos a testes de reconhecimento de objeto e memoria espacial. A figura 5 ilustra em
diagrama esquematico os fundamentos dos testes que no caso especifico do presente trabalho,
correspondem ao grupo de testes de uma Unica tentativa, onde ap6s um periodo de exposicao
aos objetos e um intervalo de tempo previamente definido os animais sdo re-expostos a
objetos deslocados (memoria de reconhecimento espacial) ou a objetos novos (memdria de

reconhecimento da identidade do objeto).

Figura 5: Aparato dos  testes
comportamentais. Diagrama esquematico
ilustrando os testes de memoria espacial e
de reconhecimento de objeto. A-
Reconhecimento da identidade do objeto:
nesse teste é esperado que 0s ratos
gastassem mais tempo explorando o objeto
novo do que o familiar. B-
Reconhecimento da nova localizagdo do
objeto: nesse teste € esperado que 0s ratos
gastassem mais tempo explorando o objeto
deslocado do que o estacionario. Figura
modificada a partir de (ENNACEUR et al.
2005).

O equipamento para o teste de reconhecimento de objeto e memoria espacial consistiu
de uma arena circular de madeira de paredes envernizadas. O ch&o era pintado com linhas que
o dividiam em 4 quadrantes e a luminancia no centro da arena estava em torno de 2.4 cd/mz2.
O protocolo detalhado e as razdes para escolha dos testes foram providas e discutidas em
publicacdo prévia (DERE et al., 2007; Tulving, 2001; ENNACEUR et al., 2005).

Em poucas palavras os ensaios comportamentais a seguir descritos foram realizados
em cinco dias: um dia para habituacéo ao campo aberto, dois dias para habituacdo aos objetos
e dois dias para os testes propriamente ditos: um dia para cada teste. Para minimizar a
influéncia da preferéncia natural por um ou outro objeto, escolhemos objetos de mesmo
material, mas de geometrias diferentes que poderiam ser facilmente discriminados e tinham
possibilidades de interacdo comparaveis (DERE, HUSTON & DE SOUZA SILVA, 2005).
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Assim, todos os objetos usados eram de plastico, com formas, alturas, e cores
diferentes. Antes da entrada do rato na arena, os objetos, 0 assoalho e as paredes da arena
eram limpos com alcool a 75% para minimizar as pistas olfatérias.

o Habituagcdo ao campo aberto: cada sujeito era colocado na arena livre
de objetos, por cinco minutos para que explorasse o campo aberto.

o Habituacdo aos objetos: cada sujeito era exposto a dois objetos
idénticos colocados em dois quadrantes da arena por cinco minutos, trés vezes, com
50 minutos de intervalo entre as exposicdes durante os quais eles retornavam as suas
gaiolas. Esses objetos utilizados na habituagéo ndo eram usados no dia do teste.

o Fase de Teste: o teste de reconhecimento de uma Unica tentativa foi
aplicado em dois dias consecutivos e corresponderam aos testes de reconhecimento da
identidade (reconhecimento da forma) e da localizacdo espacial do objeto
(reconhecimento da localizacdo espacial).

. Teste de Reconhecimento da Identidade do Objeto: consistiu de trés
momentos: exposi¢do de cinco minutos de duracdo (fase de pré-exposi¢do) durante o0s
quais os sujeitos exploravam dois objetos idénticos, intervalo de 50 minutos e nova
exposicdo (fase de teste) de cinco minutos durante os quais um dos objetos familiares
(ja explorados durante a fase pré-exposicdo) era substituido por um objeto novo. Os
objetos utilizados diferiam em forma, dimensdes e textura e ndo tinham nenhum
significado etoldgico para os ratos. Nesse teste era esperado que 0s sujeitos gastassem
mais tempo explorando o objeto novo em comparacgdo ao familiar.

o Teste de Reconhecimento da Localiza¢éo Espacial do Objeto: seguia o
mesmo procedimento adotado para o teste de reconhecimento da identidade do objeto
exceto que 0s objetos permaneciam 0s mesmos e que na fase de teste um dos objetos
idénticos era deslocado para uma nova posicdo (objeto deslocado). Nesse teste era
esperado que 0s ratos gastassem mais tempo explorando o objeto deslocado quando

comparado ao estacionario.

O registro consistia essencialmente em medir o tempo (em segundos) que 0s sujeitos
gastavam em cada objeto durante a fase de teste em relacdo ao tempo de exploragéo total dos
objetos, definindo-se valores para o reconhecimento da identidade do objeto (hovo versus

familiar) e para o reconhecimento da localizacdo espacial (deslocado versus estacionério).



21

Para padronizar o inicio e o fim da contagem do tempo de exploracdo em cada objeto,
0s crondmetros controlados por dois experimentadores eram disparados sempre que um rato
se aproximava de um objeto permanecendo com a cabeca voltada para o objeto a uma
distancia ndo maior do que 3 cm deste. Para dar precisdo a essa medida pintou-se no assoalho
um circulo concéntrico em torno do objeto de modo que os experimentadores pudessem
acionar os crondmetros sempre que a cabeca invadia essa regido. Essa definigcdo exigia que 0s
objetos permanecessem no mesmo lugar durante a exploracdo e para isso escolhiam-se
objetos pesados para a interagéo.

Os dados comportamentais foram analisados utilizando estatistica paramétrica e teste t
bicaudal para grupos interdependentes, estabelecendo-se como significantes as diferengas nos
valores percentuais de exploracdo dos objetos calculados em relacdo ao tempo total de
exploracdo, cujos valores de p (densidade de probabilidade) ndo eram maiores do que 0,05
(Dix and Aggleton 1999). Critério adicional era exigido para que se considerassem diferentes
os tempos percentuais de exploracgdo, definindo como 60% o valor minimo aceitavel no tempo

de exploracdo do objeto mais explorado.

3.4. Procedimentos Histoldgicos e Microscopia Tridimensional

Apobs 0s testes comportamentais todos os animais foram pesados e anestesiados com
uma dose letal de tribromoetanol (0.04ml/g de peso corporal) e a seguir perfundidos com
solucdo salina heparinizada seguida de paraformaldeido a 4% em tampéo fosfato 0.1M, pH
7.2 — 7.4. Séries alternadas de sec¢bes de 70um de espessura obtidas em um vibratomo
(Micron), foram imunomarcadas com anticorpo policlonal (anti-lbal, #019-19741; Wako
Pure Chemical Industries Ltda., Osaka, Japan) dirigido contra a proteina adaptadora ligante de
calcio ionizado Iba-1, um marcador seletivo para microglia/macrofagos. Normalmente a
proteina Iba-1 funciona como uma molécula adaptadora ligante de calcio na linhagem
monocitica, que inclui a microglia (ITO et al., 1998). Para imunomarcacéo as sec¢des foram
tratadas para recuperacdo antigénica flutuando livremente em uma solugéo de acido borico 0.2
M pH 9.0, durante 60 minutos a 65-75°C, resfriadas a temperatura ambiente no mesmo
tampé&o e entdo lavadas em tampéo fosfato/solucdo salina 0,1M pH 7.2 — 7.4 (PBS) por trés
vezes durante 2 minutos. A seguir foram imersas por 20 minutos em soro normal de cabra a
10% e entdo incubadas no anticorpo primario anti Iba-1 (2ug/ml em PBS), por trés dias a 4° C
com agitacdo suave e continua. Apos essa etapa as sec¢des foram lavadas novamente em PBS

e imersas em solucdo contendo o anticorpo secundario por 12h (cabra anti-coelho 1:250 em
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PBS, Vector Laboratories), inativamos a enzima peroxidase enddgena imergindo as secgdes
em uma solucdo a 3% de perdxido de hidrogénio em PBS durante 2 minutos. As seccOes
foram lavadas em PBS trés vezes por dois minutos e entdo transferidas para uma solugdo de
avidina-peroxidase diluida em tampéo fosfato 0.1M, pH 7.2 — 7.4 (ABC) e ap6s uma hora
foram lavadas novamente em PBS por trés vezes durante dois minutos e incubadas em
tampé&o acetato 0.1 M (pH 6,0) por quatro minutos antes de serem incubadas na solucdo de
glucose-oxidase/DAB/Niquel (0.6 mg/ml diaminobenzidina; 2,5 mg/ml de cloreto de niquel e
amonio e 0,1 mg/ml de glicose oxidase (GND) (SHU, JU & FAN, 1988). A solucdo de GND
foi utilizada para acentuar o contraste entre os sitios de marcacdo e a coloracdo de fundo
inespecifica através da utilizacdo do niquel, e a0 mesmo tempo prolongar o tempo de reacdo
pela liberacdo lenta de oxigénio nascente permitindo maior controle dos resultados. A
confirmacdo da especificidade da reacdo foi feita pela remocéo do anticorpo primario o que
resultou na auséncia de imunoreatividade nas sec¢des (SAPER & SAWCHENKO, 2003).

Para a reconstrucdo tridimensional das microglias da camada molecular do Giro
denteado utilizou-se o microscopio oOptico (Optiphot2, NIKON) com platina motorizada e
conversores analogo-digitais (MAC200, Ludl Electronic Products, Hawthorne, NY, USA)
para conversdo digital da informacdo relativa as coordenadas espaciais (X, Y, Z) de cada
ponto digitalizado. Esse sistema é acoplado a microprocessador que controla 0s movimentos
da platina com auxilio de programa especializado (Neurolucida, MicroBrightField, Williston,
VT, USA) e estoca as coordenadas dos pontos de interesse. No sentido de se evitar
ambiguidades na identificacdo dos objetos de interesse e garantir maior precisdo nas
reconstrucdes, primeiro localizou-se a camada com a objetiva de 4,0 x e apos fez-se a
substituicdo pela objetiva PLANFLUOR, 100X (NA 1.3; DF = 0.2 pum; Nikon, Japan)
utilizada para as reconstrucdes tridimensionais.

O estudo morfologico fornece dados para uma andlise qualitativa e quantitativa e
permite também a determinacdo da distribuicdo dos objetos de interesse reconstruidos
(ACSADY et al., 1998).

As reconstrucGes microgliais foram feitas a partir da camada molecular do Giro
Denteado e somente aquelas que apresentavam terminag0es completas foram utilizadas.

Ao final a selecdo da microglia a ser reconstruida permitiu garantir que apenas aquelas
com arborizacbes completas (integras) foram utilizados para analise. As microglias
seccionadas durante o corte por vibrdtomo foram excluidas. NGs aplicamos corre¢do para
retracdo induzida pelo processamento histolégico nos dados da morfometria de forma linear

para todos 0s grupos experimentais exclusivamente para o eixo z onde presumiu-se 60% de
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retracdo. Em cada grupo foram reconstruidas 30 microglias, no total de 120. Essas células
foram submetidas & andlise morfométrica realizada com o programa Neuroexplorer
(MicroBrightField, Williston, VT, USA).

Os itens morfométricos das microglias reconstruidas submetidos a analise quantitativa
estdo indicados na tabela 2 e alguns destes itens sdo representados na figura 6 e 7. A média
aritmética e o erro padrdo foram calculados para cada varidvel morfolégica para todos os
grupos experimentais. Em raras ocasifes valores extremos foram detectados e excluidos de
todas as amostras com base em analises de quartis para detectar valores extremos em amostras
com distribuicdo normal. A normalidade foi testada com o software BioEstate 5.0 utilizando o
teste D'Agostino’'s K-squared test, assumindo distribuicdo normal para valores de p<0,05. As
analises de variancia com ANOVA dois critérios foram realizadas com o software GraphPad

Instat 3.10, considerando valores de p<0,05.

Figura 6: Tortuosidade (T) é a razdo entre os valores de L e R (T=L/R). (Adaptado de
SANTOS-FILHO, 2007).



Tabela 2 — Parametros morfologicos analisados

Area do soma Area definida pelo contorno do soma

Numero de protrusoes Soma total do numero de processos < 2,5um de cada

microglia

Quantidade de ramos Numero total de ramos (que ndo sejam protrusdes)

V = 1/3*Pi*L ((R1*R1)+(R2*R2)+(R1*R2)), onde:
Volume dos ramos L = comprimento do segmento; R1=raio no inicio do
(segmentos) segmento

R2 = raio no fim do segmento

Diametro da base do O diametro do primeiro ponto de cada ramo

ramo primario

24
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Comprimento
do Ramos

Protrusdes=
Pontosde -~ Segmentos < 4um

Ramificacdo

Perimetro do
Diametro da Base

do Ramo Primario

Soma

Area do
Soma

Figura 7: Desenho esquematico mostrando alguns dos parametros morfométricos analisados
pelo programa NeurolUcida.
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4. RESULTADOS
4.1. Evolucéo do Peso Corporal

A figura 8 ilustra a evolucdo do peso corporal dos diversos grupos experimentais
indicando a média e os erros padrdo para cada grupo apos 7, 14, 21, 30, 90, e 600 dias pos-
natal. Foi detectado ganho de peso progressivo e significante independente do tamanho da
ninhada em todas as janelas temporais. Quando comparados aos animais de ninhadas
pequenas o0s Vvalores médios dos pesos dos animais das ninhadas grandes foram
significantemente menores do 7° ao 30° dia pds-natal. Apds esse periodo as diferencas dos
pesos corporais médios dos diferentes grupos desapareceram. Entretanto aos 600 dias ap6s o
nascimento 0s animais das ninhadas pequenas apresentaram peso corporais maiores do que 0s
das ninhadas grandes. As diferencas médias maiores foram encontradas entre os pesos dos

animais de 14 e 21 dias p6s-natal.
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7d 14d 21d 30d 90d 600d

Figura 8: Peso dos animais. Evolugdo do peso corporal nos diferentes grupos
experimentais. O eixo dos Y representa as medias aritméticas dos pesos corporais (média +
erro padrdo da média) de ratos oriundos de ninhadas de 6 filhotes (ninhada pequena) e 12
filhotes por nutriz (ninhada grande) em funcdo da idade. (*) indica diferencas significativas
apos teste T bi-caudal (p<0,05).

4.2. Teste de Membria

Os resultados dos testes de reconhecimento da identidade (figura 9) e da localizagao
espacial de objetos (figura 9B) séo ilustrados na figura 9. Em conjunto, eles demonstram que

a vida sedentaria prejudica a memoria espacial de ratos Wistar adultos e velhos independente
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do tamanho da ninhada e que o exercicio reduz esse efeito nos animais velhos oriundos de

ninhadas pequenas, mas ndo nos de ninhada grande. Por outro lado, todos os animais velhos

sedentarios independentemente do tamanho da ninhada e os sedentarios adultos de ninhada

grande tiveram prejudicada sua memoria de reconhecimento da identidade do objeto e que o

exercicio reduziu esse impacto em todos os animais (De Lima, 2012)
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Figura 9: Teste de memdria. Reconhecimento da forma (A) e da localizagdo espacial (B) dos
objetos. Os resultados sdo expressos em valores percentuais do tempo total de exploragéo. (*)
indica diferenca significativa Apds ANOVA dois critérios (p<0,05).

4.2.1. Teste de Reconhecimento de Identidade do Objeto (O qué?)

Os ratos jovens de ninhadas pequenas, mas ndo os de ninhadas grandes, puderam
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distinguir objetos novos de objetos familiares; em contraposi¢do, os animais velhos
independentemente do tamanho da ninhada ndo puderam distinguir os objetos.

4.2.2 Teste de Reconhecimento da Localizacdo Espacial (Onde?)

Todos os animais independentemente do tamanho da ninhada foram incapazes de

distinguir os objetos estacionarios dos deslocados.

4.3. Andlise Tridimensional da Morfologia Microglial da Camada Molecular do
Giro Denteado

A andlise estatistica empregando ANOVA dois critérios para cada variavel
morfométrica aplicada a todos os grupos experimentais revelou influéncia variavel do
tamanho da ninhada e envelhecimento (Tabelas 3 e 4).

De posse dos resultados observamos que dos 10 parametros morfométricos analisados
seis foram influenciados pelo tamanho da ninhada (Figuras 11, 13, 16, 17, 18, 19), dez foram
influenciados pela idade (Figuras 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19), e seis foram
influenciados por ambos as variaveis (Figuras 11, 13, 16, 17, 18, 19).

Com relacdo ao perimetro do soma, observamos que as microglias de animais velhos
possuem somas com maior perimetro quando comparadas as microglias de animais novos. Foi
encontrada diferenca significativa entre os animais velhos e jovens oriundos de ninhada
grandes (Figura 10).

35 *
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Figura 10: Perimetro do soma. O eixo Y representa as médias aritméticas dos perimetros do soma (média £
erro padrdo da média) de ratos oriundos de ninhadas de 6 filhotes (ninhada pequena - NP) e 12 filhotes por nutriz
(ninhada grande - NG) em funcdo da idade: jovem e velho; (*) indica diferencas significativas entre as idades,
ap6s ANOVA dois critérios (p<0,05).
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Analisando a area do soma, foi observado que microglias de animais velhos possuem
somas com maior area quando comparados com as de animais jovens, encontrando-se
diferenca significativa entre animais velhos de ninhada grande e ninhada pequena, entre
animais jovens e velhos de ninhada grande e entre animais jovens e velhos de ninhada

pequena (Figura 11).
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Figura 11: Area do soma. O eixo Y representa as médias aritméticas da area do soma (média + erro padrdo da
média) de ratos oriundos de ninhadas de 6 filhotes (ninhada pequena - NP) e 12 filhotes por nutriz (ninhada
grande - NG) em fun¢do da idade: jovem e velho; (*) indica diferencas significativas entre as idades e (#)
ninhadas, apés ANOVA dois critérios (p<0,05).

Quando analisamos a convexidade, encontramos que microglias de animais velhos sdo
mais convexas do que as de animais novos, observando diferenca significativa entre animais

jovens e velhos de ninhada grande (Figura 12).
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Figura 12: Convexidade. O eixo Y representa as médias aritméticas das convexidades (média + erro padrdo da
média) de ratos oriundos de ninhadas de 6 filhotes (ninhada pequena - NP) e 12 filhotes por nutriz (ninhada
grande - NG) em funcdo da idade: jovem e velho; (*) indica diferencas significativas entre as idade, apds
ANOVA dois critérios (p<0,05).
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Com relacdo ao numero de protrusdes, foi observada diferenca significativa entre os
animais jovens de ninhada grande e ninhada pequena e entre animais jovens e velhos de

ninhada pequena.
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Figura 13: Namero de protrusdes. O eixo Y representa as médias aritméticas do nimero de protrusdes (média
+ erro padrdo da média) de ratos oriundos de ninhadas de 6 filhotes (ninhada pequena - NP) e 12 filhotes por
nutriz (ninhada grande - NG) em funcdo da idade: jovem e velho; (*) indica diferengas significativas entre as
idades e (#) ninhadas, ap6s ANOVA dois critérios (p<0,05)

Com relacdo ao numero de pontos de ramificacGes, foi encontrado que animais jovens
possuem microglias com maior nimero de pontos de ramificacdo quando comparado com
animais velhos, observando diferenga significativa entre animais velhos e jovens de ninhada

grande (Figura 14).
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Figura 14: Numero de pontos de ramificacdes. O eixo Y representa as médias aritméticas do nimero de pontos
de ramificagfes (média + erro padrdo da média) de ratos oriundos de ninhadas de 6 filhotes (ninhada pequena -
NP) e 12 filhotes por nutriz (ninhada grande - NG) em func¢do da idade: jovem e velho; (*) indica diferencas
significativas entre as idades, ap6s ANOVA dois critérios (p<0,05).

Em se tratando do numero de ramos, foi encontrado que animais velhos possuem
microglias mais ramificadas quando comparadas com animais jovens, sendo observada

diferenca significativa entre animais jovens e velhos de ninhada pequena (Figura 15).
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Figura 15: Quantidade de ramos. O eixo Y representa as médias aritméticas da quantidade de ramos (média £
erro padrdo da média) de ratos oriundos de ninhadas de 6 filhotes (ninhada pequena - NP) e 12 filhotes por nutriz
(ninhada grande - NG) em funcéo da idade: jovem e velho; (*) indica diferengas significativas entre as idades,
ap6s ANOVA dois critérios (p<0,05).

Com relagdo ao volume dos ramos, foi encontrado que animais velhos possuem
microglias com ramos mais volumosos quando comparados com animais jovens, sendo
observada diferenca significativa entre animais velhos de ninhada grande e ninhada pequena,
animais jovens e velhos de ninhada grande e animais jovens e velhos de ninhada pequena
(Figura 16).
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Figura 16: Volume dos ramos. O eixo Y representa as médias aritméticas do volume dos ramos (média + erro
padrdo da média) de ratos oriundos de ninhadas de 6 filhotes (ninhada pequena - NP) e 12 filhotes por nutriz
(ninhada grande - NG) em funcéo da idade: jovem e velho; (*) indica diferengas significativas entre as idades e
(#) ninhadas, ap6s ANOVA dois critérios (p<0,05).

Com relacdo a area dos ramos, encontrou-se que microglias de animais velhos
possuem ramos com maior area quando comparadas com microglias de animais jovens,
observando-se diferenca significativa entre animais jovens de ninhada grande e ninhada
pequena, entre animais jovens e velhos de ninhada grande e entre animais jovens e velhos de

ninhada pequena (Figura 17).
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Figura 17: Area dos ramos. O eixo Y representa as médias aritméticas da area dos ramos (média + erro padrio
da média) de ratos oriundos de ninhadas de 6 filhotes (ninhada pequena - NP) e 12 filhotes por nutriz (ninhada
grande - NG) em funcdo da idade: jovem e velho; (*) indica diferencas significativas entre as idades e (#)
ninhada, apés ANOVA dois critérios (p<0,05).

Quanto a tortuosidade, encontramos que animais jovens possuem microglias mais
tortuosas quando comparados com animais velhos, observando-se diferenca significativa entre

animais jovens de ninhada grande e ninhada pequena (Figura 18).
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Figura 18: Tortuosidade. O eixo Y representa as médias aritméticas da tortuosidade (média + erro padrdo da
média) de ratos oriundos de ninhadas de 6 filhotes (ninhada pequena - NP) e 12 filhotes por nutriz (ninhada
grande - NG) em funcéo da idade: jovem e velho; (*) idades e (#) ninhada, ap6s ANOVA dois critérios (p<0,05).

Por fim, com relacdo ao diametro da base do ramo primério, encontramos que animais
velhos possuem microglias com 0s ramos primarios de maior didmetro quando comparados
com animais jovens, observando-se diferenca significativa entre animais velhos de ninhada
grande e ninhada pequena, entre animais velhos de ninhada grande e entre animais velhos de
ninhada pequena (Figura 19).
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Figura 19: Diametro da base do ramo primario. O eixo Y representa as médias aritméticas do didmetro da
base do ramo primario (média + erro padrdo da média) de ratos oriundos de ninhadas de 6 filhotes (ninhada
pequena - NP) e 12 filhotes por nutriz (ninhada grande - NG) em funcdo da idade: jovem e velho; (*) indica
diferengas significativas entre as idades e (#) ninhadas, ap6s ANOVA dois critérios (p<0,05).

Os valores estatisticos encontrados ap6s a analise das varidveis morfométricas
relativas ao soma microglial e relativas aos ramos microgliais, avaliadas no presente trabalho,

estdo expostos nas tabelas 3 e 4.



TABELA 3. Variaveis morfomeétricas relativas ao soma microglial.

SOMA
COMPRIMENTO AREA CONVEXIDADE

Interaction  |F (1.16)=1.63 |p=0,2197 Interaction  |F (1.16)= 5.40 |p=0,0336 Interaction  |F (1.16)= 3{p=0,073

Idade F (1.16)= 22.63 |p=0,0002 Idade F (1.6)=48.13 [p< 0.0001 Idade F (1.6)= 13{p=0,0023

N F(1.16)=2.32 |p=0,1474 N F (1.16)= 4.89 |p=0,0419 N F (1.16)= 0|p=0,5315

VELHO-NP JOVEM-NG VELHO-NP | JOVEM-NG VELHO-NP| JOVEM-NG
VELHO-NG [P >0.05 P<0.01 VELHO-NG [P <0.05 P<0.001 VELHO-NG [P > 0.05 P<0.01
JOVEM-NP (P >0.05 P >0.05 JOVEM-NP ([P<0.01 P >0.05 JOVEM-NP [P >0.05 |P>0.05
TABELA 4. Variaveis morfométricas relativas aos ramos microgliais.
RAMOS
AREA VOLUME QUANTIDADE TORTUOSIDADE
Interaction  [F (1.16)=19.33 p=0.0005|Interaction F (1.16)= 0.71p=0,412 Interaction F (1.16)= 3.5p=0,077 Interaction F (1.6)= 8.40 [p=0,0105
TN F(1.16)= 80.59 p< 0.0001(Idade F (1.16)= 86.(p< 0.0001 Idade F (1.16)= 19.1p=0,0005 Idade F (1.6)= 16.99p=0,0008
Idade F (1.16)=30.85 p< 0.0001|TN F (1.16)= 13.3p=0,0021 N F (1.16)= 0.0(p=0,9744 N F (1.6)=2.81 |p=0,1129
VELHO-NP JOVEM-NG VELHO-NP | JOVEM-NG VELHO-NP | JOVEM-NG VELHO-NP | JOVEM-NG
VELHO-NG (p> 0.05 p< 0.05 VELHO-NG [P <0.05 P<0.001 VELHO-NG ([P >0.05 P > 0.05 VELHO-NG |P > 0.05 P > 0.05
JOVEM-NP (p<0.001 p<0.001 JOVEM-NP |P<0.001 P > 0.05 JOVEM-NP |P<0.001 P > 0.05 JOVEM-NP [P<0.001 P < 0.05
NUMERO DE PROTUSOES DIAMETRO DA BASE DO RAMO PRIMARIO NUMERO DE PONTOS DE RAMIFICACAO
Interaction F(1.16)=0.47 [p=0,5021 Interaction F(1.16)=14.71 |p=0,0015 Interaction F (1.16)=0.06 p=0,8108
Idade F(1.16)=0.47 |p=0,5021 IDADE F (1.16)= 148.30 |p< 0.0001 IDADE F(1.16)=8.40 p=0,0105
TN F(1.16)=38.19 [p<0.0001 TN F(1.16)=12.40 [p=0,0028 TN F(1.16)=0.43 p=0,5224
VELHO-NP JOVEM-NG VELHO-NP JOVEM-NG VELHO-NP JOVEM-NG

VELHO-NG P > 0.05 P > 0.05 VELHO-NG P<0.001 P<0.001 VELHO-NG P > 0.05 P > 0.05
JOVEM-NP P >0.05 P<0.001 JOVEM-NP P<0.001 P >0.05 JOVEM-NP P > 0.05 P > 0.05

34
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A figura 20 ilustra as fotomicrografias, obtidas com a objetiva de 100x em
diferentes planos de foco e as reconstrucdes tridimensionais correspondentes, obtidas
pelo programa Neurolucida, para os animais adultos e velhos que mais se aproximaram
da média de cada grupo experimental.

Note o aumento do soma nos animais velhos quando comparados aos animais
jovens, além do espessamento e aumento do nimero de ramos, sendo estes mais curtos.

Os dendrogramas e reconstrucdes tridimensionais dos animais médios de cada
grupo experimental, adultos e velhos, de ninhadas grandes e pequenas, obtidos através
dos programas Neuroexplorer e Neurolucida, respectivamente, estdo ilustrados na figura
21.
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Figura 20: Imunomarcacdo para Iba-1 e reconstrucfes tridimensionais de microglias dos animais. Fotomicrografias de microglias imunomarcadas para
anti Iba-1 dos animais de ninhadas grandes (NG) e pequenas (NP), obtidas através da objetiva de 100x em diferentes planos de foco. A esquerda, reconstrucdes
tridimensionais das microglias dos animais que mais se aproximaram dos valores médios de cada grupo experimental. Escala: 25um.
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Figura 21: Reconstrucdes
tridimensionais e  dendrogramas.
Microglias dos animais adultos e velhos,
de ninhadas grandes e pequenas, Cujos
valores morfométricos mais se
aproximaram dos valores médios de cada
grupo experimental. Note evidente
retracdo e espessamento dos ramos nos
animais velhos, assim como aumento do
soma microglial, quando comparados aos
animais adultos. Escalas 30pum.
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5. DISCUSSAO

No presente trabalho encontramos alteracbes morfoldgicas microgliais induzidas

pelo envelhecimento em Rattus novergicus, influenciadas por mudangas no tamanho da

ninhada no periodo po6s-natal imediato (2 a 21 dias). De fato em animais velhos e de ninhadas
grandes (12 filhotes por nutriz) em comparacdo com 0s animais de ninhada pequena (6
filhotes por nutriz) encontramos aumento da area do soma, espessamento e numero de ramos
aumentados. Além disso, encontramos que em testes de memdria de reconhecimento de
objeto, o Unico grupo que obteve éxito foi o jovem de ninhada pequena, enquanto que no teste
de memdria espacial, todos 0s grupos demonstraram prejuizo em sua memoria espacial.
Tomados em conjunto, nossos achados sugerem que as alteracbes no tamanho da ninhada
tem efeitos de longo prazo sobre o sistema neuroimune, com implicagbes diretas na

morfologia microglial e no desempenho cognitivo.

5.1. Cuidado Materno, Competicdo Entre Irmaos E Plasticidade Cerebral.

A manipulacdo experimental adotada no presente trabalho seguiu a estratégia utilizada
anteriormente (CELEDON, SANTANDER & COLOMBO, 1979) com adaptacdo importante
no sentido de reduzir o nimero maximo de filhotes para 12 por nutriz para evitar subnutricéo.
De fato outro trabalho prévio realizado com nimero expressivo de animais (CHAHOUD &
PAUMGARTTEN, 2009) revelou trés classes de tamanhos naturais de ninhadas em ratos
Wistar onde apenas diferencas menores foram encontradas no que concerne ao
desenvolvimento e maturacdo somatica: na classe lestariam as ninhadas com 6 a 8 filhotes
(representando 27% de todos 0s nascimentos); na classe 2 estariam as ninhadas com 9 e 10
filhotes (com 42% dos nascimentos) e na classe 3 ninhadas com 11 e 12 filhotes (23% dos
nascimentos). Nossa escolha recaiu nas classes 1 (6 filhotes por nutriz) e 3 (12 filhotes por
nutriz).

A suposicao associada ao desenho escolhido foi, portanto, de que sem induzir subnutri¢éo
um ndmero mais elevado de filhotes por nutriz nas ninhadas grandes resultaria em menor
aleitamento por filhote, com maior reducdo do cuidado materno e maior competicdo por tetas
funcionais entre os filhotes quando comparadas as ninhadas pequenas caracterizando o
estresse poés-natal imediato. A curva de evolugcdo ponderal do presente trabalho pareceu
alinhada com essas suposi¢es em que as diferencas significantes encontradas no periodo de

aleitamento revelaram menor peso médio dos filhotes oriundos das ninhadas grandes (30% a
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menos), permanecendo assim até pelo menos o 30° dia pds-natal. Medidas posteriores
realizadas aos 90 dias de vida revelaram que tais diferencas ja tinham desaparecido. Aos 600
dias ap6s o nascimento as diferencas ponderais previamente descritas voltaram a se
estabelecer ainda que em menor proporgéo (11%). Esses achados de evolucdo ponderal estéo
de acordo com descrigdes anteriores que demonstram que o crescimento e desenvolvimento
sdo dependentes do tamanho da ninhada, estabelecendo-se uma correlacao inversa entre essas
variaveis (CHAHOUD & PAUMGARTTEN, 2009). Outros estudos demonstram igualmente
de forma inequivoca que o desenvolvimento somético, neural e comportamental pds-natal é
mais lento quando os animais s&o criados em ninhadas grandes (BARTON & CAPELLINI,
2011).

Durante o periodo de aleitamento o sistema nervoso experimenta crescimento rapido e é
constituido por um numero significativo de mudangas onde o grau de plasticidade e
vulnerabilidade alcanga proporgdes ndo observadas em nenhuma outra fase da vida
(DOBBING & SANDS, 1979; DOBBING, 1974; DOBBING, 1971). Nessa fase, fatores
adversos como a reducdo do cuidado materno ou alteracBes na competicdo entre os filhotes
podem influenciar dramaticamente o desenvolvimento do encéfalo, que é geneticamente
programado para crescer mais rapidamente que o restante do organismo (MORGANE,
MOKLER & GALLER, 2002; LAUS et al., 2011; DOBBING & SANDS, 1973).

No presente trabalho essas duas varidveis foram alteradas durante o desenvolvimento
encefalico rapido pelo aumento do tamanho da ninhada e os efeitos observados em animais
sedentérios jovens e envelhecidos. Encontrou-se que as microglias da camada molecular do
giro denteado alteram sua morfologia pelo envelhecimento e essa alteracdo € mais evidente
em animais oriundos de ninhadas grandes. De fato tal como previamente descrito (DAMANI
et al., 2011) encontramos que as microglias dos animais velhos tém ramos em menor nimero,
mais curtos e mais espessos e corpos celulares maiores do que os dos animais jovens
(VAUGHAN & PETERS, 1974).

Levando em consideracdo que o nivel de stress no periodo pds-natal imediato pode ter
consequéncias fisiolégicas e comportamentais (PFEIFER et al.,, 1976; STANTON,
WALLSTROM & LEVINE, 1987, KAFFMAN & MEANEY, 2007; LANGER, 2008;
URIARTE et al., 2008), durante o desenvolvimento e na vida adulta tardia (CALDJI et al.,
1998; LIU et al., 2000; MENARD, CHAMPAGNE & MEANEY, 2004; VAN HASSELT et
al., 2011; LIU et al., 1997) e que menor cuidado materno (MEANEY & SZYF, 2005) e maior

nivel de competicdo por tetas funcionais podem gerar maior nivel de stress (ZHANG,
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ZHANG & WANG, 2011; STOCKLEY & PARKER, 2002) € razoavel supor que 0s animais
de ninhadas grandes possam té-lo sofrido em maior proporcdo do que os de ninhadas
pequenas.

Tomados em conjunto nossos resultados sugerem que o tamanho da ninhada pode alterar

a morfologia microglial tanto em animais adultos quanto em velhos.

5.2. Possiveis ImplicacBes Funcionais Das Alteracdes Senis Do Giro Denteado

Agravadas Pelo Estresse Pos-Natal Imediato

A aquisicdo e a recuperacdo da informacdo espacial sdo tarefas hipocampo-dependentes
que podem ser prejudicadas por mudancgas estruturais e funcionais induzidas pelo
envelhecimento (RIEDEL et al., 1999; D'HOOGE & DE DEYN, 2001; DA SILVA COSTA
et al., 2009). O declinio da memoria espacial em particular foi associado as mudancas em
areas envolvidas com essa tarefa tais como as que constituem a formacdo hipocampal
(ROSENZWEIG & BARNES, 2003; TEATHER et al.,, 2002; FRICK & FERNANDEZ,
2003; WIMMER et al., 2011) incluindo-se ai o cortex entorrinal, o giro denteado e o
hipocampo propriamente dito. Por outro lado o prejuizo da memoria de reconhecimento de
objeto durante o envelhecimento parece ser dependente de mudancas estruturais que incluem
a formacdo hipocampal e em particular o cértex perirrinal (BURKE et al., 2012; BURKE et
al., 2010).

Estudos recentes utilizando o macaco Rhesus revelaram que alteracdes estruturais no giro
denteado relacionadas a duas proteinas sabidamente associadas a estocagem de informacao
através da regulacdo do transporte do receptor AMPA estavam alteradas nos macacos senis,
mas ndo nos jovens e que essa alteracdo foi mais intensa no giro denteado dos animais com
pior performance nos testes de pareamento de amostras com intervalos crescentes - DNMS
(HARA et al., 2012). Esses mesmos autores demonstraram que as sinapses que as fibras
musgosas quando alteradas fazem sobre as células piramidais de CA3 revelam maior
correlagdo com os prejuizos mnemonicos identificados pela técnica do DNMS previamente
mencionada (HARA, RAPP & MORRISON, 2011).

Por outro lado evidéncias crescentes ligando regulacdo epigenética & plasticidade
sinaptica relacionada a memoria levantou a possibilidade de que a dindmica da cromatina uma
vez alterada pode contribuir para o declinio cognitivo associado ao envelhecimento. No
hipocampo em particular foi recentemente demonstrado que a orquestracdo da regulagéo
epigenética dependente de experiéncia observada no jovem adulto, é perdida durante o
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envelhecimento e que ndo ha apenas um marcador epigenético ou modificacdo dependente de
experiéncia associada ao declinio capaz de predizer a alteracdo hipocampal, mas varios deles
(CASTELLANO et al., 2012). A partir desse trabalho restou demonstrado que um padrédo
multivariado bidirecional da cromatina pode ocorrer, e que essa modificagdo é dependente da
experiéncia comportamental recente, da idade cronologica, do status cognitivo e da regido
hipocampal. De fato muitos marcadores epigenéticos acoplados com a capacidade de
memoria foram identificados em adultos jovens e velhos cognitivamente preservados mas ndo
em animais com baixo desempenho em tarefas hipocampo-dependentes.

Coerentemente os padrdes de acetilagdo/desacetilacdo envolvendo histonas em CA1,
CA3 e giro denteado foram diferentes nas diferentes regiGes em jovens e velhos
cognitivamente preservados, e dependentes da experiéncia recente, sugerindo um grau de
resolugdo anatbmica maior do que se predizia anteriormente (CASTELLANO et al., 2012). O
giro denteado em particular mostrou robusta fosforilacdo da histona 3 identificada através da
imunomarcacao para H3pS10 apos experiéncia de aprendizado recente.

No presente trabalho, apds submissdo a estresse pds-natal imediato identificamos
alteracdes da morfologia microglial e reducdo das memorias espacial e de reconhecimento de
objeto na vida adulta e durante o envelhecimento em animais que permaneceram sedentarios a
vida inteira. NOs sugerimos que tendo sido demonstrado a presenca de alteracBes epigenéticas
durante o desenvolvimento, na vida adulta e durante o envelhecimento, no hipocampo e no
giro denteado, é razoavel supor que o declinio cognitivo detectado nos animais sedentarios,
adultos e velhos empregados no presente trabalho possa estar associado pelo menos em parte
a essas transformagoes.

Tal como previamente arguido (ver discussdo em DE LIMA, 2012) é sabido que durante
o envelhecimento normal é comum observar declinio cognitivo com comprometimento
importante da memoria de reconhecimento de objetos prontamente detectado em tarefas que
envolvem aprendizado e localizacdo espacial (memoria do lugar onde estavam os objetos) e
menos intensamente do reconhecimento da identidade daqueles (memdria da forma dos
objetos). Esse declinio comega a ser observado na meia idade e parece estar estreitamente
relacionado ao estresse oxidativo que aumenta a medida que o envelhecimento progride.
Afetando mais e mais as funcbGes dependentes da homeostase do célcio e da plasticidade
sinaptica dele dependente, o envelhecimento parece associado a alteragfes funcionais dos
canais de calcio dependentes de voltagem e dos receptores de rianodina associados a

regulacdo dos estoques de calcio intracelulares, bem como de receptores de NMDA cuja
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ativacdo é igualmente dependente de célcio, no hipocampo e em outras areas relacionadas do
sistema limbico (FOSTER, 2012).

Em De Lima 2012 recupera-se a proposta de Barrientos e colaboradores, (BARRIENTOS
et al., 2012) que sugere uma sequéncia de eventos associados as transformagfes microgliais a
partir da vida adulta e que culminam com as alteragcbes cognitivas induzidas por eventos
infecciosos ou estressantes durante o envelhecimento. Nesses episddios a resposta
inflamatéria € amplificada por uma populacdo microglial previamente alterada pela
inflamacédo senil, que diante de um evento estressor de qualquer natureza, leva a secre¢édo
exagerada de citocinas pré-inflamatorias (ver para revisao Perry, 2010). Estas por sua vez
afetam no longo prazo a cascata de eventos indispensaveis a formacdo e consolidacdo da
memoria (LTP, LTD, BDNF, Arc) tornando o envelhecimento mais vulneravel a eventos
outrora minimamente impactantes (BARRIENTOS et al., 2012). Alinhado com essa
proposicdo Jurgens e Johnson sugerem que o0 estresse e o envelhecimento podem alterar a
reatividade da microglia intensificando a resposta inflamatéria com consequéncias
importantes para o declinio cognitivo senil. No presente trabalho concordamos com De Lima,
2012 que sugere para a regido septal lateral que a vida sedentaria, o envelhecimento e o
estresse causado pela diminuicdo do cuidado materno possivelmente ampliaram a resposta
inflamatoria microglial induzindo as alteracbes morfolégicas. NOs sugerimos que essa
interpretacdo pode ser estendida a interpretacdo dos resultados colhidos na camada molecular
do giro denteado ressalvadas as pequenas diferencas encontradas na magnitude das alteraces.
De fato encontramos diferencas importantes em alguns dos pardmetros morfométricos
analisados quando comparamos as alteracbes microgliais da regido septal com aquelas
encontradas na camada molecular do giro denteado: com relacdo ao perimetro e a area do
soma, as microglias das duas regides se assemelham, tendo os animais velhos valores mais
altos do que os animais jovens.

Quanto a convexidade, observou-se que as microglias da camada molecular do giro
denteado sdo mais convexas em animais velhos oriundos de ninhada grande, enquanto que as
microglias da regido septal lateral sdo mais convexas nos animais jovens de ninhada pequena.
Com relagcdo ao numero de pontos de ramificacdo, observa-se que as microglias das duas
regides sdo morfologicamente semelhantes, tendo mais pontos de ramificacdo as microglias
de animais jovens. Quando analisado o volume dos ramos microgliais das duas regides,
encontrou-se semelhanga morfoldgica, com os ramos dos animais velhos mais volumosos.

Analisando a tortuosidade microglial nas duas regides, nota-se que a camada molecular do
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giro denteado possui microglias mais tortuosas em animais jovens oriundos de ninhada
pequena, enquanto que na regido septal lateral ndo se encontra diferencas significativas. Com
relacdo ao didmetro da base do ramo primario, observa-se que as microglias dos animais
velhos possuem o didmetro da base do ramo priméario maior quando comparados aos animais
jovens, independente do tamanho da ninhada, nas duas regides. Assim podemos dizer que em
geral as alteracGes morfologicas microgliais das regides septal lateral e da camada molecular
do giro denteado trabalham na mesma direcdo sugerindo mecanismos fisiopatoldgicos
subjacentes semelhantes.

Tal como amplamente descrito em outros trabalhos sugerimos que a prolongada ativagéo
da microglia associada ao estresse pds-natal imediato, a vida sedentaria e ao envelhecimento
pode contribuir para dano neuronal assim como para a perda dos mecanismos
neuroregulatdrios e neuroprotetores nas regides cuja integridade sdo essenciais para formacéo
das memorias espacial e de objeto como é o caso do giro denteado investigado no presente
trabalho. Os danos neuronais associados a essas areas deixariam de controlar a reatividade
microglial adequadamente, aumentando assim o riscos de efeitos inflamatorios exagerados
sobre ativacao subsequente. Como resultado, ciclos de retroalimentacdo positivas ampliariam
a ativacao microglial tornando-a duradoura com consequéncias importantes para a funcao
neural agravando o declinio cognitivo senil (JURGENS & JOHNSON, 2012).

5.3. Limitagdes do Ensaio Experimental e o Escopo da Dissertacéo

No dominio da cognicdo humana a disponibilidade da tecnologia de neuroimagem
promoveu uma explosdo na literatura relacionada incluindo estudos numerosos acerca do
envelhecimento. Os limites desses ensaios sdo prontamente reconhecidos quando fica
evidente que no melhor cenario se diz com auxilio dessa tecnologia, onde estdo acontecendo
alteracbes sem conseguir discernir 0s mecanismos subjacentes. No que concerne ao
envelhecimento em particular, as limitacbes das medidas realizadas por ressonancia
magnética funcional ndo permitiram esclarecer como as diferengas na atividade cerebral se
relacionam com as performances cognitivas associadas aos testes neuropsicolégicos
(GRADY, 2012). Contribuindo para tais dificuldades numerosos fatores de risco alteram tais
performances adicionando um alto grau de complexidade para interpretacdo da neurobiologia
subjacente ao envelhecimento. Esses fatores variam de individuo para individuo incluindo a
genética de cada qual e as experiéncias aos quais foram submetidos. Por conta dessas

limitacdes metodoldgicas 0s ensaios experimentais que permitem o controle detalhado de
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maltiplas variaveis que afetam o desempenho em testes de memoria e aprendizado com o
sacrificio dos animais em multiplas janelas temporais para exame detalhado do que esta
acontecendo nas diferentes escalas (molecular, celular, e sisttmica) tem sido fonte
permanente de avangos consideraveis.

A Figura 22 é uma tentativa de prover uma representacdo esquematica do grau de
complexidade subjacente ao envelhecimento indicando o contexto em que o presente trabalho
se insere, apontando desde ja suas limitagdes. Restrito ao dominio dos testes comportamentais
e a andlise das alteracGes da morfologia microglial os ensaios que desenvolvemos estéo
contidos nos circulos, verde, azul e alaranjado da Figura 22 e em suas interacdes com o
envelhecimento (poligono central). Esta fora do escopo do presente trabalho, portanto, rever
em detalhe as alteracdes neuropatoldgicas ao nivel molecular, como por exemplo a analise de
genes de expressdo répida ou a imunohistoquimica de marcadores de acetilacdo de histonas,
por passarem ao largo dos ensaios experimentais realizados. Limitamo-nos a medir o impacto
das mudancas que fizemos em uma variavel relacionado ao ambiente pds-natal imediato e
contida no circulo verde da Figura 22, empregando testes comportamentais de funcdes de
memoria indicadas no circulo alaranjado. Mais especificamente medimos aos 4 e 23 meses de
idade as alteracbes nas memorias espacial e de reconhecimento de objeto associadas a
mudancas do tamanho da ninhada procurando investigar possiveis relacdes com alteracdes
morfoldgicas da microglia na camada molecular do giro denteado. Esses ensaios estdo longe
de atender a recomendacao proposta pelos autores de que mesmo que seja impossivel atacar
todos os fatores que contribuem para as alteracdes neurais associadas ao envelhecimento é

desejavel que o maior nimero delas seja avaliado simultaneamente.
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Figura 22: Modelo esquemaético incluindo as vérias dimensdes que interagem com o
envelhecimento. O modelo pretende mostrar as interacdes entre aspectos estruturais e
comportamentais que podem ser afetados pelo envelhecimento. As setas sdo bidirecionais
para indicar que a influéncia pode potencialmente se originar dos fatores envolvidos fluindo
numa direcdo ou noutra ou ainda em ambas as direcGes. Apesar de que é provavelmente
impossivel reunir informacdo acerca de tais influéncias num Unico estudo, deve-se
naturalmente desenvolver esfor¢os para avaliar maltiplas medidas da estrutura e da funcéo

cerebral sempre que possivel (Figura extraida de GRADY, 2012).

Além disso, € importante chamar atencdo para as limitagdes técnicas associadas ao
processamento do tecido utilizado para imunomarcacdo seletiva para microglia em sua
reconstrucdo tridimensional. Impostas pela fixacdo e pelos fatores mecénicos associados ao
seccionamento do encéfalo dos animais pelo vibratomo, assim como pelo subsequente
processo de desidratacdo, o tecido sofre retragdo ndo uniforme no eixo z em comparagao aos
eixos Xx-y prontamente evidente nas sec¢bes montadas em [ldmina (HOSSEINI-
SHARIFABAD & NYENGAARD, 2007). Assim as estimativas de possiveis modificagcdes
nos eixos x/y apos 0 processo de desidratacdo nao podem ser extrapoladas linearmente para o
eixo z. Essa impossibilidade dificil de ser circunscrita por sua influéncia multifatorial, impde

limitacOes que precisam ser consideradas quando analisando o conjunto dos dados aqui
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apresentados. Entretanto é preciso realcar que uma indicagdo segura da ocorréncia de retracdo
severa do eixo z é a ondulacdo frequente dos ramos retraidos normalmente mais evidentes na
superficie das seccdes, 0 que indica que 0s processos individuais ndo retraem de forma
homogénea como um todo, mas refletem variagdes de retracdo regionais da fatia que tendem a
ser de maior amplitude na superficie, decrescendo em profundidade no eixo z. Esse padréo
entretanto, ndo foi observado nas microglias eleitas para reconstrucdo neste estudo que
normalmente foram selecionadas da regido média do eixo z, onde o impacto dessas alteracdes
sdo menores. Ainda assim a taxa de retragdo nos eixos x-y foi 60% menor do que a do eixo z.
Para minimizar esse efeito aplicou-se fator de correcdo linear para 0 eixo z na mesma

proporcédo para cada micréglia reconstruida e nenhum fator de correcdo para 0s eixos X-y.
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6. CONCLUSOES

e O aumento do nimero de filhotes de 6 para 12/nutriz durante o periodo pos-natal
imediato parece agravar o declinio cognitivo senil e isto foi associado a alteracbes

morfologicas microgliais na camada molecular do giro denteado.

e A memoria espacial parece ser mais afetada pelo aumento do tamanho da ninhada e

pelo envelhecimento do que a memoria de reconhecimento de objeto.

e As alteracdes da microglia traduzidas em aumento da &rea e do perimetro somaticos
afetam predominantemente os animais velhos enquanto que as alteracdes dos ramos incluem

animais velhos e jovens.

e O ambiente pos-natal imediato afeta o sistema neuroimune deixando marcas

permanentes que se expressam tanto na vida adulta quanto durante o envelhecimento.
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Oficio n® 107/09

Da Comisséo de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA) da UFPE
Para: Prof. Rubem Carlos Aratjo Guedes

Departamento de Nutricdo - CCS

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n°® 23076.021970 / 2008 - 77

Os membros da Comissio de Etica em Experimentagdo Animal do Centro de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa intitulado “Estado nutricional e exercicio fisico: suas repercussies sobre parametros
cletrofisiologicos cerebrais e comportamentais durante o envelhecimento, no rato albino .

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagéo experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentagéo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais sdo adotadas como critérios de
avaliacéo e julgamento pela CEEA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605 —
art. 32 e Decreto 3.179-art 17, de 21/09/1999, que trata da questdo do uso de animais para fins
cientificos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais

realizados.
Atenciosamente,
/ wuck Ry s s s
Observagao: Profa. Maria Terssa Jagsem

Origem dos animais: Biotério do Departamento de Nutrigéo; o

Animal; Ratos Wister; Machos; Idade: até 680 dias; Nimero de
animais previsto no protocolo: 288 animais.
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