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RESUMO

O enriquecimento ambiental e os efeitos do envelhecimento sobre as
alteracbes morfologicas das microglias e no comportamento foram investigados
em modelo murino de encefalite sub-letal por arbovirus. Para medir possiveis
influéncias da idade e do ambiente sobre a progressdo da encefalite,
camundongos suicos albinos fémeas de 2 meses de idade foram mantidos em
Ambiente Padrdo (AP) ou em Ambiente Enriquecido (AE), durante: 6 meses
(Adulto - A) e 16 meses (Senil —-S). ApOs os testes comportamentais, 0s
camundongos A e S foram inoculados intranasalmente com igual volume de
homogenado de cérebro de camundongo infectado pelo virus Piry (Py) ou
homogenado de cérebro de camundongo normal. Oito dias ap0s a inoculagéo
(8DPI), quando os primeiros testes comportamentais revelaram as alteracdes
relacionadas a doenca, os cérebros foram seccionados e inumomarcados
seletivamente para IBA-1 e antigenos virais. Aos 20 ou 40DPI, os animais restantes
foram testados comportamentalmente e processados para 0S mesmos
marcadores e nenhum sinal neuropatoldgico foi detectado. Em camundongos
adultos infectados o ambiente padréo (APPyA), a atividade de burrowing diminuiu e
se recuperou rapidamente (8-10DPI), a atividade de campo aberto (20-40DPI), mas
manteve-se inalterado em animais da mesma idade e de ambiente enriquecido
(AEPyYA). Em contraste animais senis tanto de ambiente enriquecido (AEPYS)
guanto de ambiente empobrecido (APPyS) reduzem significativamente a atividade
de burrowing em todas janelas. A encefalite causada pelo virus Piry, induziu perdas
olfativas transitorias em animais APPyA e AEPYA, mas permanents em APPyS e
AEPyS. A imunomarcacao para os antigenos viral do Piry atingiram seu pico no
parénquima do SNC aos 5 e 6DPI e desapareceu aos 8DPI. Todas as reconstru¢des
tridimensionais das microglias, foram realizadas aos 8DPI. Mudangas Microgliais
foram significativamente mais graves em camundongos adultos do que em
camundongos senis, mas 0s animais AE parecem recuperar a morfologia microglia
homeostéatica mais cedo do que os animais de AP. Os efeitos benéficos do AE foram
menores em camundongos envelhecidos.

Palavras-chave: Encefalite por arbovirus Piry; Envelhecimento; Ambiente
enriquecido; alteracées comportamentais e microgliais.
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ABSTRACT

Environmental enrichment and aging effects on behavioral and microglial
morphological changes were investigated in a murine model of sub-lethal arbovirus
encephalitis. To that end two-months-old female albino Swiss mice were raised in
impoverished (IE) or in enriched environments (EE) during 6 (young - Y) or 16 (aged
- A) months. After behavioral tests, Y and A mice were nasally instilled with an equal
volume of Piry virus infected (Py) or normal brain homogenates. Eight days post-
infection (DPI), when behavioral tests first revealed sickness changes, mice brains
sections were immunoreacted with anti-IBA1 and anti-Piry virus antibodies. At 20 and
40 dpi, the remaining infected animals were behaviorally re-tested, and processed for
the same markers. In infected young mice from impoverished environment (IYPy),
burrowing activity decreased and recovered earlier (8—10 dpi) than open field activity
(20-40 dpi) but remained unaltered in age-matched mice from enriched environment
(EYPy). In contrast, aged infected mice, both from enriched (EAPy) and impoverished
(IAPy) environments, reduced significantly burrowing activity at all-time windows. Piry
virus encephalitis induced transitory olfactory losses in IYPy and EYPy but permanent
in IAPy and EAPy. Piry virus antigens immunolabeling reached a peak in CNS
parenchyma at 5 and 6dpi and disappeared at 8dpi. All microglia three-dimensional
reconstructions were done at 8dpi. Microglial changes were significantly more severe
in young adult than in aged mice but EY mice seem to recover to the microglial
homeostatic morphology earlier than IY. EE beneficial effects were smaller in aged
mice.

Key words: arbovirus encephalitis; aging; enriched environment; microglial and
behavioral changes
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1. INTRODUCAO

1.1Doencas Infecciosas e Deslocamento Demografico

As doencas infecciosas sdo um grande problema nas agendas dos lideres
mundiais e dos formuladores de politicas de saude, tanto em paises desenvolvidos
como em desenvolvimento. As doencas infecciosas séo a segunda principal causa de
morte no mundo e a evolugdo continua das doencas emergentes e re-emergentes,
particularmente nos paises em desenvolvimento, ird aumentar o impacto global das
doencas infecciosas no século XXI; ver (FAUCI, 2001, p.675; MORENS; FAUCI,
2013, p.1003; MORENS et al, 2004, p.242) para revisdo. Na Regido Amazoénica (foco
deste trabalho) em que a gestdo inadequada dos ecossistemas naturais vem
ocorrendo ha muitos anos, a emergéncia e reemergéncia de arboviroses tornou-se
uma caracteristica dominante das consideracdes regionais e nacionais de saude
publica (VASCONCELOS et al., 2001, p.155). De fato, um total de 200 espécies
diferentes de arbovirus em vertebrados, foram identificados pelo Instituto Evandro
Chagas (IEC), entre mais de 10.000 cepas de virus isoladas de seres humanos,
insetos hematofagos e vertebrados silvestres e sentinelas. Até o momento muito
pouca informacdo acerca desses patdgenos esta disponivel além do método de
isolamento e de sua capacidade de infectar animais de laboratério. Quatro dos
arbovirus que infectam humanos (dengue, febre amarela, Oroupouche e Mayaro) sao
as principais preocupacfes de saude publica, uma vez que causaram epidemias e
doenca humana grave com impactos econdmicos e sociais consideraveis
(VASCONCELOS et al.,, 2001, p.155). Atualmente sdo conhecidos 32 arbovirus
potencialmente patogénicos para seres humanos, mas o envolvimento global desses
patdgenos na producdo de doenca humana permanece desconhecida.

Outra grande preocupacdo dos sistemas nacionais de saude em todos os
lugares no mundo moderno séo as doengas do envelhecimento, devido ao aumento
da expectativa de vida da maioria das popula¢cdes mundiais. Projecdes estatisticas
da Organizagdo Mundial de Saude (OMS) para o percentual de idosos na populacao,
devido a transicdo demografica no Brasil, previu mudanca de 7,3% em 1991 para
15% em 2025. De fato o novo seculo jA comecou com a populacdo mais velha

crescendo no Brasil a uma taxa duas vezes maior que o conjunto da populagéo.
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1.2. Resposta Imune a Infec¢cdes Virais durante o Envelhecimento.

O envelhecimento pode ser caracterizado para fins didaticos como um
processo envolvendo trés estagios: no primeiro estadgio processos decorrentes das
reacdes metabdlicas produzem, inevitavelmente, substancias toxicas que estao
associadas as reacdes quimicas que mantém a vida (um exemplo tipico € o estresse
oxidativo induzido por radicais livres); no segundo estagio estabelece-se algum dano
decorrente do fato de que parte dessas substancias ndo pode ser removida,
acumulando-se ao longo do tempo; no terceiro estagio esse dano acumulado aciona
mudancas patoldgicas através de alteracbes diretas (que interferem com o
metabolismo) ou de acdes indiretas decorrentes da inadaptacdo dos processos de
reparo que acabam por permitir danos colaterais (ZEALLEY; DE GRAY, 2012, p.629).

NoO gue concerne ao sistema imune o conceito de imunossenescéncia refere-
se a mudancas na resposta imune inata e adaptativa relacionadas a idade, disparadas
por patdgenos externos ou antigenos autdlogos, que comprometem tanto as
respostas celulares quanto humorais (CASTELO-BRANCO; SOVERAL, 2013, p.735).
A resposta adaptativa parece entretanto mais comprometida do que a resposta imune
inata. Um exemplo disso € o que acontece com as células T de memoria. Células T
de memoria em condi¢Bes homeostaticas desenvolvem uma robusta linha de defesa
contra a reinfeccao por patdbgenos previamente encontrados ou contra a infeccéo por
patdgenos semelhantes (ndo necessariamente idénticos).

Isso sO é possivel por conta do fato de que multiplos clones de células com
afinidades ligeiramente diferentes sao produzidos dando origem a células T com um
certo grau de diversidade (WENSVEEN et al., 2013, p.1180). Na infec¢cdo secundaria
por VDEN (Virus da Dengue) sorotipo 2 por exemplo encontrou-se 30 diferentes
epitopos em células T, sendo 9 deles em células CD4+, e 21 outros em células CD8+.
Enquanto as células CD8+ tinham como alvo preferencial proteinas ndo estruturais
(NS3 E NS5) os linfocitos CD4+ reconheciam componentes virais do envelope, do
capsideo e a proteina ndo estruturais NS1. Esses alvos do linfocito T CD4+ eram
partiilhados com linfocitos B. Consistente com isso, uma grande propor¢do dos
linfécitos CD4+ exibiam caracteristicas de linfocitos auxiliares (expressando
quimosinas, e produzindo IL-12 ou IFN-y) sugerindo sua interagao com linfécitos B in

Vivo.
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O envelhecimento esta associado a resposta imune alterada particularmente
no que concerne a defeitos intrinsecos das células T CD8+ tornando-a limitada frente
a infecgBes virais (BRIEN et al., 2009, p.2735; JIANG; FISHER; MURASKO, 2013,
p.579). De fato, esses autores demonstraram que embora a proliferacdo de linfocitos
T frente a infecc¢des virais ndo se distinga daquela de animais jovens, a percentagem
de linfécitos T secretando IFN-y (Tipo II) nos camundongos velhos é
significativamente menor do que nos animais jovens. Como se sabe, interferons do
tipo | oferecem resisténcia a infec¢do viral e a regulacdo da resposta imune e o
comprometimento de sua secrecao durante o envelhecimento compromete a resposta
a infeccdes virais (DE VEER et al., 2001, p.912; SADLER; WILLIAMS; HARRY, 2008,
p.559). De fato, o VDEN é suscetivel ao tratamento com interferon in vivo e in vitro e
em modelo murino, animais com déficits na via de sinalizag&o por interferon tem maior
mortalidade apds infec¢des experimentais por VDEN do que camundongos selvagens
(JOHNSON; ROEHRIG, 1999, p.783).

Soma-se a isso o fato de que durante o envelhecimento ha igualmente uma
diminuicdo da resposta do centro germinativo dos foliculos comprometendo a fungao
de linfocitos foliculares auxiliares (T-folicular help cells - Tfh). Nessa regido os
linfécitos Tfh auxiliares CD4+ ajudam na sobrevivéncia e selecionam sinais para 0s
linfocitos B do centro germinativo deixarem os foliculos e se tornarem células B de
memodria, que uma vez circulantes provem protecéo contra reinfeccées (LINTERMAN,
2014, p.72). O comprometimento da resposta imunolégica humoral por essa e outras
alteracdes moleculares que comprometem a funcdo dos linfécitos B durante o
envelhecimento contribui pelo menos em parte para o aumento da severidade e a
frequéncia das reinfec¢des (BLOMBER; FRASCA, 2013, p.354).

1.3 Encefalites causadas por Arbovirus: o arbovirus Piry como um modelo para

0 estudo das encefalites virais ndo letais

As arboviroses sdo infec¢des causadas por virus que sdo transmitidos por
insetos e que pouco sao estudadas (BERGE, 1975, p.75). As doencas virais
emergentes do sistema nervoso central estdo principalmente associadas ao grupo
das RNA-viroses e muitas delas deixam sequelas neuroldgicas (OLIVAL et al., 2005,

p.441). Encefalites n&o letais subsequentes a infeccdo viral impactam o
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comportamento e a resposta imune constituindo parte importante do conjunto de
doencas neuroldgicas incapacitantes particularmente em paises em desenvolvimento
(JOHNSTON et al., 2008, p.11).

Os rabdovirus séo parte de um grande grupo de anti-sense RNA-virus (Ordem:
Monomegavirales) que causam muitas viroses relevantes do ponto de vista clinico,
incluindo influenza, sarampo, Ebola e estomatite vesicular (KUZMIN et al., 2009,
p.541).

A familia Rhabdoviridae € constituida pelos virus mais amplamente distribuidos
na natureza (FU, 2005, p.292) apresentando algumas caracteristicas bioldgicas em
comum, tais como: infectividade em camundongos albinos sui¢cos recém-nascidos
(DIAS, 1986) e tropismo pelo sistema nervoso (CRUZ, 1981, p.194; ARAUJO et al.,
1986). A familia Rhabdoviridae divide-se em onze géneros, dos quais fazem parte o
género Vesiculovirus, que inclui o sorogrupo da estomatite vesicular (VSV) e o virus
Piry; e o género Lissavirus que inclui o virus da raiva (PINHEIRO; TRAVASSOS DA
ROSA, 1994, p.214).

O virus da estomatite vesicular tem sido usado como prot6tipo para o estudo
das rabdoviroses, tanto em modelos in vivo como in vitro enfocando as respostas
inata e adaptativa do hospedeiro a infeccdo (REISS et al., 1998, p.751; VAN DEN
POL et al., 2009, p.456).

A espécie identificada e isolada de variedades conhecidas empregada no
presente trabalho € o Vesiculovirus Piry, por produzir, no camundongo adulto uma
inflamac&o cerebral crdnica e nao letal. O outro motivo para escolha dessa espécie é
o fato de produzir doenca humana. A doenca humana provocada pelo virus Piry é
caracterizada por um inicio rapido, com febre alta, dor de cabeca, calafrio, fotofobia,
mialgia, tontura e fraqueza (DE ARAUJO et al., 1978, p.102).

N&o ha muitas publicacdes a respeito do virus Piry, porém sabe-se que foi
isolado no ano de 1960, em Belém do Pard, Brasil, a partir de material proveniente
das visceras de um marsupial Philander opossum. O virus Piry tem ecologia ainda
pouco conhecida, porém suspeita-se que mantenha um ciclo hospedeiro silvestre-
vetor, embora os mesmos ainda nao tenham sido determinados (PINHEIRO, 1981,
p.187; FIGUEIREDO et al., 1986, p.204). Na Amazonia, a prevaléncia de infecgbes

pelo virus Piry detectada através de sorologia na populacdo humana tem variado de
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4% a 17% em diferentes populacdes (PINHEIRO et al., 1974, p.292; PINHEIRO,
1981, p.187).

O arbovirus Piry é classificado como pertencente a familia Rhabdoviridae com
bases nas suas propriedades fisico-quimicas. A particula viral tem o formato em “bala
de revolver” (Figura 1) medindo 155nm x 62nm demonstrado por microscopia
eletrbnica de transmissdo (BERGOLD; MUNIZ, 1970, p.152). O virus pertence ao
grupo antigénico dos vesiculovirus (BERAN, 1994, p.220).

Figura 1 - Eletromicrografia por contraste negativo do
virus Piry. Amostra proveniente de sobrenadante de
cultivo primario de células Vero com 24h pés-inoculagéo.

Fonte: Foto cedida pelo Setor de Microscopia
Eletrdnica do Instituto Evandro Chagas — Para

O virus Piry em camundongos neonatos atinge preferencialmente o sistema
nervoso central produzindo lesdes diferentes (CARD et al., 1999, p.438; EVERETT,
MCFADDEN, 2001, p.1; FAZAKERLEY, 2004, p.179), induzindo necrose e apoptose,
sendo que a primeira € mais evidente no cortex cerebral e a segunda, no hipocampo,
levando a morte cerca de 18 h apos a inoculacdo (GOMES-LEAL et al., 2006, p.126),
0 que pode ser uma consequéncia da resposta inflamatoria induzida pela virose
(ROULSTON et al., 1999, p.577; JULKUNEM et al., 2000, p.32; REMPEL et al.,
2004,p.381).

De um modo geral, a patogénese da invasdo viral envolve muitos passos
distintos, incluindo replicagdo no sitio primario da infeccdo, entrada e propagacao
dentro do SNC, replicagdo no tecido neural seguido de resposta imune inata e ou
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adquirida e danos ao tecido (CROTTY et al., 2002, p.1707; FAZAKERLEY, 2004,
p.179; REMPEL et al., 2004, p.381).

Os achados patologicos observados no SNC (Sistema Nervoso Central)
apresentam poucas variacdes no tipo de injuria, diferindo mais na intensidade. De um
modo geral a intensidade dessas lesGes depende do tipo de virus e tempo de infec¢éo
(DIAS, 1982, p.171). S&o caracterizadas por alteracfes degenerativas e necroéticas
celulares, de extenséo e localizacédo variadas, acompanhadas por um componente
exudativo representado por infiltracdo mononuclear perivascular e meningeo, seguido
de morte ap0s curta sobrevida, sobretudo em camundongos jovens (DE PAOLA et
al., 1963, p.132). Estudos experimentais mostraram que as lesdes causadas por
arbovirus acometem, principalmente, o SNC e, em segundo lugar, o figado (DIAS,
1986, p.439). Nos camundongos recém-nascidos, 0s arbovirus apresentam peculiar
capacidade de determinar encefalite enquanto que nos camundongos adultos ha uma
variacdo do comportamento, nem sempre se comprovando uma agressao ao SNC.
Embora frequentemente determinem encefalites, algumas graves e fatais, estas estéo
na dependéncia da via de inoculagéo, do titulo do in6culo, ou ainda da cepa viral
(PINHEIRO, 1981, p.187).

Os virus podem alcancar o SNC atraves de diferentes rotas, incluindo o
transporte axoplasmatico e a via hematogénica durante a viremia, envolvendo neste
altimo caso, a endocitose viral por células mononucleares, especialmente macréfagos
perivasculares (LANE et al., 1996, p.423; CARD et al., 1997, p.49; CARD et al., 1998,
p.4434; CARD et al., 1999, p.438). A disseminacdo hematogénica das arboviroses
para o SNC é mais comum e pode resultar de alteracées na barreira hematoenceféalica
(WHITLEY; GNANN, 2002, p.507).

A via olfatéria é a mais frequente porta de entrada viral em sujeitos com tempo
de sobrevida longo. Na cavidade nasal, os virus afetam o epitélio respiratorio, e de 14
se propagam para outras regides do SNC por trés diferentes rotas neuronais
incluindo, a via olfatéria, a via trigeminal e o sistema nervoso auténomo, ou ainda
através da vasculatura (BABIC et al.,, 1994, p.616). A infeccdo por via olfatoria €
seguida por neuroinvasdo das areas temporal, parietal, frontal e outras areas limbicas
(LUNDH et al., 1987, p.111; FORGER et al., 1991, p.4950; HUNEYCUTT et al., 1994,
p.81).

Nesse sentido, muitos trabalhos tém se dedicado a entender a
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neuropatogénese de encefalites virais experimentais (CHARLES et al., 1995, p.662;
JACKSON et al., 2001, p.614; FAZAKERLEY, 2004, p.179; REMPEL et al., 2004,
p.381; SAHA et al., 2006, p.3285), contudo, poucos estudos investigaram a
neuropatologia experimental dos arbovirus (HUNEYCUTT et al.,, 1994, p. 81;
GRIFFIN, 1995, p.121; PLAKHOV et al., 1995, p.257; DOBLER, 1996, p.33;
HUNSPERGER; ROEHRUG, 2006, p.129) e praticamente nenhum estudo abordou a
neuropatologia das rabdoviroses na Amazonia (VASCONCELOS et al., 2001, p.155;
GOMES-LEAL et al., 2006, p.126).

Por conta do fato de que se pretende investigar as alteragdes quantitativas da
resposta inflamatoria associadas a neuroinvasao € interessante rever o papel da

micréglia nas infecgées do SNC.

1.4 Ativacao Microglial, Imunidade e Neuroinflamacao.

Microglias séo células mieldides derivadas do saco vitelino embrionério que
migram para o cérebro durante o inicio do desenvolvimento, e sustentam uma
populacéo residente através de sua proliferacéo (AJAMI et al., 2007, p.1538; ALLIOT,
et al., 1999, p.145). Desempenham um papel relevante durante a fungéo normal do
sistema nervoso adulto e contribuem tanto para a imunidade inata quanto para a
imunidade adaptativa desse sistema (ZIELASEK, HARTUNG, 1996, p.191). Embora
possuam papéis distintos, as imunidades inata e adaptativa trabalham juntas para
produzir uma resposta imune cada vez mais eficaz que facilite a recuperag¢do em caso
de uma leséo ou infecgcao (KOHMAN; RHODES, 2013, p.22). A combinagéo entre a
imunidade inata e a imunidade adaptativa protegem e facilitam a recuperacédo apos
infeccéo ou lesédo dentro do sistema nervoso periférico, ja que a primeira serve como
uma defesa inicial contra infeccéo, pois possui uma resposta rapida e nao especifica,
sendo mediada primeiramente por células de origem mieléide (macréfagos,
neutrofilos e células dendriticas) e a segunda, gera uma resposta imune mais
duradoura e especifica, pois a resposta imunolégica é orientada principalmente por
linfécitos do tipo T e B, 0s quais precisam de tempo para criar uma resposta antigénica
especifica (KOHMAN; RHODES, 2013, p.22).

Células microgliais séo similares aos macrofagos periféricos, pois podem

assumir varios fenotipos de ativacdo que lhes permitem examinar o ambiente,



&

l?;/?, PROGRAMA DE ‘\‘l\( RADUACAO EN
T3] NeurociENcias,
&= BIOLOGIA CELULAR

19

remover 0s restos celulares ou patdgenos, e auxiliar em processos regenerativos
periféricos (KOHMAN; RHODES, 2013, p. 22). Sao descritas ainda como o “terceiro
elemento” do SNC (CAJAL, 1913, p.255), essa definicdo se aplica a todas as células
que apresentam morfologia diferente de um neurdnio (“primeiro elemento”) e de
astrocitos (“segundo elemento”’) (GARDEN; MOLLER, 2006, p.127). Possuem
funcdes especificas na defesa do SNC contra microorganismos, e ha remocao de
tecido degradado em doencas neurodegenerativas, em desordens inflamatorias auto-
imunes no cérebro ou durante a morte celular programada durante o desenvolvimento
normal (ZIELASEK; HARTUNG, 1996, p.191).

A ativacdo microglial tem um importante papel na patogénese de desordens
inflamatdrias experimentais, mas os mecanismos moleculares dessa ativagdo ainda
nao estao claros (ZIELASEK; HARTUNG, 1996, p.191). Trabalhos recentes sugerem
gue a regulacao da funcéo da micréglia pode ser uma possivel estratégia terapéutica
na prevencao de disfuncgdes neurologicas em uma variedade de doencas do SNC,
incluindo doencas cronicas (GARDEN; MOLLER, 2006, p.127) e neurodegenerativas,
como esclerose multipla e infecgBes bacterianas e virais do sistema nervoso
(ZIELASEK; HARTUNG, 1996, p.191).

Mudancas na morfologia e na quantidade da microéglia tém sido documentadas
ao longo deste século e sdo associadas a sua ativacéo (ZIELASEK; HARTUNG, 1996,
p.191). O fendtipo funcional da microglia € comprovadamente dependente das
alteracdes do microambiente, no qual esta célula se encontra, levando-a a adaptar-
se, para que possa lidar melhor com a alteracdo na homeostase do sistema (EKDAHL
et al., 2009, p.1021).

Micréglias sdo ativadas por varios estimulos ambientais causados por uma
doenca ou dano cerebral. A micréglia ativada exibe transformacdo morfoldgica,
proliferacdo, migracdo, fagocitose e producdo de moléculas bioativas (IMAI;
KOHSAKA, 2002, p.164). No cérebro ferido ou doente, a microglia residente, que
normalmente tém corpos pequenos com processos finamente ramificados, sao
ativadas para proliferar e migrar para o local do dano, e, em seguida, séo
drasticamente transformados, expandindo-se e assumindo formas ameboides, com a
capacidade de limpar patdgenos invasores ou os restos de tecido (NAKAJUMA;
KOHSAKA, 1993, p. 187; KREUTZBERG,1996, p.312).
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Essas alterac6es morfologicas no padrao da célula microglial podem ter efeitos
benéficos ou nocivos na neurogénese da vida adulta, dependendo do seu estado de
ativacdo. A micréglia que expressa um fenotipo pré-inflamatério geralmente prejudica
a neurogénese enquanto que a microglia que expressa um fendtipo “neuroprotetor”
pode facilitar a sobrevivéncia de uma nova célula nervosa (KOHMAN; RHODES,
2013, p.22).

A inducédo destes fendtipos variados ocorre em resposta a sinais a partir do
microambiente circundante. Quando ocorre uma infec¢do ou lesédo, a microglia pode
adquirir um fenétipo inflamatoria reativo, também conhecido como o fenétipo classico.
O fendtipo inflamatério classico € caracterizado pelo aumento da proliferacdo das
microglias, alteracdes morfologicas (por exemplo, aumento do corpo celular e
retracdo dos processos) (Figura 2), e a liberacdo de varias moléculas inflamatérias,
incluindo citocinas, quimosinas, espécies reativas de oxigénio e Oxido nitrico
(KETTENMANN et al.,, 2011, p.461). Essas alteracbes morfoldgicas para uma
aparéncia amebdide com processos citoplasméaticos encurtados e um corpo celular
arredondado, sdo acompanhadas pelo aumento da expressdo de genes envolvidos
em respostas imunes (ZIELASEK; HARTUNG, 1996, p.191).

Figura 2 - Fotomicrografias dos estagios de ativacdo da micréglia. Estagio inicial (A); estagio intermediario
(B) e estagio avancado (C).

Enquanto o envelhecimento, por si s6, reduz a plasticidade neuronal, grandes
diferencas na biologia microglial, entre animais jovens e senis, ocorrem quando o
sistema imunoldgico é afetado e as microglia sao ativadas (NORDEN; GODBOUT,
2013, p.19), gerando uma neuroinflamacdo exagerada logo apos a ativacado das
microglias nos sistema nervoso central e periférico (GODBOUT; JOHNSON, 2006,
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p.521; JURGENS; JOHNSON, 2012, p.40; CORONA et al., 2012, p.7). Esses estudos
indicam que alteracbes imunes levam a um aumento exagerado na producdo de
citocinas pro-inflamatorias pelas micréglias (Figura 3) (NORDEN; GODBOUT, 2013,
p.19).

Figura 3. llustragao dos perfis de expressdo de marcadores inflamatérios em microglias adultas e senis.

Micréglia adulta Micréglia pré-ativada Marcadores de In-
flamacgao:

+ MHC Il & CD86
+ CD68

+ TLRs

+ CD11b & CD11c

Citocinas:
+|L-1B & IL-6

Envelhecimento

Morfologia:

Ramificacbes
diminuidas

¥ mHcn @ IL-1B

Fonte:Adaptado de NORDEN; GODBOUT, 2013.

A ativacdo do sistema imune é um fator que também tem grande influéncia
sobre o comportamento animal, diminuindo a ingestdo de alimento e a atividade
exploratdria, alterando o comportamento sexual, e trazendo prejuizos a cognicao
(LARSSON et al., 2002, p.193). Essas alteracfes sao mediadas por citocinas pro-
inflamatoérias que estdo envolvidas nos processos inflamatérios (infec¢des) e que
também podem causar desordens emocionais, incluindo depressdo e ansiedade
(LARSSON et al., 2002, p.193; SWIERGIEL; DUNN, 2007, p.651).

Uma série de modelos animais tem contribuido para a investigacdo das bases
neurobiolégicas do comportamento normal e patolégico (BELZUNG, 2001, p.141;
CLEMENT, 2002, p.57), incluindo ai o relacionamento entre as emocbes e a
desempenho comportamental (FILE, 2001, p.151; CLEMENT, 2002, p.57).
Entretanto, a maioria dos trabalhos ja realizados sobre a mudanga comportamental
induzida por ativacdo do sistema imune utilizando ratos e camundongos como sujeitos
experimentais (DUNN et al., 1992, p.63; LARSSON, 2002, p.193), ndo investigou o

impacto do enriquecimento ambiental como fator de protecdo contra possiveis
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prejuizos provocados por infeccOes virais particularmente no que concerne a
reconstrucao tridimensional das células microgliais. Essa é a principal motivacédo do

presente trabalho.

1.5 Exercicio Fisico, Ambiente Enriquecido, Envelhecimento e Resposta
Imune.

O exercicio pode promover mudancas no sistema imune de curto e longo prazo
qualquer que seja a idade de quem o pratica e isso esta relacionado a natureza,
duragao, intensidade e regularidade, assim como, a outros fatores que afetam suas
interacbes com o sistema imune, por exemplo, o status nutricional e o estresse
(WALSH et al., 2011, p.6). Apds exercicio agudo ocorre alteragcdo da resposta imune
inata e isso inclui a mobilizacdo de neutrdéfilos, de mondcitos, de células dendriticas e
de células NK (WOODS et al., 1998, p.B730; PEAKE, 2002, p.49). A imunidade
adquirida é igualmente afetada pelo exercicio, havendo consenso de que o exercicio
agudo também provoca uma resposta de mobilizacdo bifasica de linfocitos B e T
dependente da intensidade e da duracdo do exercicio (SHEK et al., 1995, p.2479;
WALSH et al., 2011, p.6).

O ambiente enriquecido do ponto de vista experimental foi desenhado para
mimetizar em modelos animais o estilo humano de vida ativa. Proporcionado por
estimulos decorrentes de intera¢des sociais, somatomotoras e visuo-espaciais, com
um forte componente de exercicio voluntario em rodinhas de correr, tineis, cordas,
pontes e brinquedos que sao renovados periodicamente. Tem sido demonstrado que
animais que crescem nesse ambiente em comparacdo com aqueles que vivem
sedentarios em gaiolas padrao de laboratério, melhoram a fagocitose e quimiotaxia
de macrofagos, a proliferacdo e quimiotaxia de linfocitos, aumentam a atividade de
células NK, e modulam os niveis de TNFa e IL-2. Além disso, mostram decréscimo
nos niveis do estresse oxidativo associado a inflamacdo reduzindo os niveis de
glutationa oxidada, xantina oxidase assim como da expressao de receptores toll-like
2 e 4 em células CD4+ e CD8+, e aumentando a atividade da glutationa reduzida,
glutationa peroxidase e catalase (ARRANZ et al. 2010, p.415) Esses efeitos sao
observados tanto em animais jovens quanto em idosos mas o impacto dessas
mudancas induzidas pelo ambiente enriquecido é maior no sistema imune senescente
(ARRANZ et al., 2010, p.415).
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Héa agora um conjunto de evidéncias inequivocas de alteracdes importantes no
sistema imune senescente. Dentre aquelas, destacam-se as alteracbes nas
subpopulacdes de células T, no padrao de citocinas secretadas, na capacidade de
replicacdo celular e na produc¢éo de anticorpos, criando um ambiente pro-inflamatorio
associado a diminuicéo da capacidade de resposta a antigenos novos (DE ARAUJO
et al., 2013, p.879). De fato as células T senescentes se acumulam com a idade
diminuindo o repert6rio de células T imunodisponiveis (“naive”) aumentando os riscos
de infecgéo, enquanto que o exercicio fisico contribui para minimizar essa alteracéo
(SPIELMANN et al., 2011, p.1521).

Realmente individuos com estilo de vida sedentario mostram valores
plasmaticos elevados para marcadores inflamatoérios como a IL-6 e proteina C reativa,
independente da presenca de obesidade (FISCHER et al.,, 2007, p.580). Esses
achados sdo coerentes com o conceito de que o comprometimento funcional do
sistema imune (e de outros sistemas) relacionado ao envelhecimento € decorrente
pelo menos em parte do estresse oxidativo e da inflamagdo (DE LA FUENTE;
MIQUEL, 2009, p.3003). Nesse sentido, individuos que se exercitam regularmente
desenvolvem resposta anti-inflamatéria, aumentando os niveis circulantes de
receptores antagonistas de IL-1 e IL-10 (JEFFREY et al., 2009, p. 381

Muitos trabalhos demonstram que a estimulacao ambiental e o exercicio fisico
voluntario, oferecido por este tipo de ambiente, provocam alteracdes na resposta

imune, porém a memaria e 0 comportamento também sao afetados.

1.6 Organizacao Funcional da Formacao Hipocampal.

O hipocampo é uma estrutura encefélica chave nos processos relacionados a
formacdo da memoéria, ao processamento de informacdes e regulacdo do
comportamento (NUNN; HODGES, 1994, p.1). Estudos mostram que o hipocampo é
uma estrutura importante para as fungdes cognitivas, incluindo aprendizado e
memoria, sendo também uma area muito suscetivel aos efeitos do enriquecimento
ambiental (SCOVILLE, 1957, p.11). O hipocampo esta altamente envolvido na
codificacdo das memodrias espacial e episodica (O'KEEFE, 1978, p.301; SQUIRE,
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1992, p.195; EICHENBAUM, 2000, p.40), e com o condicionamento do medo
contextual (NADEL, 1980, p.405; SUTHERLAND, 1989, p.331; FENDT; FANSELOW,
1999, p.743).

O hipocampo tem sido subdividido anatdmica e funcionalmente. Quanto a sua
anatomia o hipocampo é dividido em Corno de Amon (CA) 1, 2, 3 e 4 e regido superior
e inferior (BROWN et al., 2003, p.467) ou regiao septal (dorsal) e regido temporal
(ventral) (BLACKSTAD, 1956, p.417; VAN GROEN et al., 2003, p.133). CAl e CA3
formam o hipocampo propriamente dito, e como CA2 € pequeno e indistinto em
algumas espécies ele é frequentemente incluido em CAl nas analises. O giro
denteado (GD), o subiculum, o Cértex Entorrinal (CE) e CA4 séo incluidos no termo
“formacao hipocampal”, e a area entre o GD e o stratum granulosum de CA3 é
chamada de Polimérfica ou regido hilar ou simplesmente hilus (BROWN et al., 2003,
p.467). O hipocampo apresenta fundamentalmente trés camadas, a camada
polimorfica (stratum oriens), camada piramidal (stratum pyramidale) e camada
molecular (stratum radiatum e stratum lacunosum-moleculare). O GD consiste em
camada polimérfica (hilus), camada granular (stratum granulosum) e a camada
molecular (stratum moleculare) que € continua com o hipocampo (BROWN et al.,
2003, p.467), ver Figura 4.

Figura 4 - Desenho esquemético do hipocampo, demonstrando sua
laminacao e seu circuito tri-sinaptico basico.
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Fonte: www.uni-leipzig.de/.../graphic_hippo_farbig.html

As conexdes sinapticas entre as regides do hipocampo podem ser simplificadas
em um circuito trisinaptico: fibras da via perfurante que se originam nas células das

camadas Il e lll dos cortices entorrinal medial (n&o-olfatorio) e lateral (olfatorio) fazem
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a primeira sinapse com as células granulares do giro denteado; essas células
granulares enviam seus axonios (fiboras musgosas) para a regido de CA3 onde
realizam a segunda sinapse com 0s neurdnios piramidais dessa camada; finalmente
0s axoOnios dessas células piramidais (colaterais de Schaffer) formam a terceira
sinapse com os neurdnios piramidais de CA1 (Figura 4).

Funcionalmente o hipocampo ¢é subdividido ao longo do seu eixo
septotemporal, em regido dorsal e regido ventral (Figura 5), sendo que cada uma
dessas regides tem uma importancia distinta no que diz respeito ao comportamento.
O hipocampo dorsal tem um papel preferencial por certas formas de aprendizado e
memoria, mais precisamente o aprendizado espacial, enquanto que o hipocampo
ventral tem uma maior importancia nos processos comportamentais relacionados a
ansiedade (SCOVILLE, 1957, p.11; ZHU et al., 2006, p.10). A alta conectividade do
hipocampo ventral com o hipotdlamo e com a amigdala, tem um importante papel
sobre 0 medo e a ansiedade, sugerindo que o hipocampo ventral pode exercer um
controle sobre a expressdao do medo condicionado, através da modulacdo da
transmissao dopaminérgica no cortex pré-frontal (LEVIN et al., 2003, p.489; PEZZE
et al., 2003, p.371).

O hipocampo dorsal possui um papel predominante em muitos tipos de
aprendizado (EPP et al., 2007, p.273), sendo que suas sub-regifes (CAl e CA3) sdo
importantes no processamento das informacgfes relacionadas a memoria espacial e
temporal (HOGE; KESNER, 2007, p.225).

Figura 5 - Divisdo hipocampal em hipocampo dorsal e
hipocampo ventral.

\

Fonte: Adaptado de Cheung, 2005.
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Objetivos
. Geral

Testar a hipétese de que as consequéncias das encefalites virais, em
camundongos jovens e senis, podem ser minimizadas pela exposicao desses
animais, em ambiente enriquecido e em caso afirmativo investigar as bases

celulares e moleculares que dao sustentacao a hipoétese.

o Especificos

- Implantar o arbovirus Piry como um modelo para o estudo das encefalites
virais da familia Rhabdoviridae em camundongos jovens e senis da variedade
Suica albina.

- Investigar as alteragcdes comportamentais ao longo do curso da infeccao viral
pelo virus Piry.

- Investigar as possiveis associacfes entre a morfologia microglial e as
alteragGes comportamentais em animais jovens e senis infectados alojados em

ambiente padrédo ou em ambiente enriquecido.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

Neste trabalho foram utilizados 174 camundongos suicos albinos fémeas e
adultos, com 2 meses de idade, originados da col6nia do Biotério do Instituto Evandro
Chagas-Para e manipulados segundo os “Principles of Laboratory Animal Care” (NIH).
A utilizacdo desses animais foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Animais de Experimentacdo (CEPAE-UFPA) registrado com o numero 222-14
(ANEXO I). Esses animais foram distribuidos, primeiramente, em dois grupos
experimentais de acordo com a condi¢cdo de alojamento: Ambiente Padrdo (AP) e
Ambiente Enriquecido (AE). A partir de entdo eles foram separados em dois outros
grupos de acordo com a idade: 6-10 meses (animais adultos — 59 animais) e 16-20
meses (animais senis — 115 animais). Os animais adultos pertencem aos trabalhos
de SOUSA et al., 2011 e REIS, R.R., 2012.

2.2 Alojamento

Os animais do grupo de AP, foram alojados em gaiolas plasticas com
dimensdes padrao (32x39x16.5 cm), sem qualquer tipo de enriqguecimento para que
houvesse o minimo possivel de exercicio fisico ou estimulo cognitivo (Figura 6A);
enquanto o grupo AE foi colocado em gaiolas equipadas com diversos brinquedos,
rodinhas, tubos de PVC, cordas, isopor, caixas de papeldo e outros objetos com o
objetivo de estimular a atividade motora e exploratéria através de exercicio fisico
voluntario (Figura 6B). Todos os animais foram colocados em uma sala com
temperatura ambiente situada entre 23 + 1°C, com um ciclo claro-escuro de 12 horas.
Os materiais utilizados para enriquecer o ambiente foram substituidos e/ou trocados
de lugar a cada sete dias. Os grupos AE e AP tiveram racdo (NUVILAB CR1) e agua

ad libitum.
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Figura 6 - Gaiolas de alojamento dos animais ao longo do experimento. Ambiente Padrédo (A) e
IAmbiente Enriquecido (B).

28

PROGRAMA DE M\l\ LIRADUACAO EM
NEUROCIENCIAS ¢
BIOLOGIA CELULAR

Motor Cognitive

B

Visual

3 J

Fonte: Adaptado de Hannan. 2006.

2.3 Desenho Experimental

2.3.1 Animais Adultos

Para compor os grupos experimentais de animais jovens foram utilizados 59
(cinquenta e nove) camundongos suicos albinos fémeas a partir de dois meses de
idade. Os animais foram entdo alojados em ambiente enriquecido (AE) ou em
ambiente empobrecido (AP) entre 6 e 10 meses. Os animais do grupo AE (n=28)
foram alojados em gaiolas de plastico (32x39x16,5cm), com cerca de dez
camundongos por gaiola, equipada com rodinhas de correr, tineis e objetos variados
de plastico, metal ou papeldo, sendo estes trocados ou realocados uma vez por
semana para estimular a atividade exploratéria. Os animais do grupo AP (n=28) foram
mantidos em gaiolas de plastico, também com cerca de dez animais por gaiola e com
o minimo estimulo ambiental possivel (Tabela 1). Ambos os ambientes eram forrados
com palha de arroz autoclavada, trocada uma vez por semana. Os animais tiveram

acesso livre a agua e comida e foram mantidos em um ciclo claro/escuro de 12h.

Tabela 1. Desenho experimental do grupo dos animais adultos (jovens)

Somatosensory

2 meses de idade 6-10 meses de idade
Chegada Baseline Testes Sacrificio Testes Sacrificio Testes Sacrificio
dos Alojamento Inoculagao | Comporta- dos Comporta- dos Comporta- dos
animais viral mentais animais mentais animais mentais animais
8DPI 20DPI 40DPI
B AEPY
Ambiente CA AECT
Enriquecido DO B B B
Animais CA 8DPI CA 20DPI CA 40DPI
DO DO
o Ambiente B APPY b
Padrdo CA APCT
DO
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2.3.2 Animais Senis

O grupo de 115 animais idosos foi dividido em dois grupos experimentais (AE
e AP) os quais foram mantidos em suas gaiolas experimentais durante um periodo de
16 a 20 meses. Ao fim desses periodos, os animais foram submetidos a testes
comportamentais antes da inoculacao (periodo pré-infec¢ao). Logo apos esses testes
0s animais foram sujeitos a infecgéo viral pelo arbovirus Piry. Cada um dos grupos
teve animais infectados e animais controles (AEPY, AECt, APPY e APCt), divididos
em trés janelas temporais: 8, 20 e 40 dias pés-infeccéo (DPI). Ao final das janelas de
8, 20 e 40 dias poés-infeccdo, os animais foram novamente sujeitos aos testes
comportamentais e entdo, sacrificados (Tabela 2).

Tabela 2. Desenho experimental do grupo dos animais senis.

2 meses de idade 16-20 meses de idade
Chegada Baseline Testes Sacrificio Testes Sacrificio Testes Sacrificio
dos Alojamento Inoculagao | Comporta- dos Comporta- dos Comporta- dos
animais viral mentais animais mentais animais mentais animais
8DPI 20DPI 40DPI
B AEPY
Ambiente CA AECT
Enriquecido DO B B B
Animais CA 8DPI CA 20DPI CA 40DPI
J DO DO DO
e Ambiente B APPY
Padrdo CA APCT
DO

2.4 Inoculacgéao Viral

A inoculacdo do arbovirus Piry foi feita em parceria com o Instituto Evandro
Chagas-PA, adotando todos os protocolos de biosseguranca da instituicao.

Todos os procedimentos foram realizados em cabines de fluxo laminar classe
Il B2. As cabines foram desinfetadas com solucao de hipoclorito de sédio 10% antes
e apos o manuseio de material contaminado com virus, sendo mantidas sob luz
ultravioleta por 1 hora. As carcagas dos animais infectados foram autoclavadas antes

de serem encaminhadas para incineracao.

Os homogeneizados cerebrais contendo os virus foram obtidos da seguinte
forma: 0,01 ml de cada suspenséo viral foi primeiramente inoculados por via
intracerebral (IC) em camundongos suicos recém-nascidos. Apos a inoculacao os

camundongos foram observados diariamente e quando apresentaram sinais clinicos




30

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM
NEUROCIENCIAS ¢
BIOLOGIA CELULAR

de doenca, foram congelados a —-70°C até sua utilizacdo. O tecido cerebral
(aproximadamente 0,2g) foi macerado em uma mistura de 0,8 ml de solucdo de
Fosfato de sodio-salina (PBS) contendo penicilina (100 U/ml) e estreptomicina (100
ug/ml). A mistura foi centrifugada a 10.000 G durante 15 minutos a temperatura de
4°C. A suspensdo produzida (concentracdo de 10 ° v/v) foi inoculada por via
intranasal (IN), sendo 5 ul de suspensdo em cada narina do camundongo, utilizando
micropipeta. Depois da inoculagdo, os animais foram observados diariamente.
Quando apresentavam sinais de doenca, ou detectava-se a presenca de animais
mortos na gaiola, os sobreviventes eram perfundidos.

A figura 7 ilustra a morfologia tipica em bala de revolver do arbovirus Piry no
cortex cerebral de camundongo neonato utilizado para preparacdo do
homogeneizado cerebral infectado pelo virus, utilizando a Microscopia Eletrénica de

Transmissao.

Figura 7- Fotomicrografia da particula viral. Micrografia
eletrénica de transmissdo mostrando a presenga da particula
viral (setas) no cérebro de camundongos recém nascidos apos
a inoculacdo intracerebral com homogeneizado cerebral
infectado. Escala 300 nm.

2.5 Testes Comportamentais

Durante a fase pré-inoculacao e nas trés janelas temporais investigadas todos
0S grupos experimentais foram submetidos a trés testes comportamentais para
determinar seus niveis de atividade locomotora, ansiedade e capacidade olfatoria:
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Campo Aberto (CA), Discriminacdo Olfatoria (DO) e Burrowing (B). Esses testes
possuem inumeras e Obvias vantagens no que diz respeito a economia, rapidez,
simplicidade e sensibilidade, acompanhadas pelo fato de que dispensam
treinamentos prolongados prévios e privacado de agua/comida ou o uso de estimulos
nociceptivos (PELLOW et al., 1985, p.149; RODGERS, 1997, p.289), reduzindo o

estresse durante o periodo de testes.

2.5.1 Campo Aberto (CA)

O protocolo utilizado neste teste foi o utilizado por Carola et al. (2002, p. 49).

o Equipamento

A tarefa de exploracgéo foi realizada em uma caixa de 30x30x40 cm, feita em
compensado com paredes e chao forrados com férmica branca, com piso dividido em
duas regides: Centro (C) e Periferia (P), onde cada area corresponde a cerca de 50%
da area total do aparato (Figura 8). A um metro acima do CA havera uma camera de
video conectada a um computador, de modo a filmar e armazenar as sessfes de
amostragem e avaliacdo, para posteriores analises.

Figura 8 - Caixa utilizada para a realizacdo do
teste do Campo Aberto (CA).
T

- Procedimentos

Este teste durou dois dias consecutivos e consistiu em colocar o camundongo,
através de sua cauda, no centro do CA como ponto de partida. Os animais foram
expostos ao CA por 5 min nos dois dias de teste. Ao fim de cada sessao de exploracao
0s animais foram retirados do CA, devolvidos as suas gaiolas e o aparelho foi limpo
com uma solucéo de etanol a 70%.

o Parametros Analisados

O tempo total gasto pelo animais nas zonas central e periférica foram os
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parametros analisados como medida para o comportamento semelhante ao ansioso.

2.5.2 Burrowing

Burrowing € uma palavra inglesa que se refere ao comportamento espécie-
especifico de roedores em remover e estocar comida a partir de uma toca. Além disso,
o burrowing € um teste sensivel para a detec¢cdo de doencas, pois € influenciado por
diversos fatores, dentre eles infeccdes, estresse, avaliacdo de diferentes estagios da
doenca Prion em camundongos e lesdes hipocampais e do cértex préfrontal
(BANNERMAN et al., 2004b, p.273).

A toca sera simulada por um tubo de PVC de 20 cm de comprimento por 7,2cm
de diametro, disposto de forma inclinada com a extremidade elevada a 3cm do solo
(Figura 9), onde se colocava 250 gramas de racdo (NUVILAB). Os animais foram
alojados individualmente em gaiolas contendo um unico tubo de burrowing que foi
disponibilizado por apenas 2 horas por dia, na fase clara do ciclo claro-escuro, e
depois retirados. Os restos de racdo que ficavam nos tubos foram recolhidos e
identificados, para posterior pesagem e andlise. Nos animais jovens o teste foi
realizado em 13 dias (dois dias no Baseline, 2, 3, 6, 8, 10, 13, 15, 19, 22 25 e 33DPI),
enguanto que nos animais senis foi feito em 14 dias (um dia no Baseline, 2, 4, 7, 9,
11, 14, 19, 22, 25, 28, 32, 35 e 39DPI).

Figura.9 - Tubo PVC que simula a toca do camundongo
no teste do burrowing.
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2.5.3 Teste de Discriminacgéo Olfatoria (DO)

O teste de discriminacdo olfatéria foi previamente descrito por Soffié e
Lamberty (1988, p.181) e avalia a capacidade do animal de diferenciar odores. A
palha autoclavada das gaiolas era trocada 48 horas antes da realizacao do teste para
que o odor dos animais pudesse impregna-la. O teste foi realizado em uma caixa
dividida em trés compartimentos (um central, um contendo palha suja e o outro
contendo palha limpa), separados por duas paredes contendo uma porta de 5cm?
cada (Figura 10). O animal era colocado no compartimento central de frente para a
parede e 0 seu comportamento era filmado por uma camera localizada sobre o
aparato, durante 5 minutos. Apds cada teste o aparato era limpo com alcool a 70%
com o objetivo de se remover pistas olfatérias. Como indice de discriminacéo olfatoria
avaliou-se o tempo gasto nos compartimentos contendo a palha suja e a palha limpa

através do programa Any-Maze (Stoelting®).

Figura 10 - Aparato utilizado para realizar o teste de
discriminacgéo olfatoria

42 cm

Palha Centro Palha
27 cml | limpa suja

Fonte: REIS, R.R, 2012.

2.6 Perfusao e craniotomia

Ao fim de cada uma das janelas temporais, todos o0s animais foram
anestesiados com tribromo-etanol intra-peritoneal (IP) e perfundidos
transcardiacamente com salina heparinizada 0,9% por 10 minutos e paraformaldeido
4% por 40 minutos. Os cérebros foram retirados e cortados em vibratomo em fatias

de 70 um de espessura, e estocados em paraformaldeido a 2% (imunohistoquimicas).
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2.7 Estudos Imunohistoquimicos

sobre o comportamento (levando em consideragao a neuroprotecdo fornecida pelo
enriquecimento ambiental), a perda cognitiva, microglias, foram utilizadas reacdes de

histoquimica e imunohistoquimica seletivas para: o virus Piry e microglias e a contra-

Para avaliar a relacdo entre os efeitos causados pela infeccao viral por Piry

coloracao foi realizada pela técnica de Nissl.

imunohistoquimica seletiva empregando anticorpo especifico contra o virus Piry,

produzido no Departamento de Arbovirus do IEC, seguindo protocolo previamente

Virus Piry

Para identificar a presenca dos antigenos virais no SNC foi empregado
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descrito (SANTOS; BRAGA, 2008, p.30) como mostrado na Tabela 3.

Tabela 3. Protocolo utilizado para a imunomarcagao para o virus Piry.

Solucéao Tempo
1 | Acido bérico 0,2M pH 9,0 1hora a 70°C
2 | Tampéo fosfato 0,1M Salino 0,9% Triton a 5% pH 7,4 3 x 5 minutos
3 | Metanol + peroxido de hidrogénio a 1% (1:1) 10 minutos
4 | Tampao fosfato 0,1M Salino 0,9% pH 7,4 3 X 2 minutos
5 | Mouse Ig Blocking (12 gotas Stock Solution Mouse Ig | 1 hora
Blocking Reagent / 15 ml PBS)
6 | Tampéo fosfato 0,1M Salino 0,9% pH 7,4 3 X 2 minutos
7 | Solucdo de trabalho preparada com concentrado de | 5 minutos
proteina (120ml protein concentrate / 15 ml PBS)
8 | Anticorpo Primério (Anticorpo + MOM diluente): Piry = 1:20 | 3 dias a 4°C
(1l /20ml) no concentrado de proteina.
9 | Tampao fosfato 0,1M Salino 0,9% pH 7,4 3 X 2 minutos
10 | Anticorpo secundéario — MOM Biotinylated anti-mouse 1gG | 12 horas
(60 pl de biotinylated 1IgG em 15ml da solucéo de trabalho | (overnight)
— 1200 pl de concentrado de proteina/15ml PBS)
11 | Tampéo fosfato 0,1M Salino 0,9% pH 7,4 3 X 2 minutos
12 | Solugdo ABC 1 hora
13 | Tampéo fosfato 0,1M Salino 0,9% pH 7,4 3 X 2 minutos
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14 | Revelacdo com GND-reaction ( A =1,25g de Ni + 25 ml de
acetato;- B = 30mg DAB + 25ml de agua destilada;- C =
100mg ABC de glicose; - D = 40g de cloreto de amonio; -
E = glucose-oxidase (1 “pitada”); Adicione A em B,

acrescente C e posteriormente D, colocar os cortes e

acrescente E

Os cortes reagidos foram montados em laminas gelatinizadas, secados a
temperatura ambiente e posteriormente desidratados em alcool em varias
concentracbes (70, 80, 90 e 100%), para entdao serem diafanizados em xileno e
cobertos com Entellan® (Merck) e laminula.

e IBA-1: Micréglias
Para identificar a presenca das micrdglias ativadas no SNC foi empregado
imunohistoquimica seletiva utilizando o anticorpo anti-IBA-1 (“lonized calcium binding
adaptor molecule 1”). O IBA1 é uma molécula adaptadora que se liga ao calcio em
macréfagos/microglias, sendo especificamente expresso nessas células, e regulada
durante sua ativacao, além de participar da fagocitose em microglias ativadas (OHSAWA
et al, 2004, p.844). O protocolo utilizado esta descrito Quadro 4.

Tabela 4. Protocolo utilizado para a imunomarcacgéo para as microglias ativada utilizando o anticorpo anti-
IBA-1.

Solucéao Tempo
1 | Acido bérico 0,2M pH 9,0 1hora a 70°C
2 | Tampao tris-salina triton 0,1M a 5% (200ml de tris-salina | 3 x 5 minutos

acrescido de 10 ml de Triton-X) pH 7,4

3 | Tampao Tris-salina 3 X 2 minutos
4 | Caseina a 10% (1ml de caseina para 10 ml de H20d) 10 minutos
5 | Tampao Tris-salina 3 X 2 minutos
6 | Anticorpo Primério (IBA-1 = 1:800 (20ul de anti-Iba-1/10ml | 3 dias a 4°C

de tris-salina)

7 | Tampao Tris-salina 3 X 2 minutos
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8 | Anticorpo secundario — MOM Biotinylated anti-mouse 1gG | 12 horas

(40 pl de biotinylated IgG em 10ml de caseina a 10% (10ml | (overnigt)
de H20d/1ml de caseina)
9 | Peroxido de Hidrogénio + Metanol (360ul de H202/36ml de | 10 minutos

Metanol)
10 | Tampé&o tris-salina pH 7,4 3 X 2 minutos
11 | Solugdo ABC 1 hora
12 | Tampé&o tris 0,1M pH 7,4 3 X 2 minutos
13 | Tampé&o Acetato pH 6,0 5 minutos

14 | Revelacdo com GND-reaction ( A =1,25g de Ni + 25 ml de
acetato;- B = 30mg DAB + 25ml de agua destilada;- C =
100mg ABC de glicose; - D = 40g de cloreto de amonio; -
E = glucose-oxidase (1 “pitada”); Adicione A em B,
acrescente C e posteriormente D, colocar os cortes e

acrescente E

Os cortes reagidos foram montados em laminas gelatinizadas, secos a
temperatura ambiente e posteriormente desidratados em &alcool em varias
concentracfes (70, 80, 90 e 100%), para entdo serem diafanizados em xileno e

cobertos com Entellan® (Merck) e laminula.

Contra-coloracao: Cresil violeta

O protocolo a ser empregado na técnica para Cresil violeta para os corpusculos
de Nissl inclui a sequéncia mostrada no Quadro 5, onde podera ser observado o nivel
de manutencédo das camadas celulares das areas focadas. Deve-se lembrar que os
corpusculos de Nissl sdo formados por reticulos endoplasméaticos rugosos, sendo

responsaveis pela sintese proteica do neurdnio.

Tabela 5. Protocolo utilizado para contra-coloragédo das laminas.

Solucéo Tempo
1 | Alcool etilico 100% 5 minutos
2 | Alcool etilico 100% e cloroférmio (1:1) 10 minutos
3 | Alcool etilico 95% 3 minutos
4 | Alcool etilico 75% 3 minutos
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5 | Agua destilada Um mergulho
6 | Cresil violeta 2 minutos

7 | Agua destilada Um mergulho
8 | Alcool etilico 80% 3 minutos

9 | Alcool etilico 90% 10 minutos
10 | Alcool etilico 100% e cloroférmio (1:1) 3 minutos

11 | Alcool etilico 95% e &cido acético (15| 1 minuto

gotas para 10ml)

12 | Alcool etilico 95% 3 minutos

13 | Alcool etilico 100% e alcool butilico (1:1) | 3 minutos

14 | Xileno | 5 minutos

15 | Xileno Il 5 minutos

16 | Selagem da lamina com Entelan® (Merck)

2.8 Morfometria baseada em Reconstrucéao tridimensional

Em seccdes coradas por histoquimica para IBA-1 (microglias) e contracoradas
pela técnica de Nissl, os limites das camadas de CAl, CA2 e CA3 foram feitos de
acordo com a citoarquitetonia das seccdes parassagitais, levando em consideracao
tamanho e grau de empacotamento das células assim como a laminacéo.

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

utilizada para as reconstrucdes tridimensionais realizadas.
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Foram reconstruidas 640 microglias no total, sendo 80 por grupo experimental
na regido de CA3 dorsal (Figura 11). Foram selecionadas para reconstrucao apenas
as microglias que apresentavam terminagbes completas. Microglias seccionadas
durante o corte foram excluidas. Adotamos a analise aleatoria e sistematica, obtida a
partir de uma série de seccdes, contendo CA3 dorsal para garantir que todas as
regides da CA3 dorsal tivessem a mesma probabilidade de serem incluidas nas
amostras. Geramos caixas sobre a area de CA3 de dimensdes e espacos entre as
caixas conhecidos (caixa: 50x50um; espaco entre as caixas: 200x200um), onde cada
caixa, dentro da area de interesse, corresponde a uma micréglia reconstruida,
removendo o viés do pesquisador (Figura 11) Aplicamos correcdo para retracao
induzida pelo processamento histoldgico nos dados da morfometria de forma linear
para todos 0s grupos experimentais exclusivamente para o eixo z, onde, presumiu-se
75% de retracao tal como previamente sugerido (CARLO; STEVENS, 2011, p.2803).

Figura 11. Area de interesse (CA3) e demonstracdo da andlise sistematica e aleatoria

- < i < s, oF i o g

O estudo morfolégico fornece dados para uma analise qualitativa e quantitativa
e permite também a determinacdo da distribuicdo dos objetos de interesse
reconstruidos (ACSADY, et al., 1998, p.3386). Medimos e comparamos 21
parametros morfolégicos nas microglias: 10 relacionados ao soma e 11 relacionados

aos ramos, do seguinte modo: 1. Comprimento dos ramos (um); 2. Comprimento total



&

J?\xﬂ/ PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EN 39
A_I\%’! NHH((’C]H}ICI/\.\l
M BIOLOGIA CELULAR

da arvore (um) 3. Area superficial (um?); 4. Volume dos ramos (um3); 5.
Segmentos/mm; 6. Tortuosidade; 7. Dimenséo fractal (k-dim); 8. Diametro da base do
ramo primario (um); 9. Numero total de segmentos; 10. Angulo planar; 11. NUmero de
arvores; 12. Area do soma (um?); 13. Perimetro do soma; 14. Diametro Feret minimor;
15. Diametro Feret maximo (diametro maximo em uma forma); 16. Compactacao; 17.
Fator forma; 18. Solidez; 19. Esfericidade; 20. indice de Aspecto; e 21. Convexidade.
Esses parametros morfoldgicos (Tabela 6) foram utilizados para investigar os
possiveis fatores compartilhados pelas micréglias em CA3.

Tabela 6. Pardmetros morfoldgicos medidos nas micréglias reconstruidas: 10 relacionados ao soma e

11 relacionados aos ramos.

Andlise da estrutura dos ramos

Segmentos

Qualquer parte da estrutura ramificada microglial com terminacdes que sao
nds ou sem nds intermediérios

Comprimento do
segmento

O comprimento total do segmento de tragado

Segmentos/mm

Numero de segmentos / comprimento total dos segmentos expressa em
milimetros

Comprimento do ramo

Comprimento total da linha dos segmentos utilizados para tracar o ramo de
interesse (Figura 12)

Comprimento total da
arvore

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

Tortuosidade

= [Comprimento real do segmento]/ [Distancia entre os pontos do segmento].
O menor valor é 1; isto representa um segmento reto. Tortuosidade permite
gue os segmentos de diferentes comprimentos possam ser comparados em
termos da complexidade dos caminhos que tomam (Figura 13)

Area superficial

Calculado através de modelagem de cada ramo como um

Volume dos ramos

Calculado através de modelagem de cada peca de cada ramo como um
tronco

Diadmetro da base do
ramo primario

Diametro inicial do 1° segmento (Figura 12 e Figura 15)

Angulo planar

Calculado com base nos pontos finais dos segmentos. Refere-se a mudanca
de direc¢do de um segmento em relacdo ao segmento precedente (Figura
15)

K-dim (Dimensé&o
fractal)

O "k-dim" da analise fractal, descreve como a estrutura de interesse ocupa o
espaco. Diferencas estatisticas significativas no K-dim sugerem diferencas
morfoldgicas (Figura 16)

Numero de
Varicosidades,
segmentos e arvores

Refere-se ao nimero total de varicosidades, segmentos e arvores
encontrados em uma Unica célula microglial

Corpo celular

Area Refere-se a area transversal da secg¢éo bi-dimensional contidas dentro do
limite do corpo celular (Figura 12)
Perimetro Comprimento do contorno representativo do corpo celular (Figura 12)

Feret max / min

DimensGes maiores e menores do corpo celular como se um paquimetro
fosse utilizado para medir todo o contorno. As duas medi¢Bes séo
independentes uma da outra, e ndo necessariamente em angulos retos entre
Si.

indice de aspecto

= [Didmetro minimo] / [Didmetro méaximo]
Indica o grau de achatamento do corpo celular:
+ Faixa de valores ¢é de 0-1.

* Um circulo tem valor de 1.

Compactacdo

- (%)xArea
Compactagéo = ————
Max Diam




NEUROCIENCIAS ¢
S BIOLOGIA CELULAR

- PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM .

* Faixa de valores é de 0 a 1.
» Um circulo é a forma mais compacta (= 1).

Convexidade Convexidade = [Perimetro convexo] / [Perimetro]

Um objeto completamente convexo ndo tem entalhes, e tem um valor de
convexidade igual a 1 (por exemplo, circulos, elipses e quadrados).

» Objetos concavos tem valores de convexidade menores que 1.

» Contornos com baixa convexidade tem grandes bordas entre as areas de
dentro e fora

Area
Fator forma Form factor = 4 X ————
perimeter

+A medida que a forma de contorno se aproxima de um circulo perfeito, esse
valor se aproxima de 1,0.
» A medida que a forma de contorno achata, esse valor se aproxima de 0.

(Figura 14)

Esfericidade Esfericidade = [Compactagéo]? (Figura 14)
Eusado para diferenciar objetos que possuem pequenos valores
decompactacéo

Solidez Solidez = [Area] / [Area convexa]

A é&rea delimitada por um 'elastico esticado’ em torno de um contorno, é
chamada de area convexa.

» Circulos, quadrados e elipses tém uma solidez com valor de 1.

» Os entalhes na area do contorno afasta da zona convexa, diminuindo a area
real dentro do contorno.

Figura 12 — Medidas do soma e dos ramos.

Comprimentos

dos Ramos Diametro da Base

FinalizagGes g do Ramo Primério

—

Pontos de
Ramificagdes

-—

Perimetro do

Soma .
Area do Soma
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Figura 13 — Conceito de tortuosidade de um ramo microglial. O valor da tortuosidade de um
ramo microglial é definido pela razéo L/X onde L representa o comprimento real do ramo

microglial e X a menor distancia entre as extremidades do ramo em questao.

Fonte: Extraida de Guerreiro-Diniz, 2013.

Figura 14 - Figuras com variagdes em suas formas comparadas por seu
fator de forma (“form factor”) e circularidade (“roundness”) (Russ e Rovner,

1989).

E Fator de Forma F Esfencidade

A 311 B 447 A.260 B .278
C 332 D 467 C 497 D .502
E .623 F .649

E .318 F 477
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Figura 15 — Conceito de angulo planar. A geometria de um ramo € caracterizada
pelo didmetro dos ramos primarios (do), € dos ramos secundarios (d1, d2) e pelos
angulos planares formados entre esses ramos (a1,a2). (Shefi et al., 2004).

Fonte: Extraida de Guerreiro-Diniz, 2013

Figura 16 — llustracdo demonstrando os padrdes de ramificacdo das microglias, através da andlise da
dimensao fractal. A Dimenséo Fractal reflete a complexidade de padrbées de ramificacdo. As estruturas
ramificadas foram geradas por modelagem computacional de acordo com regras preestabelecidas. Em cada
nova ramificagdo a relagdo entre os comprimentos do ramo parental e do novo ramo foram alteradas para
mostrar como as propriedades dos ramos influenciam a dimens&o fractal e a dimensédo de caixa de
contagem. Em ambas as séries a direcao permitida para o crescimento do ramo foi aleatéria. A Unica
diferencga entre as duas séries esta na curvatura permitida aos processos. Os valores para a dimenséo de
caixa de contagem sdo médias para grupos similares e ndo representam apenas os modelos mostrados na
figura. Modelado com o software Micromod Free (Karperien, 1999; Jelinek et al., 2002).

Dimensao Fractal
1.30 1.39 1.55

Modelos Basicos
com
Ramificacoes
Retas

De=1.40

Modelos
Correspondentes

com .
Ramificacoes ' \

Curvas

"Ds=1.54

Fonte: Extraida de Guerreiro-Diniz, 2013.
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2.9 Anélise dos dados comportamentais

Para analisar o ensaio comportamental dos diferentes grupos foi utilizado
software Any Maze Stoelting® (Figura 17) que é especializado em medir parametros
comportamentais importantes, e assim contribuindo para investigar com maior
resolucao se as condi¢cdes de alojamento (ambiente enriquecido e ambiente padrao)
afetam o comportamento de animais de foram submetidos & infecc¢éo viral. Para isso
é feita a analise automatica de imagens capturadas por camera de TV durante todo o

periodo de testes.

Figura 17 — Tela com o menu do Software Any Maze Stoelting® utilizado na andlise dos videos dos
testes comportamentais.

& ANY-maze - Unnamed experi -8
File Edit Options Help

1 -2-Hle|dalXxaala8]le

Protocol Experiment Tests Results’ Data

Protocol

* B | [@] B || video tracking mode IS (BN oo =
"|000| -

1

ey:
B Virtual switches
& Test settings and options...

f Charts
I Fields
M Stages... v
Apparatus name : 1 [pisabled

Select the video source for this apparatus. This should be a source that shows just this
piece of apparatus.

Video source ; = v

You can optionally start / stop tests in this apparatus using a function key or an

external switch. Select the key and/or switch that you wish to use,

Test controlkey: 4% - None - v
Allow the test control key to end tests

Test cantrol switch : | ¥ - None - v

Allow the test control switch to end tests
[ if the user ends a test, save results without requesting confirmation

Now draw a map of the apparatus in the window on the right. If you need help doing
this then click this link. After drawing the map, position the — ‘ruler line' along a
known distance in the image map and then enter that distance in the field below, if you
need help with this then dick this link.

The length of the “ruler line' is (mm) : 300

For help setting up this apparatus select the @) button or click this link.

POR 12:23
PTB2  03/07/2014

S A=A
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2.10 Analise Estatistica

Para analisar os testes comportamentais utilizou-se o teste t ora empregando
em suas formas aplicadas a amostras relacionadas ou a duas amostras
independentes, com niveis de confianca estabelecidos em 95 ou 99% (p<0.05 ou
p<0.01).

Para a andlise estatistica foram utilizados os Programas: BioEstat® 5.0;
Statistical for Windows® version 5.0 A; GraphPad Prism 5 for Windows®.

Em raras ocasides valores extremos foram detectados e excluidos de todas as
amostras com base em analises da normalidade. A analise de variancia (ANOVA um

critério) foi aplicada para estimar possiveis diferencas entre os animais.
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3. RESULTADOS

3.1 Percentual de Mortalidade ap6s a Inoculagéo Viral

No inicio do experimento utilizamos 174 camundongos sui¢os albinos fémeas
e adultos, com 2 meses de idade, Esses animais foram distribuidos, primeiramente,
em dois grupos experimentais de acordo com a condicdo de alojamento: Ambiente
Padréao (AP) e Ambiente Enriquecido (AE). A partir de entéo eles foram separados em
dois outros grupos de acordo com a idade: 6-10 meses (animais adultos — 59 animais)
e 16-20 meses (animais senis — 115 animais). Os animais adultos adultos pertencem
ao trabalho de SOUSA et al., 2011 e a dissertacdo de mestrado de REIS, R.R., 2012

Apés a inoculacdo os animais jovens e senis dos Ambientes Padrdo e
Enriquecido apresentaram taxas de mortalidade diferentes até o 7° e 8° dias pos-
inoculacao:

ADULTO: o APPyA obteve uma taxa percentual de mortalidade de 9,67%,
engquanto que o AEPYA obteve 17,85%, mostrando uma diferenca no percentual de
mortalidade de 8,19% entre os dois grupos. Os animais jovens infectados comecaram
a morrer aos 7DPI.

SENIL: o APPyS obteve uma taxa percentual de mortalidade de 54,90%,
engquanto que o AEPYS obteve 67,19%, mostrando uma diferenca no percentual de
mortalidade de 12,29% entre os dois grupos. Dois animais de APPyS morreram ja
aos 3DPI e 4DPI (um animal em cada uma dessas janelas), enquanto que os animais
de AEPyYS s6 comecaram a morrer aos 7DPI, coincidindo com o pico da infec¢éo
como descrito em trabalhos anteriores. Os animais que sobreviveram ao pico da
infeccédo (7 e 8 DPI) seguiram até o final do experimento, sendo sacrificados na janela

temporal correspondente.

3.2 Teste de Remocao e Estocagem de Comida ou Burrowing (B).

Em animais adultos, a quantidade de Burrowing diminuiu no 8DPI (coincidindo
com o pico da infeccdo que é de 7 a 8 DPI) somente no grupo dos animais que
pertencem ao ambiente padrdo, mas se recuperam em 10DPI e nenhuma alteracao
na quantidade de comida foi observada em animais de AE (Figura 18). Os dois grupos
de animais senis que foram inoculados com arbovirus Piry (AEPy e APPYy)
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apresentaram um declinio significativo na quantidade de comida retirada e estocada
durante o periodo de pico da infeccédo aos 7DPI, em relacdo ao Baseline (ver Figura
19; *ANOVA um critério para medidas repetidas p< 0,05, t=3,24). Apés a infeccao,
esse declinio permaneceu nos grupos infectados independentemente do ambiente (#
ANOVA dois critérios p<0,05) (ver Figura 19). Esses dados mostram que a infeccéo
pelo arbovirus Piry influencia significativamente (ANOVA dois critérios, Fi2:= 6,07, p=
0,0217) o comportamento desses animais neste teste, e que 0 enriquecimento
ambiental ndo protegeu durante o pico da infeccdo e nem auxiliou na recuperacao

apos esse periodo até o final do experimento aos 39DPI.

Figura 18 - Grafico representativo do teste de remocao e estocagem de comida ou Burrowing em animais adultos. *
p<0.05, ANOVA um critério, Bonferroni a priori.

Quantidade de racéo retirada (g)

10 13 15 19

Dias po6s Inoculagdo (DPI)

Figura 19 - Gréfico representativo do teste de remogé&o e estocagem de comida ou Burrowing em animais senis. Os dois grupos de animais
que foram inoculados pelo arbovirus Piry (AEPY e APPY) apresentaram um declinio significativo em relagdo ao Baseline (BL) (* ANOVA
um critério para medidas repetidas p< 0,05, t=3,24). Note que 7 dias ap0s a infeccdo, ndo importa o ambiente de alojamento dos animais,
a atividade de Burrowing permanece reduzida mantendo-se assim até os 39DPI (# ANOVA dois critérios p<0,05)

Quantidade de ragéo retirada (g)

9 11 14 19

Dias p6s Inoculagéo (DPI)
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3.3 Campo Aberto (CA)

No teste do CA, tanto os animais adultos quanto os senis, preferem a zona periférica (P) a zona central (C) do aparato,
por se sentirem mais protegidos, como mostrado pelo Baseline e pelos animais controles (Figura 20A e Figura 21A).

Animais adultos, independente do ambiente, aumentam o tempo gasto na zona periférica do campo aberto na janela de
7DPI, junto com o pico da infec¢do (7-8DPI), permanecendo assim até 10DPI (Figura 20B e 20C). Esses resultados sdo oriundos
da dissertacdo de REIS, R.R., 2012, onde as janelas temporais sdo diferentes do presente trabalho (3, 7 e 10DPI), mas que sao

perfeitamente comparaveis quanto ao pico da infecgao.

Figura 20. Gréficos do teste de Campo Aberto em animais adultos. Note a preferéncia natural pela zona periférica do aparato (A), 0 aumento no tempo gasto na regido
periférica do aparato aos 7DPI, permanencendo até 10DPI, independente do ambiente ao qual o animais pertenca (B e C). * diferencga significativa em relacéo ao Baseline
e # diferenca significativa em relagdo ao seu controle. ANOVA um critério. *#<0,05.

O

Tempo gasto em cada zona (s) >

Tempo na zona periférica (s)
Tempo na zona periférica (s)

3DPI TDPI 10DPI 3DPI TDPI 10DPI

Periferia Centro Periferia Centro
AE AP WAECT DAEPY WAPCT mAPPY
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Em animais senis, 0 comportamento natural € mantido na fase de baseline (Figura 21A). Entretanto, nenhuma diferenca
comportamental € vista em animais de AE (Figura 21B) e somente aos 20DPI os animais de APPy apresentam alteracdes de

comportamento nesse teste (Figura 21C)

Figura 21. Gréficos do teste de Campo Aberto em animais senis. Note a preferéncia natural pela zona periférica do aparato (A), nenhuma diferenga significativa foi
observada entre os animais de AE (B), porém hauma diminuicdo no tempo gasto na periferia pelos animais de AP de forma tardia, somente aos 20DPI, recuperndo-se
aos 40DPI (C). ANOVA um critério. *<0,05.
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3.4 Discriminacdao Olfatéria (DO)

A andlise dos resultados do teste da discriminacéo olfatéria confirmou que o
comportamento natural e esperado dos camundongos, independentemente da idade e
do ambiente no qual foram mantidos (AE ou AP), € a preferéncia pela palha, cujo odor
ele reconhece (palha suja ou familiar - PS) ao invés da palha cujo odor ele desconhece
(palha limpa ou nova— PL) como mostrado nos animais controle e no Baseline (Figuras
22B e 22D para animais adultos e Figuras 23B e 23D para animais senis).

Em animais adultos, o grupo APPy perde a preferéncia natural pela PS aos 9DPI
(Figura 22C), porém os animais de AEPy ndo sofrem qualquer alteracdo no padrao de
preferéncia (Figura 22A). [Esses resultados s&o oriundos da dissertacéo de REIS, R.R.,
2012, onde as janelas temporais sao diferentes do presente trabalho (2, 6 e 9DPI), mas
gue sao perfeitamente comparaveis quanto ao pico da infeccao.

Figura 22. Gréficos do teste de discriminagdo olfatéria dos animais adultos. Animais adultos de AP perdem a preferéncia

pela palha familiar (palha suja) na janela de 9DPI, préximo ao pico da infec¢do (Figura 22A), enquanto que ndo h alteragcdo
no padrédo normal dos animais de AE (Figura 22B). ANOVA um critério. *<0,05.

2DP 6DPI 9DPI = 2DPI 6DPI 9DPI
Dias pos-inoculagdo (DPI) Dias pés-inoculagédo (DPI)

==PALHALIMPA -m=PALHA SUJA =+=PALHALIMPA -s=PALHA SUJA

APPy APCt

N

T - N -

2DPI 6DPI 9DPI BL 2DPI 6DPI 9DPI
Dias pds-inoculagéo (DPI) Dias pds-inoculagéo (DPI)

=s-PALHALIMPA -8=PALHA SUJA =e=PALHALIMPA -s=PALHA SUJA
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Em contraste, animais senis infecados independentemente do ambiente ao qual
pertencam, apresentam a preferéncia natural pela zona periférica somente no baseline,
pois apos a infeccdo perdem essa diferenciacdo até o final do experimento (40DPI)
(Figura 23A e 23C)

Figura 23 - Graficos do Teste de Discriminacao Olfatéria (DO) em animais senis. Naturalmente os camundongos tendem
a preferir a palha familiar (PS) ao invés da palha cujo odor ele ndo reconhece (PL) como mostrado pelo baseline (BL) e
pelos animais controles (B e D). Ap6s a inoculagdo os animais tendem a perder essa preferéncia pela PS até o final dos
experimentos aos 40DPI (A e C).

8 20 40

Dias pdés-inoculacdo (DPI) Dias pndés-inoculacédo (DPI)
- PL = PS == PL = PS

8 20 40

Dias pés-inoculacéo (DPI) Dias pds-inoculacéo (DPI)
- PL -2 pg -+ PL - PS

3.5 Diferencas Qualitativas no Fenétipo das Micréglias em CA3 Dorsal.

As imunomarcagdes para microglias feitas com o anticorpo anti-IBA1 nos animais
experimentais (APPy e AEPY) e controles (APCt e AECt) aos 8DPI (utilizando objetivas
de 10X, 20X e 100X), mostraram que todos os animais dos grupos infectados (AEPy e

APPYy) apresentaram as alteragdes morfologicas caracteristicas de microglias ativadas.
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A Figura 24, mostra as microglias médias, na regido de interesse (CA3), dos
grupos dos animais de Ambiente Enriquecido Adulto Infectados pelo virus Piry (AEPyYA),
0 animais de Ambiente Enriquecido Senil Infectados pelo virus Piry (AEPYS) e o0s
animais controles de Ambiente Enriquecido Adulto (AECtA) e de Ambiente Enriquecido
Senil (AECtS).

Figura 24. Fotomicrografias das micréglias em CA3 nos grupos de AE adulto e senil.
Fotomicrografias nos aumentos de 10X, 20X e 100X

10x 20x 100x
C VTR

AECtA

AEPYS

AECtS
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A Figura 25, mostra as microglias médias, na regido de interesse (CA3), dos
grupos dos animais de Ambiente Padrdo Adulto Infectados pelo virus Piry (APPyA), o
animais de Ambiente Padrdo Senil Infectados pelo virus Piry (APPyS) e os animais
controles de Ambiente Padrao Adulto (APCtA) e de Ambiente Padrdo Senil (APCtS).

Figura 25. Fotomicrografias das micréglias em CA3 nos grupos de AP adulto e senil.
Fotomicrografias nos aumentos de 10X, 20X e 100X

APPYS APCtA APPyA

APCtS

Camundongos senis de ambiente enriquecido infectados (AEPyYS) apresentam
recuperacdo da morfologia microglial homeostatica mais cedo, do que individuos da
mesma idade, mas ambiente padrao (Figura 26A). De fato, aos 10DPI a morfologia das
micréglias de animais infectados € mais préxima a morfologia dos animais nao

infectados (Figura 26B).
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Figura 26. Fotomicrografias das micréglias dos animais senis infectados aos 7 e 10DPI. As microglias de animais senis de
AE parecem se recuperar mais rapido da infeccéo, pois o fenétipo microglial aos 10DPI é mais semelhante ao fenétipo de
uma microglia controle (A), porém isso néo évisto em animais de AP (B). Aumento de 10X e 100X.

AEPy 10DPI

APPy 10DPI

3.6 Anélise Morfométrica das Micréglias Imunomarcadas com IBA-1.

Um total de 640 células microgliais foram digitalmente reconstruidas em
trés dimensdes na regido de CA3 dorsal do camundongo suico albino fémea,
sendo 80 células por grupo. As Figuras 27 e 28 mostram as representacdes
gréficas dos vérios fatores morfologicos microgliais para ilustrar as diferencas

significantes entre infectados e néo infectados, adultos e senis, alojamento em
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AE ou AP. ANOVA trés critérios, comparacdes pareadas para grupos
independentes - honestly significant difference (diferengas honestamente
significantes) (HSD), foram utilizados para investigar as influéncias da idade,
infeccdo e meio ambiente sobre as caracteristicas morfologicas da microglia.
Diferencas significativas foram definidas para comparacfes pareadas como [Q
= Tukey HSD: p <0,05, ou p <0,01] e esta andlise revelou que a idade, o ambiente
e a infeccdo influenciaram muito nas caracteristicas morfologicas da microglia
de CA3 dorsal. Em alguns casos todas as variaveis (ambiente, idade e infeccao)
interagiram e influenciaram nas mudancas microgliais, como segue: volume dos
ramos (F1632=11.1; p<0.0009); didmetro da base do ramo primario (F1,632= 20.3;
p<0.000008); segmentos/mm (F1,632 = 14.3 p<0.0002); Comprimento médio dos
ramos (Fies2 = 13.8 p<0.00022); K-dim (dimensdo fractal) (Fies2 = 10.2
p<0.00151); angulo planar (F1,632 = 10.6 p<0.0012); Feret max (Fi,632 = 5.34;
p<0.02); Fator forma (Fi1e32 = 5.61 p<0.0182) e convexidade (Fie32 = 22.9
p<0.000002).

Selecionamos nas Figuras 27 e 28 as representacdes graficas dos valores
meédios e erros padrao correspondentes para os fatores morfolégicos microgliais
dos ramos e do corpo celular que mais contribuiram para distinguir os grupos

experimentais (detalhes ver Tabela 7)
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Figura 27: Gréficos representativos dos parametros morfométricos relacionados aos ramos e ao soma das micréglias reconstruidas tridimensionalmente. Representacdes
gréaficas dos parametros morfométricos que mais contribuiram para distinguir os grupos experimentais. + ldade; # Ambiente; * Piry.
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Figura 28: Gréficos representativos dos parametros morfométricos relacionados aos ramos e ao soma das micréglias reconstruidas tridimensionalmente (cont.). Representacdes gréficas
dos parametros morfométricos que mais contribuiram para distinguir os grupos experimentais (cont.). + Idade; # Ambiente; * Piry.
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Tabela 7. Fatores morfolégicos microgliais dos animais adultos (A) e senis (S) infectados (Py). APPyA = camundongo adulto de ambiente padrao infectado, APCtA =
camundongo adulto de ambiente padrdo controle, AEPYA = camundongo adulto de ambiente enriquecido infectado, AECtA = camundongo adulto de ambiente
enriquecido controle, APPyS = camundongo senil de ambiente padréo infectado, APCtS = camundongo senil de ambiente padréo controle, AEPyS = camundongo
senil de ambiente enriquecido infectado, AECtS = camundongo senil de ambiente enriquecido controle. Média + s.e.m. de cada caracteristica morfolégica da microglia
para cada grupo experimental (em cima) e os valores de p, ANOVA trés critérios, comparacgdes pareadas (em baixo).

Grupos

APPyA 4479,323 221,3775 12,0073 0,8853 183,974 94,74 24,8475 5,83 8,64
APCtA 2001,225 100,0612 10,1121 0,7091 161,154 61,50 22,5425 5,32 8,01
AEPYA 5439,154 237,5328 12,4749 1,1188 207,835 76,36 25,1075 5,58 8,75
AECtA 1632,415 78,7174 9,2317 0,5973 152,789 63,45 22,0075 5,30 8,05
APPyS 3136,240 154,3657 10,8960 0,9680 206,446 69,13 26,75125 5,91 9,69
APCtS 1384,748 70,7574 8,1352 0,6646 190,662 59,41 24,62375 5,14 8,81
AEPyYS 2503,910 93,5745 10,2863 0,8297 191,446 51,26 23,87125 5,61 8,91

AECtS 1161,750 42,2354 6,2476 0,4462 180,968 20,1225




APPyA x APCtA
APPyA x APPyS
APPyA x AEPYA

APCtA x APCtS
APCtA x AECtA

APPyA x APCtS
APPyA x AEPyS
APCtS x AECtS

AEPyA x AECtA
AEPyA x AEPYS

AECtA x AECtS

AEPyS x AECtS

p< 0.0095

p< 0.0016
p< 0.0064

p< 0.0430

p< 0.0013

p< 0.0001
p< 0.0001
ns

p< 0.0001
p< 0.0046

p< 0.0001
p< 0.0001
p< 0.0001

p< 0.0001
p< 0.0001

p< 0.0001

p< 0.0001
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p< 0.0001
p< 0.0072
ns

p< 0.0001
p< 0.0060

p< 0.0001
ns
p< 0.0001

p< 0.0001
p< 0.0001

p< 0.0001

p< 0.0001

p< 0.0001
p< 0.0139
p< 0.0001

ns
p< 0.0001

p< 0.0001
p< 0.0002
p< 0.0001

p< 0.0001
p< 0.0001

p< 0.0001

p< 0.0001

p< 0.0001
p< 0.0001
p< 0.0001

p< 0.0001
p< 0.0385

p< 0.0067
p< 0.0225
p< 0.0185

p< 0.0001
p< 0.0058

p< 0.0001

p< 0.0413

p< 0.0001
p< 0.0001
p< 0.0001

ns

w

p< 0.0096
p< 0.0001
p< 0.0006

p< 0.0001
p< 0.0001

p< 0.0522

p< 0.0001

p< 0.0001
p< 0.0014
ns

p< 0.0002

ns
p< 0.0017
p< 0.0001
p< 0.0001

p< 0.0001
p< 0.0362

p< 0.0001

p< 0.0001

p<
0.0001

ns
p<
0.0521

0.0001

ns
p<
0.0001
p<
0.0337
ns
p<
0.0001
p<
0.0001

58

p<
0.0042

p<
0.0001

ns
p<
0.0021
ns
p<
0.0031
p<
0.0066
p<
0.0001
p<
0.0051
ns
p<
0.0001
p<
0.0001
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3.7 Microglias médias de cada grupo experimental: Reconstrucao tri-

dimensional.

Todas as reconstru¢des foram realizadas em animais na janela temporal
de 8DPI. A partir das reconstrucbes tridimensionais de todos 0s grupos
experimentais (Adulto e Senil), retiramos a célula média que representa cada
um desses grupos e um quadro comparativo, entre animais jovens e velhos,
com a fotomicrografia, a reconstrucéo 3D e o dendograma, foi montado para os

animais de Ambiente Enriquecido (Figura 29) e de Ambiente Padrao (Figura 30).

3.8 Anédlise de conglomerados e Andlise Discriminante

As analises de conglomerados (Cluster) e de Discriminante (Figura 31) de
todos os grupos experimentais sugeriram a ocorréncia de trés grupos distintos
de micréglias. Com apenas uma unica excecao o animal APCtA1l (IY1), os dois
clusters do lado direito (linhas vermelhas) contém apenas individuos infectados
e a maioria dos individuos no cluster da esquerda representam a amostra
microglial dos individuos controle. No entanto, trés de quatro camundongos senis
infectados do AE, e um em cada quatro de ambiente empobrecido, estado
agrupados em conjunto com os grupos de controle (Figura 31A), sugerindo que
as mudancas da microglia ap6s a infec¢do nos individuos senis foram menos
significativas. A Figura 31B é uma representacdo grafica da analise
discriminante. Esta andlise revelou que o volume total (p <1 x 10°%), a densidade
de segmentos (p = 0,021), a area da superficie (p = 0,027) e o numero total de
segmentos (p = 0,0069) foram as caracteristicas morfométricas que mais
contribuiram para a formacdo de aglomerados (Tabela 8). Os resultados
sugerem que a nossa amostra foi composta por trés classes principais de
microglia, distinguidas pelas distancias euclidianas acima de 3000. Dois destes
grupos de microglias, correspondeu aos animais infectados e a outra
correspondeu a microglia dos camundongos controle e infectados senis de
ambiente enriquecido. No entanto, se optarmos por distancias euclidianas acima
de 1000, como ponto de referéncia para analisar a formagéo dos grupos (ver
linha verde na Figura 31B), encontraremos cinco grupos diferentes de micréglias,

trés dos quais correspondente a camundongos infectados, e os outros dois
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correspondem aos grupos controle, os individuos do do grupo de ambiente
enriquecido infectado senil (AEPYS) néo foram significativamente diferentes de
seu respectivo controle (AECtS).

Figura 29 - llustracbes mostrando as células médias dos grupos experimentais de Ambiente Enriquecido
reconstruidas tridimensionalmente. Fotomicrografias, reconstrugdes tri-dimensionais e dendrograma linear das
micréglias médias de cada grupos experimental de AE. Os ramos individuais sédo coloridos diferentemente para

facilitar o exame.
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Figura 30 - llustrag6es mostrando as células médias dos grupos experimentais de Ambiente Padrao reconstruidas
tridimensionalmente. Fotomicrografias, reconstru¢des tri-dimensionais e dendrograma linear das microglias
médias de cada grupos experimental de AE. Os ramos individuais sé@o coloridos diferentemente para facilitar o

exame.
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Figura 31. Representacao grafica da andlise de conglomerados das micréglias (A) e Analise discriminante (B) para ilustrar a distingdo entre os grupos de micrdglia de
CA3. Em A nota-se a ocorréncia de trés grupos distintos de micréglias. Com apenas uma Unica excegdo para animais APCtAl (IY1), os dois clusters do lado direito
(linhas vermelhas) contém apenas individuos infectados e a maioria dos individuos no cluster da esquerda representam a amostra microglial dos individuos controle.
No entanto, trés de quatro camundongos senis infectados do AE, e um em cada quatro de ambiente empobrecido, estdo agrupados em conjunto com 0s grupos de
controle (A), Em B Esta andlise revelou que o volume total (p <1 x 10°%), a densidade de segmentos (p = 0,021), a area da superficie (p = 0,027) e o nimero total de
segmentos (p = 0,0069) foram as caracteristicas morfométricas que mais contribuiram para a formacéo de aglomerados.
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Tabela 8. Parametros utilizados para a analise de conglomerados, mostrando os quatro critérios que mais contribuiram para a formagéo

dos grupos.
Parametro Wilks’ lambda Partial F-remove p-value Toler. 1-Toler (R-Sqr.)

morfométrico Lambda (2,22)

Volume total 0.157985 0.199902 44.02711 0.000000 0.503532 0.496468
Segmentos/mm 0.044805 0.704862 4.60588 0.021338 0.169432 0.830568
Area superficial 0.043829 0.720557 4.26598 0.027186 0.042287 0.957713

(um?)
Namero de 0.049614 0.636547 6.28075 0.006952 0.099428 0.900572
segmentos
K-dim 0.041061 0.769132 3.30184 0.055720 0.138745 0.861255
Solidity 0.034407 0.917866 0.98432 0.389560 0.510534 0.489466
Volume dos ramos 0.037310 0.846455 1.99538 0.159824 0.082681 0.917319
(um?)
Area (um?) 0.035668 0.885441 1.42319 0.262273 0.130400 0.869600
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4. DISCUSSAO

Utilizando o virus Piry como modelo para estudar os resultados da encefalite
em camundongos suicos albinos fémeas alojados em condi¢cdes de AE ou AP,
induzimos previamente a encefalite viral pela inoculacdo intranasal de homogenado
cerebral infectado pelo virus Piry e correlacionamos os fatores neuropatoldgicos que
foram quantificados pelo uso do método imparcial baseado na estereologia com a
mudanc¢as comportamentais , comparando os resultados desses animais inoculados
com animais inoculados com homogenado de cérebro normal (DE SOUSA, et al.,
2011, p. 15597). No presente trabalho, ampliamos essa investigacdo aos animais
senis, para testar a hipotese de que a intensidade das mudancas microgliais
poderiam estar associadas com déficites comportamentais mais severos. Para tal,
utilizou-se a reconstrucédo tri-dimensional e a andlise estatistica multivariada.
Descobrimos que camundongos senis infectados, independentemente do ambiente
no qual foram alojados, reduzem, permanentemente a atividade de Burrowing,
transitoriamente a discriminacgdo olfatoria e a atividade exploratéria e locomotora no

campo aberto.

Efeitos do Enriquecimento Ambiental

A exposicdo de animais de laboratério a um ambiente repleto de estimulos
somatomotores, visuomotores, sociais e cognitivos tem sido muito utilizado na
literatura, sendo estes estudados desde 1960 (BENNETT et al., 1969, p.35),
principalmente pelos seus efeitos cognitivos benéficos em animais doentes (VAN
PRAAG et al., 2000, p. 102). Sendo assim, o enriquecimento ambiental foi utilizado
neste trabalho com o intuito de verificar os seus efeitos sobre a progressao da
encefalite provocada pelo virus Piry e o quao benéfico ou neuroprotetor no ponto de
vista comportamnental e neuropatolégico.

O enriguecimento ambiental consiste em aumentar a complexidade do
ambiente de alojamento do animal com a finalidade de promover o seu bem-estar,
ao tentar imitar o seu ambiente natural, e como consequéncia, provoca diversos
efeitos em seu comportamento (BAYNE, 2005, p.2). E baseado em trés eixos: o
primeiro diz respeito ao tamanho da area habitavel que deve ser maior para

comportar os objetos fisicos que “enriquecem” o meio, como brinquedos, tuneis e



65

i

e a PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EN
B NEUROCIENCIAS ¢
w BIOLOGIA CELULAR

{

rodas de corrida com a finalidade de promover a experiéncia sensorial e motora aos
animais. O segundo eixo, diz respeito ao tempo dos objetos dentro do ambiente,
poise les devem ser trocados regularmente, de modo a manter 0os animais sempre
curiosos, para manter a exploragdo voluntaria elevada. O terceiro eixo, esta baseado
na interagdo social, onde o0s animais s&do alojados em grupos (HIRASE;
SHINOHARA, 2014, p.306). No presente trabalho, todos os eixos relacionados com
o enriquecimento ambiental e descritos acima foram obedecidos.

Na literatura, os efeitos benéficos sobre a cognicdo promovidos pelo AE, ja
estdo bem estabelecidos, e por esta razdo, ganhou uma atencgao crescente na ultima
década (PANG; HANNAN, 2013, p.515), mostrando ter participacdo positiva em
infeccbes virais (SOUSA et al., 2011, p.e15597) e em diversas patologias
neuroldgicas, incluindo a doenca de Alzheimer, Huntington, sindrome de Rett e
acidente vascular cerebral (NITHIANANTHARAJAH; HANNAN, 2006, p.697; PANG;
HANNAN, 2013, p.515), neste trabalho também se observou os beneficios do
enriguecimento ambiental em animais jovens e senis submetidos a infeccéo viral pelo
arbovirus Piry, onde os efeitos da encefalite viral foram amenizados em animais

vindos de ambiente enriquecido, independentemente da idade.

Déficites Comportamentais

Foram analisadas e comparadas as alteracdes comportamentais induzidas
pela encefalite provocada pelo arbovirus Piry através da inoculacéo intranasal de
homogenado cebral infectado em camundongos Suicos albinos. Essas mudancas
foram mensuradas através da analise do comportamento nos testes de remocéo e
estocagem de comida (Burrowing), campo aberto e discriminacdo olfatéria, que
parecem ser alterados apds danos hipocampais (DEACON et al., 2001,
BANNERMAN et al., 2003, CUNNINGHAM, 2005).

O teste de Burrowing € um teste simples que pode avaliar uma série de
alteracbes no comportamento espontdneo de reodores (DEACON et al.,, 2001,
p.2053). E baseado no comportamento espécie-especifico de roedores, através da
utilizacdo de um tubo que imita as circunstancias do ambiente natural do roedor
(SCHMID et al., 2001, p.53). E um teste altamente sensivel na detec¢do de danos

hipocampais e na avaliagdo da progressdao de doencas neurodegenerativas,
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infecgbes virais ou bacterianas (JIRKOF, 2014, p.139) Animais jovens e senis,
expostos a infeccBes bacterinas ou virais, apresentam déficits na performance do
burrowing (HART et al.,, 2012, p.754; McLINDEN et al.,, 2012, p.1219), como
mostrado, também, no presente trabalho.

Diversos estudos mostram que o Burrowing € uma ferramenta néo invasiva e
promissora para avaliar o comportamento doentio, incluindo inflamacdes, onde a
performance é diminuida (JIRKOF, 2014, p.139), sendo considerado um sinal
precoce da progressdo da doenca (CUNNINGHAM et al., 2003, p.2147;
CUNNINGHAM et al., 2005, p.258; DEACON et al., 2001, p.2053; DEACON et al.,
2005, p.99; FELTON et al.,, 2005, p.283; GUENTHER et al.,, 2001, p.401).
Similarmente, alteragfes virais sistémicas induzidas pela inoculacéo intranasal do
virus Piry, diminuem as taxas de burrowing em animais jovens por até 2 dias (DE
SOUSA et al, 2011, p.e15597; CUNNINGHAM et al., 2007, p.490; KONAT et al.,
2009, p.1381). Neste trabalho, observou-se o inicio da diminuicdo do burrowing
exatamente durante o pico da infeccdo (7 e 8DPI) em todos os grupos (adulto e
senil), com excessao do grupo AEPy adulto que ndo apresentou nenhuma alteracéo
significativa. Os animais adultos (APPy) se reestabeleceram aos 10DPI, enquanto
gue nos animais senis, nao houve recuperacao, sendo os danos permanentes. Tanto
infeccbes bacterianas quanto virais, tem efeitos deletéricos no burrowing em animais
senis quando comparados com animais jovens (HART etal., 2012, p.754; McLINDEN
et al., 2012, p1219) corroborando os achados neste trabalho, onde animais senis
inoculados intranasalmente pelo virus Piry diminuem as taxas de burrowing apartir
do pico da doenca (7-8DPI) até o final do experimento (40DPI). Estes resultados
seguem a mesma linha de resultados anteriores, demonstrando que uma inflamacéao
sistémica induzida pelo LPS para imitar a resposta inflamatoria a infeccéo (TEELING
et al., 2007, p.836) ou Poly:IC, um receptor 3 toll-like agonista, imitando respostas
inflamatérias a infeccdes virais (KONAT et al., 2009, p.1381) reduzem a atividade de
Burrowing. Como a atividade de Burrowing requer integridade hipocampal e as
regides do hipocampo ventral, giro denteado e septo foram alvo de virus Piry,
sugerimos que um dano permanente nessas areas possa ter contribuido, pelo menos
em parte, para a redugéo na quantidade de ragédo estocada nos camundongos senis
infectados.

Em animais jovens infectados pelo virus Piry, o enriquecimento ambiental

funciona como um agente neuroprotetor, ndo deixando com que a atividade
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locomotora, no teste de Campo Aberto, desses animais decaia, porém em animais
de AP, as taxas da atividade locomotora caem aos 20DPI, permanecendo assim até
0s 40DPI (DE SOUSA, et al., 2011, p. e15597). Os animais senis, estudados neste
trabalho, apresentam alteracées semelhantes aos animais jovens nesse teste, onde
0s animais de AE néo sofrem altera¢cdes comportamentais enquanto que os de AP
alteram o comportamento aos 20DPI, mas se reestabelecem aos 40DPI.

Em contraste a atividade de Burrowing, a atividade exploratéria e motora,
avaliada pelo teste de campo aberto, apareceu transitoriamente alterada mais tarde
na doenca (20DPI) em ambos, adultos (DE SOUSA et al., 2011, p. 15597) e em
camundongos senis, mas manteve-se assim até os 40DPI| apenas nos animais
adultos do grupo APPy. Nenhuma diferenca significante foi observada em animais
adultos e senis do AEPy. Assim como em nossos resultados, a injecao sistémica de
LPS para mimetizar a infec¢cdo bacteriana, reduziu a atividade no campo aberto em
camundongos criados em ambiente empobrecido das gaiolas padrédo de laboratério
(TEELING et al., 2007, p.836).

Mudancas morfolégicas microgliais e envelhecimento

As micrdglias sé@o células imunes do SNC que possuem um papel importante
na homeostase do organismo durante o desenvolvimento, na fase adulta e no
envelhecimento, sendo controladas rigidamente, pelas condicées do microambiente
cerebral, onde disturbios, tais como neurodegeneracdo e envelhecimento, podem
causar profundas consequéncias na fungdo e no fenétipo da micréglia (PERRY;
TEELING, 2013, p.601). Neste trabalho, foram utilizados animais adultos e senis com
encefalite induzida pela infeccdo por arbovirus, e observou-se alteracbes
morfolégicas nas micrdglias no decorrer do curso da infeccao.

A ativacdo da microglia residente, € um fator intrinseco na defesa imunoldgica
inata do SNC, sendo considerado como um fenbmeno que marca o inicio da
neuropatologia, simplismente atuando como uma célula de “limpeza” (SCHWAB;
SCHLUESENER, 2004, p.1245). Mudancas morfoldégicas microgliais no
camundongo senil foram menos intensas do que em animais adultos indicando que
a resposta inflamatéria reduzida em individuos senescentes pode agravar 0s
resultados da encefalite. Tanto em animais jovens quanto senis, a ativagao microglial

méaxima é atingida juntamente com o pico da infec¢do viral (7-8DPI), porém as
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mudancas no perfil das micréglias comecam anteriormente, evoluindo no decorrer

da infeccéao.

Nossos resultados anteriores usando virus Piry como um modelo para induzir
a encefalite em camundongos suicos fémeas adultos revelaram que a resposta
microglial no hospedeiro € mais intensa e generalizada no parénquima cerebral aos
8DPI em comparacdo com 20 ou 40DPI (DE SOUSA, et al., 2011, p.15597). Estes
resultados anteriores sugerem que a ativacao da microglia pode ser um dos fatores-
chave na patogénese da encefalite pelo virus Piry. No presente relatorio,
comparamos as sutilezas das alteracbes morfolégicas microgliais do camundongo
adulto e senil infectados pelo Piry aos 8DPI, usando a reconstru¢ao tridimensional
em associagao com correspondentes deficiéncias comportamentais, e encontramos
uma associacao inversa entre a idade, deficiéncias comportamentais e a resposta
microglial do hospedeiro. De fato, as mudancas microgliais em camundongos adultos
eram muito mais intensas do que em camundongos idosos, enquanto que as
mudangas comportamentais foram mais severas em animais senescentes. Embora
a evidéncia, no presente trabalho, seja indireta e de correlacdo, levanta a
oportunidade e fornecer hipdteses sobre as relagcdes entre as mudancas
morfologicas da micréglia, infec¢des virais citopaticas e déficites comportamentais.
Além disso, este modelo forma-funcéo microglial fornece um bom ponto de partida
para o estudo da resposta inflamatéria microglial do hospedeiro a infeccéo viral sob
a influéncia de ambientes distintos que imitam os estilos de vida sedentario

(ambiente padrdo) e ativo (ambiente enriquecido).

Reconstrucédo Tri-dimensional das micrdglias ap6s a infec¢éo viral

Poucos trabalhos utilizam a reconstrucdo tridimensional microscopica da
micréglia para descrever suas mudangas sob condicdes homeostéticas e
neuropatolégicas (PAPAGEORGIOU, et al., 2014; TORRES-PLATAS et al., 2014,
p.12), mas nenhum deles dedicou-se a quantificar as mudancas microgliais no
cérebro de camundongos adultos e senis, sob ataque de um arbovirus. Como
resultado, as associa¢cfes quantitativas e a morfologia tri-dimensioal e as mudancas
comportamentais em modelos murinos de encefalite, ndo estdo firmemente

estabelecidas.
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Combinando a amostragem aleatéria sistemética para garantir que todas as
regides da CA3 tenham a mesma probabilidade de contribuir para a amostra, e
analise estatistica multivariada, demonstramos que a gravidade das deficiéncias
comportamentais nao foi diretamente correlacionada com a intensidade das
alteracdes morfoldgicas das microglias na regido escolhida. Também demonstramos
que as alteracbes comportamentais e morfologicas da microglia associadas a
encefalite pelo virus Piry, foram mais intensas em animais alojados em condicdes de
AP em comparagdo com os resultados da encefalite em animais de AE, e que as
mudancas morfolégicas microgliais foram mais graves em animais adultos do que

em animais envelhecidos.

No presente trabalho, utilizamos cortes parassagitais (70um) do cérebro do
camundongo suico albino que foram marcadas histoquimicamente pelo IBA-1, o qual
marca células microgliais e macrofagos (ITO et al., 1998, p.1). Fatores morfolégicos,
tais como o tamanho do corpo celular e comprimento dos ramos, foram medidos. As
micréglias foram selecionados da regido de CA3 dorsal de forma sistemética e
aleatoria, com a finalidade de gerar suas medidas morfométrica e a sua reconstrucéao
3D.

As micrdglias, ao longe de sua ativacao, sofrem uma série de alteracdes em
suas escalas métricas (por exemplo: tamanho do soma, didmetro da ramificagéo,
tortuosidade, etc.), as quais geram um grande desafio para os métodos tradicionais
de medicéo, que necessitam tornar-se mais quantitativos (KARPERIEN et al., 2013,
p.1). Um método que pode contribuir para minimizar essa necessidade é a analise
fractal, que consiste em um grupo de métodos que quantificam padrdes dificeis de
descrever. Embora se tenha poucos trabalhos envolvendo a andlise fractal, esse
método é inovador e preciso na medicdo complementar de paramentros
morfolégicos de células, tais como a micrdglia (KARPERIEN, 2001a; MARCANDI et
al., 2008, p.12; KAM et al.,, 2008, p.130; SAN; FAIRGRIEVE, 2012, p.610;
SCHNEIDER et al., 2012, p.671), pois permite a identificacdo de formas
intermediarias de ativacdo dessa célula (KARPERIEN et al., 2013). Essa técnica é
bem estabelecida em neurociéncias e € uma ferramenta chave na quantificacdo de
modelos que avaliam a forma e a funcéo microglial, sendo assim utilizado ao longo

deste trabalho.
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S&o varios os parametros morfométricos envolvidos na reconstrugdo 3D,
dentre eles podemos citar: area do soma, feret maximo e minimo, tortuosidade, area
superficial, diametro do ramo primario e etc. Em animais jovens e envelhecidos
submetidos a infecc¢éo viral, e alojados em ambientes distintos (ambiente enriquecido
e ambiente padrao), apresentam modificagdes microgliais distintas na fase aguda da
encefalite. Animais senis apresentam area do soma, volume dos ramos e diametro
do ramo primario maiores quando comparados com animais jovens (VIANA, et al.,
2013, p.280), corroborando, em partes, os resultados desde trabalho, onde os
animais que pertencem em AE infectados (AEPy) nao apresentam qualquer
alteracdo na area do soma quando comparados com os animais jovens do mesmo
ambiente. Sendo assim, o enriqguecimento ambiental promove neuroprotecdo ao
cérebro acometido pela encefalite pelo arbovirus Piry, tanto em animais jovens

guanto senis.

Limitacdes técnicas

No presente trabalho através da andlise estatistica multivariada dos parametros
morfométricos das microglias, revelamos no minimo trés e, possivelmente, cinco
grupos morfologicamente distintos de microglia na regido de CA3 dorsal em
camundongos jovens e idosos, infectados e ndo infectados. Dois desses tipos foram
encontrados nos grupos controle e o0s outros trés nos individuos infectados.
Reconstru¢cdes microscopicas 3D podem ser afetadas por fatores mecéanicos
associados ao seccionamento no vibratomo e ao procedimento de desidratacdo, 0s
quais podem induzir retragcdo n&do uniforme nas secc¢des no eixo z (HOSSEINI-
SHARIFABAD; NYENGAARD, 2007, p.206). Assim, as estimativas das modificagcdes
nas dimensfes no eixo x/z durante o processamento do tecido podem nao ser
extrapoladas linearmente para dimenséo z. Essas limitacdes metodolégicas impostas
devem ser levadas em consideracéo na interpretacédo dos dados, no presene estudo.
No entanto, deve-se enfatizar que um indicador confiavel da retragéo severa no eixo
z € a ondulacdo de ramos, o0 que significa que os processos individuais ndo encolhem
na mesma velocidade que a fatia nos quais estéo localizados. Estes efeitos podem ter
amplitude mais elevada na superficie, diminuindo a profundidade no eixo z. Este
padréao, no entanto, nao foi observada nas microglias eleitas para serem reconstruidas

neste estudo e a amostra foi feita na regido do meio do eixo z, onde o impacto destas
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mudancas sao pequenas. Mais recentemente, tem sido demonstrado que, no eixo dos
z (perpendicular a superficie de corte), as sec¢des retraem aproximadamente 25% da
espessura do corte apos desidratacdo (CARLO; STEVENS, 2011, p.2803). Com base
nesses achados todas as reconstrugdes das microglias, do presente relatério, foram
corrigidas para a retragédo do eixo z em 75%. Nenhuma corregé&o foi aplicada para os
eixos x/y, 0s quais ndo mudaram apoés a desidratacao histolégica e imunomarcacao.

Outra limitacdo € relatada ao fato de nao existirem procedimentos
estereoldgicos que foram realizadas para estimar o nuamero total de cada tipo de
microglia na area alvo em camundongos envelhecidos. No entanto, pelo fato dos
critérios para a selecdo das micrdglias a serem reconstruidas tridimensionalmente
foram feitas de forma sistematica, as cegas e aleatoreamente em todos 0s sujeitos,
bem como o nimero de elementos selecionados para reconstrugcdo ser grande (640
no total, 80 micréglias de cada grupo), € razoavel supor, que nao ha, a priori, um viés
amostral induzido pela escolha dos objetos de interesse entre os individuos.

Os mecanismos de protecdo neuronal que sdo ativados durante o maior
clearence viral nos cérebros dos animais de AE ainda precisam ser esclarecidos. A
analise celular e molecular detalhada construida sobre essas observacgdes, incluindo
a caracterizacao das células inflamatérias mobilizadas para o parénquima, bem como
a neuroinvasao viral e os mecanismos de eliminacéo do virus, podem delinear a base
patofisiological desses eventos, melhorando nossa compreensao do tratamento nao-

farmacoldgico de doencas neuroldgicas.



'57/ PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EN 72
qu! NEUROCIENCIAS
' BIOLOGIA CELULAR

5. CONCLUSOES

1)

2)

3)

4)

5)

A

A encefalite induzida pelo virus Piry provocou perda permanente no
reconhecimento olfativo em camundongos senis de AE e AP, enquanto que em
camundongos adultos, essas perdas foram transitérias em AE e permanentes
no AP.

A atividade de Burrowing foi afetada permanentemente em animais senis
infectados de AP e de AE, porém afetou transitoria e exclusivamente os animais
adultos de AP.

Déficits na atividade locomotora durante o teste de campo aberto apareceram
mais tarde na doenca e foram limitados a camundongos adultos criados em
ambiente pobre. Em camundongos senis do AP esses deficits também
aparecem mais tarde, mas transitoriamente.

Mudancas microgliais foram significativamente mais severas em animais
adultos do que em animais senis.

Em comparacdo com a microglia de todos os outros grupos, os camundongos
adultos infectados do ambiente empobrecido, mostraram ter um grau
significativamente maior de expanséo do volume das arvores, area superficial,

espessamento do diametro da base do ramo, e alargamento do soma celular.

gravidade das alteragbes morfolégicas microgliais em camundongos

envelhecidos ndo mostrou correlagcdes diretas com déficits comportamentais

permanentes ou mortes, sugerindo que as alteracbes da microglia, isoladamente,

pode nado explicar os danos ao SNC induzidos pela encefalite causada pelo virus Piry

em camundongos senis.
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Projeto: ALTERACOES COMPORTAMENTAIS E NEUROPATOLOGICAS
INDUZIDAS PELA INFECCAO POR ARBOVIRUS PIRY NO CAMUNDONGO
SENIL ALBINO SUICO: IMPACTO DO AMBIENTE ENRIQUECIDO.
Coordenador: Prof. Dr. Cristovam Wanderley Pican¢o-Diniz

Area Tematica: Neurociéncias
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No no CEPAE-UFPA: 222-14

O projeto acima identificado foi avaliado pelo Comité de Etica Em Pesquisa
Com Animais de Experimentagéo da Universidade Federal do Pard (CEPAE). O tema
eleito para a investigacéo e de alto teor cientifico justificando a utilizagcdo do modelo
animal proposto. Os procedimentos experimentais utilizados seguem as normas
locais e internacionais para tratamento e manipulagéo de animais de experimentacao.
Portanto, o0 CEPAE, através de seu presidente, no uso das atribuices delegadas pela
portaria No 1032/2014 do Reitor da Universidade Federal do Para, resolve
APROVAR a utilizagdo de animais de experimentacdo (Camundongos, N=115) nas
atividades do projeto em questdo, no periodo de vigéncia estabelecido.
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(A/glﬂ.ct gud !cv/

rof. Or, Welace Gomes Lesk

Presidente do CEPAE-UFPA
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ANEXO I

Influences of aging and environment on viral encephalitis outcomes: behavioral

and microglial changes in murine model
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ABSTRACT

Environmental enrichment and aging effects on behavioral and microglial morphological
changes were investigated in a murine model of sub-lethal arbovirus encephalitis. To that
end two-months-old female albino Swiss mice were raised in impoverished (IE) or in
enriched environments (EE) during 6 (young - Y) or 16 (aged - A) months. After
behavioral tests, Y and A mice were nasally instilled with an equal volume of Piry virus
infected (Py) or normal brain homogenates. Eight days post-infection (dpi), when
behavioral changes became apparent, mice brains sections were immunoreacted with
anti-IBA1 (microglia) and anti-Piry virus antibodies. At 20 and 40 dpi, the remaining
infected animals were behaviorally re-tested, and processed for the same markers. In
infected young mice from impoverished environment (I'YPy), burrowing activity
decreased and recovered earlier (8-10 dpi) than open field activity (20-40 dpi) but
remained unaltered in age-matched mice from enriched environment (EYPYy). In contrast,
aged infected mice, both from enriched (EAPY) and impoverished (IAPy) environments,
reduced significantly burrowing activity at all-time windows. Piry virus encephalitis
induced transitory olfactory losses in I'YPy and EYPy but permanent in APy and EAPYy.
Piry virus antigens immunolabeling reached a peak in CNS parenchyma at 5 and 6dpi and
disappeared at 8dpi. All microglia three-dimensional reconstructions were done at 8dpi.
Microglial changes were significantly more severe in young adult than in aged mice but
EY mice seem to recover to the microglial homeostatic morphology earlier than 1Y. EE
beneficial effects were smaller in aged mice.

Key words: arbovirus encephalitis; aging; enriched environment; microglial and
behavioral changes

INTRODUCTION
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Sub-lethal encephalitis following viral infections is known to affect behavior and
the immune response, and viral diseases of the central nervous system (CNS) represent
a significant proportion of neurological disabilities, particularly in poor countries
(Johnston and Hauser, 2008). Emerging virus infections of the CNS are mainly
associated with RNA viruses and many that cause neurologic disease (Olival and
Daszak, 2005). The rhabdoviruses are part of the broad group of negative-strand RNA
viruses, which includes a number of medically relevant viruses such as avian influenza,
measles, Ebola, and vesicular stomatitis virus (VSV) (Kuzmin et al., 2009). Because
VSV has limited human pathogenicity, it has been used as a model of rhabdoviruses in
both in vitro and in vivo studies investigating viral adaptive and host immune responses
(Reiss et al., 1998, van den Pol et al., 2009).

Infections of the CNS with cytopathic neurotropic viruses, such as
vesiculoviruses, require the parenchymal penetration of dendritic cells, T lymphocytes,
and microglial activation for virus clearance and survival (McCandless et al., 2008, Liu
et al., 2009, Steel et al., 2009). Because T cell migration to the brain parenchyma
enhances viral clearance in VSV encephalitis (Ciavarra et al., 2006), in a series of
previous experiments we have demonstrated using, the Piry arbovirus (Rhabdoviridae
family), that environmental enrichment leads to less CNS neuroinvasion and/or more
rapid viral clearance in association with T-cells without neuronal damage. We have
found in young adults housed in enriched environment as compared to animals from
standard cages, a higher T-cell infiltration, less CNS cell infection by the virus, faster
virus clearance, less microgliosis, and less damage to the extracellular matrix (de Sousa
etal., 2011).

There is now unambiguous evidence of important changes in the senescent

immune system. Among those, there are the changes in T-cell subsets, the pattern of
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secreted cytokines, the ability of cell replication and production of antibodies, creating a
pro-inflammatory environment associated with decreased responsiveness to new
antigens (de Araujo et al., 2013). Based on previous demonstrations that physically
active older adults show less functional decline in T and B cell-mediated adaptive
immunity than age-matched adults with a sedentary life style (Simpson and Guy, 2010),
in the present report we hypothesized that aged mice from IE would show more intense
behavioral changes, higher mortality, higher microglial morphological changes and T
lymphocyte less expansion than mice from EE.

In the present report, we expanded our previous investigation into aged mice to
establish a model of sub-lethal arbovirus encephalitis to investigate host inflammatory
response in the senescent immune system. To that end we induced Piry viral
encephalitis in aged albino Swiss mouse model housed in an enriched or impoverished
environment to mimic active and sedentary life styles respectively, and compared with

young mice raised in similar conditions.

METHODS

All procedures were submitted to and approved by the institutional animal care
committee of the Federal University of Para”. We used 174 2-week-old albino Swiss
mice obtained from the Animal Care Facility of Instituto Evandro Chagas and handled
in accordance with the ‘‘Principles of Laboratory Animal Care’’ (NIH). To confirm the
presence of the virus in the brains of animals used to prepare infected brain
homogenate, some of the animals were processed to obtain ultrathin sections for
analysis with a Zeiss EM 900 transmission electron microscope, as described elsewhere

(Diniz et al., 2006, de Sousa et al., 2011).
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Behavioral analysis

The young mice (n=59) were kept in an impoverished environment (IE, n =31) or
enriched environment (EE, n = 28) for three months whereas aged mice (n = 115) were
maintained in an impoverished (1A, n =51) or enriched (EA, n = 64) environment
during 16 — 20 months, and then submitted to the following tests: open field, burrowing
and olfactory memory. Enriched environmental conditions corresponded to plastic cages
(32 cm x 639 cm x 616.5 cm) with chopped rice straw on the floor and equipped with
rod bridges, tunnels, running wheels, and toys made of plastic, wood, or metal with
different forms and colors that were changed every week. The IE cages corresponded to
plastic cages with the same dimensions and chopped rice straw on the floor but without
equipment or toys. Each cage housed 12-15 mice. All mice had free access to water and
food, and 12-h dark and light cycles were maintained. Tests occurred during the light

cycle.

Burrowing: Two hours daily (from 09:00 to 11:00 h) for 3 consecutive days before
inoculation and from post-inoculation days 2 to 35, all animals were placed in
individual plastic cages (32 cm x 39 cm x 16.5 cm) containing a PVC tube (20 cm long,
7.2 cm diameter) filled with 250 g of normal diet food pellets. The open end was
supported 3 cm above the floor. After the testing period, the remaining food in the
cylinders was weighed and the mice returned to their collective cage (Deacon et al.,

2001).

Open field: The apparatus consisted of a gray PVC box (30 cm x 30 cm x 40 cm) with
the floor divided into 9 squares of 10. For 3 consecutive days before inoculation, each

animal was placed in one corner and kept in the apparatus for 5 min. One meter above
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the open field, a video camera connected to a computer recorded each training session
for later analysis by Any-Maze software (Stéelting). The following parameters were
analyzed: distance traveled (m), mean speed (m/s), and immobility time (s). After each

section, the open field was cleaned with 70% ethanol.

Olfactory memory: The test was performed in a box divided into three compartments
(one central and two lateral) and follow previous published protocol (Soffié and
Lamberty, 1988). One of the side compartments contained spoiled straw originating
from the cage of mice under test and the other contained clean straw. The animals were
placed one at a time in the central compartment facing the wall and the behavior was
recorded by a camera for 5 minutes. The time spent in the compartments containing the
dirty and clean straw were recorded as well as the side that every animal chose to go

first.

Experimental groups and inoculation

Suckling mice were intracerebrally infected with 10 ml of infected brain suspension,
anesthetized, and perfused after becoming sick. The brains were histologically
processed for immunohistochemistry procedures using specific anti-Piry virus
antibodies. Virus-containing brain homogenates were obtained as follows. First, 0.02 ml
of each viral suspension was intracerebrally inoculated into newborn mice, and the
animals were observed daily. Upon presenting with clinical signs, the animals were
sacrificed and immediately stored at -80°C. Later, the brain tissue (0.2 g/animal) was
macerated and mixed with 1.8 ml phosphate- buffered saline (PBS) containing 100
U/ml penicillin and 100 mg/ml streptomycin. The suspension was cleared by

centrifugation at 10,000G for 15 min at 4°C. Virus titration was carried out by
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intracerebral inoculation of newborn mice with 0.02 ml of serial 10-fold dilutions of the
viral suspensions in PBS, and LD50 values were calculated by the method of Reed and
Muench. The Piry virus titers in the sample (LD50/0.02 ml) were 8.0 Log10. The choice
of viral concentration obeyed the criterion of using a non-lethal dose that still induces a
sublethal encephalitis.

After behavioral tests, all animals were anesthetized with intraperitoneal 2,2,2-
tribromoethanol 1% (0.01 ml/g of body weight) and intra-nasally challenged with 5 ml
viral suspension (1025 v/v in 100 U/ml penicillin, 100 mg/ml streptomycin) or normal
brain homogenate as a control (10% v/v in 100 U/ml penicillin, 200 mg/ml
streptomycin). After recovering, animals were housed in enriched or standard plastic
cages (32 cm x 639 cm x 616.5 cm) and maintained in the Instituto Evandro Chagas
(Belém — PA) animal house, where they remained until the end of the experiments. All
animals were kept in the care facility room at 23 + 2°C with ad libitum access to food
and water and with a 12-h light/dark cycle.

All mice were tested again (open field, burrowing, dark/light box, and elevated

plus maze) after 20 dpi or 40 dpi.

Statistical Analysis of Behavioral Changes

To distinguish significant differences between groups on the behavioral tasks we
used one-way ANOVA for repeated measurements and two-way ANOVA using
GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc. CA, USA) to compare burrowing activity.
To compare locomotor activity in the open field and olphactory memory we used two
tail t-test for dependent samples using Bioestat (Ayres et al., 2007). Differences

between groups was accepted as significant at 95% confidence level (p<0.05).
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Neuropathology

When each animal reached the survival time of its group after behavioral tests, the mice
were weighed and anesthetized with intraperitoneal 2,2,2-tribromoethanol (0.04 ml/g of
body weight) and transcardially perfused with heparinized saline, followed by4%
paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer (pH 7.2—-7.4). Alternate series of sections
(70 mm thickness) obtained using a Vibratome (Micron) were immunolabeled with
polyclonal antibody for Piry virus antigens, monoclonal antibody for glial fibrillary acid
protein (GFAP) to detect astrocytes, or monoclonal antibody for CD3- and CD8-
positive T cells or histochemically reacted to detect the biotinylated lectins
Lycopersicum esculentum (activated microglia) and Wisteria floribunda (PNs) supplied
by Vector Laboratories (CA, USA). All chemicals used in this investigation were
supplied by Sigma-Aldrich (Poole, UK) or Vector Laboratories (CA, USA), and the
GFAP and Piry primary antibodies were from Chemicon (CA, USA) and Instituto

Evandro Chagas (PA, Brazil), respectively.

Immunohistochemistry and histochemistry

To assess the distribution of Piry viral antigens, CD8 T cells, and astrocytes in the
mouse brain at the different time points, immunohistochemistry was performed on all
infected and in five control animals. Specific antibodies against Piry virus species were
produced by the Department of Arbovirus and Hemorrhagic Fevers at the Instituto
Evandro Chagas, as described elsewhere (Travassos da Rosa et al., 2001, Diniz et al.,
2006). In brief, free-floating sections were rinsed in 0.1 M phosphate buffer and placed
in a solution of 0.2 M boric acid (pH 9.0) at 70°C for 1 h for antigen retrieval. After
being rinsed in 0.1 M PBS with 5% Triton X-100, sections were incubated in a solution

of methanol and 0.3% hydrogen peroxide for 10 min. After washing in PBS, the Mouse-
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on-Mouse (MOM) Blocking Kit (M.O.M. kit, Vector Laboratories, Burlingame, CA,
USA) was used as follows: MOM 1gG blocking for 1 h, primary antibody for 72 h
(GFAP 1:800, Chemicon, CA, USA,; anti-CD3 T lymphocytes 1:1000, MCA500G and
anti-CD 43 MCA1096 1:200 AbD Serotec, Oxford, England, UK; anti-CD8 T
lymphocytes 1:100, Cod 140083 eBioscience, San Diego, CA, USA; anti-Piry 1:20,
Instituto Evandro Chagas, PA, Brazil), and MOM Biotinylated Anti-Mouse 1gG
Reagent for 12 h. Sections were washed in PBS and transferred to avidin-biotin-
peroxidase complex (ABC) (Vector Laboratories) solution for 1 h, washed again before
incubation in 0.2 M acetate buffer (pH 6.0) for 5 min, and revealed in GND solution
(diaminobenzidine 0.6 mg/ml, ammonium nickel chloride 2.5 mg/ml, and glucose
oxidase). All steps were carried out under gentle and constant agitation. All chemicals
used in this investigation were supplied by Sigma-Aldrich (Poole, UK). As a negative
control, normal horse serum was added to some slides instead of primary antibody for
each antibody used as a cell marker and processed for immunohistochemistry as
previously described. Other sections were used to detect microglia activation and PNs
by histochemistry with biotinylated Lycopersicum esculentum (tomato) lectin and
biotinylated Wisteria floribunda lectin, respectively, according to manufacturers’
instructions with small adaptations. Briefly, sections were rinsed in PBS with 5% Triton
X 100 for 20 min and transferred to a solution of methanol and 0.1% hydrogen
peroxidase for 10 min. After being washed in PBS, the sections were incubated in the
lectin solutions (Lycopersicum esculentum, 6 mg/ml; Wisteria floribunda, 9 mg/ml)
overnight at 4°C, placed in ABC solution for 1 h, and revealed with GND solution
following the same protocol previously described for immunohistochemistry. After this
process, some of the sections reacted for Lycopersicum esculentum were counterstained

in 0.5% cresyl violet.
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Microglial Cell 3-D Reconstruction and Quantitative Morphology

To analyze brain sections, we used a NIKON Eclipse 80i microscope (Nikon, Japan),
equipped with a motorized stage (MAC6000, Ludl Electronic Products, Hawthorne,
NY, USA). Microglia from dorsal CA3 were analyzed under oil immersion, with a
high-resolution, 100x oil immersion, plan fluoride objective (Nikon, NA 1.3, DF = 0.19
um). Images were acquired with Neurolucida software (MBF Bioscience Inc.,
Frederick, MD, USA). Although shrinkage in the z-axis is not a linear event, the
software used in the present study corrected the shrinkage in the z-axis, based on
previous evidence of 75% shrinkage (Carlo and Stevens, 2011). Without correction, this
shrinkage would significantly distort the length measurements along this axis. Only
cells with dendritic trees that were unequivocally complete were included for 3D
analysis (cells were discarded when dendrite branches appeared artificially cut or not
fully immunolabeled). Terminal branches were typically thin. Although many
morphological features were analyzed, here, we described only those that were
significantly different between subjects. We estimated and compared 21 microglial
morphological parameters; 10 related to the soma and 11 to the microglial branches, as
follows: 1. Branch length (um); 2. Total tree length (um) 3. Surface area (um?2); 4.
Branch volume (um3); 5. Segments/mm; 6. Tortuosity; 7. Fractal dimensions (k-dim);
8. Base diameter of the primary branch (um); 9. Total number of segments; 10. Planar
angle; 11. Number of trees; 12. Soma area (um2); 13. Soma perimeter; 14. Ferret
minimum diameter; 15. Ferret maximum diameter (maximum diameter in a shape); 16.
Compactness; 17. Form factor; 18. Solidity; 19. Roundness; 20. Aspect ratio; and 21.
Convexity. Thus, all microglia of each area or lamina of interest were measured

multiple times, and dedicated software (Neuroexplorer, MicroBright Field Inc.) was
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used to process data obtained with Neurolucida. These morphological parameters
(defined in Table 1) were used to investigate possible features shared by CA3 microglia.
For detailed information and definitions please see: http://mbfbioscience.com/technical-

support-center

Please insert Table 1 around here

CA3 Limits and Sampling Rules

To define the limits of CA3 we used architectonic differences in the neuropil after
Wisteria floribunda histochemistry, in which CA2 appears much darker than CA3, with
a marked difference in the thickness of CA3 and CA2 pyramidal layer, readily visible in
Nissl counterstained sections (Figure 1). Systematic and random samples were taken
from a series of sections containing CA3 dorsal to guarantee that all regions of CA3
dorsal had the same probability to be included in the samples (Figure 1). Each green
box inside the green line contour of CA3, indicates a site from where we selected a
single microglia for three-dimensional reconstruction. Using this sampling methodology
we have reconstructed 640 microglia from eight experimental groups (IA, 1Y, IAPy,

IYPy, EA, EY, EAPy, EYPy), 80 from each experimental group.

Please insert Figure 1 around here

Microglia Morphometry and Statistical Analyses
Because CA3 was far from the anatomical olfactory pathways invaded by Piry
virus, microglial branches and soma could be readily distinguished and reconstructed.

We first investigated the presence of morphological features shared by the three-
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dimensional microglia reconstructions of each group. To that end we submitted all
morphometric microglial quantitative variables to an initial cluster analysis (tree
clustering method, Euclidean distances, and complete linkage), which included all
subjects from all experimental groups. Cluster analysis or clustering is the task of
grouping a set of objects of interest in such a way that objects in the same group (called
a cluster) are more similar to each other than to those in other groups (clusters). We
applied this multivariate statistical procedure to our sample of microglia to search for
potential microglial classes. The microglial classes based on morphological similarities,
suggested by cluster analysis were further assessed with a forward stepwise
discriminant function analysis, performed with Statistica 7.0 (Statsoft, Tulsa, OK).
Discriminant function analysis is used to determine which variables discriminate
between two or more naturally occurring clusters. The idea underlying this procedure is
to determine whether clusters differ with regard to the mean of a variable, and then to
use that variable to predict cluster membership. In addition, the arithmetic mean and
standard deviation were calculated for the variables chosen as the best predictors for the
microglia groups.

In addition three-way ANOVA (between subject factors, pairwise comparisons
independent groups, honestly significant difference (HSD) -- Pairwise comparisons for
k-between group designs) was used to investigate the influences of age, infection and
environment on microglial morphological features, with differences between groups

accepted as significant at 95% confidence level (p<0.05).

Photomicrography
For photomicrographs, we used a digital camera (Axiocan - HRC, Zeiss,

Gottingen,
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Germany), coupled to a NIKON Eclipse 80i microscope. Digital photomicrographs
were processed with Adobe Photoshop software; scaling and adjustments to the
brightness and contrast were applied to the whole image. To illustrate morphological
differences between microglia of each experimental group, we selected 3-D microglial

reconstructions with morphometric values close to the mean value of each group.

RESULTS
Piry virus Neuroinvasion

Immunostaining with anti-Piry virus antibodies revealed neuroinvasion of
olfactory bulb, olfactory nuclei, olfactory tubercles, piriform cortex, septum, amygdala,
ventral hippocampus, hippocampal fimbria, polymorphic layer of the ventral dentate
gyrus, and CA3 ventral.

Figure 2 shows low and higher power pictures photomicrographs from CA3
IBAL immunolabeled sections from aged mice raised in impoverished and enriched
environments at 7" and 10" dpi. Aged mice from enriched environment seem to recover
the microglial homeostatic morphology earlier than age matched mice from
impoverished environment. Indeed, at 10 dpi microglial morphology from CA3 of
infected mice brain is closer to the morphology of CA3 uninfected mice (see Figures 4A
and 4B for morphological comparisons with microglia from uninfected mice). All

microglial three-dimensional reconstructions of the present report were done at 8th dpi.

Please insert Figure 2 around here

Microglial morphological changes were significantly more severe in infected young

adult than in aged infected mice.
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A total of 640 microglial cells were digitally reconstructed in three dimensions
from CA3 dorsal of albino Swiss mice, 80 from each experimental group. Figure 3 are
graphic representations of distinct microglial morphological features to illustrate
significant differences between infected and non-infected aged and young mice raised
either in enriched or impoverished environments. Three-way ANOVA between subject
factors, pairwise comparisons for independent groups - honestly significant difference
(HSD), was used to investigate the influences of age, infection and environment on
microglial morphological features. Significant differences were set for pairwise
comparisons as [Q=TukeyHSD: p<0.05, or p<0.01] and this analysis revealed that age,
environment and infection influenced many of the dorsal CA3 microglial morphological
features. In some cases all variables (environment, age and infection) interact and
influence microglial changes as follow: branch volume (F1632 = 11.1; p<0.0009; base
diameter of the primary branch (F1632 = 20.3; p<0.000008); segments/mm (F1632 = 14.3
p<0.0002); average branch length (F1,632 = 13.8 p<0.00022); K-dim (F1,632 = 10.2
p<0.00151); planar angle (F1632 = 10.6 p<0.0012); Feret max (F1,632 = 5.34; p<0.02);
form factor (F1632 = 5.61 p<0.0182) and convexity (F1,632 = 22.9 p<0.000002).

We selected in Figure 3 graphic
representations of mean values and correspondent standard errors of the microglia
morphological features from branches and soma features that most contributed to

distinguish experimental groups; please see Table 2 for further details.

Please insert Table 2 and Figure 3 around here

Taken together our findings demonstrate that as compared to uninfected mice,

independent of the environment or age, the volumes of branches and trees of microglia
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increased two to three times at 8 dpi. Similarly, infected young mice from both enriched
and impoverished environments as compared to respective controls, increased
significantly their base diameters of primary branches and density of segments, and
these effects were more intense in the subjects from enriched environment (Figure 3,
Table 2). Except for aged infected mice from enriched environment which is not
different from the correspondent control, the average segment length of microglia from
infected animals are, smaller than that of uninfected mice, and this effect was more
intense in young than in aged mice. Morphological measurements of the microglial cell
bodies revealed that infected animals show an enlargement of the soma (soma area,
Feret min and max diameters) independent of age or environment. However, Piry virus
infection showed opposite effects as a function of age on the convexity and form factor
of the microglia cell body. Indeed, as compared to respective controls, whereas the
convexity and form factor mean values reduced in infected young mice, they increased
in aged infected mice, and these effects were higher in mice from enriched environment
(Figure 3).

Figures 4A and 4B illustrate three-dimensional reconstructions and
correspondent dendrograms and photomicrographs of selected microglia with the mean

values of morphological features, close to those of their experimental groups.

Please insert Figure 4A and 4B around here

Cluster and discriminant analysis from all experimental groups (Figure 5)
suggested the occurrence of three distinct main clusters of microglia. Indeed with a
single animal exception (I'Y1), the two clusters on the right side (red lines) contain only
infected subjects and most of the subjects on the left cluster represent the microglial

sample from control individuals. However three of four aged infected mice from
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enriched, and one in four from impoverished environment, are clustered together with
the control groups (Figure 5A), suggesting that microglial changes after infection in
those aged subjects were less significant. Figure 5B is a graphic representation of the
discriminant analysis. This analysis revealed that the total volume (p < 1 x 10°), density
of segments (p = 0.021), surface area (p = 0.027) and the total number of segments (p =
0.0069) were the morphometric features that most contributed to the clusters formation.
The results suggested that our sample comprised three main classes of microglia
distinguished by Euclidian distances above 3000. Two of these clustered microglia
corresponded to infected animals and another one corresponded to the microglia from
control animals and aged infected mice from enriched environment. However, if we
choose Euclidian distances above 1000 as a reference point to analyze cluster formation
(see green line in Figure 5B), then we find five different microglial clusters, three of
which corresponding to infected mice, and two others corresponding to control groups
and to the subjects from aged mice infected group (EAPY) from enriched environment

which is not statistically different from their respective controls (EA).

Please insert Figures 5A and 5B around here

Permanent losses on burrowing activity in aged Piry virus infected mice.

Figure 6 illustrates burrowing activity before and after inoculation of normal
(EA and IA) and infected brain homogenates with Piry arbovirus (EAPy and 1APY) in
aged mice. At 7dpi a significant and permanent decrease in the amount of burrowed
food was detected in aged mice, independent of the environment where the subjects
were raised. In young mice no burrowing changes were observed in infected young

mice from enriched environment but a transitory change was detected in mice from
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impoverished environment. Indeed in these mice a significant decrease of the burrowing
activity occurred at 8 and 10dpi followed by a complete recovering of this activity at

13dpi (de Sousa et al., 2011).

Please insert Figure 6 around here

Permanent olfactory losses in aged infected mice with Piry virus

Figure 7 illustrates olfactory tests results before (BL) and after inoculation of
infected brain homogenate with Piry arbovirus (EAPy and IAPy) in aged mice. Note
that as compared to baseline, infected mice were not able to distinguish between
familiar and new odors at all-time windows (8, 20 and 40dpi) whereas control groups
(EA and IA), did not show any impairment. In contrast, only adult infected mice from

impoverished environment lost that ability at 9 dpi (Reis, 2012).

Please insert Figure 7 around here

Transitory locomotor and exploratory activity changes in Piry virus infected aged mice
from impoverished environment.

Different from burrowing and olphactory discrimination, open field locomotor
activity was impaired later in the disease and seem to be a transitory impairment limited
to aged mice from impoverished environment at 20dpi (Figure 8). Similarly, locomotor
and exploratory activities assessed by open-field tests in adult mice appeared altered
later in the disease (20 dpi) and remained so at 40 dpi in IEPy, whereas no significant

change was observed in EEPy (de Sousa et al., 2011).
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Please insert Figure 8 around here

Taken together our findings revealed that the severity of microglial
morphological changes did not show simple correlations with permanent behavioral
deficits in aged mice suggesting that microglial changes in isolation may not explain

CNS damage induced by Piry virus encephalitis during senescence.

DISCUSSION

Using Piry virus as a model to study encephalitis outcomes in adult albino Swiss
mice housed under IE or EE conditions, we previously induced viral encephalitis by
intranasal inoculation of Piry virus—infected brain homogenate and correlated
neuropathological features quantified using a stereologically based unbiased method
with behavioral changes, comparing the outcomes with those of animals inoculated with
uninfected brain homogenate (de Sousa et al., 2011). In the present report we expanded
our investigation to aged mice and test the hypothesis that the intensity of microglial
changes would be associated with more severe behavioral impairments. To that end we
used three-dimensional reconstructions and multivariate statistical analysis. We found
that aged infected mice, independently of the environment where they were raised,
reduced permanently burrowing activity and olfactory discrimination and transitorily
the exploratory and locomotor activities in the open field. Microglial morphological
changes in aged mice were less intense than that in young mice indicating that the
reduced inflammatory response in immunosenescent individuals may aggravate

encephalitis outcomes.
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A few reports used microscopic three-dimensional reconstruction of microglia to
describe their morphological changes under homeostatic and neuropathological
conditions (Papageorgiou et al., 2014, Torres-Platas et al., 2014), but none of them
were dedicated to quantify the subtleties of microglial changes in aged and adult
infected mice brain, under an arbovirus attack. As a result, quantitative associations
between microglial three-dimensional morphology and behavioral changes in murine
models of encephalitis have not been firmly established.

Combining random systematic sampling to guarantee that all regions of CA3
would have the same probability to contribute to the sample and multivariate statistical
analysis we have shown here that the severity of the behavioral impairments was not
directly correlated with the intensity of microglial morphological changes. We also
demonstrated that behavioral and microglial morphological changes associated with
Piry virus encephalitis were more intense in animals living under IE conditions in
comparison with encephalitis outcomes in mice housed under EE conditions, and that

the microglial morphological changes were far more severe in adult than in aged mice.

Microglial morphological changes and behavioral deficits

Our previous findings using Piry virus as an encephalitis model in adult female
Swiss mice revealed microglial host response more intense and generalized in the brain
parenchyma at 8 dpi compared to 20 or 40 dpi (de Sousa et al., 2011). These previous
findings suggest that microglia activation may be one of the key factors in the
pathogenesis of Piry virus encephalitis. In the present report we compared the
subtleties of microglial morphological changes of adult and aged Piry infected mice at
8dpi using three-dimensional reconstruction in association with correspondent

behavioral impairments, and found an inverse association between age, behavioral
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impairments and microglial host response. Indeed microglial changes in adult mice
were much more intense than in aged mice, whereas behavioral changes were more
severe in aged mice. Although the evidence in the present report is indirect and this
study is explicitly correlational, it raises the opportunity to provide hypotheses about the
relationships between microglial morphological changes, cytopathic virus infections and
behavioral deficits. In addition this microglial form-function model provides a good
starting point to study the host microglia inflammatory response to virus infection under
the influence of distinct environments mimicking sedentary (impoverished
environment) and active (enriched environment) life styles.

Morphologically activated microglia following Piry virus neuroinvasion were
observed mainly in the olfactory pathways, septal region, amygdala, ventral CA3, and
the polymorphic layer of the ventral dentate gyrus. We selected ventral and dorsal
hippocampal-dependent tasks (Deacon et al., 2002, Bannerman et al., 2003, Deacon and
Rawlins, 2005) and an olfactory discriminative test (Carr et al., 1976, Soffié and
Lamberty, 1988) to investigate behavioral changes.

Our previous findings demonstrated in adult Piry infected mice that burrowing
changes became apparent at 8 dpi, when IEPy animals burrowed significantly less food
than IE controls and continued so until 13 dpi, when burrowing activity recovered to
control levels. No significant differences were detected in burrowing between EEPy and
EE control adult infected animals (de Sousa et al., 2011). However, in aged mice,
independent of the environment, infected subjects start to burrow less food than IE and
EE controls at 7 dpi, and remained so, at least until 40 dpi, when the subjects were
euthanized. These results are in line with previous reports demonstrating that a systemic
inflammation induced by LPS to mimic inflammatory responses to bacterial

lipopolysaccharide infection (Teeling et al., 2007) or Poly:IC, a toll-like receptor 3
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agonist, mimicking inflammatory responses to systemic viral infection (Konat et al.,
2009) reduces burrowing activity. Since burrowing activity requires hippocampal
integrity and the ventral hippocampus, dentate gyrus and septal regions were targeted by
Piry virus, we suggest that a permanent damage on these areas may contribute at least in
part to the sustained reduction in burrowed food in aged infected mice.

In contrast to burrowing activity, locomotor and exploratory activities, assessed
by open-field tests, appeared transitorily altered later in the disease (20 dpi) in both
adult (de Sousa et al., 2011) and aged mice, but remained so at 40 dpi only in IEPy adult
animals. No significant changes were observed in EEPy adult and aged mice. Similarly
to our findings LPS systemic injection to mimic bacterial infection reduced open field
activity in mice raised in the impoverished environment of standard laboratory cages
(Teeling et al., 2007).

Because the olfactory nuclei and projections were intensely targeted by Piry
virus and microglial morphological changes correspondently were much more severe on
these regions, we suggest that olfactory losses both transitorily in adult mice and
permanent in aged subjects are related to inflammatory response and/or cell death along
the anatomical pathways related to olfactory function. Similarly olfactory pathways
were completely damaged in the encephalitis induced by nostril inoculation with VSV,
which reproduces very closely the anatomical olfactory pathways targeted by Piry virus
(Lundh et al., 1987, Huneycutt et al., 1993, Bi et al., 1995, Christian et al., 1996).
Technical limitations

In the present report multivariate statistical analysis using morphometric
parameters of microglia revealed at least three and possibly five morphologically
distinct groups of microglia in the CA3 of infected and uninfected young and aged

mice. Two of these types were found in control groups and other three in infected
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subjects. Microscopic, 3D reconstructions may be affected by mechanical factors
associated with the vibratome sectioning and the dehydration procedure, which can
induce non-uniform shrinkage in the z-axis of the sections (Hosseini-Sharifabad and
Nyengaard, 2007). Thus, estimates of modifications in the x/y dimensions during tissue
processing cannot be linearly extrapolated to the z dimension. These methodological
constraints imposed limitations that must be taken into consideration when interpreting
the results of the present study. However it must be emphasized that a reliable
indication of severe shrinkage in z axis is the curling of branches, signifying that
individual processes did not shrink at the same rate as the slice in which they are
located. These effects tend to be of higher amplitude at the surface, decreasing in depth
in the z-axis. This pattern, however, was not observed in microglia elected to be
reconstructed in this study and our sample was taken from the middle region of the z-
axis, where the impact of these changes are minor. More recently it has been
demonstrated that in the z-axis (perpendicular to the cutting surface) sections shrink to
approximately 25% of the cut thickness after dehydration and clearing (Carlo and
Stevens, 2011). Based on those findings all microglial reconstructions of the present
report were corrected for z-axis shrinkage in 75%. No corrections were applied to X/Y
axes that did not change after histological dehydration and clearing.

Another limitation is related to the fact that no stereological procedures were
performed to estimate the total number of each type of microglia in the target area of
aged mice. However because the criteria to select microglia for three-dimensional
reconstructions were systematically blind and random in all subjects, and the number of
elements selected for reconstruction was rather wide (640 in total, 80 of each group) it is
reasonable to suppose that no a priori sample bias was induced by the choice of objects

of interest among subjects.
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The mechanisms of neuronal protection that are activated during the faster
clearance of the viruses from the brains of EE animals remain to be investigated.
Detailed cellular and molecular analysis built on these observations, including
characterization of the inflammatory cells mobilized to the brain parenchyma as well as
viral neuroninvasion and clearance mechanisms, may delineate the pathopysiological
basis of these events, improving our understanding of non-pharmacological treatment of

neurological disorders.
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Figure Legends

Figure 1. Low-power photomicrography of hippocampus and dentate gyrus from a
section immunolabeled with anti-IBA1 antibody to reveal the entire microglial
morphology, counterstained with cresyl violet to define layers and limits of CA3. Note
that Nissl counterstaining of pyramidal layer readily reveals the frontiers with CA2
showing a conspicuous thickness reduction of that layer in CA2. A straight line
connecting the tips of the granular layer of dentate gyrus was used to define the limit
between CA3 and the polymorphic layer of dentate gyrus. The grid defined by X and Y-
axes stablished the interval between the square boxes and illustrates the random and
systematic sampling approach. The number of boxes placed on each section was
proportional to the area of CA3 and a single microglia located inside every box was
selected for three-dimensional reconstruction. 640 microglia in total, 80 from each
group (20 from each animal) were selected for three-dimensional reconstruction using
this sampling strategy.

Figure 2. Low (top) and high (bottom) power photomicrographs from hippocampus and
dentate gyrus from aged infected mice at 7dpi (left) and 10dpi (right). Sections were
immunolabeled with anti-IBA1 antibody and counterstained with cresyl violet. At 10
dpi microglial morphology from infected mice with enriched environment is closer to
the homeostatic microglial morphology than that of infected mice with impoverished
environment.

Figure 3. Graphic representations of mean £ s.e.m. values of of CA3. (*), (+) and (#)
indicate p-values of three-way ANOVA pairwise comparisons between control vs
infected, impoverished vs enriched environments and adult versus aged mice
respectively. I'YPy = adult infected mice from impoverished environment, 1Y = adult
control mice from impoverished environment, EYPy = adult infected mice from
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enriched environment, EY = adult control mice from enriched environment, IAPy =
aged infected mice from impoverished environment, IA = aged control mice from
impoverished environment, EAPy = aged infected mice from enriched environment, EA
= aged control mice from enriched environment.

Figure 4A. Photomicrographs of CA3 microglia and correspondent three-dimensional
reconstructions and dendrograms from mice raised in impoverished environment.
Selected microglia show morphometric features close to the mean morphological
features of its experimental group. (A) Adult infected (I'YPy); (B) adult control (1Y);
(C) Aged infected (IAPy); (D) Aged control (1A).

Figure 4B. Photomicrographs of CA3 microglia and correspondent three-dimensional
reconstructions and dendrograms from mice raised in enriched environment. Selected
microglia show morphometric features close to the mean morphological features of its
experimental group. (A) Adult infected (EYPy); (B) adult control (EY); (C) Aged
infected (EAPY); (D) Aged control (EA).

Figure 5. Graphic representations of cluster dendrogram (A) and discriminant analysis
(B) of CA3 microglia applied to all morphological features from microglia of all
experimental groups. Note the occurrence of three main classes of microglia
distinguished by Euclidian distances above 3000. Two of these clustered microglia
corresponded to infected animals and another one corresponded to the microglia from
control animals and aged infected mice from enriched environment. Green line indicates
Euclidian distances above 1000. In this case five distinct clusters appear, three of which
including mainly infected mice and other two with control and aged mice from enriched
environment.

Figure 6. Graphic representation of burrowed food as a function of the disease
progression in aged mice. Note that all infected aged mice, independently of the
environment, showed permanent significant decrease in the amount of burrowed food
from 7dpi onwards. IAPy = aged infected mice from impoverished environment, 1A =
aged control mice from impoverished environment, EAPy = aged infected mice from
enriched environment, EA = aged control mice from enriched environment.

Figure 7. Graphic representation of the results in the task of olfactory discrimination.
EAPy = aged infected mice from enriched environment (A), EA = aged control mice
from enriched environment (B), IAPy = aged infected mice from impoverished
environment (C), 1A = aged control mice from impoverished environment (D). Note
that infected aged mice, independently of the environment, lost permanently their
olfactory discrimination from 8dpi onwards.

Figure 8. Graphic representation of the exploratory and locomotor activity in the open
field task. Control animals from impoverished environment (IE) and enriched
environment (EE) spent significant less time in the center than in the periphery of the
arena (A). No significant differences in the time spent in the periphery were detected
between aged infected (EAPY) and aged control (AE) mice (B), and only a transitory
significant difference in the time spent in the periphery was found at 20dpi in infected
and control mice from impoverished environment (C).



