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RESUMO

Ja esta bem estabelecido que um estilo de vida sedentario é fator de risco para uma série de doencas cronicas,
dentre elas a doenca de Alzheimer. A neuropatologia da doenca de Alzheimer é caracterizada por depdsitos
amildides, perda neuronal, gliose reativa e vacuolizacdo da neurépila. A doenca prion tem sido amplamente
utilizada como modelo experimental para estudar aspectos celulares e moleculares da neurodegeneracédo cronica
em muito semelhante aquela descrita na doenga de Alzheimer. O ambiente empobrecido das gaiolas padrdo de
laboratorio tem sido usado para mimetizar um estilo de vida sedentario enquanto que o ambiente enriquecido tem
sido empregado para mimetizar um estilo de vida ativo. Para testar a hipotese de que o0 ambiente enriquecido pode
contribuir para desacelerar o curso temporal da neurodegeneragdo cronica associada a doenga prion em modelo
murino induzimos a doenca prion em vinte camundongos fémeas da variedade suica albina que tinham sido
alojadas aos seis meses de idade em ambiente enriquecido (EE) ou em ambiente padrdo (SE) durante cinco meses.
Apos esse perddo foram realizadas cirurgias para injecéo estereotaxica intracerebral bilateral de homogendao de
cérebro de camundongo normal (NBH, n=10) ou de camundongo com sinais clinicos de doenca prion terminal
(ME7, n=10). Os animais foram devolvidos as suas gaiolas e condi¢gdes de alojamento originais formando os
seguintes grupos experimentais: NBH SE=5, NBH EE=5, ME7 SE=5, ME7 EE=5. Apds trés semanas foi iniciado
teste semanal empregando o burrowing, uma tarefa sensivel ao dano hipocampal e 18 semanas apds as inoculacGes
realizou-se os testes de memdria de reconhecimento de objetos. Encerrados os testes sacrificou-se 0s animais
realizando-se o processamento histolégico do tecido nervoso visando a imunomarcacdo astrocitica das areas de
interesse. A reducéo progressiva da atividade de burrowing teve inicio na décima terceira semana p6s injecédo no
grupo ME7 SE e somente na décima quinta semana no grupo ME7 EE. A habilidade de reconhecer o objeto
deslocado no teste de memdria espacial foi comprometida no grupo ME7 SE, mas se manteve hormal nos demais
grupos experimentais. O teste de discriminagdo entre o objeto novo e o familiar ndo revelou alteragdes. As analises
quantitativas sem viés dos astrocitos imunomarcados para proteina fibrilar 4cida (GFAP) foram realizadas no
stratum radiatum de CA3 e na camada polimérfica do giro denteado dorsal. As estimativas estereoldgicas do
nimero total de astrdcitos e do volume do corpo celular revelaram que em CA3 somente ocorre hipertrofia dos
corpos celulares em animais dos grupos ME7 SE e ME7 EE em relagdo aos respectivos controles, sendo o volume
médio dos corpos celulares do grupo ME7 EE menor que aquele do grupo ME7 SE. Na camada polimérfica houve
significativo aumento do nimero de astrocitos no grupo ME7 SE em relagdo ao NBH SE e do grupo NBH EE em
relagdo ao NBH SE. O volume do corpo celular também foi significativamente maior nos grupos ME7 em relagédo
aos respectivos controles dos grupos NBH. As analises morfométricas tridimensionais revelaram importante
aumento de volume e area de superficie dos segmentos das arvores astrociticas nos grupos doentes em comparacéo
aos controles. O enriquecimento ambiental reduziu o aumento de volume dos ramos observado no grupo ME7 e
aumentou o namero de interseccdes dos ramos distais no grupo NBH EE em relagdo ao NBH SE e nos ramos
proximais no grupo ME7 EE em relagdo ao ME7 SE. O emprego da anélise de cluster e discriminante permitiu a
identificacdo dos pardmetros morfométricos que mais contribuiram para a distin¢do entre os grupos. Para testar a
hip6tese de existirem subfamilias de astrocitos morfologicamente distintos dentro de cada grupo experimental, foi
realizada anélise de conglomerados que resultou na formacao de duas familias distintas no grupo NBH SE, trés
familias nos grupos NBH EE e ME7 EE e quatro familias no grupo ME7 SE. As bases celulares e moleculares que
conduzem a formacdo de novas familias de astrocitos e a neuroprotecdo associada ao ambiente enriquecido que
diminui a velocidade de progressdo da doenca permanecem por serem investigadas.

Palavras-Chave: 1. Doenca Prion, 2. Ambiente Enriquecido, 3. Memdria Espacial, 4. Astrocitos, 5. Hipocampo,
6. Giro Denteado, 7. Estereologia, 8. Reconstrugdo tridimensional



ABSTRACT

It is well established that a sedentary lifestyle is a risk factor for a number of chronic diseases, including
Alzheimer's disease. The neuropathology of Alzheimer's disease is characterized by amyloid deposits, neuronal
loss, reactive gliosis, and vacuolization of the neuropil. Prion disease has been widely used as an experimental
model for studying cellular and molecular aspects of chronic neurodegeneration much similar to that described in
Alzheimer's disease. The impoverished environment of standard laboratory cages have been used to mimic a
sedentary life whereas enriched environment has been used to mimic an active lifestyle. To test the hypothesis that
an enriched environment can help to slow down the time course of chronic neurodegeneration associated with
prion disease we induced prion disease in twenty Swiss albino female mice which had been housed at six months
of age in an enriched environment (EE) or in a standard (SE) environment for five months. After this period
bilateral stereotactic intracerebral injection of normal (NBH, n = 10) or infected brain homogenate (ME7, n = 10)
were done. Infected brain homogenate was obtained from mice with clinical signs of terminal prion disease. The
injected animals returned to their cages and housing conditions and grouped as follow: SE = NBH 5, EE = NBH
5, ME7 SE =5, ME7 EE = 5. After three weeks post-injections the burrowing test was initiated. Burrowing is a
sensitive task to hippocampal damage. 18 weeks after inoculation memory tests of object recognition was carried
out. After behavioral tests animals were euthanized and their brains were histologically processed targeting
astrocytic immunostaining of areas of interest. The progressive reduction of the activity of burrowing began in the
thirteenth week after injection in group ME7 SE but only in the fifteenth week in ME7 EE group. The ability to
recognize the displaced object in spatial memory test was impaired in ME7 SE group but remained normal in the
other experimental groups. The test of discrimination between the new object and the family revealed no
abnormalities. Quantitative analysis of GFAP immunostained cells were performed in the dorsal stratum radiatum
of CA3 and in the polymorphic layer of the dorsal dentate gyrus. The stereological estimates of the total number
of astrocytes and the volume of the cell body revealed that the number of astrocytes did not change but a significant
hypertrophy occurs in CA3 cell bodies of ME7 SE and ME7 EE groups as compared to their respective controls.
The average volume of the cell bodies of the ME7 EE group was smaller than that of the group ME7 SE. However
similar analysis applied to the polymorphic layer revealed a significant increase in the number of astrocytes in the
ME?7 SE group in relation to NBH SE group and in ME7 EE compared to NBH EE. The volume of the cell body
was also significantly higher in ME7 groups compared to their respective control groups. The three-dimensional
morphometric analysis revealed significant increase in volume and surface area of the segments of astrocytic trees
in diseased groups compared to controls. Environmental enrichment reduced swelling observed in the branches of
ME?7 group and increased the number of intersections of the distal branches in NBH EE group relative to NBH SE
and the proximal branches in the group ME7 EE compared with ME7 SE. The use of cluster analysis and
discriminant allowed the identification of morphometric parameters that contributed most to the distinction
between the groups. To test the hypothesis that there are subfamilies of morphologically distinct astrocytes within
each experimental group, we applied cluster and discriminant analysis to each experimental group and these
analysis resulted in the formation of two distinct families in NBH SE group, three families in NBH EE and ME7
EE groups and four families in the ME7 SE group. The molecular and cellular changes, which lead to the formation
of new families of astrocytes, and to the neuroprotection associated with an enriched environment slowing down
the progression of the prion disease, remain to be investigated.

Palavras-Chave: 1. Prion Disease, 2. Enriched Environment, 3. Spatial Memory, 4. Astrocytes, 5. Hippocampus,
6. Dentate Gyrus, 7. Stereology, 8. Tridimensional Reconstruction
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1 INTRODUCAO

1.1 Envelhecimento e Doencas Neurodegenerativas Cronicas

A maioria das pessoas com sessenta anos ou mais (em nimeros absolutos) esté vivendo
em paises em desenvolvimento. Estudos prospectivos feitos pela Organizacdo Mundial de
Saude revelam que em 2020, 0 mundo contara com mais de 400 milhGes de idosos e o Brasil
ocupara a sexta posicao dentre 0s paises com o maior contingente de idosos na populacéo. De
fato, 20% da populagdo do mundo industrializado j& est4 acima dos sessenta anos de idade e a
proporcao daqueles acima de 85 anos esta crescendo seis vezes mais rapido do que a populacdo
como um todo. As projecdes estatisticas percentuais da Organiza¢do Mundial de Salde acerca
do percentual de idosos dentre a populacao total no Brasil (devido a transicdo demogréfica em
curso), revelam que o pais se movera dos cerca de 7,3% detectados em 1991, para cerca de 15%
em 2025. No Brasil o novo século ja comegou com a parcela mais velha da populagéo crescendo
a uma taxa duas vezes maior do que a da populagdo como um todo.

As doencas do envelhecimento tornaram-se parte importante dos sistemas nacionais de
salide do mundo moderno, devido ao crescimento médio da expectativa de vida. E fato
reconhecido que os maiores gastos com salde se ddo no ultimo ano de vida do idoso, com 0
acréscimo correspondente das necessidades de cuidados de enfermagem domiciliar, projetadas
para crescer em cerca de quatro vezes nos proximos cinco a vinte anos (Wick et al., 2000). O
governo brasileiro estd atento para o problema, preparando a infra-estrutura e treinando
profissionais da area para facilitar a oferta de servicos para mais de 32 milhGes de pessoas
idosas em 2020 (ver documento intitulado “Programa de Satde do Idoso no site
www.saude.gov.br).

Dentre as doencas do envelhecimento, o declinio cognitivo ou deméncia afeta cerca de
50% das pessoas com 80 anos ou mais e 0s numeros brasileiros a ele relacionados séo

significativos. O documento intitulado “Satide do Idoso” do Ministério da Saude estima que,



em nameros absolutos, ha hoje no Brasil cerca de 450 a 600 mil idosos dementes, cerca de 15
a 20 mil mortes como consequéncia da doenca de Alzheimer e 115 mil hospitalizacdes
registradas num Gnico ano como consequéncia de deméncia (dados estatisticos do Sistema
Nacional de Saude de 1996).

No contexto das doencas neurodegenerativas crénicas, a doencga de Alzheimer é a causa
mais comum de deméncia e, além da suscetibilidade genética definida pela presenca do alelo
APOE-g4, existem fatores comportamentais e ambientais, como o0 sedentarismo, que
apresentam alto indice de correlacdo epidemiolégica (Geda et al., 2010).

Agrava-se esse risco durante o envelhecimento quando a imunosenescéncia indutora de
alteragOes estruturais e funcionais no sistema imune torna os adultos velhos mais vulneraveis a
inflamacdo (Ginaldi et al., 2001). A imunosenescéncia € caracterizada por uma complexa e
profunda remodelagem do sistema imune, que parece ser influenciada, principalmente, pelo
histérico de exposicao prévia a diversidade antigénica e o estresse oxidativo. O envelhecimento
do sistema imune predisp6e o organismo a condic¢des inflamatorias cronicas, as quais implicam
em ativacdo de mecanismos que podem contribuir para desencadear uma série de patologias
relacionadas a idade, como doencas neurodegenerativas, deméncia, o0steoporose,
arteriosclerose, diabetes, doencas neoplasicas e cardiovasculares. Assim, o0 sistema imune torna
os adultos velhos mais vulneraveis as doengas, visto que a ativacdo policlonal em resposta a
novos antigenos também esta diminuida (Ginaldi et al., 2001).

Eventos inflamatérios no sistema nervoso central incluindo aumento de
imunoreatividade para Proteina Fribrilar Acida (GFAP) e Fator-Alpha de Necrose Tumoral
(TNFa) observados apos injecdo de lipopolissacarideo (que mimetiza uma infecgédo periférica)
agravam 0s danos produzidos pela microglia previamente ativada pela doenca
neurodegenerativa crénica em modelo murino (Perry, 2004; Cunningham, C et al., 2005; Perry

et al., 2007; Cunningham et al., 2009)



O envelhecimento parece ter origem em mdltiplos fatores que conduzem a uma ruptura
do equilibrio delicado entre o estresse oxidativo e a capacidade redutora que protege as células
das acOes deletérias dos radicais livres. O estresse mitocondrial crénico presente no
envelhecimento mimetiza a resposta genética que sucede a infec¢do cronica levando a resposta
inflamatdria caracteristica da idade avancada (Lane, 2003). Além disso, ha evidéncias de que
0s neurdnios danificados pelo estresse oxidativo na doenca de Alzheimer apresentam um
aumento significativo do DNA mitocondrial no citoplasma neuronal e nos vacuolos contendo
lipofucsina, além de diminuicdo do nimero de mitocéndrias (Hirai et al., 2001).

Nossos estudos anteriores fornecem evidéncias para compreensdo quantitativa das
alteracdes celulares gliais decorrentes do envelhecimento e suas repercusses sobre funcao
cognitiva. Demonstramos que o envelhecimento produz aumento da populacdo de astrocitos
imunoreativos para proteina fibrilar acida (GFAP-IR) no giro denteado (Diniz et al., 2010), em
CAL (Frota De Almeida et al., 2012) e essas alteracfes astrociticas estdo associadas a perdas
de desempenho em testes de aprendizado espacial. Demonstramos igualmente que em ratos
envelhecidos os animais com declinio cognitivo, apresentam aumento do nimero de micréglias
nas trés camadas do giro denteado com alteracbes no padrdo de distribuicdo laminar. A
morfologia microglial também é significativamente alterada pelo envelhecimento que induz
hipertrofia dos segmentos e do corpo celular estando esses Gltimos linearmente relacionados
entre si (Viana et al., 2013).

H&a um conjunto de evidéncias que indicam que a atividade fisica declina naturalmente
durante o envelhecimento e por conta disso o declinio cognitivo é agravado (Ingram, 2000;
Sutoo and Akiyama, 2003). Em concordancia estudos realizados em roedores apontam que 0
exercicio fisico e 0 ambiente enriquecido podem melhorar aspectos cognitivos e desempenho

discriminativo em testes de aprendizado e de memoria espacial, assim como reduz o declinio



da atividade fisica espontanea observada no envelhecimento (Spirduso and Farrar, 1981;
Fordyce et al., 1991; Fordyce and Wehner, 1993; Ingram et al., 1994; Skalicky et al., 1996).

A realizacdo de medidas da funcgéo cerebral em funcdo do exercicio, em humanos, tem
revelado correlacOes estreitas entre exercicio fisico e cognicdo. Os programas para alcancar a
boa forma fisica com impacto positivo nas habilidades mentais mesmo em adultos idosos séo
bons indicadores dessa associacdo (Churchill et al., 2002).

Assim é relevante buscar-se compreender melhor a biologia do envelhecimento e suas
relacbes com as doencas neurodegenerativas cronicas e infeccdo para contribuir para o
desenvolvimento da capacidade instalada para enfrentar os desafios impostos pela maior

expectativa de vida alcancada neste século.

1.2 Envelhecimento, Doencas Cro6nicas Neurodegenerativas e Enriquecimento
Ambiental/Exercicio Fisico

Na esfera do comportamento humano, numerosos estudos sugerem que a atividade
fisica afeta 0 comportamento e que a realizacdo de medidas da funcdo cerebral em funcédo do
exercicio tem revelado correlacGes estreitas entre exercicio fisico e cogni¢do (Churchill et al.,
2002). Tem sido igualmente descrito que existe correlacdo entre exercicio aerébico, fluxo
sanguineo cerebral e melhora das fun¢Ges metabdlicas e neuroquimicas que suportam funcées
executivas (Churchill et al., 2002). Por outro lado, os estudos de fisiopatologia das doencas
neurodegenerativas crénicas tem encontrado correlacdo positiva entre nivel de atividade fisica
e preservagdo da fungéo cognitiva durante o envelhecimento em pacientes com a doenca de
Parkinson e a doenga de Alzheimer (Woo, 2000; Hayes et al., 2013).

Além disso ha extensa documentacédo na literatura internacional validando a préatica de
atividade fisica regular como parte do tratamento das deméncias (Lautenschlager et al., 2008;

Volkers and Scherder, 2011). Essa recomendacdo € extensivel as alteracdes endocrinas,
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cardiovasculares e metabolicas, que tem sido relacionadas como fatores de risco para o
desenvolvimento ou para o agravamento da Doenca de Alzheimer. Essas doencas consideradas
fatores de risco apresentam em comum a inflamacéo cronica subclinica (Palleschi et al., 1996;
Lytle et al., 2004; Vaynman and Gomez-Pinilla, 2005; Handschin and Spiegelman, 2008;
Brinkley et al., 2009; Nicklas and Brinkley, 2009).

Sem grande énfase o Departamento Cientifico de Neurologia Cognitiva e do
Envelhecimento publicou (Vale et al., 2011) as recomendacfes da Academia Brasileira de
Neurologia para o “Tratamento da Doenga de Alzheimer” onde recomenda a préatica de
atividade fisica ou o exercicio terapéutico como ferramentas ndo-medicamentosas no
tratamento da Doenga de Alzheimer, classificando tais atividades com o Nivel de evidéncia C*.
Os estudos em populacdes humanas tém apontado relagdo positiva entre a préatica de atividade
fisica e saude cognitiva, observando diminui¢do da incidéncia da Doenca de Alzheimer nas
populacdes fisicamente ativas e destacando a atividade fisica como parte da estratégia
terapéutica no tratamento de deméncias. Essa pratica tem contribuido para a prevencdo ou
atenuacdo do declinio cognitivo nos individuos idosos (Hillman et al., 2002; Sutoo and
Akiyama, 2003; Lytle et al., 2004; Larson et al., 2006).

Em concordancia trabalho recente demonstrou que um programa de 48 sessdes de
estimulacdo multissensorial e cognitiva melhoram o desempenho cognitivo de idosos
sedentarios hospedados em instituicGes de longa permanéncia em maior proporcdo do que
idosos ndo institucionalizados , vivendo em comunidade com suas familias (De Oliveira et al.,
2014).

Coerentemente tém sido observados menores indices de marcadores inflamatorios em

1dosos saudaveis que apresentam maior nivel de atividade fisica, caracterizando o efeito “anti-

1 “Possivelmente eficaz, ineficaz ou prejudicial (e possivelmente til/preditiva ou ndo util/preditiva) para uma dada
condi¢do na populagdo especifcada. (Classifcacdo de nivel C requer pelo menos um estudo Classe Il, ou dois
estudos Classe III consistentes)” (Vale et al., 2011).
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inflamatorio” do exercicio fisico, o que pode sugerir sua contribuicdo protetora contra
patologias associadas as inflamac@es sistémicas cronicas de baixa intensidade (Colbert et al.,
2004; Petersen and Pedersen, 2005; Pedersen and Febbraio, 2008; Pedersen, 2009). Estes dados
dao sustentacdo a hipotese de que a atividade fisica regular exerce efeito neuroprotetor e poderia
desacelerar o curso temporal das deméncias.

Os mecanismos basicos que ddo suporte a essas correlacBes sdo em grande extensdo
desconhecidos. Para (Ingram, 2000), o conjunto de evidéncias relacionado as bases bioldgicas
do envelhecimento pode ser descrito a partir de trés grandes linhas: (1) dados que ilustram de
forma categdrica que existe correlacdo entre declinio na atividade fisica e idade em todas as
espécies testadas até agora; (2) Dados que sugerem que o declinio da atividade é um fator
preditivo da duracdo da vida: Com niveis aumentados de atividade fisica associados a um
aumento da longevidade; (3) O declinio da atividade parece estar relacionado a niveis alterados
de neurotransmissores envolvendo o sistema dopaminérgico central com reducdo dos
receptores ou da liberacdo de dopamina associados ao declinio da atividade fisica (Ingram,
2000; Sutoo and Akiyama, 2003).

Em roedores, tem sido apontado que o exercicio pode melhorar aspectos cognitivos e o
desempenho discriminativo em testes de aprendizado e memoria espacial, tempo de resposta
de fuga, assim como parece postergar o inicio do declinio da atividade fisica espontanea
observada no envelhecimento (Spirduso and Farrar, 1981; Fordyce et al., 1991; Fordyce and
Wehner, 1993; Ingram et al., 1994; Skalicky et al., 1996). O declinio da atividade fisica reflete
interacdes complexas envolvendo a capacidade mitocondrial de produzir energia, alteragdes
em membranas celulares afetando o fluxo idnico e a transducédo de sinais, comprometimento
da circulacdo sanguinea afetando o aporte de nutrientes e a remogéo de catabdlitos e alteracdes

estruturais da fibra muscular e sua inervacdo. O sistema nitrérgico € igualmente afetado com
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reducdes regionais apontadas até agora no cortex parietal, olfatério, entorrinal, estriado e
hipocampo (Necchi et al., 2002).

Uma outra face do problema ndo ainda completamente explorada € a investigacao das
alteracdes sensoriais e motoras primarias. Em 2002, Godde e colaboradores revisaram um
conjunto de trabalhos elegantes utilizando registro eletrofisiol6gico e registro optico no sistema
somatossensorial de roedores que consolidam a hipotese de que fendmenos neurodegenerativos
e regenerativos podem coexistir durante o envelhecimento e que o0 processo regenerativo
depende fundamentalmente de um ambiente rico em estimulos relacionados ao déficit sensorial
ja instalado. Por extensdo levantaram a hipOtese de que os déficits cognitivos podem
igualmente ser causados pelas alteracGes nas areas sensoriais primarias e que o déficit sensorial
ndo degenerativo pode ser corrigido, contribuindo para evitar o agravamento do déficit
cognitivo a ele relacionado. Mais especificamente os autores se referem aos déficits regionais
identificados nos mapas sensoriais, tais como propriedades de campo receptor, intensidade das
respostas, reorganizacdo de mapas topograficos que sdo afetados pela redugdo dos inputs
sensoriais decorrentes do desuso na idade avancada. Consistente com isso é o fato de que as
perdas somatomotoras no animal idoso se instalam de forma dramética na regido de
representacdo das patas posteriores, sendo preservada a regido de representacdo das patas
anteriores que desenvolvem um padrdo de atividade motora mais intensa e diversificada ao
longo da vida (Godde et al., 2002).

Os estudos com marcador metabolico da atividade neural empregando a citocromo-
oxidase revelaram que as modificagdes relacionadas ao exercicio voluntario foram detectadas
nas regides de representacdo das patas no corpo estriado (regido dorso-lateral), cortex motor e
cerebelo, mas ndo no hipocampo. A correlagcdo com os estudos de fluxo sanguineo é positiva
demonstrando-se um aumento da utilizacdo regional de glicose e da captacdo de oxigénio

(Black et al., 1990; Mccloskey et al., 2001; Garifoli et al., 2003). Em concordancia, hd uma
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série de modificacGes em nivel molecular tais como o incremento de fatores neurotroficos e
aumento da LTP e LTD, tanto quanto em nivel estrutural com a formacao de novos neurénios
e aumento do namero de sinapses (Van Praag et al., 2005). Dentre as alteragcdes observadas no
envelhecimento, as que estdo relacionadas a vascularizagdo cerebral tem sido associadas a
doencas cronicas como Alzheimer e agudas como o acidente vascular cerebral (AVE). A pratica
de exercicios fisicos regulares tem se mostrado eficiente na prevencdo de acidente vascular
encefalico (Liang et al., 2009), assim como na reducdo do declinio cognitivo associado ao
envelhecimento e ao mal de Alzheimer (Woo, 2000).

Um dos mecanismos associados a esses efeitos benéficos é a angiogénese, ja
demonstrada em roedores que se exercitam regularmente. O aumento na angiogénese, em
decorréncia do exercicio, observada no cerebelo e hipocampo (Van Praag et al., 2005; Kleim
et al., 2007) é mediada pelo fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), que
desempenha papel fundamental na neurogénese hipocampal e crescimento dendritico cortical,
atuando como fator neurotréfico (Greenberg and Jin, 2005). O 6xido nitrico e o exercicio fisico
parecem estar intrinsecamente relacionados na definicdo do curso temporal do declinio
cognitivo associado a essas alteragfes neuropatoldgicas, reduzindo a velocidade do curso
temporal da deméncia sendo a presenca de riscos cardiolégicos que podem impedir a
recomendacdo de exercicios fisicos adequados um dado importante que confirma essa
associacdo (Eggermont et al., 2006). O oOxido nitrico também tem sido apontado como
neuroprotetor ou neurotoxico dependendo dos niveis de sintese e do contexto neuropatoldgico:
pode exercer acdes neuroprotetoras impedindo a ativacdo da caspase 3 e por consequéncia
apoptose e morte neuronal (Kim et al., 1999). Em trabalho prévio demonstramos anteriormente
que diferentes modalidades de exercicio podem aumentar as enzimas de sintese do 6xido nitrico

no hipocampo e giro denteado melhorando a performance em testes de memoria espacial
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(Torres et al., 2006) e possivelmente contribuindo para formacdo de memorias através acoes
de longo prazo (LTP ao LTD).

Uma vez que o hipocampo e o cortex entorrinal, sdo estruturas cerebrais chave nesses
processos, e que contribuem de forma importante para o aprendizado e memoria € Util rever sua

organizacdo morfofuncional.

1.3 Organizacao estrutural do hipocampo e do giro denteado.

O hipocampo é dividido em Corno de Amon (CA) 1, 2, 3 e 4 e regido superior e inferior
(Brown and Zador, 1990) ou regido septal (dorsal) e regido temporal (ventral) (Blackstad, 1956;
Van Groen et al., 2003). CA1 e CA3 formam o hipocampo propriamente dito, e como CA2 é
pequeno e indistinto em algumas espécies ele é frequentemente incluido em CA1 nas analises.
O giro denteado (GD), o subiculum, o cortex entorrinal (EC) e CA4 sédo incluidos no termo
“formac@o hipocampal” e a area entre o GD e o stratum granulosum de CA3 é chamada de
polimorfica ou regido hilar ou simplesmente hilus (Brown and Zador, 1990).

O hipocampo apresenta fundamentalmente trés camadas, a camada polimdrfica (stratum
oriens), camada piramidal (stratum pyramidale) e camada molecular (stratum radiatum e
stratum lacunosum-moleculare). O GD consiste em camada polimoérfica (hilus), camada
granular (stratum granulosum) e a camada molecular (stratum moleculare) que é continua com
0 hipocampo (Brown and Zador, 1990). Os principais neurénios do hipocampo sdo 0s neurénios
piramidais de CAl, CA2 e CA3 e 0s do GD sdo as células granulares. As conexdes sinapticas
no hipocampo sdo geralmente axodendriticas e axosomaticas e 0s principais neutransmissores
sdo, GABA, norepinefrina e aceltilcolina (Brown and Zador, 1990). As aferéncias mais densas
do hipocampo provém do cortex entorrinal e a propagacao da informacao entorrinal aferente no
interior do hipocampo se da através de uma sequéncia de sinapses excitatorias que de uma

forma simplificada é referida como um circuito trissindptico (Figura 1). A primeira sinapse
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desse circuito ocorre na camada molecular, entre as fibras do cortex entorrinal, que constituem
a via perfurante, e as células granulares do giro denteado. A segunda ocorre nos stratum lucidum
e radiatum entre os axonios das células granulares do giro denteado (fibras musgosas) e os
neurdnios piramidais de CA3, de onde partem os ax6nios (colaterais de Schaffer) para formar
a terceira sinapse com as células piramidais de CAL. Nesse sentido, as operacGes funcionais
intrinsecas que ocorrem tanto no giro denteado, quanto no cortex entorrinal, ttm um papel
importante no processamento subsequente da informacéo e consolidacdo da memoria (Turner

etal., 1998).

) == -
5 ° ¢ )i \\ EC2
D / EC3
ING 3

o ;
“py ‘\\‘a
Dy
Rad A‘ ' SUB ‘e
Y
g EC5
CA3 / | |
/ P o o ° N G, J

Pol Gr Mol
EC2
EC3 CA3
A Pyramidal neuron @ Granule cell - newborn (' Basket cell @ EC2 neuron EC5 «— SUB «— CA1
@ Hilar interneuron @ Garnule cell - adult @ Mossy cell @ EC3 neuron \/

Figura 1. Hodologia, circuitos e organizacdo regional e laminar da formagdo hipocampal. EC: Cortex
entorrinal, DG: giro denteado, CA, Corno de Amon, SUB: subiculo, Camadas; molecular (Mol),
granular (Gr) e polimorfica (Pol) do giro denteado, stratum oriens (Or), stratum pyramidale (Py) e
stratum radiatum (Rad) do hipocampo. Aferéncias da camada Il do EC excitam neurdnios granulares
novos e “adultos” e células em cesto da camada granular. Neurdnios piramidais de CA3 também
recebem terminais axonais da camada Il do EC. Células musgosas e interneurdnios da camada
polimdrfica realizam alca de retroalimentacdo com neurdnios granulares. As fibras musgosas dos
neurdnios granulares fazem a segunda sinapse do circuito basico com os dendritos apicais dos neurdnios
piramidais de CA3 que enviam seu axdnios (colaterais de Schafer) para CAl onde fazem sinapse
excitatéria com os dendritos apicais dos neurénios piramidais. Os neurdnios piramidais de CA1 também
recebem sinapses excitatorias, nos dendritos apicais e basais, de neurénios da camada Il do EC. Os
neurdnios piramidais de CA1 sdo a principal via eferente para 0 SUB e a camada V do EC. Adaptado
de (Aimone et al., 2014)
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1.4 O Giro Denteado, CA1 e Memoria Espacial
Dados de numerosos ensaios experimentais consolidaram a nocgao de que a integridade

do hipocampo é essencial para a formagdo de memdria episédica (em humanos) ou similar a
episodica (em outros animais) (Eichenbaum et al., 2012). Essas memdrias respondem
basicamente a trés perguntas acerca do objeto que se examina: O que é? Onde estd? e Quando?,
possibilitando a distincdo inambigua entre objetos novos e familiares. Para dar conta dessa
tarefa o cérebro precisa acentuar as diferencas entre as experiéncias antigas e novas antes que
a codificacdo ocorra, de modo a poder distingui-las (Schmidt et al., 2012).

Em recente trabalho de revisdo Kesner (Kesner, 2013) sintetiza a contribuigéo funcional
do giro denteado para a memoria de reconhecimento contextual de objetos em cinco itens: 1)
processamento integrativo convergente de aferéncias sensoriais mdltiplas visando a
representacdo espacial; 2) acentuacdo das diferencas entre estimulos espaciais ambiguos
executando o padréo de separagéo espacial; 3) separacdo contextual; 4) informacdo contextual
no reconhecimento de objetos e 5) integracao temporal, memoria remota e padrdo de separacao
espacial dependente de neurogénese. Um sexto item é atribuido a regido ventral do giro
denteado que participa no processamento de informacéo de odores por mecanismo de separacédo
de padrbes (Kesner, 2013). Para executar a tarefa de integracao e separacao de padrdes o giro
denteado recebe aferéncias multiplas que incluem as originarias dos cértices relacionados ao
sistema vestibular, olfatério, visual, auditivo e somatossensorial, convergindo para o
hipocampo através das areas perirrinal e entorrinal lateral, assim como recebe proje¢des
especificas para a representacdo espacial em células especializadas (Aggleton, 2012). Num caso
e noutro é atraves das vias perfurantes lateral e medial que essas informac6es sdo carreadas, de
modo que o componente medial é seletivo para o processamento de informacéo espacial e o
componente lateral para os componentes ndo espaciais (Witter et al., 1989; Hafting et al., 2005;

Hargreaves et al., 2005).
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A Figura 2 é um diagrama esquematico das conexdes associadas ao sistema de memoria
do lobo temporal medial em mamiferos, proposto por Eichenbaum e colaboradores
(Eichenbaum et al., 2012) em revisdo recente. As vias de projecdo associadas a localizacéo
espacial (O qué?) sdo dirigidas ao cortex perirrinal e a area entorrinal lateral, enquanto que o
reconhecimento da localizacdo espacial do objeto (Onde?) é feito através das projecdes
dirigidas para a area parahipocampal e o cortex entorrinal medial. No hipocampo essas

projecdes sdo integradas permitindo que se possa dizer o que é e onde esta o objeto de interesse.
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Figura 2. Diagrama esquematico das areas envolvidas com o reconhecimento da identidade de objetos
(O qué?) e de sua localizagao espacial (Onde?). As projecdes associadas a respostas a primeira pergunta
envolvem &reas neocorticais que se projetam para o cortex perirrinal (CPR) e o cortex entorrinal lateral
(AEL) enquanto que aquelas associadas a pergunta acerca da localizacdo espacial se projetam para o
cortex parahipocampal (CPH) e para o cortex entorrinal medial (AEM). Enquanto que as projecGes para
as areas CPR-AEL representam objetos individuais, as projecOes para as areas CPH-AEM representam
informacdes contextuais (localizagdo espacial). A partir dessas areas novas projecdes convergem para o
hipocampo onde os objetos sdo agora representados de forma integrada (contextualizada) possibilitando
responder de forma simultnea o que é? e onde estad? Do hipocampo partem projecdes de feedback que
retornam as areas parahipocampais de onde partem novas projec0es para as areas neocorticais de origem
(Eichenbaum et al., 2012).
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Numerosas evidéncias apontam que a integridade do giro denteado é fundamental para
a memoria de reconhecimento de objeto e 0 seu comprometimento diminui a capacidade dos
individuos lesionados de distinguir objetos (padrdes) similares em contextos espaciais
diferentes (Gilbert et al., 2001). No mesmo trabalho esses autores demonstram que a separacdo
de padrdes temporais é funcdo de CA1.

Na formacdo hipocampal dos mamiferos o giro denteado é caracterizado por enviar
projecdes unidirecionais poderosas para as células piramidais de CA3 atraves das fibras
musgosas. Essas fibras formam um tipo Unico de sinapse rica em zinco que parece oferecer uma
duplicata da informacéo que as células piramidais de CA3 ja haviam recebido dos neurdnios da
camada Il do cértex entorrinal e que projetam tanto para a camada molecular do giro denteado
guanto para CA3. Essa duplicata parece preencher os requisitos necessarios para lidar com o
problema de ter que acentuar as diferencas entre os eventos antes de codifica-los, para poder
distinguir o novo do velho, e essa tarefa é a previamente denominada separacdo de padrdes
(Leutgeb and Moser, 2007).

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

(Mchugh et al., 2007).
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A capacidade de detectar quando um estimulo é novo ajuda o animal a focar sua atencao
aos eventos que potencialmente representam novas ameagas ou novas oportunidades e a questdo
que se impde é a de qual seria a contribuicdo do giro denteado para essa tarefa?

A memodria de reconhecimento de objeto pode ser subdividida em duas categorias: 0
reconhecimento do objeto em si mesmo e o reconhecimento associativo. O reconhecimento do
objeto esta relacionado ao item sob observacéo identificando quando se trata de um objeto novo
ou familiar enquanto que o reconhecimento associativo permite identificar se um grupo de
elementos familiares foi ou ndo espacialmente reconfigurado (Aggleton et al., 2012).

Empregando genes de expressao rapida que ndo requerem sintese proteica prévia para
serem ativados, foi possivel correlacionar o padrdo de sua ativacdo com as tarefas
comportamentais de interesse (Barbosa et al., 2013). As regides que tiveram suas células ativas
mapeadas através de genes de expressdo rapida durante a estimulacdo, revelaram diferencas
chave nos dois componentes da memdria de reconhecimento de objeto indicando que a
novidade do objeto € consistentemente associada a ativacdo em apenas duas regides, o cortex
perirrinal e a &rea visual associativa adjacente a &area Temporal 2, enquanto que 0
reconhecimento associativo ativou C-Fos no hipocampo mas ndo no cortex perirrinal (Aggleton
et al., 2012). A falta da expressdo de C-Fos no cortex perirrinal na tarefa de reconhecimento
associativo foi interpretado como refletindo o fato de que o(s) item(s) sob observacao
permanece(m) familiar(es) ainda que apresentado(s) sob uma nova combinacéo. Por outro lado
quando o reconhecimento foi associado com atividade C-Fos no hipocampo, havia sempre a
exploracdo ativa do objeto novo envolvendo estimulagdo e processamento multissensorial e
ativacdo das vias de projecdo do cortex entorrinal para o hipocampo incluindo a via perfurante
para o giro denteado e a projecdo de CA3 previamente mencionada. Assim 0 giro denteado

parece essencial para a tarefa de reconhecimento associativo.
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Finalmente é importante destacar a contribuicdo da neurogénese no giro denteado para
o aprendizado espacial e a formacao de novas memorias espacial e de reconhecimento de objeto
(Gil-Mohapel et al., 2013); ver (Vukovic et al., 2011) para revisao. A atividade de neurogénese
na camada subgranular do giro denteado parece estreitamente relacionada a atividade sinaptica
normalmente aumentada pelo exercicio voluntario e a estimulacdo nova multissensorial e
cognitiva (Li et al., 2010; Kobilo et al., 2011).

Como as células neurais progenitoras residindo na camada subgranular do giro denteado
sdo reguladas por fatores de crescimento e respondem ao microambiente ajustando seu nivel de
proliferacdo para determinar a taxa de neurogénese, é razoavel supor que o giro denteado é uma
peca chave para as memdrias de reconhecimento de forma e localizacéo espacial de objetos (Li
etal., 2012).

Seis horas ap6s o treinamento para aprendizado e memoria espacial, ja é evidente o
remodelamento das sinapses da camada molecular do giro denteado do hipocampo dorsal de
ratos adultos com aumento de sua densidade no terco médio, e iSSo parece ser a expressao
morfolégica neuronal da consolidacdo desse aprendizado (Scully et al., 2012).

As doencas neurodegenerativas cronicas associadas ou ndo ao envelhecimento afetam
predominantemente a formacdo hipocampal e memdria, sendo seus mecanismos
fisiopatolégicos revistos a seguir. A doenca prion em particular tem sido usada como modelo
para investigacdo dos processos relacionados a neurodegeneracdo crénica em varios modelos
animais, e esse esforco tem sido concentrado no modelo murino, de particular interesse para o

presente trabalho.

1.5 Mecanismos Moleculares das Doencas por Prions
As doencas por prions sdo encefalopatias espongiformes transmissiveis de origem

infecciosa, geneética ou indeterminada, que atingem seres humanos e varias espécies animais
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(Knight and Will, 2004). Sua patogénese esta associada a alteracdo conformacional da proteina
prion celular (PrP°), uma proteina de superficie ligada a membrana plasmatica expressada
abundantemente no Sistema Nervoso Central, que quando é transformada em uma forma
enovelada anormal (scrapie, ou PrP*%) (Prusiner, 1991) inicia o processo de neurodegneracao.
A origem infecciosa é atribuida a entrada no SNC de particulas proteicas da forma
anémala, que levam a acumulacdo de PrP*¢ as custas da conversao da PrP® enddgena. A origem
genética deve-se a mutagOes que alteram a expressao da proteina PrP¢ (Gambetti and Parchi,
1999). H4, entretanto, casos esporadicos de doencas prion onde a infeccdo e as alteracdes
genéticas nao puderam ser detectadas e que sdo atribuidos a conversao espontanea da PrP°.
Doenca prion e doenca de Alzheimer possuem muitas semelhancas e uma revisdo
recente da extensa literatura destaca muitas evidéncias que vem corroborando a hipétese da DA
ser um tipo de doenca prion (Nussbaum et al., 2013). As caracteristicas similares de propagacéo

e toxicidade entre a DA e a doenca prion podem ser observadas no diagrama da figura 3.
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Figura 3. Mecanismos da doenca de Alzheimer semelhantes aos da doenca prion. A formacao
de oligbmeros de AP e sua propagacdo sdo semelhantes aos descritos na doenca prion ativando
cinases que fosforilam a proteina Tau (pTau) levando a neurodegeneragio. E possivel também
que os oligdmeros de A contribuam para formacao de oligdmeros de Tau que podem por sua
vez ser fosforilados. Os oligbmeros de Tau, assim como os de Ap, também se propagam por
mecanismos semelhantes aos da doenca prion e aumentam a toxicidade levando a
Neurodegeneracao (Nussbaum et al., 2013).
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Além da extrema gravidade da doengca humana, essas patologias atingem espécies
animais de interesse econdmico, como aconteceu na Inglaterra nos anos 80-90 com a epidemia
da encefalopatia espongiforme bovina, ou “doenca da vaca louca”, que atingiu a marca de
180.000 casos em cerca de 35.000 fazendas, levando ao sacrificio adicional de dezenas de
milhares de reses suspeitas da doenca e causando grandes prejuizos financeiros. A partir dessa
epidemia ha evidéncias de que a contaminag¢do humana promoveu o aparecimento de uma nova
variante da doenca de Creutzfeld-Jakob humana, atribuida a ingestdo de carne bovina
contaminada com a forma patogénica PrP** (Cooper and Bird, 2003; Chen et al., 2013).

As encefalopatias transmissiveis sdo tidas como doengas de ganho de funcdo,
presumivelmente causadas por toxicidade da PrP*® acumulada. No entanto, manifestactes
clinicas sdo frequentemente encontradas antes, ou mesmo na auséncia, de depdsitos
caracteristicos da forma anémala e, portanto, permanece em aberto a possibilidade de
componentes de perda de funcéo relacionados a remocao da PrPc enddgena que foi convertida
na forma andémala (Aguzzi and Weissmann, 1997; Samaia et al., 1997; Aguzzi and Weissmann,
1998; Samaia and Brentani, 1998).

O exame critico dessa hipotese depende da identificacdo das funcdes da PrPc no SNC e
é essencial para nortear o desenvolvimento de terapias para as doengas por prions. Por exemplo,
o fato da propagacéo da PrP* no SNC depender da disponibilidade da PrP° (Weissmann, 1999),
sugeriu que tratamentos para as doencas por prions poderiam ser desenvolvidos com base na
eliminacdo ou neutralizacdo da PrP° endégena. No entanto, esse conceito sé teria validade se
essa proteina ndo desepenhasse papel essencial em fungdes criticas do SNC.

Investigagbes funcionais da PrP® por delecdo génica forneceram resultados
controversos. O primeiro camundongo descrito com delecdo de PrP® ndo apresentou alteraces
Obvias de embriogénese ou comportamento (Bueler et al., 1992), sugerindo que a PrP° poderia

ser dispensavel para 0 SNC, ou que poderosos mecanismos embrioldgicos de regulagdo podem
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recompor a homeostasia perdida pela delecdo da PrP°. No entanto, estudos mais recentes de
camundongos nocautes para PrP® mostraram alteragdes em ritmos circadianos, atividade
locomotora, memoria e sensibilidade a convulsdes (Martins et al., 2002; Coitinho et al., 2003),
e ha controvérsias sobre alteraces eletrofisiologicas indicando limites para mecanismos
compensatdrios apos delecdo da PrP°. Ja em outra cepa de camudongos com delecdo da PrP°
identificou-se extensa degeneracdo cerebelar e ataxia progressiva (Sakaguchi et al., 1996),
atribuidas a um gene homélogo ao PrP¢, denominado Doppel, que parece ter efeito toxico e
apresenta padrdes de expressao anormal interpretados como resultado do reposicionamento em
relacdo ao promotor de PrP¢ (Moore et al., 1999; Wong et al., 2001).

Outros papéis da PrP® no SNC sdo sugeridos por sua atividade anti-oxidante, dependente
de um dominio de ligacdo de cobre compreendendo os aminoacidos 60-91, que afeta tanto a
resisténcia celular a estresse oxidativo quanto a transmissao sinaptica e, por conseguinte,
poderia estar associada tanto a neurodegeneracdo quanto a alterac@es funcionais do SNC nas
doencas por prions (Wong, B. S. et al., 2000; Wong, N. K. et al., 2000; Brown, 2001). J& a
presenca de PrP° com dele¢des em outro dominio, que compreende os aminoacidos 106-134,
causa degeneracéo cerebelar e ataxia progressiva em camundongos, demonstrando que outros
fatores, além do cobre, relacionados a residuos contidos na sequéncia 106-134 estdo associados
a resisténcia a neurodegeneracdo (Shmerling et al., 1998).

Algumas moléculas interagem funcionalmente com PrP® em um complexo
multiproteico de superficie que inclui laminina (Martins et al., 2002). Dentre esses varios
ligantes, a proteina STI1 (também conhecida como extendina ou hop, para hsp organizing
protein) induz no tecido nervoso in vitro respostas neuroprotetoras dependentes de PrP¢, e
mediadas por aumento da concentracdo intracelular de cCAMP e ativacdo de proteina cinase A
(Chiarini et al., 2002; Zanata et al., 2002). A interacdo STI1-PrPc também provoca ativacao da

via de MAP-cinases da familia Erk (Chiarini et al., 2002). A proteina hop/STI1 é uma co-
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chaperona encontrada majoritariamente em compartimentos intracelulares e funciona como
adaptadora na formacéo de heterocomplexos contendo as chaperonas hsp90 e hsp70, bem como
outros componentes envolvidos na maturacdo funcional de receptores de esteroides e proteina-
cinases intracelulares (Pratt and Toft, 2003).

Esses dados sugerem que a PrP°® funciona como um receptor neurotrofico no tecido
nervoso, envolvido em regulacdo de morte celular programada, proliferacédo e diferenciacéo
celular e que STI1 é um ligante natural da PrP® com funcdo analoga a fatores neurotréficos
classicos. Nao se sabe ainda de que forma a interacdo STI1-PrPc produz sinais neuroprotetores,
ja que a ativacdo convencional da vias de cAMP-PKA depende de proteinas G de membrana e
ndo ha ainda evidéncia de que a PrP°® seja capaz de levar diretamente a ativacdo desses
intermediarios, nem indicios de interacdo da PrPc com receptores de membrana acoplados a
proteinas G. Por outro lado, a funcdo adaptadora da hop/STI1 nos compartimentos
intracelulares sugere uma hipotese alternativa, de que a ligacdo STI1- PrP°¢ tenha como efeito a
modulacdo de receptores ou outras moléculas de superficie capazes de ativar
convencionalmente as vias de CAMP-PKA e Erk, tais como receptores para neurotransmissores
ou neuropeptidios (Lopes et al., 2005; Beraldo et al., 2010).

Tomados em conjunto os dados revelam que muitas das questdes relacionadas a
fisiopatologia da neurodegneracéo cronica induzida pelas doengas pridnicas permanecem por

serem investigadas.

1.6 O Modelo Experimental

Para investigacdo da doenca crénica neurodegenerativa utilizamos modelo experimental
murino previamente implantado em nosso laboratério (Borner, Roseane et al., 2011), o
camundongo suico albino proveniente de cruzamentos ndo isogénicos, de 6 meses de idade,

infectado com o agente prion ME7. A patologia do agente ME7 é bem caracterizada e esse
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modelo tem sido usado para estudar a patogénese da doenca e o impacto da inflamacéo sobre o
sistema nervoso em doencas cronicas neurodegenerativas (Betmouni et al., 1996). Do ponto de
vista neuropatoldgico as doengas prion sdo cronicas e guardam muitas similaridades com a
doenca de Alzheimer, caracterizada por depdsitos amildides, perda neuronal, gliose e
vacuolizacdo da neuropila (Collinge, 2001).

A doenca prion € associada a conversdao da proteina solivel PrP® em uma forma
insoltvel e resistente a acdo de proteases PrP* que é depositada no parénquima do sistema
nervoso central (Bolton et al., 1982; Prusiner, 1982). O modelo murino de doenca prion tem
mostrado déficits comportamentais (Betmouni and Perry, 1999; Deacon et al., 2001),
eletroneuropatoldgicos e morfologia anormal de neurénios isolados (Johnston et al., 1997).

O camundongo C57BL/6J de onde se obteve o inoculo para inducao da doenca prion na
variedade albina, ja esta estabelecido como modelo para estudos da doenca prion, apresentando
evidéncia conclusiva de neurodegeneracdo com perda sinaptica e de neurdnios, espalhadas ao
longo das vias anatbmicas, assim como, padrédo atipico de resposta inflamatoria caracterizada
por ativacdo de astrocitos e microglia (Betmouni et al., 1996).

A ativacdo de astrocitos associada aos eventos neuropatolégicos € usualmente
denominada de astrocitose reativa e é caracterizada pelo aumento no volume celular e de
namero de astrdcitos. Essas alteracdes estdo associadas ao rapido aumento na sintese de GFAP.
Em conjunto, as alteracdes fenotipicas da astrocitose podem estar relacionadas com reducéo
das fungdes normais dos astrocitos assim como com ganho de fung¢des anormais relacionadas
ao processo degenerativo que, em alguns casos, pode assumir papel primario em mecanismos
fisiopatoldgicos (Zhu and Dahlstrém, 2007; Sofroniew and Vinters, 2010).

Na doenca prion os astrocitos apresentam significativa alteracdo morfologica em
estagios iniciais da doenca e, em alguns casos, sao o sitio inicial de deposicdo e acumulo de

PrPs¢ (Eklund et al., 1967; Diedrich et al., 1991). Em um estudo com camundongos knockout
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para PrP de camundongo (Tg3/Prnp®°) que expressavam transgenes de PrP de Hamster, em um
promotor especifico para GFAP de astrdcitos, foi demonstrado que astrocitos sdo suficientes
para desenvolver e propagar a doenga prion (Raeber et al., 1997).

De fato, em um estudo minucioso sobre as alteracGes protedmicas induzidas pela
variedade ME7 de doenca prion em modelo murino, Asuni e colaboradores (2014) demostraram
que a GFAP ¢ a principal proteina alterada (sintese aumentada) durante o curso temporal da
doenca.

Essa proteina é a principal proteina da rede filamentos intermediarios (8-12 nm) do tipo
Il que constitui o citoesqueleto. Além de realizar fungdes relacionadas as propriedades
estruturais da célula, os filamentos intermediarios tém sido associados com transducéo de sinais
biomecanicos, estando diretamente relacionada a motilidade e migragdo, proliferacdo,
endocitose e fagocitose, plasticidade sinaptica, transporte e sintese de neurotransmissores,
crescimento dendritico, barreira hematoencefalica, mielinizacdo e protecdo a insultos no SNC
(figura 4). Apesar do grande numero de estudos investigando as diferentes funcfes dos
astrocitos, a exata funcdo da GFAP ainda é ndo é completamente conhecido (Middeldorp and

Hol, 2011).
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Figura 4. Principais fungdes astrociticas relacionadas a GFAP. Estudos realizados em animais
transgénicos e estudos que empregam métodos avancados de bioquimica destacam evidéncias
da participacdo de GFAP nos processos celulares de motilidade e migracdo, proliferacéo,
autofagia, plasticidade sinaptica, transporte e sintese de neurotransmissores, crescimento
dendritico, formacdo e regulacdo da barreira hematoencefalica, mielinizacdo e protecdo a lesdes
e nerodegeneracgédo (Middeldorp and Hol, 2011).

A partir da implantac&o da variedade albina suica como modelo murino (Mus musculus)
de doencga prion detectamos estreita similaridade neuropatoldgica e comportamental com a
variedade C57BI6J (Borner, Roseane et al., 2011). Nossos resultados demonstraram, pela
primeira vez, atraves de método estereoldgico sem viés, que a populagdo total de astrocitos
imunomarcados para GFAP é significativamente aumentada quinze semanas apos a injecdo

intracerebral de ME7 na camada polimoérfica do giro denteado e no septo medial e na décima
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oitava semana, quando 0s animais atingem o estagio clinico final da doenca, o numero total de
astrocitos em CAL é maior que nos controles (Figura 5).

Por outro lado, o enriquecimento ambiental/exercicio fisico estimula a neurogénese e a
gliogénese (Van Praag et al., 1999), aumenta a rede celular imunomarcada por GFAP
(Williamson et al., 2012) e reduz astrogliose reativa em modelo transgénico de doenca de
Alzheimer (Lazarov et al., 2005; Herring et al., 2009; Valero et al., 2011; Beauquis et al., 2013;
Rodriguez, Noristani, et al., 2013; Rodriguez, Terzieva, et al., 2013).

Além disso, estudos utilizando andlises bidimensionais da morfologia de astrécitos do
hipocampo e do giro denteado propdem que roedores alojados em ambiente enriquecido
possuem mais nodos de ramificacdo, maior comprimento e nimero de intersec¢des nos circulos

de Sholl (Viola et al., 2009; Sampedro-Piquero et al., 2014).
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Figura 5. Fotomicrografias e representacdo grafica com valores médios para a estimativa da
populacao total de astrécitos no septo lateral, camada polimorfica do giro denteado e de CAl
no grupo controle (NBH) e com doenca prion 15 e 18 semanas apds a injecdo (W) intra-
hipocampal de ME7. Note que em 15w ja é significativa a alteracdo morfologia dos astrécitos
particularmente no septo e na camada polimorfica. Em 18w a astrocitose reativa é pronunciada
em todas as regides estudadas com destaque para a hipertrofia dos corpos celulares na camada
polimorfica. A estimativa estereoldgica demonstra que a camada polimérfica é a que apresenta
maior grau de aumento no nimero de astrocitos em 15w seguida do septo que também apresenta
significativo aumento de astrocitos. Adaptado de (Borner, R. et al., 2011).
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Em estudo anterior, nosso grupo também demonstrou por métodos estereoldgicos que
0 enriquecimento ambiental aumenta o nimero de astrocitos no giro denteado de camundongos
jovens (Figura 6) e que essa alteracdo pode estar associada com melhora no desempenho

cognitivo em testes de memdria e aprendizado espacial (Diniz et al., 2010).
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Figura 6. A figura apresenta fotomicrografias do giro denteado do camundongo médio dos
grupos de ambiente padrdo (SE) e de enriquecido (EE). Note que o enriquecimento ambiental
parece aumentar a imunomarcacdo para GFAP. Tal impressdo pode ser confirmada pela
estimativa estereoldgica na camada molecular do giro denteado (colunas em cor cinza no
gréfico a direita) onde o grupo EE apresenta mais astrdcitos em relacdo ao SE. O aumento no
ndmero total de astrocitos na camada molecular foi associado ao melhor indice de
discriminacdo no teste de reconhecimento de objetos (representado pelas barras pretas
horizontais referentes a ordenada direita do grafico) e na taxa de aprendizado no labirinto
aquatico de Morris (grafico a esquerda em colunas pretas). Adaptado de Diniz e colaboradores
(2010).

Astrocitos podem alterar sua morfologia na presenca de algumas neurotrofinas
especificas. Ohira e colaboradores (2007) (Ohira et al., 2007), demonstraram que na presenca
de BDNF, mas ndo de NGF, astrécitos corticais aumentam o comprimento dos seus ramos
GFAP+ realizando mais contatos com sitios sindpticos e esse mecanismo parece ser dependente
da presenca de receptores TrkB T1. De fato, 0 enriquecimento ambiental parece aumentar os
niveis de MRNA do BNDF em associacao ao aumento de GFAP no giro denteado (Williamson
etal., 2012).

Nossa hipotese é que o ambiente enriquecido pode contribuir para desacelerar o curso
temporal da neurodegeneracéo cronica associada a doenca prion em modelo murino ao reduzir

as alteracbes fenotipicas da astrocitose reativa assim como proteger funcdes cognitivas

hipocampo dependentes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:
Avaliar em modelo murino de doenca prion as alteragdes comportamentais e as

alteracdes astrogliais relacionadas, em animais alojados em diferentes condi¢bes ambientais.

2.2 Objetivos Especificos:
2.2.1 Comparar possiveis alteracdes comportamentais e cognitivas decorrentes da
doenca prion em camundongos alojados em ambiente enriquecido com aqueles

alojados no ambiente empobrecido das gaiolas padréo.

2.2.2 Quantificar por método estereologico, morfometria tridimensional e estatistica
multivariada as alteragdes astrogliais em CA3 e no giro denteado associadas a
doenca prion em camundongos alojados em ambiente enriquecido ou em

ambiente empobrecido.
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3 MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos para realizacdo deste trabalho foram submetidos e aprovados
pelo Comité de Etica Institucional da Universidade Federal do Para (Anexo 1). Os
camundongos utilizados foram fornecidos pelo Instituto Evandro Chagas e manipulados de
acordo com os principios éticos para o uso de animais de laboratério do NIH (National Institute

of Health).

3.1 Grupos Experimentais

Para compor os grupos experimentais foram utilizados 20 camundongos suicos albinos
fémeas de seis meses de idade. Em funcdo do alto nivel de agressividade entre machos adultos
ndo foi possivel a utilizacdo desse género no presente desenho experimental. Os animais foram
alojados em ambiente enriquecido (EE) ou em ambiente padrdo (SE) durante 5 semanas. Em
seguida foram realizadas as cirurgias para injecdo intracerebral de homogenados ME7 ou NBH.
Ap0s a cirurgia 0s animais retornaram para suas respectivas condigoes de alojamento e
realizaram semanalmente o teste de burrowing. Na décima oitava semana pds inoculacao todos
os camundongos foram submetidos aos testes de reconhecimento de objetos e em seguida

perfundidos (figura 7).

NBH SE=5,
ME7 SE=5,
NBH EE=5,
ME7 SE=5.
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Figura 7. Sequéncia temporal do desenho experimental.
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3.2 Condicdes ambientais de alojamento

Os animais do grupo EE (n=10) foram alojados em gaiola de plastico (32x39x16,5cm)
equipada com rodas para corrida voluntaria, tdneis e objetos variados de plastico, metal ou
papeldo, que eram trocados e/ou colocados em diferentes posi¢des uma vez por semana para
estimular a atividade exploratéria. Os animais do ambiente padrdo constituiram o grupo
controle (n=10) e foram mantidos em gaiola similar com o minimo estimulo ambiental possivel
(Figura 8). Ambas as gaiolas eram forradas com palha de arroz autoclavada, que era trocada no

minimo uma vez por semana. Todos 0s animais tiveram acesso livre a &gua e comida e foram

mantidos em um ciclo claro/escuro de 12 horas.

Figura 8. Foto do ambiente enriquecido (EE) equipado com rodinhas de correr e objetos de cores e
formas diferentes (A), e do ambiente padrdo (SE) com o minimo de estimulos somatomotores e
visuoespaciais (B).
3.3 Procedimentos para Inoculacéo do Agente ME7

Apds o periodo de alojamento nos ambientes enriquecido ou padrdo os animais foram
anestesiados com tribromoetanol (0,1ml/5g de peso corporal) e submetidos a cirurgia em
aparelho estereotaxico (Insight Equipamentos) para inoculagdo intracerebral bilateral de 1l de
homogenado cerebral normal ou infectado com o agente ME7. Este ultimo obtido de
camundongo com sinais clinicos de doenga prion terminal. As injecdes foram feitas nas

coordenadas, +1mm de bregma, £1,5mm da linha média, e —3,0mm da superficie do cranio

correspondentes ao estriado dorsal (Paxinos and Franklin, 2001). Apos tricotomia e exposi¢do
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do cranio através de uma inciséo no escalpo, foram feitas duas aberturas com o auxilio de uma
broca, para permitir a infusdo estriatal bilateral de 1ul do homogenado (10% p/v em salina
tamponada com fosfato) de cérebro de camundongo normal (NBH, n=10) ou de camundongo
com sinais clinicos de doenca prion terminal (ME7, n=10). Apds a infusdo da suspenséo, a
agulha (Hamilton 10 ul) era mantida no local por 3 minutos para evitar o refluxo da solucéo,
apos os quais era retirada lentamente. O couro cabeludo era entdo suturado e 0 camundongo
posto em uma gaiola para recuperacdo. Apos o procedimento os animais eram devolvidos as
suas gaiolas e condicdes de alojamento originais formando os seguintes grupos experimentais:
NBH SE=5, NBH EE=5, ME7 SE=5, ME7 EE=5. Ap6s dezoito semanas todos 0s animais

foram perfundidos para posterior analise do tecido encefalico.

3.4 Teste de Remocéo e Estocagem de Comida (Burrowing)

O teste de remocdo de comida foi iniciado na terceira semana ap0s a inoculagédo
intracerebral e foi realizado sistematicamente, com periodicidade semanal, até a décima oitava
semana poés inoculacdo. Esse teste permite avaliar um comportamento natural em alguns
roedores de remover e estocar comida a partir de uma toca, sem necessitar de privagdo
alimentar, fornecendo dados quantitativos sobre a diminuicdo da atividade de burrowing,
disfuncdo cronica provocada por doenca prion ja bem caracterizada em trabalhos anteriores
adotando infecgéo por lipopolissacarideo (Bayen et al., 2000) ou lesdes em estruturas cerebrais
como o hipocampo. E um teste de facil execugio cujo aparato ¢ barato e facilmente construido
(Deacon, 2006; 2009). A razdo para adotar um teste relacionado a funcdo hipocampal em
animais com injecédo no estriado decorre do fato de que nossos resultados preliminares, assim
como estudos anteriores, revelam extenso comprometimento hipocampal produzido pela

doenca prion apds inoculagdo em diferentes alvos anatémicos (Jirkof, 2014).
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Para a realizacdo do teste, os animais eram alojados individualmente, durante quatro
horas, em gaiolas de plastico (32cm x 39cm x 16,5cm) contendo um tubo PVC (20cm x 7,2cm),
que foi preenchido com 2509 de racdo normal da dieta dos camundongos. O tubo era disposto
de forma inclinada e a sua abertura estava a 3cm do solo (Figura 9). Apos o teste, cada animal
retornava a sua gaiola coletiva e a atividade de burrowing era avaliada pela diferenca entre a

quantidade de racdo que havia no tubo antes e apos o teste (Deacon, 2009).

Figura 9. Aparato utilizado para realizacao do teste de burrowing.

3.5 Memodria de Objeto
Os testes de reconhecimento de objeto foram realizados em uma caixa aberta (30x30x40
cm), com paredes laterais revestidas de férmica branca e assoalho escuro, impermeabilizado
com papel auto-adesivo, dividido em 9 quadrados (3 superiores, 3 médios e 3 inferiores) onde
se promoveu habituacdo seguida dos testes propriamente ditos. Apds cada experimento, 0
instrumento era limpo completamente com uma solucdo de etanol a 75% para remover pistas
olfatdrias deixadas durante o procedimento.
Fase de habituacdo ao campo aberto: nesta fase os camundongos foram colocados
individualmente na arena da caixa de teste, livre de objetos, por 5 minutos, por trés dias

consecutivos. Nos dois dias seguintes, 0s animais realizaram sessdes diarias de 5 minutos de
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duracdo, sendo expostos a duas copias de um objeto, posicionadas nos cantos da arena com
objetivo de adaptar os camundongos a presenca de objetos na caixa. Os objetos utilizados nesta

fase ndo foram reutilizados na fase de teste descrita a seguir.

A sequéncia de testes ocorreu em 2 dias consecutivos:

1° Dia — Reconhecimento de Objeto (identidade)

O teste de reconhecimento de objeto foi constituido de duas fases. Primeira fase —
Exposicao: os animais foram colocados no centro da caixa contendo um par de objetos idénticos
dispostos em localizages fixas para todos os animais. Segunda fase — Teste: cinquenta minutos
apos a exposicdo aos objetos (familiares) cada animal foi recolocado na caixa contendo um dos
objetos familiares e um objeto novo disposto no mesmo lugar onde estava a copia do objeto
familiar (referente a primeira fase) (Figura 10). Em cada fase os camundongos tiveram cinco

minutos para explorar livremente a caixa e 0s objetos contidos nela.

2° Dia — Reconhecimento de localizacéo espacial (lugar)

O teste de reconhecimento de lugar foi também constituido de duas fases. Para esse teste
foi utilizado apenas um par de objetos idénticos dispostos em uma determinada posicdo na
primeira fase (exposic¢do). Os animais foram colocados no centro da caixa permanecendo livres
por cinco minutos para exploracdo da caixa e dos objetos. Apds cinquenta minutos de intervalo
0s sujeitos foram recolocados na caixa com um dos objetos deslocado para uma nova posicdo
na caixa (teste) (Figura 10) permanecendo livres por mais cinco minutos para exploracao da

caixa e objetos.
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Memoria de Reconhecimento de Objeto (Identidade)

Exposicao @ Teste i

i J

Memoria de Reconhecimento da Localizacao Espacial

Exposicao ' Teste

Figura 10. Representagdo esquematica dos testes de reconhecimento da identidade do objeto (acima) e
da localizacéo espacial (abaixo)

Como os testes utilizam o comportamento exploratério natural dos camundongos e o
interesse pela novidade como elemento motivador, o teste de memoria para reconhecimento de
objeto pode ser classificado como etolégico por representar uma atividade voluntaria de
reconhecimento e exploragéo independente de recompensas ou punicdes.

As imagens de todos os testes eram capturadas por uma camera de video instalada no
teto, acima dos aparatos de teste e conectada a um computador, com o objetivo de armazenar
0s videos para posterior analise. Os testes foram analisados com o auxilio do programa Any
Maze (Stoelting®).

O metodo de anélise do comportamento exploratorio nos testes de reconhecimento de
identidade e localizacdo espacial dos objetos pelo sistema semi-automatico de rastreamento
(Any Maze) permitiram o monitoramento de zonas referentes as localizagdes de cada objeto.
Cada zona consiste de uma area de trés centimetros de raio em torno de cada objeto. O sistema
de rastreamento conta com um algoritmo que distingue as regides anatbmicas no animal

referentes a cabeca, corpo e cauda de acordo com a preferéncia do experimentador. Com essas



38

ferramentas foi possivel quantificar o tempo em que a cabeca do animal permanecia dentro da
zona de interesse em torno de cada objeto e tomar essa medida como variavel representativa da
atividade exploratdria do objeto.

Muitos fatores como idade, ansiedade e ambiente podem influenciar na atividade
exploratéria de camundongos tornando necessario que se utilize uma escala relativa para
avaliacdo desse componente comportamental. A soma do tempo total de permanéncia da cabeca
do camundongo nas zonas correspondentes aos dois objetos, representa 100% da atividade
exploratdria, e 0 tempo em cada zona é calculado e expresso como uma porcentagem do tempo

total.

3.6 Perfusdo e Procedimento Histoldgico

Na décima oitava semana apds a inoculacdo intracerebral, quando os animais infectados
demonstraram sinais comportamentais caracteristicos do estagio avangado da doenca, todos
foram pesados e anestesiados com 2,2,2-tribromoetanol por via intraperitoneal (0,08ml/5g). Em
seguida, os animais foram perfundidos transcardiacamente com solucdo salina 0,9%
heparinizada (5000UI/I) seguida de paraformoldeido a 4% feito em tampéo fosfato 0,1M (pH
7,2-7,4). Em seguida, os encéfalos foram removidos e seccionados em micrétomo de lamina
vibratoria “vibratomo” (Micron) no plano horizontal a 70um de espessura, ordenadas em série

anatémica (1:6) e submetidas as reacdes histoquimicas e imunohistoquimicas.

3.6.1 Imunohistoquimica para GFAP
A morfologia e a quantidade de astrécitos foi avaliada usando o anticorpo primario para
proteina acida fibrilar glial (GFAP #MAB360 Millipore®©). As sec¢des foram reagidas seguindo
a descricao abaixo e a sequéncia indicada na Tabela 1.
Secgdes dos cérebros dos animais doentes e dos controles foram selecionadas de forma

aleatoria e sistemética, tomando-se uma a cada 6 fatias de 70pum. As sec¢des foram lavadas em
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tampéo fosfato 0,1M e pré-tratadas por 60 minutos em solucéo de acido borico 0,2M pH 9,0 a
70°C. Apds lavagem com salina tamponada em fosfato acrescido de Triton 5% (PBST 5%),
seguiu-se lavagem de 5 minutos em solucdo de metanol com adicdo de perdxido de hidrogénio
0,3%. Apds lavagem em PBS em pH 7,2-7,4, seguiu-se o protocolo “Mouse-On-Mouse
Blocking Kit” (Vector Laboratories), que, de modo resumido, consiste dos seguintes passos: as
secgoes sao incubadas na solu¢do “MOM IgG blocking” por 60 minutos, lavadas em PBS e
incubadas por 5 minutos no diluente do kit MOM. A incubacdo no anticorpo primario para
GFAP, em diluicdo 1:400, em PBS 0,1M, pH 7,2-7,4, foi feita por 72 horas, mantendo-se 0s
cortes flutuando livremente na solucéo, seguida de lavagem com PBS e incubacéo no anticorpo

secundario biotinilado (1:200) por 12 horas (reagente MOM Biotinylated Anti-Mouse 1gG).
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Tabela 1. Passos da reacdo de imunohistoquimica para deteccdo da proteina fibrilar acida
GFAP

Solucdes Ne de Tempo Tempo
Lavagens (minutos) (horas)
Acido Borico 0,2M (70 °C pH 9) 1 1
Salina Tamponada de Fosfato + Triton (PBS-T) a 3 5
5%
Perdxido de Hidrogénio (H20,) + Metanol 1 10
PBS 3 2
MOM IgG Block (12 gotas de solugéo de trabalho 1
+ 15ml Mouse Ig Blocking PBS Reagent)
PBS 3 2
Solugdo de trabalho (1200ul de proteina 1 5
concentrada + 15ml de PBS)
Anticorpo primario (4°C na diluicdo recomendada 1 72

para GFAP (1:800) no concentrado de proteina
(18,75 pl GFAP + 15ml concentrado de proteina)

PBS 3 5

MOM IgG Biotinyladed Anti-Mouse IgG (60l de 1 12
Biotinylated 1gG em 15 ml da solug&o de trabalho

PBS 3 2

ABC (Complexo Biotina Avidina) 1 1
PBS 3 2

GND (0,5mg/ml de DAB + 1,2mg/ml Niquel) 1 20

PB 0,1M 3 5

Por fim as seccBes foram lavadas com PBS e incubadas no ABC (Avidin-Biotin
Complex, Vector Laboratories) por 30 minutos. A revelacdo da peroxidase presente nos sitios
de ligacdo antigeno anticorpo foi feita empregando protocolo para intensificacdo da reacdo
utilizando niquel/glicose oxidase/diamino benzidina (Shu et al., 1988). A precipitacdo do
cromogeno intensificado pelo niquel se da apds reacdo enzimatica empregando glicose oxidase
(enzima para quebra da glicose), B ou a-D-Glicose (substrato) e Cloreto de Amonio (co-fator).
Para o preparo da solucdo de Glicose-Oxidase/Diaminobenzidina/Niquel os passos a seguir
foram obedecidos: 1) Solugdo A: 50mg/ml de sulfato de niquel em tampéo acetato 0,2M, pH
6,0. 2) Solucdo B: 0,5mg/ml de DAB em &gua destilada. 3) Adig¢do de A em B e acréscimo de
4mg/ml de a-ou B-d-Glicose e 0,8mg/ml de cloreto de amonia a mistura (solu¢do A+B). Apds

3 minutos acrescentou-se glucose-oxidase (aproximadamente 1mg/50 ml da mistura) em
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intervalos de 10 minutos. Ao completar 30 minutos a reacdo foi interrompida com 3 lavagens
em tampdo fosfato 0,1M em pH 7,2-7,4. As secc¢des reagidas para GFAP foram montadas em
laminas gelatinizadas, deixadas secar a temperatura ambiente e posteriormente desidratadas em
alcool (70, 80, 90 e 100%), para entdo serem diafanizados em xileno e cobertos com Entellan

(Merck) e laminula para posterior analise qualitativa e quantitativa estereologica.

3.6.2 Contracoloracao de Nissl

As secgdes processadas por imunohistoquimica e histoquimica foram montadas para
avaliacdo microscopica e posteriormente contracoradas para Nissl. A coloracdo de Nissl utiliza
o cresil violeta tingindo nucleos e nucléolos com a coloracdo violeta. Neurénios e glia sdo
corados indistintamente pela técnica de Nissl. Para preparar a solucdo de coloracao é preciso
aquecer o cresil violeta em banho maria a 40°C, agitando-a por 5 minutos, filtrar a solucao final
em papel filtro e acrescentar o acido acético até que o pH da solucéo esteja entre 3 e 3,5. As

fatias devem ser mergulhadas nas solu¢es em sequéncia indicadas na Tabela 2.
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Tabela 2. Passos da coloracdo de NISSL.

Solugdes Tempo
(minutos)
Alcool 100% 05
Alcool 100% + cloroférmio (1/1) 10
Alcool 95% 03
Alcool 75% 03
Agua destilada para lavar 0,15
Cresil violeta 01-04
Agua destilada para lavar 0,15
Alcool 80 % 03
Alcool 90% 10
Alcool 100% + cloroférmio (1/1) 03
Alcool 95% + 4cido acético (15 gtas/100ml) 03
Alcool 95% 06
Alcool 100% + Alcool butirico (1/1) 03
Xileno | 05
Xileno Il 05

3.7 Estereologia

Secgdes histoldgicas e microscopia Optica sdo usadas de rotina para distinguir um estado
normal de um estado anormal de determinada estrutura cerebral. No entanto, a analise
qualitativa utiliza descrigdes com termos como “grande”, “pequeno”, “muito”, “pouco”,
“ausente” ou “presente”, sendo util para estabelecer diferengas entre um estado patologico e um
estado normal. Porém, esta analise ndo é suficiente para estabelecer mudancas estatisticas,
principalmente quando as diferencas sdo discretas. Dessa forma, a estereologia € um termo
designado para descrever métodos que fazem uma interpretacdo tridimensional a partir de

observacdes de sec¢des bidimensionais para analisar caracteristicas teciduais como volume de
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area, numero, conectividade, distribuicdo espacial e comprimento de estruturas bioldgicas
(Schmitz and Hof, 2005).

Os métodos estereoldgicos recentes tém muitas vantagens em relacdo aos métodos
tradicionais, uma vez que os esquemas de amostragem sdo definidos a priori, de tal forma que
ndo sdo necessarias informacdes sobre tamanho, forma, orientacéo e distribuicdo dos objetos a
serem contados. Essa estereologia, baseada em design, elimina a necessidade de informacéo
sobre a geometria dos objetos de interesse e fornece dados mais satisfatorios por eliminar
potenciais fontes de erros sistematicos (West, 2002).

A andlise quantitativa do nimero de objetos de interesses nas regides de interesse de
camundongos infectados ou controles que viveram sob diferentes condi¢cGes ambientais foi
realizada através do método do fracionador Optico. O fracionador optico é a combinacao do
dissector optico com o fracionador de amostras. Nessa técnica as areas de interesse sdo
seccionadas e o0s objetos de interesse contidos em dissector éptico dentro de uma amostra
sistematica e aleatoria de uma fragdo conhecida da regido sdo contados. As principais vantagens
do método estdo relacionadas ao fato deste ndo ser afetado pela retracao do tecido e ndo requerer
defini¢bes rigorosas de fronteiras estruturais que podem ser feitas em objetivas de baixo
aumento (West et al., 1991).

As regibes de interesse, estrato radiato de CA3 e camada polimorfica do giro denteado
da formacéo hipocampal dorsal, foram delimitadas utilizando a objetiva 4x de um microscopio
optico (Nikon eclipse 80i, Japan) equipado com platina motorizada e controladora para 0s eixos
X, Y eZ(MACG6000, Ludl Electronic Products, Hawthorne, NY, USA). Este sistema é acoplado
a um computador contendo o programa Stereoinvestigator (MBF bioscience, Williston, VT,
USA), que registra as coordenadas tridimensionais e armazena os dados estereologicos. Para

detectar os astrocitos foi utilizada a objetiva de 100x.
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Toda andlise estereoldgica inicia com a delimitacdo da regido de interesse seguida da
criagdo de uma matriz de contagem previamente determinada por ensaios piloto e sobreposta a
area estudada. Caixas de contagem sdo inseridos de forma igualmente espacada nas intersecdes
desta matriz (Figura 11).

Cada caixa de contagem possui duas linhas de incluséo (verdes), duas linhas de exclusédo
(vermelhas) e uma determinada altura h (Figura 11). A espessura da sec¢do é cuidadosamente
medida em cada bloco de contagem através do movimento do microfoco do microscépio em
direcdo ao topo e a base da seccdo. Assim, todos os objetos que estiverem inseridos dentro da
caixa de contagem e ndo estiverem em contato com as linhas de exclusdo sao identificados

(contados) pelo usuario.

grid area  counting frame

; ; ; tissue
O g g thickness

: | f ; counting
gy i g frame height

Figura 11. Representacdo esquematica da distribuicdo das caixas de contagem com as linhas de incluséo
(verdes) e linhas de excluséo (vermelhas) nas intersecées da matriz de contagem. A direita representacao
tridimensional da caixa de contagem mostrando a altura da caixa em relagéo a espessura do tecido.
Fonte: www.uhnresearch.ca/wcif.

A determinacdo do numero de células pelo fracionador Optico é baseada na distribuicao
aleatoria e sistematica de seccOes seriadas, todas com a mesma probabilidade de contribuirem

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

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

N — namero total de células

2Q — numero de células contadas

ssf — “section sampling fraction” = secgdes contadas/total de sec¢des

asf — “area sampling fraction” = area bloco/area matriz (X,y)

tsf — “tissue sampling fraction” = altura bloco/espessura da sec¢do

Os tamanhos dos blocos e das matrizes de contagem variam de acordo com o marcador

analisado, a partir de experimento piloto prévio, de forma a se obter um coeficiente de erro (CE)
aceitavel. O calculo do coeficiente de erro é baseado em estudos prévios com validacao do CE
de Scheaffer. Além disso, o coeficiente de variacdo biologica é calculado para garantir a
precisdo da metodologia adotada (Slomianka, L. and West, M. J., 2005). Os diferentes

parametros do protocolo de contagem podem ser observados na tabela 3.

Tabela 3. Dimensfes dos parametros de contagem.

Altura do Zona de Dimensdes da Dimensdes do
dissector (Z) | Guarda | caixa de contagem grid amostral (X
(Lm) (Lm) (X-Y) (um) - Y) (Um)
Estrato Radiato
de CA3 12 1 80 - 60 130 - 100
Camada
Polimérfica do 12 1 80 - 60 100 - 80

Giro Denteado

O volume do corpo celular dos astrécitos foi obtido durante a contagem pelo fracionador
optico. A sonda satélite “Nucleator” quando executado em paralelo com o fracionador optico
permite que cada célula tenha a mesma probabilidade de ser selecionada independente de sua
forma, orientacdo ou tamanho (Gundersen et al., 1988). A anélise consiste na superposicao de
seis linhas radiais (a quantidade de linhas pode ser configurada de acordo com interesse) que
cruzam o corpo celular no centro do ponto marcado pela contagem no fracionador optico. O

usudrio identifica o ponto em que cada linha radial intersecta a borda do corpo celular e o
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programa fornece a planilha com os resultados de volume, area e respectivos coeficientes de

erro (Figura 12).

Volume Estimado: Coeficiente de erro Estimado:

1 —
4 J—_ X, (R —R)?
Vy = ? lg est CV(R) = n-1 _1

R

Figura 12. Fotomicrografia de astrocito com as linhas radiais cruzando
0 centro do marcador de contagem do fracionador Optico. Note os
pontos de interseccdo (x vermelho) entre as linhas radiais e as bordas
do corpo celular. Escala = 10um.

3.8 Reconstrucdo tridimensional de astrécitos

Para a reconstrugdo tridimensional dos astrocitos também 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 informac&o relativa as coordenadas espaciais (X, Y, Z) de cada ponto da reconstrucdo. Esse
sistema é acoplado a microprocessador que controla os 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
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objetos de interesse e garantir maior precisdo nas reconstrucfes, 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. Foram reconstruidos 171 astrocitos no total, sendo
12 a 14 por camundongo de cada grupo experimental todas da camada polimérfica do giro
denteado.

Adotamos a analise aleatoria e sistematica a partir das mesmas secc¢des analisadas pelo
fracionador Optico. Para minimizar uma possivel tendéncia viciada na amostra, foi utilizado
uma matriz de amostragem sistematica e aleatoria com caixas de 70/70um separadas uma das
outras por intervalo de 200 um (figura 13). Somente astrdcitos localizados dentro dos limites
da caixa foram selecionados para analise. Em raras excecfes, quando dentro da caixa ndo
haviam células que atendiam ao padrdo de imunomarcacédo e integridade dos ramos, foram
escolhidos os astrocitos localizados mais préximos a borda da caixa. Aplicamos corre¢do para
retracdo induzida pelo processamento histologico nos dados da morfometria de forma linear
para todos 0s grupos experimentais exclusivamente para o eixo z, onde, presumiu-se 75% de

retracdo tal como previamente sugerido (Carlo and Stevens, 2011).

¥ -

Figura 13. Fotomicrografia do giro denteado e grid de amostragem sistematica e aleatéria para
escolha dos astrocitos reconstruidos. Em verde estdo representadas as caixas ativas para sele¢do de
astrocitos da camada polimérfica (regido contornada pela linha preta).
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Medimos e comparamos 15 parametros morfoldgicos dos astrocitos: 1. Comprimento
dos segmentos (um); 2. Nimero total Finalizagdes; 3. Area de superficie dos segmentos (um?);
4. Volume dos segmentos (um?); 5. Segmentos/mm:; 6. Area de superficie por segmento (um?);
7. Dimensdo fractal (k-dim); 8. Numero total de nodos de ramificacdo; 9. Numero total de
segmentos; 10. complexidade; 11. NGmero de arvores; 12. Area do soma (um2); 13. Perimetro
do soma; 14 Convex hull; 15. Circulos de sholl. Assim, cada astrocito reconstruido foi objeto

de multiplas medidas. Esses parametros morfoldgicos estdo conceituados na tabela 4.

Tabela 4. Pardmetros morfométricos analisados

Perimetro do soma
Area do soma
Comprimento dos ramos

Segmentos

NUmero de pontos de
ramificacdes
Quantidade de segmentos

Area de superficie dos
segmentos

Volume dos segmentos

Segmentos/mm

Finalizactes
K-dim (dimensao fractal)

Convex Hull

Sholl Analysis

Medida do comprimento do contorno do soma
Area definida pelo contorno do soma

Distancia entre pontos de ramificagdo ou entre um ponto de
ramificacdo e uma terminacao.
Qualquer parte da estrutura
terminacdes que s&o nGs ou sem
nos intermediarios

Soma total de todos os pontos de ramificagdo originando dois ou
mais segmentos

Numero total de ramos (que ndo sejam protrusdes)

Superficie calculada através de modelagem de cada peca de cada
segmento como um tronco (cone truncado)

Calculado através de modelagem de cada peca de cada segmento
como um tronco (cone truncado)

V = 1/3*Pi*L ((R1*R1)+(R2*R2)+(R1*R2)), onde:

L = comprimento do segmento; R1= raio no inicio do segmento
R2 = raio no fim do segmento

NUmero de segmentos / comprimento total dos segmentos
expressa em milimetros

Termino dos ramos mais distais de cada arvore

O "k-dim" da andlise fractal, descreve como a estrutura de
interesse ocupa 0 espaco.

Diferencas estatisticas significativas no K-dim sugerem
diferencas morfolégicas

Estima o campo de cobertura tridimensional de um sdélido
construido a partir da modelagem de uma superficie conectando
as terminagGes mais distais da célula reconstruida.

Obtém a quantidade e comprimento de objetos intersectado
dentro de cada circulo excéntrico.

ramificada astroglial com
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3.9 Andlise Estatistica

Os resultados obtidos pelo programa Stereolnvestigator e Any-Maze foram analisados
estatisticamente através do programa BioEstat 5.3, GraphPad Prism 5 e Statistica 7.0,
aplicando-se testes paramétricos e analises multivariadas para estabelecer diferencas ou
igualdades entre os grupos, aceitando-se como significantes aquelas em um intervalo de
confianca de 95% (p<0,05). Os resultados s@o apresentados em valores de média aritmética e

respectivos erros padréo.
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4 RESULTADOS

4.1 Alteragdes comportamentais

A doenga prion produziu importantes alteracbes comportamentais que s&o
caracteristicas da doenca e usualmente denominadas de comportamento doentio (sickness
behaviour). Por outro lado, o enriquecimento ambiental pareceu ser um candidato potencial

para reducdo dos impactos comportamentais relacionados a doenca prion.

4.1.1 Remocao e estocagem de comida (Borrowing)

A comparacdo entre a atividade espontédnea de remocdo e estocagem de alimento
(burrowing), dentro de cada semana pés-inoculagdo (WPI), entre 0s grupos experimentais e
controles, revelou que decorridas treze semanas apés a inoculacdo do agente ME7 o0s animais
alojados em gaiolas padrdo reduziram sua atividade de burrowing (ME7: t=4,17; p<0,001)
enquanto que aqueles alojados em ambiente enriquecido somente apresentaram reducdo
significativa na décima quinta semana pés inoculacdo (ME7 EE: t=6,08; p<0,001). A anéalise
de variancia de dois critérios demonstrou que a doenca (F=104,8; p<0,0001) e o tempo apds a
inoculacado (F=8,82; p<0,0001) interagem (F=4,71; p<0,0001) acentuando a reducdo das médias
semanais dos animais dos grupos ME7 SE e ME7 EE em comparacéo a atividade de burrowing
dos controles respectivos (NBH SE e NBH EE) (Figura 14).

Tomados em conjunto, esses resultados sugerem que animais com doenca prion iniciam
progressiva reducdo na atividade de burrowing na 13° semana pdés-inoculacdo e que o
enriquecimento ambiental posterga por duas semanas o aparecimento desse sinal do

comportamento doentio.
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Figura 14. Quantidade de racdo removida durante o burrowing como uma funcdo da progressédo da
doenca prion. Note que o grupo ME7SE reduz a atividade de burrowing na 13 wpi enquanto que o grupo
ME7 EE somente apresenta reducdo na 15 wpi. O teste ANOVA dois critérios confirma o impacto
significativo da doenca (F = 104,8; p<0,001) e seu agravamento em fun¢do do tempo (F = 8,82; p<0,001)
refletido na reducdo da atividade de burrowing com significativa interacdo entre essas variaveis (F =
4,71; p<0,0001). (*) indica diferenca significativa entre NBHSE e ME7SE (p<0,01). (#) indica diferenca
significativa entre NBH EE e ME7 EE (p<0,01).

4.1.2 Memadria de reconhecimento de objeto

Os resultados do teste de reconhecimento da identidade ou localizagdo espacial de
objetos podem ser analisados na Figura 15. A linha superior de graficos ilustra o percentual de
tempo de exploracéo do objeto estacionario ou deslocado. Note que o grupo ME7 SE€ o Unico
que ndo apresenta taxas de exploragdo diferentes entre os dois objetos (t=0,88; p=0,39)
sugerindo que ndo foram capazes de reconhecer o objeto posicionado em nova localizagédo
espacial (displaced). Por outro lado, o grupo ME7 EE foi capaz de reconhecer o objeto
deslocado e isso é evidente pelo tempo de exploracdo dedicado a ele significativamente maior
(t=2,15; p<0,042). Todos os grupos experimentais obtiveram éxito na tarefa de discriminar o
objeto novo em relagdo ao familiar no teste de reconhecimento da identidade do objeto (ver

linha inferior de graficos na Figura 15).
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Figura 15. Reconhecimento da identidade e localizacdo espacial de objetos na 18 spi. Note que o grupo
ME?7 SE foi o Unico incapaz de discriminar entre o objeto estacionério e o objeto deslocado no teste de
memoria espacial. Os demais grupos foram bem sucedidos nessa tarefa. Todos 0s grupos experimentais
foram capazes de discriminar entre o objeto familiar e o objeto novo no teste de reconhecimento da
identidade de objetos. Teste t bicaudal (*) p<0,05; (**) p<0,01.

4.2 Alteracdes Astrogliais

A estimativa estereoldgica da populacdo astrocitaria, assim como as alteragdes
morfométricas tridimensionais do soma e ramos astrociticos, foram utilizados como parametros
para avaliacdo da astrocitose reativa e da hipertrofia dos ramos e do soma associados a doenga,
assim como da influéncia do enriquecimento ambiental sobre a célula astroglial normal ou
alterada.

O valor médio do nimero total de astrocitos GFAP+ no estrato radiato de CA3 e na
camada polimdrfica do GD para cada grupo experimental, pode ser observado na Figura 16. A
doencga prion produziu importante astrocitose reativa na camada polimorfica do GD (F=6,01,;
p=0,037) sendo o grupo ME7 SE (5342+227,5) significativamente diferente (t=3,002; p<0,05)
do grupo NBH SE (3912+376,3). O enriquecimento ambiental aumentou o nimero de astrocitos
(F=10,02; p=0,011) sendo o grupo NBH EE (5591+289,04) significativamente diferente do

NBH SE (t=3,297; p<0,05) (Figura 16A). No estrato radiado de CA3, a comparagéo entre 0s

grupos experimentais ndo apresentou diferenca estatistica significativa (Figura 16B). Tabela
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com os resultados individuais de cada parametro estereoldgico e respectivos coeficientes de
erro pode ser encontrada no anexo 2.

Foi observada importante hipertrofia no soma dos astrécitos da camada polimérfica do
giro denteado dos animais com doenca prion (F=74,69; p<0,0001). Tendo como referéncia o
grupo controle de cada qual o grupo ME7 alojado em ambiente padréo apresentou aumento
médio de volume (um?®) de 198% (NBH SE- 200+28,9 vs ME7 SE- 576+46,6; t=6,77; p<0,001)
e 0 alojado em ambiente enriquecido de 115% (NBH EE- 228+10,98 vs ME7 EE-
531+41,78t=5,45; p<0,001) (Figura 16C).

Note que assim como na camada polimorfica do giro denteado, no stratum radiatum de
CAZ3 os grupos com doenca prion apresentaram significativa hipertrofia somatica (um®) (NBH
SE- 255+23,4 vs ME7 SE- 761+40,1 — t=11,69, p<0,001; NBH EE- 257+25,6 vs ME7 EE-
553+21,4 — t=6,84, p<0,001). Por outro lado, somente em CA3 o enriquecimento do ambiente
reduziu de forma significativa a hipertrofia do corpo celular dos astrécitos dos animais doentes
(t=5,19; p<0,001). As mudancas observadas no volume do corpo celular (um?®) associado a
doenca prion (F=171,8; p<0,0001) ou ao enriquecimento ambiental (F=11,35; p=0,007)

interagem (F=11,77; p=0,0064) contribuindo para os efeitos ilustrados na figura 16D.
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Figura 16. Ambiente e doenca influenciam o nimero total e o volume de corpo celular de astrécitos da
camada polimorfica (A, C) e o stratum radiatum de CA3 (B, D) (two-way ANOVA p<0,01; p<0,036
respectivamente). O grupo ME7 SE apresentou maior nimero de astrdcitos que o grupo NBH SE
entretanto ndo foram encontradas diferengas significativas entre ME7 EE e NBH EE na camada
polimérfica do giro denteado. O enriquecimento ambiental per se aumenta o nimero de astrocitos (A).
Em contrapartida nenhuma diferenca foi encontrada em CA3. A doenca prion, independente da condicao
ambiental, aumenta o volume do corpo celular dos astrécitos na camada polimdrfica (p<0,0001) e no
stratum radiatum de CA3(p<0,001). O enriquecimento ambiental reduz o efeito hipertréfico induzido
pela doenca prion nos astrocitos de CA3 (p = 0,007) com significativa interacdo entre as variaveis
ambiente e doenca (p = 0,006) (D). As diferencas significantes nos pds-testes de Bonferroni séo
indicadas por (*) para comparagdes entre grupos de mesmo ambiente (**p<0,01; *p<0,05) e por (#) para
comparagdes entre ambientes (### p<0,001; #p<0,05).

A astrocitose do grupo ME7 SE na camada polimorfica do giro denteado coincide com
o pior indice de discriminacgéo no teste de reconhecimento espacial de objetos, enquanto que o
aumento do numero total de astrocitos GFAP-IR do grupo NBH EE na camada polimérfica esta
associado com o melhor indice de discriminacédo da localizacdo espacial de objeto. O aumento
da populacéo de astrécitos GFAP-IR no grupo ME7 EE néo alterou a habilidade de discriminar

entre 0 objeto estacionario e movel quando comparado ao grupo controle NBH SE (figura 17).
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Figura 17. Representacdo grafica do nimero total de astrécitos na camada polimorfica do giro

denteado e do indice de discriminacdo de objetos no teste de localizagdo espacial. Note que a
astrocitose reativa associada a doenca prion no grupo ME7 SE esta relacionada com indice de
discriminacdo de 53% (+10,3) enquanto que o aumento de astrocitos GFAP-IR no grupo NBH
SE coincide com a melhor taxa de discriminacdo (76% + 7,9). O grupo ME7 EE apresenta
discriminacdo superior a 60% (63% * 6,5) se mantendo no mesmo nivel do grupo controle NBH
SE (66% + 9,1).

A documentacdo das alteragBes da microanatomia da célula astroglial no presente
trabalho foi limitada a camada polimoérfica do giro denteado e empregou reconstrucdes
tridimensionais. A figura 18 apresenta os resultados médios da analise completa para as
variaveis volume total (um?), superficie total (um?) e comprimento total (um) dos segmentos
(em A, C e E) assim como a anélise parcelada de cada ordem de ramificacdo da arvore
astrocitica (em B, D e F). Note que o volume total dos astrécitos dos animais doentes é maior
em relacéo aos respectivos grupos controles (ME7 SE- 63,67+5,26 vs NBH SE- 12,94+1,44 —
t=9,07, p<0,001; ME7 EE- 48,9314,16 vs NBH EE- 16,6+2,69 — t=5,78, p<0,001) (figura 18
A). Esse aumento no volume total dos ramos foi significativamente menor em animais doentes
alojados em ambiente enriquecido (t=2,63, p<0,05). As comparacdes entre animais doentes e
controles, nas analises segregadas por ordem de segmentos, também revelaram que 0s grupos
ME?7 apresentam segmentos maiores da primeira a quinta ordem, a partir dos segmentos da

sexta ordem os animais do grupo ME7 EE n&o se distinguem dos NBH EE (figura 18 B). O

grupo ME7 SE (174,45+10,48) e ME7 EE (145,83£14,38) também apresentaram astrocitos com
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superficie total dos ramos maiores do que aquelas dos grupos NBH SE (76,63+4,43; t=5,47,
p<0,001) e NBH EE (98,02+15,24; t=2,67. P<0,05) respectivamente (figura 18 C).

N&o houve diferenca entre 0s grupos experimentais apos analise do comprimento total
dos ramos. Por outro lado, a analise especifica dos ramos de primeira e segunda ordens revela
que o grupo ME7 EE possui ramos proximais mais longos em relacdo ao NBH EE (1° ordem:
6,03+0,29 vs 4,62+0,26 — t=2,96, p<0,05; 2° ordem: 7,96+0,26 vs 7+0,21 — t=3,18, p<0,05)
(Figura 18F).

Os segmentos das arvores astrociticas mais proximais sofrem maior grau de alteracéo
em relacdo aos segmentos mais distais. Os segmentos de primeira ordem do grupo ME7 SE séo
5,7 vezes maiores do que os de ordem correspondente do grupo NBH SE, enquanto que os do
grupo ME7 EE é 4 vezes maior do que os da ordem correspondente do grupo NBH EE. Essa
diferenca é reduzida progressivamente e de forma linear até os ramos de sexta ordem onde a
diferenca é reduzida para 2,7 vezes quando da comparacdo entre 0s grupos ME7 SE e NBH SE
e 1,9 vezes quando da comparacdo entre ME7 EE e NBH EE. A doenca prion aumenta
significativamente o perimetro (F= 132,2, p<0,0001) e a area do corpo celular (F= 455,3,
p<0,0001) sendo este ultimo também influenciado pelo enriquecimento ambiental (F= 16,76,
p<0,002). Esses efeitos sdo modificados de forma significativa pela interacdo entre as variaveis
(F= 8,41, p<0,015). Nao foram observadas diferencas significativas nas analises das variaveis
Complexidade, Dimensdo fractal, Quantidade e densidade de ramos, arvores, nodos e

finalizacdes.
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Figura 18. Representacdo grafica da média dos valores morfométricos das reconstrucGes
tridimensionais dos astrdcitos da camada polimoérfica do giro denteado. A doenca prion aumentou
significativamente o volume (p<0,001) e a area de superficie dos astrécitos (p<0,002)
independentemente do ambiente (A, C) mas esse efeito é reduzido pelo ambiente enriquecido (A). As
diferencas encontradas no volume e area de superficie podem ser igualmente observadas separadamente
nos ramos de primeira, segunda, terceira, quarta e quinta ordem (B, C). Diferente dos animais do
ambiente enriquecido onde os efeitos se estendem até a 5% ordem, o grupo ME7 SE permanece
apresentando maior valor médio de volume nos ramos de 62 ordem (B). Apesar de nenhuma diferenca
ter sido observada no comprimento total dos ramos (E), os ramos de primeira e segunda ordem dos
astrocitos do grupo ME7 EE sdo mais longos que os do grupo NBH EE (ANOVA dois critérios seguido
do pds-teste de Bonferroni: *p<0,05; **p<0,01).
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Os resultados da analise morfométrica podem ser apreciados de forma conjunta na
Figura 19 onde os astrocitos do grupo ME7 SE em relacdo aos grupos controle e ME7 EE possui
notavel aumento do corpo celular e maior espessamento de ramos de ordens mais proximais. O
enriquecimento ambiental por sua vez parece aumentar a quantidade de segmentos e reduzir a

hipertrofia observada na doenca prion.

NBH SE NBH EE

Figura 19. Reconstrugdes tridimensionais de astrocitos da camada polimérfica do giro denteado (acima)
e respectivos dendrogramas (abaixo). Notar as mudangas morfoldgicas induzidas pela doenga prion e
pelo enriguecimento ambiental. Selecionamos células com valores morfométricas préximos ao valor
médio de cada grupo experimental. Escala= 10pum

A andlise dos circulos de Sholl (Figura 20 A e B) revelou que os astrocitos do grupo
NBH EE apresentam mais intersec¢es em relacdo ao grupo NBH SE no intervalo entre 15 e
21 micrometros de disténcia a partir do centro do corpo celular (15um- t=43,14, p=0,012;
17um- t=31,73, p=0,033; 19um- t=28,58, p=0,046; 21um- t=35,31, p=0,024). O grupo ME7
EE se distingue do grupo ME7 SE por apresentar maior nimero de intersecc¢des entre 7 e 9um
(t=45,71, p=0,01 e t=27,87, p=0,05) e menor numero de intersecc¢Bes na regido definida pelos

circulos situados entre 31 e 33 micrometros do centro do corpo celular (t=30,18, p=0,04 e
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t=35,22, p=0,024). Em funcdo da grande hipertrofia do corpo celular dos astrocitos nos grupos
ME?7 a coincidéncia espacial entre circulos de mesma distancia é perdida tornando a pronta
comparacdo entre os ramos de mesma ordem dos grupos NBH e ME7 mais dificil. Nesse
sentido, as analises comparativas dos resultados dos circulos de Sholl foram limitadas aos
grupos controle SE e EE ou ME7 SE e ME7 EE afim de evitar comparac@es inadequadas entre

estruturas ndo homologas.
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Figura 20. Representacdo grafica da analise dos circulos de Sholl para ilustrar mudangas espaciais
bidimensionais nos padrfes de ramificacdo. A-C ilustram os grupos controles; D-F ilustram 0s grupos
doentes. O nimero de intersecgbes, como uma fungdo da distancia a partir do corpo celular, é maior
entre 15 e 21um no grupo NBH EE em relagdo ao grupo NBH SE. Entretanto, nos grupos ME7 o
enriquecimento ambiental aumenta e reduz o numero de intersec¢Bes entre 7 e 9um e entre 31 e 33um
respectivamente. As areas sombreadas em cinza indicam as zonas onde ocorrem as diferencas entre 0s
grupos experimentais.

A estatistica multivariada é uma importante ferramenta de analise quando nédo se tem
uma hipotese a priori acerca de possiveis agrupamentos nas amostras selecionadas para analise.
Com a finalidade de buscar esses agrupamentos, multiplas varidveis sédo estudadas para
comparacado entre grupos experimentais que podem apresentar diferentes niveis de significancia

estatisticas. O estudo da variancia de cada parametro analisado de todos os objetos de interesse

de cada individuo permite selecionar as variaveis que mais contribuem para a formacgéo dos
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aglomerados que possan existir. O teste para formacao de conglomerados, a partir das variaveis;
perimetro do soma, area do soma, comprimento total dos segmentos, superficie total dos
segmentos, volume total dos segmentos, nimero total de segmentos, nodos de ramificacdo e
terminacbes de todos os 171 astrécitos reconstruidos, revelou a formacdo de quatro
conglomerados a distancia de ligacdo de 5000 (Figura 21). A descri¢do detalhada dos grupos
inclui da esquerda para a direita um primeiro agrupamento que € formado somente por
astrocitos dos animais doentes, dos quais vinte pertencem ao grupo ME7 SE e quatro ao grupo
ME?7 EE. O segundo agrupamento é formado por dezesseis astrdcitos do grupo ME7 SE, quinze
do grupo ME7 EE, sete do grupo NBH EE e somente 1 do grupo NBH SE. O quarto
agrupamento possui quatorze astrdcitos do grupo ME7 SE, doze do grupo ME7 EE, doze do
grupo NBH EE e cinco do NBH SE. O ultimo e maior agrupamento (n=65) na extremidade
esquerda do dendrograma é eminentemente formado por astrdcitos de animais NBH uma vez
que somente trés sdo do grupo ME7 SE e outros trés do ME7 EE (figura 21A).

Os resultados da andlise discriminante indicou as variaveis area do corpo celular (F=
4,66, p= 0,0037), comprimento total dos ramos (F= 9,17, p= 0,00001) e nodos de ramificacdo
(F= 9,17, p=0,001) como as mais importantes para a formacdo dos agrupamentos (Wilks
lambida = 0,13028).

A representacdo grafica da distribuicdo candnica é feita a partir das elipses e ilustra bem
a distincdo entre os grupos ME7 e NBH (figura 21B). A distancia quadrada de Mahalanobis
também é um bom método para analisar similaridades e diferengas entre amostras multivariadas
e diferente da distancia euclidiana ndo depende das unidades de escala. As respectivas
distancias de Mahalanobis para os agrupamentos do grafico da figura 21B sdo: NBH SE vs ME7
SE = 19,68 (F= 58,12, p<0,001), NBH SE vsNBH EE = 0,581 (F= 1,64, p>0,05), ME7 SE vs
ME7 EE = 2,487 (F= 7,09, p<0,001) e NBH EE vsME7 EE = 16,51 (F= 45,27, p<0,001). Em

conjunto esses resultados sugerem que os grupos NBH e ME7 possuem distancias entre
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centréides significativamente diferentes e que o grupo ME7 SE também se distingue do grupo
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Figura 21. Andlise de conglomerados (Ward) de todos os 171 astrocitos reconstruidos para testar a
hip6tese de que os astrocitos de camundongo com doenca prion sdao morfologicamente distintos dos
astrocitos de camundongos controles. Comprimento de segmentos, nodos e area do soma foram as
medidas morfoldgicas que mais contribuiram para a formacéo de grupos (A). Representagdo grafica da
distribuicdo candnica da analise discriminante revela significante superposicao entre astrocitos do grupo
ME7 SE e ME7 EE e do grupo NBH SE e NBH EE, exceto por um astrdcito do grupo NBH EE incluido
nas elipses dos grupos ME7 (B). Significativa correlacéo logaritmica (R? = 0.63) foi detectada entre area
do corpo celular e volume dos segmentos sugerindo interdependéncia entre essas caracteristicas
morfométricas.

O gréfico da Figura 21C revela que as alteracdes ocorridas na area do corpo da celula
astroglial estéo correlacionadas com mudancas no volume total dos segmentos astrociticos (R?=

0,628, F= 285,05, p<0,00001). A curva logaritmica apresenta as células dos grupos NBH SE e
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NBH EE polarizadas a esquerda enquanto que as dos grupos ME7 SE e ME7 EE se distribuem
ao longo da curva com um aparente distanciamento maior de astrocitos dos animais ME7 SE
com maiores valores totais de volume dos segmentos.

Para testar a hipotese da existéncia de diferentes familias morfoldgicas de astrdcitos
dentro de cada grupo experimental foi realizada a analise de conglomerados com células
reconstruidas dos animais pertencentes a um mesmo grupo experimental. O resultado da analise
discriminante, ilustrada de forma gréafica na Figura 22, revelou que a area de segmentos foi a
varidvel comum a todos 0s grupos que mais contribuiu para a distincdo entre as familias de
astrécitos. No caso dos grupos ME7, além daquela, a area do corpo celular também contribuiu
significativamente para a distincdo entre as familias astrociticas (ver dendrogramas na linha
superior da figura 22).

Com a distancia de ligacdo de 2000 distinguiu-se os aglomerados a partir do
dendrograma e coloriu-se os astrécitos que pertencem a um mesmo aglomerado com a mesma
cor do fragmento do dendrograma a que pertencem (ver desenho dos astrocitos na figura 22).
O grupo controle NBH SE apresentou duas familias de astrocitos com morfologia distinta e o
grupo NBH EE apresentou trés familias distintas sendo a terceira formada por astrcitos com
grandes areas de superficie. Por outro lado, as astrécitos do grupo ME7 SE formaram quatro
grupos distintos e com média de superficie maior que as observadas nos grupos NBH. O grupo
ME7 EE apresentou somente trés familias de astrocitos. Nos graficos em colunas da ultima
linha da figura 22, ilustram-se os valores médios e respectivos erros padrdo dos parametros
morfomeétricos mais importantes para formacéo das familias encontradas dentro de cada grupo

experimental (area de superficie dos segmentos e area do corpo celular).
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Figura 22. Representacdo grafica da analise de conglomerados (Ward) de cada grupo experimental
(NBHSE, NBHEE, ME7SE e METEE) para testar a hipdtese da existéncia de familias de astrécitos
morfologicamente distintos dentro de cada grupo. Analise discriminante e teste t bicaudal foram
utilizados para distinguir as familias de astrdcitos. Astrocitos da mesma cor, dentro de cada grupo
experimental, pertencem a mesma familia. A linha superior ilustra em graficos a formacdo de grupos
pela anélise de conglomerados. Abaixo estdo os astrcitos reconstruidos de trés animais de cada grupo
experimental escolhidos ao acaso. Note que os astrocitos dos grupos ME7 apresentam corpos celulares
maiores e segmentos mais espessos. O grupo NBH SE apresenta somente duas familias. Por outro lado
o grupo NBH EE possui trés familias sendo a nova familia (lilas) caracterizada por astrécitos com maior
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superficie de segmentos. O grupo ME7 possui quatro familias de astrécitos com area de segmentos e de
soma maiores que o0s observados nos grupos NBH. Note que o grupo NBH EE apresenta trés familias e
nenhuma delas se assemelha a familia de cor vermelha do grupo ME7 SE. ANOVA um critério,
Bonferroni pos-teste (** p<0,001, *p<0,01). Comparac¢des pareadas sdo indicadas pela cor e posicdo
relativa do simbolo (*).

Anélise multivariada também foi aplicada aos valores médios de cada animal
pertencente aos diferentes grupos experimentais. O dendrograma, com distancia euclidiana e
ligacdo Wards, ilustrado na figura 23A é resultante das varidveis volume do corpo celular
(probe nucleator), perimetro e area do soma e comprimento, superficie e volume dos ramos
(Neurolucida). Observe a clara formagéo de dois conglomerados compostos por animais dos
grupos NBH e outro pelos sujeitos ME7 (Distancia entre grupos: NBH SE vs ME7 SE- F=36,97,
p=0,00008; NBH EE vs ME7 EE- F=23,71, p=0,00036). A variavel discriminante para
formacédo dos conglomerados € o volume dos ramos astrociticos (Lambda parcial = 0,305; F-
removido= 5.304; p = 0,032). A distribui¢do candnica também apresenta clara distin¢ao entre
0s grupos ME7 e os grupos NBH (figura 23B). A correlacdo linear entre o volume do corpo
celular com as variaveis superficie e volume dos ramos (grafico C) ou area e comprimento do
corpo celular (grafico D) é altamente significativa e demonstra que quanto maior o volume do

corpo celular maior é a superficie (R?=0,81, p<0,0001) e o volume dos ramos (R2=0,85,

p<0,0001) ou a area (R?=0,94, p<0,0001) e o perimetro do soma (R?=0,94, p<0,0001).
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Figura 23. Representacdo grafica para ilustrar a analise de conglomerados (Método de Ward) (A),
Distribuigdo candnica da analise discriminante (B), Regressdo linear entre volume do corpo celular e
superficie dos segmentos e volume dos segmentos (C) e entre volume do corpo celular com perimetro e
aera do soma (D). Note a clara distingdo entre NBH e ME7 tanto na analise de conglomerados como na
distribuicdo candnica discriminante. O volume dos segmentos é a varidvel que mais contribui para
separagdo dos grupos.

A quantificacdo do volume de cobertura dos campos de células ramificadas sé pode ser
realizada a partir de reconstrugdes tridimensionais. O modelo computacional de envelopamento
convexo (convex hull analisis) pode ser til para a interpretacdo funcional dos ramos GFAP+
uma vez que a maior parte das ramificagcBes astrociticas ndo sdo marcadas pela
imunohistoquimica para GFAP e que o padrdo morfoldgico desses ramos segue a formagéo de
uma densa rede de finos ramos que ndo se distingue desde as regides proximais ao soma até o0s

pés terminais (Shiguetome et al 2013). Os resultados da analise de convex hull revelaram que

0 enriguecimento ambiental aumentou significativamente o volume de cobertura (F=6,14,
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p=0,035) sendo os astrécitos dos animais do grupo NBH EE 91% maiores em volume de
cobertura que os do grupo NBH SE (4778,95+110,85 vs 2500,77+£306,17; t=2,74, p<0,05)
(Figura 24).
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Figura 24. Representagdo grafica da anélise convex hull aplicada aos astrocitos reconstruidos da camada
polimdrfica. Note que o enriquecimento ambiental aumenta significativamente o volume do campo de
cobertura dos astrocitos em relagdo ao grupo NBH SE. #ANOVA dois critérios p<0,035.
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5 DISCUSSAO

A neuropatologia da doenca prion vem sendo amplamente investigada em modelos
experimentais, contribuindo para compreensdo de novos mecanismos celulares e moleculares
da neurodegeneracdo cronica. No presente estudo nds utilizamos meétodos de reconstrucao
tridimensional e estereologia sem vies para quantificar alteragdes morfologicas de astrocitos
em animais adultos jovens no estagio tardio (18 semanas pds-injecdo) da doenca prion
investigando a hipotese de que o ambiente enriquecido retarda a progressao da doenca.

Nossas investigacGes no giro denteado e CA3 demonstram que 0s astrécitos dessas
regides do hipocampo de animais infectados pelo agente ME7 apresentam diferencas numéricas
e morfoldgicas em relacdo aos astrdcitos dos animais controles. A camada polimorfica do giro
denteado ¢ alvo de astrocitose reativa nos animais dos grupos ME7 ao apresentar aumento no
volume do corpo celular e nimero de astrocitos, enquanto em CA3 as mudangas se limitam a
hipertrofia do soma astrocitico dos animais doentes. As analises morfométricas tridimensionais
dos astrocitos da camada polimorfica revelam importante hipertrofia dos segmentos proximais
e distais, assim como significativa mudanca no padrdo de ramificagdo dos astrdcitos dos
individuos inoculados com ME7. O enriquecimento ambiental impacta os astrocitos da camada
polimérfica alterando a morfologia astrocitica aumentando o ndmero de ramificacfes e o
volume de cobertura da neurdpila em animais controles, além de aumentar a populacdo GFAP-
IR. Além disso, o ambiente enriquecido reduz o aumento do corpo astrocitico em CA3
decorrente da infecgé@o pelo agente ME7, mimetizando os efeitos da doenca sobre o volume e a
distribuicdo espacial dos segmentos na camada polimorfica. Métodos de estatistica multivariada
revelaram a existéncia de subtipos de astrocitos morfologicamente distintos em cada grupo
experimental permanecendo por serem investigados as implicagfes funcionais e 0s mecanismos

moleculares de tais alteracdes.
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5.1 AlteracGes Astrociticas em Modelos Murinos Transgénicos da Doenca de Alzheimer e
em Modelo Murino de Doenca Prion
Os astrocitos apresentam tipica alteracdo morfolégica quando estdo reativos e a
principal caracteristica dessas mudancas é o aumento da expressdao de GFAP. Em modelo
murino transgénico de doenca de Alzheimer (PDAPP-J20) que apresenta reducdo no namero
de astrocitos em CAL, as mudangas morfoldgicas dos astrocitos parecem estar relacionadas com
a distancia entre essas células e as placas beta amiloides. De fato astrécitos imunomarcados
para GFAP mais proximos das placas apresentam hipertrofia de segmentos, enquanto aqueles
mais distantes apresentam reducédo de seus volumes (Beauquis et al., 2013).
Estudo recente em camundongos transgénicos (APPswePS1dE9) revelou gque astrocitos
e microglias proximos a placas beta amiloides apresentam aumento da atividade de
proteossomos (maior sistema de degradacdo de proteinas), sendo os astrocitos também
caracterizados pelo aumento da expressdo de GFAP, independente de sua proximidade em
relacdo as placas (Orre et al., 2013). A degradacdo da proteina beta amiloide também foi
recentemente descrita em modelo murino e estd associado ao aumento na biogénese de
lisossomos em astrécitos (Xiao et al., 2014). Esses mecanismos tomados em conjunto, ajudam
a compreender como os astrécitos podem ser eficientes na remocdo e degradacado de placas beta
amil6ides em modelos transgénicos de DA (Wyss-Coray et al., 2003; Koistinaho et al., 2004)
e como a atenuacdo da ativacdo astrocitica pode ter efeito contrario, acelerando o crescimento
de placas amiloides (Kraft et al., 2013).
Apesar da extensa literatura investigando a relacdo entre astrocitose reativa e modelos
transgénicos de DA, até onde sabemos, este é o primeiro trabalho a descrever as alteracdes
morfolégicas na microestrutura astrocitica em modelo experimental de doenca prion,

corroborando achados anteriores em modelos transgénicos de DA quando demonstra 0 aumento
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do volume e da area de superficie dos ramos proximais e distais, assim como do soma
astrocitico.

A quantificacdo do numero total de astrocitos em modelos experimentais da DA através
de métodos estereoldgicos somente foi realizada anteriormente por nosso grupo (Borner, R. et
al., 2011), sendo a maioria dos trabalhos limitados a analise qualitativa e quantificacdes
bidimensionais. Assim as bases quantitativas dessas alteragdes ndo tinham ainda sido
firmemente estabelecidas. Os achados do presente e de trabalho anterior (Borner, R. et al.,
2011) revelam importante aumento de astrécitos imunomarcados para GFAP na camada
polimorfica do giro denteado na 18* semana ap0s injecdo intrahipocampal de ME7.
Diferentemente de nossos resultados Asuni e colaboradores (Asuni et al., 2014) encontraram
aumento da taxa de sintese da GFAP ao longo do curso temporal da doenga prion, mas nao
encontraram aumento significativo na astrogliogénese, ao estudar células com dupla marcacao
para Ki67 e GFAP na 21 semana ap0s injecdo intrahipocampal de ME7. Permanece por ser
investigado se essas diferencas entre os estudos mencionados sdo explicadas por diferencas
entre 0os modelos transgénicos e os de doenca prion em modelo murino ou se a expressdo de
GFAP em funcédo do curso temporal da doenga pode revelar astrocitos que originalmente nao

foram imunomarcados pelas reacdes.

5.2 Possiveis correlatos funcionais: gliotransmissao

A maioria dos estudos investigaram alteracdes na morfologia astroglial somente na fase
avancada ou final da doenga, existindo, entretanto, evidéncias de mudancas na morfologia dos
astrocitos antes da formacdo de placas beta amildides (Beauquis et al., 2014). Em estagios
iniciais da doenca a astroglia pode apresentar alteragdes nas ondas de calcio (Kuchibhotla et
al., 2009) que podem repercutir sobre a producéo e liberacdo de gliotransmissores como

glutamato (Pirttimaki et al., 2013) e GABA (Jo et al., 2014). De fato, o aumento de GABA no
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liquido cefalorraquidiano de pacientes portadores da Doenca de Alzheimer pode estar associado
aos deficits cognitivos (Samakashvili et al., 2011) e o0 uso de antagonistas do receptor GABAA
em camundongos APP/PS1 produziu melhoras cognitivas duradouras e facilitou a LTP no giro
denteado ('Yoshiike et al., 2008). Em elegante estudo recente (Jo et al., 2014) demonstrou-se
que astrocitos ndo produzem ou liberam GABA em condi¢bes normais e que 0S canais
bestrofinal estdo localizados em microdominios sinapticos para liberacdo de glutamato para
provavel ligacdo aos receptores neuronais de NMDA. Seus resultados apontam que astrécitos
reativos proximos as placas beta amildides sintetizam GABA através de uma via celular
dependente de monoamina oxidase B e em seguida liberam o neurotransmissor inibitorio pelos
canais bestrofinal que sdo redistribuidos, para alem dos dominios sinapticos, disponiveis para
ligagdo com receptores extrassinapticos de GABAA e GABAg. A ativacdo desses receptores
inibe a geracdo de potenciais excitatorios pds-sinapticos, diminuindo a intensidade da excitacéo
na via perfurante sobre o giro denteado, e, em consequéncia, compromete a plasticidade

sinaptica e a funcdo cognitiva associada.

5.3 Correlatos entre doenca prion, astrocitose reativa no giro denteado, enriquecimento
ambiental e fungdo cognitiva

Em condic¢BGes homeostaticas os circuitos que dao sustentacdo a formacao de memorias
do tempo presente apontam o giro denteado como desenvolvendo um papel estratégico para
essa funcdo. Cabe a ele melhorar a resolucdo da memoria espacial e para compreender essa
funcdo é util rever a neuroanatomia das projecoes da formacgéo hipocampal e suas relagdes com
as projecdes uni e polimodais do neocortex. A Figura 25 sintetiza esses circuitos. Como
indicado no diagrama o cOrtex entorrinal é a principal fonte de informacdo que a formagéo
hipocampal usa para executar suas fungdes. Tendo em vista que o giro denteado € o alvo

principal dos terminais dessa projecéo é razoadvel considerar o giro denteado como o primeiro
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passo no processamento que culmina com a formacdo de memdria episodica (Amaral et al.,

2007).
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Figura 25. Representacdo esquematica das conexdes do sistema de memoria de reconhecimento da
localizagdo espacial e da forma dos objetos envolvendo o lobo temporal medial. O hipocampo aqui
incluindo o giro denteado (GD), CA3, CA1 e o subiculum (S) esta em situacdo anatdmica eleita para
receber de modo organizado informag&o previamente processada de diferentes areas neocorticais que
convergem para trés &reas corticais temporais denominadas entorrinal, perirrinal e parahipocampal
(no rato posrrinal). De uma forma simplificada o diagrama ilustra a entrada no hipocampo a partir
das camadas Il e Ill do cortex entorrinal. Uma vez no hipocampo a informacédo flui de maneira
unidirecional através do circuito trisinaptico: giro denteado, CA3 e CALl (via perfurante) ou
diretamente para CA1 a partir da camada 1l do cortex entorrinal (via ttmporo-aménica). De CAl
diretamente, ou através do subiculum o circuito se fecha de volta ao cortex entorrinal fazendo
sinapses com as camadas profundas. Figura adaptada de Clark e Squire, 2013 (Clark and Squire,
2013).

De particular interesse para o presente trabalho é o fato recentemente descoberto de que
0s novos neurdnios gerados na camada subgranular do giro denteado recebem através das
células alvos da via perfurante localizadas na camada molecular do giro denteado (“MOPP

cells”) contatos sinapticos inibitérios e que a estimulagdo da via perfurante resulta na ativagdo
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daquelas, que por sua vez imprimem forte inibicdo sobre os neurdnios granulares (Li et al.,
2013). Além disso, tanto por conta das propriedades intrinsecas das células granulares quanto
por circuitos GABA-érgicos locais reforcados por sinapses quimicas e juncdes em fenda de
células neuroglialformes GABA-érgicas da camada molecular (Armstrong et al., 2011), as
aferéncias fortemente excitatorias provenientes do cortex entorrinal disparam apenas umas
poucas células granulares que enviam seus impulsos em direcdo a CA3. Esse disparo esparso
das células granulares tal como se verd adiante € importante para a separacdo de padrbes
(Leutgeb and Moser, 2007) e codificacdo de informacdo espacial (Moser et al., 2008).

Para entender o racional subjacente ao papel do giro denteado na separacéo de padrdes
ambiguos e melhoria da resolucdo da memoria espacial, é Gtil rever brevemente esse conceito
ilustrado na figura 26. Para compreender esse papel e sua contribuicdo para o reconhecimento
da localizacdo espacial de objetos de forma contextual dois aspectos dos circuitos relacionados
precisam ser considerados: 1) o nimero muito maior de neurdnios no giro denteado em
comparacdo com CA3 e com o cortex entorrinal, onde cada célula granular faz sinapse com
ndo mais do que uma dizia de neurdnios piramidais em CA3; 2) sinapses musgosas maiores
localizadas na vizinhanga dos somas das células piramidais de CA3 e com poder de disparo de
seus alvos. Além disso é necessario lembrar do ponto de vista funcional que a populacdo de
células granulares permanece sob forte inibicdo tonica induzida por receptores GABA-érgicos
ativados continuamente pelo GABA extrasinaptico (Arima-Yoshida et al., 2011), o que permite
apenas excitacdo global esparsa e que essa inibicao é essencial para codificacdo de informagéo

necessaria a separacdo de padrdes espaciais ambiguos.
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Figura 26. Suméario dos conceitos relacionados a hipétese da separacéo de padrfes. A — Contribui¢do do
giro denteado para a separacdo de padrdes (codificacdo esparsa, inibicdo intensa e sinapse esparsa das
fibras musgosas). B — Conceito computacional da separacdo de padrdes. C — Exemplo comportamental
da separacgdo de padrbes. D — Exemplo eletrofisioldgico da separacéo de padrdes. Figura adaptada a partir
de Aimone e colaboradores (Aimone et al., 2011).
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Por outro lado, demonstrou-se que a integridade do giro denteado mas ndo a de CA1 é
essencial para a discriminacdo de objetos semelhantes em contextos diferentes (Aimone et al.,
2011). Para essa fungdo os novos neurdnios granulares oriundos de atividade neurogénica da
camada subgranular do giro denteado do adulto também contribuem (Sahay et al., 2011). De
acordo com essa proposta a neurogénese continua do adulto permite uma combinacao de sinais
que partem do giro denteado em direcdo a CA3 a partir de uma populacdo de neurbnios
granulares jovens que recebem numerosos inputs corticais e que codificam a maioria dos
padrdes do ambiente com menor acuidade espacial e outra populacdo de neurénios granulares
maduros que codificam parametros decisivos de eventos experimentados previamente com
maior resolucdo. Essas duas populagdes trabalhando em conjunto sdo capazes de maximizar a
informacao codificada. Em sintese a hipotese prediz que os neurdnios imaturos do giro denteado
proporcionam uma representacéo densa de baixa especificidade da maioria dos inputs corticais
enguanto que os neurénios granulares maduros proporcionam representacao esparsa mas de alta
especificidade, agindo uma e outra, de forma complementar (Aimone et al., 2011).

Tendo em conta essa arquitetura funcional é facil prever que as alteracGes astrociticas
associadas ao giro denteado nos animais doentes podem contribuir diretamente para romper o
equilibrio homeostatico do microambiente neuronal, alterar a funcdo sinaptica e comprometer
a neurogénese da camada subgranular contribuindo diretamente para o prejuizo das funcdes
hipocampo-dependentes aumentando seu declinio a medida que as alteragdes neuropatologicas
subjacentes se agravam. De fato a partir dos dados reunidos no presente trabalho torna-se
aparente que as alteragdes comportamentais se agravam ao longo do curso temporal da doenca
e que isso estd evidente a partir do desempenho em tarefas hipocampo-dependentes. No
presente trabalho os primeiros sinais do comportamento doentio dependentes de um hipocampo
avariado sdo observados nos testes de atividade de burrowing, construcéo de ninho e consumo

de glicose gue se instalam por volta da décima segunda semana pos injecéo, enquanto alteractes
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motoras como exploracao de campo aberto e forca muscular apresentam sinais de alteracdo em
torno da décima oitava semana apos a injecao intracerebral (Cunningham, C. et al., 2005).
Nossos resultados apontam que a injecdo de ME7 no estriado dorsal ndo alterou o curso
temporal da doenca, apresentando clara degeneracédo hipocampal e correspondente alteracdo na
atividade de burrowing na 132 semana p0s inoculacao para o grupo de ambiente padrao e na 152
semana pos-injecdo para o grupo alojado em ambiente enriquecido. Estudos anteriores
demonstraram que, independente da via de inoculacao do agente prion, o hipocampo é uma das
principais estruturas alvo da neurodegeneracdo cronica associada a doenca (Kimberlin et al.,
1987; Russelakis-Carneiro et al., 1999) sendo o teste de burrowing sensivel e especifico ao
dano hipocampal (Deacon et al., 2001; Jirkof, 2014).

O declinio cognitivo incluindo os déficits de memoria espacial e memdria episédica em
pacientes com doenca de Alzheimer vem sendo bem documentados e estdo associados a
progressiva atrofia hipocampal (Thomann et al., 2012) e a astrogliose reativa em tecido cerebral
(Kato et al., 1998; Schipper et al., 2006).

O exercicio fisico e a estimulacdo multissensorial tem sido aplicados como intervencdes
ndo farmacoldgicas eficientes para diminuir a velocidade de progressdo da DA. Em modelos
experimentais o enriquecimento ambiental vem recebendo atencdo da comunidade cientifica,
sendo amplamente utilizado em diversos modelos de doencas neurodegenerativas, resultando
no crescente numero de publicacGes investigando os mecanismos celulares e moleculares
subjacentes aos efeitos neuroprotetores conferidos por ele, reduzindo alteracGes clinicas e
comportamentais (Alwis and Rajan, 2014; Hannan, 2014). Uma vez que n&o foram realizados
estudos prévios investigando o impacto do enriquecimento ambiental na doenca prion que
possam ser comparados ao realizado no presente trabalho, resta-nos a comparagdo com outros
modelos experimentais de doenca de Alzheimer com foco nas alteracBes das células gliais da

formacéo hipocampal.
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Até onde sabemos, nossos resultados séo os primeiros a demonstrar declinio da memoria
espacial de reconhecimento de objeto em modelo murino de doenca prion, assim como de
demonstrar efeito significativo de neuroprotecdo manifestado como uma reducéo da velocidade
de progressdo da doenca nos camundongos com doenca prion que viveram em ambiente
enriquecido. Nossos achados corroboram achados experimentais em modelos transgénicos de
DA (Blazquez et al., 2014; Polito et al., 2014) permitindo comparac6es com os resultados de
estudos transversais em pacientes com DA com estilo de vida ativo que apresentaram melhor
desempenho cognitivo e menor atrofia do lobo temporal quando possuem melhor aptidao
cardiorrespiratdria (Honea et al., 2009). Além disso, um estudo com ensaio controle e aleatério
demonstrou que idosos que possuem maior risco de desenvolverem DA, ao serem submetidos
a um programa de exercicios fisicos durante seis meses melhoram seu desempenho cognitivo
em relacdo a um grupo controle sedentario (Lautenschlager et al., 2008).

O efeito neuroprotetor do enriquecimento ambiental sobre as astrogliose reativa e o
declinio cognitivo em animais com doenca prion pode ser comparado aos achados de Beauquis
e colaboradores (Beauquis et al., 2013) que também demonstraram que 0 enriquecimento
ambiental diminui a redugdo de volume nos astrécitos imunomarcados para GFAP em animais
transgénicos de DA (PDAPP-J20). Esse resultado foi posteriormente corroborado em outro
modelo transgénico da DA (3xTg-AD) que apresentou reducao de superficie e volume do corpo
celular e das ramificagdes dos astrocitos em camundongos alojados em ambiente padréo,
enquanto os alojados em ambiente enriquecido ou que realizaram somente exercicio voluntario
em rodinhas de corrida, ndo se distinguiram de seus controles transgénicos (Rodriguez,
Terzieva, et al., 2013). Se essas mudancas morfologicas na astroglia estdo ou nao associadas
aos efeitos benéficos do enriquecimento ambiental e se isso esta ou ndo associado diretamente
a reducdo na formacao de aglomerados neurofibrilares e proteina precursora de amildide (Dong

et al., 2012) sdo questdes que permanecem em aberto.
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Nosso estudo também contribui para compreenséo da plasticidade astroglial em animais
saudaveis expostos ao ambiente enriquecido por destacar o aumento no nimero, e 0 aumento
de ramificacdes e do volume da neuropila coberto individualmente pelos astrécitos na camada
polimorfica do giro denteado. Esses achados podem ser comparados aos encontrados por Viola
e colaboradores (2009), nos quais a reconstrucdo bidimensional de astrocitos do estrato radiato
de CAL revelou aumento de ramificacdes, no modelo de circulos de sholl, apos oito semanas
de enriquecimento ambiental. Resultado semelhante foi descrito utilizando microscopia
confocal para analisar astrocitos do giro denteado de camundongos que apresentaram
significativo aumento de superficie dos ramos e dos volumes do soma e ramos astrociticos apds
exposicao ao exercicio voluntario ou ao enriquecimento ambiental (Rodriguez, Terzieva, et al.,
2013). Por outro lado, Beauquis e colaboradores (2013) utilizando também microscopia
confocal e imunomarcagdo para GFAP de astrocitos de CAL ndo encontraram alteracdo de
volume, mas sim do padrdo de ramificacdo quando da analise de Sholl apds trés meses de
enriquecimento ambiental. Embora todos os estudos tenham utilizado imunomarcacao para
GFAP, as diferencas nas areas de interesse e métodos de quantificacdo podem ajudar a explicar
as diferencas encontradas entre os resultados.

Em estudos anteriores demonstramos que envelhecimento e enriquecimento ambiental
aumentam o namero total de astrocitos no giro denteado de camundongos e que esses achados
podem estar relacionados com alteragcbes cognitivas que dependem de cada condicdo
experimental: o envelhecimento aumenta a populacdo de astrocitos na camada polimorfica e
compromete memdria episodica e aprendizado espacial; enriquecimento ambiental aumenta o
numero de astrocitos na camada molecular e melhora memoria episodica e aprendizado espacial
(Diniz et al., 2010). Mais recentemente nossos achados foram corroborados por Sampedro-
Piquero e colaboradores (2014) ao demonstrar que a melhora na performance cognitiva de ratos

velhos expostos ao enriquecimento ambiental pode estar relacionada ao aumento da densidade
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de astrocitos GFAP-IR no giro denteado e CA3, assim como pelo aumento do comprimento,
numero de interseccdes e de nodos de ramificacdo dos astrocitos do giro denteado, CA3 e CAL.
No presente trabalho, a hiperplasia e a hipertrofia astrocitica patologica foi associada ao
comprometimento cognitivo no teste de localizacdo espacial de objetos e, por outro lado, em
animais saudaveis, o aumento de astrdécitos na camada polimorfica e suas respectivas mudancas
morfologicas foram associados ao melhor indice de discriminacao no teste de memoria espacial
(ver figura 17).

Em condicgdes patoldgicas os astrocitos de animais alojados em ambiente enriquecido
passam a produzir fatores neurotroficos como GDNF e BNDF (Young et al., 1999; Williamson
et al., 2012) e podem alterar a resposta imunoldgica promovendo neuroprotecdo através da
modulacdo de citocinas (Williamson et al., 2012). Recentemente um estudo se dedicou a
investigar os efeitos do enriquecimento ambiental (modelo 3XTgAD de DA) e suas interrelagdes
sobre os niveis de microRNA (miRNA) no hipocampo de camundongo. Foram encontradas
alteracdes percentuais de miRNA relacionados a modulacdo de fatores de morte celular
programada, resposta imunoldgica e reguladores dos mecanismos moleculares e celulares da
transmissao sinaptica. Um destaque pode ser dado as alteracbes de miR-325, um miRNA
envolvido na reducdo de sintese de tomosina, proteina que atua na inibicdo da transmissao
sinaptica interferindo na liberacdo de neurotransmissores. Os camundongos alojados em
ambiente enriquecido apresentaram aumento de miR-325 enquanto os 3XTgAD de ambiente
padrdo diminuiram. Essa regulacdo foi confirmada pelo aumento de imunomarcacdo para
tomosina no giro denteado dos animais modelos de DA e reducdo naqueles dos grupos de
ambiente enriquecido (Barak et al., 2013).

Tomados em conjunto nossos resultados demonstram pela primeira vez em modelo
murino de doenca prion que o enriquecimento ambiental produz neuroprotecéo e que esse efeito

benéfico parece associado a diminuicdo da astrocitose reativa prevenindo 0s prejuizos
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cognitivos associados a degeneracao hipocampal. Esses resultados reforcam o uso do modelo
murino de doenca prion para o estudo de doencas crénicas neurodegenerativas por mimetizar
achados clinicos e neuropatoldgicos previamente descritos em pacientes com doenca de

Alzheimer.

5.4 Os Limites das Analises Quantitativas pelo Fracionador Optico e pela Reconstrucéo
Tridimensional.

E comum optar por seccBes obtidas com auxilio de vibratomo para estudos
imunohistoquimicos e isso parece estar relacionado ao fato de que os anticorpos parecem
penetrar mais facilmente e.g. (Dorph-Petersen et al., 2001). No presente trabalho elegemos esse
procedimento adotando zona de guarda para evitar o problema do dano tecidual na superficie de
corte com perda provavel de objetos de interesse se a contagem fosse realizada sem o
estabelecimento da zona de guarda (Andersen and Gundersen, 1999). Estudos recentes,
entretanto ndo encontram perda de objetos de interesse nas superficies das sec¢des sugerindo o
contrario, um acréscimo do nimero de objetos nessas regiGes possivelmente decorrentes da
compressdo maior nas faces expostas a navalha durante o corte (Gardella et al., 2003). Assim é
possivel que esse efeito se traduza em estimativas diferentes quando as caixas de contagens estdo
dispostas na superficie ou no centro das seccdes: enquanto a primeira abordagem tenderia a

superestimar, a Ultima tenderia a subestimar os valores.



80

Antes =  ApoOs seccionamento

Densidade  Densidade dife-

- densidade de particulas muito alta | .00 40 iciads da

Densidade uniforme de

i [ ] densidade alta particulas particulas
i [ ] densidade intermediaria
| || densidade baixa

1

z-axis
z-axis

Antes =  Apods seccionamento

T

Figura 27. Deformacdo de secc¢bes na direcdo do eixo z devido a compressdo durante o
seccionamento. (A) O bloco de tecido a esquerda mostra cinco zonas iguais em espessura ao
longo do eixo z antes do corte. Apds 0 corte a compressao torna as zonas externas mais
compactas do que a regido central. (B) Distribuicdo uniforme de objetos de interesse é esperada
antes do corte enquanto que apos o corte é esperado que se encontre distribuicdo diferencial ndo
homogénea. Fonte: (Gardella et al., 2003).

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

Um dos alvos do presente trabalho foi estimar o numero de células alteradas dentro

de um determinado volume de tecido em regi0es afetadas pela doenca: CA3 e giro denteado,

usando investigacdo estereologica sem viés. Como em todos os casos onde se utiliza a

microscopia para realizar tais estimativas, ndo € possivel contar todas as células dentro da regido



81

de interesse. Para contornar esse dilema e se obter estimativas confiaveis (que se aproximam
do real) a partir de uma diminuta fracdo amostral, é necessario a utilizacdo de coleta sistematica
e aleatoria de dados, incluindo a terceira dimensdo. Essa alternativa assegura a estimativa
adequada do namero total de células dentro da area de interesse a partir do nimero de células
detectadas em cada caixa de contagem da amostra e da probabilidade amostral (Schmitz and
Hof, 2005). Entretanto, com esse procedimento, 0 maximo que se pode pretender é realizar
estimativas que se aproximem ao maximo do que seria esperado (Cruz-Orive, 1994; Schmitz,
1998).

Para alcancar esse objetivo existem dois métodos estereoldgicos: o fracionador optico
ja descrito e 0 método que estima o namero total de células multiplicando a densidade média
de células pelo volume da regido de interesse (Schmitz and Hof, 2000). Em estudo recente
entretanto ficou evidente que as estimativas do nimero total de objetos de interesse obtidas a
partir do fracionador Optico, sdo do ponto de vista estatistico e do ponto de vista do esforco
empreendido, mais eficientes do que as estimativas a partir da densidade e volume (Schmitz
and Hof, 2000) Além disso avaliou-se igualmente varias maneiras de se estimar o erro em
amostras simuladas por computador de modo a encontrar um modo de calcular o coeficiente de
erro que mais se aproximasse do erro verdadeiro. Comparando o coeficiente de erro verdadeiro
para grandes amostras com o calculado por diferentes métodos, encontrou-se que o coeficiente
de Scheaffer € o que mais se aproxima do erro verdadeiro (Glaser and Wilson, 1998).

Por conta do fato de que o coeficiente de erro de Scheaffer representa a variacao devida a
incerteza metodologica intrinseca, é esperado e desejavel que ele sempre contribua menos para
a variagéo total (CE?/CV?<0.5, onde CE é o coeficiente de erro devido & incerteza metodoldgica
intrinseca e CV= (Desvio Padrdo/Média). No presente trabalho a relagcio CE?/CV? foi pequena
na maioria dos casos minimizando a probabilidade de erros procedimentais durante as

contagens. Quando excecdes a essa regra geral foram detectadas a regra CE2/CV2 < 0.5 foi
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insuficiente para avaliar erros metodologicos intrinsecos ao sistema de amostragem em funcéo
do fato de que o coeficiente de variacdo bioldgica e o coeficiente de erro eram pequenos
perdendo o sentido aplicar a regra geral (Slomianka, L. and West, M., 2005).

A outra maneira que se empregou para se avaliar os erros relacionados a escolha da
matriz amostral foi o calculo da variacio bioldgica definida como: CVB? = CV2 — CE? (onde
CE, coeficiente de erro; CV coeficiente de variacdo; CVB, coeficiente de variacdo bioldgica)
expresso em valor percentual do coeficiente de varia¢do. Considera-se que o coeficiente de erro
é adequado sempre que ele contribui menos do que a variacdo biologica para o coeficiente
global de variacdo. Em geral a relagdo previamente descrita CE?/CV?<0.05 acompanha esse
parametro havendo igualmente exce¢des que confirmam a regra.

Entretanto mesmo com todos esses cuidados a incerteza nas estimativas ainda
permanece e é decorrente de outras fontes de erro possiveis como aqueles introduzidos pelos
pressupostos do observador acerca dos grupos experimentais, pelas altera¢fes induzidas nas
seccOes pelo processamento do tecido, pela ambiguidade no reconhecimento de areas ou dos
objetos de interesse e pela definicdo dos planos de foco superior e inferior da seccdo. Para
minimizar esse tipo de incerteza é necessario executar uma série de procedimentos controle
como ensaios duplos cegos, escolhas adequadas no tipo de processamento tecidual incluindo
fixacdo, plano de corte, imunohistoquimicas seletivas, garantindo a cada passo que todas as
regides da estrutura tenham a mesma probabilidade de contribuir para a amostra, reduzindo a
ambiguidade no reconhecimento dos limites da regido, assim como dos objetos da contagem.
No presente trabalho a utilizagcdo de marcador seletivo para a astroglia e o emprego dos mesmos
procedimentos imunohistoquimicos, mesmo protocolo de contagem nos diferentes grupos e
utilizacdo de escolhas aleatorias e sistematicas para reconstrucdo dos astrocitos minimizaram

as possibilidades de erros metodoldgicos.
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No presente trabalho através da analise estatistica multivariada dos parametros
morfométricos dos astrocitos, revelamos numerosos grupos morfologicamente distintos na
camada polimorfica do giro denteado em camundongos jovens infectados e nao infectados com
0 agente ME7. E importante reconhecer entretanto que reconstrucdes microscopicas 3D
também podem ser afetadas por fatores mecanicos associados ao seccionamento no vibratomo
e pelo procedimento de desidratacdo, que podem induzir retracdo ndo uniforme nas sec¢des no
eixo z. Assim, as estimativas das modificacbes nas dimensdes no eixo x/z durante o
processamento do tecido podem ndo ser extrapoladas linearmente para dimensdo z. Essas
limitacGes metodoldgicas impostas devem ser levadas em consideracdo na interpretacdo dos
dados, no presente estudo. No entanto, deve-se enfatizar que um indicador confiavel da retracédo
severa no eixo z € a ondulacdo de ramos, o que significa que os processos individuais ndo
encolhem na mesma velocidade que a fatia nas quais estdo localizados. Esses efeitos podem ter
amplitude mais elevada na superficie, diminuindo a maiores profundidades no eixo z. Esse
padrdo, no entanto, ndo foi observado nos astrdcitos eleitos para serem reconstruidos e a
amostra foi tomada onde o impacto dessas mudancas ndo foram perceptiveis. Mais
recentemente, tem sido demonstrado que, no eixo dos z (perpendicular a superficie de corte),
as secc¢des retraem aproximadamente 25% da espessura do corte ap6s desidratagdo (Carlo and
Stevens, 2011). Com base nesses achados todas as reconstruc@es dos astrdcitos, do presente
trabalho, foram corrigidas para a retracdo do eixo z em 75%. Nenhuma corre¢éo foi aplicada
para 0S eixos Xx/y, 0s quais ndo parecem mudar apés a desidratacdo histologica e

imunomarcacao.
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6 CONCLUSAO

O ambiente empobrecido das gaiolas padrdo de laboratorio e o ambiente rico em
estimulos visuo-espaciais e somatomotores do ambiente enriquecido tem sido usados para
mimetizar os estilos de vida humano sedentario e ativo respectivamente. Como a doenga prion
tem sido amplamente usada como modelo experimental da neurodegeneracdo crénica nds
testamos a hipdtese de que o ambiente enriquecido poderia reduzir a velocidade de progressdo
da doenca e que isso poderia estar relacionado a reducao das alteracGes astrocitarias no sistema
limbico. Nossos resultados permitiram concluir que de fato o ambiente enriquecido promove
reducdo da velocidade de propagacdo dos sintomas e que isso parece associado a uma reducao
das alteracGes astrociticas numéricas e/ou morfoldgicas no giro denteado e em CA3, duas das
regides da formacdo hipocampal frequentemente lesadas durante o curso temporal da Doenca
de Alzheimer. Encontramos igualmente, a partir da analise estatistica multivariada, a presenca
de familias astrociticas morfologicamente distintas cujos significados funcionais nos animais
doentes e controles permanecem por serem investigados. Foi encontrada entretanto estreita
associacdao entre a perda da capacidade de memoria espacial e reducdo da atividade de
burrowing e a presenca das alteracfes astrociticas que caracterizaram as familias morfoldgicas

nos animais doentes.
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Tabela dos resultados estereoldgicos para a camada polimdrfica do giro dentedo e seus
respectivos coeficientes de erro.

NBH NBH  NBH NBH NBH NBH @ ME7 ME7 ME7 ME7 ME7 ME7 ME7
SE1 = SE2 | SE5 EE2 EE4 EE6 SE1 SE3 SE5 SE6 EE1 EE6 | EES8

NUMERO DE

SECCOES 3 3 3 3 3 3 4 3 3 3 3 3 3
NUMERO DE

CAIXAS DE 41 47 45 71 68 68 100 62 70 60 68 94 79
CONTAGEM

ESPESSURA
PONDERADA | 22.0 138 | 196 140 @ 223 | 224 15 21 179 | 191 | 200 & 191 | 150
DA SECCAO

NUMERO

TOTAL DE

OBJETOS 148 |« 281 | 172 | 443 | 245 | 252 | 227 130 144 | 146 | 258 309 | 241
CONTADOS

POPULAGCAO

TOTAL 4487 | 4045 @ 3204 5889 | 5013 | 5871 | 5565 & 5853 5118 4832 5441 | 6877 | 5294
ESTIMADA*
COEFICIENTE

DE ERRO 0.10 | 0.087 | 0.111 | 0.072 | 0.083 | 0.087 A 0.064  0.083 | 0.083  0.077  0.075  0.054 0.071
(Scheaffer)

MEDIA* 6765.30 7753.39 6897.79 5870.76
D.P.* 1669.8 2136.8 2389.1 874.6

2— 4
CV=(DP./me 0.061 0.076 0.120 0.022

dia)

CE? 0.004 0.005 0.004 0.005
CE?/ICV? 0.065 0.060 0.032 0.238
CVB? 0.057 0.071 0.116 0.017

2 (o

CVB" (% of 93.485 93.972 96.770 76.154

cV?)
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Tabela dos resultados estereoldgicos para o estrato radiato de CA3 e seus respectivos
coeficientes de erro.

NBH NBH | NBH | NBH | NBH | NBH | ME7 | ME7 | ME7 @ ME7 | ME7 @ ME7 ME7 @ ME7
SE1 SE2 SE5 EE2 EE4 EE6 SE1 SE3 SE5 SE6 EE1 EE6 EE8 EE9
NUMERO DE
SECCGES 4 4 3 3 4 3 4 3 4 3 3 3 3 3
NUMERO DE
CAIXAS DE 136 90 69 93 150 86 122 109 105 91 112 117 115 114
CONTAGEM
ESPESSURA
PONDERADA | 15.1 13.5 13.8 | 13.0 | 142 | 162 | 144 | 144 | 142 | 136 | 138 | 157 | 13.4 | 134
DA SECCAO
NUMERO
TOTAL DE
OBJETOS 492 388 249 288 452 232 210 334 246 318 501 290 337 473
CONTADOS
POPULACAO
TOTAL 6630 8499 | 5168 | 5879 | 10080 | 7300 | 6441 | 9821 | 4033 | 7296 | 10420 | 9802 | 8935 | 10616
ESTIMADA*
COEFICIENTE
DE ERRO 0.05 0.066 | 0.068 | 0.070 | 0.056 | 0.077 | 0.062 | 0.060 | 0.067 @ 0.060 | 0.056 | 0.066 | 0.058 | 0.058
(Scheaffer)
MEDIA* 6765.30 7753.39 6897.79 5870.76
D.P.* 1669.8 2136.8 2389.1 874.6
CV?=(D.P./
Média)? 0.061 0.076 0.120 0.022
CE? 0.004 0.005 0.004 0.005
CE?/CV? 0.065 0.060 0.032 0.238
CVB? 0.057 0.071 0.116 0.017
2 (0,
CVB* (% of 93.485 93.972 96.770 76.154

CcV?)



