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Resumo

Poucos estudos tem se dedicado a investigar em detalhe possiveis relacdes entre o
declinio cognitivo associado ao envelhecimento e a plasticidade astroglial no hipocampo. No
presente trabalho investigamos possiveis relagdes entre o desempenho em testes de memoria
de reconhecimento de objeto e o nimero e a distribuicdo laminar dos astrécitos em CA3 em
modelo murino. Para isso empregamos camundongos fémeas adultas da linhagem C57BI6 de
6 (n =7) e 20 meses (n = 5) de idade, mantidos em gaiolas padrao desde o nascimento,
comparando seus desempenhos em tarefas hipocampo-dependentes para reconhecimento da
forma, do lugar e do momento em que os objetos selecionados lhes foram expostos. Apods os
testes comportamentais todos os animais foram perfundidos com fixadores aldeidicos e
tiveram seus cérebros removidos e processados para imunomarcagdao empregando anticorpo
seletivo para deteccdo da proteina 4cida fibrilar dos astrocitos (GFAP). Para evitar possivel
viés amostral empregamos o fracionador optico, um método estereoldgico que ndo ¢ afetado
pelo processamento histologico. Os resultados nos testes comportamentais isolados e
integrados (memoria episddica) revelaram que o envelhecimento compromete
significativamente (teste T bi-caudal, p<0.05) o reconhecimento da forma, do lugar e do
momento em que objetos selecionados sdo apresentados aos sujeitos. As andlises
estereoldgicas das estimativas do nimero de astrocitos revelaram que o envelhecimento
afetou a distribuigdo laminar com aumento na propor¢do relativa daqueles na camada
piramidal de CA3 dorsal e ventral e redug@o no lacunoso molecular de CA3 dorsal. O niimero
total de astrocitos em consequéncia apresentou significativa reorganiza¢do na distribuigdo
laminar em fun¢do da idade com os animais senis mostrando redu¢ao no percentual daqueles
localizados na camada oriens. Nenhuma diferenca significativa foi encontrada entre os
volumes das camadas de CA3 sugerindo que as mudancas induzidas pelo envelhecimento
alteram diretamente a plasticidade astroglial em CA3. Finalmente os estudos de correlagao
linear entre as estimativas do numero dos astrécitos da camada piramidal e os testes
comportamentais demonstraram correlacdo inversa com os piores desempenhos estando
associados a um maior nimero de astrocitos naquela camada. Evidéncias diretas adicionais
dessa correlagdo com os astrocitos alterados em CA3 e possiveis mecanismos moleculares
para explicar o declinio cognitivo associado ao envelhecimento permanecem por ser

investigados.

Palavras  Chave: Envelhecimento, declinio cognitivo, hipocampo, CA3, astrdcitos



Abstract

A few studies investigated in detail possible relationships between aging cognitive decline
and hippocampal astroglial plasticity. In the present report we investigated in murine model
possible relationships between performances in object recognition tests and the astrocytes
laminar distribution in CA3. To do so, young (6 months old, n = 7) and old (20 months old, n
= 5) C57Bl6 mice, were maintained in standard cages and assessed in object recognition
hippocampal-dependent tasks. Isolated or integrated (episodic-like memory) tests were
applied and revealed that object identity (What?), place (Where?) and time (When?), were
impaired in old subjects, whereas in young mice only spatial memory was impaired. After
behavioral tests all subjects were sacrificed and perfused with aldehyde fixatives had their
brains removed and processed for glial fibrillary acid protein (GFAP) immunohistochemistry,
a selective marker for astrocytes. To avoid sample bias we used the optical fractionator, a
stereological method that is no affected by histological procedures. The results on behavioral
isolated or integrated tests revealed that aging significantly impairs object, spatial and time
recognition (two-tail t-test, p<0.05). As compared to young subjects, old mice showed laminar
changes in the astrocytes distribution with proportional increase of the astrocytes number in
the pyramidal layer of dorsal and ventral CA3 and a reduction in the lacunosum molecular
layer of dorsal CA3. Coherently, the total number of CA3 astrocytes showed significant
reorganization of its laminar distribution as a function of age with reduction of its numbers in
the stratum oriens. No significant differences were detected in the mean values of laminar
volumes suggesting that aging induced changes directly affected astroglial plasticity in CA3.
Finally, a linear inverse correlation was found between the estimations of pyramidal cell layer
astrocytes and performances in the behavioral tasks. Further direct evidences of this
correlation with altered CA3 astrocytes and possible molecular mechanisms to explain aging

cognitive decline remains to be investigated.

Keywords: Aging, hippocampus, cognitive decline, CA3, astrocytes.
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1 INTRODUCAO

“...When Hebb reached his 70s he noted, ‘I have long believed that the best way to
remember to take something with me is to put it on the doorstep, so I see it when |

leave; now this works better if the object is big enough to trip me’...” (BURKE e
BARNES, 2010)

Donald Hebb tinha setenta anos quando escreveu sobre a dificuldade crescente de
lembrar-se das coisas que tinha que fazer ou carregar consigo a medida que envelhecia. Essa
descricdo anedodtica de Hebb o famoso neurofisiologista canadense a quem devemos a
formulagao teorica acerca da plasticidade sindptica dependente de experiéncia, nos deixa ver a
correlacdo entre o envelhecimento e o esquecimento... Sua descri¢cdo publicada em 1978 no
periodico Psychology Today sob o titulo: “Assistindo a mim mesmo envelhecer” (HEBB,
1978), ilustra bem um dilema de proporgdes epidémicas do tempo presente que ¢ fruto de

uma vida melhor e mais longa (BURKE e BARNES, 2010).

1.1 AREALIDADE DO ENVELHECIMENTO NO BRASIL E NO MUNDO

Nos estudos demograficos voltados a analise da dindmica da populagdo mundial nas
ultimas décadas tem se configurado o remodelamento das pirdmides etdrias em diversos
paises do mundo (DICZFALUSY, 2001, COHEN, 2003, FERRUCCI, GIALLAURIA e
GURALNIK, 2008, LUNENFELD, 2008). Tanto em paises mais desenvolvidos quanto em
paises em desenvolvimento, tem sido observado um estreitamento da base das piramides
etarias, o que reflete a realidade da diminui¢ao percentual da populagdo jovem, associada ao
alargamento do apice representando o aumento da populacdo idosa (RAMOS, VERAS e
KALACHE, 1987, CARVALHO e GARCIA, 2003).

Essas alteragdes demograficas se devem as mudangas relacionadas ao aumento da
qualidade de vida da populacdo em geral e as novas descobertas na area da satide que tém
levado a expectativas de vida média cada vez mais elevadas. De fato os estudos prospectivos
realizados pela Organiza¢cdo Mundial de Saude revelam que em 2020 o mundo contard com
mais de 400 milhdes de idosos e o Brasil ocupara a sexta posi¢do dentre os paises com o
maior contingente de pessoas com 60 ou mais anos de vida na populacdo. Dentre os paises
que terdo as maiores populagdes de idosos daqui a menos de trinta anos, oito se situam na
categoria de paises em desenvolvimento. Onde, 20% da populagdo do mundo industrializado

j& estdo acima de sessenta anos de idade e a propor¢do daqueles acima de 85 anos esta
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crescendo seis vezes mais rapido do que a populagdo como um todo. O Brasil, desde a década
de 70, tem passado por um claro processo de deslocamento demografico, sendo a faixa de
sessenta anos ou mais a que mais cresce em termos proporcionais (OMS, 2011).

Segundo as projecdes estatisticas da Organizacdo Mundial da Saude, tomando como
ponto de partida o ano de 1950 e como referéncia futura o ano de 2025, a populag@o de idosos
no pais crescera 16 vezes contra 5 vezes da populacdo total, o que nos colocard em termos
absolutos com mais de 32 milhdes de pessoas com 60 anos ou mais. Este crescimento
populacional ¢ o mais acelerado no mundo e s6 comparavel ao do México e Nigéria. Essas
projecoes estatisticas demonstram que a propor¢ado de idosos no pais que estava em 7,3% em
1991 (11 milhdes) passara para cerca de 15% em 2025, que € a atual proporc¢ao de idosos da
maioria dos paises europeus, os quais tiveram sua transi¢do mais lenta e que ainda nao
conseguiram equaciona-la (MURRAY e LOPEZ, 1997). Deve-se recordar que estas projecoes
sdo baseadas em estimativas conservadoras de fecundidade e mortalidade, sendo que se
houver uma melhoria mais acentuada na qualidade de vida em nossas zonas mais miseraveis,
como o Nordeste, o envelhecimento brasileiro podera ser ainda maior.

Na populagao idosa, as doengas cronicas neurodegenerativas sdo um sério e complexo
problema a ser resolvido, de alta importancia epidemiologica. As duas patologias mais
diagnosticadas sdo o Mal de Parkinson e o de Alzheimer, com esta Gltima em maior
prevaléncia (KALARIA et al., 2008, SHAFQAT, 2008). Os registros do SUS revelam que, ja
em 1996, pelo menos 450.000 casos de deméncia foram diagnosticados e motivaram
internagdes em nosso pais. Do contingente com 85 anos ou mais estima-se que cerca de 50%
torna-se demente como uma conseqiiéncia de processos neurodegenerativos (AZAD, AL
BUGAMI e LOY-ENGLISH, 2007, KALARIA et al., 2008, SHAFQAT, 2008).

O impacto econdmico sobre as contas publicas decorrente do aumento da expectativa
de vida pode ser previsto pelo fato prontamente reconhecido de que os maiores gastos com
saude se ddo no ultimo ano de vida, e isto reflete o acréscimo das necessidades de cuidados de
enfermagem domiciliar, estimando-se um crescimento exponencial destes custos com o
aumento da populagdo idosa, com reflexos consideraveis na economia de diversos paises, ver
(WICK et al., 2000) para revisao.

Torna-se, portanto, relevante que se compreenda melhor o impacto das doencas
neurodegenerativas sobre o cérebro envelhecido assim como os fatores de risco que podem
acelerar o seu curso temporal, para que se desenvolva capacidade instalada para enfrentar os

desafios impostos pela maior expectativa de vida alcancada neste século.
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1.2 ALTERACOES CEREBRAIS NO ENVELHECIMENTO

Durante a senescéncia as alteragdes fisicas que a caracterizam sdao facilmente
observaveis, mas os aspectos neurobioldgicos que concorrem para o seu desenvolvimento
permanecem, em grande parte desconhecidos. Varios mecanismos tém sido propostos para
explicar a génese do envelhecimento, mas o processo em sua totalidade ainda ndo foi
totalmente esclarecido. Aparentemente, o envelhecimento cerebral esta associado a fatores
que promovem um desequilibrio progressivo entre as defesas antioxidantes e a concentra¢ao
intracelular das espécies reativas de oxigénio que aumentam a peroxidacdo dos lipideos e a
oxidagdo de proteinas, além de gerar modifica¢des oxidativas no DNA nuclear e mitocondrial
(DROGE e SCHIPPER, 2007). A teoria dos radicais livres prediz que o tempo de vida de um
organismo pode ser aumentado com o aumento das defesas antioxidantes (HARMAN, 1956)
e como os neuronios tém capacidade glicolitica limitada, permanecem dependentes da
fosforilacdo aerdbica oxidativa mitocondrial. Essa dependéncia do cérebro por oxigénio ¢
comprovada facilmente pela morte dos neuronios sob condi¢des isquémicas, demonstrando o
papel essencial das mitocondrias na fun¢do neuronal (ZHU et al., 2004).

No envelhecimento, a mitocondria desempenha um papel importante pelo fato de ser
uma grande fonte de radicais livres e possivelmente seu alvo mais importante. O DNA
mitocondrial € particularmente vulnerdvel ao dano oxidativo, com sua taxa de mutacdo
superior a 10 vezes a do DNA nuclear. O DNA mitocondrial mutante pode codificar
citocromos anormais implicando em modificagdes na cadeia transportadora de elétrons
levando a um aumento na producdo de radical superdxido em um ciclo vicioso que
progressivamente aumenta o estresse oxidativo (DROGE e SCHIPPER, 2007).

O comprometimento do aprendizado e da memodria uma das consequéncias mais
obvias do envelhecimento com consequéncias diretas para as atividades da vida diaria esta
correlacionado ao decréscimo de antioxidantes no plasma e no cérebro (BERR C, 2000),
justificando o fato do envelhecimento em humanos e em roedores geralmente ser
acompanhado por um declinio em varios processos que envolvem essas fun¢des (FRICK et
al., 2003).

O estresse oxidativo tem implicagdo direta nas alteracdes encefalicas durante o
processo de envelhecimento (POON, VAISHNAV ET AL. 2006), e este ocorre quando ha
uma producdo de oxidantes maior do que a reparagdo antioxidante, gerando um aumento na

quantidade de radicais livres, tornando o encéfalo seu principal alvo devido ao predominio do
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metabolismo aerdbico (LIDDELL 2010). A conseqiiéncia do acumulo constante desses
radicais livres ¢ tornar o DNA mitocondrial relativamente vulneravel ao dano oxidativo
(KUJOTH, HIONA ET AL. 2005; DROGE AND SCHIPPER 2007) e essa cascata de eventos
afeta o tecido cerebral de forma varidvel. Seguem-se mudangas estruturais e funcionais
(PETIT-TABOUE et al., 1998, MORA, SEGOVIA e DEL ARCO, 2007, DESGRANGES,
KALPOUZOS e EUSTACHE, 2008), que tem sido estudadas de forma sistematica ha
algumas décadas. Durante o envelhecimento, ocorrem diversas alteragdes macro e
microscopicas no encéfalo que incluem a redugdo do peso e volume do o6rgao, redugdo de
giros e alargamento de sulcos, aumento do volume ventricular, reducdo das dimensdes
neuronais, da arborizagdo dendritica, do niimero de espinhas dendriticas e de sinapses,
acimulo de lipofucsina nos neurdnios e células gliais e aparecimento de mudangas
microscopicas caracteristicas, associadas a doengas cronico-neurodegenerativas, como placas
senis ¢ emaranhados neurofibrilares (BURKE e BARNES, 2006, DICKSTEIN et al., 2007,
SWERDLOW, 2007, MURALI, PANNEERSELVAM ¢ PANNEERSELVAM, 2008,
SULZER et al., 2008).

Dados obtidos por varios autores apontam para diferentes tipos de disfuncdes
sinapticas causadas pelo envelhecimento, entre essas disfungdes destacam-se as alteracdes na
neurotransmissdo € em componentes de sistemas de tradug¢do de sinais, como por exemplo o
de cinases protéicas (SMITH et al., 2007, ETO et al., 2008, YAMAZAKI e SAITOE, 2008).
Virios sistemas de neurotransmissores sdo afetados pelo envelhecimento como, por exemplo,
o serotoninérgico, glutamatérgico, aminérgico e colinérgico (MCGEER, 1984, FRANCIS et
al., 1993, OSSOWSKA, 1993, ROTH e JOSEPH, 1994, ROTH, 1995, BARILI et al., 1998,
STEMMELIN et al., 2000). Sabe-se que existe uma interacdo entre os sistemas colinérgico e
serotoninérgico, indicando uma modulagdo conjunta em processos de aprendizado e memoria
sendo ambos comprometidos durante o envelhecimento (RICHTER-LEVIN e SEGAL, 1993,
1996, BAXTER et al., 1999, ARAUJO, STUDZINSKI e MILGRAM, 2005).

Além do declinio cognitivo associado ou ndo as doencas neurodegenerativas, durante
o envelhecimento (CHARCHAT-FICHMAN et al.,, 2005) observam-se alteragdes nos
sistemas sensoriomotores em humanos e em modelos experimentais. Isso estd aparente na
perda paulatina da capacidade motora, com redug¢do da destreza de reflexos e perda de
coordenacdo, sinais do comprometimento dos sistemas sensoriais e motores centrais além dos
déficits de unidade motora e neurdnio motor inferior que afetam as fibras musculares

inervadas por esses neurdnios, causando a redu¢do de massa e da forca muscular agravadas
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pelo envelhecimento (TOMLINSON e IRVING, 1977, MITTAL e LOGMANI, 1987,
LEXELL, 1997).

1.3 MEMORIA, ENVELHECIMENTO E DISFUNCAO HIPOCAMPAL

A memoria pode ser definida de uma forma mais abrangente como a fungdo do
sistema nervoso que retém informagdes que podem ser recuperadas posteriormente. Assim a
memorizacdo engloba trés mecanismos bésicos: registro, armazenamento e resgate de
informacdes (MACHADO et al., 2007).

Para compreender o funcionamento da memoria € Util rever sua classificagdo. Podem
ser classificadas em fun¢do do intervalo de tempo entre o evento e sua evocagdo em memoria
de curto e de longo prazo. A memoria de curto prazo divide-se em memoria imediata e
memoria operacional e a memoria de longo prazo ¢ dividida em: implicita ou explicita. A
memoria de procedimento, isto ¢, a capacidade de realizar uma sequéncia de agdes na
auséncia de controle consciente, também faz parte da memoria implicita, assim como o
fendmeno de pré-ativacdo e condicionamento. A memdria explicita, por sua vez, classifica-se
em: memdaria semantica e memoria episddica (MACHADO et al., 2007).

A memoria imediata corresponde a habilidade de manter pouca informagao
consciente durante um periodo de tempo curto. Essa forma de memoria mostra-se pouco
influenciada pelo processo de envelhecimento, de maneira que a retencdo de informagao
imediata ¢ similar quando se comparam os desempenhos de jovens e idosos. Diferente da
memoria imediata, que envolve somente o registro breve e a evocagdo de informagdes, a
memoria operacional (working memory) engloba, além do armazenamento, a manipulacdo de
informagdes. Um exemplo desse tipo de operacdo ¢ a realizagdo de calculos mentalmente.
Com o aumento da idade, observa-se uma dificuldade na capacidade de manipulagcdo de
informacdes resultando em alteragdes na memoria operacional (BERTOLUCCI, 2000).

Na memoria de longo prazo sdo observadas diferengas maiores quando da comparagao
do desempenho entre jovens e idosos. Os déficits podem ser percebidos em trés diferentes
estagios: na codificagdo de informagdes; na retencdo, que implica a manuten¢do da memoria
ao longo do tempo; e na recuperagdo, que corresponde a evocagdo do que foi armazenado
(BRUCKI e ROCHA, 2004).

A memoria explicita ou declarativa ¢ formada pela memorizagdo consciente ¢ ¢

utilizada para armazenar e recordar fatos e eventos, de forma que as lembrangas possam ser
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declaradas verbalmente ou no formato de imagens. Essa memoria ¢ comumente afetada no
processo de envelhecimento normal. Em associacdo ¢ frequente o comprometimento das
funcdes cognitivas dependentes do cortex pré-frontal gerando déficits de fungdes executivas e
redu¢do da memoria de trabalho (KRAMER et al., 1999, KRAMER et al., 2007).

A memoria semantica esta relacionada ao conhecimento de fatos sem relacdo com a
temporalidade, de forma que o individuo ndo ¢ capaz de identificar quando adquiriu
determinado aprendizado. Pode ser entendida como uma memoria de conceitos, que €
formada ao longo da vida. Nao apresenta alteracdes significativas com a idade, sendo afetada
em casos de deméncias somente em fases mais avangadas. Em contrapartida, a memoria
episddica ¢ temporalmente relacionada, sendo uma memoria de acontecimentos e pode ser
considerada como autobiografica, mas ndo engloba somente os eventos pessoais. Esse tipo de
memoria apresenta declinio com o envelhecimento e, na deméncia as alteragdes sdo

percebidas nos estagios iniciais (BERTOLUCCI, 2000).

1.3.1 Contribui¢do Regional do Hipocampo para a formag¢do da Memoria Episodica.

A Figura 1 ¢ um diagrama esquematico simplificado da conectividade hipocampal e
parahipocampal posicionando cada regido, indicando suas aferéncias e eferéncias e a posi¢ao
relativa de cada qual no contexto da al¢a fechada: cortex entorrinal — hipocampo — cortex
entorrinal. Esse conjunto de regides garante a formac¢do da memodria episodica para a qual
cada uma das areas envolvidas contribui de forma particular. A integridade desses circuitos ¢
essencial para formagdo de memoria episddica e o primeiro requisito que precisa ser garantido
¢ de que apos terem sido formadas, as novas memorias ndo devem se confundir com antigas
(LANGSTON et al., 2010). Para isso € necessario remover ambigiliidades acentuando as
diferencas entre experiéncias semelhantes e para isso o giro denteado ¢ essencial. Essa
operacdo denominada de separacdo de padrdes ¢ atribuida ao giro denteado e parece estar
relacionada ao fato de que ele parece conter 10 vezes mais células granulares do que o
nimero de células corticais que para ele projetam garantindo que a informagdo recebida
sofrera divergéncia. Coerentemente a lesdo do giro denteado reduz a capacidade de distinguir
objetos similares e a analise do padrao de ativagdo de genes de expressdo imediata permitiu
descobrir que o giro denteado 4 capaz de distinguir situagdes similares com alta eficiéncia

(SCHMIDT, MARRONE e MARKUS, 2012).
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Figura 1. Diagrama esquematico simplificado dos circuitos hipocampais e parahipocampais. As setas
indicam a direc¢do do fluxo da informag@o. As linhas pretas continuas indicam interagdes prediminates
com a camada III do cortex entorrinal (EC), linhas tracejadas indicam interacdes predominantes com a
camada II do EC e a linhas cinzas indicam interagdes com as camadas V e VI. DG = Giro Denteado;
CA3 = Corno de Amon III; CA1 = Corno de Amon I; Sub = Subiculum; MEC = Coértex Entorrinal
Medial; LEC = Cértex Entorrinal Lateral; II, III; V/VI = Camadas II, III, V/VI do Coértex Entorrinal;
PrS = Pré-Subiculum; PaS = Para-Subiculum (Adaptado de (LANGSTON et al., 2010)).

Na sequéncia a informagao que deixou o giro denteado através das fibras musgosas do
giro denteado ¢ transferida a CA3 que ¢ subdividido apds Lorente de N6 em trés subcampos
CA3a, CA3b e CA3c (LORENTE DE NO, 1934). Os dois primeiros campos sdo em geral
tratados como uma unidade CA3a,b que parece estar relacionada com a codificacdo de
memoria espacial de curto prazo (segundos a minutos), incluindo ai a detec¢ao de novidade e
recuperagao de informagao espacial memorizada a partir de uma tnica exposicao e que utiliza
pistas ambientais como referéncia. Da mesma forma CA3a,b parece estar envolvido em
recuperacdo de informacdo memorizada a partir de multiplas tentativas de aprendizado
envolvendo representagdes relacionais. Finalmente CA3a,b parece envolvido na recuperagao
de memoria de curto prazo relacionadas ao completamento de padrdes. Esse fendmeno (o
completamento de padrdes) revela o papel que o hipocampo desempenha na codificagdo
rapida de um conjunto de estimulos durante um Unico evento e na sua posterior recuperagao
(memoria episodica). Essa associacdo entre os estimulos permite subseqiiente recuperacao do
evento como um todo ainda que ao sujeito se tenha apresentado apenas uma parte do estimulo
original. Esse completamento de padrdes que se constitui em uma das contribuigdes mais
importantes de CA3 parece estar associado a sua rica rede de co-laterais recorrentes.

Finalmente CA3c parece contribuir para gera¢do de padrdes de separagdo relacionados ao
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reconhecimento da geometria ambiental (KESNER, LEE e GILBERT, 2004, KESNER,
2007).

Assim, CA3 e o giro denteado podem, portanto ser caracterizados como possuindo
dois papéis contrastantes no processamento mnemonico que parece refletir de perto o padrao
de seus circuitos, onde em CA3 se identifica uma rede autoassociativa que se presta ao papel
de comparar o estimulo que chega do cortex entorrinal com experiéncias familiares prévias,
enquanto que o giro denteado estaria anatomicamente organizado para promover o
reconhecimento do estimulo novo a partir dos circuitos que viabilizam a separagao de padroes
independentemente da modalidade da informacdo que o alcanga em funcdo do enorme
numero de células que dispde se comparado ao cortex entorrinal ou CA3 (LANGSTON et al.,
2010).

CA1 por sua vez parece ter sua contribuicao mais dificil de ser definida em fun¢do do
fato de que representa a via final comum do hipocampo a partir de onde os eferentes
hipocampais partem em dire¢do a outras regides do sistema limbico. De qualquer modo ele
tem sido proposto como um detector de coincidéncias uma vez que recebe ndo somente os
aferentes diretos do cortex entorrinal, mas também indiretos a partir de CA3. Dessa forma tem
sido sugerido que realiza comparagdo entre os eventos em curso provenientes do cortex
entorrinal e aqueles estocados a partir da informacdo proveniente de CA3 (LISMAN e
OTMAKHOVA, 2001). Uma outra alternativa ¢ de que CA1 adiciona a escala temporal aos
eventos de modo que seja possivel detectar a separagao entre estimulos que nao sao contiguos

construindo possiveis associagdes entre eles (ROLLS e KESNER, 2006).

1.3.2 Envelhecimento, Déficits de Memoria e Alteragoes Regionais Hipocampais

Uma vez classificado os tipos de memoria e as relagdes da memoria episddica com as
diferentes regides do hipocampo ¢ Util para os objetivos do presente trabalho rever as relagdes
entre os déficits de memoria e as alteragdes regionais da formacdo hipocampal durante o
envelhecimento.

Os trés principais campos hipocampais CA1, CA2, CA3 e o giro denteado apresentam
diferengas claras no que concerne as suas aferéncias, eferéncias, propriedades biofisicas e
moleculares. As diferengas anatdmicas incluem tipos e dimensdes celulares distintas que dao
origem a diferentes padroes de projecoes (AMARAL e LAVENEX, 2007, AMARAL,
SCHARFMAN e LAVENEX, 2007).
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O giro denteado consiste de trés camadas: a de células granulares, a camada molecular
e a camada polimorfica. As células granulares representam o seu principal tipo celular que
preserva capacidade proliferativa mesmo na idade adulta. O giro denteado recebe aferéncias
do cortex entorrinal através da via perfurante. Sua projecdo extrinseca mais importante
alcanga CA3 através das fibras musgosas. Por outro lado os campos de CAl, CA2 e CA3
apresentam laminacdo tipica com quatro camadas. A camada de células piramidais composta
por uma lamina espessa de corpos celulares piramidais, e os strata oriens, lucidum, radiatum e
lacunosum molecular. As células piramidais sdo as células de projecdo mais numerosas €
importantes em CAl, CA2 e CA3. Devido a reduzida dimensdo de CA2, esse campo ¢ em
geral descrito em associagdo a CA1l. O campo CA3 ¢ composto por células piramidais grandes
enquanto que os neuronios piramidais de CA1 sao menores. CA3 recebe aferéncias do giro
denteado via fibras musgosas enquanto que CAl ndo recebe essas projecdes. Além dessa
distincdo CA3 ¢ caracterizado por um complexo de projecdes que se dirigem a camada
polimérfica do giro denteado mas que também dado origem a sinapses recorrentes dentro de
CA3, e através da via comissural alcangam os campos hipocampais contra-laterais. A
projecao extrinseca mais importante de CA3 se dirige a CA1 através das fibras colaterais de
Schaffer.

Finalmente CA1 projeta para a area entorrinal fechando o circuito: cortex entorrinal-
giro denteado-CA3-CAl-cortex entorrinal (WITTER, 2007). Os neurdnios piramidais de CA1
também projetam para o subiculum e todas essas projecdes sao moduladas por interneurdnios
excitatorios e inibitorios localizados em cada regido. Esse padrao unico de conexdes que
caracteriza cada regido hipocampal da origem as propriedades biofisicas e eletrofisiologicas
regionais (BURGER, 2010) e o melhor exemplo disso ¢ a expressdo diferencial da
potenciacdo de longo prazo em campos hipocampais distintos pelo desligamento seletivo de
genes que sdao normalmente expressos em todas as regides hipocampais, afetando
seletivamente a plasticidade sindptica de cada campo (CHEN et al., 2009). De modo similar
o envelhecimento afeta esses circuitos e suas fungdes de forma diferente nas diferentes
regides induzindo alteragdes eletrofisioldgicas detectaveis consideradas mais adiante. As
diferengas moleculares entre os trés campos hipocampais estdo relacionadas a diferentes
expressoes génicas e proteinas relacionadas com mecanismos de transcricdo e expressao que
sdo particulares de cada regido (LEIN, ZHAO e GAGE, 2004, TORRES-MUNOZ et al.,
2004, GREENE, BORGES e DINGLEDINE, 2009). Assim, durante o envelhecimento as
conexdes anatdmicas e as propriedades moleculares que caracterizam cada regido do

hipocampo sao alteradas de modo particular conferindo vulnerabilidades distintas a cada um
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dos campos hipocampais (BURGER, 2010). Tais mudangas que incluem perda de 30% das
sinapses na via temporoamonica no stratum radiatum de CA1 (NICHOLSON et al., 2004) e
redugdo dos inputs da via perfurante para o giro denteado (ROGALSKI et al., 2009) sao
observadas nos animais velhos com declinio cognitivo, mas ndo nos animais senis
cognitivamente intactos.

Historicamente havia sido descrito que uma das altera¢cdes mais importantes durante o
envelhecimento era a perda neuronal (BALL, 1977). Entretanto essa perda generalizada de
neurdnios nao foi comprovada quando se empregou técnicas estereologicas para estimar esses
numeros (WEST, SLOMIANKA e GUNDERSEN, 1991, MAYHEW e GUNDERSEN,
1996). Em vez disso foi demonstrado que as caracteristicas morfoldgicas do hipocampo velho
incluiam mudanga nas espinhas sindpticas assim como nas taxas de neurogénese € que essas
alteracOes afetavam de forma distinta os diversos campos hipocampais (CURCIO e HINDS,
1983, MARKHAM et al., 2005).

Assim, parece que as perdas de memdria relacionadas ao envelhecimento ocorrem na
auséncia de mudancas estruturais significativas e que a mudanga na expressao de um ou mais
genes pode contribuir para alteragdes na expressao de canais i0nicos, ou na morfologia das
espinhas dendriticas que em Uultima instancia podem afetar a plasticidade sindptica e o
comportamento relacionado. Como essas alteracdes se expressam de diferentes maneiras nos
diferentes campos hipocampais ¢ possivel prever que a susceptibilidade as alteragdes
induzidas pelo envelhecimento sejam distintas nos diferentes campos hipocampais. Coerente
com isso ¢ o fato de que ha perda sinaptica significativa na regido subicular (UEMURA,
1985) mas ndo nas demais regidoes (CURCIO e HINDS, 1983, MARKHAM et al., 2005).
Realmente enquanto ndo ha perda no niimero total de sinapses em CA1l, foi demonstrado um
decréscimo na regido de projecao da via perfurante em animais velhos com declinio cognitivo
(NICHOLSON et al., 2004).

Na regido de CA3 o envelhecimento também ndo induz perda sinaptica significativa
(POE et al., 2001). De fato o declinio cognitivo nos animais velhos que apresentam declinio
cognitivo tem sido associado com um decréscimo nos elementos pré-sinapticos em CA3 tal
como revelado pela imunomarcagdo de vesiculas sindpticas com anticorpo dirigido contra a
sinaptofisina (SMITH et al., 2000). Da mesma forma um decréscimo das aferéncias da via
perfurante para o giro denteado tem sido descrito em animais envelhecidos (ROGALSKI et
al., 2009) em associacdo com o declinio cognitivo senil (SMITH et al., 2000). Do ponto de
vista funcional a plasticidade sindptica alterada parece ser o principal componente do

envelhecimento. Por exemplo ainda que permaneca matéria de discussdo os déficits
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cognitivos associados a animais velhos parecem co-existir com uma diminui¢do no limiar
para inducdo da depressdo de longo prazo na via de projecdo de CA3 para CA1l (FOSTER e
KUMAR, 2007). Do mesmo modo foi descrito um decréscimo na potenciacao sinaptica de
longo prazo em CAl de animais velhos com declinio cognitivo mas nao naqueles
cognitivamente normais (TOMBAUGH et al., 2002). Assim, de um modo geral a mudancga
na plasticidade sindptica alterando as propriedades da potencia¢do e depressdo de longo
prazos parece distinguir animais velhos cognitivamente normais daqueles com declinio
cognitivo instalado (BURGER, 2010).

Tomados em conjunto, os dados revelam que o hipocampo em processo de
envelhecimento ndo sofre significativa perda de neurdnios ou alteragdes em sua morfologia
sofrendo entretanto regulacdo genética diferencial em distintas regides que parecem induzir
alteracdes funcionais modificando canais i0nicos, receptores, proteinas sindpticas, e proteinas
estruturais que por sua vez podem alterar espinhas dendriticas e suas sinapses.

Por outro lado permanecem por ser investigado com o igual vigor e detalhe o impacto
do envelhecimento sobre as células da glia e sua possivel contribuicdo para o declinio
cognitivo hipocampo dependente, sendo esse o foco do presente trabalho.

Como este esfor¢o inicial ¢ dedicado a avaliar as alteragdes induzidas pelo
envelhecimento sobre os astrocitos hipocampais, as células gliais mais numerosas dessa

regido € util rever sua contribui¢do funcional.

1.4 ASTROCITOS HIPOCAMPAIS, PLASTICIDADE SINAPTICA, ENVELHECIMENTO
E DECLINIO COGNITIVO

Astrécitos sdo células gliais especializadas, presentes em todo o SNC, exercendo
varias funcgdes essenciais complexas no SNC sauddvel. No SNC lesionado, atuam através de
resposta conhecida como astrogliose reativa, patognomoénica em lesdes estruturais
(SOFRONIEW e VINTERS, 2010). Os astrocitos podem ser divididos em dois subgrupos:
astrocitos protoplasmaticos e fibrosos. Os astrdcitos protoplasmaticos estdo presentes em toda
a substancia cinzenta, possuem VvAarios ramos proximais, que originam muitos processos
ramificados distribuidos uniformemente em forma globoide. O tipo fibroso ¢ encontrado na
substancia branca e possui muitos processos longos com aparéncia de fibra. Ambos os tipos
contatam vasos sanguineos e formam junc¢des em fenda (do inglés gap junctions) entre

processos distais de astrécitos vizinhos. Enquanto os prolongamentos do subtipo
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protoplasmatico envolvem sinapses, os do tipo fibroso contatam nodos de Ranvier

(SOFRONIEW e VINTERS, 2010).

Uma das fungdes astrocitarias conhecidas ha mais tempo € o suprimento de substratos
de energia para neurOnios; para isso, 0s astrocitos ocupam posi¢des estratégicas entre oS
neurdnios e capilares sanguineos, tendo papel fundamental na relagdo entre atividade neuronal
e consumo cerebral de glicose (MAGISTRETTI, 2006). Atuam no fornecimento de substratos
metabolicos para neurdnios glutamatérgicos quando a atividade neuronal indica aumento na
demanda energética; tal mecanismo envolve a recaptagdo de glutamato acoplado ao Na" pelos
astrocitos, ativacdo da ATPase Na'/K', com consequente captagio de glicose do sangue e
glicolise, resultando na liberagdo astrocitaria de lactato, suprindo a demanda energética
neuronal (MAGISTRETTIL 2006).

Na década passada houve uma explosdo nos programas de investigacdo dedicados a
compreensdo do papel das interagdes neuroastrocitarias no controle da fungado cerebral. Mais
especificamente, reconheceu-se um novo elemento nas sinapses que passou a ser referida
como estrutura sindptica tripartite consistindo dos elementos pré e pds-sindpticos associados
aos processos astrociticos. Reconheceu-se de forma definitiva que os astrocitos respondiam a
atividade neural ativando receptores metabotropicos liberando gliotransmissores, como o
trifosfato de adenosina (ATP), D-serina e glutamato, que por sua vez agem sobre os neurdnios
(HALASSA e HAYDON, 2010).

Mais recentemente emergiu o conceito de redes astrogliais para comunica¢do a longa
distancia associando os astrocitos a redes de conexdo organizadas que permitem a troca de
informacdes reguladas por sinais intra e extracelulares, através de canais que atravessam
jungdes em fenda (do inglés “gap junctions”). Essa comunica¢do a longa distdncia entre
células da glia modulando a atividade sindptica neuronal e contribuindo diretamente para a
plasticidade sinaptica adicionou nova dimensdo de complexidade a analise das fungdes
cerebrais (GIAUME et al., 2010). Como referido anteriormente, os astrdcitos participam do
controle da excitabilidade neuronal e transmissdo sindptica através da liberagdo de moléculas
neuroativas, como glutamato, a D-serina ¢ o ATP (HALASSA et al., 2007, LEE e
HAYDON, 2007). Além disso, realizam recaptacdo do glutamato, regulando os niveis do
neurotransmissor (LEE e HAYDON, 2007). Além disso, os astrocitos também secretam
fatores soliiveis como trombospondinas e colesterol, que influenciam a formagao das espinhas
dendriticas e maturagdo sinaptica (ULLIAN, CHRISTOPHERSON e¢ BARRES, 2004,
CHRISTOPHERSON et al., 2005). Importante lembrar do ponto de vista quantitativo que no
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hipocampo, mais de 50% das sinapses excitatdrias sdo associadas, em graus variados, com
processos astrocitarios; um unico astrocito pode estar relacionado a aproximadamente
100.000 contatos sinapticos, sugerindo sua participacdo na dinamica das sinapses ¢ das redes
neuronais (VENTURA e HARRIS, 1999, BUSHONG et al., 2002).

Ao investigar essa dindmica envolvendo os processos astrociticos e espinhas
dendriticas no hipocampo, observou-se que em escala de minutos, ocorre extensdo e retragao
de processos astrocitarios proximo as espinhas dendriticas, confirmando-se que as membranas
astrocitarias estdo associadas intimamente com estas, com 0s quais parecem entrar em

contato; ver Figuras 2 e 3 (HABER, ZHOU e MURAL, 2006).
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Figura 2. Astrécitos promovendo rapida modificagdo estrutural. a) exemplo de retragdo e extensdo de
um processo astrocitico em escala temporal de 10 minutos. b) reconstrugdes tridimensionais da area circunscrita
pelo retangulo branco realizadas a cada 2 minutos por um periodo de 10 minutos. ¢) medidas do volume durante

a retracdo (circulos vermelhos) e durante a extensdo (quadrados azuis) dos processos em fungdo do tempo
(HABER, ZHOU e MURALI, 2006).
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Figura 3. Interag¢des entre astrocitos e espinhas ilustrando a dinamica desse processo. a) exemplo de um processo
astrocitico (verde) extendendo-se na dire¢do de uma espinha dendritica (vermelho). b) exemplo de uma retracdo
subsequente a perda de uma interacdo entre a espinha dendritica (vermelha) e o processo astrocitico em retracao
(vermelho). Os inserts no canto inferior direito de cada foto ilustra a interagdo em angulo de 90° graus em
relagdo a vista anterior (HABER, ZHOU ¢ MURALI, 2006).



26

E foi em 1991 que se descreveu pela primeira vez a influéncia da potenciagao de longo
prazo induzida por estimulacdo repetida e de alta frequéncia da via perfurante sobre a
distribuicao espacial dos processos astrociticos na neurdpila da camada molecular do giro
denteado que continha as sinapses potenciadas. Foram encontradas mudancas significativas na
ramificagdo dos processos astrociticos tanto quanto na sua relagdo topografica com os
complexos sinapticos (WENZEL et al., 1991). Mais recentemente demonstrou-se a presencga
em astrocitos da camada molecular do giro denteado de potencial de longa duragdo
semelhante a potenciacdo de longo prazo neuronal, sucedendo a estimula¢do de alta
freqiiéncia da via perfurante (ZHANG, ZHANG e CHEN, 2009) confirmando-se que esse
processo era dependente da exocitose de glutamato (JOURDAIN et al., 2007).

Em uma unica frase, os astrocitos permitem que os neurdnios funcionem fornecendo
energia e substratos para a neurotransmissdo contribuindo diretamente para a formacgao e
modulacdo das sinapses através de mecanismo bidirecional de comunicagdo com os
neurdnios (ALLEN e BARRES, 2009).

Conversamente os astrocitos parecem se alterar com o envelhecimento em forma,
numero, distribui¢cdo laminar (DINIZ, 2010, ALMEIDA et al., 2011, DINIZ et al., 2011) e
perfil imunolégico (GODBOUT e JOHNSON, 2009, JINNO, 2011, SALMINEN et al.,
2011) e essas alteracdes parecem estar relacionadas com o declinio cognitivo associado a
neuroinflamag¢do que acompanha a senescéncia (ALBAYRAM et al., 2011).

Tendo em conta de que j& havia sido descrita a participagdo dos astrocitos na
potenciacdo de longo prazo na via perfurante (ALLEN e BARRES, 2009, BEN
MENACHEM-ZIDON et al., 2011) investigamos em trabalho prévio, possiveis relacdes
entre o declinio cognitivo associado ao envelhecimento e mudangas na distribuicdo laminar
(DINIZ et al., 2010) e na morfologia (DINIZ et al., 2011) dos astrécitos do giro denteado.
Para isso, comparamos animais que foram mantidos em diferentes ambientes (enriquecido ou
empobrecido) desde o 21° dia pods-natal até o sacrificio. Tomados em conjunto nossos
resultados demonstraram que as diferentes camadas do giro denteado sdo afetadas
diferencialmente pelo envelhecimento e pelo ambiente e que a estimulagdo sensoriomotora e
cognitiva mais intensa do ambiente enriquecido parece proteger os animais que nele crescem
do declinio cognitivo associado ao envelhecimento. Da mesma forma, outros resultados de
nosso laboratdrio demonstraram que o envelhecimento afeta os astrécitos de CA1 reduzindo
o numero deles no stratum lacunosum molecular, principal alvo das projecoes
temporoamonicas para CA1 (VAN GROEN, MIETTINEN e KADISH, 2003) e que isso

coincide com o comprometimento da memoria espacial revelado pelo teste do labirinto
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aquatico de Morris (ALMEIDA et al.,, 2011). Tomados em conjunto esses trabalhos
demonstraram que o envelhecimento altera os fenodtipos morfoloégicos € o niimero dos
astrocitos de CA1 e do giro denteado de forma distinta nas diferentes camadas.

No presente trabalho estendemos as analises prévias a regidao de CA3 completando os
ensaios estereoldgicos dedicados a investigar o impacto do envelhecimento sobre a
distribui¢do laminar dos astrocitos do hipocampo. Mais especificamente, analisamos se ¢
possivel detectar qualquer mudanga no ntimero desses astrdcitos € em caso positivo, em quais
camadas de CA3 as alteracdes se instalam. Escolhemos a proteina acida fibrilar (GFAP)
como um marcador de astrdcitos, em detrimento da proteina glutamina sintetase ou S100 beta
porque a GFAP parece ser mais sensivel e mais especifica quando relacionado aos déficits de
aprendizagem e memoria (WU, ZHANG e YEW, 2005).

Para quantificar o nimero de astrocitos utilizamos o fracionador 6ptico, um método
estereoldgico sem viés baseado em amostragem aleatoria e sistematica dos objetos de
interesse nas areas de interesse. Nossa escolha pelo fracionador optico se deu porque € o que
tem sido usado com mais frequéncia, combinando as propriedades da sonda tri-dimensional
para contagem dos elementos de interesse (o dissector dptico) com o sistema de amostragem
sistematica e aleatoria (o fracionador) removendo a necessidade de pressuposi¢des acerca dos
objetos de interesse (WEST, SLOMIANKA e GUNDERSEN, 1991). A combina¢do do
dissector Optico com o fracionador de amostras, conhecida na literatura como Fracionador
Optico (WEST, SLOMIANKA ¢ GUNDERSEN, 1991), tem numerosas vantagens praticas;
sendo a principal, o fato de ndo ser afetado pela retragdo do tecido e ndo requerer defini¢oes
rigorosas de fronteiras estruturais que podem ser feitas em objetivas de baixo aumento.

O fracionador Optico envolve a contagem de objetos, utilizando sondas de dissectores
opticos, em uma amostra sistematica uniforme que constitui uma fracdo conhecida do volume
da regido em andlise. Na pratica, isso ¢ feito através de amostragem sistematica de uma
fracdo conhecida da espessura da seccdo, “TSF” (iniciais de “thickness sample fraction”), da
area seccional “ASF” (iniciais de “area sample fraction”) e do niimero de secgdes que
incluem a regido de interesse, “SSF” (iniciais de “section sample fraction”) (WEST,
SLOMIANKA e GUNDERSEN, 1991).

Essa escolha ¢ feita para contornar a impossibilidade de contar todas as células dentro
da regido de interesse e obter estimativas proximas dos valores reais. Para isso, € necessario a
utilizagdo de coleta sistematica e aleatéria de dados, incluindo a terceira dimensao

(SCHMITZ e HOF, 2005).
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Além dos estudos estereologicos, analisamos no presente trabalho os efeitos do
envelhecimento sobre o possivel declinio cognitivo associado ao envelhecimento
documentado através de testes de memoria de reconhecimento de objeto nos quais a
integridade da formagao hipocampal ¢ essencial para o bom desempenho. O pressuposto ¢ de
que a formacdo hipocampal dos animais com desempenho comprometido estaria alterada
enquanto que a dos animais cognitivamente integros, ndo. Escolhemos o paradigma de
reconhecimento de objetos baseado na tendéncia natural de roedores de explorar objetos
novos (DIX e AGGLETON, 1999, DERE, HUSTON e DE SOUZA SILVA, 2005b, a, DERE
et al.,, 2006). Esses testes seguiram o modelo de teste isolado ou integrado de memoria
semelhante a episodica descrito anteriormente (DERE, HUSTON e DE SOUZA SILVA,
2007). As tarefas selecionadas envolvem o reconhecimento da forma, localizacdo espacial e
momento em que objetos selecionados sdo apresentados aos animais comparando-se o
desempenho de animais jovens e idosos. Essas tarefas representam respostas a trés perguntas
acerca dos objetos selecionados: o qué ? onde? e quando? Que do ponto de vista
experimental sdo medidas de forma indireta computando-se o tempo dedicado por cada

animal a explora¢do de cada objeto em valores percentuais do tempo total de exploragao.

1.5. O MODELO EXPERIMENTAL MURINO

Quando da investigacao de processos fisiologicos e patologicos que afetam de forma
comum o homem e os modelos experimentais tais como o envelhecimento, cuidado especial
deve ser dedicado a escolha de qual modelo empregar. Roedores tém sido escolhas valiosas
para o estudo do envelhecimento particularmente porque partilham com os humanos uma
série de similaridades no nivel celular e sistémico nesse periodo da vida (NADON, 2006). De
fato a neurobiologia do envelhecimento tem sido uma area onde os roedores adotados como
modelo experimental, tém dado contribuicdo significativa para compreensdo dos declinios
cognitivos subjacentes, tendo sido construidos importantes conexdes entre achados
comportamentais e estudos cognitivos em humanos idosos (BONTEMPI et al., 2001,
ERICKSON e BARNES, 2003). Ainda assim tem sido constatadas eventuais diferengas entre
os modelos murino e primata que precisam ser consideradas para evitar extrapolagdes
indevidas, e.g a expressdo das monoaminas que embora sejam qualitativamente semelhantes
em camundongos e primatas revelam pelo menos uma ordem de magnitude na sintese das

isoformas A e B quando se comparam espécies de meia idade (IRWIN et al., 1997). Com tais
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limites claros, o presente trabalho adotou como modelo experimental fémeas adultas da
variedade C57Bl16 com seis e 20 meses de idade. Essa variedade de camundongo tem sido
largamente empregada em numerosos estudos acerca da neurobiologia do envelhecimento e.g.
(FELZIEN et al., 2001, MANCZAK et al., 2005, TROEN et al., 2008) e em particular, tem
sido a variedade eleita para estudos recentes dedicados a investigar as diferencas regionais e
laminares dos perfis antigénicos dos astrécitos hipocampais durante o envelhecimento
(JINNO et al.,, 2007, JINNO, 2011). Finalmente, foi o modelo utilizado em estudos
estereologicos dedicados a investigar diferencas no nimero de astrdcitos hipocampais entre
machos e fémeas senis (MOUTON et al., 2002, LEI et al., 2003) permitindo comparagdes

diretas com os numeros encontrados nesta dissertacao.
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2 OBJETIVO

2.1 GERAL

Investigar em modelo murino, a ocorréncia de possiveis relagdes entre o declinio
cognitivo associado ao envelhecimento e a estimativa do nimero e a distribuicdo laminar de

astrocitos em CA3.

2.2 ESPECIFICOS
2.2.1 Comparar as performances nos testes de memoria espacial e de identidade

de objetos entre os dois grupos.

2.2.2 Estimar o nimero total e a distribui¢do laminar de astrocitos na regido de

CA3 do hipocampo de camundongos da linhagem C57/Bl16 de 6 e 20 meses.

2.2.3 Testar a hipotese de possiveis relacdes entre declinio cognitivo associado ao

envelhecimento, o niumero e a distribui¢ao laminar de astrocitos em CA3.
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3 MATERIAIS E METODOS

No presente trabalho, todos os procedimentos foram realizados de acordo com o
“Principles of Laboratory Animal Care” e aprovados pelo comité de ética em pesquisa do
Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto/UFPA (ver anexo 1).

Os camundongos (Mus musculus) da linhagem C57BL/6, fémeas, foram obtidos do
Instituto Evandro Chagas (IEC) e os experimentos realizados no Laboratorio de

Neurodegeneracao e Infecgao, no Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto.

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS E CONDICOES DE ALOJAMENTO

Para formagao dos grupos experimentais foram usados animais de 6 meses de idade e
20 meses, sendo divididos em dois grupos, o grupo jovem (J) composto por sete animais
(n=7) e grupo senil (S) constituido por cinco animais (n=5).

Cada grupo de animais foi mantido em gaiola de cloreto de polivinil (PVC) de
dimensodes (32 x 39 x 16,5cm), em uma sala com controle de temperatura (25°C) e ciclo claro-
escuro de 12 horas. As gaiolas eram forradas com palha de arroz autoclavada, trocada uma

vez por semana. Comida e agua foram oferecidas em regime ad libitum.

3.2 TESTES COMPORTAMENTAIS

Os testes comportamentais aos quais os grupos foram submetidos, eram compostos por
5 dias de fase de habituacdo e 4 dias para testes isolados de memoria de objeto, memoria de
lugar, tempo e de memoria semelhante a episddica.

Segundo Aggleton (1985) roedores tendem a explorar objetos que sdo novidade em
detrimento aos que ja sdo familiares. Como os testes utilizam o comportamento exploratdrio
natural dos camundongos e o interesse pela novidade como elemento motivador, o teste de
memoria para reconhecimento de objeto, de lugar e de tempo podem ser classificados como
etolégicos uma vez que sdo baseados em atividade voluntiria de reconhecimento e

exploracdo, independente da aplicagdo de recompensas ou puni¢des motivacionais.
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33  EQUIPAMENTO

Os testes foram realizados em uma caixa de compensado com paredes e assoalho

forrado com formica branca, de 30x30x40cm. O piso foi dividido em 9 quadrados de 10x10
[ — — W — L DT AT e e o

cm (Figura ).

Figura 4. Aparato onde foram realizados os testes comportamentais. As linhas brancas que dividem a
arena em quadrados sdo virtuais e definidas com auxilio do software Anymaze.

Instalada no teto, acima do aparato, havia uma camera de video conectada a um
computador, para filmar e armazenar as sessdes de teste para analise posterior. O aparelho era

limpo com uma solugdo de etanol 75% imediatamente apos cada sessao.
3.4 FASE DE HABITUACAO

Nesta fase, os camundongos foram colocados no centro da caixa, livre de objetos, por
5 min, por trés dias consecutivos. Nos dois dias seguintes, os animais fizeram trés sessdes
diarias de 5 min de duragdo. Nos testes de memoria de objeto, lugar e tempo os animais foram
expostos a duas copias de um objeto, alocadas nos cantos da arena. E no teste de memoria
similar a episddica os camundongo eram expostos a quatro objetos idénticos colocados nos
cantos da arena. Os objetos utilizados nesta fase nao foram reutilizados em nenhum dos testes

a seguir.
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3.5 FASE DE TESTES: MEMORIA DE OBJETO, MEMORIA DE LUGAR, DE
TEMPO E SIMILAR A EPISODICA

Memoria de objeto

1° Dia — Reconhecimento de Objeto (identidade): O teste de reconhecimento de objeto
foi constituido de duas fases. Primeira fase — Exposi¢do: os animais foram colocados no
centro da caixa contendo um par de objetos idénticos dispostos em localiza¢des fixas para
todos os animais. Segunda fase — Teste: cinquenta minutos apds 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), substituindo-o. Em cada fase, os camundongos tiveram cinco minutos para

explorar livremente a caixa e os objetos contidos nela (Figura ).

EXPOSICAO TESTE

50 minutos

—)

Figura 5 Representacdo esquematica do teste de reconhecimento do objeto (identidade). Modificado de(DERE,
HUSTON e DE SOUZA SILVA, 2007).

Memoria Espacial

2° Dia — Reconhecimento de lugar (espago): O teste de reconhecimento de lugar foi
também constituido de duas fases. Para este teste foi utilizado apenas um par de objetos
idénticos dispostos em uma determinada posi¢do na primeira fase (exposi¢do). Os animais
foram colocados no centro da caixa e receberam cinco minutos para exploracao da caixa e dos
objetos. Apds cinquenta minutos de intervalo, os sujeitos foram recolocados na caixa com um
dos objetos deslocado para uma nova posi¢do na caixa (teste) e receberam novamente mais

cinco minutos para exploracdo da caixa e objetos (Figura ).
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EXPOSICAO TESTE

50 minutos

—)

Figura 6. Representacao esquematica do teste de reconhecimento de lugar (espaco). Modificado de (DERE,

HUSTON e DE SOUZA SILVA, 2007).

Memdria temporal
3° Dia — Reconhecimento temporal

O teste de reconhecimento temporal foi constituido de trés fases, duas de exposi¢do e
uma de teste. Para este teste foi utilizado um par de objetos idénticos dispostos em uma
determinada posi¢do; os animais foram colocados no centro da caixa e receberam cinco
minutos para exploracdo da caixa e dos objetos (primeira exposi¢do). Apds cinquenta minutos
de intervalo os animais foram recolocados na caixa por mais cinco minutos com outro par de
objetos 1dénticos entre si e diferentes dos da primeira exposi¢do, mas colocados na mesma
posicao que os anteriores (segunda exposi¢dao). Apos mais um intervalo de cinquenta minutos,
os sujeitos foram testados na caixa por mais cinco minutos com um par de objetos, onde um
deles era da primeira exposi¢do e o outro da segunda, dispostos nas mesmas posi¢des que 0s

das vezes anteriores (terceira exposi¢do) (Figura 7).
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PRIMEIRA EXPOSICAO SEGUNDA EXPOSICAO TESTE

50 minutos 50 minutos

) )

Figura 7. Representacdo esquematica do teste de reconhecimento temporal (quando). Modificado de

(DERE, HUSTON e DE SOUZA SILVA, 2007).
Memoria similar a episodica
4° Dia — Reconhecimento de objeto para testes integrados

O teste de memoria similar a episddica consistiu de trés sessdes sendo: duas sessdes
de exposicao aos objetos, de 5 minutos de duragdo com intervalos de 50 minutos entre elas e
uma sessdo de teste. A primeira sessdo apresentou quatro objetos, idénticos entre si € em uma
determinada localizagdo espacial, que foram livremente explorados pelos animais durante
cinco minutos. Terminada a primeira exposi¢ao cada animal foi devolvido a sua gaiola. Apds
cinquenta minutos de intervalo cada animal foi recolocado na caixa por mais cinco minutos
com outros quatro objetos idénticos entre si e diferentes dos da primeira exposi¢do, mas
colocados em posigdes diferentes dos da primeira sessao (segunda exposicao). Na sessao de
teste (terceira exposi¢do), dois objetos da primeira sessdo (objetos antigos) e dois objetos da
segunda sessdo (objetos recentes) foram apresentados. Além disso, um objeto antigo foi
deslocado para uma nova posi¢do (objetos deslocado), porém os objetos da segunda sessdo

permaneciam nos lugares originais (objetos estaciondrios) (Figura 8).

PRIMEIRA EXPOSIGAO SEGUNDA EXPOSIGAO TESTE

50 minutos 50 minutos

) )
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Figura 8: Representagdo esquematica do teste de reconhecimento temporal (quando). Modificado de

(DERE, HUSTON e DE SOUZA SILVA, 2007).

3.6 ANALISE DAS IMAGENS CAPTURADAS

O método de analise do comportamento exploratério nos teste de reconhecimento de
identidade, localizagdo espacial e temporal dos objetos foi realizado usando o sistema semi-
automatico de rastreamento (Any Maze, Stoelting®), que permitiu que fossem criadas zonas
de exploragdo definidas pelo experimentador em torno dos objetos. Cada zona de exploragao
consistia de uma 4area de aproximadamente dois a trés centimetros de raio em torno de cada
objeto. O sistema de rastreamento conta com um algoritmo que distingue as partes anatomicas
do animal referentes a cabeca, corpo e cauda. Com essas 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 que representou a 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. Para isso, a soma do tempo total de
permanéncia da cabeca do camundongo nas zonas correspondentes aos dois objetos foi
considerada como 100% da atividade exploratoria, e o tempo em cada zona foi calculado e

expresso como uma porcentagem do tempo total.

3.7 PROCEDIMENTOS HISTOLOGICOS
Perfusdo e corte

Ao final dos testes comportamentais os animais receberam uma dose letal de
anestésico (avertina — 2,2,2 tribromoetanol, 0.08ml/5g de peso corpdreo) por via
intraperitoneal. Apds a parada respiratoria fez-se uma ampla toracotomia, expondo o coragao
para canulagdo do ventriculo esquerdo e abertura do atrio direito através de uma pequena
incisdo para permitir a saida do sangue e dos liquidos injetados. Seguiu-se a perfusdo da
solucdo de cloreto de sodio a 0,9% (solugdo salina) heparinizada (heparina sodica, Liquemine,
Roche, 0,01%) por 9 minutos. Em sucessdo, injetou-se solu¢do de paraformoldeido a 4% em
tampao fosfato 0,1M, pH 7,2-7,4 (solu¢do fixadora) por 30 minutos.

Ao término da perfusdo, realizou-se a craniotomia. Ap6s a dissecagdo de pele, tecido

subcutaneo e musculos, a placa 6ssea cobrindo a superficie do cérebro foi retirada com a
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ajuda de um alveolétomo. Em seguida, o cérebro foi removido, retirando-se a dura-maéter e
fazendo-se a sec¢do dos nervos cranianos. Logo apds a craniotomia, o encéfalo foi imerso em
paraformoldeido 4% por duas horas.

O tecido foi seccionado no plano horizontal a 70um de espessura com o auxilio de um
vibratomo (Microm) e as secc¢oes recolhidas em tampao fosfato 0,1M (pH 7.2-7.4) de forma

seriada 1/6, respeitando-se a ordem anatomica.

3.8 IMUNOHISTOQUIMICA

Séries anatomicas de secgdes dos cérebros dos animais pertencentes aos dois grupos
experimentais foram selecionadas para imunomarcagdo da proteina acida fibrilar (GFAP)

Chemicon (CA, USA). As seccdes foram reagidas seguindo protocolo descrito na tabela 1.

Tabela 3. Etapas para a realizacdo da imunohistoquimica para deteccao de GFAP.

Acido Bérico 0,2M (70 °C pH 9) 1 60

Metanol + Peroxido de Hidrogénio (H,0,) a 1% 1 10

MOM IgG Block (3 gotas de solucdo de trabalho + 10ml PBS) 1 60

Solugdo de trabalho (200ul de proteina concentrada + 10ml de PBS) 1 5

PBS 3 2

PBS 3 2

PB 0,1M 3 2

PB 0,1M 3 2

Os cortes reagidos foram montados em laminas gelatinizadas, secados a temperatura
ambiente e posteriormente desidratados em dlcool, em vérias dilui¢des (70, 80, 90 e 100%)

para entdo serem diafanizados em xileno e cobertos com Entellan (Merck) e laminula.
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Contracoloragdo pela Técnica de Nissl

Essa coloragdo ¢ feita para marcar os limites dos corpos celulares nas areas de
interesse previamente imunomarcadas para GFAP. Para isso, ¢ usado o cresil violeta, que

marca os nucleos celulares em violeta. As etapas dessa técnica de coloragdo sdo descritos na

Tabela 4. Contracoloragdo com violeta de cresila (Nissl).

Etanol 100% 5

Etanol 95% 3

Agua Destilada -

Agua Destilada -

Etanol 90% 10

Etanol 95% + Acido Acético 3

Etanol 100% + Acido Butilico (1:1) 3

Xileno IT 5

3.9 ESTEREOLOGIA

Para quantificar o nimero de astrocitos foi utilizado o fracionador dptico, um método
estereoldgico sem viés baseado em amostragem aleatoria e sistematica dos objetos de

interesse na regido de CA3. Essa alternativa assegura a estimativa adequada do numero total
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de células a partir do nimero daquelas detectadas em cada caixa de contagem da amostra e da
probabilidade amostral (SCHMITZ e HOF, 2005).

Toda investigacao estereologica ¢ iniciada com a identificacdo dos limites da regido de
interesse. A estimativa de contagem ¢ feita a partir de um software (Stereolnvestigator)
integrado a um microscopio e um hardware que permite o deslocamento da regido de interesse
nos eixos “x”, “y”, “z”. Essa estimativa do niimero e da distribui¢do de células requer que
cada regido tenha a mesma probabilidade de ser incluida na contagem dentro da regido de
interesse. Para isso em todas as secc¢des histologicas analisadas foi realizada a delimitagao das
camadas de interesse com uma objetiva de pequeno aumento, 3.2x em um microscopio Optico
(NIKON, Eclipse 80i) (Nikon, Japan) equipado com uma platina motorizada (MAC200, Ludl
Electronic Products, Hawthorne, NY, USA) seguindo os limites anatdmicos de cada regido.
Em seccdes imunomarcadas para GFAP os limites dos strata oriens, lucidum, pyramidale,
radiatum e lacunosum molecular de CA3 do hipocampo puderam ser facilmente identificados
e delimitados.

Para o inicio da contagem dos objetos de interesse foi usada uma objetiva de maior
aumento 60x. Através do programa computacional, caixas de contagem que podem variar de
tamanho de acordo com o protocolo desejado foram geradas e dispostas de forma sistemética
respeitando as especificacdes definidas pelo experimentador.

A Figura mostra a grade e as caixas de contagem e destaca uma das caixas onde as
linhas vermelhas do bloco correspondem as linhas de exclusdo, ou seja, qualquer célula que
cruze essa linha ndo deve ser contada, enquanto que as linhas verdes correspondem as linhas

de inclusao.

grid area counting frame

counting
e frame height

Figura 9. Representagdo esquematica da distribuicdo das caixas de contagem com as linhas de inclusdo (verdes)

e linhas de exclusdo (vermelhas) nas interse¢des da matriz de contagem. A direita representagao tridimensional
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da caixa de contagem mostrando a altura d da caixa em relagdo a espessura do tecido. Fonte:

www.uhnresearch.ca/wcif.

Devido as variagdes no processamento histologico (microtomia, desidratacdo,
coloragdo, etc.), podemos encontrar variagdes na superficie do corte que podem afetar a
contagem. Para corrigir esse erro, ¢ definida uma zona de guarda, ou seja, a distancia entre o
topo (superficie) da sec¢do e o inicio do bloco de contagem de modo que se possa assegurar
que a contagem se dard numa regido onde as variagcdes impostas a superficie de corte pelo
vibratomo ndo afetem a caixa de contagem.

O soma dos astrécitos foi utilizado como marcador estereologico e a estimativa do
numero total daqueles dentro da regido de interesse foi obtida multiplicando-se o nimero de
objetos dentro de cada bloco pelos valores de probabilidade da amostra. Esses valores
dependem: 1) do numero de sec¢des investigadas comparadas com o nimero total de secgdes
que contém a regido de interesse (“section sampling fraction™); 2) da area dos blocos de
contagem comparada com a area da matriz de contagem (“area sampling fraction”); e 3) a
altura do bloco de contagem comparada com a média da espessura da seccdo apoOs os

procedimentos histologicos (“thickness sampling fraction™).

N =3Q* 1/ssf * 1/asf * 1/tsf

Onde,

N — ntimero total de objetos

>Q — numero de marcadores (astrocitos ou neurdnios) contados

ssf — “section sampling fraction” = sec¢des contadas/total de secgdes
asf — “area sampling fraction” = area bloco/area matriz (X,y)

tsf — “tissue sampling fraction” = altura bloco/espessura da sec¢io
Adotamos os seguintes parametros estereologicos (BONTHIUS et al., 2004):

- Método: Fracionador Optico

- Intervalo de contagem entre as seccoes: 1:6

- Matriz de contagem: variavel de acordo com a camada
- Zona de guarda: 2 um

- Altura do bloco de contagem: 7 um
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A tabela 3 sumaria os parametros estereologicos para contagem nas camadas de CA3.

Tabela 3. Parametros estereologicos para contagem de astrocitos nas camadas de CA3.

Area de interesse a(caixa)(um? A(X,Y)(um? Espessura do bloco(z) Zona de guarda

Lacunosum Molecular  80x80 80x80 7 um 2 um
Radiatum 80x80 80x80 7 pm 2 um
Piramidal 80x80 80x80 7 pm 2 um
Oriens 80x80 80x80 7 pm 2 um

3.10 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica paramétrica para avaliar o grau de significancia dos resultados
empregou-se o teste T de Student e a andlise de variancia ANOVA um critério, Bonferroni a
priori, aceitando-se como significantes as diferencas entre grupos com intervalo de confianca
de 95% (P<0.05).

Entretanto tem-se descrito, particularmente em roedores, um alto nivel de
variabilidade quando se analisa os resultados pelos métodos quantitativos classicos baseados
na média e nos desvios e.g. (CASARRUBEA, SORBERA ¢ CRESCIMANNO, 2008, 2009).
De fato um conjunto crescente de evidéncias sugere que existe variabilidade substancial nas
habilidades cognitivas entre diferentes individuos. Essa variabilidade interindividual pode ser
detectada através da andlise de conglomerados baseados em varidveis discriminantes. A
analise de conglomerados ¢ um tipo de estatistica multivariada que tem sido aplicada a uma
ampla variedade de abordagens experimentais incluindo ensaios comportamentais, sendo
principalmente utilizada quando ndo ha nenhuma hipdtese a priori acerca da ocorréncia de
conglomerados na amostra (BITSIKA, SHARPLEY e ORAPELENG, 2008, CASARRUBEA,
SORBERA e CRESCIMANNO, 2009, HILBORN et al., 2009, LANE et al., 2009). Em
linha com essas evidéncias aplicamos esse procedimento da estatistica multivariada aos
nossos grupos experimentais em busca de possiveis subgrupos com desempenhos distintos

nos testes comportamentais.
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4 RESULTADOS
4.1 ALTERACOES COMPORTAMENTAIS

O reconhecimento de objeto, assim como, sua localizacdo espacial e temporal sdo
fungdes cognitivas associadas a formacao hipocampal que parecem estar comprometidas no
envelhecimento.

Na avaliacdo da memoria de reconhecimento de objetos, os animais do grupo jovem
conseguiram distinguir o objeto novo do objeto familiar no teste de identificagdo da “Forma”
do objeto, uma vez que permaneceu maior porcentagem do tempo explorando o objeto novo
em relagdo ao familiar. Por outro lado, nos animais do grupo senil ndo houve diferenca entre o
tempo de exploracdo do objeto novo e do familiar indicando que esse grupo ndo foi capaz de
distinguir a forma dos objetos .

No teste de reconhecimento da diferenca temporal onde os animais sdo desafiados a
distinguir objetos familiares antigos de objetos familiares recentes, os grupos jovens e senis
conseguiram distinguir temporalmente a sequéncia em que os objetos foram expostos por
apresentaram taxa de exploragdo significativamente maior para o objeto mais antigo (Figura

10).
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Figura 10. Taxa de discriminag@o nos testes isolados para reconhecimento de lugar (Espago), sequéncia temporal
(Tempo) e forma de objetos (Forma). O percentual do tempo de exploragdo nos diferentes objetos de cada teste
reflete a capacidade dos animais jovens em discriminar a forma e a sequéncia temporal enquanto que os senis
somente discriminam a sequéncia temporal em que os objetos sdo apresentados. Ambos 0s grupos apresentam
somente tendéncias para discriminagdo espacial. p = valor de alfa no teste t-Student bicaudal.

Por outro lado, o reconhecimento de localizagao espacial dos objetos (“Espaco’) nao
revelou diferengas significantes sugerindo prejuizo dessa fungdo em ambos os grupos.
Detectou-se em ambos os grupos apenas uma tendéncia para maior exploragdo do objeto
movel. Esse resultado confirma dados anteriores do nosso laboratorio sugerindo que animais
que crescem em ambiente empobrecido t€ém baixo desempenho em testes de reconhecimento
espacial de objetos (DINIZ et al., 2010).

No paradigma do teste de memoria semelhante a episddica onde os componentes de
reconhecimento de forma, tempo e espago podem ser traduzidos por perguntas como “O
QUE?”, “QUANDO?” e “ONDE?”, os camundongos do grupo jovem apresentaram bom
reconhecimento de forma e tempo enquanto que os sujeitos do grupo senil nao reconheceram
as diferencas entre os objetos. Como o teste de memoria episodica apresenta maior
complexidade em relacdo ao aos testes isolados de reconhecimento de objetos, e em
concordancia com os resultados anteriores, os grupos jovem e senil também ndo foram
capazes de distinguir onde estava o objeto que foi apresentado em nova disposicao espacial

(Figura 11).
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Figura 11: Taxa de discriminag@o de objetos no teste de memoria semelhante a episddica em animais jovens e
senis. O percentual do tempo de exploracdo nos objetos ¢ apresentado separadamente para cada componente

relacionado a memoria espacial (onde), temporal (quando) e da forma do objeto (o que). Note que os animais
jovens sdo capazes de discriminar objetos de diferentes formas e objetos antigos de objetos recentes, mas ndo
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objetos deslocados de estacionarios. Por outro lado, o grupo de camundongos senis parece perder a capacidade
discriminativa para os trés componentes da memoria episodica. p = valor de alfa no teste t-Student bicaudal.

4.2 ALTERACOES MORFOLOGICAS E ESTEREOLOGICAS

A imunomarcagdo para GFAP revelou o citoesqueleto dos astrocitos com excelente
resolugdo com boa definicdo dos corpos celulares e das ramificagdes proximais e distais.
Apesar de ndo ter sido feito nenhuma andlise quantitativa, a partir de reconstrugdes
tridimensionais normalmente utilizadas para comparagdes morfométricas, os resultados
qualitativos sugerem que os astrocitos de CA3 dos animais jovens e velhos ndo apresentam

diferencas morfologicas dbvias (Figura 12).
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Figura 12: Fotomicrografias de sec¢des imunomarcadas para GFAP ilustrando o padrdo
morfolégico e a distribuigdo laminar em CA3 de animais dos grupos jovem e senil. As
secgOes escolhidas para ilustracdo provieram de animais com estimativas estereologicas
proximas ao valor médio do grupo. Escala = 50um.

O envelhecimento alterou, entretanto o numero de astrocitos de forma distinta nas
diferentes camadas de CA3 tanto quanto afetou de forma diferencial as estimativas numéricas
das porcoes ventral e dorsal. Em CA3 dorsal pdde ser observada significativa redugdo no
numero de astrocitos nas camadas oriens e lacunoso molecular do grupo senil em comparagao
ao grupo jovem. Por outro lado, a camada piramidal apresentou tendéncia, ainda que sem
significancia estatistica (p=0,07), para astrocitose nos animais senis em comparacdo aos
jovens. Ja na parte ventral de CA3 a hipoplasia astrocitica ocorreu na camada lacunoso

molecular. O estrato radiado nao sofreu alteragdo significativa.
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Figura 13: Média das estimativas do nimero de astrocitos em cada camada da regido CA3 dorsal (A) e Ventral
(B). Notar que ao compararmos 0s grupos experimentais jovens e velhos detectou-se que CA3 dorsal é mais
impactado pelo envelhecimento apresentando significativa redu¢éo no niimero de astrocitos nas camadas oriens e
lacunoso molecular e tendéncia para astrocitose na camada piramidal. O hipocampo ventral dos animais senis em
comparagdo aos jovens apresentou reducdo na populagio de astrocitos limitada a camada lacunoso molecular.

As estimativas do numero total de astrécitos de CA3 (dorsal+ ventral) indicam como
esperado que haja hipoplasia significativa induzida pelo envelhecimento nas camadas oriens e
lacunoso molecular sugerindo que as alteragdes na populagdo de astrécitos afetam de forma
diferenciada as diferentes camadas (Figura 14). Apesar disso, nenhuma diferenca significativa

foi observada em CA3 quando se considerou para comparagao a soma de todas as camadas.
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Figura 14: A estimativa do nimero total de astrocitos na regido de CA3 como um todo ndo revelou significativa

alteracao no numero de astrocitos (p=0,124). Entretanto, as estimativas numéricas médias em cada camada de

CA3 revelaram maior sensibilidade das camadas oriens e lacunoso molecular ao envelhecimento.

Nas tabelas 4,5,6 e 7 sao ilustrados detalhes das estimativas estereoldgicas para o

numero de astrocitos incluindo os valores individuais de cada animal e a média com

respectivos desvios em cada grupo experimental. Note que existe diferenca significativa no

numero total de astrdcitos entre as camadas, independente da idade dos animais. Em todos os

casos o coeficiente de variagdo biologica e metodologico esteve de acordo com estudos

prévios e um indice maior do que 60% revelou que a variabilidade individual respondeu pela

maior parte da variancia da amostra.

Tabela 4: Resultados das estimativas de astrocitos na camada molecular de CA3.

Molecular
Animais Espessura N CE  Animais Espessura N CE
da Sec¢do da Secgdo
(um) (um)
Jovem 1 27.5 65323 0.06  Senil I 29.6 4713.7 0.06
Jovem 7 28.0 6239.0 0.06  Senil 3 29.3 4092.0 0.07
Jovem 4 29.4 6983.3 0.06  Senil 5 27.5 5053.8  0.06
Jovem 5 30.2 6641.9 0.06
Média 28.8 6599.1 0.06 Média 28.8 4619.8 0.06
D.P. 307.4 D.P. 488
cr’ 0.002 6% 0.01
CE’ 0.004 CE’ 0.0048
CE*/CV? 1.93 CE’/CV* 0.43
CVB’ 0.002 CVB® 0.0064
CVB’ (% of CV?) -92.65 64%

CV2=(D.P./Média)2; CVB’=CV*-CE’ (CV, coeficiente de variagdo; CE, coeficiente de erro estimado
(Scheaffer); CVB?, coeficiente de variagdo biologica). N, Numero total de astrocitos estimado pelo
fracionador oOptico; D.P., desvio padrio
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Uma exce¢do a essa regra geral foi detectada no caso da camada molecular dos animais
jovens (Tabela 6) onde CE?/CV*=1.93 nio atendeu a condi¢io CE2/CV2 < 0.5. Nesse caso
em particular, tanto a variacdo metodoldgica quanto a biologica ndo ultrapassaram 7%, caso

em que a regra geral ndo faz sentido nem deve ser aplicada (SLOMIANKA e WEST, 2005).

Tabela 5: Resultados das estimativas de astrocitos no radiatum de CA3.

Radiado
Animais Espessura N CE Animais Espessura N CE
da Sec¢do da Sec¢do
(um) (um)
Jovem 1 26.5 9301.6  0.04 Senil 1 29.3 10608.2  0.04
Jovem 7 27.0 9595.5  0.04 Senil 3 272 71544  0.05
Jovem 4 28.0 11140.1 0.04 Senil 5 26.8 76012 0.05
Jovem 5 29.9 10060.6  0.05
Média 27.8 10024.5 0.04 Média 27.3 8.455  0.05
D.P. 806.738 D.P. 1878.4
cr’ 0.01 cr’ 0.05
CF’ 0.002 CF’ 0.002
CE’/CV? 0.32 CE’/CV? 0.05
CVB’ 0.004 CVB’ 0.046
CVB’ (% of CV) 67.53 CVB’ (% of CV°) 93.8%

CV’=(D.P./Média)’ ; CVB’=CV’-CE’ (CV, coeficiente de variagdo; CE, coeficiente de erro estimado
(Scheaffer); CVB?, coeficiente de variagio biologica). N, Numero total de astrocitos estimado pelo fracionador
optico; D.P., desvio padrio.

Tabela 6: Resultados das estimativas de astrocitos na piramidal de CA3

Piramidal
Animais Espessura N CE Animais Espessura N CE
da Secgdo da Secgdo
(um) (um)
Jovem 1 25.1 27549  0.06 Senil 1 28.5 5876.3  0.05
Jovem 7 25.9 27475  0.06 Senil 3 27.7 3811.6  0.06
Jovem 4 27.9 3660.4 0.08 Senil 5 26.3 31258  0.06
Jovem 5 28.6 30247  0.06
Média 26.9 3046.9 0.07 Meédia 26.9 42712 0.06
D.P. 428.8 D.P. 1.432
cr’ 0.02 0% 0.11
CF’ 0.005 CF’ 0.0040
CE’/CV? 0.25 CE’/CV? 0.04
CVB’ 0.0148 CVB’ 0.1083
CVB’ (% of CV?) 74.86% CVB’ (% of CV?) 98.45%

CV2=(D.P./Média)2; CVB*=CV°-CE* (CV, coeficiente de variagdo; CE, coeficiente de erro estimado
(Scheaffer); CVB?, coeficiente de variagdo biologica). N, Numero total de astrocitos estimado pelo fracionador
optico; D.P., desvio padrao
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Tabela 7: Resultados das estimativas de astrocitos no oriens em CA3.

Oriens
Animais Espessura N CE Animais Espessura N CE
da Sec¢do da Sec¢do
(um) (um)
Jovem | 26.3 8474.0 0.04 Senil 1 29.2 7763.7 0.04
Jovem 7 28.4 8112.5 0.05 Senil 3 29.5 66159 0.04
Jovem 4 31.5 11043.6  0.04 Senil 5 27.2 6246.9 0.05
Jovem 5 30.3 10124.7 0.04
Média 29.1 9438.7  0.04 Média 28.2 6.87  0.05
D.P. 1382.7 D.P. 791.07
v’ 0.02 cv’ 0.013
CF’ 0.0023 CE’ 0.002
CE’/CV? 0.11 CE’/CV? 0.20
CVB’ 0.0192 CVB’ 0.0106
CVB’ (% of CV?) 89.43% CVB’ (% of CV?) 79.5%

CVZZ(D.P./Média)2 ; CVB*=CV’-CE? (CV, coeficiente de variacdo; CE, coeficiente de erro
estimado (Scheaffer); CVB?, coeficiente de variagdo biologica). N, Numero total de neurdnios
estimado pelo fracionador optico; D.P., desvio padrdo

Para saber se ocorreram mudangas relativas na distribui¢ao laminar de astrocitos nos
animais senis foi calculado o percentual de astrocitos em cada camada de CA3 em fungdo da
estimativa total. Para cada estimativa individual multiplicava-se por 100 o namero de
astrocitos na camada escolhida e dividia-se o produto pelo numero total de astrocitos em CA3
daquele individuo obtendo-se o percentual relativo de astrécitos em cada camada.

O percentual do numero total de astrdcitos localizados da camada piramidal do grupo
senil foi significativamente maior do que o do grupo jovem em CA3 dorsal e ventral enquanto
que no estrato lacunoso molecular de CA3 dorsal o envelhecimento reduziu essa proporcao.
Em CA3 como um todo, houve significativa redugdo na distribuicao de astrdcitos presentes no

estrato oriens dos animais senis.
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Figura 15: Alterag¢des induzidas pelo envelhecimento na distribuicdo laminar dos astrocitos de CA3 podem ser
avaliadas pelo aumento na proporcao relativa do nimero de astrdcitos na camada piramidal de CA3 dorsal (A)
e ventral (B) e pela reducdo do nimero daqueles no lacunoso molecular de CA3 dorsal (A). Como um todo,
CA3 apresentou significativa reorganizagdo na distribui¢ao laminar de astrécitos em fun¢do da idade com os
animais senis apresentando significativa redugdo no percentual daqueles localizados na camada oriens mas
apenas uma tendéncia (aumento ndo significativo) na camada piramidal (C).

Como nenhuma diferenca significativa (teste T bi-caudal p > 0,05) foi detectada nos
valores médios do volume laminar quando se comparou animais jovens e velhos, concluiu-se
que o numero de astrocitos em CA3 ¢ afetado diretamente pelo envelhecimento.

A estatistica multivariada (andlise de conglomerados e anélise discriminante), utilizando
os diferentes parametros mensurados revelou clara distingdo entre os grupos experimentais.
Ou seja, o grupo senil e o jovem s3o separados em quadrantes distintos pela andlise
discriminante empregando como varidveis as estimativas estereoldogicas da distribuigao
laminar ¢ o tempo relativo de exploragdo do objeto novo no teste de reconhecimento de
objetos e isso € confirmado pela anélise de conglomerados (Figura 14 A e B). Por outro lado o
teste para averiguar a presenca de correlagdo linear (Pearson) revelou que as estimativas do
nimero de astrocitos na camada piramidal de CA3 estdo inversamente relacionadas ao
desempenho no teste de reconhecimento de forma. Ou seja, quanto maior o numero de

astrocitos na camada piramidal menor a discrimina¢ao da forma de objetos (Figura 14 C).
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Figura 16: Analise multivariada e correlagdo de Pearson associando as estimativas do niimero de astrocitos na
regido de CA3 e o indice de discriminagdo da forma de objetos. A analise discriminante realizada com as
estimativas estereologicas laminares de CA3 e o tempo relativo de exploragdo do objeto novo no teste de
reconhecimento de objetos, separa claramente os individuos do grupo senil (circulos vermelhos) daqueles do
grupo jovem (circulos azuis) (A). O mesmo resultado pode ser observado, utilizando-se as mesmas varidveis,
quando aplicado o método de formacao de conglomerados(B). Parece também existir correlacdo inversa no teste
de Pearson entre o numero de astrocitos na camada piramidal de CA3 ¢ a capacidade de discriminar a forma de
objetos, sendo o grupo senil menos eficiente nessa tarefa e apresentando maior numero de astrocitos(C).
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5 DISCUSSAO

No presente trabalho investigamos o impacto do envelhecimento sobre o desempenho
em testes de memoria comparando as performances de camundongos fémeas jovens e idosas
da linhagem C57/Bl6. Além disso, estimamos o nimero total e a distribuicdo laminar dos
astrocitos em CA3 investigando possiveis correlagdes com o desempenho nos testes
cognitivos para reconhecimento da forma, da posi¢ao relativa e do momento em que objetos
selecionados foram expostos aos sujeitos. Os resultados tanto nos testes comportamentais
isolados quanto integrados (memdria episddica) revelaram que o envelhecimento compromete
o reconhecimento da forma, do lugar e do momento em que objetos selecionados sdo
apresentados aos sujeitos, inviabilizando as respostas as trés perguntas dos testes
comportamentais: O qué? Onde e Quando? As andlises estereologicas revelaram que o
envelhecimento afetou a distribui¢do laminar com aumento na proporcdo relativa do numero
de astrocitos na camada piramidal de CA3 dorsal e ventral e redu¢do do nimero daqueles no
lacunoso molecular de CA3 dorsal. O nimero total de astrocitos em consequéncia apresentou
significativa reorganiza¢do na distribuicdo laminar em fun¢do da idade com os animais senis
apresentando redu¢do no percentual daqueles localizados na camada oriens. Finalmente os
estudos de correlacdo linear entre as estimativas do numero dos astrocitos da camada
piramidal e os testes comportamentais demonstraram correlagdo inversa: quanto mais

astrocitos naquela camada menor o desempenho.

5.1 Declinio Cognitivo Senil, Plasticidade Sindptica e Distribui¢do Laminar dos

Astrocitos em CA3

Nos testes de reconhecimento de objeto, de lugar e de tempo do presente trabalho
encontramos incapacidade dos animais senis em reconhecer a identidade do objeto, o lugar e o
tempo. Esses resultados coincidem com resultados anteriores (HOUSER et al 2002) que ao
compararem ratos jovens de 6 meses e senis de 20 meses em testes de memoria temporal e de
objetos demonstraram que os animais senis perdem a capacidade de discriminar os objetos
novos dos familiares, enquanto que os animais jovens notadamente preferiam os objetos
novos.

Por outro lado, tarefas hipocampo-dependentes como aquelas relacionadas a

lembranga da posi¢do relativa dos objetos no espaco e.g. (o labirinto aquatico de Morris) tem
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sido associadas com ensaios eletrofisiologicos de animais senis centrados no estudo das
propriedades da potenciacdo de longo prazo (LTP) e da depressdo de longo prazo (LTD).
Esses estudos revelaram que a senescéncia afeta algumas das suas propriedades como o limiar
para sua ocorréncia nos animais com declinio cognitivo, permanecendo entretanto inalteradas
nos animais cognitivamente integros (BACH et al., 1999, TOMBAUGH et al., 2002,
FOSTER e KUMAR, 2007). Em linha com esses resultados tem sido constatado amplamente
a partir de testes comportamentais que a variabilidade individual ¢ significativa tendo sido
encontrado animais senis com e sem disturbios no aprendizado espacial (ROSENZWEIG e
BARNES, 2003).

A contribui¢do potencial dos astrocitos nesses processos ¢ prontamente reconhecida
pela sua participagdo na sinapse tripartite € por conta do fato de que eles respondem a
atividade neuronal e aos neurotransmissores através da ativacao de receptores metabotropicos,
podendo liberar gliotransmissores como o ATP, d-serina e glutamato que por sua vez agem
em neurénios (HALASSA e HAYDON, 2010). O ATP derivado dos astrocitos modula a
transmissao sindptica diretamente ou através de seu produto metabdlico a adenosina enquanto
que a d-serina modula a fungdo do receptor do NMDA (HALASSA e HAYDON, 2010).
Paralelamente tem sido demonstrado que os distarbios da homeostase do calcio durante o
envelhecimento alteram a excitabilidade celular e a plasticidade sinaptica, contribuindo para o
declinio cognitivo dos animais senis (THIBAULT, GANT e LANDFIELD, 2007, KUMAR,
BODHINATHAN e FOSTER, 2009). Como os astrécitos contribuem diretamente para a
regulacdo da excitabilidade celular através do glutamato e de correntes de calcio (SIMARD e
NEDERGAARD, 2004) além de contribuir como o terceiro elemento da sinapse modulando a
sua atividade e que o numero de astrocitos dentro da regido de CA3 do hipocampo estd
alterado nos animais velhos nds sugerimos que essa alteragdo pode estar contribuindo para os
déficits cognitivos detectados no presente trabalho nos animais senis.

Em linha com esses achados estudos de lesao e sua correlagdo com a formacao de
memoria de objeto, lugar e tempo de forma integrada (memoria semelhante a episodica)
revelaram que sua preservagdo depende da integridade funcional do hipocampo podendo ser
seletivamente comprometida por lesdes seletivas de CA3 ou por infusdo de antagonistas de
NMDA ou AMPA (DAUMAS, HALLEY e LASSALLE, 2004, EACOTT ¢ NORMAN,
2004). Coerentemente (GILBERT e KESNER, 2003), ao submeterem ratos a uma lesdao
especifica em CA3 reproduziram déficits cognitivos semelhantes aos descritos no presente
trabalho. Resultados prévios (KESNER e WARTHEN, 2010) dao suporte adicional a essa

interpretagdo ao realizar um estudo onde bloquearam os receptores de NMDA aplicando o
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AP5 (um bloqueador farmacolégico de NMDA) ou os receptores opidides de CA3 com
naloxano. Os animais que receberam a aplicacdo do APS5 apresentaram déficit de memoria
espacial de curta duragdo enquanto que os animais que receberam naloxano tiveram baixo
desempenho na tarefa de completamento visuo-espacial em comparagdo com os animais
controle.

Assim, quando comparamos os resultados dos testes em animais com lesdo na regido
de CA3 com os testes dos animais senis do presente trabalho, podemos perceber semelhangas
quanto a perda da capacidade de memoria de objeto, lugar e tempo. Com esses dados em
mente e tendo sido detectado comprometimento da memoria nos testes comportamentais €
razoavel supor que a regido de CA3 ¢ um dos alvos afetados por mudancas estruturais e

funcionais associadas ao declinio cognitivo do envelhecimento.

5.2 Andlise Estereoldgica dos Astrocitos em CA3

A quantidade de investigacdes que utilizaram métodos estereologicos aplicadas a CA3
em associacao a testes comportamentais semelhantes as do presente estudo ¢ escassa o que
dificulta a analise comparativa dos resultados. E importante, entretanto realgar que outros
estudos realizados em CAl e no giro denteado com bases em andlises estereoldgicas
demonstraram um aumento na distribui¢ao laminar de astrécitos naquelas regidoes (MOUTON,
2002) e em particular na camada polimérfica e molecular do giro denteado do camundongo
suico albino (DINIZ, 2010). Tomando esses achados como referéncia e os do presente
trabalho em CA3, sugerimos que os astrocitos de CA3 podem ser afetados de forma distinta
pelo envelhecimento quando comparado aos astrdcitos daquelas regidies.

Outros estudos realizados com animais da mesma linhagem dos utilizados no presente
trabalho mas em outras regides, parecem conflitantes entre si. Por exemplo (LONG et al.,
1998) ndo encontram diferenca significativa na quantidade de astrdcitos no giro denteado e
em CAl ao comparar animais jovens (4-6 meses), adultos jovens (13-14 meses) e senis (27-
28 meses). Em contrapartida demonstrou-se em outro estudo utilizando camundongos
SAMPS8 com envelhecimento acelerado (WU, ZHANG e YEW, 2005) haver um aumento na
quantidade de astrocitos GFAP imunoreativos em todas as regides do hipocampo, nio se
encontrando entretanto diferencas numéricas com outros imunomarcadores para astocitos
(GS-positive astrocytes e S100 beta). Nesse trabalho a estimativa média da densidade de
astrocitos/mm’ em CA3 nos animais de 16 meses foi de cerca de 50.000/mm’ enquanto que

nos de trés meses foi de 35.000/mm’. Como os achados estereoldgicos do presente trabalho
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revelaram que as estimativas do nimero de astrocitos em CA3 nos animais velhos foram
significativamente menores do que aquelas dos animais jovens e essas diferengas foram
associadas a um expressivo declinio cognitivo nos testes de memoria resta investigar a fonte
do conflito desses resultados. E importante realcar, entretanto, que a densidade de objetos de
interesse em qualquer regido do SNC ¢ afetada diretamente pelo grau de fixa¢do e de
desidratacdo do tecido. Como o grau de retragdo tecidual apos a fixagdo, parece ser diferente
em animais jovens e velhos, a comparagao direta dos resultados expressos em densidade com
os do presente trabalho ndo tem sentido.

Um outro trabalho recente que merece destaque investigou diferencas regionais e
laminares na distribuicdo de perfis antigénicos e na distribui¢do espacial de astrocitos no
hipocampo murino da variedade C57BL/6J de dois e 10 meses de idade encontrando que a
regido dorsal do corno de Ammon apresentou aos 10 meses um numero maior de astrocitos
quando comparado aos animais de dois meses. Por outro lado, o niimero de astrécitos no
stratum oriens do corno de Ammon mostrou significante declinio nos animais de 10 meses. A
despeito dessas diferencas regionais ndo houve diferenca significativa no namero total de
astrocitos entre os camundongos jovens e velhos (JINNO, 2011). Dado que as idades de
ambos os grupos (jovem e velho) sdo muito diferentes daquelas do presente trabalho, torna-se
dificil a comparacdo direta dos resultados.

Assim, permanece por ser investigado se ou ndo tais contradigdes sdo consequéncia da
utilizacdo de metodologias diferentes, da utilizagdo de linhagens e idades diferentes dos

animais utilizados, ou das trés possibilidades combinadas em maior ou menor grau.

5.3 Hormonios Sexuais e Astrocitos Hipocampais

Em anos recentes tem ficado evidente que os hormonios ovarianos, tais como, 0s
estrogenos e a progesterona, modulam regides do cérebro envolvidas com aprendizado e
memoria (MCEWEN et al., 1997, WOOLLEY, 1998) e que a perda do ciclo hormonal na
meia idade tem sido associada a perda de memoria e.g. (MARKOWSKA, 1999, SHERWIN,
1999). Além disso tem sido demonstrado que fémeas e machos mostram vigorosas diferengas
no declinio cognitivo associado ao envelhecimento principalmente em habilidades visuo-
espaciais (MARTIN, WITTERT e BURNS, 2007) sendo as fémeas mais suscetiveis aos
efeitos cognitivos deletérios da apolipoproteina E4 (apoE4), um dos fatores de risco para a

doenca de Alzheimer (MORTENSEN e HOGH, 2001).
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Em consonancia, estudos prévios acerca dos efeitos de terapia hormonal de
substituicdo empregando estrogenos e raloxifeno (um modulador que se liga seletivamente a
receptores o ¢ B de estrogenos) em camundongos fémeas ovariectomizadas, revelaram que
essas drogas reduziram de forma significativa o nimero de astrécitos em CAl e no giro
denteado quando comparadas ao grupo controle (LEI et al., 2003). Nenhuma informacgao
entretanto foi disponibilizada para CA3 nesses ensaios tornando dificil a compara¢do com o
presente trabalho. De qualquer modo, considerando que as fémeas empregadas no presente
trabalho tinham 20 meses de idade, e que a perda do ciclo estral se inicia em camundongos
entre os 13 e 14 meses e se encerra entre os 24 e 25 meses (NELSON et al., 1995) e que ndo
foram feitas dosagens para antecipar os niveis hormonais vigentes a época dos testes, ¢ dificil
assegurar se as fémeas idosas mantinham ou nao seus ciclos estrais. De qualquer modo tem
sido demonstrado em ratas jovens que os ciclos estrais tém influéncia negligivel sobre a
memoria de reconhecimento de objeto, lugar e tempo (FRYE, 1995, WARREN e JURASKA,
1997). Além disso, uma vez que camundongos fémeas mantidas em cativeiro na mesma
gaiola tendem a sincronizar seus ciclos estrais (SCHRADIN, KINAHAN e PILLAY, 2009), ¢
razoavel supor que a €época dos testes comportamentais e do sacrificio, se todas tivessem
preservado seus ciclos estrais, elas estariam no mesmo periodo do ciclo. Essas consideragdes
tomadas em conjunto sugerem que ndo ha como explicar nossos resultados a partir dos efeitos

isolados de hormonios sexuais possivelmente diminuidos nas fémeas velhas.

5.4 Limitagoes Técnicas ndo Estereologicas

Um dos alvos do presente trabalho foi estimar o nimero de astrdcitos dentro de um
determinado volume de tecido equivalente as camadas de CA3 afetadas pelo envelhecimento
usando investigacao estereologica sem viés.

Seguindo esses principios, existem dois métodos estereologicos: o fracionador Optico
ja descrito e o método que estima o numero total de células multiplicando a densidade média
de células pelo volume da regido de interesse (SCHMITZ e HOF, 2000). Em estudo recente,
entretanto, ficou evidente que as estimativas do numero total de objetos de interesse obtidas a
partir do fracionador 6ptico, sao 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 e HOF, 2000). Além disso, avaliou-se igualmente varias maneiras de se estimar o

erro em amostras simuladas por computador de modo a encontrar uma maneira de calcular o



56

coeficiente de erro que mais se aproximasse do erro verdadeiro. Comparando o coeficiente de
erro verdadeiro para grandes amostras simuladas por computagdo, com o calculado por
diferentes métodos, encontrou-se que o coeficiente de Scheaffer € o que mais se aproxima do
erro verdadeiro (GLASER e WILSON, 1998).

Por conta do fato de que o coeficiente de erro de Scheaffer representa a variagao devida a
incerteza metodologica intrinseca, ¢ esperado e desejavel que ele sempre contribua menos
para a variagdo total do que a variagdo bioldgica. Isso ¢ alcangado respeitando a relagdo:
CE?*/CV?<0.5, onde CE ¢é o coeficiente de erro devido a incerteza metodologica intrinseca e
CV = Desvio Padrio / Média. No presente trabalho a relagio CE*/CV? esteve sempre abaixo
de 0.5, minimizando a probabilidade de erros procedimentais durante as contagens
(SLOMIANKA e WEST, 2005). Tal como mencionado antes uma excecao a essa regra geral
foi detectada no caso da camada molecular dos animais jovens (Tabela 6) onde CE*/CV?
=1.93 ndo atendeu a condicdo CE2/CV2 < 0.5. Nesse caso em particular, tanto a variacao
metodologica quanto a bioldgica ndo ultrapassaram 7%, caso em que a regra geral ndo faz
sentido nem deve ser aplicada (SLOMIANKA e WEST, 2005).

A outra maneira que se empregou para se avaliar os erros relacionados a escolha da matriz
amostral foi o célculo da variagdo bioldgica definida como: CVB? = CV? — CE? (onde CE,
coeficiente de erro; CV coeficiente de variacdo; CVB, coeficiente de variagdo biologica)
expresso em valor percentual do coeficiente de variagdo. Considera-se que o coeficiente de
erro ¢ adequado sempre que ele contribui menos do que a variagdo bioldgica para o
coeficiente global de variacao.

Entretanto, mesmo com todos esses cuidados, a incerteza nas estimativas ainda
permanece € ¢ decorrente de outras fontes de erro como aqueles introduzidos pelos pré-
supostos do observador acerca dos grupos experimentais, pelas alteragdes induzidas nas
secgoes 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 sec¢do.

Corroborando essa ultima afirmagdo tem sido encontrado um numero expressivo de
trabalhos com diferengas significativas entre as estimativas estereoldgicas no hipocampo de
roedores. A Tabela 8 ilustra um exemplo de tais resultados para o nimero de neurdnios de

CA3 do hipocampo de ratos Wistar.
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Tabela 8: Resultados Comparativos de Estimativas Estereologicas do Numero de Neurdnios

em CA3 do hipocampo de Ratos Wistar

Referéncia Numero Total de Idade pos natal Método
Neuronios (em dias) Estereologico

Rasmussen et al., 360000 75 Fracionador Optico

1996

Xavier et al., 1999 360000 * Fracionador Optico

por Volume

West et al., 1991 250400 * Fracionador Optico

Hosseini-Sharifabad 188000 60 Dissetor Optico

and Nyengaard,

2007

Partadiredja and 212500 62 Dissetor Fisico

Bedi

Miki et al., 2005 149600 30 Dissetor Fisico

(CA2+CA3)

Andrade et al., 1995 140000 180 Dissetor Fisico

* Nao informado no artigo.

Seria as diferencas encontradas entre as estimativas ilustradas na tabela 10
consequéncia de diferentes metodologias? Simples variagdo biologica? Ou ambigiiidade na

defini¢do da regido e dos objetos de interesse?

Da mesma forma que para CA3, o giro denteado do rato tem sido objeto de estudos
estereologicos e diferengas importantes nas estimativas tem sido igualmente detectadas e.g.
(NISHIMURA et al., 1995, PILEGAARD e LADEFOGED, 1996, GRADY et al., 2003).
Esses resultados contraditorios, tal como indicado anteriormente podem resultar de diferencas
nas metodologias aplicadas, de variagdes nos procedimentos histoldgicos, de protocolos de
estereologia diferentes e de ambiguidades na definicdo dos objetos e das areas de interesse
(WEST, 1999, MANDARIM-DE-LACERDA, 2003, SCHMITZ e HOF, 2005). No caso
especifico da tabela 10, o elemento comum entre os diferentes trabalhos é a adog¢ao da técnica
de Nissl, uma técnica de coloragdo que cora indistintamente neurdnios e glias, propiciando

ambigiiidade na defini¢do dos objetos de interesse.
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Infelizmente, os estudos estereoldgicos dedicados aos astrocitos de CA3 do
camundongo sdo muito limitados para permitir um ensaio comparativo. De fato, apenas
quatro trabalhos dedicados a CA3 empregam metodologias sem viés baseadas em
procedimentos estereologicos para estimar o numero de astrécitos no hipocampo de
camundongos velhos (LONG et al., 1998, MOUTON et al., 2002, LEI et al., 2003, JINNO,
2011). Exceto pelo trabalho de (JINNO, 2011) que se limita a investigar camundongos de 3 e
10 meses, esses trabalhos fazem estimativas do numero total de astrocitos de CAl e CA3
como um todo, ndo se detendo na andlise laminar detalhada, o que torna dificil sua
compara¢do com os resultados do presente trabalho. De qualquer modo, para reduzir as
possiveis fontes de erro, todos os dados do presente trabalho foram obtidos com o mesmo
protocolo de processamento histologico (perfusdo, imunomarcacdo, desidratacao,
contracoloragdo e diafanizagdo) adotando o mesmo método estereologico, hardware e
software. Para detectar possiveis variagdes no critério de identificagdo dos objetos de
interesse, empregou-se um Unico tipo de anticorpo monoclonal para GFAP e realizou-se
procedimentos de verificagdo dos resultados de contagem repetindo eventualmente a
avaliacdo de uma mesma regido por diferentes investigadores. Como resultado desses
procedimentos as fontes ndo bioldgicas de variagdo foram minimizadas. Ver tabelas 6 a 9 para
detalhes e para analise dessas questdes consultar (MOUTON et al., 2002, SLOMIANKA e
WEST, 2005).
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6 CONSIDERACOES FINAIS E CONCLUSAO

Eram objetivos especificos do presente trabalho:
- Comparar as performances nos testes de memoria espacial e de identidade de

objetos entre os dois grupos.

- Estimar o nimero total e a distribuicdo laminar de astrocitos na regido de CA3

do hipocampo de camundongos da linhagem C57/Bl6 de 6 e 20 meses.

- Testar a hipdtese de possiveis relagdes entre declinio cognitivo associado ao

envelhecimento, o numero ¢ a distribui¢do laminar de astrocitos em CA3.

Todos os objetivos delineados para a presente dissertagdo foram alcancados

permitindo as seguintes conclusoes:

1) O envelhecimento estd associado a incapacidade de responder a trés das
perguntas essenciais envolvendo o reconhecimento de objetos nas quais o
hipocampo esta envolvido o qué?, onde? e quando? enquanto que apenas a
localizagdo espacial esta comprometida nos animais jovens

2) O envelhecimento altera a distribui¢do laminar dos astrocitos de CA3
reduzindo o seu nimero de forma seletiva.

3) O envelhecimento altera a capacidade de discriminar a forma dos objetos
estabelecendo correlagdo inversa no teste de Pearson entre o numero de
astrocitos na camada piramidal de CA3 e a capacidade de discriminar a
forma de objetos, sendo o grupo senil menos eficiente nessa tarefa e

apresentando maior numero de astrocitos.
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