UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
INSTITUTO DE CIENCIAS DA SAUDE
FACULDADE DE MEDICINA

ALTERACAO MASTIGATORIA, AMBIENTE ENRIQUECIDO E
ENVELHECIMENTO: ESTUDOS ESTEREOLOGICOS DE CA1 DO
HIPOCAMPO DO CAMUNDONGO SUICO ALBINO

ANDRE PINHEIRO GURGEL FELICIO
FABIOLA DE CARVALHO CHAVES DE SIQUEIRA MENDES

Belém — PA
2011



ANDRE PINHEIRO GURGEL FELICIO
FABIOLA DE CARVALHO CHAVES DE SIQUEIRA MENDES

ALTERACAO MASTIGATORIA, AMBIENTE ENRIQUECIDO E
ENVELHECIMENTO: ESTUDOS ESTEREOLOGICOS DE CA1 DO
HIPOCAMPO DO CAMUNDONGO SUICO ALBINO

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado
para obtencdo do grau em Medicina pela
Universidade Federal do Pard. Orientadora:
Prof* Dr* Marcia Consentino Kronka
Sosthenes.

Belém — PA
2011



, ANDRE PINHEIRO GURGEL FELICIO
FABIOLA DE CARVALHO CHAVES DE SIQUEIRA MENDES

ALTERACAO MASTIGATORIA, AMBIENTE ENRIQUECIDO E
ENVELHECIMENTO: ESTUDOS ESTEREOLQGICOS DE CA1 DO HIPOCAMPO
DO CAMUNDONGO SUICO ALBINO

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado para obtenciao do grau em Medicina
pela Universidade Federal do Para.

Banca examinadora:

Orientador

Nome / Institui¢do

Nome / Institui¢do

Aprovado em:  / /
Conceito:

Belém — PA
2011



Santa Teresa de Calcuta certa vez disse: “vocé jamais deve passar pela vida de
alguém sem procurar fazer o seu maximo para que a vida dessa pessoa seja melhor”. Por isso,
dedico esse trabalho aos que fizeram toda a diferenca em minha vida.

Aos meus pais, que me proporcionaram a oportunidade da vida e que, mesmo com
nossas diferencas, nunca deixaram de me apoiar ¢ de me propiciar as condigdes necessarias
para que eu pudesse viver esse momento.

A senhorita Alzira Freitas (cujo exemplo de moral e dignidade, fizeram de mim
alguém um pouco melhor) e a Prof' Dr* Marcia Sosthenes (com quem muito aprendi a
respeito do fabuloso mundo chamado ciéncia).

E por fim, ndo poderia deixar de citar nessa dedicatéria as médicas (preceptoras e
residentes - 2011) da Enfermaria de Doengas Infecciosas e Parasitarias do Hospital
Universitario Jodo de Barros Barreto, com quem muito aprendi e cuja dedicagdo e carinho

para com os pacientes, fizeram-me redescobrir a beleza do “ser médico”.

André Pinheiro Gurgel Felicio

Como simbolo do cumprimento de uma etapa tdo importante em minha vida, dedico
este trabalho aos meus avos (in memorian), cujos solidos principios legados permitiram-me
chegar até aqui e a prosseguir em minha caminhada.

Aos meus amados pais e irmdo, sempre presentes. Meus alicerces e referéncias de
pessoas de bem. A minha mie, em especial, pela compreensdo, cuidado e companhia
incondicional em horas de trabalho nas madrugadas.

A querida Nina, amiga-irmi, que muito me ensinou. Juntas trabalhamos em prol dos
mesmos sonhos.

A minha inesquecivel orientadora, Prof* Marcia, pelo carinho, presenca e

contribui¢cdo marcantes em minha vida académica.

Fabiola de Carvalho Chaves de Siqueira Mendes



AGRADECIMENTOS

Agradecemos inicialmente a Deus, agente responsavel por nossa existéncia e por todo
o infinito e infinitésimo do universo. Nossas forcas traduzidas em nossa fé permitiram-nos

seguir em nossa caminhada com resiliéncia.

Em segundo lugar, gostariamos de dizer obrigado aos nossos pais, Norma e Siqueira
Mendes, Socorro e Otavio Felicio, instrumentos dos designios de Deus para que isso tudo

fosse possivel.

Lembramos também dos nossos demais familiares, personagens importantes no
decorrer dessa historia, sem os quais certamente nosso caminho teria sido percorrido de

maneira mais ardua ao longo dos ultimos seis anos.

Shakespeare certa vez disse que os amigos sdo a familia que nos ¢ permitido escolher.
Por isso, aqueles que nos honram com a sua amizade, sintam-se todos abracados e recebam

junto com os acima citados o nosso efusivo agradecimento.

O nosso obrigado a todos os membros do LNI que fizeram, fazem e continuardo a
fazer parte de nossa historia, em especial aos nossos companheiros ¢ amigos do grupo
“MASTIGATORIO”, os quais junto conosco trabalharam para ao final termos uma histéria

para contar na comunidade cientifica.

Por fim, porem ndo menos importante, o nosso singular agradecimento a Msc Marina
Almeida, a nossa orientadora Prof* Dr* Marcia Sosthenes € ao Prof Dr. Cristovam Diniz,
pessoas que muito nos ensinaram e que sem os quais ndo teriamos conseguido chegar até

aqui.



“Um pouco de ciéncia nos afasta de
Deus. Muito, nos aproxima”.

Louis Pasteur



RESUMO

Para investigar possiveis influéncias do ambiente enriquecido nas mudangas da distribuicao
laminar dos astrécitos em CAl induzidas por um regime de mastigacdo reduzida, fémeas
adultas de camundongos Suicos albinos foram alimentadas com dieta em pd (soft diet - SD)
ou em pellet (hard diet - HD) e mantidas em condi¢cdes ambientais empobrecidas ou
enriquecidas. Apds 6, 12 ou 18 meses, secgdes histologicas foram obtidas e imunomarcadas
para a proteina acida fibrilar glial (GFAP) para identificar os astrocitos, sendo seu nimero
estimado por método estereoldgico através do fracionador Optico utilizando ensaio cego. De
posse das estimativas da distibui¢do laminar dos astrécitos em CAl nos diferentes grupos
experimentais, empregou-se a analise de varidncia de dois critérios para estimar a
contribuicdo de cada varidvel (ambiente e idade) para as mudangas. Os resultados revelaram
influéncias aditivas dessas variaveis com contribuigdes laminares distintas para cada uma
delas. Realmente, com exceg¢do do stratum pyramidale, onde o ambiente enriquecido parece
aumentar o efeito da idade e da mastigacdo reduzindo o nimero de astrocitos, em todas as
outras camadas o ambiente enriquecido parece atuar na dire¢do contraria dos efeitos
produzidos pela mastigacdo e envelhecimento. Assim, encontrou-se efeitos diferencias
promovidos pela idade, condicdo mastigatoria e ambiente sobre a distribuicdo laminar dos
astrocitos de CAl e nos sugerimos a ocorréncia de pelo menos dois perfis astrociticos
distintos associados a esses eventos. Os mecanismos moleculares possivelmente associados a

esses efeitos diferenciais permanecem por ser investigados.

Palavras — chave: alteracdo mastigacdo, ambiente enriquecido, envelhecimento, astrécitos,

fracionador optico.



ABSTRACT

To investigate possible influences of enriched environment on the changes of CA1 astrocytic
laminar distribution induced by reduced mastication, female albino Swiss mice fed with soft
diet (SD) or hard diet (HD) were housed from weaning either in impoverished conditions or
in enriched conditions. After 6, 12 and 18 months brain hippocampal sections from both HD
and SD animals were immunolabeled for glial fibrillary acid protein to identify astrocytes and
a blind optical fractionator’s analysis was applied to assess possible changes in the laminar
distribution. SD as compared to HD stereological estimations revealed that the laminar
distribution of astrocytes in CA1 was differentially affected by reduced mastication and aging
and these variables seem to produce addictive effects. Apart from stratum pyramydale where
enriched environment seem to increase aging and masticatory effects of reduction in the
number of astrocytes, in all other layers enriched environment seems to counteract the impact
of masticatory deprivation and aging. Thus, differential effects on CAl astrocytic laminar
distribution were found as a function of masticatory deprivation, age and environment
suggesting that at least two different profiles of astrocytes may be contributing to these
events. Possible molecular mechanisms associated to these differences remain to be

investigated.

Key-words: masticatory deprivation, enriched environment, aging, astrocytes, optical
fractionators.
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Figura 1 - Circuito tri-sinaptico simplificado do hipocampo. Corno de Amon 1,
2,3 ¢4 (CAl, CA2, CA3, CA4). O giro denteado recebe as projecdes do cortex

entorrinal através da via perfurante (1" sinapse) e projeta através dos axonios das

a

células granulares para CA3 (2" sinapse). Este Gltimo projeta para CAl (3
sinapse) através dos axoOnios das células piramidais. Fonte: www.uni-
leipzig.de/.../graphic_hippo_farbig.html.

Figura 2 - Alojamento dos animais em ambiente padrao. A - Grupo Hard Diet .
B - Grupo Soft Diet com recipiente de aco inoxidéavel para ragdo farelada (sua
tampa apresenta o centro perfurado em forma circular, dando acesso ao farelo e
deslocavel, cedendo em direcdo ao fundo do pote a medida que a ragdo era
consumida).

Figura 3 - Alojamento dos animais em ambiente enriquecido. O ambiente era
modificado semanalmente a partir da alteracdo no posicionamento dos objetos ou
mesmo troca destes.

Figura 4 - Contornos ilustrando a disposi¢@o e as dimensoes relativas das caixas
de contagem (quadrados). As arestas verdes das caixas de contagem ilustram os
planos permitidos e as representadas em vermelhas, os planos proibidos. Neste
caso, a largura e o comprimento da caixa equivalem a 80um e o espagamento
entre elas ¢ igual 80um. A profundidade da caixa escolhida para esta estimativa
foi de 7um . A: Stratum lacunosum-moleculare de CAl. B: Stratum radiatum
de CAl. C: Stratum pyramidale de CAl. D: Stratum oriens de CAl.

Figura 5 - Fotomicrografias de sec¢do horizontal do hipocampo imunomarcada
para GFAP ilustrando os objetos (astrocitos) e as regides (camadas) de interesse
do camundongo albino suigo. Note a diferenga na morfologia dos astrdcitos das
diferentes camadas. A: Stratum lacunosum-moleculare de CAl. B: Stratum
oriens de CAl. C: Stratum pyramidale de CAl. D: Stratum radiatum de CAl.
Escalas: menor aumento = 250 pm, maior aumento = 25 pum.

Figura 6 - Fotomicrografias de sec¢do horizontal do hipocampo imunomarcada
para GFAP ilustrando a camada piramidal (note a faixa azulada apos contra-
coloragdo pelo Nissl) e o Stratum oriens, para os grupos Hard Diet—HD e Soft
Diet -SD criados sob um ambiente padrao (AP) ou enriquecido (AE). Escala = 40
pum.
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Figura 7 - Fotomicrografias de sec¢do horizontal do hipocampo imunomarcada
para GFAP ilustrando o Stratum lacunosum-moleculare de CAl e radiatum
para os grupos Hard Diet—HD e Soft Diet -SD criados sob um ambiente padrao
(AP) ou enriquecido (AE). Notar os dendritos de astrocitos mais longos na
camada Radiatum e com maior nimero de ramificagdes € o background tecidual
sempre com niveis inferiores & Lacunso Molecular. Escala = 40 um.

Grafico 1 - Representacdo grafica do nimero total de astrocitos em CAl do
hipocampo para os animais com 6, 12 ¢ 18 meses de idade criados em ambiente
pobre de estimulos (ambiente padrdo) e alimentados com pellet-HD, Hard diet ¢
racdo farelada-SD, Soft diet. (#=p<0,05 para SD em diferentes idades).

Grafico 2 - Numero total de astrocitos por camada da regido de CAl do
hipocampo para os animais com 6, 12 ¢ 18 meses de idade criados em ambiente
padrdo. A — Stratum lacunosum-moleculare. B — Stratum pyramidale. C —
Stratum oriens . D — Stratum radiatum . (# = p<0,05 para os grupos SD ou HD
em diferentes idades; ## = p<0,01 para os grupos SD ou HD em diferentes
idades; * = p<0,05 entre SD ¢ HD com mesma idade).

Grafico 3 - Representagdo grafica do ntimero total de astrocitos de CAl do
hipocampo para os animais criados em ambiente enriquecido (AE) e padrdo (AP)
e alimentados com pellet-HD e ragdo farelada-SD nas diferentes idades: A - aos 6
meses; B — 18 meses; C - 12 meses. Em todas as situa¢des de analises estatisticas
obtivemos p>0,05.

Grafico 4 - Representagdo grafica do niimero total de astrocitos de CAl do
hipocampo para os animais com 6, 12 e 18 meses de idade criados em ambiente
enriquecido e alimentados com pellet-HD e ragdo farelada-SD. Notar que nessas
condigdes ambientais a regido de CAl do hipocampo parece ndo sofrer os
impactos da dieta (p>0,05).

Grafico 5 - Numero total de astrocitos por camada da regido de CAl do
hipocampo para os animais com 6, 12 e 18 meses de idade criados em ambiente
enriquecido. A — Stratum lacunosum-moleculare . B — Stratum pyramidale. C
— Stratum oriens. D — Stratum radiatum . (# = p<0,05 para os grupos SD ou
HD em diferentes idades; ## = p<0,01 para os grupos SD ou HD em diferentes
idades).

Quadro 1 - Numero de animais para cada grupo criado em ambiente padrdo
(AP), segundo a janela temporal e o tipo de ragdo ofertada.

Quadro 2 - Namero de animais para cada grupo criado em ambiente enriquecido
(AE), segundo a janela temporal e o tipo de racdo ofertada.
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Quadro 3 - Protocolo da reagao de imunohistoquimica para detec¢ao da proteina
fibrilar glial (GFAP).

Quadro 4 - Protocolo da coloragdo de NISSL.
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1. INTRODUCAO

Com a elevagdo da expectativa de vida, em especial nos paises desenvolvidos, tem-se
constatado um aumento significativo da populagdo de idosos, assim como, um acréscimo na
prevaléncia de deméncias (FRIDMAN et al., 2004; LOPES; BOTTINO, 2002; TERASAWA
et al., 2002). O aumento da populagdo idosa — considerada com idade acima de 65 anos —
reforca a necessidade de uma compreensdo minuciosa a respeito do processo de
envelhecimento e de suas alteragdes e consequéncias, preocupagdo esta constante e pertinente

na comunidade médica.

Segundo dados estatisticos obtidos de um total de 193 paises pesquisados pela
Organizagdo Mundial da Saude (OMS), em 2007 a populacdo de pessoas acima dos 60 anos
oscilava em torno de 11%. Regionalmente, havia uma variagcdo dessa taxa a qual revelava o

percentual de 5% na Africa ¢ 19% na Europa (OMS, 2009).

No Brasil, de acordo com o censo realizado no ano 2000, possuiamos uma populagdo
de 10 milhdes de pessoas com 65 anos ou mais - algo em torno de 6% da populagdo nacional -
colocando-nos, entre os 11 paises com maior prevaléncia de pessoas dessa faixa etaria.
Segundo as estimativas, a populag@o de idosos brasileira apresentard um crescimento 10 vezes

maior do que a populacdo geral até¢ 2050 (DIAS et al., 2006).

Em dados mais recentes divulgados no censo realizado pelo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE) em 2010, o percentual de idosos na popula¢do segue em
crescimento, atingindo 7,4% da populagdo brasileira e, em niimeros absolutos, o pais possui

mais idosos (14 milhdes) que criangas de até 4 anos de idade (13,8 milhdes).

Frente a essa progressiva alteragdo na piramide demografica mundial e brasileira nas
ultimas cinco décadas, revelando o crescimento da populag@o idosa e concomitante aumento
da prevaléncia de doengas neurodegenerativas associadas, ¢ esperado o impacto econdmico
dessas morbidades nas contas publicas. Observa-se, certamente, um grande desafio para os

gestores da saude (WICK, 2000), sobretudo no planejamento das politicas publicas de saude,
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tendo em vista que nem sempre essas sdo capazes de promover uma melhor qualidade de vida

a essa populagdo (KALARIA et al., 2008).

Nos Estados Unidos da América, em 1998, esses custos chegaram a 100 bilhoes de
délares por ano com cuidados formais (uso dos servigos publicos de satide, acompanhamento
residencial, etc), acrescidos de mais 18 bilhdes de dolares com custos informais,
exemplificados por cuidados ndo contabilizados por membros da familia e a renda ndo gerada

pelas restrigoes em desenvolver atividades laborais (SADIK, 2003).

No Brasil, um estudo realizado em Catanduva, interior do Estado de Sio Paulo,
constatou que a prevaléncia de deméncia na populacdo acima dos 65 anos de idade foi de
7,1%. Esses dados foram obtidos apds o acompanhamento de um expressivo nimero de
idosos, desde 1997 e, revelaram também, que a Doenga de Alzheimer (DA) foi a responsavel
por 55% desses casos, percentual esse compativel com os dados da populagdo nacional

brasileira (CARAMELLI et al., 2002).

S6 no Estado de Sdo Paulo, a incidéncia de DA representava 7,7/1000 pessoas/ano
em meados do ano 2000 (CARAMELLI et al., 2004). Ja no Estado do Rio Grande do Sul,
essas taxas chegavam a 14,8/1000 pessoas/ano, de acordo com uma pesquisa que acompanhou

por até oito anos um consideravel nimero de idosos (CAMOZATTO et al., 2009).

Nesse contexto, as deméncias se tornam cada vez mais prevalentes ¢ dentre essas, a
DA ganha destaque como a mais importante doenca neurodegenerativa da atualidade,
atingindo propor¢des que a colocam com grande importancia em termos de satide publica,
sobretudo por configurar nos paises desenvolvidos como a terceira causa de morte, perdendo
apenas para as doengas cardiovasculares ¢ para o cancer (BURNS; BYRNE; MAURER,
2002; FRIDMAN et al., 2004).

Somado a isso, estudos recentes vem afirmando que a reducdo da habilidade
mastigatoria estaria relacionada a deméncia senil. A perda dental, por exemplo, é sugerida
como sendo um fator de risco para o desenvolvimento da DA (KONDOQO; NIINO; SHIDO,
1994; ONOZUKA et al., 2000) e o mau funcionamento da mastigagdo poderia afetar a fungéo
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cerebral, com diminui¢do na densidade neuronal na regido do Corno de Amon 1(CA1), do
hipocampo e na formagdo sinaptica tanto do hipocampo como um todo, quanto no cortex

parietal (ONOZUKA et al., 2002; TERASAWA et al., 2002).

Apesar dos resultados dos estudos citados, a saide oral, no caso brasileiro, ainda ndo
possui a evidéncia merecida, principalmente quando se aborda as condi¢cdes de saude da
populacdo idosa. A perda total de dentes (edentulismo) ainda é aceita pela sociedade como
algo normal e natural com o avanco da idade e ndo como reflexo da falta de politicas
preventivas de saude, destinadas especialmente a populacdo adulta para que esta mantenha

seus dentes até idades mais avancadas (HIRAMATSU; TOMITA; FRANCO, 2007).

Colussi e Freitas (2002), em uma revisdo critica de estudos epidemioldgicos
apresentados nas publicagdes nacionais com relagcdo a saude oral do idoso, constataram que,
em geral, o aumento da idade foi acompanhado pela reducdo do niimero de dentes, elevagao
do percentual de dentes perdidos por carie e aumento do indice CPOD (indice que expressa a
média de dentes cariados, perdidos e obturados em um grupo de individuos). Meneguim e
Saliba (2000), em seu trabalho, perceberam que o nimero de dentes extraidos representou
71,4% do indice CPOD para a faixa etaria de 45-59 anos, passando para 92,5% nos individuos

de setenta anos ou mais.

Aoki et al. (2005) afirmaram que a neurogénese que ocorre no giro denteado do
hipocampo, uma importante regido para a memoria e aprendizado em roedores e em humanos,
¢ regulada por alguns fatores, como exposicdo a um ambiente enriquecido, atividade fisica,
envelhecimento e estresse. Somam-se a esses fatores, a influéncia da atividade mastigatoria,
que seria um elemento comportamental oral associado a neurogénese. Mitome; Hasegawa e
Shirakawa (2005) detectaram que a mastigacdo influenciaria a sobrevivéncia das novas

células geradas no giro denteado adulto.

A formacdo hipocampal, que desempenha um papel fundamental na memoria
espacial, ¢ muito sensivel ao processo de envelhecimento, sendo uma das primeiras regides do
cérebro a evidenciar mudancas morfologicas, fisiologicas e neuroquimicas com o avango da

idade. Bases de testes de aprendizagem em ratos sem os dentes molares mostraram que a
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disfungdo oclusal poderia estar envolvida no processo de degeneragdo associada a deméncia

senil (WATANABE et al., 2002).

Dessa maneira, pode-se justificar a importancia da investigagdo dos fatores de risco,
das bases biologicas ¢ dos mecanismos neuropatolégicos associados ao comportamento
doentio ao longo do processo de interagdo entre neurodegeneragdo cronica e mastigagdo, com
a finalidade de gerar evidéncias que permitam melhores acdes de gestdo publica na area da

satide (KALARIA et al., 2008).

Por outro lado, tem sido descrito que o fluxo sanguineo cerebral em varias regioes do
cérebro ¢ afetado pela mastigacdo (SESAY er al, 2000; ONOZUKA et al., 2002;
HASEGAWA et al., 2011) e que os astrocitos podem desenvolver papel chave na regulagéo
do fluxo sanguineo cerebral (FIGLEY; STROMAN, 2011; LECRUX et al., 2011; KUGA et
al., 2011; GIROUARD et al., 2010). A regulacdo do fluxo sanguineo cerebral parece ser feita
através do calcio astrocitico responsavel por ondas de sinalizagdo que podem induzir tanto a
dilatagdo quanto a constricdo das arteriolas como uma fungdo da sua concentragdo

(GIROUARD et al., 2010).

E imprescindivel, entdo, o desenvolvimento de modelos experimentais que simulem
o quadro neuropatoldgico e comportamental para identificar as areas e as células do sistema
nervoso central (SNC) alteradas na fase inicial da doenga, assim como, fatores
predisponentes. Mesmo diante de todos os avancos promovidos pela ciéncia nos ultimos
tempos, ainda ha muito que se pesquisar em relacdo a neurobiologia do processo de
envelhecimento, sobretudo a respeito dos mecanismos comprometedores do desempenho
cognitivo apresentado por alguns individuos que atravessam esse periodo da vida, tornando
vital a realizag@o de pesquisas que ajudem a distinguir o limiar que separa a normalidade das

patologias (HEDDEN et al., 2004).
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1.1. OBJETIVO GERAL

Verificar se a exposi¢do as altera¢cdes mastigatorias ¢ a fatores outros, como a um
ambiente enriquecido induzido experimentalmente em modelo murino senil, influenciaria no

perfil de distribuigdo laminar dos astrocitos na regido de CA1 do hipocampo.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Implantar modelo experimental para reducdo dos estimulos mastigatorios,
empregando ragdo farelada a partir dos 21 dias pds-natal até o fechamento da janela temporal

(dia do sacrificio);

b) Estabelecer grupos de animais controle em relagao a idade (6, 12 e 18 meses) € em
relagdo ao ambiente, comparando-os com os animais experimentais submetidos ao

envelhecimento, a restricdo mastigatoria e ao enriquecimento ambiental;

¢) Com o auxilio de ensaios imuno-histoquimicos e do método do fracionador optico,
avaliar comparativamente as consequéncias da dieta farelada sobre a quantidade de astrocitos

na regido de CA1 do hipocampo e suas laminagdes;

d) Estimar a populagdo astroglial nas areas de CA1 do hipocampo e suas laminagdes,
relacionando-as com o ambiente enriquecido e com 0s processos neuropatologicos que podem

se manifestar durante o envelhecimento.

2. REVISAO DE LITERATURA

Tendo-se em vista que as alteragcdes a serem mensuradas possuem relagdo direta com

a formagdo hipocampal, ¢ relevante rever sua anatomia funcional.
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2.1. ANATOMIA FUNCIONAL DA FORMACAO HIPOCAMPAL

A formacao hipocampal ¢ uma regido da face medial do lobo temporal de mamiferos,
que inclui o hipocampo propriamente dito com as suas camadas polimorfica (stratum oriens),
piramidal (stratum piramidale) e molecular (stratum radiatum e stratum lacunosum-
moleculare), o giro denteado (com as camadas polimodrfica, granular ¢ molecular), o
subiculum e o cortex entorrinal. O hipocampo constitui um circuito tri-sinaptico e ¢ subdivido
em quatro regides chamadas Cornos de Amon (CA) 1, 2, 3 e 4, sendo que, em virtude de suas
sinapses com outras regioes cerebrais, ¢, por alguns estudiosos, reconhecidamente uma

importante area receptora e integradora de informacdes de todas as modalidades sensoriais.

O cortex entorrinal, através da via perfurante, realiza na camada molecular sinapses
com as células granulares do giro denteado. Estas, em sequéncia, emitem axdnios (fibras
musgosas) que se conectam aos neurdnios piramidais de CA3 nos strata lucidum e radiatum.
De CA3, partem axoOnios (colaterais de Schaffer) para formar sinapses com as células
piramidais de CA1, formando assim o dito circuito tri-sindptico (Fig. 1) (TURNER et al.,
1998). Os principais neurotransmissores entre as conexdes hipocampais sdo: GABA,

norepinefrina e acetilcolina (BROWN; ZADOR, 1990).

Esquema - Hipocampo e Giro Denteado

Superior
CAl

CA2

Subiculo
&

cortex

Entorrinal

Giro Denteado

Inferior

Figura 1: Circuito tri-sinaptico simplificado do hipocampo. Corno de Amon 1, 2, 3 e 4 (CA1, CA2,
CA3, CA4). O giro denteado recebe as projegdes do cortex entorrinal através da via perfurante (1*
sinapse) e projeta através dos axonios das células granulares para CA3 (2° sinapse). Este ultimo
projeta para CAl (3" sinapse) através dos axOnios das células piramidais. Fonte: www.uni-
leipzig.de/.../graphic_hippo_farbig.html.
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Desse modo, as aferéncias mais densas do hipocampo provém do cortex entorrinal e
o giro denteado medeia esse processo amplificando esses sinais até CA3. Participantes disso,
as células musgosas (as mais frequentes na camada polimorfica, camada essa mais interna do
giro denteado), realizam papel modulador dessa resposta do hipocampo normal, pois danos a
neuronios hilares (da camada polimoérfica) desencadeiam déficits de memoria e aprendizado

(MAGLOCZKY; FREUND, 2005; MAGLOCZKY; FREUND, 1993).

Aliado a isso, dados também revelam que a célula granular do giro denteado recebe,
simultaneamente, as proje¢Oes das vias responsaveis pelas tarefas de reconhecimento, da
localizagdo espacial e da forma dos objetos (LIPTON; EICHENBAUM, 2008). Exalta-se,
dessa maneira, a significancia da integridade do cortex entorrinal, essencial para todas as
tarefas hipocampo-dependentes, a exemplo da consolidacdo do aprendizado e formagdo da
memoria episodica (EICHENBAUM; YONELINAS; RANGANATH, 2007; WITTER, 2007;
WITTER; MOSER, 2006).

Finalmente, a perda de neurdnios hilares relacionada a idade avancada ¢
provavelmente resultado da deposi¢@o de placas beta-amildides, da inflamagdo subsequente e
dos danos oxidativos ao DNA. Diante de afec¢des por traumatismos ou infecgdes, o sistema
nervoso central dispara uma resposta inflamatoria através da ativagdo de microglias, astrocitos
e macrofagos periféricos infiltrantes os quais, em sequéncia, liberam citocinas anti e pro-
inflamatorias, quimiocinas, neurotransmissores e radicais livres em uma tentativa de remover
debris celulares e neuronios lesados, a fim de retomar a homeostase cerebral (TAPP et al.,

2004; WHITNEY et al., 2009).

Como o presente trabalho investiga alteragdes da distribuigdo de astrdcitos, € relevante

rever a organizagdo morfofuncional da glia, indicando seus multiplos papéis.

2.2. CELULAS DA GLIA

As células da glia s@o as unidades celulares mais numerosas constituintes do sistema

nervoso ¢ sua fun¢@o primaria ¢ a de controlar o ambiente dentro do SNC. Elas mobilizam
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moléculas nutritivas dos vasos sanguineos para os neurdnios, removem produtos de excregao
e mantém o ambiente eletroquimico dos neuronios, além de guid-los ao inicio do
desenvolvimento do SNC para as suas localizagdes corretas, oferecendo, assim, um suporte

estrutural aos neurdnios e restabelecendo um ambiente apropriado (HAINES, 2006).

Os astrocitos sdo as células mais numerosas dentre as varias populagdes celulares
que constituem a glia do SNC dos mamiferos, sendo afetados em varias situagdes
neuropatologicas, incluindo o envelhecimento, a neurodegeneracao cronica e a infeccdo. Uma
vez afetados, suas alteracdes comprometeriam igualmente a fungdo sindptica, estando
relacionados a eventos de plasticidade sinaptica por conta da libera¢do de glutamato em areas
criticas para consolidagdo da memoria, como nas regides hipocampais de CA1 ¢ CA3 ¢ no
giro denteado (LEE et al., 2007; PEREA; ARAQUE, 2007; POLLAK et al., 2005).

Estudos recentes sobre os astrocitos apontam que estes secretariam fatores de
crescimento vitais para as fun¢des de alguns neurdnios, além de eliminarem colesterol e
lipoproteinas necessarios para o crescimento e a plasticidade sindptica. Somado a isso,
promovem também a regula¢do de processos inflamatorios no SNC, secretando citocinas e
mediadores imunes. Vale ressaltar também que a sustentagdo metabdlica também ¢ realizada
pelos astrocitos os quais participam do controle dos efeitos pods-sindpticos de alguns

neurotransmissores na fenda sinaptica (HAINES, 2006).

Por essas razdes, parece evidente que os astrocitos sdo imprescindiveis para a fungdo
cerebral normal e, portanto, investigagdes acerca de possiveis mudancas em seu nimero,
distribuicdo e forma s@o essenciais. Entretanto, a imensa maioria dos estudos estereoldgicos
voltados para o envelhecimento cerebral ainda tem como foco principal a estimativa do
numero total de neurdnios ou de suas caracteristicas morfométricas (MOUTON et al., 2002;

STARK et al.,2007; TANAKA et al.,2007).

No presente trabalho, pretende-se contribuir para reduzir essa lacuna, investigando as
possiveis alteracdes que o ambiente, o envelhecimento e a reducdo da atividade mastigatoria

podem gerar na plasticidade astroglial da formagao hipocampal.
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Nesse sentido ¢ importante rever o conceito de plasticidade e suas relagdes com o

ambiente e o envelhecimento.

2.3. PLASTICIDADE CEREBRAL, AMBIENTE E ENVELHECIMENTO

Para animais de laboratério, define-se como ambiente enriquecido um modelo
experimental capaz de prover uma grande diversidade de possiveis meios de interagdo fisica e
social (ROSENZWEIG; BENNETT, 1996; PUURUMEN; SIVENIUS, 2002). Geralmente,
esses animais sdo alojados em gaiolas amplas, com multiplos niveis e uma grande variedade
de brinquedos, trocados de maneira periddica, sendo esses responsaveis por promover nesses
animais uma infinidade de estimulos sensoriais ¢ motores, dentre outros (VAN PRAAG;

KEMPERMANN; GAGE, 2000).

Normalmente, de 8 a 12 animais s@o mantidos em uma gaiola com enriquecimento
ambiental. = O comportamento exploratorio natural desses animais, quando expostos a
variacdo do meio proporcionada pela mudanga de brinquedos e objetos e a necessidade de
localizagdo de agua e comida na gaiola, garantem a estimulagdo adequada a indugdo da

plasticidade (GENTILE et al., 1987; HELD et al.,1985; ROSE et al., 1987).

Alguns autores, como Kempermann (2002), defendem que o ambiente enriquecido,
respeitando as devidas proporcdes, acaba por reproduzir a esses animais 0 mesmo tipo de
interacdo que ¢ encontrada na natureza, onde hd a presenga de um meio em mudanga

permanente e exploracdo constante, buscando comida, agua, abrigo e companheiros.

Estudos vém demonstrando que estimulos gerados a partir de um ambiente
enriquecido proporcionam interagdo social e atividade fisica, sendo capazes de promover
alteragdes comportamentais, morfoldgicas ¢ neuroquimicas em determinados roedores e que
estas parecem essenciais para a protecao dos déficits de aprendizado e memoria associados ao
processo de envelhecimento (GARDNER et al., 1975; SANCHEZ; LADD; PLOTSKY, 2001;
WILLIAMS et al., 2001).
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Outro componente fundamental em gaiolas submetidas ao enriquecimento ¢ a
existéncia de rodas de exercicio. Segundo Kempermann (2010), o exercicio fisico atua como
forte indutor da proliferagdo de células neuronais e o enriquecimento ambiental é capaz de
promover a sobrevivéncia de neurénios “neonatos”, bem como, a formagao de redes neurais
na formagdo hipocampal, o que provavelmente contribuiria para a protecdo relacionada aos

déficits do envelhecimento.

Estudos em humanos igualmente descrevem que existe correlagdo entre exercicio
aerobico, fluxo sanguineo cerebral e melhora das fungdes metabolicas e neuroquimicas que

suportam fungdes executivas (CHURCHILL et al., 2002).

Esses dados sugerem, ainda, que estimulos sensdrio-motores e sociais contribuem
para o desenvolvimento cognitivo ¢ emocional adequados (SPANGLER et al., 1994; VAN
DER STAAY, 2002; WINOCUR, 1998).

Em outro trabalho realizado por Diniz (2010) com fémeas da variedade suica albina
(a mesma variedade proposta pelo presente trabalho), concluiu-se que, a longo prazo, o
enriquecimento ambiental foi capaz de influenciar no numero de astrécitos de diferentes
camadas do giro denteado, bem como, no desempenho desses animais em testes
comportamentais que avaliavam a memoria espacial ¢ a memoria semelhante a episodica,
demonstrando, dessa forma, os efeitos do ambiente e do envelhecimento sobre a plasticidade

glial, efeitos esses, submetidos também a investigacdo no trabalho apresentado.

Ainda em relacdo ao envelhecimento, € sabido que, independentemente da idade, a
estimulagdo promovida pelo ambiente pode gerar consideraveis mudangas tanto
comportamentais quanto neuroanatdomicas e quimicas em grande parte das espécies animais

(MOHAMMED et al., 2002; VAN PRAAG; KEMPERMANN; GAGE, 2000).

Em 2002, em outros estudos de registros eletrofiosiologicos e 6pticos no sistema
somatossensorial, Godde e colaboradores consolidaram a hipdtese de que fendmenos
neurodegenerativos e regenerativos podem coexistir durante o envelhecimento e que o

processo regenerativo depende fundamentalmente de um ambiente rico em estimulos
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relacionados ao déficit sensorial ja instalado. Por extensdo, levantaram a hipotese de que os
déficits cognitivos possam igualmente ser causados pelas alteragdes nas areas sensoriais
primarias e que o déficit sensorial ndo-degenerativo pode ser corrigido, contribuindo para

evitar o agravamento do déficit cognitivo a ele relacionado.

2.4. ALTERACAO DA ATIVIDADE MASTIGATORIA, DO SISTEMA NERVOSO
CENTRAL E DECLINIO COGNITIVO

A mastigacdo esta intimamente relacionada as atividades do SNC, causando aumento
no fluxo sanguineo cerebral e nas atividades neuronais no cérebro humano. A perda de muitos
dentes e a deterioragdo concomitante da mastigagdo aumenta o risco de deméncia senil e, em
relacdo ao seu desenvolvimento, a literatura tem sugerido evidéncias relacionando-a a
diminui¢do da habilidade mastigatoria, resultante da disfungdo oral, de caries radiculares e de

discinesia oral (ONOZUKA et al., 2000).

Especificamente com relagcdo aos problemas de saude oral na terceira idade, Rosa et
al. (1992) enfatizaram serem estes relegados ao descaso no Brasil, transformando-se em fator
de aceleragdo dos problemas naturais da velhice, inclusive agravando seus incomodos. A
diminui¢do da eficiéncia mastigatoria pode causar disfagia no idoso. A disfagia aumenta
efeitos morbidos, altera a qualidade de vida, desidratagdo, subnutri¢do, asfixia, congestdo e

infecgdes recorrentes do trato respiratorio (FINIELS; STRUBEL; JACQUOT, 2001).

A correlagdo entre alteracdes mastigatorias, envelhecimento, testes comportamentais,
ensaios imuno-histoquimicos, além da quantificagdo dos neurdnios e astrocitos em hipocampo
(CA1 e CA3) e giro denteado ¢ muito pouco explorada pela literatura. Somado a isso, os
mecanismos moleculares associados ao significado funcional alterado das células-alvo
permanecem por ser elucidados, havendo, entretanto, forte correlagdo entre neurogénese e
desempenho cognitivo, assim como, com a redugdo dos niveis de ansiedade (SANTARELLI

et al.,2003).
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Estudos anteriores em ratos demonstraram que a disfungdo mastigatoria causa perda
da memoria espacial e varias outras mudangas patologicas. Essas alteracdes podem envolver
degeneracdo do hipocampo na regido de CAl, nas suas células piramidais, diminuigdo da
liberagdo de acetilcolina no hipocampo e menor numero de células astrogliais na mesma

regido (ONOZUKA et al., 1999, 2002).

Pesquisas em camundongos idosos que tiveram reducdo da mastigagdo mostraram
que os animais apresentaram decréscimo no aprendizado e reducdo da densidade neural em
CA1l, sugerindo que a reducdo da mastigacdo induzida no animal pode estar relacionada a
perda neural na regido hipocampal, agravando a deterioracdo da memoria espacial (KUBO et

al., 2007).

Segundo Almeida (2010), a privagdo mastigatoria em animais jovens e senis criados
em ambiente padrdo parece aumentar o declinio cognitivo associado a redu¢do da memoria
revelado pelo teste do labirinto aquatico de Morris, e o envelhecimento afetaria o numero de
astrocitos, produzindo astrocitose na camada polimoérfica do giro denteado. Sugere-se, assim,
um efeito diferencial da privacdo mastigatoria e do envelhecimento sobre o numero de

astrocitos de animais.

Estudo no giro denteado de ratos demonstrou que a mastigacdo ¢ muito importante
na manutengdo de células nervosas recém-geradas no organismo adulto e pode contribuir para
a fungdo do hipocampo (MITOME et al., 2005). Porém outros trabalhos com camundongos
senis e com disfuncdo mastigatdria sugeriram que o giro denteado ndo apresenta alteracdes

morfologicas (TSUTSUI et al., 2007).

No caso de camundongos jovens (ONOZUKA et al., 1999) e de meia idade
(TSUTSUI et al., 2007), ndo haveria igualmente redu¢do no niimero de astrocitos e neuronios
na regido de CA1 (ONOZUKA et al., 1999; TSUTSUI et al., 2007) e CA3 (TSUTSUI et al.,
2007) do hipocampo.

Em continuidade aos trabalhos em desenvolvimento junto ao Laboratoério de

Investigagdes em Neurodegeneracdo e Infecgdo (LNI), apresenta-se a seguir, a proposta de
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relacionar a alteragdo mastigatoria com outras variaveis, a exemplo do enriquecimento

ambiental e estimar o nimero de astrocitos nas diferentes laminacdes de CAl.

3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho compds o Projeto de Pesquisa intitulado “Alteragdo da Atividade
Mastigatoria e Declinio Cognitivo em Modelo Murino de Senescéncia”. Este concentra-se na
area tematica de Biologia/Neurociéncias, sob a coordenagdo da Prof* Dr* Marcia Consentino
Kronka Sosthenes (ICB-UFPA) e execugdo dos seus orientandos, recebendo o apoio
financeiro do Fundo de Amparo a Pesquisa do Estado do Para (FAPESPA — n° outorga
136/2008) e do Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq — n°
processo 475677/2008-0). O projeto supracitado foi previamente submetido ao Comité de
Etica em Pesquisa com Animais de Experimentagio (CEPAE/UFPA, n° BIO004-09), tendo os

procedimentos experimentais sido aprovados integralmente (Anexo A).

3.1. ANIMAIS

Neste estudo foram utilizados inicialmente 152 camundongos suigos albinos fémeas
selecionados ao nascimento e mantidos em amamentacdo por 21 dias na propor¢do de seis
filhotes por nutriz a partir do 5° dia p6s-natal. Os camundongos foram fornecidos pelo Biotério
do Instituto Evandro Chagas, sendo manipulados segundo os "Principles of Laboratory Animal
Care" (NIH) nas instalagdes do Laboratorio de Investigagdes em Neurodegeneragdo e Infecgdo

no Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto da Universidade Federal do Para.

3.2. ALIMENTACAO E TEMPO DE VIDA

Esses animais foram distribuidos para a formagao dos grupos de idades de 6 meses
(6M), 12 meses (12M) e 18 meses (18M) e alojados em condigdes empobrecidas (Ambiente
Padrdo - AP) ou enriquecidas (Ambiente Enriquecido - AE), sendo alimentados logo apos o

desmame por dois diferentes tipos de ragdo. O grupo controle recebeu alimentacdo sob a
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forma de racdo peletizada (HD — Hard Dief) e o grupo experimental sofreu restri¢ao
mastigatdria, sendo oferecida ragdo farelada e peneirada (SD — Soft Diet). Os sujeitos tiveram

acesso livre a dgua e comida.

A seguir, uma divisdo esquematica dos grupos analisados e seus respectivos numeros

de animais (Quadros 1 e 2):

Numero de Animais
Ambiente / Janela Temporal
Hard Diet (HD) Soft Diet (SD)
AP 6 meses 12 12
AP 12 meses 12 12
AP 18 meses 24 18

Quadro 1: Numero de animais para cada grupo criado em ambiente padrdo (AP), segundo a janela
temporal e o tipo de ragdo ofertada.

Numero de Animais
Ambiente / Janela Temporal
Hard Diet (HD) Soft Diet (SD)
AE 6 meses 12 12
AE 12 meses 12 12
AE 18 meses 12 12

Quadro 2: Numero de animais para cada grupo criado em ambiente enriquecido (AE), segundo a
janela temporal e o tipo de racdo ofertada.

3.3. ALOJAMENTO
Os animais do ambiente padrao foram alojados em gaiolas plasticas de dimensdes

32x39x16,5cm e cobertas por uma grade de metal (Fig. 2). Cada gaiola abrigou seis

camundongos.

Os grupos alojados em gaiolas com condi¢des enriquecidas estavam inseridos em um
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espago de 50x50x50cm, com dois andares, equipadas com pontes de plastico, rodas de correr,
brinquedos ¢ tuneis feitos de plasticos, permitindo o exercicio voluntario ao longo de todo o
periodo. O acesso a agua e a alimentacdo foi disposto em andares diferentes com o intuito de
estimular a exploragdo do ambiente, mas sempre com livre acesso a eles. O ambiente sofria

modificagdes semanalmente, seja com alteracdo na posi¢do dos objetos ou mesmo troca destes
(Fig. 3). Cada gaiola abrigou 12 camundongos.

Todas as gaiolas permaneceram em uma sala sob temperatura controlada (23+1°C), e

ciclos claro-escuro de 12 horas (periodo claro, 6h -18h; periodo escuro, 18h - 6h).

Figura 2: Alojamento dos animais em ambiente padrdo. A - Grupo Hard Diet. B - Grupo Soft Diet
com recipiente de aco inoxidavel para ragdo farelada (sua tampa apresentava o centro perfurado em

forma circular, dando acesso ao farelo e deslocavel, cedendo em direg¢do ao fundo do pote a medida
que a ragao era consumida).

Figura 3: Alojamento dos animais em ambiente enriquecido. O ambiente era modificado
semanalmente a partir da alteragdo no posicionamento dos objetos ou mesmo troca destes.
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3.4. PERFUSAO E CORTES

Foram excluidos de nossa amostra original 27 animais encontrados mortos durante o
periodo (ndo foi possivel definir se tratou de morte natural ou de morte induzida por doenga
intercorrente). Portanto, os 125 animais remanescentes foram submetidos a testes
comportamentais e logo em seguida, pesados e sacrificados. Na composi¢ao dos resultados do

presente trabalho, apenas os ensaios estereologicos foram considerados.

Para perfusdo e posterior processamento histologicos, os animais foram anestesiados
profundamente com 2ml de solu¢do de Avertina, seguida de uma toracotomia para acesso ao
ventriculo esquerdo, através do qual perfundiu-se solugdo salina a 0,9% heparinizada
(Liquemine®) durante 10 minutos. Seguiu-se paraformaldeido a 4% (em tampao fosfato
0,1M, pH 7,2-7,4) por 30 minutos. Ao final, foi realizada craniotomia para retirada do
encéfalo. Séries anatomicas de secgdes paralelas ao plano axial e com espessura de 60um
foram obtidas usando-se microtomia por vibragdo (Microm® HM 650), sendo todos os cortes

coletados.

No sentido de fazer com que os dados provenientes dos diferentes individuos dos
varios grupos fossem comparaveis, secgdes anatdmicas equivalentes foram selecionadas para
a estimativa do numero de astrocitos. As seccdes escolhidas (1 a cada 6 cortes) proveram

valores representativos das diversas regides anatomicas.

Apds o procedimento de microtomia, adotou-se como procedimento o ensaio cego
identificando as sec¢des com codigos que impediram os experimentadores de identificar a

que grupo pertenciam os animais reagidos.

3.5. ENSAIOS IMUNO-HISTOQUIMICOS APLICADOS

Uma em cada seis sec¢des foi utilizada para imunomarcacdo para proteina acida

fibrilar glial (GFAP), seguindo-se o protocolo descrito abaixo.
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As secgoes foram lavadas em tampdo fosfato (PB) 0,1M (pH 7,2-7,4) e a seguir
tratadas para recuperacdo antigénica em duas etapas: na primeira etapa foram incubadas
durante uma hora em acido bérico a 0,2M (pH 9,0) aquecido entre 65-70° e na segunda,
foram incubadas em solucdo de Tris-EDTA por 12h. Seguiu-se, entdo, trés lavagens de 5

minutos com tampao fosfato salina triton (PBST). Este tltimo a uma concentragdo de 5%.

Em seguida, as sec¢des foram incubadas em solugdo a 1% de peroxido de
hidrogénio e metanol durante 10 minutos para remocao da peroxidase endogena e reducdo da
reacdo de fundo e entdo, lavadas em tampdo fosfato Salina (PBS) a 0,1M (pH 7,2-7,4), 3
vezes por 2 minutos cada. Por conta da utilizagdo de anticorpo monoclonal produzido em
camundongo, utilizou-se protocolo especifico de bloqueio dos sitios antigénicos ndo-
especificos adotando-se o kit de imunodeteccdo “Mouse on Mouse”, de acordo com as

recomendacdes do fabricante (M.O.M kit, Vector Laboratories, USA).

Assim, as secgdes foram bloqueadas com imunoglobulina por uma hora, seguindo-
se 3 lavagens em PBS, durante 2 minutos cada. A seguir, foram incubadas em concentrado de
proteina (M.O.M kit) por 5 minutos e imersas na solu¢cdo contendo o anticorpo primario
(mouse anti-GFAP monoclonal antibody MAB360, CHEMICON Int, USA), diluido em
solu¢do de proteina concentrada (M.O.M kit), a 4°C, durante 3 dias, com agitacdo continua ¢
suave.

As secgoes foram lavadas 3 vezes em PBS durante 2 minutos cada e incubadas
durante 12h na solugdo, contendo o anticorpo secundario de cavalo anti-camundongo
biotinilado (secondary antibody M.O.M kit) diluida em 1:250 em PBS e 1:5 em concentrado
de proteina. Depois, foram transferidas para a solugdo com o complexo avidina-biotina-
peroxidase (ABC, Vector Laboratories, USA, 1:100) por uma hora até serem lavadas
novamente 3 vezes em PB 0,1M, 2 minutos cada. Seguiu-se uma lavagem de 5 minutos em
tampao acetato 0,2M (pH 6) e finalmente foram processadas para a imuno-histoquimica de
peroxidase utilizando como cromogeno a diaminobenzidina (DAB) intensificada pelo niquel.
Essa reagdo utiliza a liberagdo de peroxido de hidrogénio (H,O,) a partir da conversdo
enzimatica da D-glicose em aciodo gluconico para precipitar o cromogeno nos sitios ligados

a peroxidase. O Quadro 3 esquematiza o procedimento empregado e descrito acima.
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SOLUCOES N° de Tempo | Tempo
Lavagens (min) (h)
Acido Bérico 0,2M (70°C pH 9) 1 1
Tampao Tris-EDTA 1 12
Tampao Fosfato Salina Triton (PBST) a 5% 3 5
Peroxido de Hidrogénio (H,O,) + Metanol 1 10
Tampao Fosfato Salina (PBS) 3 2
MOM IgG Block (3 gotas de Mouse Ig Blocking Reagent + 10ml PBS) 1 1
PBS 3 2
Solugdo de Trabalho (200ul de proteina concentrada + 10ml de PBS) 1 5
Anticorpo Primério (4°C na dilui¢do recomendada para GFAP (1:800) no
concentrado de proteina (13pl GFAP + 200pl concentrado de proteina + 1 72
10ml PBS)
PBS 3 2
MOM IgG Biotinyladed Anti-Mouse IgG (40ul de biotinylated IgG em | =
200pl1 de concentrado de proteina + 10ml de PBS)
ABC (Complexo Biotina Avidina) 1 1
PB 0,IM 3 2
Tampao Acetato 0,2M (pH 6) 1 5
GND (0,6mg/ml de DAB + 25mg/ml de niquel + 0,8mg/ml de cloreto de . 214 30
amonio + 2mg/ml de a-glucose anhydrous, 96% )
PB 0,IM 3 2

Quadro 3: Protocolo da reagdo de imuno-histoquimica para detec¢do da proteina fibrilar glial

(GFAP).

3.5.1. Contracoloracio de Nissl

As seccdes processadas para imuno-histoquimica de GFAP foram montadas em

laminas gelatinizadas e posteriormente, contracoradas para Nissl. A coloracdo de Nissl utiliza

o cresil violeta que evidencia nucleos e nucléolos, sendo neurdnios e glia contracorados

indistintamente por esta técnica.

Para preparar a solucdo de coloragdo € preciso aquecer o acetato de cresil violeta em

banho maria a 40°C (5mg/ml), agitando-o por 5 minutos, filtrar a solugdo final em papel

filtro e acrescentar acido acético até que o pH da solugdo estabilize-se entre 3 e 3,5. As




laminas foram mergulhadas nas solu¢des em sequéncia indicada no Quadro 4

posteriormente seladas com laminula e meio de inclusdo (Entelan Merck®).

3.6

Solugoes Tempo (minutos)
Alcool 70% 1
Alcool 80% 1
Alcool 90% 1
Alcool 100% I 3
Alcool 100% IT 5
Alcool 100% + cloroférmio (1:1) 10
Alcool 95% 3
Alcool 75% 3
Agua destilada para lavagem 0,15
Cresil violeta (40°C) 1-4
Agua destilada para lavagem 0,15
Alcool 80% 3
Alcool 90% 10
Alcool 100% + cloroférmio (1:1) 3
Alcool 95% + éacido acético (15 gts/100ml) 3
Alcool 95% 6
Alcool 100% + alcool butilico (1:1) 3
Xileno I 5
Xileno II 5

Quadro 4: Protocolo da coloragdo de NISSL.

ANALISE ESTEREOLOGICA
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€

Apbds o processamento para a imunomarcagdo de astrocitos, foram realizadas

analises estereologicas para a estimativa do numero de astrécitos nas laminas de CA1 do

hipocampo de camundongos sui¢os albinos fémeas através do programa especializado

Stereolnvestigator ® (MicroBrightField Inc., Williston, VT, USA).

Esse programa foi integrado a um microscopio 6ptico (Optiphot2®, NIKON) com

platina motorizada e conversores andlogo-digitais (MAC200°, Ludl Electronic Products,
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Hawthorne, NY, USA) que transmitia as informagdes das coordenadas espaciais (X, Y, Z) de
cada ponto digitalizado a um microprocessador controlador dos movimentos da platina e ao
programa especializado. Os dados das coordenadas tri-dimensionais e do numero de objetos
de interesse, uma vez digitalizados eram utilizados pelo programa para implementagdo dos

métodos estereoldgicos.

A identificacdo inequivoca dos limites da regido de interesse ¢ um dos principios que
precisa ser respeitado. Nesse caso, a distribuicdo laminar dos astrocitos foi reconstruida
através da técnica de Nissl sobreposta a imuno-histoquimica para GFAP. Assim, os limites
das camadas de CA1l do hipocampo puderam ser facilmente identificados e delineados em

uma objetiva de baixo aumento.

Empregando-se a objetiva de 10x, delineou-se os contornos das camadas de
interesse. A distribui¢do laminar de CA1l foi definida tomando-se como referéncia a camada
piramidal. Suas células contracoradas sdo melhor definidas pelo cresil violeta, pois este
imprime no tecido uma faixa de agrupamento celular com uma colora¢do mais fortemente
azulada. Esta visualizacdo ¢ justificada pelo “empacotamento” dessas células se comparadas
as células piramidais de CA3, nos levando, portanto, a projetar um contorno em CAl de uma

camada mais estreita, porém mais densa (BRUCKNER et al., 2003; LONG et al., 1998).

O stratum lacunosum molecular se distingue do stratum radiatum pela maior
intensidade do background imunomarcado para GFAP, assim como, pela morfologia de seus
astrocitos que parecem menores, com ramos mais curtos € mais densamente imunomarcados.
A distingdo dos campos hipocampais CAl- CA2 de CA3 ¢ relativamente simples pela
distribuicdo mais compacta das células piramidais em CAl e CA2. Essa facilidade de
distingdo ¢ justificada pela distribuigdo mais desorganizada das células piramidais de CA3,
onde o “empacotamento” das piramides prontamente visiveis em CA1 desaparecem em CA3.

(BRUCKNER et al., 2003; LONG et al., 1998).

Como CA2 ¢ pequeno e indistinto em algumas espécies, essa regido foi incluida em
CAl, assim como, o ¢ frequentemente feito nas analises dedicadas aos mamiferos

lisencefalicos (AMARAL; LAVENEX, 2007).
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No sentido de se evitar ambiguidades na identificagdo dos objetos de interesse e
garantir que se encontravam dentro dos planos permitidos de contagem, as objetivas de
menor aumento foram substituidas por outra de 60x, planapocromatica, a 6leo, com valor de
abertura numérica 1,4 (NIKON, NA=1,4) utilizada para todas as contagens empreendidas. A
determinacdo do niimero de astrocitos foi feita através da distribuicdo sistematica e

randomica de blocos de contagem.

Indicdvamos para o programa as trés dimensdes da caixa de contagem (largura,
comprimento e altura), o espagamento entre elas ¢ as zonas de guarda (regides do corte onde
os procedimentos de microtomia produzem variagdes indesejaveis), preenchendo o protocolo
do programa. Apos o preenchimento, o programa exibia a disposi¢ao espacial das caixas em
relagdo ao contorno, baseando-se nos parametros fornecidos, como ilustrados na Figura 4.
Finalizada a contagem em um bloco, o programa mudava automaticamente a posi¢ao da

lamina para iniciar uma nova contagem em uma nova caixa.



Figura 4: Contornos ilustrando a disposicdo e as dimensdes relativas das caixas de contagem
(quadrados). As arestas verdes das caixas de contagem ilustram os planos permitidos e as
representadas em vermelhas, os planos proibidos. Neste caso, a largura e o comprimento da
caixa equivalem a 80um e o espagamento entre elas € igual 80um. A profundidade da caixa
escolhida para esta estimativa foi de 7um . A: Stratum lacunosum-moleculare de CAl. B:
Stratum radiatum de CAl. C: Stratum pyramidale de CAl. D: Stratum oriens de CAl.
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Ao final da contagem de todas as caixas de cada secc¢do, o programa estimava o
numero total de astrocitos naquela sec¢do e gerava uma séric de dados estatisticos que
incluiam o numero total de células marcadas e a estimativa total esperada, com o respectivo
coeficiente de erro. Esse ultimo foi usado para avaliar se as dimensdes ¢ o nimero de caixas
eram adequados para obtermos valores médios representativos do total do numero de
astrocitos. Coeficientes de erro maiores que 0,05 indicavam, na maioria dos casos, a

necessidade de mudangas nos parametros escolhidos.

A estimativa do ntimero total de astrocitos foi obtida através do método do
fracionador Optico, multiplicando-se o numero de células contadas dentro de cada bloco
pelos valores de probabilidade da amostra. Esses valores dependeram: 1) do nimero de
secgdes investigadas comparadas com o niimero total de sec¢des contadas (“section sampling
fraction”); 2) da area dos blocos de contagem comparada com a area da matriz de contagem
(“area sampling fraction”) e 3) da altura do bloco de contagem comparada com a média da

espessura da secgdo apos os procedimentos histologicos (“thickness sampling fraction”™).

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

Onde:
N — nimero total de astrocitos
>Q — nmimero de astrocitos 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 esterecologicos:
- Método: Fracionador Optico
- Intervalo de contagem entre as sec¢des: 1:6
- Matriz de contagem: 80 x 80 pm

- Zona de guarda: 2 um
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- Altura do bloco de contagem: 7 um

O calculo do coeficiente de erro para cada sujeito previamente mencionado adotou o
procedimento sistematico amostral de um estagio (Coeficente de Scheaffer, CE), previamente
validado por outros. Adotou-se o coeficiente de Scheaffer por ter sido demonstrado em
ensaios computacionais, utilizando grandes amostras como o que mais se aproxima do erro
verdadeiro (GLASER; WILSON, 1998). O coeficente de Scheaffer expressa a precisdo da
metodologia aplicada na coleta de dados para as estimativas e um valor de CE < 0,05 ¢
julgado apropriado na maioria dos casos porque a varidncia introduzida pelo procedimento
contribui pouco para a varidncia observada. A razio entre o coeficiente de erro intrinseco a

metodologia (CE) e o coeficiente de varia¢@o para as estimativas (CV) ndo deve ultrapassar
0,5 (SLOMIANKA; WEST, 2005).

Os parametros experimentais para cada camada estudada foram estabelecidos em

experimentos piloto e uniformemente aplicados a todos os animais (Apéndices).

3.7.  ANALISE ESTATISTICA

Todos os grupos de animais foram submetidos a testes de normalidade com a
identificacdo dos possiveis valores extremos baseados nos desvios. Quando encontrados,

foram eliminados do conjunto de dados.

A andlise estatistica paramétrica avaliou o grau de significancia dos resultados,
empregando-se a andlise descritiva (dados quantitativos), de variancia (ANOVA) para um e
dois critérios, com testes a priori (Bonferroni). O nivel de significancia para diferengas

estatisticas foi definido em alfa < 0,05.

Para a analise estatistica foram utilizados os Programas: BioEstat® 5.0; GraphPad

Prism 5 for Windows".
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3.8. FOTOMICROGRAFIAS E POS-PROCESSAMENTO DE IMAGENS

Para obtencdo de fotomicrografias utilizamos camera digital (Microfire, Optronics,
CA, USA) acoplada a microscopio Nikon (Optiphot-2, N.Y. USA) sendo as imagens pos-
processadas com auxilio de sofiware especializado (Adobe Photoshop 7.0.1 C.S.2, San José,
CA, USA) ajustando brilho e contraste. As imagens das regides de interesse foram
selecionadas a partir de secgdes de cérebros de sujeitos cujas estimativas mais se

aproximavam dos valores médios do grupo a que pertenciam.

4. RESULTADOS

4.1. CAl E SUAS CAMADAS

Apds o processamento imuno-histoquimico para GFAP foram evidenciados
astrocitos destacados na fotomicrografia de estruturas da formagdo hipocampal (Fig. 5).
Dentre elas, a de interesse ¢ objeto deste estudo: a regido de CA1 do hipocampo e suas
laminagdes (Stratum lacunosum-moleculare, Stratum radiatum, Stratum oriens e Stratum

pyramidale) sdo identificadas em destaque na figura em questao.

Utilizando-se, entdo, dos principios do fracionador optico aplicados a regido de CA1
a secgdes imunomarcadas, estimamos o niimero total de astrocitos dessa regido para todos os

grupos formados.
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Figura 5: Fotomicrografias de seccdo horizontal do hipocampo imunomarcada para GFAP
ilustrando os objetos (astrocitos) e as regides (camadas) de interesse do camundongo albino suigo.
Note a diferenca na morfologia dos astrocitos das diferentes camadas. A: Stratum lacunosum-
moleculare de CAl. B: Stratum oriens de CAl. C: Stratum pyramidale de CAl. D: Stratum
radiatum de CAl. Escalas: menor aumento = 250 um, maior aumento = 25 um.

A seguir, sdo apresentadas qualitativamente as camadas identificadas para posterior
quantificagdo astrocitaria. Diferentes perfis — desenho do corpo celular e ramificagdes —
podem ser notados. A Figura 6 apresenta as strata pyramidale ¢ oriens, sob diferentes
ambientes, dietas e janelas temporais, enquanto a Figura 7 envolve as camadas lacunoso-
molecular e radiatum. As imagens foram selecionadas a partir de sec¢des de cérebros de
sujeitos cujas estimativas mais se aproximavam dos valores médios do grupo a que

pertenciam.
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Figura 6: Fotomicrografias de sec¢do horizontal do hipocampo imunomarcada para GFAP
ilustrando a camada piramidal (note a faixa azulada apo6s contra-coloracdo pelo Nissl) e o Stratum
oriens, para os grupos Hard Diet-HD e Soft Diet-SD criados sob um ambiente padrdo (AP) ou
enriquecido (AE). Escala = 40 pum.
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Figura 7: Fotomicrografias de sec¢@o horizontal do hipocampo imunomarcada para GFAP
ilustrando o Stratum lacunosum-moleculare de CAl e radiatum para os grupos Hard Diet-HD e
Soft Diet-SD criados sob um ambiente padrdo (AP) ou enriquecido (AE). Notar os dendritos de
astrocitos mais longos na camada Radiatum e com maior nimero de ramificagdes e o background
tecidual sempre com niveis inferiores a Lacunoso Molecular. Escala = 40 um.
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4.2. AMBIENTE PADRAO: NUMERO TOTAL DE ASTROCITOS E QUANTIFICACOES
POR CAMADAS

A estimativa do niimero total de astrocitos em CAl dos animais que viveram em
ambiente padrdo revelou que o envelhecimento impds ao grupo HD uma reducdo da
populagio astrocitaria. Os grupos de 12 e de 18 meses revelaram um nimero menor de células
se comparados ao grupo jovem (6M), entretanto, com aparente manutengdo desse quantitativo

entre si (Grafico 1).

Em contrapartida, no grupo SD, evidenciou-se um aumento no nimero de astrocitos
no grupo de 12 meses em relacdo ao de 6 meses, sendo essa diferenga a unica significante
(p<0,05). Aos 18 meses, ocorreu discreto declinio (ndo significante) na quantidade de
astrocitos. O Grafico 1 contém representagdes graficas dos valores médios e respectivas

barras de erro padrdo para o numero total de astrocitos em CAl.
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Grifico 1: Representacdo grafica do nimero total de astrocitos em CAl do hipocampo para os animais
com 6, 12 e 18 meses de idade criados em ambiente pobre de estimulos (ambiente padrao) e alimentados
com pellet-HD, Hard diet e racdo farelada-SD, Soft diet. (# = p<0,05 para SD em diferentes idades).
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Embora os testes estatisticos tenham revelado diferenca significante no niimero total

de astrocitos de CAl, apenas para a comparacdo entre os animais HD de 6 e¢ 12 meses, os

dados da andlise laminar (Grafico 2) sugerem que tanto a dieta quanto o envelhecimento

afetam o nimero de astrécitos em CA1 e que esse efeito ¢ diferente nas diferentes camadas.
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Grafico 2: Numero total de astrécitos por camada da regido de CA1 do hipocampo para os animais com
6, 12 ¢ 18 meses de idade criados em ambiente padrdo. A — Stratum lacunosum-meleculare. B —
Stratum pyramidale. C — Stratum oriens. D — Stratum radiatum. (# = p<0,05 para os grupos SD ou HD
em diferentes idades; ## = p<0,01 para os grupos SD ou HD em diferentes idades; * = p<0,05 entre SD e

HD com mesma idade).
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4.3. AMBIENTE PADRAO E AMBIENTE ENRIQUECIDO: ESTIMATIVA DO NUMERO
TOTAL DE ASTROCITOS NAS DIFERENTES JANELAS TEMPORAIS

Ao se analisar o niumero total de astrocitos em CAl para o grupo de animais do
ambiente enriquecido, ¢ interessante registrar que o SD-6M e o HD-6M nao se distinguem um
do outro apresentando nimero de astrocitos similar, e também superior ao seu grupo
homoénimo criado em ambiente padrao, diferentemente do que ocorreu entre os grupos HD

dessa idade (Grafico 3A).
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Grifico 3: Representacdo grafica do nimero total de astrocitos de CA1 do hipocampo para os animais
criados em ambiente enriquecido (AE) e padrao (AP) e alimentados com pellet-HD e racdo farelada-SD
nas diferentes idades: A - aos 6 meses; B — 18 meses; C - 12 meses. Em todas as situagdes de analises
estatisticas obtivemos p>0,05.

Essa realidade, entretanto, ndo se estendeu as outras janelas temporais, uma vez que

aos 12 meses ¢ 18 meses os animais do grupo SD do ambiente enriquecido mostraram uma
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tendéncia (estatisticamente ndo significante) a redu¢do do nimero médio de astrocitos quando

comparados aos animais do ambiente padrdo. Para os grupos HD as variagdes foram minimas.

Além disso, ndo se identificou, a partir dos 12 meses, grandes oscilagdes na
quantidade total de células da mesma forma que foi observado nos grupos de ambiente
padrdo. A medida que o envelhecimento se instala, tanto para os grupos SD quanto para HD,
o numero de células declina e essa transicdo da meia-idade para a senilidade parece ndo

implicar em grandes diferengas (Grafico 4).
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Grifico 4: Representacdo grafica do nimero total de astrocitos de CA1 do hipocampo para os animais
com 6, 12 e 18 meses de idade criados em ambiente enriquecido e alimentados com pellet-HD e ragao
farelada-SD. Notar que nessas condi¢des ambientais a regido de CA1 do hipocampo parece ndo sofrer os
impactos da dieta (p>0,05).
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Quando se analisa a distribuicdo laminar (Grafico 5), observa-se que dos 6 aos 12

meses ocorre uma redugdo no numero de astrocitos particularmente na camada piramidal.
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Grafico 5: Numero total de astrocitos por camada da regido de CA1 do hipocampo para os animais com 6,
12 e 18 meses de idade criados em ambiente enriquecido. A — Stratum lacunosum-moleculare. B —
Stratum pyramidale. C — Stratum oriens. D — Stratum radiatum. (# = p<0,05 para os grupos SD ou HD
em diferentes idades; ## = p<0,01 para os grupos SD ou HD em diferentes idades).

5. DISCUSSAO

No presente trabalho escolhemos os astrocitos de CAl para investigar possiveis

mudangas em sua distribuicdo laminar em correlagdo com alteragdes mastigatorias de longo
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prazo, envelhecimento e enriquecimento ambiental em fémeas adultas de camundongos suigos
albinos de 6, 12 e 18 meses de idade. Para quantificar as mudangas, aplicamos o fracionador
optico, um método estereologico de grande precisdo, que combina as propriedades do
dissector optico e do fracionador e que tem sido usado em uma variedade de estudos para
determinar o nimero de células em numerosas regioes cerebrais. O fracionador 6ptico ndo é
afetado pelas mudancas histologicas, retragdo ou expansdo impostas por possiveis processos
patolégicos, uma questdo de particular importancia quando se estuda o envelhecimento e
outras doengas que afetam o volume cerebral. Encontrou-se um efeito diferencial do regime
mastigatorio, do envelhecimento e do enriquecimento ambiental sobre a astrogénese laminar
de CA1l nas diferentes idades. Identificou-se, ainda, que as diferengas impostas pela dieta e
pela idade foram contrabalancadas pelo enriquecimento ambiental, onde em todos os estratos
de CAl, mas ndo no stratum pyramidale, as estimativas no numero de astrocitos foram

semelhantes, independentemente do regime mastigatorio.

5.1. ASTROCITOS, ENVELHECIMENTO E PRIVACAO MASTIGATORIA

Os astrocitos hipocampais parecem ser particularmente sensiveis ao envelhecimento
(LANDFIELD et al., 1977; LINDSEY et al., 1979; WU et al., 2005), além do que, parecem
ser afetados por desequilibrios mastigatérios (KATO et al, 1997; KUBO et al., 2005;
YAMAMOTO; HYRAYAMA, 2001) e mudangas ambientais (VIOLA et al., 2009).

A nogdo de que o envelhecimento e as alteracdes mastigatorias possam causar
alteragOes celulares e moleculares similares ¢ sugerido por outros estudos que descreveram
hipertrofia astrocitica em CAl (ONOZUKA et al., 2000, WATANABE et al., 2001),
sugerindo que os astrocitos podem ter sido ativados, aumentando sua producdo de citocinas
pro-inflamatorias (ONO et al., 2010). No hipocampo senil, tais alteragdes tém sido descritas,
mesmo na auséncia de desequilibrio mastigatdorios ou doengas neuroldgicas, com os astrocitos
apresentando um fenotipo mais reativo nessa fase da vida (GODBOUT; JOHNSON, 2009).
Em fungdo do fato de que a maioria dos estudos anteriores, medindo o impacto da reducdo

mastigatoria, focalizou as mudangas neuronais e poucos artigos se dedicaram a avaliar
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alteragoes da expressdo de GFAP em CA1, o presente trabalho dedicou-se a essa questdo com

o intuito de contribuir para o preenchimento dessa lacuna.

Os estudos anteriores, empregando GFAP, revelaram que a extragdo dos molares
acentua a hipertrofia dos astrocitos e sua densidade, e que esses efeitos ¢ tanto maior, quanto
mais duradoura a condigdo sem molar (ONOZUKA et al., 2000; WATANABE et al., 2001).
Nenhum dos estudos prévios mediu, entretanto, a influéncia do enriquecimento ambiental

sobre tais mudangas, sendo o presente trabalho a primeira iniciativa nesse sentido.

Baseado em ensaios estereologicas, documentou-se em fémeas adultas do
camundongo suico albino, aos 6, 12 ¢ 18 meses que a distribui¢cdo laminar dos astrocitos de
CALl ¢ especialmente suscetivel a 6 ou mais meses de privacdo mastigatoria, assim como, ao
envelhecimento ¢ que o ambiente enriquecido parece reduzir essa suscetibilidade. Assim, a
principal novidade do presente trabalho ¢ a descricdo baseada em método estereologico sem
viés de como a distribui¢dao laminar e o nimero de astrocitos em CA1 muda com a reducdo da

atividade mastigatoria, o envelhecimento e o ambiente.

Dentre os achado mais interessantes da presente monografia estd o fato de que o
numero de astrocitos no stratum pyramidale aos 18 meses no grupo HD ¢ reduzido quando
comparado aos animais de seis meses sob 0o mesmo regime mastigatorio. Embora ndo
tenhamos explicagdo conclusiva para esse fato, sugerimos que como o fator neurotrofico
BDNF (brain derived neurotrophic factor) contribui para a regulacdo da astrogénese, os
niveis reduzidos de BDNF, associados ao envelhecimento e a restrigdo mastigatoria, possam
contribuir para o decréscimo no numero de astrocitos (MAO; WANG, 2003). Em
contraposicdo, sugerimos que a astrocitose observada no stratum oriens aos 18 meses de
idade nos individuos HD nao ¢ dependente de BDNF, mas sim, parte da resposta inflamatdria
associada ao processo de envelhecimento (GODBUT; JOHNSON, 2009). Permanecem por
serem investigados, entretanto, os possiveis mecanismos moleculares que tornam a
astrogénese laminar diferencialmente sensivel a restricdo mastigatéria ou aos efeitos
combinados dos desequilibrios mastigatorios ¢ do envelhecimento. Nesse sentido, o efeito
mais dramatico de redugdo da astrogénese que ocorre no stratum pyramidale de CA1 nos
animais de 18 meses se estende aos animais de 12 meses, incluindo todos os animais,

independentemente do regime mastigatdorio imposto.
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Em todos os outros estratos de CAl, o ambiente enriquecido parece reduzir as
mudancas impostas pelo regime mastigatorio tornando os grupos sob diferentes regimes de
dieta indistinguiveis uns dos outros. Em conjunto, os resultados sugerem que um decréscimo
na atividade mastigatoria e o envelhecimento possam estar interagindo e contribuindo para
promover efeitos laminares diferenciais na astrogénese de CA1 e que o ambiente enriquecido

parece se contrapor aos efeitos da privagao.

5.2 ASTROCITOS, ENVELHECIMENTO E FLUXO SANGUINEO CEREBRAL EM CAl

Uma intensa imunomarcacdo para GFAP proxima as artérias da fissura hipocampal
encontrada no presente trabalho, sugere um papel para os astrocitos dessa camada na
regulacdo do fluxo sanguineo cerebral de CAl e do giro denteado. Realmente, existe
evidéncia de que os astrocitos estdo envolvidos no controle neurovascular (KUGA et al.,
2011). Por conta do fato de que os astrocitos contribuem para o fluxo sanguineo local no
hipocampo, documentou-se uma redu¢do da imunomarcagdo para GFAP nos animais velhos
independentemente do regime de dieta imposto aos animais, sendo possivel predizer que o
fluxo sanguineo hipocampal pode estar alterado aos 18 meses. Este decréscimo na
imunomarcacgdo para GFAP pode ser secundario a uma reducdo da atividade neural induzida
pela idade na via de projecdo temporoamdnica do camundongo (VAN GROEN et al., 2003;
BARTESAGHI; GESSI, 2003). Entretanto, como a atrofia astrocitica nos animais
submetidos a dieta farelada parece mais severa do que aquela observada nos animais HD, uma
interpretag@o alternativa ¢ que o envelhecimento e a dieta farelada podem contribuir para o
agravamento da redug@o do fluxo sanguineo. Como ndo fizemos nenhuma correlagio entre a
densidade dos processos imunomarcados para GFAP e a fungdo astrocitica, esta questdo

importante permanece por ser investigada.

Alteracdes similares sdo observadas no hipocampo humano (REITZ et al., 2009) ¢
um disturbio importante do fluxo sanguineo durante o envelhecimento, que parece estar
associado a interrupcdo das interagdes axonio-gliais, pode ser a conexdo entre doenga vascular
¢ os processos de neurodegeneracdo cronicas associados ao envelhecimento (HORSBURGH
et al., 2011). Uma vez que a perda dos dentes (KAYE et al., 2010) e a disfungdo

neurovascular (GRAMMAS, 2011) parecem predizer o declinio cognitivo em idosos ¢
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razoavel supor que a privacdo mastigatoria em humanos pode contribuir, pelo menos em
parte, para as disfungdes de memoria associadas ao envelhecimento (HEDDEN; GABRIELLI,

2004) e que os astrocitos em mudanga possam estar associados a esses eventos.

Entre as diferengas acima referidas, podemos explorar a vascularizagdo como
possibilidade para essas variancias, ja que a capilarizagdo das diversas por¢des da formagdo
hipocampal varia de maneira proporcional ao numero de sinapses presentes, o que pde em
destaque as camadas piramidal e lacunoso molecular em CAl, bem como, a camada
molecular do giro denteado. Ainda do ponto de vista da vascularizagdo, porém agora do ponto
de vista macrovascular, cita-se a existéncia de variagdes anatdmicas na irrigagdo arterial de

CA1 que o tornaria relativamente vulneravel a eventos isquémicos (ISOLAN, 2007).

5.3. ASTROCITOS, ALTERACAO MASTIGATORIA E AMBIENTE ENRIQUECIDO

Os principais achados nos sugerem que a redugdo no estimulo mastigatoério por um
longo periodo, isto ¢, instalados logo ao 21° dia pds-natal e associada a um processo de
envelhecimento, impdem alteracdes na distribuicdo laminar dos astrocitos em CAl.

Entretanto, essas variagdes sdo atenuadas quando se vive em um ambiente enriquecido.

Considerando-se os animais criados em ambiente enriquecido e todas as suas
camadas de CA1, vimos que ndo foi notdria a diferenca entre os grupos AE/HD e AE/SD nas
trés janelas temporais, como fora visto no ambiente padrdo. Além disso, aos 6 meses,
sobretudo no grupo SD, o que se viu em todas as camadas foi uma quantidade de astrocitos
superior ao grupo AP/SD-6M. O enriquecimento ambiental, associado agora ao
envelhecimento, pareceu também reduzir a quantidade de astrocitos, aproximando os valores

dos grupos AE/SD 12M e 18M aos AP/HD 12M e 18M.

Tomados em conjunto esses resultados, especulamos que a astrocitose aos 6 meses
reuniria maior numero de astrocitos com propriedades neuroprotetoras e a privacdo
mastigatdria nessa idade impediria que o astrocito oferecesse o suporte estrutural necessario

aos neurdnios para o desempenho das fungdes cerebrais normais (HAINES, 2006).
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Pode-se supor também que, em outras condigdes, ou seja, se submetido a um
ambiente rico de estimulos, este em contraposicdo, ofereceria condigdes para um bom
desenvolvimento do SNC e protegdo deste na senilidade, minimizando ou mesmo impedindo
as alteragdes promovidas pela alteracdo na mastigacdo. Em concordancia, estudos outros em
humanos descrevem a melhoria das fungdes metabolicas e neuroquimicas que suportam
fung¢des executivas quando submetido os sujeitos a essas condigdoes (CHURCHILL et al,

2002).

E preciso também considerar que o envelhecimento ¢ um processo multifatorial,
onde as idades bioldgicas dos diversos tecidos mostram-se grandemente variadas no mesmo
individuo (WICK, 2000). Portanto, ¢ razodvel também considerar que as diferengas
encontradas entre as lamina¢des de CA1l podem ser justificadas pela heterogenicidade
anatomo-histoldgica do hipocampo em func¢@o da necessidade sua de elaborar composigdes

celulares e moleculares para a operacionalidade do seu circuito tri-sinaptico.

Por conta disso, existem regides dentro do hipocampo que concentram sinapses,
outras que se responsabilizardo pela condugdo até que reunidas o tornam reconhecidamente
uma importante area receptora e integradora de informagdes de todas as modalidades

sensoriais (TURNER et al., 1998).

5.4. PRIVACAO MASTIGATORIA, DECLINIO COGNITIVO E POPULACAO
ASTROCITARIA

Alteragdes hipocampais em funcdo de intervengdes na atividade mastigatéria sdo
descritas envolvendo desde a densidade neuronal em CA1 do hipocampo (ONOZUKA et al.,
1999), a formagdo sinaptica no hipocampo e no cortex parietal (YAMAMOTO;
HIRAYAMA, 2001), de forma a reduzi-las. Corroborando para essa hipotese, outros
estudiosos (ALMEIDA, 2010; KUBO, 2008, 2007, 2005; ONOZUKA et.al., 2002, 2000,
1999; TERASAWA et al., 2002; WATANABE, 2002, 2001; YAMAMOTO; HIRAYAMA,
2001) avaliaram o impacto da alteragdo mastigatoria na habilidade de ratos e camundongos
jovens em aprender e recordar a posi¢ao de objetos. Em seus achados, os grupos que sofreram

privagdo mastigatoria em comparagdo aos que ndo sofreram, ndo conseguiram aprender a
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localizar os objetos, demonstrando que a disfungdo mastigatoria causou diminui¢do da

habilidade de aprendizado e de memoria espacial.

Cogitamos também a possibilidade de que a quantidade de astrocitos no
envelhecimento esteja relacionada a mecanismos pro-inflamatorio e, portanto, associada a
uma condi¢do de privacdo mastigatoria, culminaria no declinio de fungdes cognitivas.
Almeida (2010) ao submeter camundongos velhos de ambiente padrio a testes de memoria
espacial, concluiu que os animais ndo privados da atividade mastigatoria apresentaram melhor
performance que os privados e ao estender sua andlise para camundongos jovens e adultos,

obteve os mesmos resultados.

Investigacdes em camundongos jovens, de meia-idade (ONOZUKA et al., 1999) e
senis (ONOZUKA et al., 1999; TSUTSUI et al., 2007), submetidos a alteracdo mastigatoria,

demonstraram aumento no numero de astrocitos hipertréficos na regido CA1 do hipocampo.

5.5. AVALIACAO ESTEREOLOGICA DA DISTRIBUICAO LAMINAR DOS
ASTROCITOS

O presente trabalho estimou o numero de astrocitos nas laminagdes em CAl do
hipocampo através de investigacdo estereoldgica sem viés. O método do fracionador dptico
baseia-se na estimativa aproximada de valores reais, a partir de fragdes amostrais minimas,
utilizando-se da contagem sistematica e aleatoria dos objetos de interesse, incluindo a terceira

dimensao.

Vale ressaltar, entretanto, que nenhum trabalho disponivel na literatura utilizou o
mesmo método do presente estudo para quantificar o nimero de astrocitos. Além disso, apesar
de os varios ensaios relatarem que existem alteragdes na regido de CAl do hipocampo,
nenhum estudo avaliou essa regido, enfocando a distribuicdo laminar dos astrocitos nessas

condicdes de dicta, idade e ambiente.
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Essa alternativa assegura a estimativa adequada do niimero total de células dentro da
area de interesse a partir do numero de células detectadas em cada caixa de contagem da
amostra e da probabilidade amostral (SCHMITZ et al., 2005). Ainda assim, pretende-se com
esse procedimento realizar estimativas que se aproximem ao maximo do valor esperado

(CRUZ-ORIVE, 1994; SCHMITZ 1998).

Entretanto, em fun¢@o do protocolo utilizado nesse estudo, foi inexistente a presenca
de intervalos entre as caixas de contagem distribuidas aleatoriamente sobre as areas de
interesse, permitindo, assim, uma contagem celular baseada na visitagdo de toda a area do

objeto de interesse.

Apesar disso, estimativas baseadas em estudos estereoldgicos podem variar em
decorréncia de inimeros fatores, como linhagem de animais, variagdes dos procedimentos
histologicos, diferentes protocolos de estereologia e ambigiiidades na defini¢do dos objetos de
interesse. Para reduzir essas possiveis fontes de erro, os grupos comparados, foram
submetidos a investigacdo estereologica apos terem suas amostras submetidas aos mesmos
protocolos de processamento (cortes histologios, imuno-histoquimica, desidratagdo,
contracoloragdo). Recorreu-se, ainda, a um estudo cego para evitar influéncias ou indugdes

indesejaveis.

Em relacdo ao nivel de erros aceitaveis, este foi definido como a razdo entre o erro
intrinseco a metodologia aplicada (CE) e o coeficiente de variagdo (CV = Desvio Padrao /

Média) (GLASER; WILSON, 1998; SLOMIANKA; OESTE, 2005).

O CE expressa a precisao das estimativas do numero de células e um valor < 0,05 foi
considerado adequado para o presente trabalho, pois a varidncia introduzida pelo
procedimento de estimagdo pouco contribuiram para a variagdo do grupo observado. As
variagOes possiveis associadas com fontes ndo-biologicas foram reduzidas a niveis aceitaveis
(MOUTON et al., 2002).

A outra maneira que se empregou para se avaliar os erros relacionados a escolha da
matriz amostral foi o calculo da variagio bioldgica definida como: CVB? = CV? — CE? (onde

CE, coeficiente de erro; CV coeficiente de variagdo; CVB, coeficiente de variagdo biologica)
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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 variagdo.

Entretanto, mesmo com todos esses cuidados, as diferencas nas estimativas ainda
podem existir em decorréncia de outras fontes de erros possiveis, como aqueles introduzidos
pelos pré-supostos do observador acerca dos grupos experimentais, pelas alteracdes 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 secgéo.

5.6. HORMONIOS E ASTROCITOS

Alem das variaveis envelhecimento, alteracdo da atividade mastigatoria e ambiente,
outro importante fator a ser considerado e que poderia interferir em relagdo ao numero de
astrocitos no hipocampo sdo os hormonios sexuais. Segundo Mouton (2002), fémeas senis da
variedade C57BI6J apresentaram 18,3% mais astrocitos que fémeas jovens e 32% mais que
machos de idades correspondentes. Em relagdo a esses achados, sugere-se que as fémeas senis
tenham perdido parte de sua protecdo estrogénica e que, por isso, pelo menos parte da
astrocitose seja fruto da estropausa. Corroborando com essa hipotese, Lei (2003), ao
comparar fémeas B6 ovariectomisadas (com 20-26 meses) tratadas com reposi¢do hormonal
com fémeas tratadas com placebo, observou que as fémeas que receberam o tratamento
medicamentoso tiveram uma reducdo no numero de astrécitos em hipocampo e giro denteado,
fato que se traduz em uma forte evidéncia de que os hormodnios sexuais medeiam a fungao das

células da glia.

O presente trabalho, ao seguir o protocolo de trabalhos realizados pela maioria das
pesquisas de nosso laboratorio, optou pela utilizagdo de camundongos fémeas, introduzindo
varidveis como dieta e enriquecimento ambiental e, embora ndo tenha apresentado como
objetivos realizar a compara¢do entre machos ¢ fémeas, ndo poderiamos deixar de citar a
questdo hormonal, como fator que poderia influenciar na astrocitose dos animais do presente

estudo. Torna-se assim, interessante propor a realizagdo de reposi¢do hormonal em grupos de
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fémeas senis, avaliando através do fracionador Optico o impacto do tratamento sobre o

nimero de astrocitos.

6. CONCLUSAO

v' A analise quantitativa estereologica da distribui¢do laminar dos astrocitos de CAl,
empregando o fracionador dptico, revelou que alteragdes mastigatorias impostas pelo
regime de dieta farelada altera o nimero de astrécitos de forma distinta nas diferentes

camadas;

v' As alteragdes do niimero de astrocitos parecem ser também dependentes da idade e

esses fatores (envelhecimento e regime mastigatorio) parecem interagir;

v Com exce¢do do stratum pyramidale de CAl, o ambiente enriquecido parece se
contrapor as alteragdes laminares impostas pelo regime mastigatorio e envelhecimento

em todos os estratos de CAl, e

v" Os mecanismos moleculares associados a essa mudangas permanecem por serem

investigados.
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Os parametros experimentais para cada camada estudada, uniformemente aplicados a todos os animais
estudados do ambiente padrao.

a(caixa) A (x,y grade)

A (a) f f £ No. de No. 93 5Q
Sujeitos it um? as ts SS caixas secgdes 2
Ambiente Padrao - Hard Diet | 6M
AP HD 6M Animal 1 80 x 80 80 x 80 1 0.32+0.010 116
AP HD 6M Animal 3 80 x 80 80 x 80 1 0.38 +0.003 116

Ambiente Padrao - Hard Diet/ 12M

AP HD 12M Animal 1 80 x 80 80 x 80 1 0.38 +0.003 1/6

AP HD 12M Animal 3 80 x 80 80 x 80 1 0.37 + 0.002

AP HD 12M Animal 5 80 x 80 80 x 80 1 0.40 + 0.006 116
Ambiente Padrao - Hard Diet/ 18M

AP HD 18M Animal 1 80 x 80 80 x 80 1 0.39 + 0.002

AP HD 18M Animal 3 80 x 80 80 x 80 1 0.36 + 0.002

AP HD 18M Animal 5 80 x 80 80 x 80 1 0.35 + 0.004

Ambiente Padrao - Soft Diet | 6M

AP SD 6M Animal 1 80 x 80 80 x 80 1 0.35+0.015

AP SD 6M Animal 3 80 x 80 80 x 80 1 0.33 +0.014

AP SD 6M Animal 5 80 x 80 80 x 80 1 0.29 + 0.008 116
Ambiente Padrao - Soft Diet | 12M

AP SD 12M Animal 1 80 x 80 80 x 80 1 0.40 + 0.004

AP SD 12M Animal 3 80 x 80 80 x 80 1 0.26 + 0.005

AP SD 12M Animal 5 80 x 80 80 x 80 1 0.28 + 0.004
Ambiente Padrao - Soft Diet | 18M

AP SD 18M Animal 1 80 x 80 80 x 80 1 0.33 +0.007 116

AP SD 18M Animal 3 80 x 80 80 x 80 1 0.26 + 0.002

LEGENDA:

a - caixa de contagem
A - grade de contagem
asf - "area sampling fraction" = area bloco/area matriz (x,y)
tsf - "tissue sampling fraction" = altura do bloco/espessura da sec¢do
ssf - "section sampling fraction" = sec¢des contadas/total de secgdes
>'Q - nimero de astdcitos contados
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Os parametros experimentais para cada camada estudada, uniformemente aplicados a todos os
animais estudados do ambiente padrao.

L () a (caixa) A (x,y grade) £ £ No.de No.de sQ

Sujeitos o um? ts SST caixas secgdes g
Ambiente Padrao - Hard Diet | 6M

AP HD 6M Animal 1 80 x 80 80 x 80 1 0.31£0.012 1/6 166 377
AP HD 6M Animal 3 80 x 80 80 x 80 1 0.39+0.005 1/6

Ambiente Padrao - Hard Diet/ 12M

AP HD 12M Animal 1 80 x 80 80 x 80 1 0.37+0.003 1/6
AP HD 12M Animal 3 80 x 80 80 x 80 1 0.37 +0.001 1/6
AP HD 12M Animal 5 80 x 80 80 x 80 1 0.39+0.005 1/6
Ambiente Padrao - Hard Diet/ 18M
AP HD 18M Animal 1 80 x 80 80 x 80 1 0.38+0.001 1/6
AP HD 18M Animal 3 80 x 80 80 x 80 1 0.35+0.002 1/6
AP HD 18M Animal 5 80 x 80 80 x 80 1 0.35+0.005 1/6
Ambiente Padrao - Soft Diet | 6M
AP SD 6M Animal 1 80 x 80 80 x 80 1 0.35+0.017 1/6
AP SD 6M Animal 3 80 x 80 80 x 80 1 0.34+0.015
AP SD 6M Animal 5 80 x 80 80 x 80 1 0.29+0.009 1/6
Ambiente Padrao - Soft Diet | 12M
AP SD 12M Animal 1 80 x 80 80 x 80 1 0.380.004 1/6
AP SD 12M Animal 3 80 x 80 80 x 80 1 0.26 +0.004 1/6
AP SD 12M Animal 5 80 x 80 80 x 80 1 0.28+0.003 1/6
Ambiente Padrao - Soft Diet | 18M
AP SD 18M Animal 1 80 x 80 80 x 80 1 0.33+0.006 1/6
AP SD 18M Animal 3 80 x 80 80 x 80 1 0.26+0.003 1/6
LEGENDA:

a - caixa de contagem
A - grade de contagem
asf - "area sampling fraction" = area bloco/area matriz (x,y)
tsf - "tissue sampling fraction" = altura do bloco/espessura da secgdo
ssf - "section sampling fraction" = sec¢des contadas/total de secgdes
>'Q - nimero de astdcitos contados
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Os parametros experimentais para cada camada estudada, uniformemente aplicados a todos os
animais estudados do ambiente padrao.

. () a (caixa) A (x,y grade) £ £ £ No.de No.de sQ
Sujeitos pm? pm? as ts SST caixas secgdes Q
Ambiente Padrao - Hard Diet | 6M
AP HD 6M Animal 1 80 x 80 80 x 80 1 0.30 + 0.013 1/6
AP HD 6M Animal 3 80 x 80 80 x 80 1 0.38 + 0.005 1/6

Ambiente Padrao - Hard Diet | 12M

AP HD 12M Animal 1 80 x 80 80 x 80 1 0.37 + 0.003 1/6

AP HD 12M Animal 3 80 x 80 80 x 80 1 0.37 + 0.002 1/6

AP HD 12M Animal 5 80 x 80 80 x 80 1 0.39 + 0.004 1/6
Ambiente Padrao - Hard Diet/ 18M

AP HD 18M Animal 1 80 x 80 80 x 80 1 0.38 + 0.001 1/6

AP HD 18M Animal 3 80 x 80 80 x 80 1 0.35 + 0.001 1/6

AP HD 18M Animal 5 80 x 80 80 x 80 1 0.35 + 0.005 1/6

Ambiente Padrao - Soft Diet | 6M

AP SD 6M Animal 1 80 x 80 80 x 80 1 0.35+0.019 1/6

AP SD 6M Animal 3 80 x 80 80 x 80 1 0.34 +0.015 1/6

AP SD 6M Animal 5 80 x 80 80 x 80 1 0.28 + 0.015 1/6
Ambiente Padrao - Soft Diet | 12M

AP SD 12M Animal 1 80 x 80 80 x 80 1 0.43 + 0.002 1/6

AP SD 12M Animal 3 80 x 80 80 x 80 1 0.26 + 0.002 1/6

AP SD 12M Animal 5 80 x 80 80 x 80 1 0.27 + 0.003 1/6
Ambiente Padrao - Soft Diet | 18M

AP SD 18M Animal 1 80 x 80 80 x 80 1 0.33 + 0.003 1/6

AP SD 18M Animal 3 80 x 80 80 x 80 1 0.26 + 0.004 1/6 10

LEGENDA:
a - caixa de contagem
A - grade de contagem
asf - "area sampling fraction" = area bloco/area matriz (X,y)
tsf - "tissue sampling fraction" = altura do bloco/espessura da secgdo
ssf - "section sampling fraction" = secgdes contadas/total de secgdes
>'Q - nimero de astdcitos contados
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Os parametros experimentais para cada camada estudada, uniformemente aplicados a todos os
animais estudados do ambiente padrao.

a (caixa) A (x,y grade) No. de No. de

] (a) f f f . . Z -
Sujeitos pm? pm? as ts Ss caixas  secgbes Q
Ambiente Padréo - Hard Diet | 6M
AP HD 6M Animal 1 80 x 80 80 x 80 1 0.29 + 0.012 1/6
AP HD 6M Animal 3 80 x80 80 x 80 1 0.37 + 0.004 1/6

Ambiente Padrao - Hard Diet/ 12M

AP HD 12M Animal 1 80 x 80 80 x 80 1 0.36 + 0.004 1/6

AP HD 12M Animal 3 80 x 80 80 x 80 1 0.37 + 0.002 1/6

AP HD 12M Animal 5 80 x 80 80 x 80 1 0.39 + 0.005 1/6
Ambiente Padrao - Hard Diet/ 18M

AP HD 18M Animal 1 80 x 80 80 x 80 1 0.37 + 0.001

AP HD 18M Animal 3 80 x 80 80 x 80 1 0.34 + 0.001

AP HD 18M Animal 5 80 x 80 80 x 80 1 0.32 + 0.006 1/6

Ambiente Padrao - Soft Diet/ 6M

AP SD 6M Animal 1 80 x 80 80 x 80 1 0.34 + 0.019 1/6

AP SD 6M Animal 3 80 x 80 80 x 80 1 0.33 + 0.011 1/6

AP SD 6M Animal 5 80 x 80 80 x 80 1 0.28 + 0.011 1/6
Ambiente Padrao - Soft Diet | 12M

AP SD 12M Animal 1 80 x 80 80 x 80 1 0.42 + 0.002

AP SD 12M Animal 3 80 x 80 80 x 80 1 0.25 + 0.004

AP SD 12M Animal 5 80 x 80 80 x 80 1 0.27 + 0.004 1/6
Ambiente Padrao - Soft Diet | 18M

AP SD 18M Animal 1 80 x 80 80 x 80 1 0.32 + 0.004

AP SD 18M Animal 3 80 x 80 80 x 80 1 0.26 + 0.004

LEGENDA:

a - caixa de contagem
A - grade de contagem
asf - "area sampling fraction" = area bloco/area matriz (x,y)
tsf - "tissue sampling fraction" = altura do bloco/espessura da sec¢do
ssf - "section sampling fraction" = sec¢des contadas/total de secgdes
>'Q - nimero de astdcitos contados
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Os parametros experimentais para cada camada estudada, uniformemente aplicados a todos os animais
estudados do ambiente enriquecido.

a (caixa) A (x,y grade) No.de No.de

s (a) Z r
Sujeitos i WP asf tsf ssf caixas seccdes Q
Ambiente Enriquecido - Hard Diet | 6M
AE HD 6M Animal 1~ 80 x 80 80 x 80 1 0.41  0.006 1/6 140 632
AE HD 6M Animal 3~ 80 x 80 80 x 80 1 0.40 + 0.012 1/6
AE HD 6M Animal 5 80 x 80 80 x 80 1 0.38 + 0.004 1/6
Ambiente Enriquecido - Hard Diet/ 12M
AE HD 12M Animal 1 80 x 80 80 x 80 1 0.35 + 0.002 1/6 109 498
AE HD 12M Animal 3 80 x 80 80 x 80 0.34+ 0.004
AE HD 12M Animal 5 80 x 80 80 x 80 1 0.40 £ 0.005
Ambiente Enriquecido - Hard Diet/ 18M
AE HD 18M Animal 1 80 x 80 80 x 80 1 0.30 £ 0.003 1/6
AE HD 18M Animal 3 80 x 80 80 x 80 1 0.34 + 0.009 1/6
AE HD 18M Animal 5 80 x 80 80 x 80 1 0.31  0.004 1/6
Ambiente Enriquecido - Soft Diet | 6M
AE SD 6M Animal 1~ 80 x 80 80 x 80 1 0.43 +0.013 1/6
AE SD 6M Animal 3~ 80 x 80 80 x 80 0.39+ 0.009
AE SD 6M Animal 5 80 x 80 80 x 80 0.42+ 0.012
Ambiente Enriquecido - Soft Diet | 12M
AE SD 12M Animal 1~ 80 x 80 80 x 80 0.36x 0.009
AE SD 12M Animal 3~ 80 x 80 80 x 80 1 0.33 £ 0.007
AE SD 12M Animal 5 80 x 80 80 x 80 0.34+ 0.013 1/6
Ambiente Enriquecido - Soft Diet | 18M
AE SD 18M Animal 1~ 80 x 80 80 x 80 1 0.34 + 0.003 1/6
AE SD 18M Animal 3~ 80 x 80 80 x 80 0.33 £ 0.01

AE SD 18M Animal 5 80 x 80 80 x 80 1 0.36 £+ 0.005 1/6



LEGENDA:
a

A

asf

tsf

ssf

2Q

- caixa de contagem

- grade de contagem

- "area sampling fraction" = area bloco/area matriz (x,y)

- "tissue sampling fraction" = altura do bloco/espessura da sec¢do

- "section sampling fraction" = sec¢des contadas/total de sec¢des
- nimero de astocitos contados
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Os parametros experimentais para cada camada estudada, uniformemente aplicados a todos os animais
estudados do ambiente enriquecido.

a (caixa) A (x,y grade) No.de No.de

iaito (@ -
Sujeitos 1 o asf tsf ssf caixas seccdes 2Q

Ambiente Enriquecido - Hard Diet | 6M

AE HD 6M Animal 1 80 x 80 80 x 80 1 0.40 + 0.008 1/6

AE HD 6M Animal 3 80 x 80 80 x 80 1 0.39 + 0.009 1/6

AE HD 6M Animal 5 80 x 80 80 x 80 1 0.37 + 0.004
Ambiente Enriquecido - Hard Diet/ 12M

AE HD 12M Animal 1~ 80 x 80 80 x 80 1 0.35 + 0.001

AE HD 12M Animal 3 80 x 80 80 x 80 1 0.33z 0.004

AE HD 12M Animal 5 80 x 80 80 x 80 1 0.40 + 0.005
Ambiente Enriquecido - Hard Diet/ 18M

AE HD 18M Animal 1~ 80 x 80 80 x 80 1 0.33 £ 0.003 1/6

AE HD 18M Animal 3 80 x 80 80 x 80 1 0.34 + 0.009 1/6

AE HD 18M Animal 5 80 x 80 80 x 80 1 0.32 + 0.002
Ambiente Enriquecido - Soft Diet | 6M

AE SD 6M Animal 1 80 x 80 80 x 80 1 0.43 + 0.009 1/6

AE SD 6M Animal 3 80 x 80 80 x 80 1 0.39+ 0.007 1/6

AE SD 6M Animal 5 80 x 80 80 x 80 1 0.41+ 0.008 1/6
Ambiente Enriquecido - Soft Diet | 12M

AE SD 12M Animal 1 80 x 80 80 x 80 1 0.36+ 0.010 1/6

AE SD 12M Animal 3 80 x 80 80 x 80 1 0.34 + 0.003 1/6

AE SD 12M Animal 5 80 x 80 80 x 80 1 0.35+ 0.017
Ambiente Enriquecido - Soft Diet | 18M

AE SD 18M Animal 1~ 80 x 80 80 x 80 1 0.34 + 0.003 1/6

AE SD 18M Animal 3 80 x 80 80 x 80 1 0.34 £ 0.013 1/6

AE SD 18M Animal 5 LEGFRYDA: g0 x 80 1 0.36+0.007

a - caixa de contagem
A - grade de contagem
asf - "area sampling fraction" = area bloco/area matriz (X,y)
tsf - "tissue sampling fraction" = altura do bloco/espessura da secgdo
ssf - "section sampling fraction" = sec¢des contadas/total de secgdes
>'Q - numero de astdcitos contados
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Os parametros experimentais para cada camada estudada, uniformemente aplicados a todos os animais
estudados do ambiente enriquecido.

a (caixa) A (x,y grade) No.de No.de

jeitos'® f f f Q
SHISHES pm? pm? as L Ss caixas secgbes g
Ambiente Enriquecido - Hard Diet | 6M
AE HD 6M Animal 1 80 x 80 80 x 80 1 0.40 + 0.006 1/6
AE HD 6M Animal 3~ 80 x 80 80 x 80 1 0.37 % 0.007
AE HD 6M Animal 5 80 x 80 80 x 80 1 0.36 + 0.007 1/6
Ambiente Enriquecido - Hard Diet | 12M
AE HD 12M Animal 1 80 x 80 80 x 80 1 0.34 + 0.003 1/6
AE HD 12M Animal 3 80 x 80 80 x 80 1 0.34 + 0.005
AE HD 12M Animal 5 80 x 80 80 x 80 1 0.40 + 0.004 1/6
Ambiente Enriquecido - Hard Diet /| 18M
AE HD 18M Animal 1 80 x 80 80 x 80 1 0.32 + 0.002 1/6
AE HD 18M Animal 3 80 x 80 80 x 80 1 0.35 + 0.009 1/6
AE HD 18M Animal 5 80 x 80 80 x 80 1 0.32 + 0.004
Ambiente Enriquecido - Soft Diet | 6M
AE SD 6M Animal 1 80 x 80 80 x 80 1 0.41 % 0.004 1/6
AE SD 6M Animal 3~ 80 x 80 80 x 80 1 0.39+ 0.006 1/6
AE SD 6M Animal 5 80 x 80 80 x 80 1 0.40+ 0.010 1/6
Ambiente Enriquecido - Soft Diet | 12M
AE SD 12M Animal 1~ 80 x 80 80 x 80 1 0.37 £ 0.010 1/6
AE SD 12M Animal 3 80 x 80 80 x 80 1 0.35 + 0.003 1/6
AE SD 12M Animal 5 80 x 80 80 x 80 1 0.36 + 0.022
Ambiente Enriquecido - Soft Diet | 18M
AE SD 18M Animal 1~ 80 x 80 80 x 80 1 0.34 + 0.006 1/6
AE SD 18M Animal 3~ 80 x 80 80 x 80 1 0.34 £ 0.014
A2 O R RS | 80 x 80 1 0.36 £ 0.006 116
LEGENDA:

a - caixa de contagem
A - grade de contagem
asf - "area sampling fraction" = area bloco/area matriz (X,y)
tsf - "tissue sampling fraction" = altura do bloco/espessura da sec¢do
ssf - "section sampling fraction" = sec¢des contadas/total de secgdes
>'Q - nimero de astdcitos contados
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Os parametros experimentais para cada camada estudada, uniformemente aplicados a todos os animais
estudados do ambiente enriquecido.

a (caixa) A (x,y grade) No.de No.de

jeitos® f f f . ~ Q
Sujeitos um? fihece as ts i caixas secgoes <
Ambiente Enriquecido - Hard Diet | 6M
AE HD 6M Animal 1 80 x 80 80 x 80 1 0.39+0.013
AE HD 6M Animal 3 80 x 80 80 x 80 1 0.68 + 0.301
AE HD 6M Animal 5 80 x 80 80 x 80 1 0.36 + 0.005 1/6
Ambiente Enriquecido - Hard Diet/ 12M
AE HD 12M Animal 1 80 x 80 80 x 80 1 0.34 + 0.002
AE HD 12M Animal 3 80 x 80 80 x 80 1 0.33+ 0.005
AE HD 12M Animal 5 80 x 80 80 x 80 1 0.40 + 0.004 1/6 485
Ambiente Enriquecido - Hard Diet/ 18M
AE HD 18M Animal 1 80 x 80 80 x 80 1 0.33 + 0.003
AE HD 18M Animal 3 80 x 80 80 x 80 1 0.33 + 0.009
AE HD 18M Animal 5 80 x 80 80 x 80 1 0.31 + 0.002 1/6
Ambiente Enriquecido - Soft Diet | 6M
AE SD 6M Animal 1 80 x 80 80 x 80 1 0.42 + 0.008 1/6
AE SD 6M Animal 3 80 x 80 80 x 80 1 0.39+ 0.004
AE SD 6M Animal 5 80 x 80 80 x 80 1 0.39+ 0.012 1/6 121 317
Ambiente Enriquecido - Soft Diet | 12M
AE SD 12M Animal 1 80 x 80 80 x 80 1 0.35+ 0.009
AE SD 12M Animal 3~ 80 x 80 80 x 80 1 0.34 + 0.006
AE SD 12M Animal 5 80 x 80 80 x 80 1 0.35+ 0.020 1/6
Ambiente Enriquecido - Soft Diet | 18M
AE SD 18M Animal 1 80 x 80 80 x 80 1 0.33 + 0.004
AE SD 18M Animal 3 80 x 80 80 x 80 1 0.34 + 0.016
AE SD 18M Animal p | GENBA : 80 x 80 1 0.35 £ 0.008

a - caixa de contagem
A - grade de contagem
asf - "area sampling fraction" = area bloco/area matriz (x,y)
tsf - "tissue sampling fraction" = altura do bloco/espessura da sec¢do
ssf - "section sampling fraction" = secgdes contadas/total de secgdes
>'Q - numero de astocitos contados
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Estimativa Individual Unilateral do Numero (N) de Astrdcitos com respectivos Coeficientes de Erro (CE) nas suas
respectivas regides do hipocampo para o grupo de ambiente padrao.
Lacunoso-Molecular - CA1

Ambiente Padrao - Hard Diet/ 6M Ambiente Padrao - Soft Diet / 6M
s ] Es?:zms)ura (SchiEffer) SR ] Esl?:;s)u © (Schigffer)
—-———-——
AP HD 6M Animal 2 11888 17.50 + 0.36 0.0 AP SD 6M Animal 2 9797 19.03 £ 0.76
—-———-——
AP HD 6M Animal 4 12895 21.26 +0.33 0.0 AP SD 6M Animal 4 9575 24.31 £ 0.68
—-———-——
Mean 11675 19.72 £0.38 Mean 10190 21.89 £ 0.90
— __— __
_-__—-__
CE?/CV? 0.136 CE?/CV? 0.320
o8 o0 o oes
CVB%(%CV?) 86.37% CVB*(%CV?) 68.02%
Ambiente Padrao - Hard Diet/ 12M Ambiente Padréo - Soft Diet / 12M
SREHES N Es?:zms)ura (SchiEffer) SELEE) N Esl?:;s)u © (Schigffer)
—-———-——
AP HD 12M Animal 2 9371 19.10 + 0.61 AP SD 12M Animal 2~ 9379 20.94 + 0.95
| APHD12M ANmalS ___ __
AP HD 12M Animal 4 % 20.18 £ 0.40 AP SD 12M Animal 4 % 23.49 +0.22
_-__—-__
Mean 9084 18.74 £ 0.42 0.05 Mean 11931 22.75 £ 0.77 0.05
_-__—-__
0.006 0.033
_-__—-__
CE?/CV? 0.415 CE?/CV? 0.076
o8 04 oW o0
CVB%(%CV?) 58.52% CVB%(%CV?) 92.40%
Ambiente Padrao - Hard Diet/ 18M Ambiente Padréo - Soft Diet / 18M
s ] Es?:zms)ura (SchiEffer) EHIEEE ] Esl?:;s)u © (Schigffer)
_-__—-—_
AP HD 18M Animal 2 7760 19.32 +0.28 0.06 AP SD 18M Animal 2 11710 2432 +0.38 0.0
—-———-——
AP HD 18M Animal 4 8579 19.94 +0.24 AP SD 18M Animal 4~ 9171 19.43 +0.43
—-———-——
Mean 8387 19.18 £0.25 Mean 10661 22.89 + 0.39 0.05
—-—_—-—_
0.027 v 0.030
— ___ I
CE?/CV? w CE?/CV? w
o 004 o o
CVBZ(%cvziE 90.64% CVB?(%CV?) 91.57%
LEGENDA:

N = Média niimero de astrocitos por grupo
SD = Desvio padrido
CV =N/SD X SD/N (CV, coeficiente de variagdo)
CVB? =CV’-CE® (CVB, coeficiente de variagio biologica)
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Estimativa Individual Unilateral do Numero (N) de Astrdcitos com respectivos Coeficientes de Erro (CE) nas suas

respectivas regides do hipocampo para o grupo de ambiente padrdo.
Radiatum - CA1

Ambiente Padrao - Hard Diet/ 6M Ambiente Padrao - Soft Diet / 6M
Sulpies ] Esl?:;s)ura (Schzgffer) ERlEles ] Es;::'sns)ura (SchiEffer)
—-———-——
AP HD 6M Animal 2 9060 17.89 + 0.45 AP SD 6M Animal 2 7384 18.67 £ 0.91 0.0
—-———-——
AP HD 6M Animal 4 10345 20.65 + 0.27 AP SD 6M Animal 4 6799 24.05 + 0.72
—-———-——
Mean 9342 19.62 + 0.44 Mean 7824 21.54 +0.92 0.0
—-———-——
0.029 0.028
_-___-__
CE’/CV? 0.031 CE?/CV? 0.058
.o 00 ov8® o
CVB?*(%CV?) 96.93% CVB?*(%CV?) 94.24%
Ambiente Padrao - Hard Diet/ 12M Ambiente Padréao - Soft Diet/ 12M
ERlSice ] Esl?:;s)ura (Schzgffer) ERIEHEE ] Es;::'sns)ura (SchiEffer)
—-———-——
AP HD 12M Animal 2 8939 18.99 + 0.52 AP SD 12M Animal 2 7812 20.94 + 0.72
—-———-——
AP HD 12M Animal 4 8924 20.44 + 0.54 AP SD 12M Animal 4 8334 23.74 +0.18
—-———-——
Mean 8349 18.83 £ 0.44 Mean 10091 22.83 + 0.65
—-———-——
0.005 0.040
—-———-——
CE*/CV? 0.324 CE?/CV? 0.040
S o o3 o e
CVB?*(%CV?) 67.63% CVB?*(%CV?) 95.95%
Ambiente Padrao - Hard Diet/ 18M Ambiente Padréao - Soft Diet/ 18M
Sulpies ] Esl?:;s)ura (Schzgffer) ERlEles ] Es;::'sns)ura (SchiEffer)
—-———-——
AP HD 18M Animal 2 8587 19.88 + 0.31 AP SD 18M Animal2 10059  24.32+ 0.34
—-———-——
AP HD 18M Animal 4 8285 19.76 + 0.19 AP SD 18M Animal 4 8567 19.13 + 0.44
—-———-——
Mean 9578 19.35 + 0.26 Mean 9741 22.84+ 0.39 0.0
—-———-——
0.020 0.024
— __— I
CE*/CV? oo* CE?*/CV? %
o o0 o o2
CVB*(%CV?) 95.57% CVB%(%CV?) 93.24%
LEGENDA

N = Meédia niimero de astrocitos por grupo
SD = Desvio padrio
CV =N/SD X SD/N (CV, coeficiente de variagdo)
CVB® =CV’- CE’ (CVB, coeficiente de variagio biologica)
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Estimativa Individual Unilateral do Numero (N) de Astrdcitos com respectivos Coeficientes de Erro (CE) nas suas
respectivas regides do hipocampo para o grupo de ambiente padréo.

Piramidal - CA1

Ambiente Padrao - Hard Diet / 6M Ambiente Padrao - Soft Diet / 6M
. . Espessura CE i Espessura CE
Sulpies ] (pum) (Scheaffer) SR ] (um) (Scheaffer)
AP HD 6M Animal 2~ 3175 18.26 + 0.46 AP SD 6M Animal 2 1954 18.75 + 0.94 0.09
AP HD 6M Animal 4 ~ 3722 20.86+ 0.18 0.05 AP SD 6M Animal 4 1767 14.65 + 1.18 0.09
—-———-——
Mean 1886 20.00 + 0.45 Mean 2059 19.69 + 0.99 0.07
0.135 0.038
—-———-—_
CE*/CV? 0.027 CE?/CV? 0.128
oo o2 o 00w
CVB?*(%CV?) 97.34% CVB?(%CV?) 87.20%
Ambiente Padrao - Hard Diet/ 12M Ambiente Padréao - Soft Diet/ 12M
o Espessura CE i Espessura CE
St s (pum) (Scheaffer) i s (um) (Scheaffer)

AP HD 12M Animal
3914 19.36 + 0.54 AP SD 12M Animal 2 4249 21.02 + 0.68

AP 12M il AP SD 12M Animal 4 5325

3250  20.39+0.65 24.25 +0.12
_-_-_-_-
Mean 3881 19.06 + 0.47 Mean 4798 22.58 + 0.48
_-__—-__
0.022 0.043
—-———-——
CE’/CV? 0.166 CE?/CV? 0.058
oo o8 ove oo
CVB?*(%CV?) 83.36% CVB?(%CV?) 94.19%
Ambiente Padrao - Hard Diet/ 18M Ambiente Padréao - Soft Diet/ 18M
SR N Es;::rs:)u © (Sch?eEffer) SELED) N Es;::;s)ura (SchZEffer)
—-———-——
AP HD 18M Animal 2 2942 ~ 20.44 +0.35 AP SD 18M Animal 2 3035 24.98 + 0.30
_-___-__
AP HD 18M Animal 4 3288 19.97 +0.21 AP SD 18M Animal 4 2773 18.68 £ 0.35
—-———-——
Mean 3499 19.98 + 0.28 0.0 Mean 2955 22.92 +0.33 0.07
—-———-——
cV? 0.031 0.004
_-__—-__
CE‘/CV* 0.117 CEY/CV? 0.960
. ow o002  cw o000
CVBZ(%i\ﬁ)GENB%%O% CVB?(%CV?) 4.04%

N = Meédia niimero de astrocitos por grupo
SD = Desvio padrdo
CV =N/SD X SD/N (CV, coeficiente de variagdo)
CVB? =CV’- CE’ (CVB, coeficiente de variagio biologica)
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Estimativa Individual Unilateral do Numero (N) de Astrdcitos com respectivos Coeficientes de Erro (CE) nas suas

respectivas regides do hipocampo para o grupo de ambiente padrdo.
Oriens - CA1

Ambiente Padrao - Hard Diet / 6M Ambiente Padrao - Soft Diet / 6M

. . Espessura CE i Espessura CE
SufBies ] (um) (Scheaffer) SR ] (um) (Scheaffer)

AP HD 6M Animal 2 6887 18.81 £ 0.58 0.05 AP SD 6M Animal 2 5681 19.34 + 1.01 0.05

AP HD 6M Animal 4 7347 21.45+0.21 0.05 AP SD 6M Animal 4 5269 2511 £1.00 0.05

Mean 7239 20.73 £ 0.48 Mean 6402 22.29 + 0.94 0.05

CVB%(%CV?) 89.07% CVB%(%CV?) 92.04%
Ambiente Padrao - Hard Diet/ 12M Ambiente Padréao - Soft Diet/ 12M

. . Espessura CE i Espessura CE
S s (um) (Scheaffer) i s (um) (Scheaffer)

AP HD 12M Animal 2~ 6697 19.59 + 0.66 AP SD 12M Animal 2 4781 21.23+£0.72

AP HD 12M Animal 4 6211 20.42 + 0.80 AP SD 12M Animal 4 5751 23.98 £ 0.22

Mean 6506 19.16 + 0.55 Mean 6359 22.93 + 0.66 0.05

0.002 cV?

CE?/CV? 1.176 CE?/CV?

. ¢cw 00004 cw
CVB%(%CV?) -17.578 CVB%(%CV?)
Ambiente Padrao - Hard Diet/ 18M Ambiente Padréao - Soft Diet/ 18M
. . Espessura CE i Espessura CE
i N i N
SufBies (um) (Scheaffer) SR (um) (Scheaffer)
AP HD 18M Animal 2 5620 20.62 +0.16 0.05 AP SD 18M Animal 2 9325 25.50 + 0.38 0.05
AP HD18MAnimal3 7866 ~ 20.12:0.18 005  APSD18MAnimal3 9841  2692+045 005
AP HD 18M Animal 4 5884 20.27 +0.28 0.05 AP SD 18M Animal 4 6521 19.09 + 0.37 0.04
Mean 6316 20.29 + 0.30 0.0 Mean 8541 23.34 +0.37 0.05
__——__—_
0.022 0.029
CE’/CV? 0.113 CE’/CV? 0.055
. ¢cw o020 . cw 0028
CVB?*(%CV?) 88.71% CVB?(%CV?) 94.51%

LEGENDA:

N = Meédia nimero de astrocitos por grupo

SD = Desvio padrido
CV =N/SD X SD/N (CV, coeficiente de variagdo)
CVB? =CV’-CE’ (CVB, coeficiente de variagio biologica)
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Estimativa Individual Unilateral do Numero (N) de Astrdcitos com respectivos Coeficientes de Erro (CE) nas suas
respectivas regides do hipocampo para o grupo de ambiente enriquecido.

Ambiente Enriquecido - Hard Diet/ 6M Ambiente Enriquecido - Soft Diet / 6M
- Espessura CE - Espessura CE
N
i s (um) (Scheaffer) i (pum) (Scheaffer)
AE HD 6M Animal 2 16758 18.88 + 0.6 0.04 AE SD 6M Animal 2 12452 16.65 + 0.13 0.04
AE HD 6M Animal 4 10121 16.29 + 0.26 .04 AE SD 6M Animal 4 12567 17.23+ 0.31 0.0
—-——————
Mean 11234 17.58 + 0.36 0.05 Mean 10991 16.95 + 0.37 0.05
—-———-——
0.086 0.018
CE*/CV? 0.019 CE*/CV? 0.090
CVB*(%CV?) 98.14% CVB*(%CV?) 90.96%
Ambiente Enriquecido - Hard Diet / 12M Ambiente Enriquecido - Soft Diet / 12M
- Espessura CE - Espessura CE
N
i s (um) (Scheaffer) i (mum) (Scheaffer)
AE HD 12M Animal 2 10019 16.96 + 0.15 0.05 AE SD 12M Animal 2~ 6973 19.04 + 0.76 0.05
AE HD 12M Animal 4 ~ 8551 18.83 + 0.28 AE SD 12M Animal 4 10332 18.67 + 0.34
Mean 9058 18.09 £ 0.21 Mean 9272 19.69 + 0.58
_-_—_-——
0.010 0.028
CE*/CV? 0.240 CE*/CV? 0.089
CVB*(%CV?) 75.99% CVB*(%CV?) 91.12%
Ambiente Enriquecido - Hard Diet / 18M Ambiente Enriquecido - Soft Diet / 18M
- Espessura CE - Espessura CE
N
i s (um) (Scheaffer) i (pum) (Scheaffer)
AE HD 18M Animal 2 8659 21.96 + 0.39 0.05 AE SD 18M Animal 2 8838 20.9 % 0.56
AE HD 18M Animal 4 10223 21.73 £ 0.52 0.05 AE SD 18M Animal 4 7388 26.14 +0.38 0.0
Mean 10248 21.86 + 0.41 Mean 9395 21.59 +0.39 0.0
0.020 0.071
CE*/CV? 0.126 CE*/CV? 0.040
CVB*(%CV?) 87.39% CVB*(%CV?) 95.99%
LEGENDA:

N = Média nimero de astrocitos por grupo
SD = Desvio padrio
CV =N/SD X SD/N (CV, coeficiente de variagdo)
CVB? =CV’- CE’ (CVB, coeficiente de variagio biologica)
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Estimativa Individual Unilateral do Numero (N) de Astrdcitos com respectivos Coeficientes de Erro (CE) nas suas
respectivas regides do hipocampo para o grupo de ambiente enriquecido.

Ambiente Enriquecido - Hard Diet / 6M Ambiente Enriquecido - Soft Diet / 6M
Silpies ] Es?:rsns)u © (Schigffer) SREHES N Es?:rsns)u © (SchiEffer)
—-———-——
AE HD 6M Animal 2 12241 18.94 + 0.87 AE SD 6M Animal 2 10412 16.9 £ 0.14
—-———-——
AE HD 6M Animal 4 13338 16.42 + 0.33 AE SD 6M Animal 4 12868 17.63 + 0.29
—-———-——
Mean 10952 17.88 + 0.44 Mean 10551 17.12 £ 0.30
—-—_—-—_
0.064 0.047
—-—_—-—_
CE?’/CV? 0.014 CE?/CV? 0.019
. owe® 003 o oo
CVB?*(%CV?) 98.58% CVB*(%CV?) 98.09%
Ambiente Enriquecido - Hard Diet/ 12M Ambiente Enriquecido - Soft Diet / 12M
Silpies ] Es?:rsns)u © (Schigffer) SREHES N Es?:rsns)u © (SchiEffer)
—-———-——
AE HD 12M Animal 2 10121 17.16 £ 0.13 0.04 AE SD 12M Animal 2 8057 18.92 + 0.66
—-———-——
AE HD 12M Animal 4 6895 18.59 + 0.22 0.05 AE SD 12M Animal 4 10133 18.51 + 0.25
—-———-——
Mean 8436 18.70 + 0.18 Mean 9097 19.36 + 0.52
—-———-——
0.039 0.011
_-—_—-—_
CE?’/CV? 0.041 CE?/CV? 0.080
o 00 o o000
CVB%(%CV?) 95.91% CVB%(%CV?) 92.03%
Ambiente Enriquecido - Hard Diet/ 18M Ambiente Enriquecido - Soft Diet / 18M
Sujeitos N Es;::rs:)u re (SchiEffer) Sujeitos N ES[.::;S)U @ (schigffer)
—-———-——
AE HD 18M Animal 2 8922 21.58 £ 0.33 0.04 AE SD 18M Animal 2 8614 209+ 0.34
—-———-——
AE HD 18M Animal 4 8799 21.3+0.58 0.04 AE SD 18M Animal 4 7731 26.41 £ 0.29
—-———-——
Mean 9625 2141+ 0.39 0.0 Mean 9499 21.54 + 0.39 0.0
—-———-——
0.021 0.046
—-—_—-—_
CE?’/CV? 0.075 CE?/CV? 0.034
o o0 o8 0w
CVB%(%CV?) 92.54% CVB%(%CV?) 96.62%

EGENDA:
N = Meédia niimero de astrocitos por grupo
SD = Desvio padrdo
CV =N/SD X SD/N (CV, coeficiente de variagdo)
CVB? =CV?*- CE? (CVB, coeficiente de variagio biologica)
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Estimativa Individual Unilateral do Numero (N) de Astrécitos com respectivos Coeficientes de Erro (CE) nas suas
respectivas regides do hipocampo para o grupo de ambiente enriquecido.

Ambiente Enriquecido - Hard Diet / 6M Ambiente Enriquecido - Soft Diet / 6M
Sujeitos N Es;z:z:s)ura (S ch?:ff er) Sujeitos N Es;::z:s)ura (S chiEff er)
 AEHD6MAnimal1 2628  17.35%¢028 007 AESDGMAnimal1 4943 169602 006
AE HD 6M Animal 2 4845 19.17 +0.98 0.05 AE SD 6M Animal 2 4693 17.34 +0.23 0.06
—-———-—_
AE HD 6M Animal 4 4460 16.97 + 0.4 AE SD 6M Animal 4 3438 17.7 + 0.41 0.06
—-———-—_
Mean 3830 18.39 + 0.49 Mean 3918 17.50 + 0.05 0.06
—-———-—_
0.068 0.046
—-———-—_
CE*/CV? 0.053 CE’/CV? 0.079
. ow8® 0084 ow8 002
CVB?*(%CV?) 94.67% CVB?*(%CV?) 92.14%
Ambiente Enriquecido - Hard Diet/ 12M Ambiente Enriquecido - Soft Diet / 12M
Sujeitos N Es;;:z:s)ura (Sch?:ffer) Sujeitos N Es;:::s)ura (Sch?aEffer)
—-———-—_
AE HD 12M Animal 2 3136 17.14+ 0.24 .05 AE SD 12M Animal 2 2089 19.11 + 0.76 0.07
—-———-—_
AE HD 12M Animal 4 2087 18.54 + 0.31 .07 AE SD 12M Animal 4 2655 18.61 + 0.26 0.06
—-———-—_
Mean 2309 18.67 +0.24 Mean 2236 19.11 + 0.56 0.07
—-———-—_
0.059 0.015
—-———-—_
CE’/CV? 0.061 CE’/CV? 0.242
. ow8® 006 ow o0t
CVB?*(%CV?) 93.95% CVB*(%CV?) 75.80%
Ambiente Enriquecido - Hard Diet/ 18M Ambiente Enriquecido - Soft Diet / 18M
Sujeitos N Es;;:z:s)ura (Sch?:ffer) Sujeitos N Es;:::s)ura (Sch?aEffer)
—-———-—_
AE HD 18M Animal 2~ 2862 21.35 + 0.34 .06 AE SD 18M Animal 2 2681 20.72+ 0.20 0.06
—-———-—_
AE HD 18M Animal 4 1839 20.7 0.6 .07 AE SD 18M Animal 4 2042 25.93 + 0.36 0.07
—-———-—_
Mean 2755 2108+ 0.4 0.0 Mean 2616 21.32+ 0.4 0.06
—-———-—_
0.058 0.058
—-———-—_
CE*/CV? 0.062 CE’/CV? 0.064
o’ 0084 o 00
CVB%(%CV?) 93.75% CVB%(%CV?) 93.62%

= Média niimero de astrocitos por grupo

= Desvio padrio

=N/SD X SD/N (CV, coeficiente de variac¢do)

= CV?- CE* (CVB, coeficiente de variagio biologica)
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Estimativa Individual Unilateral do Numero (N) de Astrdcitos com respectivos Coeficientes de Erro (CE) nas suas
respectivas regides do hipocampo para o grupo de ambiente enriquecido.

Ambiente Enriquecido - Hard Diet / 6M Ambiente Enriquecido - Soft Diet / 6M
St s Es;::rsns)ura (SchiEffer) EHIEEE ] Es;::'sns)ura (SchiEffer)
 AEHD6MAnimal1 6251  17.75:063 005 AESD6MAnimal1 8268  1661:03 004
AE HD 6M Animal 2 7509 19.87 +0.96 0.05 AE SD 6M Animal 2 7527 16.8 +0.19 0.05
 AEHD6MAnimal3 6647  18.47:048 006 ~  AESD6MAnimal3 569  1801:02 005
AE HD 6M Animal 4 7878 16.64 + 0.1 0.04 AE SD 6M Animal 4 8995 17.94 + 0.31 0.04
 AEHD6MAnimal5 4701 19.14:028 006 AESD6MAnimal5 4921  17.76t056 006
Mean 6597 18.37 +0.49 0.05 Mean 7082 17.42 +0.31 0.05
—-—_—-—_
0.036 0.059
_-——_-——
CE’/CV? 0.070 CE’/CV? 0.027
. ¢cw” o008  cw o057
CVB?*(%CV?) 92.97% CVB?(%CV?) 97.29%
Ambiente Enriquecido - Hard Diet/ 12M Ambiente Enriquecido - Soft Diet / 12M
St s Es;::rsns)ura (SchiEffer) EHIEEE ] Es;::'sns)ura (SchiEffer)
 AEHD 12M Animal1 6767 ~ 203%047 006 AESD12MAnimal1 8033  19.87:0.52 005
AE HD 12M Animal 2~ 7131 175+ 0.72 0.05 AE SD 12M Animal 2 5603 19.63 + 0.87 0.05
AEHD12M Animal3 5257  20.95:035 005 AESD12MAnimal3 7768  20.15:035 005
AE HD 12M Animal 4 5707 19.34 +0.34 0.05 AE SD 12M Animal 4 7452 18.56 + 0.25 0.05
AEHD 12MAnimal5 7240 17.44:0.19 004  AESD12MAnimal5 6160  20.02£1.08 005
Mean 6420 19.11 £0.35 0.05 Mean 7003 19.65 + 0.61 0.05
_-——_-——

0.019

CVB?*(%CV?) 86.96% CVB?(%CV?) 93.05%
Ambiente Enriquecido - Hard Diet/ 18M Ambiente Enriquecido - Soft Diet / 18M
St s Es;::rsns)ura (SchiEffer) i s Es;::'sns)ura (SchiEffer)
AEHD18MAnimal1 5800 22494021 005 AESD18MAnmal1 9741  21.16%031 004
AE HD 18M Animal 2 7608 21.91+0.33 0.05 AE SD 18M Animal 2 6994 21.67 + 0.39 0.05
 AEHD 18MAnimal3 9527 2092:062 005 AESD18MAnimal3 6311  20.80£0.90 005
AE HD 18M Animal 4 6992 20.29 + 0.53 0.05 AE SD 18M Animal 4 7337 27.05 + 0.33 0.06
 AEHD 18MAnimal5 7783 2213:02 005 AESD18MAnimal5 6888  19.89% 048 005
Mean 7542 2175+ 0.38 0.05 Mean 7454 21.11+ 0.48 0.05
s> 88 s M
cVv? 0.032 cVv? 0.032
. ce® o002  cE 0002
CE’/CV? 0.050 CE’/CV? 0.077
. ¢6w o0«  cw 002
CVB}(%CV?) 95.04% CVB(%CV?) 92.31%

N = Média numero de astrocitos por grupo
SD = Desvio padrio
CV =N/SD X SD/N (CV, coeficiente de variagdo)
CVB® =CV’- CE’ (CVB, coeficiente de variagio biologica)
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ANEXO A - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

ks
i

=5 ité de éti ‘ '
e comite de etica em pesquisa T

{ "4
= e epa-e com animais de experimentagao J

PARECER BIOOO4-09

Projeto: Alteraciio da atividade mastigatoria e declinio cognitivo em modelo
murino de senescéncia

Coordenador: Prof. Dra. Marcia Consentino Kronka
Area Temitica: Biologia/Neurociéncias
Vigéncin: 032008 a 03/2011

Nono CEPAE-UFPA: BIOOO4-09

O projeto acima identificado foi avaliado pelo Comité de Ftica Em Pesquisa Com
Animais de Experimentagiio da Universidade Federal do Pard (CEPAE). O tema eleito para
a investigacho e de alto teor cientifico justificando a utilizagfo do modelo animal proposto,
Os procedimentos experimentais utilizados seguem as normas locais e internacionais para
tratamento ¢ manipulagio de animais de experimentagio. Portanto, o CEPAE, atrawés de
seu presidente, no uso das atribuiclies delegadas pela portaria No 15682005 do Reitor da
Universidade Federal do Pard, resolve APROVAR a utilizagdo de animais de
exporimentagiio nas atividades do projeto em questio, no periodo de vigéncia estabelecido,
As atividades experimentais fora do periodo de vigéncia devem receber nova autorizagio
deste comité,

Belém, 17 de fevereiro de 2008

Wi <. [,/

Prof. Dr. Walace Gomes Leal
Presidente do Comité de Etica Em Pesquisa
Com Animais de Experimentagiio da Universidade
Federal do Pard



