Y= CESUPA

B Centro Universitario do Estada do Para

CENTRO UNIVERSITARIO DO ESTADO DO PA~RA
PRO-REITORIA DE GRADUACAO E EXTENSAO
CURSO DE MEDICINA

LUCAS MARTINS DO COUTO
RAFAEL RAMOS BRAGA

INFLUENCIA DA ATIVIDADE MASTIGATORIA SOBRE A MORFOMETRIA DE
ASTROCITOS DO GIRO DENTEADO EM MODELO MURINO

BELEM - PA
2020



LUCAS MARTINS DO COUTO
RAFAEL RAMOS BRAGA

INFLUENCIA DA ATIVIDADE MASTIGATORIA SOBRE A MORFOMETRIA DE
ASTROCITOS DO GIRO DENTEADO EM MODELO MURINO

Trabalho de Curso apresentado ao Centro
Universitario do Estado do Para, como requisito
parcial para conclusdo de graduacdo em
Medicina.

Orientadora: Proft. Dr2. Fabiola de Carvalho
Chaves de Siqueira Mendes

Co-orientadora: Profa. Dra. Marcia Consentino
Kronka Sosthenes

BELEM - PA
2020



Dados Internacionais de Catalogag&o-na-publicacéo (CIP)
Biblioteca do CESUPA, Belém — PA

Couto, Lucas Martins do.

Influéncia da atividade mastigatéria sobre a
morfometria de astrécitos do giro denteado em modelo murino /
Lucas Martins do Couto, Rafael Ramos Braga; orientadora Fabiola de
Carvalho Chaves de Siqueira Mendes, coorientadora Marcia
Consentino Kronka Sosthenes. — 2020.

Trabalho de Conclusédo de Curso (Graduacdo) — Centro
Universitario do Estado do Para, Medicina, Belém, 2020.

1. Astrécitos. 2. Morfometria. 3. Mastigagdo. |. Braga, Rafael
Ramos. Il. Mendes, Fabiola de Carvalho Chaves de Siqueira, orient.
lll. Sosthenes, Marcia Consentino Kronka. V. Titulo.

CDD 232 ed. 612.8



AGRADECIMENTOS

Em primeiro lugar, gostaria de agradecer aos meus pais, Elizabete Batista
Ramos e Paulo Leslie Tourinho Braga, e & minha irmd, Paula Thaind Ramos Braga,
por toda a forca e dedicacao dispensadas para a conclusdo deste ciclo da minha
vida. Vocés sdo 0 meu porto seguro e a minha inspiracdo para continuar seguindo
em frente, sempre alcancando novos objetivos. Sem este apoio, eu jamais teria
conseguido esta conquista.

Agradeco, também, aos meus avos e tios por todo o apoio durante a minha
trajetdria de vida. Particularmente, deixo aqui o meu agradecimento ao meu falecido
tio Dr. Marcus Antbnio Batista Ramos. O senhor foi uma fonte de inspiracdo e um
exemplo de ser humano para mim. Infelizmente, estamos separados pelo plano
fisico, mas creio que um dia ainda vamos nos encontrar para comemorar a
conclusao desta etapa da minha vida. Sempre me lembrarei do senhor com eternas
saudades. Muito obrigado por tudo.

Ao meu falecido avd, Gondim Santana Braga, deixo meus agradecimentos
por me ensinar que “quem corre, cansa antes de chegar; mas quem anda sempre
chega”, o maior ensinamento que ja adquiri ao longo da minha vida. Obrigado por
todos os seus ensinamentos.

Agradeco, também, a minha namorada, Monique Cristina Costa de Farias,
gue me acompanhou e apoiou ndo somente durante este curso, mas desde antes
dele, estando presente em todas as etapas da minha formacdo. Sempre estivemos
juntos em todos os momentos das nossas vidas. Para mim, vocé foi a luz na
escuriddo nos piores momentos e minha companheira nos melhores. Muito obrigado
por toda a sua ajuda e companhia.

Agradeco a todos os professores que estiveram comigo ao longo destes
anos e que sempre me incentivaram a ser cada vez melhor. Em especial, deixo o
meu agradecimento a prof. Dra. Fabiola C.C.S. Mendes e a Dra. Marcia C.K.
Sosthenes por todos os ensinamentos e orientacdes dadas ao longo do curso.
Levarei seus ensinamentos para a toda minha vida.

A todos os funcionarios do Centro Universitario do Estado do Para, meus
eternos agradecimentos por toda a ajuda dispensada para que eu concluisse este
ciclo.

Rafael Ramos Braga



RESUMO

A diminuicdo da atividade mastigatoria € um processo que
comprovadamente influencia diversos aspectos da cognicao, principalmente aqueles
relacionados as func¢des hipocampais. Baseado nisso, o presente trabalho avaliou a
influéncia da atividade mastigatéria sobre a morfologia de astrdcitos do terco externo
da camada molecular do giro denteado por meio de reconstrucdo tridimensional.
Com esse objetivo, 15 animais foram agrupados de maneiras distintas de acordo
com a oferta isolada ou combinada de ragbes em diferentes consisténcias,
chamadas pellet (racdo solida) e racao farelada. Dessa forma, formaram-se os
grupos controle HD (Hard diet), o grupo com reducédo da atividade mastigatoria
HD/SD (Hard diet/Soft diet) e o grupo com reabilitacdo mastigatéria HD/SD/HD (Hard
Diet/Soft diet/Hard diet). Aos seis meses de vida, foram obtidos cortes encefalicos
submetidos ao processamento imunohistoquimico para marcacdo da proteina acida
fibrilar glial (GFAP — Glial Fibrillary Acidic Protein), presente principalmente em
astrocitos. A variavel escolhida para comparacao entre 0s grupos experimentais foi a
complexidade astrocitaria, pois esta se mostrou uma variavel multimodal comum em
todos os grupos experimentais. Como resultado, detectamos, em todos 0s grupos, a
composicdo de duas subfamilias de astrécitos: uma de maior e outra de menor
complexidade, assim chamados de Tipo | e Tipo Il, respectivamente. Quando
comparados cada subtipo entre as dietas, o grupo HD apresentou maior
complexidade em comparacdo aos grupos de alteracdo da atividade mastigatéria
(ANOVA one way, teste T post hoc, p< 0,05), tanto para o tipo | quanto para o Il.
Concluimos, assim, que a atividade mastigatoria € um dos fatores que mantém a
complexidade média e o numero de ramificacbes astrocitarias, enquanto sua
reducdo impacta negativamente na complexidade e no niumero de ramificacdes, o

gue poderia afetar a funcdo dessas ceélulas.

Palavras-chaves: atividade mastigatoria; astrécitos; morfometria; giro denteado.
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1 INTRODUCAO

A mastigacdo € um processo fisiolégico que tem como objetivo principal a
reducdo progressiva dos alimentos até que eles se tornem particulas menores,
facilitando a digestéo e absorcédo de nutrientes ao longo do trato gastrointestinalt-2.

Nos ultimos anos, além das fungbes relacionadas ao sistema digestorio,
tem-se ressaltado que a mastigacdo também exerce influéncia sobre Sistema
Nervoso Central (SNC), afetando aspectos cognitivos por ele desempenhados3.

Na investigacdo desta relacdo, por exemplo, estudos ja constataram que a
alteracdo da mastigacdo estd relacionada, por exemplo, com a diminuicdo da
liberacdo de neurotransmissores no cortex parietal do encéfalo®, com o prejuizo da
memoria espacial e com a diminuicdo da densidade de neurdnios piramidais® e de
suas espinhas dendriticas’.

Diante disso, ao longo dos ultimos anos, a relacdo entre a atividade
mastigatoria, seus efeitos sobre o SNC e processos cognitivos tem sido estudada
largamente por pesquisadores, principalmente a associagdo entre a mastigacao e o
processo de memorizacdo e aprendizado, os mais afetados pela reducédo da
atividade mastigatéria em estudos3+89,

Ademais, estudar esta relacdo ganha importancia quando falamos em
patologias demenciais e seus fatores de risco, pois estudos recentes demonstram
que a alteracdo da atividade mastigatéria também estd relacionada com o
desenvolvimento destas patologias®-1?,

Portanto, diante das evidéncias cientificas sobre o assunto, torna-se
importante pesquisar a fundo este tema em busca de mecanismos que possam
esclarecer como essas patologias se instalam e quais séo os fatores envolvidos no
desenvolvimento delas na populagdo humana, e com isso, melhorar a qualidade de
vida e a saude da comunidade mundial.

Ainda nessa tematica, o0 hipocampo, estrutura chave nos processos
cognitivos, também ganha destaque. Essa estrutura, localizada medialmente no
cortex do lobo temporal, tem projecbes para diversas regides do SNC e
desempenha papéis fundamentais na fisiologia humana, estando relacionado, por
exemplo, com a motivagéo, as emocgdes, e com 0s processos de aprendizado e de

consolidacdo de memoarias.
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Em casos avancados de Doenga de Alzheimer, por exemplo, patologia na
qual ha grande degeneracao hipocampal, 0 que se nota sédo individuos com perda
parcial ou total da localizacdo espacial*?. Por isso, podemos afirmar que o
hipocampo esté relacionado ao aprendizado associado a navegacao, exploracéo e
locomocé&o ambiental®?.

No que tange a relacdo entre hipocampo, meméria e atividade mastigatoria,
a diminuicdo da mastigacdo impacta negativamente nas funcdes hipocampais,
afetando a memoria espacial, tendo como consequéncia a dificuldade de localizacéo
pelo individuo®%13, Por isso, o hipocampo, tanto macro quanto microscopicamente,
tem sido alvo de diversas pesquisas cientificas dentro do campo da atividade
mastigatoria.

Aliado a alteracao estrutural e funcional do hipocampo devido a diminuicdo
da mastigacéo, as alteracdes celulares também tém sido investigadas ao longo dos
anos, sendo os astrécitos uma das células estudadas” 3.

Os astrécitos sao as células neurogliais mais numerosas no encéfalo e
ocupam 0s espacos entre os neurbnios. Eles tém diversos prolongamentos em seu
soma e suas funcdes estédo relacionadas principalmente a homeostase do SNC.
Como funcbes desempenhadas por estas células, podemos citar: a remocao de
neurotransmissores da fenda sinaptica; controle da concentracdo de K* e outras
substancias quimicas no espaco extracelular; reparacdo de areas lesionadas no
SNC; e secrecédo de fatores essenciais para a sobrevivéncia de neurénios#-15-16-17,

No que concerne a relacdo entre a atividade mastigatéria e alteracdes
celulares astrocitarias, estudos demonstraram que a reducdo da atividade
mastigatéria pode alterar aspectos morfolégicos destas células®®. Como exemplo
destas alteracdes, estudos constataram que a retirada de molares em roedores
resultou em prejuizo no aprendizado e aumento da producdo de proteina acida
fibrilar glial (GFAP — Glial Fibrillary Acidic Protein), um filamento intermediario que se
modifica quando héa alteracbes morfologicas de astrocitos, mostrando que essas
células também sdo afetadas pela mastigacéo?s.

Dessa forma, diante das evidéncias existentes na literatura cientifica, o
presente estudo buscou investigar a influéncia da alteracéo da atividade mastigatoria

sobre a morfometria dos astrocitos do hipocampo.
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No entanto, antes de discorrermos sobre aspectos técnicos deste trabalho,
faremos uma revisdo sobre a mastigacao e seus efeitos no corpo humano, além de
revisar as funcdes do hipocampo e das células astrocitarias, destacando os estudos

ja realizados com esses elementos no campo da alteracdo mastigatoria.

1.1 A ATIVIDADE MASTIGATORIA E OS EFEITOS DE SUA ALTERACAO

A mastigacao é o processo inicial da digestdo. Varios sdo os elementos que
a tornam possivel, como os dentes, a lingua, a saliva e os musculos masseter,
temporal e pterigoide medial e lateral. Todos estes elementos trabalham em
conjunto para efetivar a atividade mastigatéria e contribuir para a melhor absorcao
dos alimentos ao longo do trato gastrointestinal'-2.

Nos ultimos anos, além da funcdo de auxiliar na absorcdo de alimentos,
pesquisadores também tem defendido que a mastigacdo exerce outros efeitos no
organismo, particularmente sobre o SNC.

Como exemplo desses efeitos, podemos citar o aumento do fluxo sanguineo
cerebral, observado em estudos!®!°. Dentre esses, quando realizado em idosos
edéntulos que foram submetidos a reabilitacdo mastigatéria com proteses dentais,
revelou-se um incremento do fluxo sanguineo cerebral, principalmente no cortex
temporal, apés a reabilitacdo mastigatoria®°.

Esses estudos séo particularmente importantes, pois sugerem que a
manutencdo da atividade mastigatéria esteja relacionada com a melhor
vascularizacéo cerebral, o que é importante para homeostase de estruturas e células
dentro do SNC, permitindo com que elas executem suas fun¢des normalmente.

Outros estudos buscaram avaliar a atividade cerebral durante o ato da
mastigacao utilizando ressonancia magnética. Os resultados obtidos demonstraram
que diversas areas e estruturas cerebrais tiveram aumento de sua atividade,
destacando-se o cortex sensoriomotor, cértex motor secundario, cerebelo, talamo,
lobo da insula e coértex pré-frontal direito?!, mostrando que a mastigagdo é um
estimulo continuo significativo para ativacao de areas cerebrais.

Além das alteracdes relacionadas a vascularizagéo e a atividade cerebral, as
alteracdes cognitivas também j& foram documentadas e sugerem que o ato de
mastigar € um fator que mantém as func¢des cognitivas relacionadas a memoria e ao

aprendizado®®. De fato, varios estudos buscaram elucidar esta relagdo, como
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demonstrado em trabalhos nos quais a alteracdo da atividade mastigatéria de
roedores jovens, adultos e senis resultou em prejuizo no aprendizado espacial em
testes de labirinto aquatico, prejuizo observado principalmente em animais senis® 2%
23,24.

Além disso, as alteracdes cognitivas ndo se restringem somente ao prejuizo
em testes comportamentais, mas abrangem também alteracdo na densidade de
neurbnios e astrocitos em regides importantes do hipocampo, como CAl e CA3,
bem como, ja foi constatada a reducdo da atividade neuronal e da expressao de
fator neutréfico derivado do cérebro (BNDF — Brain-Derived Neutrophic Factor)?225
26 responsavel pelo crescimento e diferenciagdo de neurb6nios e na génese de
sinapses?’.

Complementarmente, viu-se que o tipo de consisténcia de dieta consumida
também pode influenciar em aspectos cognitivos. Em testes com animais que se
alimentaram com dieta farelada por longos periodos, foi constatado que a reducédo
mastigatoria foi responsavel pelo prejuizo em testes comportamentais e pela
reducdo na densidade celular nas regides de CAl1 e CA3 do hipocampo?®. Em
adicdo a estes achados, outros trabalhos também constataram alteracbes na
quantidade de sinapses do hipocampo e do cértex parietal em roedores, induzidas
pela dieta baseada em ragées fareladas 2°.

InvestigacBes sobre mecanismos que possam explicar a relagdo entre
reducdo da atividade mastigatéria e disfuncdes cognitivas também ja foram feitas. O
mecanismo mais aceito se baseia na participacdo do eixo hipotalamo-hipéfise-
adrenal (HHA) nesse processo.

Ja foi notado que a mastigacdo € um fator supressor do eixo HHA, o que
diminui a liberacdo de glicocorticoides pelas glandulas adrenais®, hormonios que
atuam de forma neurotoxica em regifes cerebrais, principalmente no hipocampo. A
presenca de receptores sensiveis a glicocorticoides no hipocampo € a base deste
processo, pois, quando ativados, estes receptores realizam um feedback negativo
ao hipotadlamo, reduzindo a liberacdo de horménio liberador de corticotrofina (CRH),
levando a diminuicdo de hormoénio adrenocorticotrofico (ACTH), reduzindo assim, a
liberacdo de glicocorticoides®!. Quando ha disfuncdo mastigatéria, o mecanismo de

feedback negativo fica deficitario, 0 que aumenta a atuacdo de glicocorticoides no



12

hipocampo, levando ao prejuizo cognitivo. Este mecanismo é representado pela
FIGURA 1, a sequir.

FIGURA 1 - Mecanismo patol6gico da disfuncdo mastigatoéria.
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Fonte: Criado pelos autores.

Diante disso, torna-se evidente que a mastigacao exerce influéncia macro e
microscopicamente sobre o SNC. Por isso, investigar esta relacédo pode esclarecer
davidas ainda existentes sobre como a disfuncdo mastigatéria pode afetar aspectos

cognitivos e, com isso, elucidar a patogénese de processos demenciais.

1.2 A ANATOMIA E CONEXOES DA FORMACAO HIPOCAMPAL

A formagdo hipocampal € uma estrutura que esta localizada na porgéo
medial do lobo temporal, posteriormente a amigdala, e € continua com o fornice e
com o corpo mamilar, conforme representado na FIGURA 2.

E constituida de subrregifes, das quais se destacam: o hipocampo (HIP), o
giro denteado (GD), o subiculum (SUB), e o cértex entorrinal (CE)3?, mostradas na
FIGURA 3.
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FIGURA 2 - Localizacdo anatémica da formacao hipocampal.

Férnicee \\__/_/\
corpo Formacao
mamilar Amigdala hipocampal

Fonte: adaptado de Neuroanatomia, Martin (42 ed)33.

FIGURA 3 - Regibes anatbémicas do hipocampo.

CE: Cortex Entorrinal
Sub: Subiculum

Hip: Hipocampo

GD: Giro Denteado

Fonte: adaptado de Shepherd (2003)3*, originalmente descrito por Ramoén y Cajal (1911)3%.

O hipocampo, antigamente chamado de Corno de Amon (CA), é subdividido
nas regibes CAl, CA2 e CA3, que sdo compostas pelas camadas histolégicas:
polimorfica (stratum oriens), piramidal (stratum pyramidae) e molecular (stratum
radiatum e stratum lacunosum-molculare).

Dentre outras fungbes, a regido de CA1l do hipocampo parece funcionar
principalmente como mediadora do processamento de informacfes temporais e
espaciais®®. Em estudos onde houve inativacdo genética de CA2 em camundongos,

estes animais apresentaram conservacdo da memoria espacial e contextual, porém
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tiveram prejuizo da memoéria social, aquela responsavel por fazer animais
reconhecerem outro da mesma espécie, sugerindo que CA2 é responsavel pela
memoria social®’. Por Ultimo, CA3 parece estar envolvida na separagéo de padroes,
ou seja, no agrupamento de eventos similares, evitando que memdrias sofram
interferéncias de outras, mesmo que sejam parecidas.

O GD, por sua vez, esta localizado entre o CE e o HIP. Histologicamente, é
uma estrutura trilaminar, dividida nas camadas molecular (stratum moleculare),
granular (stratum granulosum) e camada polimorfica. Dentre suas fungdes, podemos
destacar que ele também esta relacionado a memdria, sendo responsavel pelo
processamento da memoria espacial e temporal®®, além de contribuir para a
separacéo de padrées, junto com CA3,

Ja o subiculum é composto principalmente de substancia cinzenta, onde
nesta regido anatdbmica estd o soma de neurdnios que estdo ligados a estruturas
neurais, como a amigdala e o hipotalamo, sendo esta sua funcéo basica*:.

Por dltimo, o cortex entorrinal (CE) ocupa a parte anterior do giro para-
hipocampal, medialmente ao sulco rinal. Ele funciona como porta de entrada para o
hipocampo, recebendo informacfes vindas de diversas regides do cortex cerebral.
Esta funcdo é destacada em pesquisas onde a lesdo do CE, mesmo na presenca de
integralidade estrutural e funcional do hipocampo, resulta em déficit de memaria*?43
44-45_

Além disso, o CE faz conexdes com o GD e o hipocampo, direta ou
indiretamente. Sua conexdao com o GD se faz por meio das vias perfurantes, as
quais atravessam o subiculum e chegam as camadas histoldgicas do GD.

E importante ressaltar que o CE é dividido principalmente em duas porcées:
o cértex entorrinal lateral (LEC) e o cértex entorrinal medial (MEC), os quais fazem
conexdao, respectivamente, com o terco externo e o como terco médio da camada
molecular do GD. A partir do GD, neurdnios da camada molecular fazem aferéncias
para a regido CA3 do hipocampo, de onde ha aferéncias para a regido de CAL, local
de onde partem fibras axonais para o subiculum??. Essas vias e conexdes formam
um circuito trissinaptico, onde a primeira sinapse acontece entre os neurdnios do CE
e GD, a segunda entre o GD e o CA3 do hipocampo, e a terceira entre CA3 e CA1,

constituindo, assim, o principal circuito de chegada de estimulos ao hipocampo.
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De forma alternativa a esse circuito, o CE pode fazer conexao direta com a
regido CA1 do hipocampo. Nesta via, a regido lateral de CE tem projecfes que se
direcionam para a parte dorsal do hipocampo, enquanto que as da regidao medial se
conectam com a parte ventral.

Essas vias e conexdes diretas sdo particularmente importantes, pois estudos
mostram que a via lateral esta relacionada com o aprendizado e memdéria espacial;
ao passo que a via medial esta ligada com a motivacéo e as emocgdes?®.

As conexfes do cortex entorrinal citadas estdo representadas na FIGURA

FIGURA 4 - Liga¢gBes do Cortex Entorrinal (CE), mostrando as principais conexdes do cortex
entorrinal lateral (LEC) e cortex entorrinal medial (MEC) para os dendritos apicais dos neurdnios do
hipocampo em CA1 e CA3. Giro denteado (GD).

Fonte: Adaptado de TORREALBA et al 20084.

Independentemente da via utilizada para chegar ao hipocampo, é importante
ressaltar que o giro denteado funciona com uma porta de entrada para o hipocampo,
pois ele processa e envia todos os estimulos vindos do CE. De fato, essa fungéo
pode ser constatada em estudos experimentais, onde a reproducdo de lesdes ou a
inativacdo do giro denteado resultou em déficits de memodria, principalmente de
memodria espacial®4,

Desta forma, como objetivo do presente trabalho, buscamos avaliar a
relacdo existente entre a reducdo da atividade mastigatoria e alteracdes qualitativas

de células do GD.
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1.3 ASTROCITOS: FUNCOES E ALTERACOES PATOLOGICAS

Os astrécitos sdo as células neuroglias mais abundantes no SNC.
Constituem um grupo heterogéneo de células que tém subtipos, morfologias,
metabolismo e fisiologia diferentes?.

Dos subtipos mais importantes, podemos destacar o0s astrécitos
protoplasméticos e os fibrosos. Os protoplasmaticos sdo encontrados na substancia
cinzenta e possuem prolongamentos que envolvem sinapses e vasos sanguineos.
Ja os fibrosos estdo presentes na substancia branca e entram em contato com 0s
nédulos de Ranvier e com o0s vasos sanguineos??,

Uma caracteristica marcante dos astrocitos, independente do tipo
morfolégico, € a presenca de filamentos intermediarios em seus prolongamentos,
cujo componente principal é a proteina acida fibrilar glial (GFAP — Glial Fibrillary
Acidic Protein). Esta proteina tem sido importante nos estudos com astrgcitos, sendo
alvo de marcagdes imuno-histoquimicas!#*°. No presente estudo, também utilizamos
este método para identificar astrocitos em cortes de massa encefalica.

Os astrocitos desempenham papeis fundamentais na homeostase do
Sistema Nervoso Central. Dentre suas funcdes, podemos destacar4:

» O controle da concentracdo de diversos ions e neurotransmissores nas
fendas sinapticas do SNC, tendo um papel relevante no metabolismo do
glutamato e do GABA;

» Capacidade de liberar substancias proprias, 0s gliotransmissores;

A\

Participagao como “células-filtro” na barreira hematoencefalica;
» Secrecao de fatores troficos essenciais para a sobrevivéncia e diferenciacdo
de neurdnio, bem como, para o direcionamento de axdnios e formacao de

» Regulacao do fluxo sanguineo no SNC;

v

Producédo de citocinas inflamatérias;

» Controle metabdlitos, como H*, CO2e Oo.

Um ndmero cada vez maior de funcdes tem sido descobertas e atribuidas
aos astrécitos!*. Sendo assim, é evidente que sdo células tdo importantes quanto os

neurénios dentro do SNC. Devido a essa importancia, € previsivel que alteracdes
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patologicas que afetem essas células possam interferir em processos fisioldgicos e,
inclusive, sobre aspectos morfologicos e cognitivos.

Esta relacdo € provada em estudos com animais que se alimentaram por
grandes periodos somente com racdo farelada®. Apds o sacrificio dos animais e
andlise da distribuicdo laminar de células da regido CA1l do hipocampo, foi
constatada a distribuigcéo irregular de astrocitos nesses animais quando comparado
com 0s grupos que se alimentaram com racoes solidas durante o estudo.

Em outros trabalhos, foi demonstrado, também, que os astrocitos passaram
por mudancas morfolégicas, como hipertrofia e hiperplasia, além de alteractes
funcionais, como maior producdo de citocinas inflamatorias, particularmente de IL-
181331 Além disso, foi constatado o aumento da producdo de GFAP, um marcador
conhecido do processo chamado de astrogliose reativa, sinal de resposta astroglial
patol6gica®®. Durante um processo inflamatério no SNC, os astrécitos entram em um
‘estado reativo”, no qual mudam seu espectro de expressdo proteica, produzindo
fatores diferentes daqueles produzidos em situacdes fisioloégicas, dentre eles, o
GFAP®S,

O estado reativo € mostrado na FIGURA 5, que representa a resposta
astroglial apés lesdo no cértex entorrinal. Nesta figura, a aplicacdo de anticorpos
anti-GFAP mostra a producdo aumentada desta proteina em astrocitos.

FIGURA 5 - Estado reativo no giro denteado, ocasionado por lesdo no cértex entorrinal.

Astrocitos ndo reativos Astrocitos reativos

Fonte: adaptado de Diniz et al 20165 e Wilhelmsson et al 200657,

Finalmente, tendo em vista as inumeras fungbes astrocitarias
relacionadas com a homeostase do SNC, nos examinamos a morfologia dos

astrocitos empregando microscopia tridimensional com imunomarcacdo para a
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proteina &cida fibrilar glial. Com isso, esperamos que alteracdo da atividade

mastigatoria modifique a morfologia astrocitaria.

2 OBJETIVOS

2.1 GERAL:

Avaliar a influéncia que a alteracdo da atividade mastigatoria pode exercer
sobre a morfometria de astrocitos da camada molecular do giro denteado em modelo

murino jovem.

2.2 ESPECIFICOS:

a) Investigar se a reducdo da atividade mastigatoria influencia na
morfometria dos astrocitos do terco externo da camada molecular do giro
denteado.

b) Investigar se a reabilitacdo da atividade mastigatoria altera a
morfometria dos astrocitos do terco externo da camada molecular do giro

denteado.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 AUTORIZACAO PARA A REALIZACAO DA PESQUISA

A pesquisa foi regida segundo os preceitos da lei 11.794/08, que normatiza a
utilizacdo e criacdo de animais para experimentacdo e os Principios Eticos do
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), e esta vinculada ao projeto
de pesquisa intitulado “Alteragdo e reabilitagdo da atividade mastigatoria, memaoria
espacial e avaliacgdo da populacdo astrocitdria em modelo murino em
desenvolvimento e senil”, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais
de Experimentacdo do Instituto de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal do
Pard, sob o parecer n® CEPAE-UFPA 223-14 (Anexo A). Este trabalho segue sob
orientacdo da Profe. Dr2. Fabiola de Carvalho Chaves de Siqueira Mendes e co-

orientacao da Prof2. Dr2. Marcia Consentino Kronka Sosthenes.

3.2 TIPO DE ESTUDO

O presente estudo caracteriza-se por ser uma pesquisa experimental com
animais. E um trabalho intervencionista, quali-quantitativo e predominantemente

analitico, com dados analisados de forma longitudinal prospectiva.

3.3 ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

Este trabalho integra um amplo Projeto de Pesquisa intitulado “Alteracao e
reabilitacdo da atividade mastigatéria, memaoria espacial e avaliacdo da populacéo
astrocitaria em modelo murino em desenvolvimento e senil’, desenvolvido nas
instalacdes do Laboratério de Investigacbes e Neurodegeneracdo e Infeccado da
Universidade Federal do Para, sob a coordenacéo da Profa. Dr2. Marcia Consentino
Kronka Sosthenes. Portanto, a criacdo e formac&do dos grupos experimentais
precederam o atual trabalho.

Os animais utilizados neste estudo foram camundongos albino-suicos da
espécie Mus musculus, sendo todos originados de fémeas gravidas cedidas pelo
Instituto Evandro Chagas (IEC). No 5° dia pés-natal, foram selecionados, de forma

aleatoria, seis filhotes fémeas de cada ninhada e mantidos com suas nutrizes até o
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21° dia pés-natal para amamentacdo. Em seu devido tempo para desmame,
separamos estes animais de sua nutriz para formacdo dos grupos experimentais.
Assim, foi alcancado o total de 15 animais, sendo estes distribuidos de forma
igualitaria para cada grupo do experimento. Dessa forma, formaram-se trés grupos
experimentas com 5 animais.

Durante o agrupamento, priorizamos fazer combinagdes que impedissem a
reunido de individuos originados da mesma nutriz no mesmo grupo para ter maior
variabilidade genética entre os individuos de cada agrupamento.

Todos os animais utilizados foram criados, manipulados e testados
seguindo-se as normas éticas nacionais e internacionais, nas instalacdes do
Laboratério de Investigagbes em Neurodegeneracdo e Infeccdo do Hospital

Universitario Jodao de Barros Barreto, da Universidade Federal do Para.

3.4 FORMACAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS DE ACORDO COM AS DIETAS

No decorrer do tempo, os animais foram agrupados em trés grupos
diferentes de acordo com o tipo de dieta ofertada ao longo do presente estudo. As
dietas foram organizadas a partir da oferta isolada ou combinada, sequencialmente
ou nao, de dois tipos de racdes: a racdo pellet e a farelada (em po), representadas
na FIGURA 6.

FIGURA 6 - Formas de apresentacao das ra¢des utilizadas. (A) racao pellet e (B) racao farelada.

Fonte: MENDES, F.C.C.S (2019)%.

Destacamos que a diferenga entre essas duas racdes foi baseada apenas
na consisténcia e na forma de apresentacdo, ndo havendo distincdo quanto a
composicao e valor nutricional. Dessa forma, a racéo do tipo pellet consistiu em uma

racdo com granulos endurecidos, ou seja, que estimulam a mastigacéo por parte do
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animal. De forma contraria, a racao farelada exige menor esforco mastigatorio dos
animais que a consumiram.

Um dos regimes de dieta foi obtido impondo-se a racéao peletizada de forma
continua, por seis meses, até o momento de sacrificio dos animais. A este grupo
demos o nome de Hard diet (HD).

O segundo regime dietético envolveu os dois tipos de ragdo, porém
aplicados de forma sequencial: inicialmente, os animais consumiram somente a
racdo pellet e, posteriormente, somente a racdo farelada, sendo este grupo
chamado de Hard diet/Soft diet (HD/SD). Nesse grupo, a oferta das racdes
peletizada e farelada foi feita por um periodo igualmente distribuido de trés meses
para cada uma, até o sacrificio dos animais.

O terceiro e ultimo grupo de pesquisa foi montado com base na oferta
sequencial das reacdes pellet, p6 e pellet novamente. Nomeamos, entdo, este
grupo como Hard diet/Soft diet/Hard diet (HD/SD/HD). Os animais consumiram cada
tipo de ragcdo por um periodo de dois meses para cada uma delas.

Dessa maneira, € possivel afirmar que os animais em regime de dieta HD
constituiram o grupo controle, sem alteracdo dietética, até o fim da pesquisa.
Aqueles que estavam em HD/SD constituiram o grupo com reducdo da atividade
mastigatoria, ao passo que os de HD/SD/HD representaram aqueles submetidos a
reabilitacdo da atividade mastigatoria, uma vez que a esses foi novamente
requisitada, ao final, a recomposicdo do esforco mastigatério por conta da oferta de
racao peletizada.

Todos os animais tiveram livre acesso a comida e a agua, sendo mantidos
em espaco com temperatura ambiente controlada (23 = 1°C) e 12 horas de ciclo

claro-escuro (periodo claro: 6h -18h; periodo escuro: 18h - 6h).

3.5 OBTENCAO E CORTE DE MATERIAL ENCEFALICO E ENSAIO IMUNO-
HISTOQUIMICO

Apos a concluséo da aplicacédo das dietas, os animais seguiram ao sacrificio.
Foram anestesiados com cetamina (90-120mg/kg) e xilazina (5-10mg/kg) por via
intraperitoneal. Seguiu-se, entdo, a toracotomia para obter acesso ao coracdo dos
animais, por onde se perfundiu solucdo de cloreto de sédio a 0,9% junto a heparina

sodica 5.000 Ul/ml (1 ml de heparina/ 11 de solugéo fisiologica) por 10 minutos.
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ApOs perda do sangue circulante, seguimos com a solucdo fixadora de
paraformaldeido a 4% em tampéao fosfato 0,1M, pH 7,2-7,4) por 30 minutos.

Ao final desta primeira etapa, prosseguimos a craniotomia para retirada do
encéfalo e posterior corte do mesmo em séries anatbmicas de seccdes paralelas ao
plano transversal. Cada corte foi obtido com a espessura de 60 micrometros, o que
foi feito por microtomia por vibragdo. Todos os cortes foram coletados e organizados
em pocos com intervalo de 1:6. Todos os materiais obtidos foram nomeados atraves
de cddigos para um ensaio cego, de modo a impedir a identificacdo do animal e a
que grupo ele pertenceu.

Para o procedimento histolégico, uma em cada seis secc¢des foi utilizada
para imunomarcacao para GFAP, para que fossem evidenciados os astrocitos em
cada seccao. Este procedimento seguiu o protocolo descrito abaixo.

As seccdes selecionadas foram lavadas em tampéao fosfato (PB) 0,1M (pH
7,2-7,4) e posteriormente tratadas para recuperacao antigénica em duas etapas. Na
primeira, elas foram incubadas durante uma hora em solucdo de tampdao citrato a
0,01M (pH 6,0) em temperatura entre 85-90°C, obtida através de banho-maria. Apos
20 minutos em temperatura ambiente, os cortes foram incubados em solucédo de
Tris-EDTA (pH 9,0) por 12 horas a temperatura de 4°C, em flutuacao livre e agitacédo
constante. A partir dai, foram feitas trés lavagens, de 5 minutos cada, com tampao
fosfato salina Triton (PBST) a uma concentracdo de 5%, seguida de trés lavagens,
de 2 minutos cada, com tampao fosfato salina 0,9% (PBS).

Por conta da utilizacdo de anticorpo monoclonal produzido em camundongo,
utilizou-se também um protocolo especifico para bloqueio de sitios antigénicos ndo-
especificos, o que foi feito utilizando-se o kit de imunodetec¢do Mouse on Mouse, de
acordo com as recomendac¢des do fabricante (M.O.M kit, Vector Laboratories, USA).
Desta forma, as secc¢Oes foram bloqueadas com imunoglobulina por uma hora e
posteriormente lavadas trés vezes em PBS, durante 2 minutos em cada lavagem. A
seguir, as seccdes foram incubadas em concentrado de proteina (M.O.M kit) por 5
minutos e imersas na solugcdo contendo o anticorpo primério (mouse anti-GFAP
monoclonal antibody MAB360, Millipore Int, USA) e solucdo de proteina
concentrada, (M.O.M kit) diluido em PBS a 1:800 e 1:50, respectivamente, ficando

incubadas a 4°C, durante trés dias, com agitacao continua e suave.
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Apbés o periodo de incubacdo no anticorpo primario em geladeira, as
seccOes foram lavadas trés vezes, 2 minutos em cada lavagem em PBS, e
incubadas durante 12h na solucdo contendo o anticorpo secundario de cavalo anti-
camundongo biotinilado (secondary antibody M.O.M kit) e concentrado de proteina
(M.O.M kit), diluidos em 1:250 e 1:50, respectivamente em PBS. Sempre em
agitacdo continua e suave. Em seguida, as sec¢des foram incubadas em solucédo a
0,9% de perdxido de hidrogénio durante 15 minutos para remoc¢ao da peroxidase
enddgena e reducédo da reacao de fundo (background) e entdo, lavadas em PBS trés
vezes, por 2 minutos cada.

Posteriormente, as secc¢des foram transferidas para solugdo com o complexo
avidina-biotina-peroxidase (ABC, Vector Laboratories, USA, 1:200) por uma hora até
serem lavadas novamente 3 vezes em PB 0,1M, 2 minutos cada.

Seguiu-se, entdo, uma lavagem de 5 minutos em tampéao acetato 0,2M (pH
6,0) e, finalmente, as sec¢des foram processadas para a imunohistoquimica com
peroxidase utilizando como cromogeno a diaminobenzidina (DAB) intensificada pelo
niquel (SHU et al., 1988). Essa reacéao utiliza a liberacdo de peréxido de hidrogénio
(H202) a partir da conversdo enzimatica da D-glicose em &cido glucbnico para
precipitar o cromdgeno nos sitios ligados a peroxidase.

Concluida a imunomarcacédo para GFAP, as seccbes processadas foram
montadas em laminas gelatinizadas e desidratadas através da imersao em solucéo
de alcool etilico absoluto diluido em crescentes concentracdes.

Finalizado o processo de desidratagdo, as laminas foram seladas com
laminula e meio de inclusédo (Entelan Merck®).

3.6 RECONSTRUCAO TRIDIMENSIONAL DOS ASTROCITOS

Com o auxilio do software Neurolucida (MBF Bioscience Inc., Frederick, MD,
EUA), instalado em um computador conectado a um microscépio NIKON Eclipse 80i
(Nikon, Japé&o) equipado com uma placa motorizada (MAC6000, Ludl Eletronic
Products, Hawthorne, NY, EUA), os astrécitos foram reconstruidos com objetiva de
grande aumento Pan Fluoreto de 100x, de alta resolugcéo e pequena profundidade
de foco (Nikon, NA 1,3; DF = 0,16 picébmetros). Com o intuito de garantir a analise da

area selecionada para pesquisa, a camada molecular do giro denteado, utilizou-se
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primeiramente uma objetiva de menor aumento (4x de alta resolugédo, Nikon, NA
0,13; DF = 17,2 picbmetros).

Com a objetiva de menor aumento, seguimos a identificacdo da camada
molecular e a contabilizacdo de quantas seccdes detinham esta camada. As
seccgbes que ndo a detinham nédo foram utilizadas para andlise. Nas secc¢fes que a
detinha, a camada molecular foi dividida, virtualmente, em trés partes iguais para
evidenciar os limites anatdmicos do seu ter¢co mais externo, regido de eleicdo para a
analise morfométrica. Posteriormente, fizemos o contorno desta regido em cada
seccao e foi calculada sua area total para reconstrucao em cada animal.

Considerando que deveriam ser reconstruidas 30 células por animal,
calculamos quantas células deveriam ser reconstruidas por sec¢cédo, tomando como
critério de eleicdo a proporcionalidade a area de cada uma delas. Esse célculo foi

feito por meio da formula:

B Ax * 30
T XA1+ A2+ A3+ -+ Ax

Q
Onde:

Q = numero de células reconstruidas;
A = area de uma dada seccao;
X = seccao que se deseja estimar o numero de células a ser reconstruida.

Em seguida, fez-se necessario escolher quais dessas células deveriam ser
reconstruidas tridimensionalmente. Solucionamos este problema distribuindo uma
malha virtual com caixas de dimensdes 50 x 50 micrometros e distanciadas entre si
por 50 micrébmetros. As caixas selecionadas para reconstrucdo foram aquelas que
tiveram distribuicdo simétrica em relacdo a area de interesse, conforme a FIGURA 7

abaixo.
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FIGURA 7 - Malha virtual com quadrados de dimensdes de 50 x 50 micrdmetros, utilizada para
selecionar qual astrdcito seria reconstruido.

(A) A demarcacgéo do 1/3 externo da camada molecular do giro denteado é feita na cor rosa. Em azul,
estdo as caixas de dimensdes 50 x 50 micrdmetros de onde foram escolhidos os astrdcitos para a
reconstrucdo. (B) Seccdo cerebral da espécie Mus musculus imunomarcada com anti-GFAP. Em
azul, os quadrados contendo os astréticos que foram escolhidos conforme critérios descritos.

Fonte: MENDES, F.C.C.S (2019)%.

Assim, do interior de cada caixa, foi selecionado apenas um astrécito,
priorizando aquele que estivesse localizado mais proximo do centro da caixa e, sem
davidas, no 1/3 externo da camada molecular do giro denteado. Também foi critério
de escolha aquela célula que néo tivesse clara ligacdo com vasos, dado que 0s
astrocitos de interesse deveriam ter morfologia protoplasmética e, assim, evitamos
aqueles com assimetrias muito grandes que, em geral, caracterizam os astrécitos
vasculares. Além disso, foram excluidas as células que tiveram ramificacdes
cortadas durante a etapa de geracdo das seccdes anatbmicas e aquelas que foram
imunomarcadas incompletamente.

Nas situacbes em que ndo houvesse células dentro da caixa, escolhemos
reconstruir aquela imediatamente mais proxima as bordas da caixa, obedecendo aos
mesmos critérios acima descritos.

Finalmente, realizada a escolha das células a serem reconstruidas, passava-
se a lente de aumento de 100x, momento em que se fez a reconstrugédo celular
tridimensional digitalmente, respeitando a arquitetura celular, a localizacéo da célula
e a morfologia de seus ramos no espaco tridimensional.

Ao final destes procedimentos, obtivemos a reconstituicdo de 450 astrécitos.
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3.7 ANALISE DA RECONSTRUCAO TRIDIMENSIONAL DOS ASTROCITOS

Para fins de andlise da reconstrugéo tridimensional, utilizamos o programa
computacional Neurolucida Explorer (MBF Bioscience Inc., Frederick, MD, EUA).
Este software permite a analise de, aproximadamente, 30 variaveis celulares
qualitativas e quantitativas, como area do soma, perimetro do soma, segmentos
astrocitarios, numero total de segmentos, comprimento dos ramos, tortuosidade,
entre outras.

No entanto, para padronizar a analise celular, foi necessario identificar as
variaveis que fossem multimodais e comuns a todos os grupos. Para escolher as
varidveis multimodais, utilizamos o indice de multimodalidade (MMI), que foi

calculado conforme a férmula abaixo:

MMI = [S% + 1]
{C+3[n—1)2/(m—-2)(n—-3)]}
Onde:
MMI = indice de multimodalidade;
S = Simetria;
C = curtose;

n = numero de células.

A curtose e a simetria sdo medidas que descrevem a forma de uma curva de
distribuicdo de dados e sdo essenciais para determinar se uma distribuicdo é
unimodal, bimodal ou multimodal. Assim, caso o0 MMI seja maior que 0,55, a
distribuicdo é dita como pelo menos bimodal, podendo ser multimodal. Dessa forma,
as variaveis morfométricas que tivessem MMI maior que 0,55 foram escolhidas para
andlise estatistica.

Identificadas as variaveis multimodais, seguimos a analise hierarquica de
conglomerados (de cluster) pelo método de Ward com variaveis padronizadas. O
objetivo desta analise foi classificar os astrécitos quanto a sua morfologia e
diferenciar quantos fendtipos morfolégicos diferentes foram apontados durante a
analise, feita com base nas variaveis morfomeétricas selecionadas.

A seguir, os dados foram submetidos a analise discriminante, uma técnica

da estatistica multivariada usada para distinguir e classificar objetos. No caso deste
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estudo, esta analise foi (til para identificar qual das varidveis morfométricas
analisadas mais contribuiu para a formacao dos agrupamentos.

Posteriormente, todos os dados obtidos foram analisados através do
software de estatistica Statistica 7.1 (Copyright® StatSoft, Inc.,2005) e BioEstat, na

sua versao 5.3.
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Foram analisadas, no total, 30 variaveis morfologicas (Quadro 1).

QUADRO 1: Medidas morfolégicas microscopicas obtidas a partir de reconstrucdes tridimensionais

dos astrocitos.

VARIAVEL
MORFOLOGICA

INTERPRETACAO

Area do soma

Refere-se a area da seccdo transversal bi-dimensional, contida
dentro da fronteira do corpo celular.

Perimetro do soma

Comprimento do contorno que representa o corpo celular.

Feret max/min do soma

Diametros Feret maximo e minimo, respectivamente. Sao
dimensdes do corpo da célula, como se um compasso fosse usado
para medir transversalmente o maior e o menor diametro. As duas

indice de aspecto do
soma

medicdes s&o independentes uma da outra e ndo ha
necessariamente angulos retos entre elas.
= [diametro Min] / [diametro Max]

Indica o grau de achatamento do corpo da célula:
e Faixa de valores entre 0-1.
e Um circulo tem uma proporgéo de 1.

Compactacéo do soma

Compactag&o = V(4/1r) x &rea
diametro max.
+ Faixa de valores entre 0-1.

» Um circulo tem uma forma mais compacta (=1).

Convexidade do soma

Convexidade = [Convex. Perimetro] / [Perimetro]

* Um objeto completamente convexo ndo tem entalhes, tendo um
valor de convexidade = 1 (por exemplo: circulos, elipses e
guadrados).

* Objetos cbncavos tem convexidade com valores inferiores a 1.

» Contornos com baixa convexidade tem uma grande superficie
entre as areas internas e externas.

Fator de forma do soma

Fator da forma =_411 x area

Perimetro?
* Tal qual a forma de um contorno que se aproxima de um circulo
perfeito, esse valor se aproxima de um maximo
de 1,0.

« A medida que a forma do contorno se achata, esse valor se
aproxima de O.

Esfericidade do soma

Arredondamento = [Compacidade] 2
E usado para diferenciar objetos que possuem valores de
compacidade pequenos.
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Solidez do soma

Solidez = [Area] / [Convex. Area]

A é&rea delimitada por um ‘elastico’ esticado em torno de um
contorno € chamado de area convexa.

* Circulos, quadrados e elipses tém uma solidez = 1.

Segmento Qualquer por¢cdo da estrutura astrocitica ramificada, com
terminacgdes que sao nds ou terminacdes sem nds intermediarios.
Segmentos/mm Numero de segmentos / comprimento total dos segmentos

expressos em milimetros.

N° de Arvores

NUmero de arvores nos astrocitos.

N° Total de Segmentos

Referem-se ao nimero total de segmentos da arvore.

Comprimento dos
Ramos

Comprimento total da linha dos segmentos utilizados para tracar o
ramo de interesse.

Comprimento Médio
dos Ramos (pm)

Média = [Comprimento total] / [NUmero de ramos]

Comprimento Total dos
Ramos (pm)

Comprimento total de todos os ramos da arvore.

Tortuosidade

= [Comprimento real do segmento] / [Distancia entre os pontos
finais do segmento]. O menor valor € 1; isso representa um
segmento reto. A tortuosidade permite comparar segmentos de
diferentes comprimentos em termos da complexidade dos

caminhos que eles tomam.

Area de Superficie Média
dos Ramos

(um®)

Calculado pela modelagem de cada ramo como se fosse um
tronco, dividido pelo nimero de ramos.

Area de Superficie
Total das Arvores

(Hm’)

Area de superficie 2D da arvore de um astrocito, calculado com
base na area definida pelas extremidades de todas as arvores.

Volume dos Ramos (um®)

Calculado pela modelagem de cada pega, de cada ramo como um
tronco.

Volume Total dos Ramos

O volume total para todos os ramos da arvore.

Diametro da Base dos
Ramos Primarios (um)

Diametro da base do 1° segmento.

Angulo Planar

Calculado com base nos pontos de extremidade dos segmentos.
Refere-se & mudanca de dire¢cdo de um segmento em relagédo ao
segmento anterior.

Dimenséao fractal

o "K-dim" da andlise fractal descreve a forma como a estrutura de
interesse preenche o espaco. Diferengas estatisticas significativas
em K-dim sugerem dissimilaridades morfologicas.
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Convex Hull -
Perimetro (um), Area
(um?) 2D, Area de
Superficie (um®) 3D e
Volume (um°)

Mede o tamanho do campo de ramificacdo interpretando uma
estrutura ramificada como um objeto soélido que controla uma
determinada quantidade de espaco fisico. A quantidade de espacgo
fisico é definida em termos de volume, area de superficie, area e/ou
perimetro.

Analise dos Vértices

Descreve a estrutura geral de um objeto ramificado com base em
propriedades topograficas e meétricas. Ponto de raiz (ou origem):
Para neurdnios, micrdglia ou astrécitos, a origem € o ponto em que
a estrutura esta ligada ao soma. Principais tipos de vértices: Vd
(bifurcacdo) ou Vt (trifurcacdo): Pontos nodais (ou ramificados). Vp:
vértices terminais (ou pendentes). Va: vértices primarios,
conectando-se a 2 vértices pendentes; Vb: vértices secundarios
gue ligam um vértice pendente (Vp) a uma bifurcacdo (Vd) ou uma
trifurcacdo (Vt); Vc: vértices terciarios que conectam quer 2
bifurcagbes (Vd), 2 trifurcacées (Vt), ou 1 bifurcacdo (Vd) e 1
trifurcar¢cdo (Vt). No presente relatério, medimos o numero de
vértices Va, Vb e Vc.

Complexidade

Complexidade = [Soma das ordens terminais + Numero de
terminais] x [Comprimento total da ramificagdo / Nimero de ramos
primarios]

Para todas as variaveis acima, calculamos o MMI para identificagdo de quais

eram multimodais. A identificacdo dessas se encontra na Tabela 1, bem como, o

resultado da analise discriminante (p-level). Notar que a complexidade se mostrou a

variavel morfolégica mais importante para o agrupamento dos astrocitos em subtipos

celulares.

TABELA 1 - Dados obtidos a partir da analise discriminante feita nas variaveis morfologicas
com MMI > 0,55 para todos 0s grupos experimentais.

Wilkis Partial F-
Lambda lambida remove

p-Level Toler 1-Toler

Volume total dos
ramos

Convexidade do
soma

Solidez do soma

Complexidade

Solidez do soma

Complexidade

GRUPO HD

0,306286 0,997065 0,4268 0,514602 0,689593 0,310407

0,309650 0,986236 2,0237 0,157013 0,948610 0,051390
0,305395 0,999976 0,0035 0,952730 0,959636 0,040364

0,646897 0,472080 162,1511 0,000000 0,683340  0,316660

GRUPO HD/SD

0,401628 0,989939 1,4940 0,223547 0,994214 0,005786

0,995693 0,399307 221,1380 0,000000 0,994214  0,005786
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Tortuosidade 0,390503
Convexidade do 0,394847

soma
Complexidade 0,775535
0,488752

Convex-Hull - Volume

GRUPO HD/SD/HD

0,998292

0,987309

0,502667

0,797615

0,2480

1,8638

143,4614

36,7920

0,619210

0,174298

0,000000

0,000000

0,789471

0,808723

0,918395

0,965940

0,210529

0,191277

0,081605

0,034060

A andlise de cluster, por sua vez, demonstrou a existéncia de 2 tipos

astrocitarios com morfologias diferentes dentro de cada grupo experimental: um tipo

mais complexo, chamado de Tipo I, e um menos complexo, chamado de Tipo Il

Esta nomenclatura esta de acordo com a vinculacdo de complexidade utilizada em

outros estudos cientificos®®.

A representacdo destes subtipos astrocitarios em microscopia Optica e sua

reconstrucao tridimensional estéo, respectivamente, nas FIGURAS 8, 9 e 10.

FIGURA 8 - Micrografia ptica dos tipos astrocitarios | (A) e Il (B). Note que os astrdcitos do tipo | tem
um grande nimero de ramificagfes, ao passo que os astrdcitos do tipo Il tém uma quantidade menor
de prolongamentos. Barra de escala = 22 ym
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FIGURA 9 - Reconstrucdo tridimensional dos astrdcitos do tipo | conforme o grupo experimental.
Barra de escala = 2,7um

HD/SD/HD

FIGURA 10 - Reconstrucao tridimensional dos astrécitos do tipo Il conforme o grupo experimental.
Barra de escala = 2,7uym

HD/SD/HD

Aliado a isso, verificamos uma gquantidade variada desses subtipos celulares
entre 0s grupos experimentais (TABELA 2 e a FIGURA 11). Os astrocitos do tipo |l
foram predominantes em relagcéo aos do tipo | em todos 0s grupos.

TABELA 2 - Quantidade de astrdcitos tipo | e Il por grupo experimental.

HD HD/SD HD/SD/HD Total:
Tipo | 32 29 41 102
Tipo Il 118 121 109 348

Total: 150 células por grupo experimental
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FIGURA 11 - Quantidade relativa de astrdcitos do tipo | e Il de acordo como grupo experimental.
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60% +——— —————— —————— —
50% +— I— I— — Tipo Il
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30% +——
20% -
10% ~

0% -

HD/SD HD/SD/HD

Posteriormente, verificamos se havia diferenga significativa entre a
complexidade dos astrécitos tipo | e Il para cada grupo experimental. Nesse sentido,
ao realizar o teste t para amostras independentes entre eles, vimos que 0s astrocitos
do tipo | foram significativamente mais complexos que os do tipo Il

Os resultados de complexidade média, erro-padréo e valores de significancia

para amostras independentes estao representados conforme a TABELA 3.

TABELA 3 - Valores de complexidade, desvio-padréo e significancia para teste t entre os astricitos
do tipo | e Il, para grupos experimentais de mesma dieta.

Grupo Tipo | Tipo Il Teste-t para amostras independentes
%(36) = 13
+ +
HD 20.368,17 +1.107,49 5.426,33 + 308.83 p < 0,0001
HD/SD 12.359,72 £ 999,59  3.588,68 + 165,27 1(39) = 8,55
p <0,0001
HD/SD/HD  13.409,92 + 1.220,67 3.598,57 + 187,67 ey il
p <0,0001

A representacdo grafica destes achados € mostrada na FIGURA 12 de

acordo com o grupo experimental.
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FIGURA 12 - Representagdo grafica da complexidade astrocitaria entre os astrdcitos do tipo | e 1l no
grupo HD (A), HD/SD (B) e HD/SD/HD (C). Em todos os grupos, os astrécitos do tipo | apresentaram

maior complexidade média (* = p<0,05).
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Por fim, os astrdcitos do tipo | de cada grupo experimental também foram
comparados entre si. Os resultados mostraram que o grupo HD apresentou maior
complexidade em comparacdo os grupos HD/SD e HD/SD/HD. Em relacdo aos
astrécitos do tipo Il, as andlises também mostraram igualmente diferenca de
complexidade entre eles, sendo os mais complexos os do grupo HD.

A representacdo destes achados estd apresentada na FIGURA 13 e

FIGURA 14, respectivamente.

FIGURA 13 - Diferenca de complexidade média entre os astréticos do tipo | por grupo experimental.
O grupo HD obteve a maior complexidade em relagdo aos astrécitos do tipo |, seguido pelo grupo
HD/SD/HD e pelo grupo HD/SD. (* = p<0,05).
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FIGURA 14 - Diferenca de complexidade média entre os astréticos do tipo Il por grupo experimental.
O grupo HD obteve a maior complexidade em relagcdo aos astrdcitos do tipo Il, seguido pelo grupo
HD/SD/HD e pelo grupo HD/SD. (* = p<0,05).
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Os resultados de complexidade média, erro-padréo e valores de significancia

para amostras pareadas estéo representados conforme a TABELA 4.

TABELA 4 - Valores de complexidade, desvio-padrdo e significancia na comparacao de grupos
experimentais com dietas diferentes, porém o mesmo subtipo celular (ANOVA-one way, teste t post

hoc).

Grupo Tipo | Tipo Il
HD 20.368,17 + 1.107,49 5.426,33 + 308.83
HD/SD 12.359,72 £ 999,59 3.588,68 + 165,27
HD/SD/HD 13.409,92 + 1.220,67 3.598,57 + 187,67
F(2,99 = 13,50 F(2345 = 21,24
p <0,001 p < 0,0001
Teste t;s9) = 4,65 (HD vs HD/SD); p<0,001 tes7) = 5,72 (HD vs HD/SD); p<0,01
t7y= 4,39 (HD vs HD/SD/HD) ; p<0,001 t(225= 5,54 (HD vs HD/SD/HD) ; p<0,01

tes) = 0,64 (HD/SD vs HD/SD/HD) ; p>0,05 tz28) = 0,03 (HD/SD vs HD/SD/HD) ; p>0,05
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5 DISCUSSAO

Neste trabalho, testamos a hipotese de que a reducdo da atividade
mastigatéria modifica a morfometria dos astrocitos da camada molecular do giro
denteado do hipocampo.

De fato, investigar esta hipotese encontra sustentacdo na literatura cientifica,
onde estudos indicam que a mudanca do ato de mastigar resulta em alteracao
cognitiva e celular no hipocampg34-5-6-7-26,29.55,

Como exemplo desses resultados, podemos citar as alteracfes astrocitarias
na regido de CAl causadas pela alteracdo da mastigacdo em modelo murino,
constatando-se, também, degeneracdo hipocampal, decréscimo na quantidade de
células progenitoras neuronais em CA1l e CA3 e a diminui¢cdo da densidade neuronal
em CA17-8,11,58.

Dentre as alteracbes cognitivas que convergem com estes resultados, um
dos trabalhos publicados mais recentes?® também mostrou que a reducdo da
atividade mastigatdria impacta negativamente na memdéria de longo prazo e na
memoéria espacial de camundongos jovens, reforcando o achado de outra pesquisa,
onde se trabalhou com animais com 12 meses de vida, alimentados com dieta
farelada ou solida, os quais concluiram que aqueles que se alimentaram com racéo
farelada obtiveram piores resultados em testes cognitivos, com baixo rendimento em
testes de memaria espacial, ao passo que aqueles que se alimentavam com dieta
sélida apresentaram os melhores rendimentos?8.

Portanto, podemos sugerir que, devido a estes resultados, ha evidéncias de
gue a alteracdo da atividade mastigatoria pode causar alteracdes significativas no
SNC, principalmente nas regides do hipocampo, afetando células neuronais e
astrocitos, os quais desempenham importantes funcbes nesta regido, ja citadas
anteriormente.

No presente trabalho, a analise da reconstrucao tridimensional e a analise
hierarquica de cluster, mostrou que os astrécitos da camada molecular do giro
denteado apresentaram alteracdes qualitativas. Duas morfologias diferentes foram
observadas nos grupos experimentais, sendo nomeados 0s astrocitos como tipo |
(mais complexos) e tipo Il (menos complexos).

Aliado a isso, vimos que a mastigacdo desempenha um papel fundamental

também na manutencdo da morfologia astrocitaria, uma vez que o grupo controle
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HD, que né&o foi submetido a alteracdo da mastigagéo, também néo sofreu reducéo
da complexidade dos ramos astrocitarios. Nesse sentido, especulamos que esse
achado possa estar relacionado ao motivo pelo qual animais que mantém a
mastigacdo detém os melhores resultados em testes cognitivost0:20.22.24

De forma semelhante, um estudo?® com animais mais jovens (trés meses de
idade) constatou que a dieta farelada causou impacto negativo na formacao de
sinapses no cortex cerebral nestes animais, resultando em menos conexdes
sinapticas nesta regiao.

Portanto, h& evidéncias suficientes para sustentar que a reducdo da
atividade mastigatoria estéa relacionada ao declinio cognitivo tanto em animais jovens
COmo em animais senis.

Curiosamente, entretanto, o grupo HD/SD/HD também sofreu modificacdes
morfolégicas em relagdo ao grupo HD. No entanto, essas modificacbes foram
ligeiramente menos intensas quando comparadas as sofridas pelo grupo HD/SD.

Os estudos sobre reabilitacdo mastigatoria mostram que € possivel
recuperar parte da perda cognitiva com a reinsercdo da dieta peletizada aos
animais?*°%, onde os animais, novos ou senis, que sofreram reabilitacdo
mastigatoria, tiveram a performance melhorada em testes cognitivos de memdéria
espacial.

Outros estudos mostram, também, que os animais do grupo HD/SD/HD
podem obter resultados semelhantes aos do grupo controle HD nos mesmos testes
quando ha reinsercéo da dieta pelletizada®®.

Os mecanismos por tras desses fenbmenos também ja foram sugeridos,
sendo destacado um incremento de volume sanguineo em areas cerebrais e que a
mastigacdo pode prevenir a degeneracdo cerebral'l. Outro possivel mecanismo foi
descrito em 2012, em um trabalho que sustentou a hipétese de que a mastigagéo é
um processo que aumenta a sobrevivéncia de células-tronco no giro denteado do
hipocampo, células que participam do processo de neurogénese nesta regido,
mantendo sua integridade®°.

Os resultados de nossa pesquisa ndo chegaram a estas conclusdes, pois o
grupo HD/SD/HD, em sua analise estatistica, obteve resultados semelhantes aos do
grupo HD/SD, ndo chegando a complexidade celular do grupo HD, como

demonstrado por trabalhos anteriores*®%°. Porém, ressaltamos que a explicacédo
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para esse fato pode decorrer da analise feita de apenas uma regido da formacao
hipocampal que participa de processos cognitivos e que, entdo, 0 processo de
reabilitacdo mastigatoria pode envolver outras areas do Sistema Nervoso Central

ficando a sugestéo de novas andlises celulares e moleculares para trabalhos futuros.

6 CONCLUSAO

Tomados em conjunto os resultados obtidos, concluimos que:
e No tergo externo da camada molecular do giro denteado existem dois
subtipos celulares de astrécitos (um de maior e outro de menor

complexidade);

e A mastigacdo € um potencial fator influenciador na manutencdo da alta

complexidade astrocitéria, conforme demonstram os resultados do grupo HD.

e A reducédo da atividade mastigatéria diminui a complexidade e o nimero de
ramos de astrocitos, resultado representado principalmente pelas alteraces
do grupo HD/SD.

e A reabilitacdo mastigatéria € um fator em potencial que pode restaurar
parcialmente a complexidade astrocitaria, conclusdo obtida a partir dos
resultados do grupo HD/SD/HD.
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ANEXO A — PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
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\H/Cep CLSY com animais de experimentagao ==

PARECER 223-14
Projeto: Alteragdo e reabilitacdo da atividade mastigatoria, memoria espacial e
avaliacdo da populacao astrocitaria em modelo murino em desenvolvimento e senil
Coordenador: Prof. Dra. Marcia Consentino Kronka Sosthenes
Area Tematica: Neurociéncias
Vigéncia: 04/2014 a 05/2018
NO no CEPAE-UFPA: 223-14
O projeto acima identificado foi avaliado pelo Comité de Etica Em Pesquisa Com
Animais de Experimentacdo da Universidade Federal do Para (CEPAE). O tema eleito
para a investigacdo e de alto teor cientifico justificando a utilizacdo do modelo animal
proposto. Os procedimentos experimentais utilizados seguem as normas locais e
internacionais para tratamento e manipulacdo de animais de experimentacdo. Portanto, o
CEPAE, através de seu presidente, no uso das atribuicdes delegadas pela portaria NO
1032/2014 do Reitor da Universidade Federal do Para, resolve APROVAR a utilizacdo de
animais de experimentacdo (N= 348 camundongos) nas atividades do projeto em questao,
no periodo de vigéncia estabelecido.
As atividades experimentais fora do periodo de vigéncia devem receber nova
autorizacao deste comité.
Belém, 01 de abril de 2014.

M/p"&c G“'J /;/
rf. Or. Walece Gomus Leat
Presidente do CEPAE-UFPA



