Y= CESUPA

CENTRO UNIVERSITARIO DO ESTADO DO PARA
PRO-REITORIA DE GRADUACAO E EXTENSAO
CURSO DE MEDICINA

MARIA HELENA MOUTINHO MARTA
MARINA PAULA NOBRE NORMANDO

AVALIAGAO DA POPULAGAO ASTROCITARIA DE CA1, CA3 E GIRO
DENTEADO DO HIPOCAMPO ASSOCIADA A ALTERACAO DA ATIVIDADE
MASTIGATORIA EM MODELO MURINO

BELEM - PARA
2020



MARIA HELENA MOUTINHO MARTA
MARINA PAULA NOBRE NORMANDO

AVALIAGAO DA POPULAGAO ASTRQCITARIA DE CA1, CA3 E GIRO
DENTEADO DO HIPOCAMPO ASSOCIADA A ALTERAGAO DA ATIVIDADE
MASTIGATORIA EM MODELO MURINO

Projeto de pesquisa apresentado ao
Centro Universitario do Estado do Para,
como requisito parcial para concluséo de
graduacao em Medicina.

Orientadora: Proff Dr?. Fabiola de
Carvalho Chaves de Siqueira Mendes

Co-orientadora: Prof@ Dra@ Marcia
Consentino Kronka Sosthenes

BELEM - PARA
2020



AGRADECIMENTOS

Desde menina eu escutava meu pai (in memorian), em toda a sua
simplicidade, dizer que a maior obra que ele poderia nos deixar seria o estudo. Pai,
aqui te agradeco por me deixar 0 mais precioso ensinamento, prometo transmiti-lo aos
meus. Obrigada por abengoar os meus caminhos, te amarei eternamente.

Agradego a Deus por iluminar as minhas escolhas e permitir que tudo se
realize. Se cheguei em algum lugar foi pelas bengdes e intercessdes de N. Sra de
Nazaré e N. Sra. De Fatima.

As minhas avos, Estefania e Thereza, por serem incansaveis e estarem ao
meu lado em todos os momentos, desde o café da manha preparado todos os dias
até o momento que me esperavam retornar do laboratério de madrugada. Obrigada

pelo incentivo, pelas orientagdes e por tudo que vocés me proporcionam. Esse
trabalho também é de voceés.

A minha mae, Julianne, minha tia Jannine e a Voinha, as mulheres que me
inspiram. Em vocés me espelho todos os dias para construir minha caminhada
pessoal e profissional. Agradeg¢o, também, por me incentivarem na carreira
académica, um dia espero ser como VOCEés.

Aos meus irmaos, Julia, Anna, Filipe e Adriano, pelas caronas, conversas e
momentos colecionados juntos. Vocés fizeram da caminhada mais leve.

Aos meus avos, Adriano e Lurdinha, e a minha madrinha Adriana, por permitir
que o sonho da Medicina fosse possivel, obrigada pelo incentivo e por depositarem
confianga em mim.

A minha dupla de TCC e de vida, Marina, amiga que compartilha comigo
tantas vitorias, desde a aprovacédo no vestibular até a finalizagcdo desse trabalho.
Obrigada pela amizade e pelo apoio nos momentos mais dificeis. Que seu caminho
seja sempre iluminado.

Ao Pedro, meu companheiro, agradego a tua presenga nos momentos de
inseguranga, pelas noites de companhia no laboratério e por, pacientemente, me
ajudar a finalizar esse trabalho. Obrigada por me apoiar e por sonhar comigo, que
possamos caminhar sempre juntos.

As minhas orientadoras, Dra. Fabiola Siqueira Mendes e Dra. Marcia Kronka,
por permitirem que esse trabalho fosse possivel. Agradeco a brilhante orientagao e
por permitirem que novos caminhos se abrissem. Em vocés me inspiro para seguir a



carreira académica.

Aos meus companheiros do Cesupa, em especial ao meu grupo do internato,
a rotina se torna mais leve e agradavel ao lado de vocés. Obrigada pelos momentos
de forca e incentivo, que possamos sempre contar uns com os outros na vida
profissional.

Aos meus colegas de laboratério, Fernanda, Alana, Matheus e Fernanda
Albuquerque, obrigada por toda a parceira nesse trabalho, principalmente por
dividirem as angustias e os momentos de felicidade.

Agradeco aos funcionarios do LNI, por proporcionarem, ao longo desses 5
anos em que estive no laboratério, um ambiente de trabalho agradavel.

Por fim, agradego aos que lutam por uma ciéncia brasileira cada vez mais

universal e acessivel.

Maria Helena Moutinho Marta



AGRADECIMENTOS

A caminhada até aqui foi dura. Para chegar até aqui precisei mudar de cidade,
me distanciar de amigos de infancia, abrir mdo de muitas coisas, simplesmente por
nao me imaginar fazendo outra coisa. Mas nada disso seria possivel sem o apoio de
varias pessoas, que nunca me deixaram desistir, que sempre estavam do meu lado
quando as forgas para estudar se esgotavam, quando um resultado ruim no vestibular
tentava tirar as esperangas. Pensei em desistir inUmeras vezes, mas eles nunca
deixaram. E, finalmente, chegou a hora que agradecer.

Primeiramente a Deus pelo seu amor incondicional e junto a Nossa Senhora de
Nazaré me proporcionaram perseverancga desde antes de passar pela minha cabeca
que profissdo eu seguiria. Também a Sta Terezinha por ter sido meu suporte em
diversos momentos desde a minha infancia

Aos meus pais Paulo Wanderley Correa Normando e Liana Paula Lopes Nobre
pelo esforco que tenho certeza que foi muito maior do que eu posso calcular, que
abriram mé&o de inuUmeras coisas pelos meus estudos, foram apoio, incentivo e alicerce
para que eu chegasse até aqui, simplesmente por acreditarem em mim. Essa
monografia também é de vocés e serei grata eternamente. Amo vocés.

Aos meus irmaos Paulo Normando e Joao Paulo Normando pois eles também
abdicaram de muitas coisas por causa de mim e varias vezes foram minhas
inspiracdes e me motivaram a ir mais longe. A Moana que foi meu apoio emocional
diversas vezes. Nunca imaginei o quanto ela seria importante para mim durante esses
anos.

Sou grato a minha familia pelo apoio que sempre me deram durante toda a
minha vida. Em especial meus tios Roger Normando, Valéria Normando, David
Normando, Thiene Normando e filhos que me ajudaram de forma a possibilitar que eu
cursasse a medicina e que chegasse até aqui. Serei grata eternamente e acredito
nunca poder retribuir o tanto que vocés ja me proporcionaram até hoje.

Aos meus avOs Elizabeth Lopes Nobre, Fernando Nobre, Marina Correa
Normando e pelo incentivo aos estudos e pelo apoio incondicional e em memoria do
meu avd Geraldo Normando que acompanhou a minha caminhada la do céu. Lembrar
de vocés apaga qualquer duvida que eu possa ter sobre o caminho que estou

seguindo.



A minha dupla de vida, Maria Helena. De vida porque lutamos juntas antes
mesmo da faculdade comecgar. Que sorte a minha de poder compartilhar tantos
comentos com ela e, principalmente, ter ela agora para encerrar mais um ciclo.
Obrigada pela paciéncia, pela perseveranga e pela amizade.

A todos os meus amigos do curso de graduagdo que compartilharam dos
inumeros desafios que enfrentamos. Ao meu grupo do internato, aos meus grupos de
estudo, as minhas amizades mesmo fora da faculdade que muitas vezes foram
minhas valvulas de escape. Sem vocés nao teria chegado até aqui.

As minhas orientadoras, Dra. Fabiola Siqueira Mendes e Dra. Marcia Kronka,
que foram brilhantes desde o inicio desse trabalho. Que abriram inumeras portas na
pesquisa e sao exemplos de docentes que se preocupam verdadeiramente com o
ensino.

Aos demais estudantes do Laboratério de Neurodegerenacéao e Infeccéo, em
especial Alana Oliveira, Fernanda Trindade, Fernanda Albuquerque e Matheus Feij6
que dividiram angustias e conquistas durantes esse tempo de trabalho. Assim como
os funcionarios do laborat6rio, aos outros orientadores e outros amigos de trabalho
que tive no LNI, foram quase 5 anos de muito trabalho e muita gratificagdo nesse
laboratorio.

A todas as pesquisadoras brasileiras que lutam todos os dias pelo seu lugar e
pelo reconhecimento nas condigdes escarcas que o pais oferece.

Também quero agradecer ao CESUPA por toda experiéncia que me
proporcionou, dentro e fora das tutorias ou dos ambulatérios, com o seu corpo docente
que demonstrou estar comprometido com a qualidade e exceléncia do ensino, sempre

lutando pelo nosso aprendizado e pelo nosso futuro.

Marina Paula Nobre Normando



RESUMO

A atividade mastigatéria tem sido tema de estudos cientificos ndo sé pela sua
classica participagcdo como facilitadora do processo de ingestao/absorgédo de
alimentos, mas também pela possivel influéncia sobre a funcéo cerebral. A remogao
dos dentes molares de camundongos, por exemplo, foi capaz de provocar prejuizo na
localizagao espacial de animais de meia idade submetidos a teste comportamentais,
e agravados em idade avangada, refor¢ando a ideia de que a restricao dessa atividade
acentua o declinio cognitivo. Diante de uma tematica tao relevante, esse trabalho tem
como objetivo investigar se a alteragao da atividade mastigatoria, induzida em modelo
murino jovem, influencia na distribuigdo laminar de astrocitos no hipocampo. Assim,
15 camundongos foram, ao longo de 6 meses, distribuidos em diferentes grupos de
acordo com a apresentagéo da ragdo. Um grupo recebeu ragéo sob a forma de pellet.
Outro grupo, de maneira intercalada, recebeu ragao peletizada seguida de ragao
farelada e, o ultimo grupo, também de forma intercalada, recebeu a ragao peletizada,
seguida de farelada e novamente peletizada. O material encefalico foi extraido, sendo
submetido a processamento imuno-histoquimico e posterior estimativa numérica por
emprego do fracionador 6ptico da populagao astrocitaria laminarmente organizada em
CA1, CA3 e Giro Denteado do hipocampo. Como resultado, identificou-se uma
reducao da populacao astrocitaria naqueles animais que tiveram menos incentivo da
atividade mastigatéria na regiao de CA1, enquanto nao houve diferenga nas regides
de CA3 e giro denteado. Concluiu-se que tal resultado pode ser explicado pela
heterogeneidade de cada regiao do hipocampo, bem como, pelas conexdes do circuito
trissinaptico e alternativo de formagao da meméria.

Palavras-chave: mastigagao; astrocitos; hipocampo; giro denteado; estereologia.
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1. INTRODUGAO

Este Trabalho de Conclusdo de Curso compde um amplo Projeto de Pesquisa
que estuda a atividade mastigatéria associada ao envelhecimento e ao
desenvolvimento de alteragdes neurais. Tal pesquisa é desenvolvida junto ao
Laboratério de Investigagbes em Neurodegeneragao e Infecgdo — LNI/UFPA, situado

no Hospital Universitario Joao de Barros Barreto.

1.1. A Atividade Mastigatoria e a Meméria

A mastigagao € o processo fisioldgico responsavel por triturar o alimento para
que seja facilitado o processo de ingestdo e digestdo alimentar'. Para que esse
mecanismo ocorra, € necessaria uma ativagao muscular e neuronal envolvendo
diversas sinapses controladas pelo cortex cerebral?. Devido a sua contribuigdo ao
processo fisioldgico da digestao, a mastigacao, nos dias atuais, € considerada um dos
principais indicadores de Saude Publica®.

A partir disso, varios estudos surgiram e hoje € sabido que o processo de
mastigacao nao esta restrito a sua classica fungao relacionada a alimentagao, quando
estudo envolvendo idosos institucionalizados e que detinham perdas de elementos
dentais, apresentaram maior deterioracao fisica e mental e, consequentemente, maior
mortalidade. Esse estudo sugeriu entdo, que a denticdo mais precaria esta
relacionada a uma deterioragdo sistémica da satide desses idosos*.

Além disso, outros estudos apontaram nessa diregcao, sugerindo varios efeitos
a partir da perda dental. Com a extragcado dos dentes molares de camundongos, ficou
evidente um déficit no aprendizado espacial manifestado na fase adulta desses
animais, e intensificada na senilidade, corroborando a ideia de que a diminuicdo da
atividade mastigatoria exacerba o declinio cognitivo senil®. Ademais, evidenciou na
literatura o fato de que a mastigacédo desenvolve importante papel na manutengao de
aspectos da fungéo cognitiva® ”.

Nesse contexto, um estudo apontou impactos negativos no hipocampo de
camundongos idosos com desarmonia oclusal. Tais animais exibiram reducdo da
densidade neuronal na regidao de CA3 do hipocampo, zona imprescindivel a
consolidagcdo da memoria e do aprendizado espacial em roedores e em humanos®.

Coerentemente, a mastigacao reduzida nao reduziu quantitativamente os
neurdbnios na regido do giro denteado, entretanto, impactou negativamente na



neurogénese ali presente. Nas regides de CA1 e CA3 do hipocampo, diminuiram o
numero e a atividade neuronal, além da expressao do fator neurotréfico derivado do
cérebro (BDNF- do inglés, brain-derived neurotrophic factor)®.

De maneira especifica, na regiao de CA1 também foi observada diminuicao
da densidade de neurbnios piramidais’® e de espinhas dendriticas'’" sendo
simultaneamente descrita a presenca de uma astrocitose e hipertrofia hipocampais®
12,

O giro denteado, porém, ainda é uma regiao passivel de muitas discussoes.
Alguns autores sugerem que a mastigagao é vital as células nervosas recém-geradas
nessa zona e, possivelmente, contribuem a funcao do hipocampo'3. Apesar disso, ha
autores que defendem a ndo apresentacdo de modificacbes morfoldégicas em
camundongos senis e/ou com disfungdo mastigatéria’™. Portanto, nota-se que sao
necessarios estudos a fim de compreender melhor os mecanismos envolvidos nessa
regiao, haja vista ser um local importante para a formagao e para a consolidagéo da
memoria.

Na tentativa de se explicar os mecanismos que desencadeiem a diminuigao
da populagdo celular nessas regides, imagens de ressonancia magnética
demonstraram que a mastigagao promove um aumento no fluxo sanguineo do cérebro
humano e eleva a atividade neuronal em varias regides do cortex cerebral’®. Além
disso, identificou-se que testes de memoria, precedidos de atividade mastigatoria,
estdo vinculados a um aumento do fluxo sanguineo cerebral no hipocampo, cortex
frontal, cortex pré-frontal dorso-lateral, cortex pré-motor, pré-cuneo, talamo e lobo
parietal inferior, assim ocorrendo um melhor desempenho nos testes de memdria de
trabalho'3. Além disso, a velocidade de processamento medida pelo tempo de reacgdo
revelou melhor desempenho quando a atividade mastigatéria precedeu o inicio dos
testes®.

Diante do exposto e partindo-se da premissa de que a reducao da atividade
mastigatoria induz efeitos negativos sobre o funcionamento cerebral, uma das
hipoteses deste trabalho € de que a sua manutencéo ou reabilitagdo da mesma possa
ser um fator que recupere ou retarde os efeitos sobre a distribuicao de células, em
especial astrocitos, em regides da formagao hipocampal. Desse modo, é conveniente

rever a organizagao anatébmica dessas regides cerebrais.



1.2. A Organizagao Neuroantémica do Hipocampo

E importante entender o funcionamento do hipocampo e o motivo da sua
escolha como objeto de estudo para compreender as possiveis influéncias da
mastigagao no processo de formagédo e manutengdo da memoria.

O hipocampo esta localizado no lobo temporal de mamiferos e € a regiao
cerebral responsavel pelo papel de formagao da memoéria episédica e de navegagao
espacial'®, além de ser uma regido de intensa neurogénese, capaz de recuperar
experiéncias especificas e agregar conhecimento geral adquirido a elas'’, por isso
também esta associado 8 memoria declarativa'® '8,

Ademais, o grande destaque do hipocampo no processo de navegagao
espacial se deu apos testes experimentais realizados com camundongos, em que
havia um maior numero de disparos nas chamadas place cells (“células de lugar”),
todas as vezes nas quais os camundongos se deslocavam para locais especificos no
espaco'® corroborando a ideia de que o hipocampo seria capaz de calcular rotas em
um espaco fisico.

Esse hipocampo, o propriamente dito (Hip) integra a formagao hipocampal,
composta, ainda, pelo giro denteado (GD), o subiculum (Sub) e o coértex entorrinal

(Figura 1).

Figura 1: Representagao anatdmica das regides constituintes da formagao hipocampal.

CE: Cortex Entorrinal
Sub: Subiculum

Hip: Hipocampo

GD: Giro Denteado

Seccao transversal da formagdo hipocampal com suas conexdes neuronais e
conhecimento de suas partes constituintes.

Fonte: adaptado de Mendes (2019), originalmente descrito por Ramoén y Cajal (1911).

Quando se analisa a fungao de cada parte da formagao hipocampal, notam-

se peculiaridades. Estudo, por exemplo, aponta a porgéao dorsal do hipocampo como



estando envolvida no processo cognitivo de aprendizado e de memoaria associado a
navegacgao, a exploragao e a locomogao, enquanto a porgéo ventral estaria associada
ao comportamento motivacional e emocional®. O giro denteado, por sua vez, participa
como uma importante via de conexdes para o hipocampo, mediando grande parte das
aferéncias do coértex entorrinal até CA3, fundamentais para a aquisicao e codificagéo
de informacdes espaciais e contextuais pelo hipocampo?": 22 23,24, 25

Do ponto de vista anatébmico, o GD é composto pelas camadas polimorfica,
granular (stratum granulosum) e molecular (stratum moleculare). A camada granular,
por sua vez, recebe as projecbes das vias responsaveis pela fungdo de
reconhecimento, de localizag&o espacial e da forma dos objetos’. Somado a isso, as
células musgosas — frequentemente encontradas na camada polimoérfica, também
chamada de hilus, a mais interna do giro denteado — realizam papel modulador da
reposta hipocampal normal, isso porque estudos mostraram que danos em neurénios
hilares desencadeiam déficits de memoaria e de aprendizado?®.

Assim como o GD, o hipocampo se organiza em camadas, distribuidas em 4
regioes principais: Corno de Amon 1, 2, 3 e 4 (CA1, CA2, CA3 e CA4). As camadas
conhecidas sao: camada polimorfica (stratum oriens), camada piramidal (stratum
pyramidale) e camada molecular (stratum radiatum e stratum lacunosum-

moleculare)?” (Figura 2).

Figura 2: estratificagdo das camadas constituintes do hipocampo e giro denteado

Em esquema de cores as laminagbes do giro denteado e hipocampo, assim como a subdivisdo
anatdmica. Localizado na parte inferior temos o giro denteado (GD), de lateral para medial temos: em
roxo o stratum moleculare (SM) logo abaixo, em cinza, temos o stratum granulosum (SG) e
medialmente, em vermelho, o Hilus (H). Nota-se também, em sequéncia CA3, CA2 e CA1 (Corno de
Amon 3, 2 e 1, respectivamente), formando o hipocampo propriamente dito, nas suas respectivas
laminagdes: em azul o stratum oriens (SO), seguido pelo stratum pyramidale (SP) em cinza, abaixo



deste, em tons alaranjados, o stratum radiatum, e por fim, em verde, o stratum lacunosum-moleculare
(SLM) as margens do giro denteado.

Fonte: Samuel Pleasure (2013) disponivel em “Cellular Migration and Formation of Neural
Connections”, capitulo 18. Adaptado pelas autoras

Como dito anteriormente, CA3 recebe fibras nervosas oriundas do cortex
entorrinal, cuja fungdo é a de receber informagdes de outras regides corticais. As
projecdes do cortex entorrinal ocorrem através da via perfurante por um trajeto medial
e lateral até as células granulares do giro denteado, atravessa o subiculum e chega
ao GD para fazer a primeira sinapse com as células granulares dessa regigo?®.

Essa sinapse que ocorre na camada granular do GD é a primeira de um
circuito trissinaptico hipocampal. Dessa camada partem as fibras musgosas para
realizar a segunda sinapse com os neurdnios piramidais de CA3. Apds as sinapses
em CAZ3, partem as projegcdes axonais glutamatérgicas (colaterais de Schaffer) até os
neurdnios piramidais de CA1, terminando a terceira sinapse no stratum radiatum e
fechando, assim, aquele que é conhecido como circuito trissinaptico hipocampal?®: 30

(Figura 3).

Figura 3: rede de conexdes do hipocampo

Subiculum

\

EC

0557
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O hipocampo forma uma rede de conexdes com as aferéncias do cértex entorrinal (EC), através da via
perfurante (Perforant path), excitando neurénios granulares do giro denteado (DG) e formando a 12
sinapse do circuito trissinaptico hipocampal. Dali, as fibras musgosas (Mossy fibers) dos neurénios
granulares partem até os neurdnios piramidais de CA3 formando a 22 sinapse. Esses, por sua vez,
enviam seus axoénios colaterais de Schaffer (Shaffer collateral) até CA1, onde fazem a 32 sinapse
excitatéria com os dendritos apicais dos neurbnios piramidais, completando o classico circuito
trissinaptico do hipocampo. Os neurbnios piramidais de CA1 também podem receber sinapses
excitatorias diretamente do EC, através da via temporoamdnica. Assim, os neurbnios piramidais de
CA1 sao a principal via eferente para o Subicuculum e de volta para o EC, formando conexdes
reciprocas entre eles.

Fonte: Randa Kassab (2018). Adaptado pelas autoras.



Além do circuito descrito acima, paralelamente existe outro circuito, conhecido
como via temporoamonica, no qual fibras eferentes do cortex entorrinal realizam sua
primeira e unica sinapse em CA1. No circuito trissinaptico e na via temporoamonica,
as vias sao excitatérias e atingem os dendritos apicais das células piramidais de CA1.
Por essa razdo, CA1 é a principal rota de saida do hipocampo, na qual o alvo primario
de suas eferéncias é o subiculum, com sinapses por toda a camada de células®’.

Conhecida ent&o, a organizagao anatémica da area de interesse do presente
estudo, vemos a partir de agora o que nos motivou a estudar os astrocitos dessa
regiao.

1.3. Astrécitos: Suas Contribuigées ao Sistema Nervoso Central

O Sistema Nervoso Central (SNC) é composto por uma diversidade de
células, sendo categorizadas principalmente em dois grandes grupos: os neurdnios,
responsaveis por gerar um impulso nervoso e realizar sinapse, e as células da glia ou
neuroglia, composta por outras células que em conjunto possuem fungao de protegao,
controle e homeostase do tecido nervoso3®? 33,

Os astrdcitos, ou astroglia, sdo um tipo de neuroglia sendo as células em
maior abundancia do SNC. Essas células sdo heterogéneas e suas funcgdes e
morfologia sdo dependentes da localizagdo, dos subtipos e dos estagios de
desenvolvimento3.

No que diz respeito a morfologia dos astrécitos, séo identificados dois grupos
principais: os astrdcitos protoplasmaticos, mais prevalentes e que se encontram na
substancia cinzenta do cérebro: prolongamentos maiores e mais finos que contribuem
para a formacao da barreira hematencefalica pelas suas proje¢cdes em direcdo aos
capilares sanguineos, formando assim, uma espécie de rede34 3%

Além dos astrécitos protoplasmaticos, existem os astrocitos fibrosos que, por
sua vez, estdo mais presentes no “nucleo interno” do cérebro, a substancia branca.
Essa populagdo possui os prolongamentos mais retilineos, curtos e espessados®®.
Ainda é valido ressaltar que tanto os astrécitos protoplasmaticos quanto os fibrosos
podem ter diferentes tipos na morfologia entre si dependendo da regiao cerebral onde

estdo localizados®®.
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Em relagdo a fungao dos astrdcitos, por alguns anos foi considerado que o
principal papel dessas células seria o de nutrir os neurbnios, fazendo com que
houvesse uma aproximagao, por intermédio de seus prolongamentos, de vasos
sanguineos e neurdénios3®36. No entanto, hoje, sabe-se que os astrécitos também sao
capazes de atuar aprimorando o processo de sinapses neuronais?®’. 38, 39, 40,41, 42

Essa importante funcdo de modulagao ocorre por meio da formagao de uma
barreira fisica entre neurénios vizinhos (Figura 4). Os astrocitos atuam removendo o
excesso de neurotransmissores do espaco extracelular, fazendo com que as sinapses
ocorram de forma mais coordenada e organizada. Além disso, a astroglia possui a
capacidade de secretar mediadores imunes e citocinas que regulam processos
inflamatdrios no SNC#3,

Assim, a modulagao da atividade neuronal citada acima pode ser entendida
como uma capacidade dos astrocitos de realizar uma homeostase do espacgo
extracelular. Para isso, essas células também possuem uma concentragao abundante
de canais de sédio e potassio, realizando dessa maneira um equilibrio eletrolitico e
proporcionando um ambiente estavel para que as conexdes cerebrais ocorram de
maneira adequada.3®
Além das funcgdes ja citadas, essas células mostraram-se capazes de auxiliar no
controle do fluxo sanguineo cerebral** 45 46, Seus finos prolongamentos promovem
uma intima associagao entre neurbnios e vasos sanguineos na presenca de uma
atividade cerebral aumentada. Os astrécitos sdo capazes de sinalizar para esses
vasos sobre a necessidade de aumento do fluxo sanguineo para regides cerebrais
ativas. Além disso, estudos mostraram que a astroglia € capaz de transportar glicose
e oxigénio para os neurbnios e regular efeitos pos-sinapticos de alguns

neurotransmissores da fenda sinaptica®.
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Figura 4: astrocito protoplasmatico em micrografia

Micrografia mostrando um astrécitos protoplasmatico (em verde) envolvendo um corpo celular de
neurdnio (em vermelho). As ramificagdes do astrocitos permite com que se forme uma espécie de teia
sobre os neurdnios.

Fonte: Niola Allen e Bem Barres (2009)

Ademais, por meio da secrecéao de fatores, os astrécitos conseguem controlar
a formacao, manutencgao, fungéo e reparo da barreira hematoencefalica*’- 48, Portanto,
os astrocitos afetados por um processo traumatico e patolégico poderiam igualmente
comprometer o processo de sinapse, ou ainda, seriam capazes de restringir eventos
relacionados a plasticidade sinaptica principalmente no hipocampo?® 50.51,

De acordo com o exposto acima, observa-se que danos a essa populagao
podem ser capaz de causar um desequilibrio na homeostase do SNC, contribuindo
para mau funcionamento das sinapses, redu¢ao da plasticidade neuronal e até mesmo
a morte de neurdnios por diminuicdo do fluxo sanguineo e consequente aporte de
nutrientes.

Como ambos os tipos de astrocitos contém feixes proeminentes filamentos
intermediarios compostos por proteina acida fibrilar glial (GFAP- do inglés glial fibrillary
acidic protein)®¢, sob injuria, os mesmos se tornam reativos e essa resposta é
caracterizada pela alta produgdo de proteina acida fibrilar glial®?. Dessa forma, os
anticorpos anti-GFAP passam a ser utilizados para marcar astrocitos em
transformacao, principalmente na presenca de neuroinflamacgao, dano isquémico e
neurodegeneragao®3 54 55,56,

No presente trabalho, executamos uma analise quantitativa dos astrécitos por
meio da microscopia tridimensional de material imunomarcado para a proteina acida

fibrilar glial (GFAP) e a razéo para estudar essas células € notoria, pois, diante do
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exposto, fica clara a importancia dessa populacao celular para a homeostase e como
a alteragdo em seu numero poderia prejudicar o funcionamento do SNC. Até o
momento, grande parte dos estudos relacionados a atividade mastigatoria se voltam
a analise de neurbnios. Aqui, pretende-se incluir outras células do SNC, desvendando
as possiveis implicagdes que a atividade mastigatoria pode gerar na plasticidade

astroglial do hipocampo.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Investigar se a alteragdo da atividade mastigatoria influencia na estimativa
numeérica de astrocitos em CA1, CA3 e no giro denteado da formagao hipocampal de

modelo murino.

2.2 Especifico

e 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 nas camadas polimorficas (stratum
oriens) e radiatum (stratum radiatum) de CA1, CA3 e nas camadas

polimdrfica e molecular do giro denteado do hipocampo.

e Verificar o efeito da reabilitagdo da atividade mastigatoria sobre a distribuicao
laminar dos astrécitos, comparando as camadas polimorficas (stratum
oriens) e radiatum (stratum radiatum) de CA1 e CA3 e as camadas

polimoéfica e molecular do giro denteado do hipocampo.
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3. METODOLOGIA
3.1. Aspectos Eticos

Essa pesquisa foi regida segundo os preceitos da lei 11.794/08, que normatiza
a utilizagdo e criacdo de animais para experimentagdo e os Principios Eticos do
Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal (COBEA), e esta vinculada ao projeto
de pesquisa intitulado “Alteragao e reabilitagdo da atividade mastigatéria, memoria
espacial e avaliacdo da populagao astrocitaria 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 Para, sob o parecer n°
CEPAE-UFPA 223-14 (Anexo). Este trabalho, foi orientado pela Profé. Dr2. Fabiola de
Carvalho Chaves de Siqueira Mendes e co-orientado pela Prof?. Dr2. Marcia

Consentino Kronka Sosthenes.

3.2. Formacgao dos Grupos Experimentais

Este trabalho integra um amplo Projeto de Pesquisa intitulado “Alteragao e
reabilitacdo da atividade mastigatoria, memoria espacial e avaliagdo da populagao
astrocitaria em modelo murino em desenvolvimento e senil”, desenvolvido nas
instalagdes do Laboratério de Investigagdes e Neurodegeneracéo e Infecgao (LNI,
ICB/HUJBB) da Universidade Federal do Para, sob a coordenagao da Profé. Dr2.
Marcia Consentino Kronka Sosthenes. Portanto, a criagdo e formacgdo dos grupos
experimentais precederam o atual trabalho, tendo este como objetivo, através de
processamento imuno-histoquimico e analise estereoldgica, analisar a influéncia da
atividade mastigatoria sobre a distribuicdo laminar dos astrocitos nas regides de CA1,
CA3 e giro denteado do hipocampo. Para tanto, foram utilizados no total 15
camundongos suigos albinos fémeas selecionados ao nascimento e mantidos em
amamentacao por 21 dias na proporcao de seis filhotes por nutriz, a partir do 5° dia
pos-natal. Os camundongos foram provenientes do Biotério do Instituto Evandro

Chagas.
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3.3. Alimentagao e Tempo de Vida

Completados 21 dias pds-natal, respeitando o periodo de desmame, os
animais foram distribuidos para a formagao dos grupos experimentais conforme o tipo
de ragao que receberam. O grupo controle recebeu alimentagao sob a forma de ragéo
peletizada (HD — Hard Diet) e nos outros dois grupos foram induzidas alteragdes da
atividade mastigatoria, sendo oferecidas ragdes de diferentes consisténcias de forma
intercalada: um dos grupos recebeu ragao em pellet seguida de ragao farelada, em po6
(Soft Diet - SD) - HD/SD, e o outro grupo recebeu ragédo peletizada, seguida de
farelada e, novamente, pellet — HD/SD/HD (Figuras 5 e 6).

Figura 5: Tipos de ragéo ofertada

A: Racgdo em pellet, utilizada na fase Hard Diet; B: Racao farelada, utilizada na fase Soft Diet.
Fonte: Mendes (2019).

Figura 6: Linha temporal mostrando a sequéncia de eventos do modelo experimental
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No 21° dia pds-natal até o 180° dias (6 meses de idade — 6M), os camundongos foram alojados em um
regime com as seguintes dietas: HD (hard diet) que seria uma dieta continua com ragéo do tipo pellet;
grupo HD/SD (hard diet/soft diet) correspondendo a uma alternancia de dieta, nos primeiros 90 dias
receberam a dieta em pellet e nos outros 90 dias receberam a dieta farelada; grupo HD/SD/HD (hard
diet/soft diet/hard diet) na sequéncia receberam a dieta em pellet, farelada e novamente em pellet, com
0 objetivo de estimular uma reabilitagéo da atividade mastigatoria. Passados os 180 dias, os animais

foram submetidos ao protocolo de perfusao e processamento histolégico.

Fonte: elaborado pelas autoras
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Cada um desses grupos experimentais serviu de modelo de redugado da
atividade mastigatéria (HD/SD) e da reabilitagdo desta (HD/SD/HD). Todos os
individuos tiveram acesso livre a agua e a comida, valendo ressaltar que as ragdes
possuiam igual valor nutritivo, sendo diferenciadas apenas a suas formas de
apresentagao (consisténcia). Os animais estiveram submetidos a essas condi¢des até

completarem a idade de 6 meses (6M).

3.4. Alojamento

Os camundongos foram alojados em gaiolas plasticas de dimensdes
32x39x16,5cm e cobertas por uma grade de metal. Cada gaiola abrigou no maximo
seis camundongos, permanecendo em uma sala com temperatura ambiente (23+£1°C)

e respeitando-se o ciclo claro-escuro de 12 horas (Figura 7).

Figura 7: alojamento dos animais durante o periodo experimental
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Ambiente de alojamento dos animais durante 180 dias. A: Animais recebendo a ragao
em pellet; B: animais recebendo a ragao farelada.

Fonte: Mendes (2019)

3.5. Perfusao e Cortes

Ao completarem a idade de 6 meses, os camundongos foram submetidos a
testes comportamentais, os quais ndo sao objeto de estudo do presente trabalho, e,
logo em seguida, pesados e perfundidos. Para perfusdo e processamentos
histolégicos, os animais foram anestesiados profundamente com Xilazina e Ketamina,
seguida de toracotomia para acesso ao ventriculo esquerdo do coragao, através do

qual se perfundiu solugado salina a 0,9% heparinizada (Liquemine®) durante 10
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minutos. Entdo, seguiu a passagem de paraformaldeido a 4% (em tampéo fosfato
0,1M, pH 7,2-7,4) por 30 minutos. Ao final, foi realizada a craniotomia para retirada do
encéfalo. Séries anatdmicas de seccdes paralelas ao plano axial e com espessura de
60um foram obtidas usando-se microtomia por vibragao (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, secgées anatdbmicas
equivalentes foram selecionadas para a estimativa do numero de astrocitos. As
seccgoes escolhidas (1 a cada 6 cortes) proveram valores representativos das diversas

regides anatdbmicas.

3.6. Ensaio Imuno-Histoquimico

Apos a realizagao dos protocolos de perfusao e microtomia, as secgdes
analisadas foram coletadas na forma de 1 a cada 6 cortes (intervalos de 1:6) para a
imunomarcagao para proteina acida fibrilar glial (GFAP), a qual foi empregada para o
reconhecimento dos astrécitos. E importante ressaltar que foi adotado um ensaio cego
no qual os animais foram identificados por cédigos, o que impediu 0s pesquisadores
de reconhecerem o grupo a que pertencia cada animal. O protocolo escolhido no
ensaio imuno-histoquimico segue as recomendacdes do fabricante: as suas etapas
encontram-se descritas abaixo.

Inicialmente, as secg¢des foram lavadas com tampao fosfato (PB) 0,1M (pH
7,2-7,4) e preparadas para recuperagao antigénica em duas etapas: na primeira etapa
foram incubadas durante uma hora em tampao citrato a 0,01M (pH 6,0) na temperatura
de 80-85° e em seguida, as secgdes foram incubadas em solucéo de Tris-EDTA por
12h. Apoés esse periodo, seguiram-se trés lavagens de 5 minutos com tampao fosfato
salina Triton (PBST) a uma concentragao de 5%, e entdo, 3 lavagens de 2 minutos
cada uma, com tampao fosfato salina 0,9% (PBS).

Por conta da utilizagado de anticorpo monoclonal produzido em camundongo,
utilizou-se também protocolo para bloqueio dos sitios antigénicos nao-especificos,
adotando-se o kit de imunodetec¢cao “Mouse-on-Mouse”, de acordo com as
recomendagdes do fabricante (M.O.M kit, Vector Laboratories, USA). As secgbes
foram submetidas ao bloqueio com imunoglobulina por uma hora, seguindo-se 3
lavagens em PBS, durante 2 minutos cada.
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Na seguinte fase do protocolo, foram incubadas em concentrado de proteina
(M.O.M kit) por 5 mim e imersas na solu¢cdo contendo o anticorpo primario (mouse
anti-GFAP monoclonal antibody MAB360, Millipore Int, USA) e solugao de proteina
concentrada, (M.O.M kit) diluido em PBS a 1:800 e 1:50, respectivamente, ficando
incubadas a 4°C, durante 3 dias, com agitagao continua e suave.

Apos o periodo de incubag&o no anticorpo primario em geladeira, as secgdes
foram lavadas 3 vezes, 2 minutos em cada lavagem em solugao tampao (PBS), e
incubadas durante 12h na solucédo 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 agitagao
continua e suave.

Na ultima fase do protocolo, as sec¢des foram incubadas em solugao a 0,9%
de peroxido de hidrogénio durante 15 minutos para remogéo da peroxidase endégena
e reducao da reacao de fundo (background) e entdo, lavadas em PBS 3 vezes, por 2
minutos cada.

Posteriormente, as sec¢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.

Dando continuidade, seguiu-se uma lavagem de 5 minutos em tampao acetato
0,2M (pH 6,0) e, por fim, as secgdes foram processadas para a imuno-histoquimica
com peroxidase utilizando como cromégeno a diaminobenzidina (DAB). Essa reagéo
é utilizada para liberacao de peroxido de hidrogénio (H202). O protocolo encontra-se

esquematizado na Tabela 1.

Tabela 1: esquematizagao do protocolo de imuno-histoquimica para a detecgédo da proteina
acida fibrilar glial (GFAP).

Solugdes N° de Tempo Tempo
lavagens (min) (hora)
PB 0,1M 1 2 -
Citrato 0,01M 1 - 1
Tampao Citrato 0,01M - 20 -
Tampéao Tris EDTA 1 - 12
Tampao Fosfato 3 5 -

Salina Triton (PBST) a 5%
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Tampéao Fosfato 3 2 -
Salina (PBS)

MOM IgG Block 1 - 1

PBS 3 2 -

Solugao de Trabalho 1 5 -

Anticorpo Primario 1 - 72

PBS 3 2 -

MOM IgG 1 - 12
Biotinyladed Anti-Mouse 1gG

Perdxido de 1 15 -
Hidrogénio (H202) 9%

PBS 3 2 1

ABC (Complexo 1 - 1
Biotina Avidina)

PB 0,1M 3 2 -

Tampao Acetato 1 5 -
0,2M (pH 6)

DAB 1 Até 30 -

PB 0,1M 3 2 -

Com a finalizacdo do ensaio imuno-histoquimico para GFAP, as seccdes
marcadas foram montadas em laminas gelatinizadas, desidratadas com alcool etilico
absoluto diluido em crescentes concentracdes e, posteriormente, as laminas foram

seladas com laminulas e meio de inclusao (Entelan Merck®).

3.7. Contagem de astrocitos

Apods a finalizagdo do protocolo de imunomarcagdo, foram iniciadas as
analises estereologicas para a estimativa do numero de astrocitos nas regides de
CA1, CAS3 e giro denteado do hipocampo de camundongos suigos albinos fémeas
através do programa especializado Stereolnvestigator® (MicroBrightField Inc.,
Williston, VT, USA).

Esse programa foi integrado a um microscopio optico (Optiphot2©, NIKON)
com platina motorizada e conversores analogo-digitais (MAC6000©, Ludl Electronic
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Products, 34 Hawthorne, NY, USA) que transmitia as informag¢des das coordenadas
espaciais tri-dimencionais (X, Y, Z) de cada ponto digitalizado a um microprocessador
controlador dos movimentos da platiha e ao programa especializado
Stereolnvestigator®. Os dados das coordenadas e do nimero de objetos de interesse,
uma vez digitalizados, eram utilizados pelo programa para implementagdo dos
meétodos estereoldgicos.

A principio foi realizada identificacdo dos limites das regides de interesse.
Nesse caso, a distribuicdo laminar dos astrocitos foi evidenciada através da técnica
de Nissl sobreposta a imunohistoquimica para GFAP, e assim, os limites das camadas
de CA3, CA1 e do giro denteado puderam ser mais facilmente identificados e
delineados com uso de objetiva adequada.

Empregando-se a objetiva de 10x, foram feitos os contornos das camadas de
interesse. Para a distribuicido laminar de CA3 e CA1 utilizou-se como referéncia a
camada piramidal, a qual ndo € o nosso objeto de pesquisa, mas foi necessaria para
a delimitagao das demais camadas. Em CA1, suas células contracoradas pela técnica
de Nissl sdo melhor definidas pelo cresil violeta, pois este se imprime no tecido como
uma faixa de células com coloragao mais fortemente azulada. Ja em CA3, a camada
piramidal assume outra caracteristica, com células menos agrupadas, em menor
quantidade evidenciando uma faixa mais clara que se destaca das demais camadas,
menos estreita e com menor empacotamente quando comparada a CA1.

O stratum oriens se assemelha ao stratum radiatum pela maior intensidade do
background imunomarcado para GFAP, assim como, pela morfologia de seus
astrécitos que se mostram menores, com ramos mais curtos € mais densamente
imunomarcados. Tanto em CA1 como em CAS3, foi possivel a identificacdo pois as
camadas sao separadas entre si pela camada piramidal. A distingdo dos campos
hipocampais CA1, CA2 de CA3 é relativamente simples pela distribuicdo mais
compacta das células piramidais em CA1 e CA2. Essa facilidade de distingao é
justificada pela distribuicdo mais desorganizada e com menor densidade das células
piramidais de CA3, onde o condensamento das células piramidais foi prontamente
visivel em CA1 desaparecendo em CA357: %8,

Como CA2 é pequeno e indistinto em algumas espécies, essa regiao foi
incluida em CA1 assim como o é frequentemente feito nas analises dedicadas aos
mamiferos®.

Apods a definicdo dos parametros de contorno, € no sentido de se evitar
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ambiguidades na identificacdo dos objetos de interesse e garantir que estes se
encontravam dentro dos planos permitidos de contagem, as objetivas de menor
aumento foram substituidas por outra de 100x, a 6leo de imersdo, com valor de
abertura numérica 1,4 (NIKON, NA=1,4) utilizada para todas as contagens
empreendidas. A determinacdo do numero de astrécitos foi feita através da
distribuicédo sistematica e randémica de blocos de contagem.

IndicAvamos para o programa as trés dimensdes da caixa de contagem
(largura, comprimento e altura), o espagamento entre elas e as zonas de guarda
(regides do corte onde os procedimentos de microtomia produzem variagdes
indesejaveis), preenchendo o protocolo do programa. Apds o preenchimento, o
programa exibia a disposi¢ao espacial das caixas em relagdo ao contorno, baseando-
se nos parametros fornecidos. Finalizada a contagem em um bloco, o programa
mudava automaticamente a posigao da lamina para iniciar uma nova contagem em

uma nova caixa (Figura 8).
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Figura 8: contornos ilustrando as dimensdes relativas das caixas de contagem (verde) e contorno das
laminacdes de CA1

As arestas em verde das caixas de contagem ilustram os limites permitidos e em vermelho os limites
proibidos. A: Stratum lacunosum-moleculare de CA1; B: stratum radiatum de CA1; C: stratum
pyramidale de CA1; D: stratum oriens de CA1.

Ao final da contagem de todas as caixas de cada secg¢ao, o programa
estimava o numero total de astrécitos naquela secgao e gerava uma série 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 e o numero de caixas eram adequados para obtermos valores médios
representativos do total do numero de astrécitos. Coeficientes de erro maiores que
0,05 indicavam, na maioria dos casos, a necessidade de mudangas nos parametros
escolhidos.

A estimativa do numero total de astrécitos foi obtida através do método do

fracionador 6ptico, multiplicando-se o numero de células contadas dentro de cada



23

bloco pelos valores de probabilidade da amostra. Esses valores dependeram: 1) do
numero de secgdes investigadas comparadas com o numero total de secgdes
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 meédia da espessura da secgcao apods 0s

procedimentos histologicos (“thickness sampling fraction”).

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

Onde: N — numero total de astrocitos

2Q - numero de astrécitos contados

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

tsf — “tissue sampling fraction” = altura bloco/espessura da secgéao

Adotamos entado, os seguintes parametros estereoldgicos:
- Método: Fracionador Optico

- Intervalo de contagem entre as secgdes: 1.6

- Matriz de contagem: 80 x 80 um

- Zona de guarda: 2 ym

- Altura do bloco de contagem: 7 ym

O calculo do coeficiente de erro para cada sujeito previamente mencionado
adotou o procedimento sistematico amostral de um estagio (Coeficiente de Scheaffer,
CE) ja pré-validado em ensaios computacionais. O coeficente de Scheaffer expressa
a precisao da metodologia aplicada na coleta de dados para as estimativas e um valor
de CE < 0,05 é julgado apropriado na maioria dos casos porque a variancia introduzida
pelo procedimento contribui pouco para a variancia observada. A razdo entre o
coeficiente de erro intrinseco a metodologia (CE) e o coeficiente de variagéo para as
estimativas (CV) ndo deve ultrapassar 0,5°".



24

3.8. Analise Estatistica

Foi realizada analise estatistica paramétrica por meio do teste Two-way

ANOVA, seguido do pos-teste de Bonferroni, admitindo-se um alfa de 5%.

4. RESULTADOS

Apos o processamento imuno-histoquimico para GFAP, foi realizada a analise
quantitativa estereoldégica dos astrocitos das regides giro denteado, CA1 e CAS.
Neste primeiro, investigou-se as camadas polimérfica e molecular, enquanto em CA1
e CA3, foram investigados o stratum radiatum e stratum oriens.

A seguir, demonstram-se o0s resultados obtidos com a quantificacdo
astrocitaria de cada grupo (HD, HD/SD e HD/SD/HD) associada a cada camada
avaliada. Os valores exatos encontrados nas analises estatisticas estao disponiveis
nos Apéndices.

A analise do Grafico 1 evidencia os trés grupos experimentais no eixo
horizontal e o numero de astrdcitos contados nas camadas polimérfica e molecular do
Giro Denteado, no eixo vertical. Nele é possivel verificar uma diferenca
estatisticamente significativa (p<0,01) entre a quantidade de astrocitos da camada
molecular [HD (30236.1+1912.6), HD/SD (27956.8+2600.3) e HD/SD/HD
(31462.1£3172.6)] e polimérfica [HD (18627.15+2026.619), HD/SD
(15399.05+2031.05) e HD/SD/HD (17385.99+2505.919)] do Giro Denteado, entre
grupos de mesma dieta. E importante registrar que os resultados estatisticos nao

apontam diferenga entre as dietas nas mesmas camadas (p>0,5).
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Grafico 1: Analise do numero total de astrécitos nos stratum granulosum e stratum moleculare
de GD do hipocampo, nos grupos HD, HD/SD e HD/SD/HD
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= p<0,05, indicando diferenga entre Molecular e Polimérfica nas mesmas dietas.

Em seguida, o Grafico 2 também é dividido de forma semelhante ao

S MOLECULAR - GD

¥ POLIMORFICA - GD

N2 Astrdcitos

HD/SD HD/SD/HD

Grafico 1, porém demonstra o numero de astrocitos encontrado nos stratum radiatum
e stratum oriens de CA1. Nesse caso, apO0s a analise estatistica, percebeu-se
diferencga significativa (p<0.05) entre o numero de astrécitos da camada radiato nos

grupos de dieta HD (16357.03 £ 1503.6) e HD/SD (11164.75 + 923.6).

Grafico 2: Anadlise da quantidade de astrécitos nos stratum radiatum e stratum oriens de CA1,
nos grupos HD, HD/SD e HD/SD/HD
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#= p<0,05 indicando diferenca entre a camada radiato nas dietas HD e HDSD.
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Todavia, analisando o Grafico 3, diferengas estatisticas significativas
nao foram identificadas entre as camadas estudadas nem entre os grupos
experimentais HD, HD/SD e HD/SD/HD (p>0.05).

Grafico 3: Anadlise da quantidade de astrécitos nos stratum radiatum e stratum oriens de CA3,
nos grupos HD, HD/SD e HD/SD/HD
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5. DISCUSSAO

No presente trabalho, selecionamos as regides de C1, CA3 e giro denteado
do hipocampo, a fim de investigar mudangas na distribuigcdo laminar dos astrocitos
induzidas pela alteracao da atividade mastigatoria. Para quantificar a populagao
astrocitaria, aplicamos o fracionador Optico por ser um método estereoldgico
tridimensional de grande preciséo, que combina as propriedades do dissector éptico
e do fracionador e que tem sido usado em uma variedade de estudos para fins de
estimativa do numero de células em diversas regides cerebrais.

Como resultado, vimos que a regiao de CA3 nao € influenciada pela dieta,
pois ndao apresentou diferenga quantitativa significativa de astrocitos na distribuicao
laminar. Ja em CA1, a diferenga observada entre os grupos HD e HD/SD na camada
radiato, revela que a populacdo de astrocitos parece ser sensivel a reducido da
atividade mastigatoria.

Coerentemente, alguns estudos descrevem alteragdes hipocampais em
decorréncia da intervencdo na atividade mastigatéria® 6% 63, envolvendo desde a
densidade neuronal em CA1 do hipocampo'?, até a formagao sinaptica no hipocampo
e no cortex parietal®® de forma a reduzi-las. Aliado a isso, outros autores avaliaram o
impacto da alteragdo mastigatéria na habilidade de ratos e de camundongos jovens
em aprender e em recordar a posi¢cdo de objetos. Em seus achados, os grupos que
sofreram privagdo mastigatéria em comparagdo aos que n&o sofreram, né&o
conseguiram aprender a localizar os objetos, demonstrando que a disfungéo
mastigatdria causou diminuig&o da habilidade de aprendizado e de memodria espacial®
8,10, 11, 12, 63, 64_

Essa alteragdo na populagéo de astrocitos em CA1 também foi encontrada
em outros estudos que mostraram que uma atividade mastigatoria mais branda que
estimula menos a mastigac¢ao induziu mudancgas celulares e moleculares que levam a
hipertrofia astrocitaria® 12,

Em contrapartida, outros achados nossos em destaque, foi o fato de que nas
regides de CA3 e giro denteado ndo houve diferenga significativa entre as dietas.
Nesse caso, é valido recordar que sdo duas as vias principais que atuam para que
processos mnemonicos ocorram. Uma delas é a via classica que recebe eferéncias
do cortex cerebral e inicia a sua primeira sinapse no giro denteado, seguindo para a
camada piramidal de CA3 e finalizando o circuito trissinaptico no stratum radiatum de
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CA12% 25 e a outra é a via temporoamonica, na qual as fibras eferentes do cértex
entorrinal conectam-se diretamente em CA1 no stratum lacunosum-moleculare. Nesse
sentido, CA1 se torna uma regido de saida do hipocampo, independente da via,
enquanto CAS3 participa de apenas uma dessas vias. Hipotetizamos entéo, que isso
possa vir a ser a explicagao da sensibilidade maior de CA1 a alteragdo da mastigagao,
em comparacao a CA3.

Outrossim, destacam-se os resultados encontrados no giro denteado: néo
houve alteragdo entre os regimes mastigatérios, entretanto, vimos uma diferenca
significativa entre as camadas polimoérfica e molecular; tendo a ultima a quantidade
astrocitaria reduzida em comparagao a primeira. Nesse caso, entendemos que essa
diferenca seja explicada pelas diferentes fungdes desempenhadas por essas regides.

Com base nos resultados expostos, especulamos, ainda, que a atividade
astrocitaria aos 6 meses reuniria um maior numero de células com propriedades
neuroprotetoras. Assim, a privagao da atividade mastigatéria nesses animais impediria
que essas células exercessem o suporte estrutural necessario para manter a
homeostase dos neurdénios*3.

Esse fato fortalece a ideia de haver a redugcédo da populagao astrocitaria em
CA1, em especial no grupo HD/SD. Porém, este trabalho ndo avaliou outros fatores
que podem ser preponderantes aos 6 meses.

Por fim, é importante ressaltar que existem regiées dentro do hipocampo que
concentram sinapses, enquanto outras areas se responsabilizam pela condugao dos
estimulos até que quando reunidas o tornam reconhecidamente uma complexa area
receptora e integradora de informagbes de todas as modalidades sensoriais?®. Por
essa razéo, é razoavel considerar que as diferengas encontradas entre as regides de
CA1, CA3 e giro denteado podem ser justificadas pela heterogeneidade anatomo-
histolégica do hipocampo em funcdo da necessidade de adaptar mecanismos
celulares e moleculares para a operacionalidade do seu circuito trissinaptico.
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6. CONCLUSAO

v" A reducao da atividade mastigatéria influencia, diminuindo a quantidade de
astrocitos na regidao de CA1 (stratum radiatum) do hipocampo de
camundongos jovens, enquanto a reabilitagdo € capaz de eliminar essas
diferencgas.

v Em CA3 e no giro denteado, por sua vez, ndo se observa a mesma alteragédo
induzida pela redugao da mastigagao.

v O giro denteado ndo se mostrou influenciado pela mastigagao, entretanto,
apresentou diferenga na quantidade de astrocitos distribuidos entre as

camadas polimorfica e molecular.
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ANEXO
ANEXO A - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

~AT) ité de éti ' :
- & comité de ética em pesquisa ol

e
o\ ep ae com animais de experimentacao

PARECER 223-14

Projeto: Alteracéo e reabilitagdo da atividade mastigatoria, memaoria espacial e
avaliagao 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 Experimentagdo da Universidade Federal do Para (CEPAE). O
tema eleito para a investigagao e de alto teor cientifico justificando a utilizagéo do
modelo animal proposto. Os procedimentos experimentais utilizados seguem as
normas locais e internacionais para tratamento e manipulagdo de animais de
experimentagcdo. 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 experimentacao
(N= 348 camundongos) nas atividades do projeto em questdo, 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

Wpl““ GMU' /&j
rf. Or. Walace Gomes Lest
Presidente do CEPAE-UFPA



