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RESUMO

No presente trabalho implantou-se como modelo experimental para estudos de
neurodegeneracéo crénica a doenca prion induzida pelo agente ME7 em fémea adulta
no camundongo Suico albino. As alteracdes comportamentais e neuropatolégicas
seguem de perto as previamente descritas para o camundongo C57BL/6j com duas
excecdes: 1) o septum ao invés do hipocampo é a regido onde se detectou mais
precocemente 0 maior numero de microglias ativadas e astrocitos reativos e onde
houve a maior reducdo de redes perineuronais nos estagios iniciais da doenca; 2) Em
relacdo ao C57BL/6j o curso temporal da doenca € em média 4 semanas mais longo
(26 semanas) e os sintomas iniciais comegcam a aparecer 4 semanas mais tarde (16
semanas) na variedade Suica albina. Semelhante ao encontrado no C57BL/6j ndo se
encontrou diferenca nas estimativas do numero de neurbnios nos animais inoculados
com o agente ME7 em relagao aos inoculados com homogenado cerebral normal 15 e 1
8 semanas apos a inoculacdo. A andlise comparada do numero de microglias ativadas
astrocitos reativos e redes perineuronais empregando o fracionador 6ptico revelou
diferencas significativas nos animais sacrificados na 152 em relacdo aos sacrificados na
182 semana pos-inoculacdo, com aumento do numero das primeiras e reducdo do
namero das Ultimas na 182 semana (teste T, bi-caudal p<0.05). A analise de cluster
seguida da andlise discriminante dos resultados dos testes comportamentais da
variedade Suica albina aplicada a cada quinzena ao longo do curso temporal da
doenca, revelou que a remocdo de comida € a Unica variavel discriminante para
deteccdo de dois grupos distintos: um grupo menor (em torno de 40%, n=4), mais
sensivel, onde a doenca cursa mais rapido e os animais atingem a fase terminal em 22
semanas, e outro maior (em torno de 60%, n=6), menos sensivel, onde 0s animais
atingem a fase terminal em 26 semanas. Os resultados sdo importantes para estudos
comparativos de imunopatologia dentro da mesma e entre variedades de modelos
murinos de neurodegeneracgéo cronica na doencga prion induzida pelo agente ME7.

Palavras-chave: Doenca prion murino, Comportamento doentio, camundongo albino

Suico, Imunoneuropatologia, C57BI6J



ABSTRACT

In the present report we described behavioral and neuropathological changes induced
by ME7 prion agent inoculated into CAl of the albino Swiss mice and confirmed
previous descriptions in the murine model of prion disease C57BI6J with two exceptions:
1) septal region present higher level of microglial activation and reactive astrocytosis 2)
disease progression (from inoculation to death) is 4 weeks longer and on average, early
behavioral changes start correspondently 4 weeks later in albino Swiss mice. Neuronal
counts did not reveal any significant changes between the experimental groups.
Comparative analysis of activated microglia and perineuronal nets by optical fractionator
revealed significant differences between 15 and 18 weeks: the microglial total number
increased in this period of time whereas perineuronal nets decreased (t test, two-tailed
analysis p<0.05) Cluster and discriminant subsequent analysis applied to behavioral
studies revealed that burrowing activity distinguished the occurrence of two subgroups
with differential sensitivity to the ME7 agent: one group (40% of the subjects) where the
disease progression is faster and the terminal stage is reached in 22 weeks and another
one (60%) with slower progression and terminal stage at 26 weeks post-inoculation.
The results are important for comparative studies of the immunoneuropathology of
chronic neurodegenerative disorders in general and for prion disease itself.

Keywords: murine prion disease, sickness behavior, Immunoneuropathology, albino
Swiss mice, C57BI6J
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precoce (132 e a 142 semanas). O grupo ME7-T mostrou-se mais
resistente em relacdo ao grupo ME7 -P(p<0.05) com quadro clinico
tardio (212 e a 228
Y=1 10 F= T F= 1) TR
Deformacéo de sec¢bes na direcdo do eixo z devido a compresséo
durante o seccionamento. (A) O bloco de tecido a esquerda mostra
cinco zonas iguais em espessura ao longo do eixo z antes do corte.
Apés o0 corte a compressdo torna as zonas externas mais
compactas do que a regiao central. (B) Distribuicdo uniforme de
objetos de interesse é esperada antes do corte enquanto que apos o
corte é esperado que se encontre distribuicdo diferencial néo
homogénea. Fonte: (Gardella et al., 2003)..........cccoeiiiiiiiiiii e,
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1 INTRODUCAO

Segundo as projec¢Oes estatisticas da Organizacdo Mundial da Saude, entre 1950 e
25, a populacdo de idosos no Brasil crescera 16 vezes contra 5 vezes da populagédo
al, o que nos colocara em termos absolutos como a sexta populacdo de idosos do
indo (Garrido e Menezes, 2002). Para o planejador de politicas publicas esse aumento
. expectativa de vida arrasta consigo impacto econémico sobre as contas publicas que
de ser prontamente medido pelo fato amplamente reconhecido de que os maiores
stos com saude se ddo no ultimo ano de vida em decorréncia do acréscimo
rrespondente das necessidades de cuidados de enfermagem domiciliar, que exigem

rca de quatro vezes mais recursos (Wick G, 2000).

Além disso essa expansdo da vida trouxe consigo o aumento da prevaléncia de
1a série de doengas neurodegenerativas associadas ao envelhecimento, com a doenca
- Alzheimer assumindo a primeira posicdo em importancia. De fato em 1996, ja se
tectara que a maior percentagem de ébito por quantidade de internacdes registradas
lo SUS, deveu-se a Doenca de Alzheimer (6,6%) e desde entdo esse numero s6 tem
mentado, o que demonstra o elevado custo que essa doenca representa para a
ciedade. Esses e outros achados confirmam que o idoso, em relagé@o as outras faixas
arias, consome muito mais do nosso Sistema de Saude e que este maior custo nao
verte em seu beneficio. Assim, é Gtil e importante investigar as bases biolégicas das

engas cronicas neurodegenerativas associadas ao envelhecimento, sendo as



'spesas decorrentes de projetos dessa natureza de interesse publico e essenciais para
rar evidéncias que permitam ao formulador de politicas de saude tomar decisdes

ertadas (Kalaria, Maestre et al., 2008).

Este trabalho que pretende implantar como modelo para estudos de
urodegeneragdo crénica no camundongo adulto da variedade Suica Albina a doenca
on induzida pelo agente ME7, é parte de um esforco maior desenvolvido pelo
boratério de Neurodegeneracdo e Infeccdo da UFPA em associacdo com o Grupo de
itudos em Inflamacdo da Universidade de Southampton, e o Dep de Arbovirus do
stituto Evandro Chagas, buscando compreender os mecanismos neuropatolégicos
sociados ao comportamento doentio ao longo do processo de interacdo entre
urodegeneragdo cronica e infeccdo. O objetivo final é capacitar pessoal em
‘urodegeneracgao cronica e infeccdo de modo a podermos enfrentar os desafios impostos

lo deslocamento demografico em curso.

11 EXPANSAO DA POPULACAO IDOSA NO BRASIL E NO MUNDO E O

JSTO SOCIAL DO ENVELHECIMENTO

Estudos prospectivos feitos pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) revelam
e em 2020, o mundo contara com mais de 400 milhdes de idosos. Realmente 20% da
pulacdo do mundo industrializado j& esta acima de sessenta anos de idade e a
oporcdo daqueles acima de 85 anos esta crescendo seis vezes mais rapido do que a
pulagdo como um todo. Desse contingente cerca de 50% torna-se demente como uma

nsequéncia de processos neurodegenerativos. Dentre todos o0s paises sao os do



‘ceiro mundo que em nameros absolutos detem hoje a maioria das pessoas com
ssenta anos ou mais e daqui a menos de 30 anos em fun¢do da rapida substituicdo
s grandes populacdes idosas dos paises europeus pelas de “paises jovens” oito deles
nterdo as populacdes mais velhas (Kalaria, Maestre et al., 2008; Prince, Acosta et al.,

08).

No Brasil em particular, neste final de século, assistimos a um deslocamento
'mogréfico da populagdo onde a faixa etaria de 60 anos ou mais € a que mais cresce
1 termos proporcionais. Esse crescimento e deslocamento demogréafico da populagéo
asileira na faixa etaria de mais de 60 anos tem sido motivo de grande interesse por
rte dos estudiosos da terceira idade em varios paises do mundo. As projecdes
tatisticas demonstram que a propor¢do de idosos no pais que estava em 7,3% em
91 (11 milhdes) passara para cerca de 15% em 2025, que é a atual proporcdo de
)s0s da maioria dos paises europeus, que tiveram sua transicdo mais lenta e que ainda

0 conseguiram equaciona-la (Garrido e Menezes, 2002).

Na populagcdo idosa, as doengas cronicas neurodegenerativas sdo um seério e
mplexo problema a ser resolvido de alta importancia epidemiolégica. As duas doencgas
1is diagnosticadas sédo o Mal de Parkinson e o de Alzheimer, com esta Ultima em maior
avaléncia (Qiu, De Ronchi et al., 2007). Os registros do SUS revelam que em 1996,
0.000 a 600.000 casos de deméncia foram diagnosticados e motivaram internacdes
1 nosso pais. Considerando que a doenca de Alzheimer representa em torno de 50%
'SSes casos e que a sobrevida média de seus portadores seria de 15 anos apdés o inicio
. mesma, teriamos cerca de 15.000 a 20.000 casos de morte por Alzheimer por ano.

» instituicdes publicas parecem atentas para o fato e iniciaram alteracdes de infra-



trutura adaptadas ao idoso assim como deram partida ao treinamento maci¢co de
ofissionais da area da saude para permitir cuidado especializado aos mais de 32
Ihdes de idosos esperados em 2020 (ver o documento “Programa de Saude do Idoso”

1 www.saude.gov.br)

7

Diante desses numeros é relevante que se compreenda melhor o impacto das
)engas neurodegenerativas associadas ao envelhecimento assim como os fatores de
co que podem acelerar 0s seus cursos temporais, para que desenvolvamos
pacidade instalada para enfrentar os desafios impostos pela maior expectativa de vida
sancada neste século. E esperado que os estudos dedicados a investigar as
eragbes entre as doencas cronicas neurodegenerativas e os fatores de risco
acionados, gerem informagBes fundamentais para orientar politicas publicas

seadas em evidéncias.

No que concerne a neurodegeneracdo cronica associada a doenca de Alzheimer,
- maior importancia epidemioldgica, é relevante desenvolver modelos experimentais
e simulem o quadro neuropatolégico e comportamental para identificar as areas e as
lulas do sistema nervoso central alteradas pela doenca em suas fases iniciais, de
ydo a investigar os mecanismos fisiopatolégicos subjacentes e fatores de risco

‘acionados, sendo esse o principal objetivo do presente trabalho.

No sentido de orientar a escolha de um modelo experimental um conjunto de
servacoes em humanos consolidou a idéia de que mudancas patoldgicas no cortex
torrinal (CE) e no hipocampo contribuem decisivamente para o declinio cognitivo e
rda de memoria em varias doencas neurais, incluindo as doencas crbnicas

urodegenerativas associadas ao envelhecimento como a doenga de Alzheimer. Dos



rios modelos implantados para estudos de neurodegeneragéo cronica, tem ficado claro
e a neuropatogénese das doencas prion parece incluir a maioria dos eventos
antificados na doenca de Alzheimer (embora n&o todos) incluindo os alvos celulares, as
2as cerebrais afetadas e as alteracbes comportamentais (Eikelenboom, Bate et al.,

I02; Kovacs e Budka, 2008).

Diante dessa coincidéncia de alvos neuroanatdomicos e alterag6es neuropatolégicas
comportamentais € Gtil rever a organizacao funcional da formacgéo hipocampal normal e
erada pela neurodegeneracdo cronica de modo a poder investigi-la em detalhes no

ydelo experimental utilizado no presente trabalho.

1.2 ANATOMIA FUNCIONAL DA FORMACAO HIPOCAMPAL EM

CEREBROS NORMAIS.

O termo formag&o hipocampal é usado para designar uma grande regido do
lobo temporal de mamiferos que inclui o hipocampo propriamente dito, o giro denteado,
0 subiculum e o cértex entorrinal (Squire et al., 2004). O termo hipocampo corresponde
a regido que contém a banda fina de células piramidais que Lorente de NGO (1934)
dividiu em quatro regides menores que constituem o Cornu Ammonis: CAl, CA2, CA3 e
CA4 (Rosene and van Hoesen, 1987). O hipocampo (CAl1 a CA4) é uma regido do
arquicortex que é também subdividida em regido superior e inferior (Brown and Zador,
1990 ) ou regido septal (dorsal) e regido temporal (ventral) (Blackstad, 1956; van Groen
et al., 2003). CA1, CA2 e CA3 formam o hipocampo propriamente dito, mas como CA2
€ pequeno e indistinto em algumas espécies ele é frequentemente incluido em CA1l nas

analises. Mais recentemente os limites arquitetdnicos de CA2 foram demarcados com



maior precisdo através da utilizacdo da histoquimica para revelacdo de terminais de
acucares (glicosaminoglicanos) presentes na matriz extracelular e nas redes
perineuronais facilitando sua analise individual. A distribuicAo desses acucares
distingue CA2 de CAl e CA3 em funcdo da maior concentragdo daqueles na matriz
extracelular de CA2. Para reconhecer sua distribuicdo na matriz utiliza-se a lectina

Wisteria floribunda conjugada com biotina ou com fluoresceina que reage com

glicosaminoglicanos ligados aos proteoglicanos da matriz de forma seletiva indicando
os locais de sua ocorréncia (Bruckner et al., 2003b). A area entre o GD e 0 stratum
pyramidale de CA3 é chamada de Polimorfica ou regido hilar ou simplesmente hilus
(Brown and Zador, 1990 ). O hipocampo apresenta fundamentalmente trés camadas, a
camada polimérfica (stratum oriens), camada piramidal (stratum pyramidale) e camada
molecular (stratum radiatum e stratum lacunosum-moleculare). O GD consiste em
camada polimorfica (hilus), camada granular (stratum granulosum) e a camada
molecular (stratum moleculare) que é continua com o hipocampo (Brown and Zador,
1990 ). Os principais neurdnios do hipocampo sado os neurdnios piramidais de CA1l,
CA2 e CA3 e as células granulares do GD. As conexdes sinapticas no hipocampo séo
geralmente axodendriticas e axosomaticas e 0s principais neutransmissores sao,
GABA, norepinefrina e aceltilcolina (Brown and Zador, 1990 ).

O hipocampo é considerado por alguns como uma das mais complexas areas
de associagcdo multimodal (Swanson, 1983), parcialmente porque este recebe e integra
informagcéo de todas as modalidades sensoriais. O hipocampo compreende assim
varias areas com propriedades diferentes que ainda ndo estdo bem estabelecidas

(Eichenbaum, 2006; Kesner et al., 2004; Rolls and Kesner, 2006; Squire et al., 2004)



mas € a presenca do giro denteado que distingue a formacdo hipocampal dos
mamiferos de outras classes que embora possuam a formacdo hipocampal, ndo
contam com o trabalho do giro denteado de amplificar os sinais provenientes do cortex
entorrinal a caminho das células piramidais de CA3 (van Groen et al., 2002). As células
em CA3 recebem sobre seus dendritos apicais proje¢des diretas da camada Il do cOrtex
entorrinal através da via perfurante que em seu caminho emitem colaterais axonais que
fazem sinapse com as células granulares do giro denteado cujos axdnios constituem as
fiboras musgosas. Estas Ultimas se projetam para CA3 conectando-se as células
piramidais em regido proxima ao soma, replicando e intensificando o sinal que

receberam através da via perfurante.

As aferéncias mais densas do hipocampo provém do cértex entorrinal e a
propagacdo da informacao entorrinal aferente no interior do hipocampo se dé através
de uma seqiéncia de sinapses excitatorias que de uma forma simplificada é referida
como um circuito trisinaptico. A primeira sinapse desse circuito se d4 na camada
molecular, entre as fibras do cértex entorrinal, que constituem a via perfurante, e as
células granulares do giro denteado. A segunda ocorre nos strata lucidum e radiatum
entre 0s axbnios das células granulares do giro denteado (fibras musgosas) e os
neurénios piramidais de CA3, de onde partem os axbnios (colaterais de Schaffer) para
formar a terceira sinapse com as células piramidais de CAl. Nesse sentido, as
operacoes funcionais intrinsecas que ocorrem tanto no giro denteado quanto no cértex
entorrinal tem um papel importante no processamento subsequente da informacéo e

consolidacdo da memoria (Turner et al., 1998). Somam-se as proje¢fes do cortex



entorrinal para o hipocampo as projecdes septo-hipocampais que parecem estar
envolvidas com o comportamento exploratorio e a memaoria operacional espacial.
Realmente, ha evidéncias de que lesdes produzidas no septum medial prejudicam a
organizacdo do comportamento exploratério assim como diminuem a taxa de
aprendizado de localizacdo da plataforma escondida no labirinto aquéatico de Morris
(Martin et al., 2007). Durante o envelhecimento essas proje¢des ao serem danificadas,
sdo fortemente correlacionadas aos déficits de memoéria de trabalho e.g. (Fischer et al.,
1989; Ingram et al., 1981; Markowska et al., 1995). Além disso a modulacao intraseptal
de receptores muscarinicos tem contribuicdo importante sobre a projecdo septo-
hipocampal colinérgica, alvo principal das alteragbes neuropatoldgicas associadas a
déficits de desempenho em tarefas hipocampo-dependentes associadas ao

envelhecimento (Elvander et al., 2004).

Mas € através do giro denteado que o cértex entorrinal exerce sua maior
influéncia no hipocampo. O que se tem denominado de giro denteado nos mamiferos é
uma estrutura trilaminar, com as caracteristicas do coértex primitivo ou alocértex
composto pelas seguintes camadas: molecular, granular e hilar ou polimérfica. A regido
mais externa, a camada molecular é relativamente livre de células e contém os
dendritos das células granulares, os terminais da via perfurante e as fibras intrinsecas
de associacdo e comissurais das células musgosas (Houser, 2007; Leranth and
Hajszan, 2007). A camada molecular recebe de forma segregada os axénios do cortex
entorrinal medial e lateral com o terco médio sendo reservado as projecdes do primeiro
e o terco externo ao ultimo (Witter and Moser, 2006). A camada de células principais é

composta por um aglomerado de células densamente compactadas denominadas de



células granulares com corpos celulares com 8 a 12 um de diametro que projetam
dendritos que se bifurcam muito proximos ao soma e que ocupam a camada molecular
(Amaral et al., 2007). A terceira camada que corresponde a regido hilar, de disposi¢ao
mais profunda no giro denteado, esta subjacente a camada de células granulares,
estendendo-se até as proximidades dos dendritos das células piramidais de CA3. Por
essa vizinhangca com CA3 a camada granular é subdividida em |aminas designadas
supra e infra-piramidais de acordo com sua posi¢cdo em relacdo a camada de células
piramidais de CA3. No hilo, as células musgosas sdo os neurbnios mais frequentes,
mas mesmo assim séo 25 a 30 vezes menos abundantes do que as células granulares
(Amaral et al., 2007). Apesar desse numero reduzido as células musgosas da regiao
hilar realizam um papel importante na modulacdo da eferéncia do giro denteado. De
natureza glutamatérgica as células musgosas correspondem a metade da populagéo
neuronal do hilo, enquanto varios grupos de interneurdnios inibitérios gabaérgicos
constituem a metade restante (Amaral, 1978). As propriedades anatomicas e
fisiol6gicas das células musgosas levaram a hipétese de que elas possuem um papel
importante na coordenacao das fun¢gdes hipocampais normais, uma vez que déficits de
memoria e aprendizado sédo frequentemente observados em animais com danos nos
neurdnios hilares. As células musgosas estao envolvidas em modular especificamente
a atividade da célula granular em sua projecdo para CA3 e integram a funcao
hipocampal em areas anatbmicas mais vastas; no entanto, o amplo campo de
conectividade da célula musgosa pode predispd-las a morte celular excitotoxica

(Magloczky and Freund; 2005;Magloczky and Freund, 1993).

Somam-se a essas ac¢des modulatorias as aferéncias excitatérias do cértex



entorrinal que representam o maior conjunto de aferéncias extrinsecas para o giro
denteado (van Groen et al., 2002; van Groen et al., 2003) e cuja integridade parece
essencial para todas as tarefas hipocampo-dependentes tais como consolidacdo do
aprendizado e formacdo de memaria episodica (Eichenbaum et al., 2007; Witter, 2007;
Witter and Moser, 2006). Dando suporte a essa premissa ha uma série de evidéncias
experimentais implicando os cortices perirrinal, posrrinal e entorrinal em processos
fisiologicos que estdo associados ao reconhecimento da identidade e da localizacdo de
objeto. Essas fun¢des permanecem largamente segregadas nos cortices perirrinal e
parahipocampal projetando-se separadamente para 0s cortices entorrinal medial e
lateral respectivamente (Lipton and Eichenbaum, 2008). Dos cortices entorrinais medial
e lateral em diante, as vias convergem sobre o hipocampo (CAl, CA2, CA3) e o giro
denteado através das vias perfurantes medial e lateral que ao se dirigirem ao giro
denteado contatam respectivamente os tercos médio e externo da camada molecular
ocupados pelos dendritos das células granulares (Amaral et al., 2007; Dolorfo and
Amaral, 1998a; van Groen et al., 2002; van Groen et al., 2003). Embora todas essas
projecdes tenham origem nas camadas Il ou Ill dos cortices entorrinal medial e lateral,
h& outra projecdo menos densa, originada nas camadas V e VI do cértex entorrinal,
gue ocupa o terco interno da camada molecular do giro denteado (Deller et al., 1996).
Tomados em conjunto, os dados revelam que a célula granular do giro denteado
recebe simultaneamente as projecdes das vias responsaveis pelas tarefas de
reconhecimento, da localizagc&o espacial e da forma dos objetos deixando em aberto o

significado funcional dessa convergéncia.

A perda de neurdnios hilares relacionadas com a idade é provavelmente



resultado de aumento da morte celular decorrente do estresse oxidativo
(Kiatipattanasakul et al., 1996) possivelmente devido a deposi¢édo beta-amildide (Tapp
et al., 2004), a inflamacé&o subsequente, o dano oxidativo (Head et al., 2002) e o dano
no DNA (Anderson et al.,, 2002). A inflamacdo no sistema nervoso central é
caracterizada por complexas formas de resposta celular e molecular ao estresse, ao
dano por traumatismos ou por infeccdo, numa tentativa de defender o cérebro contra
os danos instalados, removendo debris celulares e neurbénios lesados trazendo o
ambiente cerebral de volta a homeostase. A inflamacdo no SNC é disparada pela
ativacado da microglia, astrocitos e macréfagos periféricos infiltrantes que liberam uma
pletora de citocinas anti e pro-inflamatorias, quimiocinas, neurotransmissores e radicais

livres em funcdo da severidade da inflamagé&o (Whitney et al., 2009).

Ratos idosos perdem neur6nios hilares, mas esta perda ndo é aparente até os 22
ases de idade (Azcoitia, Perez-Martin et al., 2005); (Cadacio, Milner et al., 2003); (Shetty
Turner, 1999). Em contrapartida, modelos de envelhecimento em primatas ndo humanos
0 encontraram perda equivalente de neurbnios com o envelhecimento normal no
yocampo (Keuker, De Biurrun et al., 2004). Da mesma forma que na doenca prion, em
manos nao ha perda de neurbnios hipocampais em estagio pré-clinico da DA, porém
ando comparamos idosos do grupo controle com idosos com a DA na fase clinica e
nstruimos curvas de regressao ao longo de 22 anos (valor maximo de sobrevida), uma
ducdo no numero total de neurénios de 87% em CA1, 77% no subiculo e 63% no hilo
spondem por parte importante do declinio cognitivo observado na DA (Bobinski, Wegiel

al., 1997; West, Kawas et al., 2004).



1.3 ANATOMIA FUNCIONAL DA FORMACAO HIPOCAMPAL ALTERADA
PELA NEURODEGENERACAO CRONICA EM MODELO MURINO DE DOENCA

PRION E NA DOENCA DE ALZHEIMER.

Doencas prion representam um conjunto de doengas naturalmente
transmissiveis, fatais, que evoluem com encefalopatia caracterizada por alteracbes
comportamentais e neuropatolégicas que afetam predominantemente o sistema limbico.
A DA se manifesta por um progressivo declinio cognitivo, apresentando inicialmente,
perda de memdria que evolui afetando todas as outras faculdades cognitivas com
alteracoes estruturais que podem ser detectadas in vivo, mesmo em suas fases iniciais,
com técnicas modernas de neuroimagem (Apostolova and Thompson, 2008). Na DA,
h& formacao de depdsitos B amiloides (AB) e aglomerados neurofibrilares que ocorrem
em um modelo espacial e temporal definido em regides hipocampais e neocorticais
especificas sendo a via perfurante o circuito mais vulneravel com respeito a ambos,
envelhecimento e DA (Morrison and Hof, 1997). O cértex entorrinal, origem da via
perfurante, € considerado a primeira area que mostra alteragcdes neuropatologicas na
DA, onde a perda de neurdnios é sucedida por progressdo rapida da doenca (Braak
and Braak, 1991). A presenca de placas amiléides no parénquima, ativagdo microglial,
astrocitose e perda neuronal em proporc¢des variaveis nas diferentes regides e espécies
até entdo estudadas torna o quadro neuropatolégico da doencga prion comparavel ao da
doenca de Alzheimer (Eikelenboom et al., 2002; Zilka et al., 2006).

Trés elementos comuns parecem contribuir de forma aditiva para os danos



neuropatolégicos observados nas doencas prion e na doenca de Alzheimer: a
neuroinflamacdo, o estresse oxidativo e o dano vascular. Doengas prion s&o
caracterizadas por depésito extracelular de fibrilas amiléides protease-resistentes
denominadas PrP° que constituem isoformas da proteina PrP® largamente distribuida
no SNC (Oesch et al., 1985; Prusiner, 1991). A proteina PrP® parece ser essencial a
uma variedade de funcdes e sua alteracdo durante a progressao da doenca concorre
para uma série das alteracdes observadas. A resposta microglial intensa medida
através de imunomarcacao especifica nas regides afetadas do SNC, de pacientes com
Alzheimer, com a doenga prion humana de Creutzfeldt-Jacob e em modelos murinos de
doenca prion caracterizam a presenca de resposta inflamatoria local que se agrava e se
mantém ao longo da doenca (Eikelenboom et al., 2002; Lucassen et al., 1995; Sasaki et
al., 1993; Williams et al., 1994a; Williams et al., 1994b). Assim o aparecimento dos
depdsitos amildides parece estar associado a resposta inflamatdria crbénica, atipica, que
parece constituir denominador comum dos processos patogénicos encontrados na
doenca prion e na doenga de Alzheimer. O melhor argumento para essa descricdo
decorre das observacdes histopatologicas e imunohistoquimicas de recrutamento e
acumulacao local de microglia (fagocitos residentes no SNC) preenchendo o critério
classico proposto por Metchnikoff em 1892 para caracterizar a presenca de um
processo inflamatoério. A atipia na doenca prion é confirmada pela presenca de apenas
dois dos principais mediadores inflamatérios elevados, a prostaglandina E2 e o fator de
crescimento B1 (transforming growth factor- 1), mas com 3 das citocinas pro-
inflamatorias, interleucina-1, interleucina-6 e fator de necrose tumoral a (TNF-X), sem

mudanca significativa (Perry et al., 2002). Além disso a ativagdo microglial caracteristica



da resposta inflamatéria ocorre em regides de perda sinaptica ao invés de nas areas
de depdsito de PrP°¢ (Cunningham et al., 2003). Assim, a expressdo atipica é
reservada para o fato de que nao preenche todos os critérios exigidos para caracterizar
uma resposta inflamatéria completa enquanto que a expressao crbnica é reservada
para explicitar o fato de que ela nao se resolve ao longo do tempo tornando-se cronica
(Eikelenboom et al., 2002).

Em modelos murinos de doenca prion as mudancas patoldgicas iniciais
parecem ocorrer apds deposicdo ou acumulacdo de protefina prion alterada (PrP%), em
uma regiao particular do cérebro (Betmouni et al., 1999; Giese et al., 1995; Williams et
al., 1997). Da mesma forma em humanos com doenca de Alzheimer, dados recentes
baseados em tomografia por emissdo de pdsitrons (PET), com marcador especifico
para microglia ativada, revelaram que a ativacdo microglial € um evento precoce na
patogénese da doenca (Cagnin et al.,, 2001). Sucedendo a ativagdo microglial
estabelece-se o0 processo de destruicdo da neurépila com alteracbes sinapticas e
dendriticas que se estabelecem antes dos processos apoptéticos associados a morte
neuronal tanto em pacientes com a doenca de Alzheimer quanto em modelos murinos
de doenca prion (Jeffrey M et al., 2000; Williams et al., 1994a; Williams et al., 1997)

De forma andaloga, estudos topograficos empregando microressonancia
magnética (muMRI) em modelo murino de doencga prion com campo magnético de alta
resolucdo (9.4 Tesla), revelaram as primeiras mudangas de sinal ponderado em T2 no
septum e no hipocampo 12 semanas ap0s a inoculagdo, e alteracdes intensas
associadas a graves déficits neuroldgicos 24 semanas depois (Sadowski et al., 2003).

Estudos complementares quantificando as mudancas observadas nas imagens de



ressonancia magnética e espectroscopia por ressonancia magnética revelaram
alteracbes detalhadas da fase pré-clinica coincidentes com a ativacdo microglial, a
hiperatividade no campo aberto e a presenca de perfis alterados de metabdlitos
revelados pela espectroscopia e.g. (N-acetil aspartato/colina e N-acetil
aspartato/creatina) no talamo e hipocampo (Broom et al., 2007). Resultados de
espectroscopia semelhantes foram obtidos nas fases iniciais da doenga em modelo
murino, utilizando homogenado cerebral derivado de encefalopatia espongiforme bovina
(Vidal et al., 2006).

Outro achado celular tao relevante quanto a alteragdo microglial € a astrocitose
hipertréfica, com regulacdo para cima da proteina &cida fibrilar (GFAP) e das enzimas
astrociticas coincidentes com a elevacdo de PrP antes do aparecimento das lesbes
neuropatolégicas (Kovacs and Budka, 2008). Na verdade astrécitos e neurbnios
parecem ser 0s maiores sitios de replicacdo do agente infectante da doenca prion
induzindo sinalizacdo precoce através de quimiocinas que conduzem ao recrutamento
microglial subsequente (Mathieu and Chabry, 2004). As ac¢8es dos astrécitos diante de
um processo indutor de lesdo cronica tal como na doenga prion e na doenca de
Alzheimer que arrastam consigo ativacdo astrocitaria igualmente crénica, parecem ir
além das ac¢les benéficas identificadas nas lesGes agudas, contribuindo para aumentar
o dano tecidual fazendo a doenca progredir (Mraka and Griffin, 2001). Essas ac¢bes
parecem estar associadas a superexpressdo da proteina S100B, um mensageiro
guimico intercelular em astrocitos ativados (Sheng JG et al., 1994). Dezenove proteinas
da familia S100 foram descritas expressando-se em varios tecidos envolvidas com a

regulacao intracelular de célcio associado a multiplas funcdes célcio dependentes tais



como fosforilacdo de proteinas, atividades enziméaticas, proliferacdo e diferenciacédo
celular, construcdo e reparo do citoesqueleto assim como homeostase do calcio
propriamente (Donato, 1999). Dentre essas, a S100B é a mais abundante nas células
da glia do sistema nervoso central onde parece contribuir para o crescimento de
neuritos e a sobrevivéncia de subpopula¢cbes neuronais pos-lesdo e durante o
desenvolvimento, assim como estimula a proliferacéo e hipertrofia de astrécitos (Griffin
et al., 1995; Shashoua et al., 1984). Astrécitos ativados sdo componentes indissociaveis
das placas amiléides na doenca de Alzheimer onde sdo encontrados na periferia
daquelas envolvendo os depésitos amildides com processos espessos que envelopam
a placa e finos que se expandem para o centro dela (Mandybur and Chuirazzi, 1990). E
possivel entretanto encontrar astrocitos ativados nos estagios iniciais da doenga antes
da formacédo de placas propriamente, quando o depdsito amiloide ainda é difuso (Mrak
et al.,, 1996). Pacientes com distarbio cognitivo leve, nas fases iniciais da doenca,
mostram um aumento expressivo do numero de astrocitos associados a um reduzido
namero de placas enquanto que em pacientes nos estagios finais, o numero de
astrocitos associados a placas esta diminuido, sugerindo que a astrocitose reativa
parece contribuir principalmente para a patologia dos estagios iniciais (Pike et al.,
1995).

A analise ultraestrutural aplicada a doenca prion em modelo murino induzida
pelo agente ME7, revelou a presenca de vacuolos em astrécitos, oligodendrdcitos,
mielina, em dendritos, no soma neuronal e em menor frequéncia em terminais axonais,
(Jeffrey et al.,, 1995). Além disso, esses estudos identificaram perda sinaptica no

hipocampo decorridos 40% da extensdo temporal da doenca coincidindo com o



aparecimento das placas amiléides (Jeffrey M et al., 2000). Varicosidades,
aparecimento de esferdides e decréscimo das espinhas dendriticas apareceram de
forma mais freqlientes nos estagios terminais, mas ja podem ser detectados tdo cedo
guanto decorridos 50% do curso temporal (Jeffrey et al., 2001).

Em estudo mais recente no C57BI6J, onde a doenca cursa até sua fase
terminal em 175 dias ap0s a injecdo intrahipocampal do agente ME7, foi demonstrado o
aparecimento de alteragBes neuropatolégicas mais precoces no hipocampo ventral do
gue as descritas para o hipocampo dorsal (Franklin et al., 2008). Nesse trabalho os
autores demonstram que oito semanas ap0s a injecao intrahipocampal ja se encontra
ativacdo da microglia, presenca de astricitos reativos, placas amildides ocasionais,
além de 10% de perda de redes perineuronais de CAl marcadas pela Wisteria
floribunda.

Embora as doencas prion apresentem similaridade morfologica e
patofisiologica com outras encefalopatias progressivas crbnicas como a DA, elas sdo
Unicas por serem transmitidas por inoculacdo ou ingestdo de material contaminado por
prion (Glatzel et al., 2008). O marco neuropatolégico que as distingue de outros
processos neurodegenerativos € revelado pela expressao “espongiforme” que é
consequéncia da formacgéo de vacuolos ovoides individuais ou confluentes de cerca de
10-50um de diametro que se distinguem das fendas vacuolares encontradas na
camada Il (“spongy degeneration of the second cortical layer”) em fases avancadas de
outras doencas neurodegenerativas crénicas e de outros vacuolos irregulares causados
por rarefacao tecidual ou edema (Kovacs and Budka, 2008).

A Figura 1 modificada de (Eikelenboom et al., 2002) sumaria as semelhancas e



contrastes entre a doenca de Alzheimer e a doenga prion no que concerne ao quadro
neuropatolégico justificando a utilizacdo da doenca prion como modelo para estudos de

neurodegeneragao cronica.
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Fig. 1. Tanto a Doenc¢a de Alzheimer quanto as doengas prion sdo caracterizadas por sequéncia de
eventos que tem em comum a deposicao extracelular de placas amiloides no parénquima. Nos dois



casos as placas geram alteracao dos niveis de citocinas pré-inflamatdrias e ativagao microglial formando
agrupamentos no parénquima. A resposta inflamatdria cronica antecede a destruigdo da neurépila em
ambos os casos. Na doenca de Alzheimer ha forte correlagdo entre o aumento dos niveis séricos de
interleucina 13 e o aumento da sintese da proteina precursora B-amiloide (APP) que por sua vez esta
associada ao aumento da formacdo de placas gerando ciclo de retroalimentacdo positiva que faz a
doenca progredir. Na figura enfatiza-se a auséncia de evidéncias para esse ciclo de retroalimentacdo na
doenca prion ( Eikelenboom et al., 2002).

Além da neuroinflamacdo, também contribui para as alteragdes
neuropatolégicas da doenca prion o estresse oxidativo. A forte ligacdo entre estresse
oxidativo e doenca prion é revelada por duas categorias de eventos patofisioldégicos que
ocorrem durante a progressdo da doenca: (1) aumento de producdo de espécies de
oxigénio reativo (ROS) e espécies de nitrogénio reativo (RNS), seguida por danos
celulares oxidativos diretos e (2) interrupcédo da defesa contra o estresse oxidativo
celular (Unterberger et al.,, 2005). Outras evidéncias obtidas a partir de
imunohistoquimica para marcadores de estresse oxidativo tais como nitrotirosina, um
indicador de geracao de peroxinitrito (Smith et al., 1997), heme oxigenase-1 (HO-1)
enzima responsavel pela formagdo de moléculas antioxidantes (Smith et al., 1994),
assim como marcadores de oxidagéao lipidica (Wong et al., 2001), revelaram aumento
importante da quantidade de imunomarcacgao de neurdnios na fase terminal da doenca
sugerindo fortemente que o estresse oxidativo contribui para o dano neuronal nas
encefalopatias espongiformes (Brown, 2005). De fato ha um conjunto de evidéncias da
presenca de estresse oxidativo tardio na doenca prion por deteccdo de danos
oxidativos em proteinas (Kim et al., 1999), lipidios (Kim et al., 2000; Minghetti et al.,
2000 ), DNA (Guentchev et al., 2000) e por alteracbes da atividade de enzimas anti-
oxidantes (Choi et al., 2000; Thackray et al., 2002). Igualmente tem sido sugerido que a
protefna prion (PrP®) tem papel crucial na resisténcia ao estresse oxidativo associado a

ativacdo microglial nas encefalopatias espongiformes e.g. (Brown and Kretzschmar,



1997). Nesse sentido tem sido utilizado estratégia indireta para elucidacdo da
patogénese da doenca prion tentando explorar o papel fisiolégico da PrP®. Nesses
trabalhos as atencées se voltaram para a regi&o estrutural N-terminal da proteina PrP®
gue contém uma Unica seqUéncia octapeptitica repetida (van Rheede et al., 2003).
Usando peptideos correspondentes para trés das octarepeticdes de PrP em mamiferos,
demonstrou-se uma ligacdo especifica e preferencial a ions de cobre divalentes
(Hornshaw et al., 1995). A ligacdo ao cobre influencia as propriedades estruturais e
bioguimicas de PrP® (Qin et al., 2000) preservando o papel importante na defesa
celular contra o estresse oxidativo da PrP® uma vez que o aumento de sua
concentracdo € associada ao aumento da resisténcia ao dano oxidativo (Brown and
Kretzschmar, 1997). Em concordancia com essa idéia, a atividade aumentada de
cobre/zinco-superoxido dismutase (Cu,Zn-SOD) e glutationa peroxidase (GPx),
enzimas que contribuem para a protecdo contra o dano oxidativo, foi encontrada em
células neuronais que expressavam niveis altos de PrP® (Rachidi et al., 2003). Em
camundongos no estagio final de scrapie foi demonstrada por imunohistoquimica uma
marcacdo neuronal difusa para nitrotirosina (NT), um marcador de oxidagao
(nitrosilacéo) de proteina (Unterberger et al., 2005). Além disso, marca¢do aumentada
de heme oxigenase-1(HO-1) foi igualmente observada por imunohistoquimica

(Guentchev et al., 2000).

Finalmente um terceiro componente fisiopatolégico das doengas cronicas
neurodegenerativas € a insuficiéncia microcirculatoria devido a alteracdes regionais da
estrutura dos capilares durante o envelhecimento, que parece danificar o sistema de

liberagdo do 6xido nitrico (ON), um potente neuromediador associado a uma série de



funcBes dentre as quais o controle do fluxo sanguineo cerebral (de la Torre and
Stefano, 2000; Jiang et al.,, 2002; Lovick et al.,, 1999; Montecot et al., 1998),
potenciagdo de longo prazo (LTP) e consolidacdo de processos relacionados a
contribuicdo hipocampal para formacdo de memdéria (Bohme et al., 1993; Haley et al.,
1992). A vasodilatagdo mediada por oxido nitrico decorre do relaxamento do musculo
liso em resposta ao estimulo mecéanico do endotélio ou a estimulagdo produzida por
acetilcolina, bradicinina ou outro composto (Arnal et al., 1999). Esses estimulos
quimicos e mecanicos levam ao aumento da concentracdo de caélcio citosolico e
ativacdo do complexo calcio-calmodulina e das enzimas de sintese do 6xido nitrico nas
células endoteliais (Fleming and Busse, 1999) que por sua vez aumenta a producéo de
ON aumentando a expressao génica ou a atividade da sintase de ON endotelial, e-NOS
(Arnal et al., 1999). Além disso o ON liberado pode se originar de terminais axonais que
contribuem para o controle da regulagdo do relaxamento endotelial (Farkas and Luiten,
2001). Durante o envelhecimento uma série de alteragbes afetam a rede capilar
encefalica incluindo depdsito de colageno perivascular (fibrose microvascular) e o
espessamento da membrana basal do capilar que dobra a espessura da parede em
relacdo ao capilar normal, especialmente no cortex entorrinal e hipocampo (De Jong et
al., 1991; Luiten et al., 1994). Esse espessamento parece contribuir para dificultar o
transporte de nutrientes e eletrolitos através da membrana capilar induzindo
possivelmente os déficits cognitivos do periodo senescente por diminui¢cdo da oferta de
nutrientes e perda da homeostase eletrolitica (Farkas and Luiten, 2001). Tem sido
sugerido que na doenca de Alzheimer a formagdo de placas amildides agravaria o

espessamento da membrana basal do capilar além de ativar a reacdo microglial



associada ao dano celular de uma forma geral comprometendo igualmente a atividade
nitrérgica endotelial e neuronal, ampliando o déficit no fluxo sanguineo dependente de
oxido nitrico (de la Torre and Stefano, 2000; Farkas and Luiten, 2001; Law et al., 2001).
Nas doencas prion também tem sido descrito a presenca de dano nitrérgico através da
medida das enzimas de sintese do Oxido nitrico que parecem estar reduzidas e
anormalmente localizadas principalmente nas fases mais avancadas da doenca
(Ovadia et al., 1996). No modelo murino C57BI6J demonstrou-se que parece haver um
padrdo bifasico de ativagdo das enzimas nitrérgicas com regulacdo para cima nas
camadas hipocampais, 13 semanas apos a inducdo da doenca, quando as primeiras
alteracdes comportamentais se tornam aparentes, seguida de devastadora regulacdo
para baixo nos estagios avancados da doenca (Picanco-Diniz et al., 2004). Nesse
momento detectam-se reducdo no consumo de glicose, na remogdo e estocagem de
comida e aumento da atividade exploratéria no campo aberto associadas a mudancas
neuropatolégicas no sistema limbico (Cunningham et al., 2003). Em torno de duas
semanas antes da fase terminal instalam-se altera¢cfes da atividade locomotora e da
postura que caracterizam a fase clinica da doenca e onde se observam as alteracdes

nitrérgicas mais dramaticas (Hunter et al., 1986; Picanco-Diniz et al., 2004).

Em resumo a neurodegeneragao cronica observada na doencga prion, parece
resultante de uma série de agdes combinadas que incluem o tripé: inflamacéo crénica,
estresse oxidativo e alteragfes vasculares o que a aproxima do quadro neuropatologico
revelado pela doenca de Alzheimer (Cunningham et al., 2005). Enquanto que os
modelos animais disponiveis para a doenca de Alzheimer ndo revelam significante

neurodegeneracédo (lrizarry et al.,, 1997) e, embora exibam alguma evidéncia da



ocorréncia de inflamacédo, ndo se caracterizam como resposta a neurodegeneracao.

Todas essas transformagfes neuropatologicas contribuem para gerar
alteracdes comportamentais que podem revelar antecipadamente o0s circuitos
neuroanatomicos que estdo sendo comprometidos durante a progresséo da doencga,
nao importa a espécie infectada pelo agente prion (Bruce et al.,, 1991). No caso do
modelo murino, de maior interesse para o presente trabalho, uma série de testes
comportamentais antecipam sinais de progressdo da doenca muito antes do animal
entrar na fase clinica, permitindo correlacdes estreitas com as mudancas
neuropatolégicas (Cunningham et al., 2003; Deacon et al., 2005). Com acesso livre a
observacdo direta do cérebro doente em diferentes janelas temporais é possivel
estudar no modelo murino cada mudanca comportamental a luz das alteragdes
celulares e moleculares subjacentes. Por exemplo, jA esta descrito para o modelo
C57BI6J que as alteragcdes comportamentais mais precoces da doenca (Betmouni et al.,
1999; Deacon et al., 2001a; Guenther et al., 2001) coincidem com altera¢des sinapticas
hipocampais (Cunningham et al., 2003). Esses animais demonstram declinio
progressivo na polidipsia induzida por glicose, diminuicdo no comportamento de
remocao e estocagem de comida (“burrowing”) e reducdo na construcao de ninhos, 12
semanas ap6s a inoculacdo do homogenado cerebral infectado pelo agente ME7
(Cunningham, 2005). Dentre todos os testes comportamentais até o presente, a
mensuragao da remocgao e estocagem de comida em modelo murino C57BI6J parece
ser 0 teste mais sensivel na fase inicial da doenca (Cunningham, 2005). Esses
comportamentos naturais instintivos que séo alterados pela doencga, fazem parte de um

repertério de respostas neurais coletivamente denominadas de comportamento doentio



que € induzido pela liberagdo de citocinas (Konsman et al., 2002). No modelo murino
C57BI6J utilizado no presente trabalho para comparacdo com a variedade Albina Suica,
tem sido demonstrado que o stratum radiatum do hipocampo, o septum medial e lateral
e 0 cortex entorrinal sdo as primeiras areas a exibirem ativacdo microglial apds a
injecdo do agente ME7 e essa ativagcédo coincide com as alteracbes comportamentais
mais precoces, sugerindo possivel correlacdo entre a ativacdo microglial nas areas

afetadas e o comportamento alterado (Cunningham, 2005; Cunningham et al., 2003).

Apesar dessa rigueza de elementos gerados acerca da anatomia patoldgica da
doenca prion em modelo murino, permanecem por serem respondidas questdes
essenciais relacionadas as alteracdes celulares tais como: Quais neurbnios sao mais
suscetiveis e morrem primeiro? Quais mecanismos estao associados a morte dessas
células? Em que proporcao as diversas populagdes celulares sdo afetadas nas diversas
fases da doenca antes que o animal evolua para o0 Obito empregando analise

guantitativa sem viés? (Cunningham, 2005).

O presente trabalho se ocupa dessa Ultima questdo durante a fase pré-clinica
quantificando, através do fracionador 6ptico, as alteracdes celulares mais importantes
incluindo a microglia ativada, os astrocitos reativos, 0s neurdnios e as redes
perineuronais da matriz extracelular, ao mesmo tempo em que estuda as alteragbes
comportamentais implantando a doenga prion em outro modelo murino, a variedade

Albina Suica.

A principal motivacao para tal € de que embora tenham sido realizados ensaios

guantitativos em camundongos da variedade C57BI16J revelando que nas fases iniciais



da doenca ha astrocitose e ativagdo da microglia sem perda neuronal detectavel e que
a partir da 192 semana p0s-injecdo, ha perda aparente de 40% dos neurénios de CAl
(Cunningham et al., 2003) e presenca de vacuolizagdo, nado ha até o presente, esforco
sistematico para quantificar os achados neuropatolégicos empregando analise
estereoldgica sem viés. Além disso, um unico estudo foi dedicado as alteracBes da
matriz extracelular em modelo murino e os métodos empregados para quantificacdo

ndo empregaram procedimentos estereoldgicos (Franklin et al., 2008a)

1.4 ESTIMATIVAS NUMERICAS SEM VIES: UM CAPITULO RECENTE DA

NEUROMORFOLOGIA QUANTITATIVA.

Embora haja um conjunto notavel de estudos dedicados a revelar aspectos
morfolégicos, fisiolégicos e comportamentais associados a formagdo hipocampal e a
regido septal do camundongo, tanto em condi¢fes normais como em alteradas, ndo ha
esforco sistematico para investigar o numero de elementos celulares que compdem
aqguelas regides empregando estimativas sem viés (Bonthius et al., 2004; Buckmaster et
al., 2002; Fabricius et al., 2008; Long et al., 1998a; Long et al., 1998b; Lorenzi and
Reeves, 2006; Mouton et al., 2002; Severi et al., 2005; Wirenfeldt et al., 2003). Quando
se fala de estimativas sem viés no contexto da contagem de elementos de interesse em
uma dada regido, estamos nos referindo a um capitulo da estatistica espacial
denominada estereologia, que permite a realizacdo de analises quantitativas de
estruturas tridimensionais, a partir da reconstrucéo serial de estruturas bidimensionais

(Weibel, 1989). Dado que neste trabalho estima-se numero de células empregando o



fracionador Optico, € interessante rever, ainda que superficialmente, suas bases
conceituais.

A regra geral em andlises qualitativas € encontrar palavras descritivas tais
como menores, maiores, mais largas, menos frequentes, mais frequentes, diferente,
similar, auséncia ou presenca que em geral sdo suficientes para o0s propdsitos
investigados (Schmitz and Hof, 2005). Entretanto, outros estudos que geram analises
guantitativas e expressam valores numericos sobre contagem de células, densidades,
areas e volumes apresentam resultados controversos que se devem a suposicdes
prévias acerca do tecido e da geometria das células e de suas distribui¢cdes no plano da
seccdo (Geinisman et al., 1995; Mayhew and Gundersen, 1996). Esses estudos
guantitativos eventualmente introduzem viéses de amostragem e/ou erros sistematicos
cuja magnitude é impossivel de ser apreciada, qualquer que seja a resolugdo da
analise: oOptica (Gardella et al., 2003; Howard and Reed, 2005; Mandarim-de-Lacerda,
2003; Mayhew and Gundersen, 1996), confocal (Kubinova and Janacek, 2001,
Peterson, 1999) ou eletronica (Fiala and Harris, 2001; Nyengaard and Gundersen,
2006). A andlise microscoOpica em qualquer nivel é uma ferramenta analitica poderosa
para se descrever formas normais e anormais de tecidos bioldgicos particularmente se
for possivel gerar nimeros a partir de secg¢des histologicas. Entretanto € necessério
considerar que se um microscépio é utilizado para analisar a estrutura de interesse é
inevitavel, na maioria dos experimentos, que apenas uma pequena fragdo da area de
interesse original sera de fato analisada em detalhe (Howard and Reed, 2005; Schmitz
and Hof, 2005). Para contornar tais vieses empregam-se técnicas estereoldgicas que

estimam o numero total dos objetos contidos em uma dada regido de interesse através



de coleta de informacdo aleatéria e sistematica multiplicando-se o numero de
elementos de interesse registrados pelos valores de probabilidade da amostra e.g.
(West, 2002). O termo sem viés é utilizado para definir sistemas de amostragem que
sao independentes das propriedades do tecido onde as dimensfes da sonda (caixa de
contagem) e os parametros amostrais a ela associados (numero e intervalo entre elas)
sao definidos a priori, desprezando-se a coleta de dados acerca do tamanho, forma e
orientacdo espacial da area a ser investigada (Glaser and Glaser, 2000). Assim, 0s
nameros estimados a partir da amostragem podem ser expressos em valores relativos
ou absolutos indicando volume, nimero, conectividade, distribuicdo espacial e tamanho
das estruturas bioldgicas, sem conhecimento prévio da geometria das células ou do
tecido a ser investigado e.g. (Glaser and Glaser, 2000; Schmitz and Hof, 2005; West,
2002).

Dentre todos os procedimentos utilizados para estimar o numero total de
objetos de interesse dentro de uma determinada regido ou camada, o fracionador optico
€ 0 que tem sido usado com mais freqiiéncia, pois combina as propriedades da sonda
tri-dimensional para contagem dos elementos de interesse (0 disector Gptico) com o
sistema de amostragem sistematica e aleatéria (o fracionador) removendo vieses
amostrais e pressuposicoes (West et al., 1991). Essa metodologia foi adotada no

presente trabalho e sua utilizacdo para fins praticos é descrita a seguir.

1.4.1 O Fracionador Optico em Acéo

7

O alvo do presente trabalho é estimar o nimero de células dentro de um



volume especifico de tecido, o septum, o hipocampo e o giro denteado, usando
investigacdo estereoldgica sem viés. Em estereologia esse problema é resolvido
utilizando caixas de contagem virtuais (sondas estereoldgicas) aplicadas a uma série
ordenada de secgdes histologicas obtidas das regides de interesse. E possivel
seccionar opticamente as seccdes histoldgicas usando objetivas de grande abertura
numérica para produzir imagens de baixa profundidade de foco. O plano de foco (ou
seccao Optica) pode ser deslocado através de distancias conhecidas através da
espessura da secgdo produzindo planos de foco continuos através dos quais a
contagem ¢é feita de acordo com as regras de contagem do disector escolhido. Na
pratica o que acontece € a inclusdo na contagem de objetos novos que entram em foco
(ou saem de foco) enquanto descemos ou subimos dentro da caixa de contagem de
volume conhecido.

A combinacédo do disector 6ptico com o fracionador de amostras conhecida na
literatura como fracionador Optico (West et al., 1991), tem numerosas vantagens
praticas sendo a principal, o fato de ndo ser afetado pela retracdo do tecido e néo
requerer definicbes rigorosas de fronteiras estruturais que podem ser feitas em
objetivas de baixo aumento. O fracionador éptico envolve a contagem de objetos
(neurénios, astrdcitos, microglias e redes perineuronais no presente trabalho), utilizando
sondas de disectores Opticos, em uma amostra sistematica uniforme que constitui uma
fracdo conhecida do volume da regido em analise.

O principio do fracionador Optico define que se tomamos uma amostra “x” ao
acaso que representa uma fragéo “f” conhecida, de uma populacéo, entdo a estimativa

7

sem viés da populacao “X” € o valor da amostra dividida pela fracdo. Ou seja:



X = x/f,

Onde X (maiusculo) representa a quantidade de interesse, podendo ser um
namero de objetos, volume, ou qualquer outra coisa de interesse para o estudo. O “x”
(mintsculo) € o valor medido ou estimado da amostra e “f” é a fracdo amostral. E
importante ressaltar que o valor estimado de X € considerado sem viés somente no
caso da amostra ser aleatéria e sistematica. A fracdo “f” é facil de obter porque é
definida pelo experimentador e o seu valor, depende de um equilibrio entre a
guantidade de trabalho que precisa ser feito e a precisao da estimativa a ser obtida. A
fracdo “f” varia entre 0 e 1. Ela serd 1 quando a populacao inteira dentro do volume
definido for contada.

A Figura 2, modificada de West, 2001 ilustra o principio do fracionador éptico

aplicado ao hipocampo e giro denteado.



a(frame)

Fig. 2. Representacdo diagramética do fracionador Optico para a estimativa do numero total de
neurdnios que expressam RNAmM para somatostatina no estriado do rato (ref). A) amostra sistemética e
aleatdria de 10-13 seccdes do estriado sdo selecionadas para a analise. As secc¢des sédo selecionadas
em intervalos equidistantes, i.e. cada n sec¢do apés um inicio aleat6rio dentro do primeiro intervalo para
assegurar que todas as partes do estriado apresentam a mesma probabilidade de amostragem. As
secc¢les selecionadas constituem uma fragcao conhecida das secc¢des da série, a fracdo de amostragem
das seccdes (section sampling fraction, ssf). B) os neurénios marcados sédo contados em uma fracdo da
area da seccao, a fracdo de amostragem da area (area sampling fraction, asf). Esta fragédo corresponde
a razdo da area da caixa de contagem, a (caixa) (na figura representada pelos retangulos pretos
pequenos), pela area associada a cada passo do movimento da lamina, a (passo) (na figura
representada pelos retangulos brancos grandes); asfz=a (passo)/a (caixa). C) Os neurdnios sao
contados em um disector Optico posicionado na regido central da espessura da seccdo. A altura do
disector optico (h) constitui uma fracdo conhecida da espessura da seccao (t). A razdo h/t representa a
fracdo de amostragem da secc¢éo (thickness sampling fraction, tsf). A area da caixa de contagem, a
(caixa), esta sombreada. Apds a amostragem sistematica em todos os niveis, conta-se diretamente o
ndmero de neurbnios S Q — em uma fracdo conhecida da regido de interesse sem a necessidade de
predi¢cdes sobre tamanho, forma e orientacdo de objetos.



Na préatica isso é feito através de amostragem sistematica de uma fracao
conhecida da espessura da seccao, tsf (iniciais de “thickness sample fraction”), de uma
fracdo conhecida da &rea seccional asf (iniciais de “area sample fraction”) e de uma
fracdo conhecida do numero de secc¢fes que incluem a regido de interesse, ssf (iniciais
de “section sample fraction”).

Cada analise estereolégica comeca com o delineamento dos limites da regido
de interesse em uma série de secc¢bes escolhidas de forma randémica e sistematica
(Figura 2) (Howard and Reed, 2005). Em nosso caso os limites arquitetbnicos das
regides de interesse podem ser facilmente reconhecidas em sec¢des imunomarcadas
para NeuN, ou reagidas para a identificacdo das redes perineuronais da matriz

extracelular utilizando a histoquimica para Wisteriia floribunda biotinilada e tracados

com auxilio de software dedicado a partir de imagens de video capturadas por
videocamera acoplada ao microscoépio e exibidas na tela de um computador utilizando
objetivas de baixo aumento (3.2x no presente trabalho).

Para analisar sistematicamente e registrar a ocorréncia dos objetos de
interesse é necessario mudar para uma objetiva de grande aumento (60x) com elevada
abertura numérica e reduzida profundidade de foco (Schmitz and Hof, 2005).

Utilizando essa metodologia ndo € possivel, entretanto, contar todas as células
dentro da regido de interesse. Para contornar esse dilema e obter estimativas
confidveis (que se aproximam do real) a partir de uma diminuta fragcdo amostral, é
necessario a utilizagdo de coleta sistematica e aleatdria de dados incluindo a terceira
dimensdo. Essa alternativa assegura a estimativa adequada do numero total de células

dentro da area de interesse a partir do nimero de células detectadas em cada caixa de



contagem da amostra e da probabilidade amostral (Schmitz and Hof, 2005).

A partir de critérios arquitetbnicos, hodolégicos e marcadores seletivos é
possivel caracterizar sem ambiglidades as areas e 0s objetos de interesse utilizando
técnicas consagradas (e.g Nissl e Gallyas), imunohistoquimica e histoquimicas

especificas e tragadores de alta resolucao (e.g. dextrana biotinilada).

1.4.2 Identificacdo dos Objetos e das Areas de Interesse no Cérebro
Normal e Alterado: Imunohistoquimicas, Histoquimicas Seletivas e Injecdo de

Tracadores.

Para caracterizacdo de areas ou nucleos funcionais especificos no sistema
nervoso, uma série de critérios sdo aplicados e foram resumidos em cinco principais
abordagens experimentais: estudos arquitetonicos, padrao de conexdes, mapeamento
topografico, analise eletrofisioldgica de propriedades de neurdnios isolados e déficits
comportamentais ap0s lesdes seletivas reprodutiveis (Phillips et al., 1984). No
presente trabalho dois desses critérios foram suficientes para caracterizacdo de CA1,
CA2, CA3 e do giro denteado: os padrbes arquitetbnico e de conexdes.

No que concerne ao padrao arquitetdbnico, empregou-se imunohistoquimica
seletiva para identificacdo de neurbnios empregando anticorpos dirigidos contra a
proteina nuclear NeuN e histoquimica seletiva empregando a lectina Wisteria
floribunda para reconhecimento do padrdo de distribuicdo de terminais de acUcares

(glicosaminoglicanos) ligados aos proteoglicanos presentes na matriz extracelular.



NeuN é uma proteina nuclear especifica de neurénios, encontrada no nucleo e
parte do citoplasma da vasta maioria de tipos neuronais do sistema nervoso dos
vertebrados. Por conta da especificidade de sua expresséo ele tem sido referido como
um marcador universal do fenétipo neuronal maduro (pds-mitético) e é usado para
distinguir neurdnios de células da glia, assim como de outras células que nao
expressam NeuN (Darlington et al., 2008; Kumar and Buckmaster, 2007). Assim,
anticorpos monoclonais dirigidos contra a proteina NeuN do nucleo neuronal, marcam
seletivamente o ndcleo e parte do citoplasma de neurbnios maduros em todas as
regides neurais até entdo estudadas (Ambrogini et al., 2004; Darlington et al., 2008;
Edgar and Rosenblum, 2008; Magavi et al., 2000). S&o excec¢des a regra as células de
Purkinje e os interneurénios do cerebelo, as células mitrais do bulbo olfatério, os
fotorreceptores da retina, os neurdnios da cadeia simpatica, e finalmente no gerbil, a
substancia negra pars reticulata (Kumar and Buckmaster, 2007). Na formacéao
hipocampal do camundongo em particular, objeto de interesse do presente trabalho,
uma série extensa de estudos confirma essa observagdo tanto em animais saudaveis
guanto em doentes e.g. (Brandt et al., 2003; Clark et al., 2008; Kempermann et al.,
2003; Takahashi et al., 2008; von Bohlen Und Halbach, 2007; Zhao et al., 2008). O
anticorpo  monoclonal empregado no presente trabalho (MAB377, Chemicon,
Tremecula, CA) dirigido contra o epitopo murino de NeuN reage positivamente em uma
variedade de espécies sugerindo que é conservado por todas elas e isso inclui
passaros, outros roedores e humanos (Kumar and Buckmaster, 2007).

No presente trabalho os ensaios hodolégicos empregaram a dextrana

biotinilada e a citoarquitetonia utilizou imunomarcacéo seletiva da proteina nuclear de



neurénios NeuN, e a histoquimica para lecitina Wisteria floribunda para marcacdo de

proteoglicanos da matriz extracelular para definicdo dos limites de CAl, CA2 e CA3 e
dos nucleos septais preenchendo o critério de definicdo inambigua da area e dos
objetos de interesse.

Como marcadores seletivos escolhemos a imunomarcagdo da proteina acida

fibrilar (GFAP) para astrocitos, a histoquimica com lectina de tomate (Lycopersicum

esculentum) para a microglia ativada (Boucsein et al., 2000; Kannan et al., 2007; Streit,

2000) e a histoquimica com Wisteria floribunda para as redes perineuronais (Bruckner

et al., 2003a; Franklin et al., 2008a) de modo a acompanhar a plasticidade fenotipica
em forma e nimero que ocorre com a progressao da doencga.

As razbes para essa escolha sdo descritas a seguir.

A matriz extracelular (ME) do tecido nervoso é formada por uma complexa
rede de proteinas e carboidratos secretados tanto por neurbnios quanto por células
gliais e difere da ME de outros tecidos por suas propriedades bioquimicas, composi¢ao
molecular e complexidade de funcéao (John et al., 2006; Rauch, 1997; Ruoslahti, 1996).
Uma das principais especializagcbes da ME no SNC s&do as Redes Perineuronais
(PNNSs), presentes em alguns neurdnios , e que foram descritas pela primeira vez por
Camillo Golgi, ainda no inicio do século XIX (Golgi, 1989). As PNNs sdo compostos
agregados de macromoléculas de proteoglicanos (ver Miyata et al., 2005), formadas
por proteinas da membrana plasmética associadas a cadeias longas de dissacarideos
(glicosaminoglicanos). A composicao das PNNs pode diferir dependendo do tipo
neuronal, regido cerebral ou mesmo espécie animal a ser considerada (para revisao

ver Bandtlow and Zimmermann, 2000). Algumas PNNs sdo restritas a neurdnios



inibitérios imunoreativos a parvalbumina no cortex cerebral de roedores (Celio and
Blumcke, 1994; Celio and Chiquet-Ehrismann, 1993; Elston et al., 1999; Viggiano,
2000), enquanto que outras podem ser encontradas em neurdnios piramidais no cortex
cerebral de marsupiais ou primata (Bruckner et al., 1998; Hausen et al., 1996).

Em todos os casos, as PNNs formam um envelope ao redor do corpo celular e

definem um microambiente que se estende aos dendritos proximais e 0 segmento

inicial do axb6nio. A histoquimica com a lectina Wisteria floribunda empregada no
presente trabalho marca os terminais de acUcar (glicosaminoglicanos) ligados aos
proteoglicanos da matriz extracelular.

No que concerne ao papel funcional das redes perineuronais, recentemente
levantou-se as seguintes hipéteses: i) moléculas-guia para axénios em crescimento; ii)
concentradoras de fatores de crescimento em microambiente ao redor de certos
neuronios; iii) manutencdo das relacdes intercelulares e estabilizacdo das sinapses
formadas e iv) integracdo dos inputs sinapticos e propriedades elétricas da membrana
(Beneyto et al., 1999; Bruckner et al., 2006; Celio et al., 1998; Hendry et al., 1988;
Mulligan et al., 1989; Viggiano, 2000).

No presente trabalho utilizam-se as caracteristicas da distribuicdo dos terminais
de glicosaminoglicanos da matriz extracelular ndo sé6 como marcador arquitetbnico
seletivo para a subdivisdo do corno de Amon mas também como um indicador de
transformagBes neuropatologicas que afetam as redes perineuronais da matriz
associadas a doenca neurodegenerativa cronica. Essa escolha se deveu ao fato de que
dados da literatura mostram que tanto os neurdnios rodeados pela RP quanto a propria

rede sdo afetados na Doenca de Alzheimer e na doenca prion e que sua integridade é



relevante para preservacdo dos mecanismos de memdria e aprendizado, com papel
neuroprotetor contra excitotoxicidade (Okamoto et al.,, 1994), estresse oxidativo
(Morawski et al., 2004) e formacdo de placas neurofibrilares (Bruckner et al., 1999;
Hartig et al., 2001). A perda de redes perineuronais coincide com a ativagdo microglial e
com a reducao da plasticidade sinaptica (Franklin et al., 2008b). No hipocampo as redes
perineuronais sdo mais abundantes em interneurénios GABAérgicos dentro ou ao redor
da camada de células piramidais do proprio hipocampo, subiculum e pré-subiculum,
mas também esta bastante distribuida difusamente na neuropila na regido de transi¢ao
entre CA2 e seus vizinhos CA1 e CA3 (Bruckner et al., 2003a).
Do lado das projecOes aferentes e eferentes, as amino-dextranas biotiniladas

(ADB) podem agir como neurotracador anterogrado ou retrogrado, ou ambos,

dependendo do método, do peso molecular e dos tecidos usados, revelando as vias

anatébmicas e o detalhamento morfoldégico de neurbnios isolados com arvores axonais

e dendriticas de alta resolucéo (Jiang et al., 1993; van Haeften et al., 1995). As amino

dextranas sao facilmente fixaveis com o glutaraldeido ou o formaldeido devido a

presenca de um grupo lisina que pode se ligar covalentemente as moléculas vizinhas.

Esse tracador de baixo peso molecular (retrégrado) se distingue do de alto peso

molecular (anter6grado), por possuir difusdo axonal mais rapida e maior

preenchimento dos processos celulares periféricos particularmente da arvore

dendritica (Veenman et al., 1992). Por outro lado inje¢cbes de amino-dextrana
biotinilada (ADB) de 10 Kd de peso molecular, mostram marcacdo anterdgrada

extensiva de axonios e terminais com excelente resolucdo. A ADB € transportada por

pelo menos 15-20 milimetros em uma semana. Tempos de sobrevida mais longos



podem permitir o transporte por distancias ainda maiores, mas o0 tempo de
sobrevivéncia mais longo pode contribuir para uma marcagdo mais bem definida em
distancias mais curtas, presumivelmente devido ao efeito de acumulacdo do
neurotragador. O transporte de ADB além de rdpido ndo parece sofrer degradacdo ao
longo do tempo e parece ser efetivo para uma grande variedade de sistemas de
projecéo incluindo aqueles dentro do sistema nervoso central (SNC) empregados no

presente trabalho (Reiner et al., 2000).

1.5 O MODELO EXPERIMENTAL

Quando da investigacao de processos fisiologicos e patoldgicos que afetam de
forma comum o homem e o0s modelos experimentais tais como as doengas
neurodegenerativas associadas ao envelhecimento, cuidado especial deve ser
dedicado a escolha do modelo. A neurobiologia do envelhecimento e doencgas
neurodegenerativas associadas tem sido uma area onde os modelos murinos, por
partiiharem com os humanos uma série de similaridades no nivel celular e sistémico,
tem dado valiosas contribuicbes para o estudo das alteragbes comportamentais e
neuropatolégicas associadas a doencas neurodegenerativas cronicas do
envelhecimento. Inclui-se ai a compreensao dos declinios cognitivos subjacentes a
partir de ensaios translacionais tendo a doenca neurodegenerativa humana como foco
(Erickson and Barnes, 2003). Realmente, durante as duas Ultimas décadas,
camundongos transgénicos com genes familiares da doenca de Alzheimer assim como

modelos ndo transgénicos que mimetizam algumas das mudancas neuropatoldgicas e



déficits cognitivos da DA tem sido usados para definir a natureza, a distribuicao
espacial e a sequéncia temporal das alteracdes celulares, delineando possiveis
mecanismos associados as disfunc¢des cerebrais (Yamada and Nabeshima, 2000). A
utilizacéo desses modelos para estudos de neurodegeneragao cronica na doencga prion
em particular tem sido freqiente e no camundongo C57BI6J produziu uma série
extensa de trabalhos investigando a neurobiologia da doenga prion incluindo aspectos
comportamentais e neuropatolégicos e.g. (Betmouni et al., 1999; Boche et al., 2006;
Broom et al., 2007; Cunningham et al., 2003; Felton et al., 2005; Gray et al., 2006;
Perry et al., 2002; Picanco-Diniz et al., 2004). Esses resultados sdo comparados aos
do camundongo albino Sui¢o no presente trabalho.

No que concerne ao camundongo Suico, uns poucos estudos anteriores foram
dedicados ao envelhecimento (Davis et al.,, 1981; Enesco and Samborsky, 1986;
Sturrock, 1989; Valzelli et al., 1987). Outros estudos em camundongos adultos dessa
variedade investigaram memodria espacial e aprendizado (funcdes cognitivas
particularmente afetadas nas doencas neurodegenerativas cronicas induzidas por prion
e na DA) utilizando abordagens farmacologicas (Dhingra et al., 2006; Koopmans et al.,
2003; Prediger et al., 2008; Rao et al., 2005) mas nenhum deles se deteve nos
mecanismos fisiopatolégicos da doenca neurodegenerativa crénica e alteracfes
comportamentais relacionadas.

A raz&o para a escolha do camundongo Suico albino estad associado ao fato
de que nesse modelo foram realizados muitos dos estudos acerca de infeccdes
induzidas por arbovirus a partir de trabalhos anteriores e.g. (Diniz et al., 2006; Diniz et

al., 2008; Gomes-Leal et al.,, 2006), sendo esse um dos fatores de risco que se



investiga presentemente no Lab de Neurodegeneracao e infeccdo em regime de co-
infecgdo com o agente ME?7.

Nossa hipotese inicial era de que as areas alvo das mudancgas induzidas pela
doenca prion nesse modelo seriam as mesmas do modelo C57BI6J mantendo-se a
mesma seqiéncia temporal e 0s mesmos danos quantitativos ao longo da progressao
da doenca. Os resultados neuropatolégicos e comportamentais revelaram, entretanto,
diferencas importantes entre as duas linhagens principalmente quanto as areas
preferenciais do sistema limbico afetadas no inicio da doenca e ao curso temporal das
lesdes. Diferente do encontrado na variedade C57BI6J, o septum e o tdlamo foram
afetados mais precocemente e com mais intensidade do que a formacéo hipocampal.
Nesse sentido, é interessante mencionar que ha evidéncias em humanos de que a
area mais afetada pela doenca prion, empregando imunomarcacao para a proteina

prion, também ndo € o hipocampo, havendo menores danos hipocampais do que em

outras areas cerebrais (Kaneko et al., 2008).



2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Implantar como modelo murino de doencga prion o camundongo albino Suico
descrevendo as altera¢cdes comportamentais e neuropatolégicas durante a progressao

da doenca.

2.2 ESPECIFICOS

Caracterizar morfologicamente o hipocampo e o giro denteado normal e
alterado pela doenca utilizando marcadores histoquimicos para microglia ativada e
rede perineuronal, imunohistoquimicos para neurbnios e astrocitos e neurotragador

para estudo das principais projecoes.



Realizar estudos de algumas das alteragbes comportamentais, empregando
testes previamente empregados na variedade C57BI6J, correlacionando-as com as
alteracfes neuropatoldgicas durante a progressao da doenca.

Correlacionar os estudos comportamentais com estimativas numéricas sem
viés de astrocitos reativos, neurdnios, e microglias ativadas do giro denteado e do
septum, e das redes perineuronais na regido septal, de CAl1 e CA3 dos animais
doentes em comparacao aos controles, utilizando o fracionador éptico e a reconstrucao
tridimensional.

Comparar o curso temporal da doenca e as alteragdes neuropatolégicas com

aquelas da variedade C57BI6J.
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