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RESUMO

O presente trabalho tem o intuito de Investigar possiveis correlagdes entre a
morfologia da micrdglia do hipocampo e giro denteado e o desempenho cognitivo
individual em teste de memodria espacial no Cebus apella. Devido ao bom
desempenho do Cebus apella em tarefas cognitivas hipocampo-dependentes,
utilizou-se testes selecionados da Bateria Cambridge de Testes Neuropsicoldgicos
(CANTAB) utilizada previamente com sucesso tanto em primatas do Velho Mundo
guanto em humanos. Empregou-se o teste motor de adaptacado a tela para checar
a adaptacdo dos individuos a tela sensivel ao toque e o teste de aprendizado
pareado (TAP) para avaliar aprendizado e memoria espacial. Para o estudo da
correlacdo entre o desempenho individual no TAP da bateria CANTAB e a
morfologia da microglia, foi necessério reconstruir e analisar parametros
morfométricos selecionados a partir de microglias reconstruidas dos tergcos médio
e externo da camada molecular do giro denteado e do lacunosum molecular de
CAl, empregando microscopia tridimensional. A definicdo dos limites da formacéao
hipocampal foi feita empregando-se critérios arquitetdnicos previamente definidos.
Para imunomarcacdo seletiva de microglias foi utilizado o anticorpo policlonal
(anti-Ibal) dirigido contra a proteina adaptadora ligante de calcio ionizado Iba-1. A
partir de procedimentos de estatistica multivariada identificou-se a ocorréncia de
agrupamentos microgliais baseados em parametros morfométricos que permitiram
a distincdo de pelo menos dois grandes grupos microgliais em todos os individuos.
Os resultados comportamentais expressos em taxa de aprendizado e alguns dos
parametros morfométricos da microglia dos tercos externo e médio da camada
molecular do giro denteado revelaram significativas correlacdes, lineares e néo
lineares. Em contraste, nenhuma correlacdo dessa natureza foi encontrada no
lacunosum molecular de CAl. Nés sugerimos baseado no presente e em
trabalhos anteriores que a correlagdo entre desempenho cognitivo e a
complexidade estrutural da glia ndo € um atributo exclusivo dos astrécitos e que a
morfologia da micrdglia da camada molecular do giro denteado pode estar
associada ainda que de forma indireta ao desempenho individual em testes de
memoria espacial.

Palavras Chave: microglia, morfometria tridimensional, aprendizado e memoria
espacial, hipocampo, giro denteado, Cebus apella.
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ABSTRACT

This study aims to investigate possible correlations between the morphology
of microglia in the hippocampus and dentate gyrus and cognitive performances in
individual tests of learning and spatial memory in Cebus apella. Due to the good
performance of Cebus apella in hippocampal-dependent cognitive tasks, we used
selected tests of Cantab battery successfully used in Old World non-human
primates and man. To adapt individuals to the touch screen and to assess spatial
learning and memory, Motor Screening Test (MOT) and Paired Associated
Learning Test (PAL) were used respectively. To detect possible correlations
between microglial morphology and individual performances in the spatal learning
and memory tasks, it was necessary to reconstruct and analyze microglial
morphological details from the middle and outer one-thirds of the dentate gyrus
molecular layer and from the lacunosum molecular layer of CAl, employing three
dimensional microscopy. The definition of the boundaries and layers of CA1 and
dentate gyrus employed architectural criteria previously defined. For selective
microglia immunostaining, it was used polyclonal antibody against the adapter
binding ionized calcium Iba -1 protein (anti- Ibal). The occurrence of clusters after
multivariate statistical analysis based on microglial morphometric parameters
allowed the distinction of at least two major morphological groups of microglia in all
individuals. The spatial learning rate and some of the morphometric parameters of
microglia from dentate gyrus revealed significant linear and non-linear correlations.
In contrast, CAl did not show any correlation between microglial morphology and
behavior. Based on the present and previous studies we suggest that the
correlation between cognitive performances and complexity of morphological glial
features is not an exclusive attribute of astrocytes and that microglial morphology
of the molecular layer of dentate gyrus may be indirectly associated to the
performance of individual tests of spatial memory.

Key words: microglia, morphometry three-dimensional, spatial learning and
memory, hippocampus, dentate gyrus, Cebus apella.
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1 - INTRODUCAO

A partir das observacdes de Brenda Milner e Scoville acerca das fungbes
mnemonicas do paciente H.M. que sofreu profunda amnésia ap0s ressec¢ao
cirdrgica bi-lateral da por¢cdo medial dos lobos temporais, foi possivel reconhecer
gue a memodria é uma capacidade cerebral separada de outras fungdes cognitivas
como a percepgdo, a inteligéncia, a personalidade ou a motivacdo; que as
memorias de curto e longo prazo sdo entidades funcionais distintas; e que o
substrato anatémico para manutencdo da memoria de longo prazo ndo é o lobo
temporal medial (Clark e Squire, 2013).

Desde entdo uma busca sistematica tem sido feita para encontrar as bases
neurais (celulares e moleculares) da memdria tentando reproduzir em primatas as
mesmas lesdes do paciente H.M. (Correll e Scoville, 1965). Dos ensaios iniciais
em primatas tornou-se aparente que humanos e animais experimentais
desenvolvem estratégias diferentes para resolver tarefas comportamentais em
funcdo da existéncia de multiplos sistemas de memdria. Por exemplo, macacos
aprendem tarefas de discriminacdo visual complexas ap0s muitas tentativas, o que
tem sido referido como aprendizado de habituacdo e que parece incluir os nucleos
da base (Teng et al., 2000), enquanto em humanos essas tarefas sdo aprendidas
memorizando diretamente o material utilizado para estimulacdo e essa estratégia
de aprendizado parece envolver apenas 0s lobos temporais mediais.

Assim, a escolha de testes comportamentais hipocampo-dependentes em
espécies ndo humanas é uma tarefa que exige cuidado para que o teste
selecionado para avaliacdo seja equivalente ao mesmo tipo de memdria que é
comprometida em humanos apos o dano no lobo temporal medial (Clark e Squire,
2013). Um bom exemplo dessa escolha que mimetiza a amnesia do lobo temporal
humana é a tarefa de reconhecimento de objetos ndo pareados, com retardo e de
uma Unica tentativa (do inglés “Delayed Non-Matched to Sample” — DNMS) (Zola-
Morgan, Squire e Mishkin, 1982). Nesse teste o animal é treinado para selecionar
um objeto que ndo foi apresentado previamente durante a fase de exposicéo
baseado no fato de que a familiaridade com um dos objetos é suficiente para guiar
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a escolha do objeto novo. Macacos gue sao submetidos a lesdes semelhantes a
do paciente H.M. apresentam déficits de reconhecimento que sdo diretamente
proporcionais ao tempo de retardo entre a fase de exposicdo e de teste
propriamente dito, tendo sido essa tarefa posteriormente adapatada para
investigar a fungdo do hipocampo e do giro denteado em roedores com igual
sucesso (Clark et al., 2001).

Em estudos prévios utilizando teste de memdria espacial de uma Unica
tentativa em macacos, foram encontrados déficits mais severos para localizacao
espacial de objetos apos a ablacdo da regido parahipocampal posterior (Malkova e
Mishkin, 2003) do que os encontrados ap0s o dano ao coértex perirrinal.
Coerentemente o dano ao cortex perrinal comprometeu a performance na tarefa
de reconhecimento do objeto no teste do DNMS mais do que o fez a lesdo do
cortex parahipocampal. Essa separacao de processamento de forma e localizacao
espacial parece ser mantida no cortex entorrinal, de tal forma que o coértex
entorrinal lateral € pecga essencial para processamento de forma enquanto que o

medial para o processamento de informacéo espacial (Clark e Squire, 2013).

1.1 - O Giro Denteado, CA1 e Memoéria Espacial

Dados de numerosos ensaios experimentais consolidaram a nogcao de que
a integridade do hipocampo é essencial para a formacdo de memodria episodica
(em humanos) ou similar a episédica (em outros animais) (Eichenbaum et al.,
2012). Essas memorias respondem basicamente a trés perguntas acerca do
objeto que se examina: O que €? Onde esta? e Quando? possibilitando a distin¢do
inambigua entre objetos novos e familiares. Para dar conta dessa tarefa o cérebro
precisa acentuar as diferengas entre as experiéncias antigas e novas antes que a
codificagdo ocorra, de modo a poder distingui-las (Schmidt, Marrone e Markus,
2012).
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Em recente trabalho de revisio Kesner (Kesner, 2013) sintetiza a
contribuicdo funcional do giro denteado para a memdria de reconhecimento
contextual de objetos em cinco itens: 1) processamento integrativo convergente de
aferéncias sensoriais multiplas visando a representacao espacial; 2) acentuacao
das diferencas entre estimulos espaciais ambiguos executando o padrdo de
separacdo espacial; 3) separagdo contextual; 4) informacéo contextual no
reconhecimento de objetos e 5) integracéo temporal, memaria remota e padrdo de
separacdo espacial dependente de neurogénese. Um sexto item é atribuido a
regido ventral do giro denteado que participa no processamento de informacao de
odores por mecanismo de separacdo de padroes (Kesner, 2013). Para executar a
tarefa de integracdo e separacdo de padrdes o giro denteado recebe aferéncias
multiplas que incluem as originarias dos cortices relacionados ao sistema
vestibular, olfatério, visual, auditivo e somatossensorial, convergindo para o
hipocampo através das areas perirrinal e entorrinal lateral, assim como recebe
projecdes especificas para a representacdo espacial em células especializadas
(Aggleton, 2012). Num caso e noutro € através das vias perfurantes lateral e
medial que essas informacgdes séo carreadas, de modo que o componente medial
€ seletivo para o processamento de informagdo espacial e o componente lateral
para 0os componentes ndo espaciais (Witter et al., 1989; Hafting et al., 2005;
Hargreaves et al., 2005).

Em mamiferos, o hipocampo contém uma rede de neurbnios que se
comunicam através de um circuito trissinaptico bem definido funcionalmente e
classificado como do tipo “feed-forward”. A chegada de informagcdes sensoriais
converge para o cortex entorrinal que projeta, via circuito perfurante, para o giro
denteado. Do giro denteado saem projecdes, via fibras musgosas, para a regiao
de CA3, de onde, através das fibras colaterais de Schaeffer, projetam-se
ipsilateralmente e contralateralmente para a regido de CA1l de onde saem fibras
para o subiculo e dai para fora do hipocampo; para revisao recente ver (Aggleton,
2012). A Figura 1 é um diagrama esquematico das principais interconexdes dentro

do lobo temporal medial do primata, ai contidos o subiculo e o giro denteado.
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Figura 01. Diagrama esquematico das principais interconexdes do lobo temporal medial do primata,
incluindo o giro denteado (GD) e o subiculo (SUB). Os alvos das proje¢des das camadas Il e 111 do
cortex entorrinal do hipocampo sao também indicadas. A espessura das setas reflete a densidade das
projecBes (Aggleton, 2012).

A Figura 2 é um diagrama esquematico das conexdes associadas ao
sistema de memoria do lobo temporal medial em mamiferos, proposto por
Eichenbaum e colaboradores (Eichenbaum et al.,, 2012) em revisao recente. As
vias de projecdo associadas a localizagdo espacial (O qué?) sao dirigidas ao
cortex perirrinal e a area entorrinal lateral, enquanto que o reconhecimento da
localizacdo espacial do objeto (Onde?) é feito através das projecdes dirigidas para
a é&rea parahipocampal e o cortex entorrinal medial. No hipocampo essas
projecdes sado integradas permitindo que se possa dizer o que é e onde esti o
objeto de interesse.

11
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Figura 02. Diagrama esquematico das areas envolvidas com o reconhecimento da identidade de objetos (O
qué?) e de sua localizacdo espacial (Onde?). As projecdes associadas a respostas a primeira pergunta
envolvem dareas neocorticais que se projetam para o cortex perirrinal (CPR) e o cortex entorrinal lateral
(AEL) enquanto que aquelas associadas a pergunta acerca da localizacdo espacial se projetam para o
cortex parahipocampal (CPH) e para o cortex entorrinal medial (AEM). Enquanto que as projecdes para as
dreas CPR-AEL representam objetos individuais, as projecOes para as areas CPH-AEM representam
informacgBes contextuais (localizacdo espacial). A partir dessas areas novas projecfes convergem para 0
hipocampo onde os objetos sdo agora representados de forma integrada (contextualizada) possibilitando
responder de forma simultanea o que é? e onde estd? Do hipocampo partem projecOes de feedback que
retornam as areas parahipocampais de onde partem novas projecdes para as areas neocorticais de origem
(Eichenbaum et al., 2012).

12
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1.1.1 - A Contribuic&o do Giro Denteado

Numerosas evidéncias apontam que a integridade do giro denteado é
fundamental para a memoéria de reconhecimento de objeto e o0 seu
comprometimento diminui a capacidade dos individuos lesionados de distinguir
objetos (padrdes) similares em contextos espaciais diferentes (Gilbert, Kesner e
Lee, 2001). No mesmo trabalho esses autores demonstram que a separagao de
padrbdes temporais é funcdo de CAL.

Na formagdo hipocampal dos mamiferos o giro denteado é caracterizado
por enviar projecdes unidirecionais poderosas para as células piramidais de CA3
através das fibras musgosas. Essas fibras formam um tipo Unico de sinapse rica
em zinco que parece oferecer uma duplicata da informacdo que as células
piramidais de CA3 ja haviam recebido dos neurbnios da camada Il do cOrtex
entorrinal e que projetam tanto para a camada molecular do giro denteado quanto
para CA3. Essa duplicata parece preencher os requisitos necessarios para lidar
com o problema de ter que acentuar as diferengas entre os eventos antes de
codifica-los, para poder distinguir o novo do velho, e essa tarefa € a previamente
denominada separacédo de padrbes (Leutgeb e Moser, 2007).

Em estudos com camundongo knockout para receptores de NMDA no giro
denteado, (incapazes portanto de originar LTP de forma seletiva nas sinapses da
via perfurante com os dendritos das células granulares), observou-se que a
performance dos camundongos no paradigma padrdo de condicionamento para
medo contextual ndo foi afetada em relacdo aos controles, quando o teste de
“freezing” (imobilidade do camundongo) era aplicado em uma segunda camara
com diferengas visuais marcantes. Entretanto quando as duas camaras de teste
eram tornadas menos distintas uma da outra e o condicionamento aplicado, o
camundongo knockout era incapaz de distingui-las sendo punido com o estimulo
aversivo (choques) pela escolha incorreta, enquanto que 0s animais controle

aprendiam a evitar a escolha incorreta (Mchugh et al., 2007).

13
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A capacidadegde detectar quando um estimulo é novo ajuda o animal a
focar sua atencdo aos eventos no ambiente que potencialmente representam
novas ameacas ou novas oportunidades e a questdo que se impde € a de qual
seria a contribuicdo do giro denteado para essa tarefa?

A memoéria de reconhecimento de objeto pode ser subdividida em duas
categorias: o reconhecimento do objeto em si mesmo e o0 reconhecimento
associativo. O reconhecimento do objeto esta relacionado ao item sob observacéo
identificando quando se trata de um objeto novo ou familiar enquanto que o
reconhecimento associativo permite identificar se um grupo de elementos
familiares foi ou ndo espacialmente reconfigurado (Aggleton, Brown e Albasser,
2012).

Empregando genes de expressao rapida que ndo requerem sintese proteica
prévia para serem ativados, foi possivel correlacionar o padrdo de sua ativagédo
com as tarefas comportamentais de interesse (Barbosa et al., 2013). Genes de
expressao rapida podem ser classificados em dois grupos: fatores reguladores de
transcricdo que influenciam a funcéo celular através da ativagdo de outros genes
gue eles regulam e os genes denominados de fatores efetores que controlam
diretamente a funcdo celular de maneira especifica. Os genes C-Fos e zif268 séo
fatores reguladores de transcricdo e desempenham papeis na plasticidade de
longo prazo (Guzowski, 2002). A expressdo transitéria desses genes apos
estimulacdo de diferentes naturezas precede a de outros genes, dai a sua
denominagédo “de expresséo rapida” (Herrera e Robertson, 1996).

As regifes que tiveram suas células ativas mapeadas através de genes de
expressdo rgpida durante a estimulacdo, revelaram diferencas chave nos dois
componentes da memoéria de reconhecimento de objeto indicando que a novidade
do objeto é consistentemente associada a ativacdo em apenas duas regides, 0
cortex perirrinal e a area visual associativa adjacente a area Temporal 2, enquanto
que o reconhecimento associativo ativou C-Fos no hipocampo mas ndo no cortex
perirrinal (Aggleton, Brown e Albasser, 2012). A falta da expressédo de C-Fos no
cortex perirrinal na tarefa de reconhecimento associativo foi interpretado como

refletindo o fato de que o(s) item(s) sob observagdo permanece(m) familiar(es)
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ainda que apresenta;do(s) sob uma nova combinag¢do. Por outro lado quando o
reconhecimento foi associado com atividade C-Fos no hipocampo, havia sempre a
exploracdo ativa do objeto novo envolvendo estimulacdo e processamento
multissensorial e ativacdo das vias de projecdo do cortex entorrinal para o
hipocampo incluindo a via perfurante para o giro denteado e a proje¢ao de CA3
previamente mencionada. Assim o giro denteado parece essencial para a tarefa
de reconhecimento associativo.

Finalmente € importante ressaltar a contribuicdo do giro denteado para a
neurogénese, funcdo sem a qual o aprendizado espacial novo e as novas
memoarias espacial e de reconhecimento de objeto sao dificultadas (Gil-Mohapel et
al., 2013); ver (Vukovic et al., 2011) para revisdo. A atividade de neurogénese na
camada subgranular do giro denteado parece estreitamente relacionada a
atividade singptica normalmente aumentada pelo exercicio voluntario e a
estimulagéo nova multissensorial e cognitiva (Li et al., 2010; Kobilo et al., 2011).

Como as células neurais progenitoras residindo na camada subgranular do
giro denteado sao reguladas por fatores de crescimento e respondem ao
microambiente ajustando seu nivel de proliferacdo para determinar a taxa de
neurogénese, é razoavel supor que o giro denteado é uma peca chave para as
memorias de reconhecimento de forma e localizacdo espacial de objetos (Li et al.,
2012).

Seis horas ap0s o treinamento para aprendizado e memoria espacial, ja é
evidente o remodelamento das sinapses da camada molecular do giro denteado
do hipocampo dorsal de ratos adultos com aumento de sua densidade no terco
meédio, e isso parece ser a expressao morfoldgica neuronal da consolidacdo desse
aprendizado (Scully et al., 2012). Tendo em conta que a microglia tem papel ativo
nesse processo (Wake, H., Moorhouse, A. J. e Nabekura, J., 2011; Miyamoto et
al., 2013) escolhemos reconstrui-la a partir dessa camada especifica buscando
possivel correlacdo de seus parametros morfométricos modificados pelo processo
de aprendizado com o desempenho cognitivo individual no teste de memdria

espacial correspondente.
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1.1.2 - A Contribuicdo de CA1

As células piramidais de CA1l sdo a origem das eferéncias primarias do
circuito hipocampal e o alvo de dois inputs excitatérios principais: uma projecao
menos densa da camada 3 do cértex entorrinal (EC3) que termina no tergo
externo dos dendritos das células piramidais e um mais denso que se origina de
CA3 e que termina nos tercos proximais dos dendritos apicais (Carr e Frank,
2012). A Figura 3 ilustra um diagrama esquematico de tais conexdes.

CA1

CA2

CE3

CA3

Figura 03. Aferéncias excitatorias para CAl. A informacdo acerca do ambiente atinge CA1 diretamente
através da via ttmporo-amonica com origem na camada 3 do cdrtex entorrinal (em vermelho). Essa via faz
sinapse na regido distal do dendrito apical das células piramidais de CAl no stratum lacunosum
molecular. Essa via também faz sinapse com CA2 e a partir das células piramidais de CA2 (laranja)
conecta o dendrito apical das células piramidais de CA1 em seus tercos proximal e médio, assim como 0s
dendritos basais no stratum radiatum e oriens respectivamente. As proje¢des mais densas com ramos
colaterais recorrentes (projecdes excitatérias fazendo sinapse com 0s mesmos neurdnios que as
originaram) provem de CA3 (azul). Estas Gltimas estabelecem associacdes e se projetam densamente para
o stratum radiatum de CAL (Carr e Frank, 2012).
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A codificagdo de informacdo espacial nova dentro do hipocampo parece

dependente do desenvolvimento de novas representacdes durante a exploracao
do ambiente onde o animal esta. De fato quando um animal se move pela primeira
vez em um novo ambiente cerca de 50% dos neurdnios piramidais de CAl
tornam-se ativos e cada neurbnio ativo é ativado em uma &rea restrita do
ambiente referida como “o campo local” (do inglés “place field”) (Karlsson e Frank,
2008). Esses campos receptores que detectam a localizagdo espacial relativa
respondendo de forma seletiva a posicdo do animal em areas espaciais definidas,
se desenvolvem a partir da exploracdo do novo ambiente e isso € consistente com
a importancia do hipocampo para a codificagdo da novidade espacial (Carr e
Frank, 2012; Spiers et al., 2013). Por outro lado evidéncias recentes revelam que
0s neurdnios hipocampais podem codificar vérias tarefas cognitivas relacionadas
permitindo correlacionar a posicao relativa do animal e a informacg&o associada ao
comportamento corrente (Allen et al., 2012). A consolidacdo subsequente desses
eventos se da tanto durante o sono quanto em estado de alerta e esse evento
parece estar relacionado ao ritmo elétrico hipocampal SWR (do inglés “sharp-wave
ripple”) que aparentemente tem papeis diferentes nos estados de sono e de alerta.
No primeiro caso ele parece codificar e consolidar a nova experiéncia espacial
hipocampo-dependente e no segundo caso ele parece estar associado a
mecanismos de recuperacdo da informacdo espacial estocada de forma
contextualizada (“replay”) (Carr e Frank, 2012).

Por conta do fato de que a integridade da projecdo témporo-amoénica €
essencial para a consolidacdo da memoria espacial (Remondes e Schuman, 2004)
e as sinapses dessa projecdo que se destina aos dendritos distais das células
piramidais na camada lacunosum molecular de CA1 exibem plasticidade sinaptica
associada ao aprendizado espacial (Remondes e Schuman, 2002; 2003),
escolhemos reconstruir a micréglia dessa camada em busca de possiveis

correlacdes de sua morfologia com o aprendizado espacial.
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1.2 - Morfologia das Células da Glia e Desempenho Cognitivo

A circuitaria do cérebro humano, de longe a de maior desempenho
cognitivo, é composta por um trilhdo de neurénios (10*?) e um quadrilhdo (10%) de
sinapses que estdo subjacentes a todas as atividades mentais que precedem e
acompanham percepgédo, emocao, pensamento e comportamento (Ho, Lee e
Martin, 2011).

Em todas as espécies até entdo estudadas, com variagdo nos nameros, na
extensdo e natureza do repertério de funcdes hierarquicas de alta ordem e suas
consequéncias comportamentais, 0 substrato anatébmico que lhes d& suporte é
definido geneticamente. A contribuicdo genética se da através de circuitos
cerebrais que se modificam durante o desenvolvimento em resposta a uma
variedade de estimulos externos e internos. Essa propriedade que permite que os
circuitos sejam esculpidos e reorganizados em fungdo da experiéncia tem sido
denominada plasticidade cerebral, sendo o aprendizado, a meméria e a
modificacdo associada dos circuitos da formacao hipocampal, pecas essenciais
para influenciar e/ou controlar o repertério comportamental (Mcdonald e Hong,
2013).

Nossas memorias parecem estar organizadas no cérebro dos mamiferos
em um grupo de sistemas neurais envolvendo o hipocampo, o cortex rinal, a
amigdala e o estriado dorsal e seus respectivos subsistemas funcionais (White e
Mcdonald, 2002). Esses sistemas de memoria distintos interagem, cooperando ou
competindo entre si e com outros circuitos neurais para controlar comportamentos
em situacdes especificas de aprendizado (Gruber e Mcdonald, 2012).

O hipocampo, parte importante desses sistemas de memoria, contribui com
especificidade contextual ao mesmo tempo em que prové rica informagao para
direcionar o comportamento, permitindo o reconhecimento da identidade dos
elementos, sua localizagdo e momento em que estiveram reunidos caracterizando
um episodio, permitindo a discriminacdo entre elementos em contextos ambiguos
(Gruber e Mcdonald, 2012).
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Independente do circuito ou subsistema envolvido, o denominador comum
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aparente nesses eventos neurais é a plasticidade sinaptica que foi classificada em
funcdo de sua duracdo, como sendo de curto prazo que pode durar minutos a
horas, ou de longo prazo permanecendo por dias, meses ou anos, também
chamada de consolidacdo sinaptica (Clopath, 2012). Além disso, tem sido
descrito em sobreposicdo as plasticidades de curto e longo prazo, a plasticidade
intrinseca, que repousa na regulacdo (do numero, da distribuicdo ou da atividade)
de canais i0nicos e que se limita a regular o limiar de excitagdo neuronal
facilitando ou dificultando o disparo de impulsos nervosos, adicionando-se aos
conceitos pré-existentes, o de metaplasticidade (Sehgal et al., 2013). Todos esses
mecanismos estao disponiveis em todas as espécies estudadas até entdo, de
modo que nao conseguimos ainda identificar as razfes que nos tornam
cognitivamente melhores do que as outras espécies (Zhang e Barres, 2013).

De forma surpreendente evidéncias recentes revelaram que células
progenitoras dos astrocitos humanos quando transplantadas para camundongos,
sobrevivem, migram e dao origem a astrocitos humanos em cérebros de
camundongos que passam a aprender e lembrar de forma mais eficiente do que
agueles com seus proprios astrocitos e esse aprendizado melhor foi associado a
amplificacdo do fenbmeno de potenciagéo de longo prazo (Zhang e Barres, 2013).

Esses achados parecem sugerir que 0s astrocitos da espécie humana
podem ter contribuicdo decisiva no processo que torna 0S humanos
cognitivamente melhores do que outras espécies (Han et al., 2013).
Coincidentemente os astrécitos humanos sdo maiores e estruturalmente mais
complexos do que os de roedores (Oberheim et al., 2006) com diametros de
somas 2,6 vezes maiores, apresentando cerca de 10 vezes mais processos
primérios GFAP positivos, produzindo ondas de calcio 4 vezes mais rapidas do
gue os dos roedores (Oberheim et al., 2009).

As questbes que se levantam como consequéncia desses achados sao:
seriam as células da glia nas diferentes espécies com desempenhos cognitivos
diferentes, distintas do ponto de vista morfofuncional? e se assim for ser4 que sua

maior complexidade estrutural e funcional contribui para melhores performances
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cognitivas? Por outro lado sera que esses achados de correlagdo entre o
desempenho cognitivo e a complexidade morfofuncional da glia sdo um atributo
exclusivo dos astrocitos ou eles também se aplicam a microglia e aos
oligodendrdcitos?

E relevante lembrar que entre roedores e primatas ha uma variagéo grande
de desempenhos cognitivos entre espécies da mesma classe ou entre espécies de
classes diferentes e o estudo comparativo de células da glia nessas espécies
pode ser util para testar em maior escala o modelo da complexidade

morfofuncional glial associado a melhor desempenho cognitivo.

1.3 - O Papel da Micrégliaem Condi¢cbes Homeostéticas

As células microgliais ja sdo reconhecidas como o 4° elemento da sinapse,
atuando como sensores sinapticos durante o desenvolvimento e no cérebro
adulto, sendo capazes de responder a mudancgas na atividade neural e a liberacao
de neurotransmissores (Schafer, Lehrman e Stevens, 2012). Durante o
desenvolvimento as células microgliais parecem influir em eventos associados a
proliferacdo e diferenciagdo neuronais, vascularizacdo, sinaptogénese e
mielinizagdo, assim como participam da remoc¢ao de neurbnios em apoptose, de
debris celulares e de conexdes sinapticas (Wake, H., Moorhouse, A. J. e
Nabekura, J., 2011; Bitzer-Quintero e Gonzalez-Burgos, 2012; Schafer, Lehrman e
Stevens, 2013; Wake et al., 2013).

Coerente com essas descri¢cdes, ja é amplamente reconhecido que as
células microgliais modulam a neurogénese, controlam o turnover de
neurotransmissores e dao suporte ao metabolismo neuronal participando da
regulacdo da angiogénese e do fluxo sanguineo cerebral (Tremblay et al., 2011;
Blank e Prinz, 2012). Mais recentemente as células microgliais tém sido
implicadas na restauracdo de circuitos sinapticos lesionados, além de modular a
faixa de operacdo sinaptica através do assim chamado “synaptic scalling”. O

monitoramento constante dos contatos sinapticos e parte de sua regulacao
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extrasinaptica através da matriz extracelular realizada pelas micrdglias, revela
bem o seu potencial no controle do desenvolvimento, estabilizagcdo e funcao de
redes neurais (Kettenmann et al., 2011; Kettenmann, Kirchhoff e Verkhratsky,
2013).

No que concerne ao aprendizado e memoaria, a interleucina 1-8 (IL-1), uma
interleucina pro-inflamatéria produzida pela microglia durante tarefas de
aprendizado e memodria parece ter papel importante nas tarefas hipocampo-
dependentes em condicbes normais, mas quando em niveis alterados
compromete o0 desempenho cognitivo podendo induzir neurodegeneragao
(Williamson et al., 2011). De fato essa interleucina em niveis normais parece ser
essencial para LTP no hipocampo, inibindo esse processo quando em niveis
alterados (Schneider et al., 1998; Ross et al., 2003). Além disso, camundongos
knockouts para essa interleucina ou para seus receptores do tipo 1 tem péssimo
desempenho em tarefas de aprendizado e memdria hipocampo-dependentes
(Goshen et al., 2007; Spulber et al., 2009).

Em estudo anterior em nosso laboratorio (Guerreiro-Diniz, 2013)
investigamos a morfologia tridimensional da micréglia hipocampal comparando
sua morfologia em duas espécies de macaricos (Calidris pusilla e Actitis
macularia), com as da micréglia do rato da variedade Wistar e do macaco prego
(Cebus apella). Esse estudo comparativo da morfologia microglial das duas
espécies de aves com a dos mamiferos revelou diferencas morfologicas
significantes que indicam que as microglias das aves mostram em média, menor
complexidade de ramificacdes, tem didmetros e perimetros de soma menores e
possuem ramos mais finos do que aquelas do rato e do macaco. Da mesma forma
a microglia do giro denteado do Cebus apella revelou-se em média maior em
perimetros e didmetros somaticos e com ramos de maior volume e maior nimero
de segmentos do que a do Rattus novergicus (Guerreiro-Diniz, 2013).

A micréglia eleita para esses estudos comparativos foi a microglia
ramificada, que ocorre em condigbes homeostaticas, quando o seu papel é voltado
para monitoramento e modulacdo da atividade sinaptica e reorganizacdo de
circuitos sinapticos (Wake, H., Moorhouse, A. J. e Nabekura, J., 2011; Miyamoto et
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al., 2013; Wake etal., 2013). A micréglia nessas circunstancias no cérebro
saudavel é constituida por células moéveis que estendem e retraem seus
processos a medida que monitoram o microambiente no sistema nervoso central
(Nimmerjahn, Kirchhoff e Helmchen, 2005; Raivich, 2005; Tremblay et al., 2011). A
microglia sob essas condi¢gbes libera substancias neurotroficas sollveis que
aumentam e estendem a proliferacdo de células progenitoras (Choi et al., 2008).
Nesse sentido, de particular interesse é o fato de que a estimulagcdo da
neurogénese e da proliferagdo microglial pelo enriquecimento ambiental com o
subsequente aumento na performance em testes de memdria espacial sao
reduzidas em animais imunodeficientes (Ziv et al., 2006; Ziv e Schwartz, 2008).
Além disso, a microglia derivada de animais exercitados induz um aumento do
namero de células progenitoras em culturas de neurdnios de hipocampo de
animais sedentarios (Vukovic et al., 2012). Esses achados, portanto, parecem
sugerir que a micrdglia ramificada (ou nao ativada), estd implicada na
neurogénese do adulto, na integracdo dos novos neurGnios NOs circuitos e na
remodelacdo daqueles, e que essa contribuicdo para a plasticidade neural é
essencial para aprender e lembrar (Wake et al., 2013).

Se de um lado parece haver evidéncias de correlagcbes entre desempenho
cognitivo e morfologia de células da glia entre diferentes espécies, também ha
evidéncias de correlagbes entre alteragdes gliais morfofuncionais e desempenho
cognitivo entre individuos da mesma espécie submetidos a diferentes estilos de
vida (Diniz et al., 2012; Kohman et al., 2012; Viana et al., 2013).

Buscando possiveis correlacdes entre desempenho cognitivo e morfologia
microglial investigamos em exemplares do Cebus apella, mantidos no mesmo
ambiente, possivel correlagdo entre suas performances em teste de memoria
espacial da bateria CAMBRIDGE de testes neuropsicologicos e morfologias da
micréglia do giro denteado e CAl, regifes essas que parecem essenciais para
consolidacdo de memaria espacial (Eichenbaum et al., 2012; Kesner, 2013).
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1.4 - A Bateria Cambridge de Testes Neuropsicolégicos — CANTAB

Uma grande variedade de testes neuropsicolégicos tem sido desenvolvida e
utilizada para examinar aspectos particulares das fungbées cognitivas em humanos
e primatas ndo humanos permitindo avaliar um amplo espectro de habilidades e
déficits cognitivos. Escolhemos dentre aqueles a bateria CAMBRIDGE de testes
neuropsicolégicos automatizados (CANTAB — Cambridge Neuropsychological Test
Automated Battery). A bateria CANTAB foi originalmente escrita e desenvolvida na
Universidade de Cambridge por Barbara Sahakian, Trevor Robbins e
colaboradores em 1986 (Sahakian e Owen, 1992). Ela consiste atualmente de
uma série de testes ndo verbais inter-relacionados para memoria, atencdo e
funcdes executivas, que emprega nove testes visuoespaciais (CANTAB eclipse
versdo 2.0, http://www.cantab.com/cantab-tests.asp). Esta desenhada para
permitir ao individuo submetido a bateria de testes uma adaptacao preliminar a
cada um deles, sem que seus erros ou acertos sejam registrados para computo do
desempenho.

Testes automaticos empregando plataformas computacionais apresentam
muitas vantagens quando comparados aos testes tradicionais que empregam
papel e caneta incluindo maior precisao, velocidade e confiabilidade. Por exemplo,
€ possivel medir respostas de laténcia com boa acuidade (na escala do
milissegundo), dimensdo essa necessaria aos estudos de tempo de reacdo. Por
outro lado, o processamento dos dados de forma rapida e automatizada garante
realimentacdo sistematica e objetiva ao experimentador a cada teste aplicado,
permitindo avaliar diferentes aspectos das fungbes cognitivas, levantando
rapidamente os perfis cognitivos dos grupos experimentais sob investigacéo.

A bateria CANTAB avalia o status cognitivo empregando estimulos nao
verbais com tecnologia de tela sensivel ao toque, sendo, portanto, adequada para
estudos em primatas ndo humanos e humanos. Com estimulos visualmente
atraentes e respostas igualmente nédo verbais, a bateria CANTAB permite, quando
apropriado, reduzir ou ampliar o grau de dificuldade de uma determinada tarefa

23



PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM

NEUROCIENCIAS ¢ (&
BIOLOGIA CELULAR 'ﬁ x =

adaptando o teste a uma grande variedade de performances cognitivas, mantendo

o interesse durante sua realizacdo (Sahakian e Owen, 1992). Essa bateria foi
originalmente desenhada para adaptar os paradigmas aplicados aos modelos
animais para uso em humanos utilizando plataformas computacionais (Robbins et
al., 1994; Robbins et al., 1998).

Baterias de testes automatizadas permitem ao experimentador aplicar os
testes requeridos sem muita interferéncia do experimentador na coleta de dados,
diminuindo as chances de viés potencialmente presentes, quando da interacao
entre o individuo testado e o experimentador. Além disso, permitem pronta
comparacao interespecifica, intra- e intergrupos, em estudos transversais e
longitudinais, empregando o mesmo equipamento e a mesma maneira de colher
as informacoes de interesse (Sahakian e Owen, 1992).

A bateria CANTAB consiste de trés baterias de testes separadas que
medem memoria visual, atencdo e capacidade de planejamento. Esses testes
foram aplicados previamente com sucesso a uma variedade de condigfes clinicas
demonstrando sensibilidade na detec¢do do declinio cognitivo a elas associado
(Beats, Sahakian e Levy, 1996; Gibbie et al., 2006).

Essa bateria de testes tem sido utilizada para investigar aprendizado e
memoria em uma variedade de primatas ndo humanos incluindo, cercopitecineos,
cebideos e calitricideos (Crofts et al., 1999; Weed et al., 1999; Taffe et al., 2002;
Spinelli et al., 2004; Broglio et al., 2005; Nagahara, Bernot e Tuszynski, 2010;
Taffe e Taffe, 2011) assim como em associagdo a investigacdo de possiveis
mecanismos moleculares relacionados a essas func¢des (Taffe et al., 2002; Spinelli
et al., 2005) tanto em condi¢bes normais, quanto alteradas (Pearce et al., 1999;
Taffe, Weed e Gold, 1999; Golub, 2002; Weed et al., 2004; Spinelli et al., 2006;
Nakako et al., 2013).

No presente trabalho empregamos o teste de aprendizado associado
pareado (Paired Associated Learning - PAL). No aprendizado visuoespacial
associativo pareado (PAL) séo avaliadas a capacidade de aprendizado e memoria
visuoespaciais. Resultados de estudos de correlagéo entre performances no teste

de aprendizado visuoespacial associativo pareado e ressonancia magnética
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funcional revelaram déficits nas taxas de fluxo sanguineo na formag&o hipocampal

em pacientes com desempenho comprometido no PAL tanto na fase de aquisi¢ao
(aprendizado) quanto de evocacdo (memodria) da localizacdo espacial dos
estimulos empregados no teste (De Rover et al., 2011).

Até o presente ha um Unico trabalho publicado em primata do Novo Mundo
utilizando a bateria CANTAB que empregou o sagui comum (Callithrix jachus)
investigando o desempenho no estagio simples do PAL onde o teste consiste em
uma tarefa de pareamento com retardo (Spinelli et al., 2004). No presente trabalho
pretendemos estender tais investigacbes com o PAL ao Cebus apella
correlacionando as performances individuais a morfologia da micréglia do giro
denteado e de CAL.

1.5 - O Modelo Experimental e a Delimitacdo das Areas Hipocampais de
Interesse para Reconstrucao Tridimensional da Microglia

Muito do trabalho dedicado ao hipocampo do macaco em primatas nao
humanos foi feito em macacos do Velho Mundo e o macaco Rhesus (Macaca
mulata) tem sido a espécie de escolha para muitos dos estudos experimentais
porque ele partilha muitos dos aspectos neuroanatomicos e das funcdes
cognitivas com os humanos (Squire, Stark e Clark, 2004; Amaral e Lavenex, 2007;
Murray, Bussey e Saksida, 2007). Nos macacos do Novo Mundo esse cenario €
muito limitado sendo de interesse investiga-los em estudos comparativos
particularmente quando se tem como foco as células da glia em sua possivel
correlacdo com tarefas hipocampo-dependentes, onde ndo ha noticia até entdo de
um unico trabalho publicado. Com o intuito de contribuir para reduzir essa lacuna,
escolhemos estudar a memaria espacial do macaco prego (Cebus apella) em
correlacdo com a morfologia microglial do giro denteado e de CAL.

O macaco prego (Cebus apella) pertence a familia Cebidae, subfamilia
Cebinae e ao género Cebus com varias linhagens definidas a partir de variados
marcadores moleculares incluindo o Cebus apella, C. olivaceus, C. albifrons, C.
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apella robustus, o C. apella paraguayanus, o Cebus xanthosternos e o Cebus
nigritus (Amaral et al., 2008; Wildman et al., 2009; Casado et al., 2010; Bi et al.,

2012; Ruiz-Garcia et al., 2012). Esse género habita florestas tropicais Umidas e
secas e tem sido observado procurando por alimento tanto em florestas primarias
como em secundarias (Fedigan, 1990). No presente trabalho adotamos o Cebus
apella apella (Ruiz-Garcia et al., 2012).

Para muitos investigadores as notaveis capacidades cognitivas do Cebus
apella constituem evidéncia de que a despeito da sua grande separacao
filogenética dos cercopitecineos e dos grandes macacos do Velho Mundo, suas
habilidades comportamentais se sobrepfem amplamente com as daqueles
primatas (Visalberghi, Fragaszy e Savage-Rumbaugh, 1995; Visalberghi, 1997).
Como um bom exemplo desse fato tem sido descrito que os macacos do género
Cebus desenvolveram todas as capacidades cognitivas requeridas para o uso de
ferramentas na busca de alimento, sendo essa habilidade analoga ao que fora
proposto para o0 reconhecimento evolutivo ancestral do desenvolvimento de
tecnologias pelos humanos ao longo do processo evolutivo (Westergaard e Suomi,
1997; Cleveland et al., 2004; De Resende, Ottoni e Fragaszy, 2008). De fato para
exibir comportamento associado ao uso de ferramentas, além das habilidades
manipulatérias, requer-se intenso interesse em novos objetos e tendéncia natural
para explorar novos ambientes (Visalberghi, 1990). Além disso, o reconhecimento
daquilo que é novidade em sua distingdo com o que € familiar associado a tais
tarefas parece envolver atividade funcional no hipocampo e no giro denteado
(Hunsaker, Rosenberg e Kesner, 2008; Manns e Eichenbaum, 2009; Rolls, 2010).
Para avaliar esses comportamentos baseados no paradigma da novidade, varias
tarefas dependentes da formagdo hipocampal usando reconhecimento da
identidade e da localizacdo espacial de objetos, foram aplicadas com sucesso no
Cebus apella (Janson, 1998; De Lillo, Spinozzi e Truppa, 2007; Poti et al., 2010;
Pan et al., 2011) e Macaca mulata (Rolls, Xiang e Franco, 2005; Bachevalier e
Nemanic, 2008; Pascalis et al., 2009) confirmando que em ambas as espécies
estao presentes todas as exigéncias cognitivas para o uso de ferramentas ainda
gue em diferentes proporgoes.
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Por conta da estreita correlacao entre muitas dessas habilidades cognitivas

e a integridade da formac&o hipocampal, escolhemos estudar a microglia do giro
denteado e de CA1l. Para identificar essas regides da formacéo hipocampal nos
aproveitamos do fato ja bem conhecido de que a formacdo hipocampal parece
mostrar um padrdo evolutivo em sua morfologia bastante conservado (Manns e
Eichenbaum, 2006; Amaral e Lavenex, 2007).

No Cebus apella estudo prévio em nosso laboratério (Guerreiro-Diniz et al.,
2010) descreveu a organizacao estrutural e estereolégica do hipocampo e do giro
denteado encontrando resultados semelhantes aos encontrados no macaco
Rhesus (Amaral e Lavenex, 2007; Amaral, Scharfman e Lavenex, 2007) com
diferentes contribuicbes relativas das sub-regides do hipocampo para as
estimativas estereoldgicas do numero de neurdnios. Tal como nos platirrinos
(Amaral e Lavenex, 2007), apOs coloracdo de Nissl ou imunomarcacdo para
NeuN, um padrdo arquitetbnico alocortical trilaminar tipico torna-se aparente no
hipocampo do Cebus apella (Guerreiro-Diniz, C. et al., 2010); ver Figura 4 colunas
a esquerda e ao centro. Naquele padrdo, a camada principal de neurdnios,
correspondente a camada piramidal é distinguida facilmente da neurdpila em CAL,
CA2 e CA3. A camada piramidal de CA3 parece menos organizada na distribuicao
dos somas piramidais quando comparada aquelas de CA1 e CA2. Na borda com a
regido do prosubiculum, CAl se distingue daquele no ponto onde a camada
piramidal de CA1l deixa sua aparéncia condensada em CA1l tornando-se bastante
alargada e menos densa no prosubiculum (Guerreiro-Diniz, C. et al., 2010).

Por outro lado o giro denteado distingue-se facilmente de CAl e CA3 pela
presenca da fissura hipocampal suprajacente a camada molecular do giro
denteado e pela camada granular que aparece intensamente corada e altamente
compactada distinguindo-se claramente da camada polimérfica subjacente de
baixa densidade celular (Guerreiro-Diniz et al., 2010).

A utilizacdo da histoquimica para revelar a presenca da lectina Wisteria
floribunda ligada a sitios de proteoglicanos da matriz extracelular (Figura 4 coluna
a direita) revelou-se excelente marcador para os limites arquitetdnicos das sub-

regides do hipocampo do Cebus apella (Guerreiro-Diniz et al., 2010). De fato a
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histoquimica para Wisteria floribunda marca seletivamente sitios de ligacdo de n-
acetil-galactosamina de formas quimicas especializadas da matriz extracelular
incluindo as redes perineuronais situadas no interior da matriz (Murakami et al.,
1999), definindo de forma conspicua os limites arquitetdbnicos das sub-regides
hipocampais CA3/CA2/CA1 (Bruckner et al., 2003; Ajmo et al., 2008).

No que concerne a identificacdo seletiva da microglia para reconstrucao
tridimensional, empregamos imunomarcagao com anticorpo anti-IBA1 que revela
em detalhes a morfologia dessas células no SNC dos mamiferos de forma
generalizada e com resultados sistematicos (Imai et al., 1996; Ito et al., 1998).
Com o intuito de investigar possiveis associacdes entre o desempenho
comportamental no teste de memdria espacial com a morfologia da micréglia do
hipocampo e do giro denteado adotamos para caracterizar as areas e as camadas
de interesse 0 mesmo esquema de parcelamento hipocampal utilizado por
Guerreiro-Diniz e colaboradores em 2010 (Guerreiro-Diniz, Cristovam et al.,
2010),investigando de forma seletiva a morfologia da micrdglia dos tercos externo
e médio da camada molecular do giro denteado e do stratum lacunosum molecular
de CAl do Cebus apella.

Uma vez que no extenso grupo de primatas do Novo Mundo nao ha, com
excecao do presente trabalho, nenhum outro disponivel que descreva a morfologia
da micréglia do hipocampo e do giro denteado muito menos sua possivel
associacdo com o desempenho cognitivo em teste de aprendizado e memdria

espacial, o esfor¢o aqui realizado se justifica plenamente.
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Figura 04. Fotomicrografias em baixo aumento de uma série de fatias coronais do hipocampo e giro denteado
do Cebus apella imunomarcadas para NeuN (colunas a esquerda e ao centro) e histoquimicamente reagidas
para a lectina Wisteria floribunda (2 direita) para ilustrar os neurdnios piramidais do hipocampo e o0s
granulares do giro denteado e os limites arquitetonicos entre as sub-regides do hipocampo (CAl, CA2 e
CAZ3). As cabegas de setas pretas nas colunas da esquerda e do centro indicam o término da camada de células
piramidais do hipocampo e os limites regionais do hipocampo na coluna da direita. As fatias da coluna a
direita foram contracoradas com Nissl para ilustrar a distribui¢do laminar das redes perineuronais. Note a
maior densidade de componentes da matriz extracelular em CA2, no prosubiculum e subiculum quando
comparados a CAl e CA3. Escala = 500um (Figura adaptada de Guerreiro-Diniz et al., 2010). 20
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2 - OBJETIVOS

2.1 - Geral

Investigar possiveis correlacdes entre a morfologia da micrdglia do
hipocampo e giro denteado e o desempenho cognitivo individual em teste de

memoaria espacial no Cebus apella.

2.2 - Especificos

1) Avaliar o desempenho em aprendizado e memdria espacial no teste de
aprendizado associativo pareado (TAP) da bateria CAMBRIDGE de testes
neuropsicolégicos (CANTAB).

2) Reconstruir e descrever empregando microscopia tridimensional a
morfologia da micrdglia dos tergcos médio e externo da camada molecular do giro
denteado e do lacunosum molecular de CA1.

3) Identificar a partir de procedimentos de estatistica multivariada a
ocorréncia de possiveis agrupamentos microgliais baseados em parametros
morfométricos que permitam sua distin¢do, identificando em andlise discriminante
guais variaveis contribuem de forma significativa para os agrupamentos.

4) Investigar a ocorréncia de possiveis correlagbes entre parametros
morfométricos selecionados a partir das familias de micréglias reconstruidas e o

desempenho individual correspondente no TAP da bateria CANTAB.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - Animais

Utilizamos nos estudos comportamentais e na reconstrugéo tridimensional
da micrdglia, 04 exemplares da espécie Cebus apella, dos quais 02 eram machos
(individuos “F” e “J” ambos com 5 anos e 4 kg) e 02 fémeas (individuos “M” e “S”
de 2 anos e 0,5 kg). Os animais foram obtidos no Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) e manipulados segundo
0s “Principios do cuidado de primatas em laboratério” (Segal, 1989). Tendo em
conta que a duragdo maxima da vida em cativeiro da espécie utilizada é de 46
anos e que a maturidade sexual é alcancada pelas fémeas aos 4 anos de idade e
0os machos aos 7 anos de idade (Wirz e Riviello, 2008), todos os animais
empregados no presente trabalho podem ser considerados sexualmente imaturos
minimizando possivel diferenca hormonal no desempenho comportamental
associada ao ciclo sexual das fémeas.

O projeto recebeu em 2008 a aprovacdo do comité de ética em pesquisa do
Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto da Universidade Federal do Pard
(protocolo n° 1701/05), por estar de acordo com a resolugcdo n° 196/96 e suas
complementares, do Conselho Nacional de Saude / Ministério da Saude do Brasil.

3.2 - Condi¢cdes em Cativeiro

Os macacos foram alojados individualmente em gaiolas de 1,5 x 1 x 1 m
(Figura 5). A sala foi equipada com exaustor e condicionador de ar, com controle
de temperatura (23+1°C) e ciclo claro-escuro (12h:12h). A dieta empregada foi a
base de frutas e legumes diversos: mamao, banana, laranja, maca, tucuma,
abobora, cenoura, macaxeira, castanha do Par4, coco verde e tomate. Além das
frutas e legumes, a alimentacao foi reforcada com fontes de proteina como carne
e ossos de frango, ovo de galinha e racdo Nuvital-NUVILAB com a seguinte
composicdo: 22.0% de proteina bruta, extrato etéreo 4.0%, material mineral
10.0%, matéria fibrosa 8.0%, calcio 1.40% e fosforo 80%. Os animais recebiam

periodicamente cuidados veterinarios e semanalmente suplementagéo alimentar
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com aminoacidos, vitaminas e minerais. Os animais eram alimentados uma vez
por dia ap0s a realizacdo da bateria de testes comportamentais. O acesso agua
era livre.

Algumas estratégias foram introduzidas para tentar minimizar situacoes de
estresse:

- Estimulos visuais: Exibicdo de desenhos dos estimulos dos testes
comportamentais utilizados neste trabalho, cartazes de propaganda e algumas
partes de vegetais como galhos de mangueiras, partes de Acaizeiro e outras
plantas de pequeno porte, na intengéo de reproduzir um ambiente enriquecido no
biotério.

- Estimulos Tateis: Utilizacdo de garrafas pet com alimento em seu interior,
tubos de PVC, coco verde, galhos de mangueira localizados na parte interna
superior da gaiola para permitir que 0 animal se exercitasse.

- Interagdo com os experimentadores: todos 0os animais foram habituados a
interagir com 0s experimentadores com o0 objetivo de minimizar as possiveis
fontes de estresse para os animais durante os testes comportamentais. Dificil
dizer com certeza se esse objetivo (redugcéo do estresse) foi alcancado, mas a
pronta adesado dos animais aos testes comportamentais e a recompensa (pastilhas
de chocolate) é um indicador de que 0s sujeitos ndo estavam sendo submetidos a

estimulos aversivos.

3.3 - Sistema de Testes Comportamentais

Cada gaiola de alojamento individual era acoplada a um tunel de
comunicacdo (0,4 m2) com a caixa de treinamento. O tunel foi desenhado para
evitar o contato entre os animais, evitar situacoes de estresse e permitir que eles
se deslocassem para a realizacdo dos testes sem intervencdo do experimentador
(Figura 5).

A caixa de treinamento foi construida em marmore (medindo 0,50 x 0,50 x
0,50 m) para facilitar a limpeza, evitar acimulo de residuos, dificultar a destrui¢do

e aumentar a resisténcia a umidade. A caixa foi composta por duas aberturas:

32



PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM

NEUROCIENCIAS ¢ (&
BIOLOGIA CELULAR 'ﬁ x =

uma para a entrada dos macacos (0,4 x 0,4 m) e outra (0,32 x 0,245m) a qual foi

acoplada a tela sensivel ao toque (Monitor Touch LCD color 17" Elo/Tyco 1715L,
Elo Touch Systems) que € controlada por um computador com o software
CANTAB (Cambridge Cognition, Cambridge, UK).

A parte superior da caixa de treinamento foi construida em vidro, permitindo
0 uso de uma camera para captura de imagem durante a realizagcdo dos testes.
Existe ainda uma pequena abertura (0,02 m) na parte lateral da caixa por onde é
liberada a recompensa de pastilha de chocolate, através de um dispensador (Med
Associates Inc.) como refor¢co as repostas corretas.

3.4 - Modelagem

Os treinos para a modelagem dos animais foram realizados diaria e
individualmente. Utilizando-se a curiosidade natural do Cebus apella que induz a
exploracéo de ambientes e objetos novos foram direcionados a encorajar 0 acesso
a caixa de treinamento através do tunel de comunicacdo com a gaiola de
alojamento, seguido da ambientagéo a caixa de treinamento e toque adequado na
tela na regido equivalente ao estimulo exposto. Utilizou-se como reforgo positivo
para a modelagem do comportamento pretendido a oferta de pastilhas de
chocolate.

As etapas mencionadas acima foram desenvolvidas em tarefas
progressivas em grau de dificuldade e exigéncia: diariamente 0s animais eram
liberados no tunel de acesso a caixa de treinamento e de acordo com a
aproximacdo a caixa de treinamento, 0s animais recebiam o reforco positivo
(recompensa). Inicialmente a cada entrada na caixa de treinamento oS macacos
recebiam a recompensa, apés a fase de adaptagcdo ao tunel e a caixa treinamento,
0S animais recebiam recompensa somente quando houvesse interacdo com a tela
sensivel ao toque. A modelagem para o toque na tela foi realizada através da
apresentacdo do teste “Triagem Motora” (MOT — descricdo no item 3.5.1) da
Bateria Cambridge de Testes Automatizados (CANTAB), tendo sido dividida em 3

etapas:
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Figura 05. (A) Perspectiva interna do biotério com as gaiolas individuais e tunel de
acesso a caixa de treinamento. (B) Perspectiva externa com destaque para caixa de
treinamento acoplada a tela sensivel ao toque controlada pelo software da bateria
CANTAB em computador que gerencia os testes comportamentais.

- Etapa 1: O animal recebia a recompensa ao manter atencdo visual ao

estimulo durante a sua apresentacao.
- Etapa 2: Neste momento, passa a ser exigido atencdo e precisao no
toque, ou seja, 0 macaco deveria manter a atencdo e tocar corretamente no

estimulo para receber a recompensa. Alguns toques na tela ndo apresentaram
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pressao suficiente para que o programa identificasse a resposta como acerto, mas

nesta etapa a pressao adequada nao foi exigida.

- Etapa 3: Nesta etapa foi modelada a atencdo ao estimulo, precisdo e
pressdo adequadas do toque a tela. Apds atingirem essas etapas de modelagem
da ambientagcédo, atengcdo e gestos motores adequados, passou-se a verificar o
desempenho dos animais no teste de triagem motora.

A modelagem que envolveu o acesso ao tunel, caixa de treinamento e

modelagem para o toque na tela durou em média 60 dias.

3.5 - Testes Comportamentais e Indicadores de Desempenho

Devido ao bom desempenho do Cebus apella em tarefas cognitivas
envolvendo memoria espacial que sdo dependentes do hipocampo e do giro
denteado (Janson, 1998; Poti et al.,, 2010; Pan et al., 2011), utilizou-se teste
selecionado da bateria CANTAB, com o intuito de verificar o desempenho desses
animais em tarefas para avaliacdo de memoria espacial. Os testes utilizados
envolveram o de Triagem Motora (MOT) para adaptagdo a tela, o Teste de
Reversao de Regra (TRR) e o Teste de Aprendizagem Pareada (TAP). Em todos
os testes foi estabelecida uma linha de base de aprendizado de no minimo 80%

de acertos em trés sessdes consecutivas.

3.5.1 - Triagem Motora (MOT) e Teste de Reverséo de Regra (TRR)

A triagem motora (Figura 6) € administrada no inicio de uma bateria de
testes, serve como uma introducdo simples ao manuseio da tela sensivel ao
toque. O sujeito que for incapaz de cumprir os requisitos simples deste teste é
pouco provavel que seja capaz de completar outros testes com sucesso. Esse
teste exige atencao visuo-motora, velocidade de resposta e precisdo no toque.

Durante a execucgdo do MOT foram apresentados 13 estimulos em forma de
“X” em 10 localizagdes diferentes, onde as 3 primeiras localizacdes se repetem.
Somente um estimulo é apresentado na tela a cada apresentacdo. Cada estimulo
fica exposto por 6 segundos e um refor¢co sonoro € emitido sinalizando a presenca
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do estimulo na tela, quando o animal toca corretamente no estimulo um sinal
sonoro diferente € emitido e uma recompensa (pastilha de chocolate) é liberada
como sinal de refor¢co ao acerto. Nesse teste quando o animal ndo toca ou toca na
localizacdo errada nenhum sinal de reforco negativo é aplicado. Os resultados
extraidos com a ajuda do software permitem medir a média de acertos e erros.
Todos os animais realizaram com éxito o MOT numa média de 28 dias de teste.

No TRR (Figura 6) é necessario que 0 sujeito compreenda uma idéia geral
seguida de uma reversao de valores, durante a apresentacdo simultanea de dois
circulos na tela, um maior e outro menor, um ao lado do outro. Em um momento o
estimulo tem valor positivo (estimulo correto) e em outro momento 0 mesmo
estimulo passa a ter valor negativo (estimulo incorreto). Os animais aprendem
essa tarefa executando o TRR com sucesso em cerca de 90 dias. Embora o
individuo “M” ndo tenha atingido a linha de base de aprendizado nessa tarefa ele
foi o sujeito de melhor desempenho na tarefa de meméria espacial sugerindo que
0 bom desempenho nessa etapa nao € critico para o bom desempenho no teste
de aprendizado e memaria espacial (TAP) subsequente.

3.5.2 - Teste de Aprendizagem Pareada (TAP)

No TAP seis caixas brancas sdo apresentadas e o conteldo de cada caixa
€ exibido sequencialmente por 2 segundos e novamente ocultado, e em apenas
uma das caixas € exibido um objeto cuja localizacdo espacial precisa ser lembrada
a posteriori. Apds as apresentacfes 0 objeto é exibido no centro da tela,
associado a um sinal sonoro que indica 0 momento em que O Sujeito deve
escolher uma das caixas onde previamente foi apresentado o objeto. O estimulo
permanece na mesma localizagdo durante a sessao e a abertura das caixas é feita
de maneira aleatdria pelo software. Caso ocorra erro na escolha da caixa que
continha o objeto, as caixas sdo novamente apresentadas e € requerido do sujeito
gue faga nova escolha. Cada sujeito tem um total de dez tentativas para tocar na
localizacdo correta. Se ele acerta em uma dessas tentativas entdo o teste muda
para a fase subsequente que exige que o sujeito reconheca a localizacdo espacial
de dois objetos. Se apds dez tentativas ndo existir sucesso em nenhuma das

36



= ;ir—o PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM ‘ . - ;' 3o "
TEE|  NEUROCIENCIAS & &
= BIOLOGIA CELULAR 0 e x

tentativas o teste é encerrado independente da fase do teste. Nossos resultados
foram computados como o nimero total de tentativas para o sucesso. E esperado
gue a cada sessdao 0 numero de tentativas necessarias para 0 sucesso diminua
revelando um aumento na taxa de aprendizado. A Taxa de Aprendizado foi
definida como segue: TA = (No. de Tentativas na 12. sessdo — No. de Tentativas
na enésima sessdo)/(No. de Tentativas na 12 Sessdao + No. de Tentativas na
enésima sessao). Resumidamente TA=(T1-TN)/(T1+TN). Note que essa razao
pode variar de -1 a +1 e que 0S nUmeros positivos representam aumento na taxa
de aprendizado enquanto que 0s numeros negativos ou nulos indicam a auséncia
de aprendizado.

Em nosso experimento, quando o sujeito tocava no estimulo no momento
da apresentacdo do objeto contido em uma das caixas brancas era dispensada
uma recompensa como reforgo por atengdo, assim como no momento em que o
sujeito acerta a localizagdo correta do objeto, ocorrendo & emissao de um sinal
sonoro de acerto como reforco ao evento de escolha correta. Se a localizacao
errada fosse escolhida um sinal sonoro caracteristico era emitido simbolizando
erro e a recompensa nao era liberada.

Os animais realizaram duas etapas no TAP, cada qual contando com a
mesma dinamica acima explicitada, caso o sujeito fosse bem sucedido na primeira
etapa, a segunda era realizada logo em seguida na mesma sessao. Em cada
etapa um objeto foi apresentado, ocorrendo somente mudanca de cor, forma e
localizacdo entre as etapas. Os resultados do presente trabalho mediram o
namero total de tentativas e erros para o sucesso (Figura 7 e 8).
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Figura 06. (A) Teste Triagem Motora (MOT). Administrado no inicio de uma bateria de testes como introdugéo simples a tela sensivel ao toque. (B) Teste de

Reversao de Regra (TRR) aplicado ap6s o MOT.

Escolha

Apresentagéo Escolha

Figura 07. Teste Aprendizagem Pareada (TAP primeira etapa). Primeiramente, ocorre a apresentacdo do contelido das seis caixas brancas, em seguida vem o
momento da escolha da localiza¢do do objeto. Note a méo esquerda do sujeito sobre o objeto exibido na tela.
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Apresentacao Escolha

Apresentacao Escolha

Figura 08. Teste Aprendizagem Pareada (TAP segunda etapa). Primeiramente, ocorre a apresentacdo do conteido das seis caixas brancas, em seguida vem
momento da escolha da localizagdo do objeto, ocorrendo somente mudanga de cor, forma e localizacdo do objeto entre as etapas. Note a médo esquerda do
sujeito sobre o local a direita e acima, onde estava o objeto.
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3.6 - Perfuséao e Corte

Os animais foram profundamente anestesiados com solu¢do de cetamina
(30 mg/kg) e xilazina (0,8 mg/kg) sacrificados por sobredose de anestésico e
perfundidos por via transcardiaca com solugéo salina heparinizada 0.9%, seguida
de paraformaldeido a 4% em tampdo fosfato pH 7.2-7.4.

Apéds craniotomia e ainda com o encéfalo na base do créanio, a cabeca do
animal foi colocada no estereotaxico Horsley-Clarke para animais de médio porte.
A cabeca dos animais foi imobilizada com barras auriculares, e a mandibula foi
apoiada com pino de fixacdo colocado entre os dentes incisivos. A &rea de
interesse (lobo temporal) do encéfalo foi cortada no plano coronal, perpendicular
ao plano de Frankfurt (plano definido pela linha reta que passa através dos meatos
auditivos externos e a borda inferior das 6rbitas oculares). Seguiu-se a retirada do
encéfalo, com as regides encefdlicas de interesse sendo seccionadas em
vibrdtomo (Vibratome Sectioning System, Pelco 120), em plano coronal em fatias
de 100um de espessura.

3.7 - Imunohistoquimica para marcacao de Micréglias

A imunomarcacdo com anticorpo policlonal (anti-lbal, #019-19741; Wako
Pure Chemical Industries Ltd., Osaka, Japan) dirigido contra a proteina
adaptadora ligante de calcio ionizado Iba-1, um marcador seletivo para
microglia/macréfagos (Figura 9) (Ito et al., 1998).

Para imunomarcacdo as seccOes foram tratadas para recuperacao
antigénica flutuando livremente em uma solucdo de &cido boérico 0,2 M pH 9.0,
durante 60 minutos a 65-75°C, resfriadas a temperatura ambiente no mesmo
tampao e entdo lavadas em tampao fosfato/salina (PBS) 0,1M pH 7.2 — 7.4 trés
vezes por 5 minutos. A seguir foram imersas por 1 hora na caseina a 10%,
lavadas em PBS e entdo incubadas no anticorpo primario anti Iba-1 (2ug/ml em
PBS), por trés dias a 4° C com agitacdo suave e continua. ApOs essa etapa as
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seccoes foram lavadas novamente em PBS e imersas em solugdo contendo o
anticorpo secundario por 12h (cabra anti-coelho 1:250 em PBS, Vector
Laboratories). Inativamos a peroxidase enddégena imergindo as sec¢des em uma
solucdo a 30% de peroxido de hidrogénio em PBS durante 15 minutos. As
seccoes foram lavadas em PBS trés vezes por dois minutos e entéo transferidas
para uma solucdo de avidina-biotina-peroxidase (ABC) diluida em tampao fosfato
0.1M, pH 7.2 — 7.4 e ap6s uma hora foram lavadas novamente em PBS por trés
vezes durante dois minutos e incubadas na solucdo de glucose-
oxidase/DAB/Niquel (0.6 mg/ml diaminobenzidina; 2,5 mg/ml de cloreto de niquel e
amonio e 0,1 mg/ml de glucose oxidase (GND) (Shu, Ju e Fan, 1988). A solugéo
de GND foi utilizada para acentuar o contraste entre os sitios de marcacéo e a
coloracdo de fundo inespecifica através da utilizacdo do niquel, e a0 mesmo
tempo diminuir a velocidade da reacéo pela liberacdo lenta de oxigénio nascente
permitindo maior controle dos resultados. A confirmacdo da especificidade da
reacao foi feita pela remoc¢éo do anticorpo priméario, o que resultou na auséncia de
imunorreatividade nas secc¢des (Saper e Sawchenko, 2003).

A Figura 09 ilustra em baixo aumento o resultado da imunomarcacgao
seletiva para micréglia em uma série anatdmica de sec¢Bes ordenadas no eixo
antero-posterior (A-F). As microglias para reconstrucado foram selecionadas de
cada seccdo de modo a garantir que diferentes regides no eixo AP tivessem a
mesma probabilidade de contribuir para a amostra.
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Figura 09. Fotomicrografias do Giro Denteado e Hipocampo do sujeito “M”. Sec¢des coronais imunomarcadas
com anticorpo anti-lbal. As sec¢des rostrais (A-D) e caudais (E-F). GD = Giro Denteado; CA1 e CA3 = Corno
de Amon 1 e 3). Escala = 500 pm.
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3.8 - Morfometria Baseada em Reconstrucéo Tridimensional

Para a reconstrucao tridimensional das micréglias utilizamos o0 microscopio
optico (Eclipse 80i, NIKON) com platina motorizada e conversores anélogo-digitais
(MAC6000 System, Ludl Electronic Products, Hawthorne, NY, USA) para registro
digitalizado da informacédo relativa as coordenadas espaciais (X, Y, Z) de cada
ponto da reconstrucdo. Esse sistema é acoplado a microprocessador que controla
0s movimentos da platina com auxilio de programa especializado (Neurolucida,
Microbrightfield, Williston, VT, USA) e estoca as coordenadas dos pontos de
interesse. No sentido de se evitar ambiguidades na identificacdo dos objetos de
interesse e garantir maior precisdo nas reconstrugcdes, a objetiva de 4,0x era
substituida por outra PLANFLUOR, 100X (NA 1.3; DF = 0.2 um; Nikon, Japan)
utilizada para as reconstruc¢des tridimensionais realizadas.

O estudo morfologico fornece dados para uma analise qualitativa e
quantitativa e permite também a determinagcdo da distribuicdo dos objetos de
interesse reconstruidos (Acsady et al., 1998).

Parametros de medida para carateristicas individuais geralmente podem ser
divididos em quatro classes: medidas de tamanho, forma, posi¢do e brilho.
Medidas de tamanho como area projetada, perimetro e comprimento sao
razoavelmente familiares a experiéncia humana. Ao contrario do tamanho que se
pode estimar quantitativamente com certa facilidade, a forma € um conceito mais
abstrato onde é necessario muitas vezes utilizar comparagdes para caracterizagdo
dos contornos de um objeto. A maioria das medidas de forma sdo combinacdes
adimensionais de medidas de tamanho. Um parametro de forma que é
relativamente familiar a experiéncia humana é a excentricidade (do inglés: “aspect
ratio”), que é calculado como comprimento =+ largura.

O reciproco deste parametro tem sido empregado por muitos anos em
trabalhos antropométricos designado como indice cefalico. Outro parametro de

forma amplamente utilizado em analise de imagens € o fator de forma, calculado
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como 4m x drea <+ perimetro?. O fator de forma para um circulo perfeito é de 1.0.

Qualquer outra forma terd maior perimetro para a mesma area e o fator de forma
descreve esse aumento.

Para um quadrado o fator de forma (do inglés “form factor”) é de 0.785 e
para formas mais irregulares ele se torna bem menor. Uma flor com muitas pétalas
ou uma seccao transversal de microvilosidade intestinal deve ter um fator de forma
de 0,05 ou menos.

A esfericidade é muito parecida com o fator de forma (Figura 11). E
calculada como 4w x area + diametro max. Que mais uma vez é a formula da
area do circulo onde o valor 1 corresponde a um circulo perfeito. Mas em vez de
utilizar o perimetro, a esfericidade usa o maior didmetro da estrutura, isso torna
esta grandeza mais sensivel a quao alongada é a estrutura ao invés de o quao
irregular é seu perimetro. Nao é incomum encontrarmos formas que variam
independentemente em sua esfericidade e fator de forma (“form factor”). A
esfericidade detecta, portanto a variagdo no alongamento das estruturas ao
mesmo tempo em que é relativamente insensivel a angulacdo. O fator de forma
pode discernir estruturas mais anguladas da esquerda das mais curvas da direita
e ao mesmo tempo ser insensivel ao quanto uma estrutura € alongada (Figura 11).

A compacidade é a medida morfométrica definida da seguinte maneira:

/4/71 x area =+ diametro max.

Outro parametro de medida utilizado nesta investigacao € a solidez que é a
relacdo entre a area circular projetada (area do circulo que melhor se adapta a
figura em andlise) dividida pela parte da area da figura que faz intersec¢do com a
area circular projetada; A convexidade é a razdo entre perimetro do contorno
convexo (contorno que especifica 0 menor poligono convexo no qual o objeto
pode ser colocado) e o perimetro (Russ e Rovner, 1989). O angulo planar (Figura
12) é definido como o par de angulos que duas ou mais ramificacdes fazem com o
ramo parental que Ihes deu origem. Informacdo detalhada de cada uma dessas

medidas pode ser obtida em: http://www.mbfbioscience.com/neurolucida
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As reconstrugt”)es das micréglias foram feitas a partir do giro denteado do

Cebus apella, mais especificamente da sua camada molecular do giro denteado e
do lacunosum molecular de CA1l. Foram selecionadas para reconstrugao apenas
as micréglias que apresentavam terminacdes completas seguindo ensaio de
busca ao acaso dirigida pelo experimentador. Microglias seccionadas durante o
corte foram excluidas. Aplicamos correcdo para retragdo induzida pelo
processamento histolégico nos dados da morfometria de forma linear para todos
0S grupos experimentais exclusivamente para o eixo z, onde, presumiu-se 75% de
retracao tal como previamente sugerido (Carlo, C. e Stevens, C., 2011). Foram
reconstruidas 580 micrdglias no total, distribuidas da seguinte forma: 147 e 145
nos tercos externo e médio da camada molecular do giro denteado
respectivamente e 188 no lacunosum molecular de CAl. Essas células foram
submetidas a analise morfométrica realizada com o programa Neuroexplorer
(Microbrightfield, Williston, VT, USA).

Outros itens morfolégicos analisados estdo expressos na tabela 01. A
média aritmética e o0 desvio padrdao foram calculados para cada variavel

morfoldgica para todos 0s grupos experimentais.

Tabela 01 — Defini¢édo dos Parametros morfométricos analisados.

Area do Soma Area definida pelo contorno do corpo celular.

Convexidade Comprimento do envoltério convexo dividido pelo
comprimento do perimetro real. O envoltério convexo € um
contorno imaginario, no qual o angulo entre quaisquer dois
segmentos de linhas adjacentes € convexo, de tal forma que
este contorno imaginario se encaixa no contorno real o0 mais
préximo possivel.

NUumero de Protrusfes Soma do numero total de protrusdes (processos semelhantes
a espinhas) presentes em cada micréglia.

NUumero de Pontos de Soma total de todos os pontos de ramificagdo originando dois

Ramificagdes ou mais segmentos.

Namero de Finalizagbes Numero total de finalizacdes verdadeiras (que nao
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Comprimento dos
Ramos (segmentos)
Area de Seccédo
Cruzada dos Ramos
(segmentos)

Volume dos Ramos

(segmentos)

Tortuosidade

Angulo Planar

Diametro da Base do

Ramo Primario

Dimensao Fractal

interceptam o0s planos de corte das seccdes) de cada
microglia.

Soma dos valores do comprimento de todos 0sS ramos
(segmentos) pertencente a cada arvore microglial.

O inicio e o fim de cada segmento tem como raio o valor
determinado pelo tamanho da insercdo circular da cruz do
cursor usado durante o tracado. Para estima-la basta
multiplicar os valores dos raios pelo comprimento do
segmento. As = % (r1+1r2) x SQRT[(r1 —r2) x (r1 —r2) +
(L < L)], onde L = comprimento do segmento; R1 = raio no
inicio do segmento; R2 = raio no fim do segmento.

E calculado de acordo com a seguinte equacao:
V= % xxLx[(rlxrl)+(@r2xr2)+ (rl xr2)], onde:

L = comprimento do segmento; Rl=raio no inicio do
segmento. R2 = raio no fim do segmento.

A tortuosidade da arborizagdo microglial € a razdo entre o
comprimento de um ramo e a distancia entre 0os seus pontos
de finalizacdes (ver figura 10).

Angulo entre um a continuacg&o do ramo primario e 0s ramos
secundarios (ver figura 12).

O diametro do circulo contido na base da forma cilindrica do
primeiro ramo a sair do corpo celular.

Limite inferior do nimero de varidveis essenciais necessarias
para descrever a dindmica de um sistema; aqui ela
representa o grau de complexidade morfolégica da microglia

(ver figura 13).
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Figura 10. O valor da tortuosidade de um ramo microglial é definido pela razdo L/X onde L representa o
comprimento real do ramo microglial e X a menor distancia entre as extremidades do ramo em questao.

Extraida de Guerreiro-Diniz, 2013.

E Fator de Forma F Esfencidade
A .311 B .447 A.260 B .278

C 332 D 467 C 497 D .502
E .318 F 477 E .623 F .649

Figura 11. Figuras com variagdes em suas formas comparadas por seu fator de forma (“form factor”) e
esfericidade (“roundness”) (Russ e Rovner, 1989). Extraida de Guerreiro-Diniz 2013
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Figura 12. A geometria de um ramo é caracterizada pelo diametro dos ramos primarios (do), € dos ramos
secundarios (d;, d,) e pelos angulos planares formados entre esses ramos (a;,a,). Nés medimos esses
parametros em microglias de magaricos, ratos e macacos e compramos as diferengas interespecificas
(Shefi et al.. 2004). Fiaura extraida de Guerreiro-Diniz. 2013

Dimensao Fractal
1.30 1.39 1.55

Modelos Basicos
com
Ramificacoes
Retas

DB=1.29 Dp=1.40

Modelos
Correspondentes
com
Ramificacoes
Curvas

Ds=1.29 DB=1.37

Figura 13. A Dimensdo Fractal reflete a complexidade de padrdes de ramificagdo. As estruturas
ramificadas foram geradas por modelagem computacional de acordo com regras preestabelecidas. Em
cada nova ramificacdo a relagéo entre os comprimentos do ramo parental e do novo ramo foram alteradas
para mostrar como as propriedades dos ramos influenciam a dimens&o fractal e a dimenséo de caixa de
contagem. Em ambas as séries a direcdo permitida para o crescimento do ramo foi aleatéria. A Unica
diferenca entre as duas séries esta na curvatura permitida aos processos. Os valores para a dimensdo de
caixa de contagem sdo médias para grupos similares e ndo representam apenas os modelos mostrados na
figura. Modelado com o software Micromod Free (Karperien, 1999; Jelinek et al., 2002). Extraida de
Guerreiro-Diniz 2013.
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3.9 - Anédlise Estatistica

Um conjunto crescente de evidéncias sugere que existe variabilidade
biol6gica substancial entre diferentes individuos e isso € verdadeiro tanto para
ensaios comportamentais como para achados morfolégicos. Essa variabilidade
interindividual € expressa pela dispersdo da amostra. Para evitar tratamentos
baseados em medidas de tendéncias centrais (incluindo média e desvios) quando
da ocorréncia de altos niveis de variabilidade emprega-se a analise de
aglomerados (também denominada de analise conglomerados ou de aglomerados
ou de grupos). Essa analise é um tipo de estatistica multivariada que tem sido
aplicada a uma ampla variedade de abordagens comportamentais (Casarrubea,
Sorbera e Crescimanno, 2009) e em estudos morfolégicos incluindo o de
reconstrucdes tridimensionais (Rocha et al., 2007; De Oliveira et al., 2008; Viana
et al., 2013) sendo principalmente utilizada quando ndo ha nenhuma hipotese a
priori acerca da ocorréncia de conglomerados ou grupos na amostra (Bitsika,
Sharpley e Orapeleng, 2008; Casarrubea, Sorbera e Crescimanno, 2009; Hilborn
et al., 2009; Lane et al., 2009). Em linha com essas recomendac¢des detectamos
os perfis de dispersao através da analise de conglomerados identificando grupos
distintos dentro de nossa amostra selecionada para estudar a morfologia da
micréglia. A analise discriminante desses aglomerados permite identificar as
varidveis que mais contribuem para a discriminacdo dos grupos. Para tentar
identificar possiveis correlagfes entre a morfologia da microglia e o desempenho
comportamental aplicou-se o teste de ajuste curvas reunindo associando caso a
caso 0 desempenho comportamental através da taxa de aprendizado a suas
repectivas morfologias microgliais refletidas nas varidveis morfométricas. Para a
analise estatistica foram utilizados os Programas: BioEstat® 5.0; Statistical for
Windows® version 5.0 A; GraphPad Prism 5 for Windows®.

Em raras ocasifes valores extremos foram detectados e excluidos de todas
as amostras com base em analises da normalidade. A andlise de variancia
(ANOVA um critério) foi aplicada para estimar possiveis diferencas entre os

animais.
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3.10 - Fotomicrografias e P6s-Processamento de Imagens

Para obtencdo de fotomicrografias utilizamos camera digital (Microfire,
Optronics, CA, USA) acoplada a microscopio Nikon (Eclipse 80i, NIKON) sendo as
imagens pos-processadas com auxilio de software especializado (Adobe
Photoshop 7.0.1 C.S.2, San José, CA, USA) ajustando brilho e contraste. As
imagens das microglias fotografadas foram selecionadas a partir de reconstrucdes
cujos parametros morfométricos mais se aproximaram dos valores médios obtidos

para cada animal em particular.

4 - RESULTADOS

4.1 - Ensaios Comportamentais

A Figura 14 expressa o0s resultados comportamentais em taxa de
aprendizado calculado em funcdo do numero de tentativas para 0 sucesso ao
longo das sessbes de treino. Como se pode ver, os sujeitos “M” e “S” tém
desempenhos significativamente melhores do que os individuos “J’ e “F".
Enquanto os primeiros aprendem e lembram da posicdo do objeto com
desempenhos crescentes expressos pela redu¢do do numero de tentativas para o
sucesso apds 3 e 4 sessdes de treino respectivamente, os Ultimos sé atingem
valores sustentados de taxa de aprendizado na 132 e na 192 sessdes de treino

respectivamente.
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Figura 14. Taxa de aprendizado em funcdo do nimero de sessBes para os individuos F, M, S e J.

4.2 - Morfometria da Microglia no Lacunosum Molecular de CA1

A Figura 15 ilustra em representacdes graficas os valores médios, 0s erros
padrao respectivos e as diferencas significativas entre 0s parametros
morfométricos das microglias do lacunosum molecular de CA1 para os diferentes
sujeitos estudados. Nenhuma das variaveis morfométricas da microglia que
apresentaram diferencas significativas entre os individuos revelaram qualquer

correlacdo com o desempenho no teste de aprendizado e memoria espacial.
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Figura 15. Representac@es graficas dos valores médios e respectivos erros padrdo de 14 parametros morfolégicos da micrdglia dos sujeitos F, M, S e J que apresentaram
diferencas estatisticas significativas em CAL. Dez desses parametros se referem as diferencas morfométricas encontradas nas arvores da micrdglia (A-J) e outros cinco se
referem as diferengas encontradas nas medidas do soma (K-N). As cores distinguem cada um dos espécimens estudados e a posicao e as cores dos simbolos sobre as colunas
indicam a comparagdo que gerou a diferenca significativa apontada por eles.
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4.3 - Morfometria da Microglia nos Tercos Externo e Médio da Camada
Molecular do Giro Denteado

As Figuras 16 e 17 ilustram em representacfes graficas as diferencas entre
as médias de diferentes pardmetros morfométricos da micréglia dos tergos externo
e médio do giro denteado para os sujeitos F, M, S e J.

No que concerne ao terco externo (Figura 16) as microglias dos sujeitos F e
J apresentaram arvores microgliais com volume de ramos, area de superficie,
tortuosidade, &angulo planar, e didmetro da base do ramo primério
significativamente maiores do que os dos sujeitos M e S. Por outro lado os sujeitos
M e S apresentaram maior densidade de segmentos (segmentos/mm) do que 0s
sujeitos F e J. Em relacdo as medidas somaticas, foram igualmente maiores os
valores médios dos perimetros, das areas e do Feret Maximo dos somas
microgliais nos individuos F e J em comparacédo aos sujeitos M e S.

Em relacdo ao terco médio (Figura 17) a microglia dos sujeitos F e J
exibiram comprimento e volume médio dos ramos, numero de varicosidades,
tortuosidade, area de superficie e dimenséao fractal maiores do que os sujeitos M e
S. Da mesma forma que no tergco externo os valores meédios da densidade
segmentos foram maiores nos sujeitos M e S do que nos sujeitos F e J. Além
disso, as médias das medidas somaticas de perimetro, area e Feret Maximo foram

significativamente maiores nos sujeitos F e Jdo que em M e S.

Para acesso aos numeros absolutos associados as diferengas estatisticas
de cada parametro morfométrico da micréglia entre os sujeitos, incluiu-se nos
anexos 01, 02 e 03 as tabelas correspondentes aos dados de CALl, terco externo e
terco medio do giro denteado respectivamente.
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Figura 16: Representacfes graficas dos valores médios e respectivos desvios padrdo de 15 parametros morfoldgicos dos sujeitos F, M, S e J que apresentaram diferencas
estatisticas significativas na microglia do terco externo da camada molecular do giro denteado. Dez desses pardmetros se referem as diferengas morfométricas encontradas
nas arvores da microglia e outros 5 (A,C,J,0 e P) se referem as diferengas encontradas nas medidas do soma. As cores distinguem cada um dos espécimens estudados e a
posicdo e as cores dos simbolos de significancia sobre as colunas indicam a comparagao que gerou a diferenca significativa apontada por eles.
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Figura 17: RepresentacBes graficas dos valores médios e respectivos desvios padrdo de 20 parametros morfoldgicos dos sujeitos F, M, S e J que apresentaram diferencas
estatisticas significativas no terco médio da camada molecular do giro denteado. Onze desses parametros se referem as diferengas morfométricas encontradas nas arvores da
microglia e outros 9 (F, H, 1, J, K, L,M, N e O) se referem a diferencas encontradas nas medidas do soma. As cores distinguem cada um dos espécimens estudados e a posi¢do e

cor dos simbolos sobre as colunas indicam a comparacéo que gerou a diferenca significativa apontada por eles.
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4.4 - Andlise de Correlacado entre Desempenho no Teste de Aprendizado
Associado Pareado — TAP e Morfologia da Microglia

Da comparagcdo entre as microglias médias dos sujeitos F e J (piores
desempenhos cognitivos no TAP) e os dois outros sujeitos M e S (melhores
desempenhos), previamente apresentadas, torna-se evidente que a microglia
média tem parametros morfométricos muito diferentes entre aqueles e estes.

Quando se buscam possiveis correlagbes entre esses parametros
morfométricos com o desempenho no teste TAP encontram-se valores
significantes entre varios dos parametros das microglias dos tercos externo
(volume dos ramos, diametro da base do ramo primario, Ferret Min) e médio
(volume dos ramos, total de arvores, varicosidades, area do soma, Ferret Min e
Ferret Max) do giro denteado mas ndo com aqueles das micréglias do lacunosum
molecular de CAl. As Tabelas 2 e 3 reunem tais correla¢des indicando a sua
natureza, o valor do coeficiente de determinacdo e o valor de p para cada
parametro. Considerou-se como adequada todas as correlagbes onde o
coeficiente de determinac&o estimado foi R*= 89% e o valor de p < 0,05.

4.5 - Andlise de Agrupamentos e Discriminante da Morfologia da Micréglia
dos Tercos Externo e Médio da Camada Molecular do Giro Denteado

A Figura 18 ilustra a esquerda reconstrucdes tridimensionais de microglias
representativas dos tergos externo e médio da camada molecular do giro denteado
gue mais se aproximam dos valores morfométricos médios dos conglomerados
identificados nos sujeitos “F” e “M” (pior e melhor desempenhos no teste
comportamental respectivamente). A direita sdo apresentadas fotomicrografias
das células reconstruidas em trés dimensdes em varios planos de foco, separados
um do outro por 1um. As células escolhidas para ilustracdo sdo as que mais se
aproximam dos valores morfométricos médios de cada grupo definido pela analise

conglomerados.
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Tabela 2. Correlagbes entre a morfometria da micréglia do terco
externo (GDE) da camada molecular do giro denteado e os
desempenhos comportamentais.

Regresséo Regressdo Regressdo Regresséo
Linear Exponencial Logaritmica Geométrica

Volume dos Ramos

(R%) = ns ns ns 91.37%
(p) = ns ns ns 0.0441
Didmetro da Base do Ramo Priméario
(R%) = ns ns 94.43% 92.96%
(p) = ns ns 0.0282 0.0358
Ferret Min
(R)=  92.79% 93.25% ns ns
(p) = 0.0367 0.0343 ns ns

Tabela 3. Correlagbes entre a morfometria da micréglia do terco
médio (GDM) da camada molecular do giro denteado e os
desempenhos comportamentais.

Regresséo Regressdo Regressdo Regresséo

Linear Exponencial Logaritmica Geométrica
Volume dos Ramos
(RH=  92.79% 93.25% ns ns
(p) = 0.0367 0.0343 ns ns
Niumero de Arvores
(R)=  91.19% 92.41% 93.75% 94.29%
(p) = 0.045 0.0387 0.0317 0.029
Numero de Varicosidades
(R%) = ns ns 0.9158 ns
(p) = ns ns 0.043 ns
Area do Soma
(R)=  94.38% 94.44% 95.06% 95.26%
(p) = 0.0285 0.0282 0.025 0.024
Ferret Min
(R% = ns ns 92.41% 92.00%
(p) = ns ns 0.0387 0.0408
Ferret Max
(R%) = ns 89.56% ns ns
(p) = ns 0.0536 ns ns
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As Figuras 19 a 26 ilustram os resultados da andlise de conglomerados

para cada sujeito (F, M, S, J) empregando as variaveis para as quais se identificou
correlag@es significativas com o desempenho no teste de aprendizado e memaria
espacial. Para todos os animais empregou-se o0 modelo analitico que utiliza a
distancia euclidiana para medir a separacdo entre os grupos através de ligacbes
completas na analise.

As Figuras 19 e 20 ilustram os resultados da analise de agrupamentos para
as microglias dos tercos externo e médio da camada molecular do giro denteado
do sujeito F. Dois conglomerados foram obtidos a partir de analise multivariada
dos dados desse individuo, adotando-se as seguintes varidveis morfométricas:
angulo planar e volume de ramos para o terco externo e varicosidades, Ferret Min
e Max e volume dos ramos para o terco médio. O volume de ramos foi de longe a
varidvel morfométrica da reconstrugdo tridimensional da microglia que mais
contribuiu para a discriminacdo dos conglomerados em todos os individuos,
independente da fracdo laminar analisada (terco externo ou meédio). A microglia
gue mais se aproxima do valor médio de cada cluster para o sujeito F é
representada na figura como uma reconstrugéo tridimensional alinhada com o seu
respectivo conglomerado.

Seguindo essa mesma estratégia de analise representam-se nas Figuras 21
a 26 os resultados para as microglias dos tercos externo e médio da camada
molecular do giro denteado dos sujeitos M (Figuras 21 e 22), S (Figuras 23 e 24) e
J (Figuras 25 e 26). Note a formacao de dois aglomerados principais em todas as
analises e o envolvimento sistematico do volume dos ramos como a variavel de
maior poder discriminante em todos o0s casos. As andlises discriminantes
subsequentes das micréglias dos tercos externo e médio estdo ilustradas nas
Figuras 27 e 28. Para tanto empregou-se as variaveis morfométricas que
demonstraram correlacdo com o comportamento. Da analise do conjunto dos
dados representados em cores diferentes para cada sujeito nas Figuras 27 e 28,
torna-se aparente que os animais de melhor e pior desempenhos facilmente se

distinguem uns dos outros.
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Figura 18. Reconstrugdes tridimensionais e fotomicrografias de microglias representativas dos tercos externo e médio da camada molecular do giro denteado
que mais se aproximam dos valores morfométricos médios dos sujeitos “F” e “M”. A, B: Células médias dos tercos externo e médio da camada molecular do
sujeito “F”. C, D: Células médias dos tercos externo e médio da camada molecular do sujeito “M”. Fotomicrografias obtidas com objetiva de 100x em com
intervalo de 1 pm com escala: 25 pm e reconstrucdes tridimensionais com escala: 10 pm.

Escala: 25 pm.
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Volume dos Ramos
Angulo Planar

Wilks'
Lambda
0.914
0.326

DIAGRAMA DE 36 CASOS
LIGACAO COMPLETA
DISTANCIA EUCLIDIANA

Partial F-remove plevel Toler 1-Toler.
Lambda (1,33) " (R-Sqr.)
0.336 65.076 0.000 0.992 0.008
0.942 2.047 0.162 0.992 0.008

Figura 19. Representagdo grafica da analise de conglomerados das microglias do terco externo da camada molecular do giro denteado do sujeito F
empregando as variaveis morfométricas com correlacéo significativa com o desempenho no teste de aprendizado e memoria espacial (angulo planar e

volume de ramos).
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DIAGRAMA DE 36 CASOS
LIGACAO COMPLETA
DISTANCIA EUCLIDIANA

DISTANCIA DE LIGAGAO

Wilks' Partial  F-remove
Lambda Lambda 1,31)
Volume dos Ramos 0.752 0.309 69.391 ¥ 0.982

Toler.

Total Varicosidades 0.247 0.940 1.963 b 0.953
Feret Max 0.250 0.927 2431 E 0.740
Feret Min 0.246 0.945 1.789 i 0.743

Figura 20. Representacdo grafica da analise de conglomerados das microglias do terco médio da camada molecular do giro denteado do sujeito F
empregando as variaveis morfométricas com correlagdo significativa com o desempenho no teste de aprendizado e memoria espacial (varicosidades, Ferret
Min e Max e volume dos ramos). A micréglia que mais se aproxima da mcroglia média de cada conglomerado para o sujeito F é representada na figura
como uma reconstrucdo tridimensional alinhada com o seu respectivo agrupamento.
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DIAGRAMA DE 35 CASOS
LIGAGAO COMPLETA
DISTANCIA EUCLIDIANA

DISTANCIA DE LIGAGAO

5 M25 M23 M19 M28 M18

Partial F-remove p-level Toler. 1-Toler.
Lambda Lambda (1,32) (R-Sqr.)

Volume dos Ramos  0.949 0.218 115.037 0.000 0.865 0.135
Feret Min 0.218 0.949 1.728 0.198 0.865 0.135

Figura 21. Representagdo grafica da andlise de conglomerados das microglias do tergo externo da camada molecular do giro denteado do sujeito M
empregando as varidveis morfométricas com correlacéo significativa com o desempenho no teste de aprendizado e memdria espacial (Feret minimo e
volume de ramos). A microglia que mais se aproxima da microglia média de cada conglomerado para o ter¢o externo da camada molecular do giro
denteado do sujeito M é representada na figura como uma reconstrucdo tridimensional alinhada com o seu respectivo agrupamento.
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DIAGRAMA DE 38 CASOS
LIGAGAO COMPLETA
DISTANCIA EUCLIDIANA

DISTANCIA DE LIGAGAO

Wilks' Partial F-remove

Lambda Lambda (1,35)
Volume dos Ramos  0.983 0.228 118.554 0.000
Total Varicosidades 0.242 0.926 2.792 0.104

p-level

Figura 22. Representacdo grafica da analise de conglomerados das microglias do tergo médio da camada molecular do giro denteado do sujeito M
empregando as varidveis morfométricas com correlagdo significativa com o desempenho no teste de aprendizado e memdria espacial (nimero de
varicosidades e volume de ramos). A microglia que mais se aproxima da mcroglia média de cada conglomerado para o terco médio da camada
molecular do giro denteado do sujeito M € representada na figura como uma reconstrugdo tridimensional alinhada com o seu respectivo
agrupamento.
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DIAGRAMA DE 30 CASOS
LIGAGAO COMPLETA
DISTANCIA EUCLIDIANA

DISTANCIA DE LIGAGAO

Wilks' Partial F-remove
Lambda Lambda (1,28)
Volume dos Ramos 1.000 0.407 40.819 0.000 1.000

p-level Toler.

Figura 23. Representacdo gréafica da analise de conglomerados das micrdglias do terco externo da camada molecular do giro denteado do sujeito S
empregando as varidveis morfométricas com correlagdo significativa com o desempenho no teste de aprendizado e memoria espacial (volume de
ramos). A micrdglia que mais se aproxima da mcroglia média de cada conglomerado para o ter¢o externo da camada molecular do giro denteado do
sujeito S é representada na figura como uma reconstrugdo tridimensional alinhada com o seu respectivo agrupamento.
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DIAGRAMA DE 27 CASOS
LIGAGAO COMPLETA
DISTANCIA EUCLIDIANA

DISTANCIA DE LIGAGAO

Wilks' Partial F-remove

Lambda Lambda (1,24)
Volume dos Ramos 0.909 0.469 27192 0.000
N° de Arvores 0.451 0.944 1.418 0.245

p-level

Figura 24. Representacdo grafica da andlise de conglomerados das micréglias do terco médio da camada molecular do giro denteado do sujeito S
empregando as varidveis morfométricas com correlagdo significativa com o desempenho no teste de aprendizado e memdria espacial (nimero de
arvores e volume de ramos). A micrdglia que mais se aproxima da mcrdglia média de cada conglomerado para o terco médio da camada molecular
do giro denteado do sujeito S é representada na figura como uma reconstrucao tridimensional alinhada com o seu respectivo agrupamento.
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DIAGRAMA DE 32 CASOS
LIGAGAO COMPLETA
DISTANCIA EUCLIDIANA

DISTANCIA DE LIGAGAO

Wilks' Partial F-remove
Lambda Lambda (1,29)
Volume dos Ramos 0.906 0.520 26.743 0.000

p-level

Angulo Planar 0.532 0.886 3.741 0.063

Figura 25. Representacdo grafica da analise de conglomerados das microglias do terco externo da camada molecular do giro denteado do sujeito J
empregando as variaveis morfométricas com correlagdo significativa com o desempenho no teste de aprendizado e meméria espacial (angulo planar
e volume de ramos). A micrdglia que mais se aproxima da mcréglia média de cada conglomerado para o terco externo da camada molecular do giro
denteado do sujeito J é representada na figura como uma reconstrucéo tridimensional alinhada com o seu respectivo agrupamento.
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DIAGRAMA DE 33 CASOS
LIGACAO COMPLETA
DISTANCIA EUCLIDIANA

B

DISTANCIA DE LIGAGAO

Wilks' Partial F-remove
Lambda Lambda (1,30)
Volume dos Ramos  0.887 0.451 36.507 0.000 0.999

p-level Toler.

Total Varicosidades 0.418 0.958 1.314 0.261 0.999

Figura 26. Representacdo grafica da analise conglomerados das micrdglias do terco médio da camada molecular do giro denteado do sujeito J
empregando as varidveis morfométricas com correlagdo significativa com o desempenho no teste de aprendizado e memdria espacial (nimero de
arvores e volume de ramos). A micréglia que mais se aproxima da mcrdglia média de cada conglomerado para o terco médio da camada molecular
do giro denteado do sujeito J é representada na figura como uma reconstrucao tridimensional alinhada com o seu respectivo agrupamento.
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As figuras 27 e 28 ilustram em representacdes graficas a distincao entre os
grupos de microglia do terco externo e médio da camada molecular do giro
denteado e as respectivas variaveis que os distinguem reveladas pela Analise

discriminante.

Analise Discriminante

1.56—

OGrupo 1 .

1.0—

AGrupo 2

<>Grupo 3 |

1.5

.Grupo 4

O

-1.0——

Wilks' Partial F-remove p-level Toler.  1-Toler.
Lambda Lambda (3,127) (R-Sqr.)

Didmetro da Base (um)  0.541420 0.835699 8.322888 0.000043 0.646878 0.353122
Volume dos Ramos (um3) 0.523945 0.863571 6.687909 0.000315 0.646051 0.353950
Angulo Planar 0.487706 0.927738 3.297345 0.022672 0.994877 0.005123

Figura 27. Analise discriminante para ilustrar em representacdo grafica a distin¢do entre os grupos de
microglia do ter¢o externo da camada molecular do giro denteado para os 4 animais. Os grupos 1, 2, 3 e
4 correspondem respectivamente as micrdglias do animal F, M, S e J. Note a maior concentragdo dos
pontos correspondentes aos animais S (laranja) e M (azul) a esquerda e a maior dispersdo a direita dos
pontos correspondentes aos animais F (verde) e J (cinza) respectivamente. As variaveis discriminantes
e seus niveis de significancia respectivos estdo indicadas na tabela.
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Analise Discriminante

477
|
@rupo1 3__
AGruch
i |
Ocrupoi-! 5 6
.3rupo4 Qz__ ﬁ .
3
Wilks' Partial  F-remove  p-level Toler. 1-Toler.
Lambda Lambda  (3,126) (R-Sqr.)
XI‘::]L;;“E"OS Ramos 0.721042 0.908979 4.205674 0.007141 0.884401 0.115599
Feret Max(um) 0.736220 0.890240 5178303 0.002085 0.126195 0.873805
Total Varicosidades 0.684834 0.957038 1.885407 0.135401 0.919250 0.080750
Area(um?) 0.703437 0.931728 3.077554 0.030030 0.083282 0.916718
Feret Min(um) 0.684782 0957111 1.882082 0.135962 0.320051 0.679949

Figura 28. Andlise discriminante para ilustrar em representacdo gréfica a distingdo entre os grupos de
microglia do terco médio da camada molecular do giro denteado para os 4 animais. Os grupos 1, 2, 3e 4
correspondem respectivamente as micréglias do animal F, M, S e J. Note a maior concentracdo dos
pontos correspondentes aos animais S (laranja) e M (azul) a esquerda e a maior dispersdo a direita dos
pontos correspondentes aos animais F (verde) e J (cinza) respectivamente. As variaveis discriminantes e
seus niveis de significancia respectivos estdo indicadas na tabela.
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5 - DISCUSSAO

No presente trabalho estudamos o desempenho comportamental em teste
de memodria espacial da bateria Cambridge de testes neuropsicologicos (CANTAB)
em 4 exemplares da espécie Cebus apella, um macaco do Novo Mundo com
notéaveis habilidades cognitivas. Embora todos os individuos tenham sido capazes
de aprender e lembrar a localizacado espacial do objeto, encontramos resultados
bastantes diferentes na taxa de aprendizado utilizando o teste de aprendizado
pareado. Dois dos exemplares (sujeitos M e S) demonstraram taxas de
aprendizado adequadas apés 3 ou 4 sessfes de treino enquanto 0os outros dois so
alcancaram niveis razoaveis de taxas de aprendizado na 132 (sujeito J) e 192
(sujeito F) sessBes. ApOs 0Ss ensaios comportamentais os animais foram
sacrificados e a microglia dos tercos externo e médio da camada molecular do giro
denteado e do lacunosum molecular de CA1 do hipocampo foi reconstruida por
microscopia tridimensional. Apés anélise morfométrica detalhada foi demonstrada
forte correlagdo entre a morfologia da micréglia da camada molecular do giro
denteado e os desempenhos comportamentais. Apesar de terem sido detectadas
diferencas significativas na morfologia da micréglia do lacunosum molecular de
CAl dos diferentes sujeitos, nenhuma correlacdo foi encontrada entre sua
morfologia e o desempenho no teste PAL. Esses achados séo coerentes com o
fato de que a aquisicdo e consolidacdo de certas tarefas comportamentais
envolvendo aprendizado e memdéria espacial exigem remodelamento sinaptico
hipocampal regional especifico sendo o giro dentedo essencial para essa tarefa
(O'malley et al., 2000).
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5.1 - Memoéria Espacial no Cebus apella

Obter evidéncia convincente da utilizacdo de memoria espacial para busca
de fontes de comida em animais selvagens € dificil porque o observador
raramente sabe acerca das fontes de comida tanto quanto sabem 0s animais e a
habilidade de detectar novas fontes ndo é em geral medida por limitacdes
similares (Janson, 1998). A utilizacédo de testes em cativeiro entretanto responde
prontamente a essas limitagfes deixando inequivocas evidéncias de habilidades
compativeis com essas tarefas, particularmente quando a exploracédo dos objetos
é feita em pequena escala espacial (Tavares e Tomaz, 2002; Resende, Tavares e
Tomaz, 2003; Poti e Saporiti, 2010). Até o presente ndo é do nosso conhecimento
que a espécie Cebus apella tenha sido testada em suas habilidades mneménicas
espaciais empregando o aprendizado associado pareado da bateria CANTAB, um
teste largamente empregado para avaliagdo de declinios cognitivos durante o
envelhecimento normal ou patolégico, tanto no macaco Rhesus quanto em
humanos (Smith et al., 2013). Assim os resultados do presente trabalho revelam
pela primeira vez nessa espécie ensaios comportamentais bem sucedidos em
teste de aprendizado e memoria com essa bateria, permitindo a comparacéo de
seu desempenho com macacos do Velho Mundo e humanos (Nagahara, Bernot e
Tuszynski, 2010). Eles confirmam resultados anteriores de que o Cebus apella
reune todo o substrato comportamental necesséario a utilizagdo de memodria
visuoespacial como instrumento de busca de objetos de interesse tanto em
pequena escala (tela sensivel de um computador), quanto em grande escala
(durante o forrageamento) (Garber e Paciulli, 1997; Janson, 1998; Poti e Saporiti,
2010; Pan et al., 2011) e que seu deslocamento espacial ndo se faz ao acaso
(Boyer, Crofoot e Walsh, 2012). Esses achados comportamentais respeitadas
pequenas variacdes nas propor¢ces volumeétricas regionais do hipocampo, sao
coerentes com o fato de que a organizacdo da formacao hipocampal do Cebus
apella (Guerreiro-Diniz, C et al., 2010) o substrato morfofuncional essencial a
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formacéo de memorias é similar a dos macacos do Velho Mundo (Amaral e
Lavenex, 2007) e humanos (Clark e Squire, 2013).

5.2 - A Contribui¢céo do Giro Denteado para Melhorar a Resolugéo da

Memoaria Espacial (Separacéo de Padrbes Ambiguos)

Para entender o papel do giro denteado nesse processo de melhorar a
resolugdo da memoria espacial € util retomar o padréo de projecdes da formacéao
hipocampal e sua relacdo com as projecdes uni e polimodais do neocortex. A
Figura 29 sintetiza esses circuitos. Como indicado no diagrama acima o cortex
entorrinal é a principal fonte de informacdo que a formacdo hipocampal usa para
executar suas func¢des. Tendo em vista que o giro denteado € o alvo principal dos
terminais dessa projecdo é razoavel considerar o giro denteado como o primeiro
passo no processamento que culmina com a formacdo de memoria episddica
(Amaral, Scharfman e Lavenex, 2007).

De particular interesse para o presente trabalho é o fato recentemente
descoberto de que os novos neurdnios gerados na camada subgranular do giro
denteado recebem através das células alvos da via perfurante localizadas na
camada molecular do giro denteado (“MOPP cells”) contatos sinapticos inibitorios
e que a estimulacao da via perfurante resulta na ativacdo daquelas, que por sua
vez imprimem forte inibicdo sobre os neurbnios granulares (Li et al., 2013). Além
disso, tanto por conta das propriedades intrinsecas das células granulares quanto
por circuitos GABA-érgicos locais reforgados por sinapses quimicas e juncdes em
fenda de células neurglialformes GABA-érgicas da camada molecular (Armstrong
et al.,, 2011), as aferéncias fortemente excitatorias provenientes do cortex
entorrinal disparam apenas umas poucas células granulares que enviam seus
impulsos em direcdo a CA3. Esse disparo esparso das células granulares tal como

se vera adiante é importante para a separacdo de padrdes (Leutgeb e Moser,
2007) e codificacao de informacéo espacial (Moser, Kropff e Moser, 2008).
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Figura 29. Representacdo esquematica das conexfes do sistema de memdria de reconhecimento da
localizacdo espacial e da forma dos objetos envolvendo o lobo temporal medial. O hipocampo aqui
incluindo o giro denteado (GD), CA3, CAl e o subiculum (S) estd em situacdo anatdmica eleita para
receber de modo organizado informagdo previamente processada de diferentes areas neocorticais que
convergem para trés areas corticais temporais denominadas entorrinal, perirrinal e parahipocampal (no
rato posrrinal). De uma forma simplificada o diagrama ilustra a entrada no hipocampo a partir das
camadas Il e Il do cortex entorrinal. Uma vez no hipocampo a informacéo flui de maneira unidirecional
através do circuito trisindptico: giro denteado, CA3 e CAL (via perfurante) ou diretamente para CAl a
partir da camada Il do cortex entorrinal (via témporo-aménica). De CAL diretamente, ou através do
subiculum o circuito se fecha de volta ao cortex entorrinal fazendo sinapses com as camadas profundas.
Figura adaptada de Clark e Squire, 2013 (Clark e Squire, 2013).
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Para entender o racional subjacente ao papel do giro denteado na
separacdo de padrbes ambiguos e melhoria da resolu¢cdo da memoria espacial, é
atil rever brevemente esse conceito ilustrado na Figura 30. Para compreender
esse papel e sua contribuicdo para o reconhecimento da localizagcédo espacial de
objetos de forma contextual dois aspectos dos circuitos relacionados precisam ser
considerados: 1) o ndmero muito maior de neurbnios no giro denteado em
comparacdo com CA3 e com o cortex entorrinal, onde cada célula granular faz
sinapse com ndo mais do que uma duazia de neurdnios piramidais em CAS3; 2)
sinapses musgosas maiores localizadas na vizinhanca dos somas das células
piramidais de CA3 e com poder de disparo de seus alvos. Além disso é necessario
lembrar do ponto de vista funcional que a populagdo de células granulares
permanece sob forte inibicdo tbnica induzida por receptores GABA-érgicos
ativados continuamente pelo GABA extrasinaptico (Arima-Yoshida, Watabe e
Manabe, 2011), o que permite apenas excitacdo global esparsa e que essa
inibicdo € essencial para codificacdo de informacdo necesséria a separagdo de
padrdes espaciais ambiguos.
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Figura 30. Sumario dos conceitos relacionados a hip6tese da separacdo de padrées. A — Contribuicdo do
giro denteado para a separacao de padrdes (codificacdo esparsa, inibicdo intensa e sinapse esparsa das
fibras musgosas). B — Conceito computacional da separacdo de padrdes. C — Exemplo comportamental da
separacdo de padrdes. D — Exemplo eletrofisioldgico da separagdo de padrdes. Figura adaptada a partir de
Aimone e colaboradores (Aimone, Deng e Gage, 2011).
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Por outro lado, demonstrou-se gue a integridade do giro denteado mas nao

a de CALl é essencial para a discriminacao de objetos semelhantes em contextos
diferentes (Aimone, Deng e Gage, 2011). Para essa fungdo os novos neurdnios
granulares oriundos de atividade neurogénica da camada subgranular do giro
denteado do adulto também contribuem (Sahay et al., 2011). De acordo com essa
proposta a neurogénese continua do adulto permite uma combinacdo de sinais
gue partem do giro denteado em direcdo a CA3 a partir de uma populagéo de
neurbnios granulares jovens que recebem numerosos inputs corticais e que
codificam a maioria dos padrbes do ambiente com menor acuidade espacial e
outra populacdo de neurdnios granulares maduros que codificam parametros
decisivos de eventos experimentados previamente com maior resolucdo. Essas
duas populacdes trabalhando em conjunto sdo capazes de maximizar a
informacéo codificada. Em sintese a hipotese prediz que os neur6nios imaturos do
giro denteado proporcionam uma representacado densa de baixa especificidade da
maioria dos inputs corticais enquanto que 0s neurdnios granulares maduros
proporcionam representacdo esparsa mas de alta especificidade, agindo uma e
outra, de forma complementar (Aimone, Deng e Gage, 2011).

5.3 - Plasticidade Singptica e Micrdglia na Camada Molecular do Giro

Denteado: Implica¢cdes funcionais de morfologias especializadas

A formacdo de novas sinapses (plasticidade estrutural) na camada
molecular do giro denteado (Scully et al., 2012) e a micréglia dessa camada em
particular (Rodriguez et al., 2013) parecem estar relacionadas. De fato a microglia
estd envolvida no remodelamento sinaptico associado ao aprendizado e pelo
menos parte desse remodelamento decorre por conta da neurogénese na camada
subgranular onde o0s precursores neuronais migram e se diferenciam em
neurbnios para serem integrados aos circuitos pré-existentes. Esse processo
migratério € dependente da sintese de quimiocinas especificas e uma das mais

7

importantes € a fractalina (CX3CL1) que é constitutivamente produzida pelos
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neurbnios saudaveis e que mantem a ativacdo da microglia inibida através da

ativacdo do receptor microglial CX3CR1. O receptor CX3CR1 é expresso
exclusivamente pela micréglia no SNC e sua expressao na micréglia da camada
molecular do giro denteado parece essencial para a migracdo dos novos
neurbnios e sua inser¢cdo nos circuitos pré-existentes (Maggi et al., 2011;
Sanchez-Alcafiiz et al., 2011). A ativacdo desse receptor tal como demonstrado a
partir de estudos comparativos de camundongos knockouts e selvagens é
igualmente essencial para o aprendizado e memdria espacial hipocampo-
dependente, assim como para o aprendizado motor e isso parece estar
relacionado a sua contribuicdo para a plasticidade sinaptica (Rogers et al., 2011).
Por outro lado, a micrdglia associada a resposta inflamatdria também
contribui para a regulacao das conexdes sindpticas funcionais de novos neurdnios
no cérebro adulto alterando a plasticidade sinaptica. Nessa situagdo o receptor
CX3CR1 diminui sua expressao e o perfil microglial muda para o pré-inflamatorio e
o0 ambiente inflamatério por sua vez aumenta o input sinaptico inibitério sobre os
Nnovos neurdnios granulares em comparacdo com os neurénios maduros (Jakubs
et al., 2008). Ndo se sabe entretanto se as mudancas na plasticidade sinaptica
associadas ao ambiente inflamatorio, contribuem para mitigar ou piorar as
disfunc¢des cognitivas associadas ao ambiente inflamatério (Jakubs et al., 2008).
No presente trabalho encontramos diferencas marcantes na morfologia da
microglia do hipocampo e do giro denteado encontrando forte correlagcédo entre os
parametros morfométricos e o desempenho no teste do PAL para aquelas da
camada molecular do giro denteado. Esses achados parecem coerentes com
evidéncias de que a morfologia da micrdglia pode ser utilizada para caracterizar
mudancas em seu estado funcional (Karperien, Ahammer e Jelinek, 2013) e que
isso esta associado a uma combinacédo de influéncias extracelulares que incluem
atividade neuronal (Tremblay, Lowery e Majewska, 2010; Tremblay et al., 2011;
Wake, Hiroaki, Moorhouse, Andrew J e Nabekura, Junichi, 2011; Wake et al.,
2013), sinalizacdo por quimiocinas (Liang et al., 2009) e sinalizacao purinérgica
(Davalos et al., 2005; Dibaj et al.,, 2010; Fontainhas et al.,, 2011; Ohsawa e
Kohsaka, 2011). Dentre essas influéncias a atividade neuronal emerge como uma
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excelente candidata a reguladora da fisiologia microglial dado que entre as

funcdes microgliais estdo a manutencédo das sinapses e a liberacdo de fatores
troficos (Wong, Wang e Li, 2011). Essa regulacdo portanto estaria sincronizada
com o0s niveis da atividade neural onde um aumento da neurotransmissado
ionotropica glutamatérgica induziria alteracdes morfologicas distintas daquelas
associadas ao aumento da atividade GABA-érgica, através da liberacdo extra-
celular de ATP (Fontainhas et al., 2011; Wong, Wang e Li, 2011). Esse controle da
morfologia microglial por diferentes formas de neurotransmissdo € exercido
rapidamente (em minutos) e parece depender de comunicacdo reciproca entre
microglia e neurdnio contribuindo para manutencao da homeostase do SNC.

Uma outra questdo relevante € o de que os tercos externo e médio da
camada molecular do giro denteado recebem seus inputs da via perfurante lateral
e medial respectivamente e essa vias convergem sobre os dendritos das células
granulares do giro denteado onde suas sinapses parecem competir e cooperar em
funcdo das distancias diferentes que as separam do soma das células granulares
(Hayashi e Nonaka, 2011).

No presente trabalho os achados de correlacdo entre a morfologia das
microglias e o desempenho cognitivo foram mais significativos no terco médio da
camada molecular do giro denteado onde presumivelmente a atividade da via
perfurante seria mais intensa em funcdo da natureza da estimulag&o visuoespacial
empregada no teste de aprendizado associado pareado. De fato os animais com
melhor desempenho nesse teste revelaram em média micréglias com volumes
menores, ramos mais delgados e menos tortuosos, maior densidade de
segmentos assim como diametros, perimetros e areas do soma menores do que
os dos animais com pior desempenho.

Ainda que tais evidéncias sejam indiretas, pelo menos dois tipos
morfolégicos foram distinguidos pela andlise de conglomerados em todos os
animais, tendo sido encontrado distribuicao relativa de cada qual nos dois grupos
de cada sujeito bastante diferente. Dentre todas as variaveis empregadas para a
analise discriminante, o volume dos ramos foi partilhado por todos os animais

como sendo a variavel de maior significancia para a distincdo dos grupos

78



Tjgg‘v PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM ® ® > o
« .

4_, NEUROCIENCIAS &

= BIOLOGIA CELULAR 01‘

morfolégicos e os animais de melhor desempenho apresentaram um predominio

de microglias com menor volume de ramos em comparacdo com os de pior
desempenho.

E necessario entretanto em etapa posterior investigar empregando método
estereol6gico com dupla marcagdo imunohistoquimica para IBA-1 e para fatores
neurotroficos microgliais como por exemplo o IGF-1 (do inglés Insulin-lke growth
fator 1) qual a proporcao relativa de microglias duplamente imunomarcadas para
IGF-1 e IBA-1 em relagéo a populacao global de micréglias nessas camadas. Essa
dupla imunomarcacao distinguiria a microglia associada a neurogénese (Choi et
al., 2008; Kohman et al., 2012) em relacdo ao numero total de micréglias em cada
grupo permitindo validar quantitativamente o presente ensaio.

Em sequéncia seria igualmente relevante investigar a taxa de neurogénese
nos diferentes animais empregando duplacortina para estabelecer possivel
correlacdo entre neurogénese, morfologia microglial e o desempenho na tarefa de
aprendizado e memodria visuo-espacial. De fato, em artigo recente, Sahay e
colaboradores demonstraram inequivocamente que camundongos com
neurogénese aumentada tem maior capacidade de distinguir padrbes espaciais
ambiguos e que o aumento da neurogénese em si mesmo seria suficiente para

esse ganho funcional (Sahay et al., 2011).

5.4 - Limitagdes Técnicas

No presente trabalho a andalise multivariada empregando os parametros
morfométricos da micrdglia revelou pelo menos dois grupos de micréglia
morfologicamente distintos na camada molecular do giro denteado em todos os
animais e por conta disso nés sugerimos que a contribuicdo funcional de cada um
desses grupos morfolégicos de micrdglias pode ser diferente e que possiveis
desequilibrios em sua distribuicdo e frequéncia pode ser um indicador de
desequilibrios funcionais com repercussdes cognitivas. Como nao foram

realizadas estimativas estereoldgicas para definir o nimero total de cada um deles
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é dificil estabelecer correlagdo direta com seus numeros restando por ora

distingui-los morfologicamente. Entretanto, como os critérios para escolha da
microglia reconstruida foram homogéneos, o niumero de elementos selecionados
para reconstrucao bastante amplo (580 no total, 188 no lacunosum molecular de
CAl e 147 e 145 nos tergcos externo e médio da camada molecular do giro
denteado) sendo a selecao nas camadas feita ao acaso, é razoavel supor que nao
ha a priori, viés amostral induzido pela escolha dos objetos de interesse entre os
sujeitos.

E igualmente importante chamar atencdo para as limitacbes técnicas
associadas ao processamento do tecido utilizado para imunomarcacao seletiva
para microglia em sua reconstrucao tridimensional. Impostas pela fixagdo e pelos
fatores mecanicos associados ao seccionamento do encéfalo dos animais, assim
como pelo subsequente processo de desidratacdo, o tecido sofre retracdo nao
uniforme no eixo z em comparagcdo aos eixos X-y prontamente evidente nas
seccOes montadas em [amina (Hosseini-Sharifabad e Nyengaard, 2007).

Assim as estimativas de possiveis modificagbes nos eixos x/y apdés o
processo de desidratacdo ndo podem ser extrapoladas linearmente para o eixo z.
Essa impossibilidade dificil de ser circunscrita por sua influéncia multifatorial,
impOe limitacbes que precisam ser consideradas quando analisando o conjunto
dos dados aqui apresentados. Entretanto é preciso realcar que uma indicagdo
segura da ocorréncia de retracdo severa do eixo z € a ondulagéo frequente dos
ramos retraidos, normalmente mais evidentes na superficie das sec¢des, o que
indica que os processos individuais n&o retraem de forma homogénea como um
todo, mas refletem variacdes de retracao regionais da fatia que tendem a ser de
maior amplitude na superficie, decrescendo em profundidade no eixo z. Esse
padrdo, entretanto, ndo foi observado nas microglias eleitas para reconstrucéo
neste estudo que normalmente foram selecionadas da regido média do eixo z,
onde o impacto dessas altera¢cées sdo menores.

Ensaios sisteméticos anteriores mostraram que a taxa de retracdo nos
eixos x-y é desprezivel e que é em média 75% menor do que a do eixo z (Carlo,
C. N. e Stevens, C. F., 2011). Para minimizar esse efeito imposto por tal retracéo
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assimétrica aplicou-se para cada microglia reconstruida fator de correcao linear

para o eixo z, na mesma proporc¢éo, e nenhum fator de correcéo para 0s eixos X-y.

No que concerne as correlacdes entre o comportamento e as variaveis
morfométricas da micréglia encontradas no presente trabalho, é bom ter em conta
que ainda que o coeficiente de determinac&o (R?) entre os testes comportamentais
e algumas das variaveis morfométricas da micréglia do presente trabalho seja
elevado, ele se refere a uma relacdo numérica entre as variaveis testadas, nédo
implicando necessariamente em uma relacdo de causa-efeito. No caso de
correlagdes néo lineares a interpretacéo dos resultados de R? deve ser feita com
cautela por conta da dificuldade com o cumprimento de alguns pressupostos
subjacentes aquele coeficiente (Ma et al., 2011). Para fins praticos ele significa a
porcentagem de variagdo comum entre as variaveis escolhidas para o teste de
correlacdo. Por outro lado o nivel de significancia p <0,05 implica que a
probabilidade da correlagdo ndo existir entre as variaveis morfométricas da
microglia e o desempenho nos testes comportamentais € quase nula validando os

modelos sugeridos.

Finalmente é preciso realcar o fato de que ndo € do nosso conhecimento
até o presente um unico trabalho sobre possivel correlagdo entre morfologia da
microglia e desempenho cognitivo, o que torna este trabalho original e pioneiro
nesse dominio, abrindo a possibilidade de inaugurar novas linhas de investigacéo

em busca dos mecanismos subjacentes.
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6 - CONCLUSOES

A partir de reconstrugdes tridimensionais da micréglia dos ter¢cos externo e
médio da camada molecular do giro denteado e do lacunosum molecular de CA1
do Cebus apella e utilizando procedimentos de estatistica multivariada identificou-
se a ocorréncia de pelo menos dois grandes grupos morfolégicos microgliais.

Aplicando-se o teste de aprendizado pareado da bateria CANTAB aos
mesmos animais empregados nas reconstrugdes tridimensionais mediu-se a
performance em aprendizado e memdria espacial buscando-se correlagcbes com
os parametros morfométricos da micréglia com a taxa de aprendizado de cada
qgual tendo sido encontrado significativas correlagdes, lineares e n&o lineares com
as microglias do giro denteado mas ndo com as de CAL.

Esses resultados ainda que de forma indireta abrem a possibilidade de
estender a micréglia uma possivel contribuicdo para o aprendizado e memdria

espacial, repertdrio funcional até entdo restrito aos astrocitos.
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ANEXO 1

Valores absolutos associados as diferencas estatisticas de cada parametro morfométrico da micrdglia entre os sujeitos, no lacunosum molecular de CAL.

MEDIA
6.795
7.026
6.214
7.876

MEDIA
46.820
45.986
49.669
47.079

MEDIA
0.926
0.920
0.883
0.924

ERRO
0.114
0.136
0.102
0.177

ERRO
0.599
0.774
0.782
0.632

ERRO
0.007
0.006
0.010
0.007

MEDIA
62.333
51.100
77.263
52.680

MEDIA
1.151
1.131
1.170
1.172

MEDIA
55.886
54.569
48.337
47.918

ERRO

3.332

3.151
11.652
2.502

ERRO
0.006
0.005
0.007
0.007

ERRO
2.248
2.393
2.326
2.308

MEDIA
188.429
127.396
147.237
132.209

MEDIA
1.059
1.040
1.058
1.052

MEDIA
6.980
6.652
6.563
6.294

ERRO
10.128
7.978
10.866
7.640

ERRO
0.005
0.005
0.006
0.004

ERRO
0.133
0.193
0.183
0.185

MEDIA
149.608
144.851
162.579
130.315

MEDIA
0.643
0.602
0.554
0.624

ERRO
2971
2.707
2.806
3.102

ERRO
0.020
0.019
0.023
0.019

MEDIA
858.041
661.637
795.356
720.450

ERRO
40.909
39.655
55.720
34.368

MEDIA
21.667
12.140
16.789
15.420

ERRO
1.849
0.944
1.231
0.753

MEDIA
6.196
6.720
6.974
5.000

ERRO
0.313
0.338
0.359
0.230
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ANEXO 2

Valores absolutos associados as diferencas estatisticas de cada parametro morfométrico da micrdglia entre os sujeitos, no terco externo da camada molecular do

giro denteado.

FDGE
MDGE
SDGE
JDGE

FDGE
MDGE
SDGE
JDGE

FDGE
MDGE
SDGE
JDGE

MEDIA
6.904
6.561
5.140
7.783

MEDIA
48.491
45.296
45.137
49.726

MEDIA
0.553
0.581
0.601
0.505

ERRO
0.200
0.132
0.176
0.231

ERRO
0.705
1.034
0.599
1.050

ERRO
0.023
0.023
0.028
0.019

MEDIA
1.098
0.767
0.697
1.030

MEDIA
1.167
1.129
1.095
1.155

MEDIA
0.680
0.715
0.703
0.624

ERRO
0.027
0.042
0.016
0.041

ERRO
0.009
0.008
0.004
0.008

ERRO
0.023
0.017
0.025
0.022

MEDIA
6.611
6.086
4.633
8.313

MEDIA
1.063
1.069
1.056
1.053

MEDIA
0.922
0.958
0.930
0.910

ERRO
0.572
0.714
0.674
1.240

ERRO
0.004
0.004
0.003
0.005

ERRO
0.010
0.006
0.012
0.011

MEDIA
70.639
66.429
79.100
55.031

MEDIA
0.738
0.756
0.769
0.707

ERRO
3.507
2.547
3.643
3.439

ERRO
0.016
0.016
0.019
0.013

MEDIA
220.434
105.613

95.939
159.419

MEDIA
30.647
27.814
27.173
32.434

ERRO
13.122
8.586
5.127
13.048

ERRO
0.983
0.751
0.780
1.140

MEDIA
148.531
154.437
200.853
131.928

MEDIA
49.816
43.716
40.757
50.900

ERRO
3.733
3.018
6.618
3.831

ERRO
2.544
1.763
1.745
2.276

MEDIA
989.379
677.686
636.114
792.185

MEDIA
10.931
9.994
9.473
11.488

ERRO
51.270
25.015
26.847
52.894

ERRO
0.403
0.363
0.325
0.383
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ANEXO 3

Valores absolutos associados as diferencas estatisticas de cada pardmetro morfométrico da microglia entre os sujeitos, no terco médio da camada molecular do
giro denteado.

MEDIA ERRO MEDIA  ERRO MEDIA ERRO MEDIA ERRO MEDIA ERRO MEDIA ERRO MEDIA ERRO

FDGM 7.123 0.143 1.030 0.024 8.972 0.900 65.028 3.274 178.970 9.659 142371  2.879  886.609  41.011
MDGM 6.296 0.129 0.809 0.049 5.658 0.562 69.211 3.399 125.465  13.780 161.196  3.190  725.620 45271
SDGM 5.037 0.104 0.723 0.021 4.621 0.710 85.069 4.387 105.893 6.402 200.880  4.083  682.559 34.224
JDGM 7.664 0.268 0.951 0.022 8.424 1.055 73.848 6.663 175.020  10.145 135441 4663  959.952 57.134

MEDIA ERRO MEDIA  ERRO MEDIA ERRO
FDGM 46.621 0.784 1.155 0.006 1.783 0.071
MDGM 46.182 0.680 1.125 0.008 1.574 0.039
SDGM 46.313 0.763 1.098 0.003 1.735 0.072
JDGM 49.183 0.804 1.188 0.010 1.964 0.136

MEDIA ERRO MEDIA  ERRO MEDIA ERRO MEDIA ERRO MEDIA ERRO MEDIA ERRO MEDIA ERRO MEDIA  ERRO MEDIA  ERRO

FDGM 0.514 0.022 0.668 0.022 0.909 0.013 0.942 0.005 0.711 0.016 31.389 1.191 51.264 2.665 6.525 0.181 11556  0.495
MDGM 0.598 0.015 0.711 0.015 0.952 0.007 0.925 0.007 0.771 0.010 27.245 0.796 42.132 1.960 6.058 0.150 9.492 0.289
SDGM 0.546 0.026 0.675 0.020 0.926 0.013 0.937 0.007 0.733 0.018 28.041 0.983 41.865 2.170 5.926 0.203  10.087 0.411
JDGM 0.467 0.024 0.584 0.026 0.873 0.016 0.916 0.009 0.675 0.019 34.794 2.095 52.208 3.226 6.479 0.153 12615 0.889
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