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RESUMO

OBJETIVOS: Visando investigar os efeitos da alteracdo da atividade mastigatéria sobre a populacdo celular,
avaliaram-se as consequéncias da dieta farelada sobre a quantidade de astrécitos em CA1 (Corno de Ammon 1)
do hipocampo. Além disso, consideraram-se os impactos da dieta e possiveis alteracdes associadas ao ambiente
enriquecido e aos processos neuropatoldgicos que podem surgir durante o envelhecimento. MATERIAIS E
METODOS: Camundongos fémeas da variedade suica albina foram divididos em janelas temporais de 6,
12 e 18 meses. Esses animais, distribuidos em grupos, receberam racéo peletizada (RP) ou farelada (RF), sendo
criados em ambiente enriquecido ou padrdo. Completadas as idades, o material encefdlico foi processado para
imunohistoquimica da proteina dcida fibrilar glial. Com o auxilio do fracionador éptico, quantificaram-se os
astrécitos em CAl, destacando-se variagdes entre as suas camadas. RESULTADOS: O ambiente padrdo induziu
modificacdes laminares em diferentes modelos em todas as camadas, identificando aumentos e reducées no nimero
de astrécitos (grupos RP no Stratum lacunosum-moleculare; e RF, em todas as camadas). No ambiente enriquecido,
notaram-se modificacées significativas somente na camada piramidal (entre as idades de 6 e 12 meses e de 6 e
18 meses, com reducdo no nimero de astrécitos). CONCLUSAO: As diferencas encontradas seriam dependentes
da dieta, da idade e do envelhecimento, sugerindo que a astrocitose em camundongos adultos jovens estaria
relacionada a mecanismos neuroprotetores e que a privacdo mastigatéria nessa idade influenciaria negativamente
essa acdo. Ademais, os astrécitos no envelhecimento estariam envolvidos em processos pré-inflamatérios se
associados a uma condicdo de alteragéo da mastigacéo, e o enriquecimento ambiental proveria neuroprotecdo aos
efeitos maléficos do envelhecimento e da privacdo mastigatéria.
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INTRODUCAO

Com a elevacdo da expectativa de vida, tem-se
constatado um aumento significativo da populacéo
de idosos, assim como um acréscimo na prevaléncia
de deméncias e doencas neurodegenerativas'?®.
O aumento dessa parcela da populagdo acima de
65 anos de idade reforca a necessidade de uma
compreens@o minuciosa a respeito do processo de
envelhecimento e de suas alteracdes e consequéncias.

Aoki et al* afirmaram que a neurogénese que ocorre
no giro denteado do hipocampo, uma importante
regido para a memoéria e aprendizado em roedores
e em humanos, é regulada por alguns fatores, como
exposicdo a um ambiente enriquecido, atividade fisica,
envelhecimento e estresse. A formagdo hipocampal, que
desempenha um papel fundamental na meméria espacial,
¢ muito sensivel ao processo de envelhecimento, sendo
uma das primeiras regides do cérebro a evidenciar
mudancas morfolégicas, fisiolégicas e neuroquimicas
com o avanco da idade. Bases de testes de aprendizagem
em rafos sem os dentes molares mostraram que a
disfuncéo oclusal poderia estar envolvida no processo de
degeneracdo associada & deméncia senil®.

Por outro lado, foi descrito que o fluxo sanguineo
cerebral, em vdrias regides do cérebro, é afetado pela
mastigacdo, e que os astrécitos podem desenvolver papel
chave na regulacdo desse fluxo®”87101112 A regulacédo
do fluxo sanguineo cerebral é feita por meio do célcio
(Ca?") astrocitico responsdvel por ondas de sinalizagéo
que podem induzir tanto a dilatagéo quanto a constricdo
das arteriolas por meio de sua concentracdo'?. Os
astrécitos  sdo  células  extremamente  numerosas,
sendo afetados em vdrias situacdes neuropatoldgicas,
incluindo o envelhecimento, a neurodegeneracéo
crénica e a infeccdo. Essas condicées adversas
comprometeriam igualmente a funcdo sindptica por
estarem relacionadas a eventos de plasticidade sindptica
por conta da liberacdo de glutamato em dreas criticas
para a consolidacdo da meméria, como nas regides
hipocampais de CAl e CA3 (Corno de Ammon 1 e 3) e
no giro denteado'®'“1%, Por essas razdes, é evidente que
os astrécitos sdo imprescindiveis para a fungdo cerebral
normal, e, portanto, investigacdes acerca de possiveis
mudancas em seu nUmero, distribuico e forma sdo
essenciais.

Em estudos anteriores, por exemplo, o desempenho
no labirinfo  aquético de Morris  diminuiu  em
camundongos jovens e velhos mantidos em ambiente
padréo e privados da atfividade mastigatéria desde o
21° dia pds-natal, e isso foi associado & astrocitose na
camada polimérfica do giro denteado nos individuos
velhos'.

Com relacéo & estimulacdo ambiental, em estudo
realizado com a mesma variedade aqui proposta
(camundongos suicos albinos), concluiu-se que, em longo
prazo, o enriquecimento ambiental foi capaz de influenciar
no nUmero de astrécitos de diferentes camadas do giro
denteado, bem como no desempenho desses animais
em testes comportamentais que avaliavam a meméria
espacial e a memoéria semelhante & episédica; isso

demonstrou, os efeitos do ambiente e do envelhecimento
sobre a plasticidade glial, efeitos esses submetidos
também & investigacéo no trabalho apresentado'”.

Com base no exposto, o presente trabalho se
propds, com o auxilio de ensaios imunohistoquimicos
e com o método do fracionador 6ptico, a avaliar
comparativamente as consequéncias da dieta farelada e
do ambiente sobre a quantidade de astrécitos na regido
de CA1 do hipocampo e suas laminacées.

MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos experimentais do presente
trabalho seguiram os principios recomendados pela
publicacéo Principles of Laboratory Animal Care da
National Institutes of Health. Para investigar a influéncia
da dieta, do ambiente e da idade, utilizaram-se f&meas
adultas jovens e idosas de camundongos da variedade
albina  suica, gentilmente cedidas pelo Instituto
Evandro Chagas e alojadas no biotério do Laboratério
de Investigacées em Neurodegeneracdo e Infeccdo
do Hospital Universitdrio Jodo de Barros Barreto.
Os procedimentos foram examinados e autorizados
pelo Comité de Etica para Experimentacdo Animal
da Universidade Federal do Pard (CEPAE/UFPA No.
BIO004-09).

Os animais foram distribuidos para a formacéo
dos grupos de idades de 6 meses (6M), 12 meses
(12M) e 18 meses (18M), alojados em condicoes
empobrecidas (ambiente padrdo — AP) ou enriquecidas
(ambiente enriquecido — AE), sendo alimentados, logo
apés o desmame, por dois diferentes tipos de racéo.
O grupo controle recebeu alimentacéo sob a forma de
racdo peletizada (PE), e o grupo experimental sofreu
restricGo mastigatéria, sendo oferecida racéo farelada e
peneirada (PO). Os sujeitos tiveram acesso livre & dgua
e comida, e vale destacar que ndo havia diferencas
nutricionais entre as racdes ofertadas. Ainda assim,
realizou-se controle de peso quinzenal dos animais.
Dessa forma, foram gerados, nessas condicées, seis
grupos (Quadros 1 e 2).

NUmero de animais
Ambiente / Janela temporal
PE PO
AP 6M 12 12
AP 12M 12 12
AP 18M 24 18

Quadro 1 - NUmero de animais para cada grupo criado em
AP, segundo a janela temporal e o tipo de racdo

ofertada
NUmero de animais
Ambiente / Janela temporal
PE PO
AE 6M 12 12
AE 12M 12 12
AE 18M 12 12

Quadro 2 - NUmero de animais para cada grupo criado em
AE, segundo a janela temporal e o tipo de racdo
ofertada



Os animais do AP foram alojados em gaiolas
pldsticas de dimensées 32x39x16,5 cm e cobertas por
uma grade de metal, abrigando seis camundongos.
Os grupos alojados em AE estavam inseridos em um
espaco de 50x50x50 cm, com dois andares equipados
com pontes de pléstico, rodas de correr, brinquedos
e ftuneis feitos de pldstico, permitindo o exercicio
voluntério ao longo de todo o periodo. O ambiente
sofria modificacées semanalmente, seja com alteracdo
na posicdo dos objetos ou mesmo troca desses.
Cada gaiola abrigou 12 camundongos. Todas as
gaiolas permaneceram em uma sala sob temperatura
controlada (23 = 1° C) e ciclos claro-escuro
de 12 h (periodo claro, 6-18 h; periodo escuro,

18-6 h).

Ao final de cada janela temporal de observacéo,
os animais receberam dose anestésica letal e foram
perfundidos com fixadores aldeidicos depois de
prévia remocdo do sangue circulante com solucdo
salina. Seus cérebros foram removidos e cortados
em vibrdtomo, recolhendo-se, de forma ordenada,
séries anatdbmicas sequenciais para imunomarcagdo
subsequente da proteina d4cida fibrilar glial (GFAP).
Uma o cada seis seccdes, com espessura constante de
60 pm, foi selecionada para compor a amostra a ser
imunomarcada, empregando-se anticorpo monoclonal
para GFAP (mouse anti-GFAP MAB360, Chemicon
Int., EUA). Utilizou-se também a contracoloragéo
com Cresil violeta a 1% para definir as léminas de
CA1 e estabelecer os limites dos corpos celulares dos
astrécitos.

Assim, em sequéncia, foram realizadas andlises

estereoldgicas para o estimativa do nimero de
astrécitos com o programa especializado  Stereo
Investigator® (MBF Bioscience,  Williston, VT,
EUA). A distribuicdo laminar de CAl foi definida

tomando-se como referéncia a camada piramidal.
Essa visualizagdo é justificada pelo "empacotamento"
dessas células se comparadas a&s células piramidais
de CA3. Portanto, nota-se em CAl uma camada
piramidal  mais estreita, porém mais densa'®'.
Apés a definicdo do contorno de camada piramidal
em CAl, projetavam-se, paralelamente a ela, as
outras camadas da regiGo, considerando, ainda, as
diferencas morfolégicas dos astrécitos entre  essas
camadas.

O nldmero total de astrécitos foi obtido como
uma funcdo da probabilidade estimada com base
na espessura das seccdes, na drea da caixa de
contagem e na drea de interesse amostral. A equacéo
matemdtica que relaciona essas varidveis entre si
e permite estimativa do nUmero total de obijetos
de interesse é definida por: N = >Q * 1/ssf * 1/asf
* 1/tst.

Nessa equacdo, N é o nimero total de astrécitos;
>Q é o nimero de astrécitos identificados pelo
experimentador; ssf é a fragdo amostral do nimero de
seccoes; asf é a fracdo amostral; da drea amostral; e
tsf € a fracGo amostral da espessura da seccdo. Neste
ensaio, adotou-se matriz amostral nos eixos XY de

80x80 pm, zona de guarda de 2 um e altura da caixa
de contagem de 7 um.

Os grupos foram submetidos o festes de
normalidade, para identificacdo dos possiveis desvios,
e a andlise estatistica paramétrica avaliou o grau de
significancia dos resultados, empregando-se a andlise
descritiva (dados quantitativos), de varidncia (ANOVA)
para trés critérios, seguido do pds-teste de Tukey. O
nivel de significincia para diferencas estatisticas foi
definido em a < 0,05.

RESULTADOS
CA1 E SUAS CAMADAS

Fotomicrografias dos astrécitos  estdo ilustradas
na figura 1. Dentre elas, a de interesse e objeto
deste estudo: a regiGo de CAl do hipocampo e

suas  laminacées  (Stratum  lacunosum-moleculare,
Stratum  radiatum,  Stratum  oriens e  Stratum
pyramidale). Utilizando os principios do fracionador
optico, aplicados & regido de CAl nas seccoes
imunomarcadas, estimou-se o nUmero total de
astrécitos  dessa  regiGo para todos os grupos
formados.

AMBIENTE PADRAO: NUMERO TOTAL DE ASTROCITOS
E QUANTIFICACOES POR CAMADAS

A estimativa do ndmero total de astrécitos
em CAl dos animais que viveram em AP revelou
que o envelhecimento impds ao grupo PE uma
reducdo da populacdo astrocitdria. Os grupos de
12M (28309 = 392,41; média = erro padréo)
e de 18M (28217 = 2198,96) revelaram um
nimero menor de células se comparados co grupo
jovem (6M = 31143 =+ 1885,53) (Figura 2). Em
contrapartida, no grupo PO, evidenciou-se um
aumento no numero de astrécitos no grupo de 12M
em relacdo ao de 6M (12M = 34921 =+ 2590,57
vs. 6M = 25442 + 1572,66), sendo essa diferenca
significante (p < 0,05). No de 18M, ocorreu discreto

declinio (31901 = 2287,60; ndo significante) na
quantidade de astrocitos.

Aliado a isso, foram encontradas diferencas
importantes entre os dois grupos de dietas aos

12M (PE vs. PO, p < 0,05), assim como um efeito
do AE sobre os animais que receberam PO ainda
jovens (6M: PO AP = 25442 =+ 1572,66 vs. PO
AE: 34198 = 2449,65), sendo que o AE impbs
aumento na quantidade de astrécitos. Sobre isso,
da mesma forma que fora visto no AP houve uma
reducdo na quantidade de astrécitos dos 6M  aos
12M no grupo PE (6M = 34841 = 3091,54 vs.
12M = 25176 = 1770,57), assim como dos 6M
aos 18M no grupo PO (M = 34198 = 2449,65
vs. 18M = 26752 = 2897,62). Desse modo, os
resultados sugerem que tanto a atfividade mastigatéria
quanto o envelhecimento afetam o ndmero de
astrécitos em CAl, incluindo a interac@o entre essas
varidveis (F(mé) = 4,22; p < 0,022), assim como a
interaco da idade com o ambiente (F 7,24;
p < 0,022).

2,36
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A: Stratum lacunosum-moleculare de CA1; B: Stratum oriens de CA1; C: Stratum pyramidale de CA1;
D: Stratum radiatum de CA1. Escalas: baixo aumento = 250 pum, grande aumento = 25 pm.

Figura 1 — Fotomicrografias de seccéo horizontal do hipocampo imunomarcada para
GFAP ilustrando os objetos (astrocitos) e as regides (camadas) de interesse
do camundongo albino suico. Ha diferencas na morfologia dos astrécitos
em cada camada
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Barras conectoras: p < 0,05, na cor azul para grupo PE e na cor vermelha para grupo PO, em diferentes idades, mas em mesmo regime de dieta e
ambiente.

Figura 2 — Representacdo grdfica do nimero total de astrocitos em CA1 do hipocampo para os animais com 6M,
12M e 18M, criados em AP e AE e alimentados com PE e PO (média do numero de astrécitos e erro
padréo)

Rev Pan-Amaz Saude 2016; 7(4):31-40
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AP E AE: ESTIMATIVA DA DISTRIBUICAO LAMINAR
DE ASTROCITOS EM CA1 DO HIPOCAMPO NAS
DIFERENTES JANELAS TEMPORAIS

Identificou-se que o nUmero total de astrécitos
de CAl do hipocampo, para os animais criados
nos dois ambientes (AE e AP) e alimentados com

PE e PO naos diferentes idades, apresentou, em
alguns casos, diferencas estatisticas  significantes
p < 0,05.
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Quando  analisada o  distribuicgo  laminar
(Figura 3), observa-se que as varidveis estudadas
(atividade mastigatéria, idade e ambiente) tiveram
influéncia, cada uma, de forma particular: na lacunoso-
molecular (Figura 3A), idade (F, ;, = 4,00, p < 0,027) e
sua interacdo com atividade mastigatéria sdo significantes
(F(Z%) = 3,45; p < 0,042); e, na camada oriens
(Figura 3B), é a interac@o entre as trés varidveis que induz
&s modificacées encontradas (F = 7,24, p < 0,002).
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A: NUmero de astrécitos na camada lacunosomolecular de CAT; B: Numero de astrécitos na camada oriens de CAT; C:
NUmero de astrécitos na camada piramidal de CA1; D: Ndmero de astrécitos na camada radiatum de CAT; *: p < 0,05
na comparagdo entre dietas de mesma idade e ambiente; #: p < 0,05 na comparagdo entre ambientes, com mesma
idade e regime de dieta; Barras conectoras: p < 0,05, na cor azul para grupo PE e, na cor vermelha, para grupo PO, em
diferentes idades, mas em mesmo regime de dieta e ambiente.

Figura 3 — Representacdo gréfica do nimero de astrécitos em CA1 do hipocampo e suas laminacées
para os animais com 6M, 12M e 18M criados em AE e alimentados com PE e PO (média
do nimero de astrocitos e erro padréo)

Rev Pan-dmaz Saude 2016; 7(4):31-40
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Nas camadas piramidal e radiatum, o AE
foi o elemento importante no processo, pois, na
primeira camada, foi visto que somente o ambiente
(F(l,Sé) = 4,29; p < 0,04) ou a sua associacGo ao
envelhecimento (F(2,36) 33,6; p < 0,0000071)
apresentou diferencas significantes na quantidade
de astrécitos  (Figura 3C). Essa Oltima associacéo
também foi encontrada na camada  radiatum

(F(Z,Sé) = 8,92; p < 0,00071), assim como da idade
com a atividade mastigatéria (F,., = 4,94, p < 0,01)
(Figura 3D).

CONTROLE DE PESO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foi realizado o controle de ganho ponderal dos
animais, uma vez que estavam sendo utilizadas ragées
diferentes (embora possuissem mesmo valor nutritivo).
O controle de peso foi quinzenal e ndo foram
observadas diferencas significativas, comparando-se
grupos de dietas diferentes. No quadro 3,
apresentam-se a média de peso no dia da perfusdo
dos animais (final da janela temporal) e os valores
estatisticos da comparacdo entre as dietas.

DISCUSSAO

Os astrocitos de CA1 foram investigados acerca
de possiveis mudancas em sua distribuicGo laminar
em correlacdo as alteracdes mastigatérias de longo
prazo, envelhecimento e enriquecimento ambiental
em fémeas adultas de camundongos suicos albinos
de 6M, 12M e 18M. Para quantificar as mudancas,
foi aplicado o fracionador 6ptico, um método
estereolégico de grande precis@o que combina as
propriedades do dissector éptico e do fracionador,
e que fem sido usado em uma variedade de
estudos para determinar o nimero de células em

ndo é afetado pelas mudancas histolégicas, retracdo
ou expansdo impostas por possiveis processos
patolégicos, uma questdo de particular importéncia
quando se estuda o envelhecimento e outras
doencas que afetam o volume cerebral. Encontrou-se
um efeito diferencial do regime mastigatério, do
envelhecimento e do enriquecimento ambiental sobre
a astrogénese laminar de CAl nas diferentes idades.
|dentificou-se, ainda, que as diferencas impostas
pela dieta e pela idade foram contrabalancadas pelo
enriquecimento ambiental em todos os estratos de
CA1, mas ndo no Stratum pyramidale e no Stratum
radiatum.

Os  astrécitos  hipocampais  demonstram  ser
particularmente sensiveis ao envelhecimento?0?122 ¢
ser afetados por desequilibrios mastigatérios?®2425
e mudancas ambientais?®. Os estudos anteriores
empregando GFAP revelaram que a exodontia dos
molares acentua a hipertrofia dos astrécitos e sua
densidade, e que quanto mais duradoura é a condicéo
sem molar, maiores s@o esses efeitos?”. Nenhum dos
estudos prévios mediu, entretanto, a influéncia do
enriquecimento ambiental sobre tais mudancas, sendo
o presente tfrabalho a primeira iniciativa nesse sentido.
Com base em ensaios estereolégicos, documentou-se
também, em fémeas adultas de camundongo suico
albino, aos 6M, 12M e 18M, que a distribuicéo laminar
dos astrécitos de CA1 ¢ especialmente suscetivel a
seis ou mais meses de privacdo mastigatédria, assim
como ao envelhecimento, e que o AE reduz essa
suscetibilidade. Assim, o presente trabalho é uma
descricio baseada em método estereoldgico, sem
viées de como a distribuicdo laminar e o nUmero
de astrécitos em CA1l mudam com a reducdo
da atividade mastigatéria, o envelhecimento e o

numerosas regides cerebrais. O fracionador éptico  ambiente.
Dieta PE vs. PO
Ambiente /
Janela temporal
Teste 1-Student
PE PO (bicaudal) P
AP 6M 49,58 + 3,77 47,80 = 2,89 ty = -0,3811 0,7144
AP 12M 85,52 = 1,49 78,40 = 3,65 tg = -1,805 0,1086
AP 18M 76,06 = 4,35 74,30 + 3,26 ty = -0,3237 0,7544
AE 6M 43,58 = 1,95 48,06 = 2,31 tg = 1,4826 0,1764
AE 12M 71,18 = 3,93 63,12 = 2,35 ty = -1,7596 0,1164
AE 18M 66,00 = 5,15 61,34 = 3,74 tg = -0,7325 0,4848

Quadro 3 - Valores de média de peso e erro padrdo para os animais com 6M, 12M e 18M criados em
AP e AE alimentados com PE e PO e os valores de significncia obtidos no test -Student
e o p-valor na comparacéo de grupos com mesma idade e ambiente, porém em diferente

dieta



Dentre os achados apresentados, estd o fato de o
nimero de astrécitos, no Stratum pyramidale, aos 18M,
em AE no grupo PO, ser reduzido quando comparado
aos animais de 6M sob o mesmo regime mastigatério.
Embora ndo se tenha explicacdo conclusiva para esse
fato, sugere-se que, como o fator neurotréfico BDNF
(brain derived neurotrophic factor) contribui para @
regulacdo da astrogénese, os niveis reduzidos de
BDNF, associados ao envelhecimento e & restricéo
mastigatéria, possam contribuir para o decréscimo no
nimero de astrécitos?®. Em contraposicdo, sugere-se
também que a astrocitose, observada no Stratum oriens
aos 18M, ndo é dependente de BDNF, mas sim parte
da resposta inflamatéria associada co processo de
envelhecimento?. Permanecem por serem investigados,
entretanto, os possiveis mecanismos moleculares que
tornam a astrogénese laminar diferencialmente sensivel
& restricio mastigatéria ou aos efeitos combinados
dos desequilibrios mastigatérios e do envelhecimento.
Nesse sentido, o efeito mais dramdtico de reducdo
da astrogénese ocorreu no Stratum pyramidale de
CA1 nos animais de 12M e que se estendeu aos
animais de 18M, incluindo todos os regimes de
dieta, sobretudo o PO. Em todos os outros estratos
de CAl, o AE mostrou reducdo nas mudancas
impostas pelo regime mastigatério, tornando os grupos
sob diferentes regimes de dieta indistinguiveis uns
dos outros.

Uma intensa imunomarcagéo para GFAP préxima
das artérias da fissura  hipocampal  encontrada
no presente trabalho, sugeriuv um papel para os
astrécitos  dessa  camada na  regulacdo do  fluxo
sanguineo cerebral de CAl e do giro denfeado.
Realmente, existe evidéncia de que os astrocitos
estdo envolvidos no controle neurovascular''. Pelo
fato de os astrocitos contribuirem para o fluxo
local  no documentou-se

sanguineo hipocampo,
uma reducdo da imunomarcagdo para GFAP nos
animais velhos, independentemente do regime de

dieta imposto, sendo possivel predizer que o fluxo
sanguineo hipocampal pode estar alterado aos 18M.
Esse decréscimo na imunomarcacdo para GFAP
pode ser secundério a uma reducdo da atividade
neural induzida pela idade na via de projecdo
temporoaménica  do  camundongo®®!.  Entretanto,
como a atrofia astrocitica nos animais submetidos &
PO mostrou-se mais severa do que aquela observada
nos animais com PE, uma inferpretacdo alternativa é
que o envelhecimento e a PO podem contribuir para
o agravamento da reducdo do fluxo sanguineo. Como
ndo foi realizada uma correlacéo entre a densidade
dos processos imunomarcados para GFAP e a funcédo
astrocitica, essa questdo importante permanece por ser
investigada.

Considerando-se os animais criados em AE e
todas as suas camadas de CATl, ndo foi encontrada
diferenca entre os grupos AE/PE vs. AE/PO nas trés
janelas temporais. Em contraste com esse resultado,
os animais do AP mostraram diferencas significativas
nessas comparacdes. Além disso, aos 6M, sobretudo
no grupo AE/PO, o que se viu, em todas as camadas,

foi uma quantidade de astrécitos superior ao grupo
AP/PO. O enriquecimento ambiental, associado agora
ao envelhecimento, ndo conseguiu deter a reducdo
da quantidade de astrécitos, pois os grupos AE/PO de
12M e 18M néo se distinguiram dos grupos AE/PE de
12M e 18M.

Diante  desses  resultados,
astrocitose  aos 6M nimero de
astrécitos  com  propriedades  neuroprotfetoras, e «a
privacdo mastigatéria, nessa idade, impediria que o
astrécito ofereca o suporte estrutural necessério aos
neurénios para o desempenho das funcoes cerebrais

normais®?.

sugere-se
maior

que a
reuniria

Cogita-se também a possibilidade de que a
quantidade de astrécitos no envelhecimento esteja
relacionada  a mecanismos  pré-inflamatérios, e,
portanto, quando o envelhecimento estiver associado
a uma condicdo de privacdo mastigatéria, a interacdo
redundaré em declinio de funcdes cognitivas. Almeida
et al', ao submeterem camundongos velhos de
AP a testes de memdria espacial, concluiram que
os animais ndo privados da atividade mastigatéria
apresentaram melhor performance que os privados,
e, ao estenderem sua andlise para camundongos
jovens e adultos, obtiveram os mesmos resultados;
Mendes®® identificou a possibilidade da mastigacdo
imprimir  efeifo  positivo  sobre o funcionamento
hipocampal, destacando, assim, a importncia de
adotar medidas que evitem a reducdo da atividade
mastigatéria, ou, ainda, de promover a reabilitacdo
da mesma; sendo todas essas alternativas de baixo
custo para retardar ou recuperar déficits cognitivos
indesejdveis.

Como um todo, os resultados
um  decréscimo  na  atividade

o envelhecimento possam estar interagindo e
contribuindo  para  promover efeitos  laminares
diferenciais na astrogénese de CAl, e que o AE
parece minimizar os efeitos da diferenca na atividade
mastigatéria, que ainda estdo sujeitos as influéncias do

envelhecimento.

sugerem que
mastigatéria e

CONCLUSAO

A andlise quantitativa estereolégica da distribuicéo
laminar dos astrocitos de  CAl, empregando
o fracionador 4ptico, revelou que alteracoes
mastigatérias  impostas  pelo regime PO afetam o
nimero de astrécitos de forma distinta nas diferentes
camadas, sugerindo ser esse fato dependente da idade.

Com excecéo do Stratum pyramidale de CA1, o AE
mostra se contrapor as alteracdes laminares impostas
pelo regime de reducéo mastigatéria e envelhecimento
a todos os outros estratos.
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Masticatory change, enriched environment, and aging: stereological studies of CA1 in
the hippocampus of Swiss albino mice

ABSTRACT

OBJECTIVES: In order to investigate the effects of alteration in masticatory activity on the cell population, the
consequences of the mash diet on the amount of astrocytes in CAT (Ammon's horn 1) of the hippocampus were
evaluated. In addition, the impacts of diet and possible changes associated with the enriched environment and
neuropathological processes that may appear during aging were considered. MATERIALS AND METHODS: Female
Swiss albino mice were divided into temporal windows of 6, 12 and 18 months. These animals were distributed in
groups and received pelleted (PF) or mash (MF) feed, being raised in an enriched or standard environment. With the
mentioned age reached, encephalic material was processed for immunohistochemistry of glial fibrillary acidic protein.
With the aid of an optical fractionator, astrocytes were quantified in CA1, with variations among their layers. RESULTS:
The environmental standard induced laminar changes in different models of all layers, identifying increases and
decreases in the number of astrocytes (PF groups, Stratum lacunosum-moleculare; and MF, in all layers). In the enriched
environment, significant changes were observed only in the pyramidal layer (between the ages of 6 and 12 months and
of 6 to 18 months, with reduction in number of astrocytes). CONCLUSION: The differences found depend on diet, age
and aging, suggesting that astrocytosis in young adult mice would be related to neuroprotective mechanisms and that
masticatory deprivation at that age would influence this action negatively. In addition, astrocytes during aging would
be involved in pro-inflammatory processes if associated with a condition in chewing alteration and environmental
enrichment would provide neuroprotection to the malefic effects of aging and masticatory deprivation.

Keywords: Mastication; Aging; Astrocytes; Neurodegeneration.

Alteracion masticatoria, ambiente enriquecido y envejecimiento: estudios

estereolégicos de CA1 del hipocampo de ratones albinos suizos

RESUMEN

OBJETIVOS: Con el objeto de investigar los efectos de la alteracién de la actividad masticatoria sobre la poblacién
celular, se evaluaron las consecuencias de la dieta de molido grueso sobre la cantidad de astrocitos en CA1 (Cuerno
de Amén 1) del hipocampo. Ademds, se consideraron los impactos de la dieta y las posibles alteraciones asociadas al
ambiente enriquecido y a los procesos neuropatolégicos que pueden surgir durante el envejecimiento. MATERIALES Y
METODQOS: Ratones hembras de la variedad albina suiza se dividieron en ventanas temporales de 6, 12 y 18 meses.
Esos animales, distribuidos en grupos, recibieron racién en pellet (PE) o molido grueso (MG), siendo criados en
ambiente enriquecido o estdndar. Completadas las edades, se procesa material encefélico para inmunohistoquimica
de la proteina fibrilar acidica de la glia. Con el auxilio del fraccionador éptico, se cuantificaron los astrocitos en CA1,
destacdndose variaciones entre sus camadas. RESULTADOS: El ambiente esténdar indujo modificaciones laminares
en diferentes modelos en todas las camadas, identificando aumentos y reducciones en el ndmero de astrocitos
(grupos PE, en el Stratum lacunosum-moleculare; y MG, en todas las camadas). En el ambiente enriquecido, se
notaron modificaciones significativas solamente en la camada piramidal (entre las edades de 6 y 12 meses y de 6
y 18 meses, con reduccién en el nimero). CONCLUSION: Las diferencias encontradas serfan dependientes de la
dieta, de la edad y del envejecimiento, sugiriendo que la astrocitosis en ratones adultos jévenes estaria relacionada
a mecanismos neuroprotectores y que la privacién masticatoria en esa edad influiria negativamente esa accién.
Ademds, los astrocitos en el envejecimiento estarian involucrados en procesos proinflamatorios cuando asociados
a una condicién de alteracion de la masticacién y el enriquecimiento ambiental suministraria neuroproteccién a los
efectos maléficos del envejecimiento y de la privacién masticatoria.

Palabras clave: Masticacion; Envejecimiento; Astrocitos; Neurodegeneracién.
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