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RESUMO

KINOSHITA, D. Andlise temporal de mediadores inflamatérios no tecido
neuronal e na periferia em camundongos 3xTg-AD, um modelo animal para a
Doenca de Alzheimer. [Temporal analysis of inflammatory mediators in neuronal
tissue and periphery in 3xTg-AD mice, an animal model for Alzheimer's Disease].
2012. 133 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo, 2012.

A Doenca de Alzheimer é a causa mais freqiente de deméncia senil e os gastos
com pacientes com deméncia jA supera os de pacientes com cancer ou com
doencas cardiovasculares. As lesdes caracteristicas dessa doenca sdo as placas
amildides e os emaranhados neurofibrilares. A neuroinflamacédo também esta
presente na maioria dos pacientes com Alzheimer, e parece contribuir para o dano
no tecido neuronal. Adicionalmente, estudos vém demonstrando que pacientes com
Alzheimer também apresentam alteracdes sistémicas, e, dessas, a mais relatada € o
estado pro-inflamatério em tecidos periféricos, permitindo que a Doenca de
Alzheimer seja estudada em um contexto neuroimunoldgico. Utilizando um modelo
murino para a Doenca de Alzheimer, o camundongo 3xTg-AD (que desenvolve
ambas as patologias B-amildide e tau), investigamos se aumento de mediadores
inflamatérios também pode ser detectado nesse modelo, tanto no hipocampo
(estrutura relevante para os sintomas da doenca) como no sangue. Alteracdes
cognitivas e comportamentais e a presenca do precursor da proteina amildide (APP)
e/ ou peptideo B-amildide em estruturas cerebrais relevantes para a doenca (cortex,
hipocampo, subiculo e amigdala) permitiram validar o camundongo 3xTg-AD como
um modelo murino da Doenga de Alzheimer. Andlises da expressdo de mediadores
inflamatorios no hipocampo demonstraram que a presenca de APP e/ ou peptideo [3-
amiléide no cérebro ndo induz um estado pré-inflamatério no hipocampo ou no
sangue, até os 12 meses de idade. Porém, a expressao de APP e/ ou peptideo B-
amiléide no cérebro parece induzir distlrbios sistémicos, ja que algumas alteracbes
periféricas foram encontradas. Como a resposta ao LPS envolve tanto tecidos
periféricos, como o Sistema Nervoso Central, avaliou-se os efeitos da administracao
periférica de LPS nesse camundongo, aos 12 meses de idade. A resposta

inflamatéria ao LPS diferiu entre camundongos Wild Type (grupo controle) e 3xTg-



AD. No sangue, menor aumento de IL-6 e MCP-1 e maior aumento de IFN-y foram
encontrados nos camundongos 3xTg-AD. As consequéncias deste perfil de citocinas
séricas no Sistema Nervoso Central foram distintas, dependendo da resposta
avaliada: enquanto que a ativagdo do eixo HPA foi semelhante, a produgcédo de
citocinas inflamatorias no hipocampo foi atenuada. Portanto, no camundongo 3xTg-
AD, a diferente resposta inflamatéria ao LPS no sangue promoveu menor producao

de mediadores inflamatérios no hipocampo.

Palavras-chave: = Camundongo 3xTg-AD. Citocinas. Comportamento. Doenca de
Alzheimer. Neuroimunologia. Peptideo B-amildide.



ABSTRACT

KINOSHITA, D. Temporal analysis of inflammatory mediators in neuronal tissue
and periphery in 3xTg-AD mice, an animal model for Alzheimer’s Disease.
[Analise temporal de mediadores inflamatdrios no tecido neuronal e na periferia em
camundongos 3xTg-AD, um modelo animal para a Doenga de Alzheimer]. 2012. 133
f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2012.

Alzheimer’s Disease is the most frequent cause of senil dementia and the costs with
demented patients already exceeds that of patients with cancer or cardiovascular
diseases. The characteristic lesions of this disease are amyloid plaques and
neurofibrillary tangles. Neuroinflammation is also present in most of Alzheimer's
patients, and seems to contribute to neuronal tissue damage. In addition, studies
have demonstrated that patients with Alzheimer also display systemic alterations,
and of those, the most reported is the pro-inflammatory state in peripheral tissues,
allowing Alzheimer’s Disease to be studied in a neuroimmunology context. Using a
murine model of Alzheimer's Disease, the 3xTg-AD mice (which develops both
amyloid-Band tau pathologies), we investigated whether enhancement of
inflammatory mediators can also be detected in this model, in both hippocampus (a
relevant structure for the symptoms of the disease) and in blood. Cognitive and
behavioral alterations and the presence of amyloid precursor protein (APP) and/ or
amyloid-B peptide in relevant brain structures for the disease (cortex, hippocampus,
subiculum and amigdala) allowed the validation of 3xTg-AD mice as a murine model
of Alzheimer's Disease. Analysis of inflammatory mediators expression in
hippocampus demonstrated that the presence of APP and/ or amyloid-B peptide in
the brain does not induce a pro-inflammatory state in hippocampus or in the blood,
until 12 months of age. Nevertheless, APP and/or amyloid-B peptide expression in
the brain seems to induce systemic disturbances, once peripheral alterations were
detected. As LPS response includes both peripheral tissues and the Central Nervous
System, we evaluated peripheral administration effects of LPS in these mice, at 12
months of age. The inflammatory response to LPS differed between Wild Type
(control group) and 3xTg-AD. In the blood, smaller enhancement of IL-6 and MCP-1
and higher enhancement of IFN-y were found in 3xTg-AD mice. The consequences

of this serum cytokine profile on the Central Nervous System were distinct,



depending on the response evaluated: while HPA axis activation was similar,
production of inflammatory cytokines in hippocampus was attenuated. Therefore, in
the 3xTg-AD mice, a different inflammatory response to LPS in blood promoted

lesser inflammatory mediators production in hippocampus.

Key-words: 3xTg-AD mice. Cytokines. Behavior. Alzheimer's Disease.

Neuroimmunology. Amyloid- peptide.
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1 INTRODUCAO

A incidéncia da Doenca de Alzheimer aumentou significativamente nas
Ultimas décadas, provavelmente devido ao aumento da expectativa de vida. Trata-se
de uma enfermidade neuro-degenerativa cuja progressdo pode se estender por
anos, aumentando significativamente os custos de hospitalizacdo e cuidados com o
paciente. Apesar de sua alta incidéncia, existe grande escassez de conhecimento
sobre sua etiopatogenia.

Aumento de mediadores inflamatérios no Sistema Nervoso Central em pacientes
com Alzheimer vem sendo muito relatado. Muitos trabalhos também demonstraram
alteracdes dos niveis desses mediadores na periferia. Especula-se se um fenébmeno
poderia desencadear o outro, ou se sao eventos independentes.

O presente trabalho pretendeu investigar, de forma temporal, alteracbes de
mediadores inflamatérios no tecido neuronal e no tecido sanguineo, e possiveis
conseguéncias dessas alteracdes. Este estudo foi realizado em um modelo animal
para a Doenca de Alzheimer, o camundongo 3xTg-AD, que tem se demonstrado

uma 6tima alternativa para o estudo desta enfermidade.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Sera realizada revisdo de dados e resultados da literatura pertinentes a este

trabalho.

2.1 Aspectos gerais da Doenca de Alzheimer

Serao abordados aspectos gerais da Doenca de Alzheimer.

2.1.1 Incidéncia, prevaléncia e perspectiva historica

A Doenca de Alzheimer foi primeiramente descrita por Alois Alzheimer, em
1906. Na época, foi considerada uma doenca rara, que causava deméncia. Os
sintomas que a paciente de Alzheimer apresentava (e que sdo comuns a muitos
pacientes dessa doenca) eram: falha progressiva ha memdéria, desordem da funcéo
cognitiva, alteragcdo do comportamento (como parandia, ilusdes e comportamentos
socialmente inapropriados) e declinio progressivo na linguagem. Somente apos
cerca de 60 anos da descricdo da paciente de Alois Alzheimer, essa doenca
comecou a ser considerada a causa mais frequente de deméncia senil (SELKOE,
2001a), sendo caracterizada como uma doenga neurodegenerativa progressiva.

Nos Estados Unidos, cerca de 5,4 milhdes de pessoas sofrem de Doenga de
Alzheimer (REIMAN et al., 2011). No Brasil, um estudo realizado em Catanduva
(interior de Sao Paulo), demonstrou que as taxas de prevaléncia da doenca neste
municipio eram semelhantes as mundiais (HERRERA JR. et al., 2002).

A incidéncia da Doenca de Alzheimer aumentou significativamente devido ao
aumento da expectativa de vida (que nos Estados Unidos, aumentou de 49 para 76
anos, durante o século XX) (SELKOE, 2001a), ja que mais pessoas atingem idades
em gue a doenca € mais prevalente. Atualmente, sua prevaléncia apos os 65 anos é
de 5%; e aos 85 anos, ela sobe para 30% (GALIMBERTI; SCARPINI, 2011). Ou
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seja, espera-se que 30% dos individuos com 85 anos ou mais apresentem a doenca.
Sua relagdo com a idade avancada e seu desenvolvimento lento e progressivo
(pacientes podem sobreviver por anos ap0s o diagndéstico) fazem com que sua
prevaléncia aumente drasticamente com o avancar da idade.

Existem duas formas da doenca. Uma familiar, denominada de FAD (do inglés
Familial Alzheimer’s Disease), hereditaria que atinge cerca de 5 a 15% dos
pacientes e tem um estabelecimento precoce, ao redor dos 40 a 50 anos; e outra
idiopética, cujo inicio ocorre mais tardiamente do que a FAD, ao redor dos 60 a 70
anos de idade, sendo responsavel pela maioria dos casos da doenca (CREWS;
MASLIAH, 2010). A forma idiopéatica também pode ser denominada de esporadica
ou LOAD (do inglés, Late Onset Alzheimer’s Disease).

Durante décadas desde a descricdo dos sintomas da paciente de Alois
Alzheimer, pouco progresso foi realizado sobre a patogénese dessa doenca.
Somente com o advento da microscopia eletrénica, na década de 1960, Michael
Kidd e Robert Terry foram capazes de descrever as lesdes neurais ultra-estruturais
gue caracterizam da doenca: placas neuriticas e emaranhados neuro-fibrilares
(SELKOE, 2001a). Essas lesdes serao descritas adiante.

Na década de 1970, estabeleceu-se a ligacdo entre os sintomas clinicos e as
alteracdes neuroquimicas dos pacientes com Alzheimer. A deméncia provavelmente
ocorria como resultado da degeneracdo de neurdnios sintetizadores e liberadores de
acetilcolina no cérebro. No final da década de 1970 e inicio dos anos 80, observou-
se que outras classes de neurotransmissores apresentavam-se esgotados, o que
permitiu a compreensao da ineficacia de tratamentos com drogas colinérgicas em
muitos pacientes (SELKOE, 2001a).

Muitos estudos foram realizados na tentativa de identificar os materiais
contidos nas placas neuriticas e nos emaranhados neuro-fibrilares. Em 1984, uma
importante descoberta foi realizada por Glenner e Wong (1984a). Esses
pesquisadores isolaram um material protéico dos vasos da meninge de um paciente
com Alzheimer, ao qual nomearam B-amildide (GLENNER; WONG, 1984a). No
mesmo ano, 0S mesmos pesquisadores observaram que o peptideo B-amildide
também estava presente em lesdes do cérebro de um paciente com Sindrome de
Down, doenca caracterizada por trissomia do cromossomo 21 (GLENNER; WONG,

1984b). Isso levou a ligacdo entre essas duas doencas e a suposicdo de que o
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produto de algum gene do cromossomo 21 participaria da patogenia dessas
doencas (GLENNER; WONG, 1984b).

No final da década de 1980, realizou-se a clonagem do gene do peptideo B-
amiléide. Como especulado por Glenner e Wong (1984a), esse gene se localizava
no cromossomo 21. Além disso, descobriu-se que esse peptideo derivava de um
precursor protéico maior: o precursor da proteina amiléide (APP, do inglés Amyloid
Precursor Protein) (ROBAKIS et al., 1987).

No inicio da década de 1990, avancos na genética molecular permitiram outro
salto na compreensao da patogenia dessa doenca. Em 1990, foram identificadas
mutacdes no gene da APP que levavam a deposicao de peptideo amildéide em
alguns casos de FAD (LEVY et al., 1990; ST GEORGE-HYSLOP et al., 1990). Isso
permitiu uma aproximagdo maior entre o gene da APP e seu produto (peptideo [3-
amiléide) na patogénese da Doenca de Alzheimer.

A descoberta das mutacdes do gene da APP levou a algumas suposicoes:
outras mutacées do gene da APP poderiam ser identificadas em pacientes com
Alzheimer (o que de fato ocorreu); o peptideo B-amildide seria um produto normal do
metabolismo da APP, e que mutagbes no gene dessa proteina influenciariam o
aumento de producao do B-amildide (LEVY et al., 1990); mutacBes em outros genes
também influenciariam a producao do B-amildéide (como sera abordado em seguida)
(VAN BROECKHOVEN, et al., 1990), e que a deposicdo de B-amildide seria
fundamental na patogénese da Doenca de Alzheimer.

Também em 1990, Van Broeckhoven et al. identificaram uma mutacéo de um
gene em outro cromossomo. Esses pesquisadores observaram uma mutacdo no
gene codificador da presenilina (localizado no cromossomo 14) em um caso familiar
da doencga de Alzheimer (VAN BROECKHOVEN, et al., 1990). Mais tarde, como
serd abordado posteriormente, verificou-se que a presenilina € uma enzima que faz
parte do processamento da APP e da geragcao do peptideo B-amildide. Até o
presente momento, foram identificadas 32 mutacdes no gene da APP, 182 no gene
da presenilina 1 (PSEN1) e 13 no gene da presenilina 2 (PSEN2) (GALIMBERTI,
SCARPINI, 2011).

Trés anos mais tarde, Corder et al. (1993) verificaram uma relacdo entre
polimorfismos do gene da apolipoproteina E e o desenvolvimento de LOAD. Esses
pesquisadores observaram que a presenca de um alelo deste gene, o alelo €4

(APOe€4) aumenta o risco e diminui a idade de desenvolvimento da Doenga de
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Alzheimer (CORDER et al., 1993). Atualmente, a presenca deste alelo no genoma
de um individuo representa um fator de risco para a doenca.

No ano seguinte, em 1994, o mesmo grupo de pesquisa verificou que o alelo
€2 promovia protegdo contra a doenga (CORDER et al., 1994). Mais tarde, verificou-
se que as diferentes isoformas da apolipoproteina E afetam o clearance do peptideo
B-amiléide de forma diferente, sendo que a expressao do alelo €4 induz ao acumulo
de B-amiléide com a idade, e a do alelo €2 facilita a retirada do peptideo
(CASTELLANO et al., 2011).

A descoberta do peptideo B-amiléide nas lesbes dos cérebros de pacientes
com FAD ou LOAD, a identificacdo de mutacdes em genes da APP e da presenilina
em individuos com FAD e a associacdo do alelo e4 como um fator de risco para o
desenvolvimento de LOAD possuem o denominador comum: o peptideo B-amildide.
Todas essas descobertas levaram a proposicdo da hipétese da cascata amildide,
gue tenta estabelecer causas para a neurodegeneracdo e para os sintomas dos
pacientes com Alzheimer.

A hipotese da cascata amiloide foi proposta por Hardy e Higgins em 1992, e
reformulada em 2002 apés novas descobertas (HARDY; HIGGINS, 1992; HARDY;
SELKOE, 2002). Essa hipotese tenta estabelecer uma sequUéncia de eventos que
culminariam com a neurodegeneracao e deméncia dos pacientes.

Primeiramente, ocorreria quebra da proteina APP e aumento na producédo de
peptideo B-amildide. A ndo ser nos casos de FAD (em que ha mutacbes no gene da
APP ou da presenilina) ou na presenca do alelo €4, ndo se sabe por que ocorre 0
acumulo do peptideo. Especula-se que falha em mecanismos de clearance estejam
envolvidos (CREWS; MASLIAH, 2010; SELKOE, 2002). Em seguida, haveria o
acumulo e deposicdo do peptideo em forma de placas, que promoveria injaria
neuronal e nas sinapses. Os danos neuronal e sinaptico provocariam alteracdo na
homeostase i6nica dos neurbnios, ativando quinases e fosfatases intracelulares,
causando hiperfosforilagdo da proteina tau e formacdo dos emaranhados
neurofibrilares (uma descricdo mais detalhada das placas amiléides e dos
emaranhados neurofibrilares sera realizada adiante). Todas essas alteracdes
resultariam em déficits sinapticos, perda neuronal e alteragcdes neuroquimicas, com
déficits de varias classes de neurotransmissores. A conseqiiéncia clinica seria a
deméncia (HARDY; HIGGINS, 1992; HARDY; SELKOE, 2002).
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A hipétese reformulada trouxe causas adicionais de neurodegeneragdo: a
ativagdo de células da glia em resposta ao peptideo B-amildide, com producéo de
citocinas e outros mediadores da inflamag&o. Esses ultimos contribuiriam para o
dano neuronal e deméncia apresentada pelos pacientes (HARDY; SELKOE, 2002).
A participacdo das células da glia na patogénese da Doenca de Alzheimer sera
abordada adiante.

Apesar de ndo contemplar todos os aspectos da Doenca de Alzheimer (como
a falta de correlacdo clara entre quantidade de placas amildides e sintomas
cognitivos), a hipdtese da cascata amildide € a mais aceita para explicar a

neurodegeneracao nesses pacientes.

2.1.2 Aspectos moleculares: placas amiloides, placas neuriticas e emaranhados

neurofibrilares

Como abordado anteriormente, as caracteristicas patolégicas que
caracterizam a Doenca de Alzheimer sdo as placas amildides (DICKSON, 1997,
SELKOE, 1998) e os emaranhados neurofibrilares (BUEE et al., 2000).

As placas amildides (também denominadas de placas senis) sdo depositos
extracelulares de peptideo B-amildide, que podem se apresentar de duas formas.
Quando associadas aos neuritos distréficos sdo denominadas de placas neuriticas
(DICKSON, 1997) (Figura — 1). Os neuritos distréficos sdo neurdnios (pertencentes a
diversas classes de neurotransmissores) dilatados e tortuosos, com aberracdes
ultra-estruturais que incluem lisossomos aumentados, maior niumero de mitocondrias
e filamentos em dupla hélice. As placas neuriticas sdo encontradas em maior
guantidade no cértex associativo e limbico, e também podem estar associadas a
microglia ativada (DICKSON, 1997). Nessas placas, o peptideo B-amildide encontra-
se em forma filamentosa, formando fibrilas, e é constituido em grande parte por AB42
(peptideos compostos por 42 aminoacidos), mas também por AB4o.

As placas amildides também podem se apresentar em uma forma mais
amorfa, menos fibrilar, com um padrdo mais granular. Nesse caso, sdo denominadas
de placas difusas, ou pré-amildides. Em geral, as placas difusas ndo estao

associadas a neuritos distréficos nem a microglia ativada, e sdo compostas apenas
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por ABs2 (IWATSUBO et al., 1994). Atualmente, considera-se que as placas difusas
sejam lesdes precursoras das placas neuriticas (SELKOE, 2001a).

Os emaranhados neurofibrilares, também conhecidos como inclusdes, séo
aberracdes neuronais intracelulares caracterizadas por alteracbes na proteina tau
(proteina estrutural de microtibulos) cuja fosforilagdo encontra-se aumentada.
Alteracdes estruturais dessa proteina levam a sua dissociacdo dos microtubulos e
agregacao em regioes citoplasmaticas proximas ao nucleo em forma de fibras.
Como os emaranhados neurofibrilares estdo presentes em outras doencas
neurodegenerativas, acredita-se que sejam consequéncia de injuria celular. No caso
da Doenca de Alzheimer, seria consequéncia da resposta celular ao acumulo
progressivo da proteina B-amiléide (SELKOE, 2001a).

Figura1l — Cérebro de um paciente com Alzheimer. A figura mostra intensa atrofia cerebral e

dilatacdo dos ventriculos laterais [A]. [B, C, D] Presenca de placas neuriticas (P) e

emaranhados neurofibrilares (N).

Fonte: (WIPPOLD 2ND et al., 2008).
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A proteina B-amiléide constitui uma familia de peptideos, cujos tamanhos
variam de 39 a 43 aminoacidos, que se originam da quebra de uma proteina
transmembranica estrutural, a proteina precursora de amildide (APP, do inglés
amyloid precursor protein), cuja funcdo ndo é muito bem conhecida.

A APP pode sofrer dois tipos de processamentos proteoliticos: uma via nao
amiloidogénica e outra amiloidogénica (Figura — 2) (RIVEST, 2009). Na cascata nao
amiloidogénica, ocorre a clivagem da APP na membrana celular. Através da acao de
a-secretase ocorre a producdo de dois fragmentos que ndo se agregam: um
fragmento com terminal a-carboxila (CTF-a, do inglés C-terminal fragment), que
permanece na membrana e pode sofrer processamentos posteriores; e um
fragmento solavel com a-amino terminal (APP-sa, do inglés soluble N-terminal
fragment), que é liberado para o meio extracelular, onde parece ter propriedades
neuroprotetoras. Na via amiloidogénica, a APP é internalizada dentro de
endossomos onde sofre clivagens seqlenciais. A acdo de B-secretase (por exemplo,
a BACE, do inglés B-site APP- cleaving enzime, enzima clivadora de APP na regiao
B) resulta na formacdo de dois fragmentos: um fragmento solivel com [(-amino
terminal (APP-s) e um fragmento com terminal B-carboxila (CTF-B), que permanece
na membrana do endossomo. O CTF-B sofre uma clivagem posterior por y-secretase
(um complexo proteolitico que contém presenilina 1, entre outras enzimas),
liberando o peptideo B-amildide. Este pode permanecer dentro da célula, ou ser
secretado para o meio extracelular, onde se agrega, formando depésitos (RIVEST,
2009).

Vale lembrar que secretase € um termo genérico que se refere a um grupo de
proteases que quebram inGmeras proteinas de membrana (VINGTDEUX;
MARAMBAUD, 2012). Portanto, a-secretase, (B-secretase e y-secretase ndo sao
enzimas especificas, e referem-se a um grupo ou complexo de enzimas
responsaveis pela quebra da APP. Eles foram assim denominados, devido ao
desconhecimento de todos os seus constituintes.

A proteina tau também é uma proteina estrutural, porém de microttibulos, que
auxilia a manutencdo do citoesqueleto das células neuronais (Figura — 2). A
fosforilacdo e posterior agregacdo desta proteina provocam desestabilizacdo dos
microtubulos, o que parece estar associado a um declinio funcional dos neurénios

(LAU et al., 2008), devido a falha no transporte axonal (pela perda da estrutura do
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citoesqueleto) e consequente disfuncdo sinaptica e neurodegeneracdo (ROY et al.,
2005).

Figura 2 — Processamento de peptideo B-amildide e proteina tau. Representagdo da proteina
APP e seu processamento, gerando peptideos B-amiléide que se depositam no meio
extracelular (& esquerda). Representacdo da proteina tau e sua hiperfosforilacao,
gerando emaranhados neurofibrilares (a direita)
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A perda neuronal dos pacientes esta relacionada com a quantidade de
emaranhados neurofibrilares (GOMEZ-ISLA et al., 1997); e a atrofia cerebral
(decorrente da perda neuronal) parece ser responsavel pelos sintomas clinicos da
doenca (déficits cognitvos e desordens comportamentais) (SAVVA et al., 2009). O
peptideo B-amildide também pode contribuir para a injuria sinaptica e dendritica e,
portanto, para a disfuncdo neuronal (WALSH et al., 2002). Além do dano neuronal
causado pela presenca do peptideo B-amildide, o0 mesmo também pode induzir
injurias indiretas, através da ativagdo da microglia resultando em producdo de
mediadores inflamatdrios (como sera descrito adiante).

Apesar de depdsitos de peptideo B-amildide em muitos individuos induzir a
patologia tau, ndo se encontrou nenhuma relacdo entre a quantidade de placas e a
de emaranhados neurofibrilares (PRICE et al., 2009). Estresse oxidativo e
inflamacéo também foram atribuidos a hiperfosforilacao da proteina tau (MCNAULL
et al., 2010).
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2.1.3 Diagnostico, tratamentos e influéncia de fatores ambientais

O diagndstico clinico da Doenca de Alzheimer nem sempre é simples, e em
geral é realizado somente quando a deméncia esta estabelecida. Em geral, cerca de
8 anos antes do diagnadstico clinico o paciente apresenta um declinio cognitivo leve
(MCI, do inglés mild cognitive impairment), que pode ser confundido com
conseguéncias do envelhecimento ou estresse (FODERO-TAVOLETTI et al., 2011).
Ainda, cerca de 40 a 60% dessas pessoas desenvolvem Doenca de Alzheimer de
fato (FODERO-TAVOLETTI et al., 2011), o que dificulta ainda mais o diagndstico.

O diagnéstico definitivo de Alzheimer pode ser realizado somente através de
avaliacdes histopatologicas do tecido cerebral, post-mortem (KARRAN; MERCKEN;
STROOPER et al., 2011). Até a confirmagdo post-mortem, o diagnostico da doenca
é tido como provavel.

A primeira tentativa de estabelecer critérios para o diagndstico clinico da
Doenca de Alzheimer foi publicada em 1984 (MCKHANN et al., 1984), e denominada
de critério NINCDS-ADRDA (do inglés National Institute of Neurological and
Communicative Disorders and Stroke — Alzheimer’s Disease and Related Disorders
Association). As diretrizes incluiam histérico médico, exames clinicos, testes
neuropsicoldgicos e testes laboratoriais. Apesar de serem eficazes e confiaveis
(apresentando cerca de 80% de sensibilidade de diagndstico), esses critérios foram
revistos e reformulados em 2011 pelas instituicbes National Institue of Aging e
Alzheimer’s Association. Nessas novas diretrizes foram introduzidos critérios para
diagnostico diferencial com outras doencas ou estados causadores de deméncia,
critérios para busca de biomarcadores (utilizados em testes clinicos, com finalidades
para pesquisa), e outros sintomas e sinais apresentados pelos pacientes, entre
outros (MCKHANN et al., 2011).

Quanto ao tratamento, apenas aqueles que amenizam 0s sintomas
(tratamentos sintomaticos) estao disponiveis (KARRAN; MERCKEN; STROOPER,
2011). Estes incluem inibidores de acetilcolinesterase como donezepil (Aricept®,
Eisai/Pfizer), galantamina (Razadyne®, Johnson & Johnson) e rivastigmina
(Exelon®, Novartis); e antagonistas de receptor NMDA (N-metil-D-aspartato) como a
memantina (Ebix™™, Merz Pharma GmbH & Co.KGaA). Os tratamentos com anti-

colinesterasicos tentam reverter os déficits colinérgicos decorrentes da degeneracao
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neuronal. Ndo se sabe como a memantina melhora os sintomas dos pacientes
(KARRAN; MERCKEN; STROOPER, 2011).

As novas terapias em desenvolvimento (ainda sob investigagéo) objetivam
inibir a producdo, aumentar o clearance, ou inibir a agregacdo do peptideo [B-
amiléide (BLENNOW, 2010). Por este motivo séao classificados como drogas
modificadoras da doenca (do inglés disease-modifying drugs) (GALIMBERTI,
SCARPINI, 2011). Inibidores de y-secretase e potenciadores da a-secretase tentam
reduzir a via amiloidogénica e aumentar a nao-amiloidogénica, respectivamente,
uma vez que essas vias competem entre si (FISHER, 2012). Estratégias para o
aumento do clearance incluem a imunizacdo ativa (com o peptideo em si) e a
imunizacdo passiva (com anticorpos contra o peptideo). O tramiprosato, a
colostrinina e o scyllo-inositol sdo compostos que parecem inibir a agregacdo do
peptideo amildide. Esses tratamentos encontram-se nas fases | ou Il de testes
clinicos (GALIMBERTI; SCARPINI, 2011).

A efichcia desses testes ainda ndo foi comprovada. A imunizacdo de
pacientes com peptideo B-amildide, por exemplo, resultou em reducédo da carga do
peptideo no cérebro, que, entretanto, ndo foi acompanhada de melhoras cognitivas
(HOLMES et al., 2008).

Atualmente, ha um grande esforco em se identificar biomarcadores que
permitam estabelecer um diagndstico precoce, prever o curso da doenca e avaliar a
eficacia de novos tratamentos (REIMAN et al.,, 2011). Acredita-se que 0S novos
tratamentos em desenvolvimento sejam mais eficazes se iniciados em fases
precoces da doenca (em que o dano neuronal ainda ndo é tdo evidente), quando o
paciente apresenta apenas déficits cognitivos leves (REIMAN et al.,, 2011). Ou
deveriam ser realizados naqueles casos familiares da doenca em que uma mutacao
genética € detectada, antes do aparecimento dos sintomas (HAASS, 2010).

Por fim, parece haver associacdes entre fatores ambientais e a Doenca de
Alzheimer. Entretanto, essas associacdes ndo séo claras. Fatores protetores seriam:
alto nivel educacional, uso de estrégenos, consumo moderado de vinho e atividade
fisica regular. Fatores que aumentariam a probabilidade de um individuo
desenvolver Alzheimer seriam: depressdo, fumo, traumatismo craniano, desordens
cardiovasculares (hipertensdo, hipercolesterolemia, infarto do miocardio) e baixo
nivel educacional (MAYEUX, 2006).
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2.2 Modelos animais para o estudo da Doenca de Alzheimer

Uma importante dificuldade nos estudos com pacientes com Alzheimer é
estabelecer o grupo controle: jovens sadios apresentam o obstaculo da diferenca de
idade; idosos sadios e sem alteracGes cognitivas podem apresentar placas senis na
auséncia de sintomas. Isso acarreta em uma caréncia de diagndsticos precisos e
escassez de conhecimentos sobre sua etiologia, e, consequentemente, de
tratamentos eficazes. Outro complicador em estudos com testes clinicos é a
dificuldade em detectar a doenga em fases iniciais, quando os pacientes apresentam
apenas déficits cognitivos sutis. Como abordado anteriormente, 0S novos
tratamentos em desenvolvimento seriam mais eficazes se realizados precocemente.
Dessa forma, modelos animais (particularmente camundongos) vém sendo
amplamente utilizados.

Modelos animais da Doenca de Alzheimer (assim como outras doencas
neurodegenerativas) tentam replicar um (ou mais) dos trés aspectos da doenca:
seus sintomas, as lesdes, ou suas causas (DUYCKAERTS; POTIER; DELATOUR,
2008). Modelos que replicam os sintomas de uma doenca geralmente se relacionam
com a topografia da lesdo, mas ndo necessariamente mimetizam 0os mecanismos
patogénicos. Um exemplo sdo estudos nos quais se realiza a deplecao colinérgica
em areas cerebrais de camundongos (como ja dito, alteracdo presente em pacientes
com Alzheimer e que leva ao desenvolvimento dos sintomas da doenca). Um
exemplo de modelo que mimetiza as lesbes da doenga é a administracdo de
peptideo B-amildide no hipocampo de camundongos. J4, modelos que reproduzem
as causas da doenca sao aqueles que se utilizam da insercdo de genes mutantes no
genoma de um camundongo. No caso da Doenga de Alzheimer, sdo os modelos que
mimetizam as causas das formas familiares, mas ndo a forma esporadica, da
Doenca (DUYCKAERTS; POTIER; DELATOUR, 2008). Os modelos sdo limitados,
porém uteis, ao intuito da pesquisa em questao.

Muitos modelos da Doenga de Alzheimer foram desenvolvidos como fruto do
estudo das formas familiares da doenca. Apesar de essas formas apresentarem
baixa prevaléncia entre pacientes com Alzheimer (5%) (GALIMBERTI; SCARPINI,
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2011), as lesdes histopatologicas e os sintomas clinicos sdo muito parecidos, e
algumas vezes idénticos aos da forma esporadica (SELKOE, 2001a).

Como abordado anteriormente, as mutacdes mais prevalentes sdo mutacdes
do gene da APP e genes codificadores de preselinina. Dessa forma, a maioria dos
camundongos transgénicos que servem de modelo para a Doenca de Alzheimer
super expressa 0s genes humanos da APP e/ou da preselinina. Esses modelos
apresentam B-amiloidose cerebral de uma forma muito semelhante aos humanos:
placas B-amiléides (associadas a neuritos distroficos, perda de espinhos dendriticos,
degeneracéao sinaptica e neuro inflamagao) e/ou angiopatia B-amiléide (associada a
perda de células musculares lisas de vasos, que pode induzir ruptura dos mesmo)
(JUCKER, 2010).

Estudos em camundongos transgénicos puderam prever de forma eficiente
testes em humanos. Um exemplo foi o estudo da imunizacdo ativa contra o peptideo
B-amiléide. Em camundongos e humanos, a imunizacéo foi capaz de reduzir a carga
do peptideo no intersticio, o que, porém, aumentou a quantidade do peptideo nos
vasos, induzindo micro sangramentos. Ainda, muitos estudos que verificaram
ineficacia de tratamentos em camundongos, também encontraram resultados
equivalentes em humanos (JUCKER, 2010). Talvez a conclusdo mais robusta dos
estudos com camundongos transgénicos seja a de que tratamentos que foquem em
estagios iniciais sejam a melhor estratégia para conter a doenca.

Jucker (2010) sugeriu cautela na terminologia “modelos animais para doencas
neurodegenerativas”. Por exemplo, a nomenclatura correta para camundongos
transgénicos para o gene da APP seria ‘modelo de B-amiloidose cerebral’ e n&o
‘modelo animal de Doenca de Alzheimer’. Para facilitar a leitura, o termo modelo
animal serd utilizado como equivalente para modelo da patogenia em questdo (j3-

amiloidose ou patogenia tau).

2.3 3xTg-AD — modelo animal triplo transgénico

Oddo et al. (2003) desenvolveram um camundongo triplo transgénico (3xTg-
AD), cujo genoma integra genes humanos mutados codificadores de preselinina

(PS1mi4ev), proteina tau (taupsoi) € proteina APP (APPswe — um gene mutante
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primeiramente descrito na Suécia). Nesse modelo, uma célula embrionaria de
camundongo (knockin) homozigoto para o gene mutado da preselinina foi micro
injetada com os genes mutados das proteinas tau e APP, ambos sob comando do
promotor Thyl.2 (promotor que induz a expressao predominantemente no sistema
nervoso central). Ambos 0s genes co-integraram na mesma regido cromossdmica
(ODDO et al., 2003). Esse modelo surgiu pela observacdo de que camundongos
(duplamente) transgénicos para os genes das proteinas APP e preselinina nao
desenvolviam emaranhados neurofibrilares (DUYCKAERTS; POTIER; DELATOUR,
2008), como era esperado considerando-se a hipotese da cascata amildide. Dessa
forma, um modelo animal que apresentasse as alteracdes patolodgicas
caracteristicas da Doenca de Alzheimer (depositos de proteina B-amiloide e
emaranhados neurofibrilares) se fez de grande importancia.

O camundongo 3xTg-AD, desenvolvido por Oddo et al. (2003), apresenta
tanto depdsito de proteina B-amildide, como emaranhados neurofibrilares de forma
progressiva. Primeiramente, ocorreu 0 aparecimento de imunorreatividade
intraneuronal para o peptideo B-amiléide no neocortex (3 a 4 meses de idade) e
posteriormente no hipocampo (6 meses). A presenca de peptideo B-amildide
intracelular no hipocampo estava temporalmente relacionada com desenvolvimento
de déficits de LTP (do inglés Long Term Potentiation), uma forma de plasticidade
neuronal que participa dos processos de aprendizado e memoria. Posteriormente,
houve deposicéo de proteina B-amiléide extracelular no neoc6rtex (aos 6 meses de
idade) e no hipocampo (12 meses) e entdo o0 aparecimento de emaranhados
neurofibrilares, a partir de 12 meses de idade. Essa distribuicdo temporal parece
corroborar com a hipétese da cascata amildide. Tecidos periféricos néo
apresentaram expressao de peptideos B-amildide, que s6 foi encontrada em tecido
neuronal (ODDO et al., 2003).

As vantagens praticas deste modelo animal sdo que, como 0s transgenes da
APP e da proteina tau co-integraram na mesma regido do cromossomo e o0 gene da
preselinina foi inserido no l6cus endégeno de PS1, a reproducdo desses animais
originara ninhadas igualmente triplo transgénicas e o background genético sera
sempre 0 mesmo (129/C57BL6).

Apés o desenvolvimento deste modelo animal, estudos comportamentais
foram realizados para verificar se as alteracdes neuro-patoldégicas estavam

relacionadas com alteracdes cognitivas e comportamentais. Billings et al. (2005)
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demonstraram que déficits na retencdo de memoéria a longo prazo ocorriam
concomitantemente ao acumulo de peptideo B-amildide intraneuronal (4 meses de
idade). Alteragbes comportamentais também foram detectadas: aos 10 meses de
idade, esses camundongos apresentaram reducdo na atividade exploratoria
(HALAGAPPA et al., 2007).

Em um estudo dedicado a caracterizacdo comportamental desse modelo
animal, Pietropaolo, Feldon e Yee (2008) demonstraram que esses animais
apresentam maior reatividade a estimulos aversivos, mais evidente aos 12 meses de
idade. Também nessa idade, demonstraram hiperatividade e reducéo de habituacéo
locomotora em aparatos experimentais. Tais alteracbes ndo cognitivas parecem
assemelhar-se aquelas de maior irritabilidade e maior reatividade a estimulos
nocivos apresentados por pacientes humanos com Alzheimer (PIETROPAOLO;
FELDON; YEE, 2008)

Estes estudos levam a crer que o0 camundongo triplo transgénico
desenvolvido por Oddo et al (2003) representa um modelo animal Gtil e eficaz para o
estudo da Doenca de Alzheimer, jA que mimetiza tanto as alteragcdes neuro-
patolégicas (anatbmica e temporalmente), quanto os déficits cognitivos, e talvez
comportamentais, presentes nos humanos portadores desta doenca.

Jucker (2010) sustenta a seguinte opinido sobre estudos com modelos
animais para doengas neurodegenerativas: “A falha na transposi¢céo” (de dados de
animais para seres humanos) “é menos decorrente da natureza incompleta dos
modelos do que a interpretacdo equivocada desses modelos e de estudos pré-

clinicos inadequados.”

2.4 Outros aspectos da Doenca de Alzheimer — neuroimunologia

Além das placas de peptideo B-amiléide e dos emaranhados neurofibrilares
(que determinam o diagndstico pés-mortem da Doenca de Alzheimer), existem
inUmeros relatos da presenca de inflamagcdo no cérebro de pacientes com
Alzheimer. Dessa forma, muitos pesquisadores acreditam que a neuroinflamacéao
tenha participacédo na patogénese desta enfermidade. Neste trabalho, a terminologia

neuroinflamacdo caracterizara a presenca de microglia ativada e/ou de proteinas
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inflamatoérias (como proteinas de fase aguda e citocinas) nas proximidades de
placas B-amildides do tecido cerebral, apesar da auséncia de outros eventos que
caracterizem inflamagéo (sinais clinicos e infiltrado polimorfonuclear) e do
desconhecimento do papel exato de proteinas inflamatorias na Doenca de Alzheimer
(EIKELENBOOM et al., 2002).

O estudo da neuroinflamacéo na Doenca de Alzheimer e em outras doencas
neurodegenerativas abriu caminho a uma linha de pesquisa relativamente recente.
Dessa forma, a neuroimunologia (o estudo entre as interacbes bidirecionais entre
sistema nervoso e sistema imune) vem sendo inserida também no estudo de
doencas neurodegenerativas. Devido a crescente atencdo prestada a aspectos
neuroimunolégicos em doencas neurodegenerativas, sera realizada uma breve

revisdo sobre esses estudos, a seguir.

2.4.1 Doengas neurodegenerativas e sistema imune

A suspeita de que o sistema imune poderia atuar sobre células neuronais
originou-se da observacdo de que alteracdes imunolégicas eram capazes de
modular o comportamento, a temperatura corpérea e atividades neuroenddcrinas de
individuos. As alteragdes comportamentais apresentadas por animais frente as
infeccbes denominou-se comportamento associado a doencga, e simplificado como
comportamento doentio (HART, 1988).

O comportamento doentio representa uma resposta adaptativa bem
organizada, que tem a funcdo de aumentar a resisténcia de um animal frente a
infeccdes e facilitar sua recuperacao (JOHNSON, 2002). Um conjunto de alteragbes
comportamentais sdo instaladas (reducéo da locomocao, da ingestdo de alimentos,
das interacdes sociais) para facilitar o desenvolvimento da febre e a adaptacéo da
resposta imune a infeccdo (HART, 1988). Essa mudan¢ca comportamental € possivel
devido a comunicacdo existente entre o sistema imune periférico e o sistema
nervoso central: mediadores inflamatérios liberados na periferia induzem a sintese e
liberacdo de citocinas no cérebro (DANTZER, 2001; JOHNSON, 2002). O aumento

de citocinas no cérebro parece modular esses comportamentos associados a
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infeccdo (CRESTANI; SEGUY; DANTZER, 1991; DANTZER, 2001; MCCARTHY,
KLUGER; VANDER, 1986)

Além do comportamento, citocinas também sdo capazes de produzir febre e
modular a atividade do eixo HPA (hipd&fise-pituitaria-adrenal) (BESEDOVSKY; REY,
DEL, 1987). As alteracbes comportamentais, o desenvolvimento da febre e a
ativacao do eixo HPA com consequente liberacdo de glicocorticoides pelas adrenais
permitem a conservacao de energia, o0 aumento da imunidade e a prevencao de uma
resposta inflamatoria exacerbada (QUAN; HERKENHAM, 2002). Sob esse aspecto,
as interacdes neuroimunologicas sdo adaptativas e aumentam a resisténcia durante
infeccdes periféricas.

O envelhecimento pode alterar a resposta comportamental frente a
inflamacéo periférica: camundongos idosos apresentaram comportamento doentio
exacerbado (GODBOUT et al, 2005; KINOSHITA et al, 2009) e maior
neuroinflamacdo apos ativacdo do sistema imunologico periférico (GODBOUT et al.,
2005). Acredita-se que isso seja decorrente da maior expressao basal de
marcadores inflamatérios presente no cérebro dos idosos: em idosos, a ativacao
basal da microglia parece ser responsavel pela maior neuroinflamacéo e expressao
do comportamento doentio, em resposta a estimulos inflamatorios periféricos
(GODBOUT et al., 2005). Dessa forma, o microambiente no SNC pode influenciar a
resposta a ativacao imune periférica.

O sistema imune no SNC difere substancialmente do sistema imune periférico
devido aos seguintes aspectos: presenca de barreira hemato-encefalica, reduzido
namero de células T e de células que expressam MHC (complexo de histo-
compatibilidade) de classe | e Il, e auséncia de sistema linfatico. Parece existir um
baixo nivel de atividade inflamatéria (realizada pela microglia, astrécitos, macréfagos
perivasculares e células T) que controla a homeostase do tecido (LYNCH; MILLS,
2012).

Como abordado, durante infeccdes periféricas, ha uma comunicacao entre o
sistema imune periférico e o0 SNC. A consequente ativacdo do sistema imune no
cérebro, nesse caso, permite a recuperacao a doenca (QUAN; HERKENHAM, 2002).
J&, na neurodegeneracao (e em menor grau, no envelhecimento), ocorre a perda de
mecanismos que controlam a homeostase do tecido neuronal, resultando em
inflamacé&o patologica (LYNCH; MILLS, 2012).



38

Dessa forma, em doencas neurodegenerativas, células do sistema
imunoldégico (e seus mediadores inflamatorios) podem ser prejudiciais ao tecido
neuronal, participando da patogénese dessas doencas. Mediadores inflamatérios no
tecido neuronal (principalmente citocinas) foram descritos como agravadores de
doencas como Parkinson, Esclerose Mdltipla e Doenca de Alzheimer (QUAN;
HERKENHAM, 2002). Lynch e Mills (2012) sugeriram gque a neuroinflamacéo seja
uma caracteristica comum de muitas, e talvez de todas, as doencas
neurodegenerativas. A neurodegeneracdo leva a morte neuronal e liberacdo de
padrdes moleculares associados a perigo (do inglés, danger-associated molecular
patterns, DAMPS), que interagem com receptores de células da glia, disparando uma
resposta inflamatéria (LYNCH; MILLS, 2012).

A neuroinflamagdo em pacientes com Parkinson, assim como em outras
doencas neurodegenerativas incluindo Alzheimer, parece ter um papel na perda
neuronal. No Parkinson, neurdnios dopaminérgicos parecem ser especialmente
sensiveis a mediadores inflamatorios liberados pela microglia (como espécies
reativas de oxigénio e TNF-a) (RINGHEIM; CONANT, 2004). Na Esclerose Multipla,
IL-1 e TNF-a participam da patogénese da doenga, causando dano neuronal
adicional (QUAN; HERKENHAM, 2002). Desta maneira, a neurodegeneracdo (e
morte neuronal) induz ativacdo de células da glia, que respondem com producéo de
mediadores inflamatorios, que por sua vez ampliam o dano neuronal, gerando um
ciclo destrutivo. A neuroinflamacdo na Doenca de Alzheimer sera abordada no
topico seguinte, mas, ao menos em relacao ao ciclo da neurodegeneracao induzindo
neuroinflamacé&o (e vice-versa) € semelhante ao Parkinson e a Esclerose Mdltipla.

Apesar do reconhecimento de que a neuroinflamagdo muito provavelmente
contribua para o dano neuronal e para a patogénese dessas doencas, em algumas
circunstancias a ativagcao de células imunes no tecido neuronal pode ser benéfica.
Exemplos s@o os tratamentos que tentam induzir resposta da microglia ao peptideo
B-amiléide, como abordado anteriormente.

Complicadores do estudo neuroinflamagdo x doencas neurodegenerativas
sdo: 1) ainteracdo dinamica entre as diversas citocinas, e entre citocinas e microglia
(QUAN; HERKENHAM, 2002) e 2) as diferencas genéticas individuais com relagéo a
ativacdo imune (PIEHL; OLSSON, 2009). Variabilidades individuais (e entre
linhagens de camundongos) na resposta imune parecem influenciar a progresséao de

doencas neurodegenerativas ou de danos neuronais (PIEHL; OLSSON, 2009).
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Embora o papel do sistema imune em doencas neurodegenerativas seja
pouco compreendido, e abranja davidas tdo cruciais como sua natureza benéfica ou
prejudicial, ha uma crescente tentativa de alguns pesquisadores em inseri-lo no
estudo dessas doencas. Exemplos disso sdo grupos que estudaram: 1)
biomarcadores imunolégicos, numa tentativa de facilitar o diagnostico de doencas
neurodegenerativas (GOMEZ RAVETTI; MOSCATO, 2008; RAY et al., 2007), 2)
diferencas na capacidade fagocitica ao peptideo B-amildide de mondcitos
circulantes, em pacientes com Alzheimer (AVAGYAN et al.,, 2009), e 3) a
imunoterapia com anticorpos contra o peptideo B-amildide (CITRON, 2010;
HOLMES et al., 2008).

Em uma correspondéncia a Nature Medicine, EI Khoury (2010) escreveu:
“‘Qualquer esforco que planeje melhorar o diagndstico ou o tratamento da
neurodegeneracdo deveria incluir uma discussédo sobre o sistema neuroimune para
ser compreensivo”.

Outros autores também compartilham a mesma opinido. Para Haass (2010), a
Doenca de Alzheimer sera mais bem compreendida se abordada de uma forma
integrada, levando em consideragdo a neurodegeneracédo, condi¢cdes vasculares e a
inflamacdo (HAASS, 2010). Lang (2010) acredita que testes clinicos e 0s novos
tratamentos também devam focar em todos os aspectos da doenca, incluindo a
neuroinflamacdo (LANG, 2010).

2.4.2 Inflamacéo na Doencga de Alzheimer — Sistema Nervoso Central e periferia

Como relatado anteriormente, além das placas amildides e dos emaranhados
neurofibrilares, a neuroinflamacéo também vem sendo muito descrita na Doenca de
Alzheimer. Com a excecdo de poucos trabalhos, como aqueles que utilizam
tomografia por emissdo de poésitrons, a avaliagcdo de neuroinflamacdo em doencgas
neurodegenerativas humanas tem sido realizada em estudos post-mortem. Neste
sentido, Vehmas et al. (2003), detectaram que o0 aparecimento de placas amildides
estava relacionado com maior quantidade de microglia ativada. Os autores

acreditam que a ativagcdo da microglia deva ser um evento inicial na Doenca de
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Alzheimer e que a resposta imunoldgica no cérebro possa contribuir para o dano
neuronal (VEHMAS et al., 2003).

A microglia fornece suporte e representa a primeira e principal forma de
resposta imunologica no cérebro. Ela pode ter funcdes protetoras (como funcgdes
fagociticas), assim como efeitos deletérios, neurotdéxicos. A ativacdo da microglia
resulta em aumento na expressao do complexo de histocompatibilidade (MHC) Il e
liberacdo de mediadores pré-inflamatorios (LEE et al., 2010).

Na Doenca de Alzheimer, o papel exato da microglia € desconhecido. Ele
poderia ser benéfico (na medida em que a microglia fosse capaz de fagocitar e
retirar peptideos B-amildides de placas senis) (BOISSONNEAULT et al., 2009), ou
prejudicial (j& que essas ceélulas produzem mediadores pré-inflamatorios que
levariam a degeneracdo neuronal) (LUCIN; WYSS-CORAY, 2009). A maioria dos
trabalhos da literatura confere um papel patolégico a microglia (LUCIN; WYSS-
CORAY, 2009).

A ativagcao da microglia na Doencga de Alzheimer resulta em aumento de
citocinas (produzidas principalmente por essas células, mas também por astrécitos).
A interleucina-1 (IL-1) talvez seja a citocina mais estudada em desordens
neurodegenerativas, incluindo o Alzheimer (SPULBER; SCHULTZBERG, 2010). A
producéo de fatores inflamatdrios, incluindo a IL-1, parece ser decorrente da reacao
da microglia ao peptideo amiléide (DEL BO, et al.,, 1995). Além da IL-1, outros
mediadores inflamatorios também sdo produzidos pela microglia (a principio em
resposta ao peptideo): 6xido nitrico, espécies reativas de oxigénio, TNF-a, IL-6, IL-
18 e prostaglandina E2 também se encontraram aumentados no cérebro de
pacientes de Alzheimer (AKIYAMA et al., 2000).

Além do dano neuronal induzido pelos mediadores inflamatérios, também se
discute se a microglia teria um papel direto na deposigao de peptideos B-amilbide.
Em um estudo temporal em camundongos transgénicos, foi demonstrado, através de
microscopia com multi-foton, que a formacao da placa senil precede o acumulo de
microglia ao redor das placas (MEYER-LUEHMANN et al., 2008). Isso sugere que a
microglia nao participe da formacédo da placa, ao menos em fases iniciais. Além
disso, nesse trabalho ndo se observou clearance das placas pela microglia (MEYER-
LUEHMANN et al., 2008).

Por outro lado, a ativagdo da microglia em resposta ao peptideo B-amiléide

pode resultar em producdo de espécies reativas de oxigénio (como descrito
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anteriormente), que por sua vez, é capaz de promover a formacédo de mais peptideo
B-amiléide (KERN; BEHL, 2009). De forma semelhante, Del Bo et al. (1995),
demonstraram que IL-1B e IL-6 induziram aumento na expressdo da APP em
culturas primarias de neurénios corticais. Portanto, acredita-se que a produgao de f3-
amiléide induziria ativacdo da microglia, resultando em producdo de mediadores
inflamatdrios, que causariam dano neuronal e aumentariam a producdo de B-
amiléide, amplificando a leséo tecidual (LEE et al., 2010). Dessa forma, a ativacéo
da microglia, ao menos indiretamente, poderia agravar a 3-amiloidogénese.

A microglia parece ter outro papel na patogénese da Doenca de Alzheimer: a
progressao das placas difusas (placas mais amorfas, com bordos pouco definidos)
em placas neuriticas (placas com caracteristicas mais fibrilares, cercadas por
neuritos distroficos). Essa progressao parece ser modulada pela microglia, como
demonstrado em camundongos transgénicos APPsw (Tg2567) que expressam o
gene mutante da APP humana (WEGIEL et al., 2001).

Astrocitos, células abundantes no cérebro que desempenham diversas
funcdes nesse tecido, também produzem mediadores inflamatorios em resposta ao
peptideo B-amildide, e aos mediadores oriundos da microglia. O resultado é a
amplificacdo da resposta ao peptideo, aumentando a neuroinflamacdo e
neurodegeneracao (LEE et al., 2010).

Somando-se essas descobertas com a observacdo de que o uso crénico de
antiinflamatérios ndo esteroidais reduz o risco de desenvolvimento e progressao de
Alzheimer, o papel da neuroinflamacdo como agravador da patogenia € bem aceito
na literatura atual (AKIYAMA et al., 2000). Ainda, acredita-se que aqueles individuos
idosos dotados de maior resposta inflamatoria (alteracdo que pode ocorrer com 0
envelhecimento, denominada de inflammaging) (FRANCESCHI et al., 2007)
apresentem maior risco para o desenvolvimento da Doenca de Alzheimer e para
progressdo mais rapida da doenca, quando estabelecida (GIUNTA et al., 2008).

A neuroinflamacdo também estd presente nos modelos animais para a
Doenca de Alzheimer. Nos camundongos 3xTg-AD, a expressdo de Fator de
Necrose Tumoral-a (TNF-a) e proteina quimiotatica de mondécitos (MCP-1, do inglés
Monocyte chemotactic protein) estava aumentada em regides corticais aos seis
meses de idade, momento em que se detectou acumulo de B-amildide intracelular
(JANELSINS et al., 2005). Como o aumento dos niveis desses mediadores ocorreu

somente em regides corticais € nao no hipocampo (onde também foi encontrado -
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amiléide intraneuronal) e deu-se de forma progressiva, a ocorréncia de inflamacéo
parece depender da regido analisada e constituir um processo cronico (JANELSINS
et al., 2005). Os niveis de CCR6 (receptor da quimiocina CCL20) também estavam
aumentados em células mononucleares de cérebros de camundongos 3xTg-AD a
partir de 6 meses de idade (SUBRAMANIAN et al., 2010).

Da mesma forma que em humanos, a expressao de mediadores inflamatérios
parece influenciar a patogenia em camundongos transgénicos: a inducdo da
expressao de TNF-a no cérebro de camundongos 3xTg-AD aumentou a quantidade
de peptideo B-amildide e proteina tau e de microglia ativada, assim como morte
neuronal (JANELSINS et al., 2008).

Perifericamente, alteragcbes em citocinas também foram detectadas em
pacientes com Alzheimer. A literatura contempla resultados contraditorios dessas
alteracbes; alguns trabalhos encontraram aumentos, outros diminuicdo, numa
variedade de citocinas. Segundo uma revisdo de Lee et al. (2009), as principais
citocinas e quimiocinas cujos niveis circulantes apresentaram-se alterados séo: IL-
18, IL-4, IL-10, IL-6, IL-12, IL-16, IL-18, TNF-a, TGF-8 e MCP-1 (LEE et al., 2009).

Na tentativa de identificar possiveis biomarcadores plasméaticos, Ray et al.
(2007) identificaram 18 proteinas, cujas concentracfes alteradas poderiam predizer
um diagndéstico de Alzheimer, com uma acuracia de aproximadamente 90%.
Biologicamente, essas proteinas parecem estar envolvidas em processos
hematopoiéticos e apoptéticos e em respostas imunolégicas (RAY et al.,, 2007).
Posteriormente, Gomez Ravetti e Moscato (2008) observaram que desses 18
biomarcadores, 5 poderiam identificar individuos com Alzheimer (facilitando o
diagnéstico): IL-1a, IL-2, EGF (do inglés epidermal growth factor, fator de
crescimento epidermal), TNF- a e G-CSF (do inglés granulocyte colony-stimulating
factor, fator estimulador de colénias de granulocitos) (GOMEZ RAVETTI,
MOSCATO, 2008). E interessante notar que dessas 5 proteinas, 4 sdo citocinas pro-
inflamatorias (IL-1a, IL-2, TNF- a e G-CSF) (EL KHOURY, 2010a; GOMEZ
RAVETTI; MOSCATO, 2008).

Alteracdes imunoldgicas periféricas poderiam influenciar a patogenia no
cérebro do paciente de Alzheimer. Citocinas circulantes poderiam atravessar a
barreira hematoencefélica e ativar a microglia e astrocitos, aumentando ainda mais a

producdo de mediadores inflamatérios (MCNAULL et al., 2010).
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Maiores niveis periféricos de proteina reativa-C (uma proteina de fase aguda)
foi relacionada com maior risco de desenvolvimento de Alzheimer e maiores déficits
cognitivos (MCNAULL et al., 2010). Além disso, outras doencas relacionadas ao
envelhecimento, como diabetes mellitus, aterosclerose, artrite e cancer, também sao
caracterizadas por um estado de inflamacé&o cronica (CHUNG et al., 2009). Diabetes
mellitus é considerada um fator de risco para o desenvolvimento de Alzheimer e
especula-se que a inflamacdo possa ser um dos mecanismos de interseccdo entre
essas doencas (HAN; LI, 2010). Hiperlipidemia e obesidade (sindromes metabdlicas
também associadas a aumento de marcadores inflamatérios) também sao fatores de
risco para Alzheimer (MCNAULL et al., 2010).

Alteragbes imunolégicas nos camundongos 3xTg-AD também foram
descritas. Gimenez-Llort et al. (2008) verificaram que algumas alteracdes
imunoldgicas relacionadas a idade (imunossenescéncia) encontravam-se
exacerbadas nos camundongos 3xTg-AD, como maior secrecdo de TNF-a por
linfocitos do baco. Segundo os autores, isso evidenciaria uma imunossenescéncia
prematura dos camundongos 3xTg-AD, que favoreceria maiores taxas de morbidade
e mortalidade, encontradas nesses camundongos (GIMENEZ-LLORT et al., 2008).

Outro trabalho demonstrou alteracdes nos niveis de citocinas esplénicas de
camundongos 3xTg-AD, apds estimulacao: foi detectado maior producao de IL-6, IL-
2 e IL-13 e diminuicdo de IL-10 por linfocitos T, quando comparado aos
camundongos Wild Type (SUBRAMANIAN et al., 2010).

Poucos trabalhos estudaram a relagdo entre as alterac6es imunoldgicas no
SNC e na periferia em modelos animais da Doenca de Alzheimer. Subramanian et
al. (2010) verificaram um aumento de um mediador inflamatério no SNC e na
periferia, que poderia servir como biomarcador da doenga em camundongos 3xTg-
AD. Foi encontrado aumento de CCR6 (0 receptor para a quimiocina CCL20) tanto
no cérebro quanto no baco. Em camundongos 3xTg-AD fémeas, esse aumento
ocorreu tanto em animais jovens, como nos idosos (motivo pelo qual se discutiu o
potencial de CCR6 como biomarcador). Em machos, esse aumento ocorreu apenas
nos animais jovens. O aumento de CCR6 nos tecidos cerebral e periférico em
camundongos jovens sugere que um processo inflamatorio esteja presente mesmo
antes do aparecimento da sintomatologia, ou seja, de déficits cognitivos
(SUBRAMANIAN et al., 2010).
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Apesar das inUmeras tentativas em se encontrar biomarcadores periféricos
para a Doenca de Alzheimer, a relagdo entre inflamacéo periférica e inflamacéo
central nesta doenca permanece desconhecida (LUCIN; WYSS-CORAY, 2009): nédo
se sabe o que ocorre primeiro, e nem se a inflamagdo no SNC poderia influenciar
respostas imunologicas periféricas e vice-versa (LEE et al., 2009).

Inserido no grupo de neuroimunologia, este trabalho pretendeu investigar
alteracbes inflamatérias no cérebro de camundongos 3xTg-AD e suas
consequéncias no sistema imune periférico. Assim como em humanos, o
camundongo 3xTg-AD utilizado neste estudo apresenta depositos de peptideo [3-
amiléide no cérebro e ativacdo da microglia, com aumento de mediadores
inflamatdrios no tecido neuronal (até o presente momento, descrito no cortex ento-
rinal). Porém, ndo se sabe se, nesses camundongos, essas alteracfes inflamatoérias
centrais sdo acompanhadas de alteragdes imunoldgicas periféricas. Além disso, a
constatacdo de que a imunossenescéncia induz a uma resposta inflamatoria
exacerbada a alguns estimulos infecciosos (devido a neuroinflamacdo basal dos
idosos) nos faz acreditar que alteracdes inflamatérias no cérebro de camundongos

3xTg-AD possam influenciar parametros imunoldgicos na periferia.
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3 OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho foi estudar a relacdo entre mediadores
inflamatorios periféricos e a neuroinflamacéo, e suas implicacbes em camundongos

3xTg-AD, um modelo animal para a Doenca de Alzheimer.

3.1 Objetivos especificos

Neste trabalho, avaliou-se como alteragdes de citocinas no SNC e na periferia
interagem temporalmente e como essas alteragcdbes podem influenciar outros
aspectos da imunidade nos camundongos 3xTg-AD. Além disso, avaliou-se o0
fendtipo comportamental e a patogenia do peptideo B-amildide no cérebro desses
camundongos, como validacdo do modelo em si. Para tanto, os seguintes
experimentos foram realizados:

1. Avaliacéo do fendtipo comportamental:

a) Avaliacdo da memdria espacial no Labirinto de Barnes

b) Avaliacdo de comportamento semelhante a ansiedade na caixa
claro-escuro

c) Avaliacao da locomocao e habituacdo em Campo Aberto (CA)

2. Avaliagdo temporal, descritiva, de peptideo p-amiléide no SNC.

3. Avaliacao temporal de IL-1p3, IL-6, MCP-1, TNF-a e IL-10 no sangue.

4. Avaliagdo temporal de IL-1B, IL-6, MCP-1, TNF-a e IL-10 e de
corticosterona no sangue e expressao de IL-1B e IL-6 e no hipocampo, e de outros
parametros periféricos.

5. Efeitos da administracdo de LPS em camundongos 3xTg-AD de 12 meses
de idade:

a) na producéao de citocinas periféricas (IL-6, MCP-1, TNF-qa, IL-10, IL-
12p70 e INF-y) e no hipocampo (IL-18 e IL-6)

b) nos niveis de corticosterona sérica



46

4 MATERIAL E METODOS

Serdo descritos o material e métodos utilizados neste trabalho.

4.1 Animais

Foram utilizados aproximadamente 80 camundongos 3xTg-AD (grupo
experimental) e 80 camundongos WT (wild type, grupo controle) ambos de
background C57b/129, machos, criados no biotério do Departamento de Patologia
da FMVZ-USP. Os animais foram alojados em grupos de 3 a 6 por caixa plastica (16
X 28 x 13 cm) sob temperatura (22+4°C), luz (7:00h-19h) e umidade (45 — 65%)
controladas, com acesso ad libitum a racéo e agua. As caixas continham maravalha

auto-clavada e foram limpas semanalmente.

4.2 Solugdes e Reagentes

Anticorpo monoclonal para peptideo B-amildide/ e ou proteina APP mutante
humana (6E10 SIGNET - COVANCE): o anticorpo primario foi diluido 1000 vezes em
triton normal e soro normal de cabra.

Anticorpo secundario: SuperPicture™ Kit (HRP, Broad Spectrum), Life
Technologies™.

Fixador: solucdo de paraformaldeido 4% diluido em Tampéao fosfato 0,1M.

Lipopolissacarideo: LPS de Escherichia coli (sorotipo 0127:B6; Sigma-
Aldrich®) foi utilizado na dose 200 ug/kg (diluido em solugao salina 0,9% estéril), em
diluicdo de 20 ug/mL.

Resina para laminas: Permount™, Fisher Scientific.

Sacarose 30%: solucdo de sacarose 30% diluida em Tampéo fosfato 0,1M.

Solugdo anti-congelante: solucdo de sacarose 30% diluida em Tampao

fosfato 0,1M e etileno-glicol.
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Solucdo de revelagdo: 100mg de DAB (diaminobenzidina), 1mL de DMSO
(dimetilsulféxido), 1mL de peréxido de hidrogénio 6% e 98mL de tampéo fosfato
0,1M.

Solugéo para incubacéo de anticorpo primario: BSA (albumina sérica bovina)
1%, Triton 0,3% em tampé&o fostato 0,1M.

Tampao Fosfato 0,1M.

Triton normal 0,3%, diluido em tampéo fosfato.

Xilol P.A., Synth.

4.3 Procedimentos

Serdo descritos os procedimentos realizados no presente trabalho.

4.3.1 Coleta de tecidos e tratamentos

A avaliacdo do peptideo B-amiléide no cérebro (experimento 2) foi realizada
através de imunohistoquimica (descrita adiante). Os animais foram profundamente
anestesiados com xilazina (Rompun®, Bayer) e cloridrato de ketamina (Dopalen
injetavel®, Agrigrands), por via intraperitoneal, nas doses de 30 mg/kg de xilazina e
300 mg/kg de ketamina. Seguiu-se a perfusado trans-cardiaca com 25 mL de solucao
salina tamponada (PBS), e entdo com 100 mL de fixador 4%. Os cérebros foram
removidos e armazenados no mesmo fixador por no minimo 5 horas, e entdo em
solugcdo de sacarose 30% até que estivessem saturados com a solugcdo e
afundassem no recipiente. Os cérebros foram congelados e cortados em microtomo
na espessura de 30um. Os cortes foram temporariamente armazenados na solugao
de sacarose 30% e entdo, mantidos em freezer -80°C, imersos em solucao anti-
congelante.

A coleta de sangue para o experimento 3 foi realizada por puncédo da veia

sub-mandibular para obteng¢ao de pequeno volume sanguineo (150 pL). As amostras
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de sangue foram centrifugadas a 200 x g por 15 minutos, para obtencao de soro. O
soro foi armazenado em freezer -80°C até a dosagem de citocinas.

A coleta de sangue para o experimento 4 foi realizada através de
decapitagéo. O soro foi obtido e armazenado de forma semelhante ao experimento
3. Para o experimento 4 também foram coletados adrenais, baco, figado e timo. Os
orgaos periféricos foram pesados em balanca analitica.

Neste experimento (4), a coleta de tecido cerebral também foi realizada.
Coletou-se o hipocampo através de microdisseccéo guiada por lupa (Figura — 3). A
coleta foi realizada com material cirlrgico estéril e limpo com solucdo de RNAse free
(Invitrogen®). O cérebro foi mantido resfriado sobre uma placa de petri contendo
gelo seco, e a coleta ndo ultrapassou 10 minutos. O hipocampo foram armazenado
em criotubos RNAse free, rapidamente congelado em nitrogénio liquido, e entdo
mantido em freezer -80°C até a extracdo de RNA mensageiro.

Figura 3 — Exemplo de microdisseccdo de hipocampo. A esquerda, cérebro sem o cortex do
hemisfério direito. A direita, hipocampo microdisseccionado. A figura é representativa
de uma microdisseccao do hipocampo. O cérebro da figura encontrava-se fixado em
paraformol 4%. Para a obtencé@o do hipocampo no experimento 4, utilizou-se o tecido
a fresco, sem fixagé&o.

Os animais destinados ao experimento 5 foram tratados por via
intraperitoneal, com salina ou LPS, em volume de 1% do seu peso (TUKEL et al.,
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2009), na dose de 200ug/kg. Trés horas apos os tratamentos, os animais foram
sacrificados por decapitacdo, para obtencdo de sangue (para dosagem de citocinas
e corticosterona) e coleta de hipocampo (para avaliagdo da expressao de citocinas).
Os procedimentos para a coleta de soro e hipocampo foram idénticos aos do

experimento 4.

4.3.2. Avaliacdo de citocinas periféricas — Citometria de Fluxo (Cytometric

Bead Array)

As citocinas/ quimiocinas analisadas no soro foram: IL-1pB, IL-6, IL-10, TNF-q,
MCP-1 para os experimentos 3 e 4. O teste foi realizado com um kit para
camundongos (Flex Kit, BD™ Cytometric Bead Array, CBA). Para o experimento 5,
além das citocinas supra citadas (exceto a IL-1B), também foram avaliados os niveis
de INF-y e IL-12p70. Neste experimento, foi utilizado outro kit para camundongos, o
Mouse inflammation kit, BD™, CBA. Os kits consistem em 5 (ou 6) tipos de micro-
esferas, de tamanhos distintos, revestidas com anticorpos para proteinas de IL-1p,
IL-6, IL-10, TNF-a, MCP-1, IL-12p70 e INF-y (Figura — 4). As micro-esferas
(revestidas com os anticorpos de deteccdo), os padrdes, as amostras e o reagente
de deteccdo conjugado com PE (ficoeritrina) foram incubados, formando complexos.
A aquisicdo dos dados foi feita em citbmetro de fluxo. A analise foi realizada através
do sotftware de analise BD™ CBA, no canal de fluorescéncia FL-2 (vermelho). A
curva padrdo para cada proteina abrange concentracfes variando entre 10 e 2500

pg/mL.
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Figura 4 — Dot plot de beads das citocinas avaliadas por citometria de fluxo
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4.3.3 Avaliagdo de citocinas centrais - RT-PCR

A expressdo do RNA mensageiro das citocinas IL-1B e IL-6 foi avaliada. Os
cérebros foram coletados como descrito anteriormente.

O tecido foi processado para extracdo do RNA com o Kit para extragdo de
RNA RNAspin Mini RNA Isolation Kit (GE). Cerca de 30 mg de hipocampo foi
adicionado em 350 pL da solugao de lise RA1 do kit, acresdido de 3,5 mL de (-
mercaptoetanol. O tecido foi macerado com o auxilio de um pistilo autoclavado e
RNAse-free. A mistura foi transferida para colunas de extracdo, seguindo instrucdes
do fabricante. Basicamente, o tecido foi colocado em colunas de extracdo que
retiveram o RNA, que foi lavado e purificado com uma sequéncia de reagentes. Na
tltima etapa, o reagente promoveu a liberacdo do RNA da coluna, e as amostras
foram armazenadas em freezer -80°C até o uso.

Uma aliquota de 10 uL foi retirada para a quantificacdo do RNA e verificacao
de sua integridade. As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose
em 60V por 1,5 hora. Apos a eletroforese, o gel foi corado em solu¢éo de brometo
de etidio para a visualizacdo das bandas em luz UV. A quantificacdo foi realizada em
biofotdmetro (Eppendorf, Hamburg, Germany) a 260/280 nm. Amostras numa
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variagdo de 1,7 até 2,0 ng/mL indicaram baixa contaminacdo do RNA, sendo
consideradas de boa qualidade para a transcrigado reversa.

O DNA correspondente (cDNA) foi obtido em ensaio de transcricdo reversa
(RT), utilizando-se Oligo DT®, dNTPs e a enzima Superscript Il ® (Invitrogen®),
conforme instru¢des do fabricante. Apos a transcricao reversa (RT), foi efetuado o
PCR em Tempo Real (ABIPrism® 7000 Sequence Detection Systems, Applied
Biosystems). O sistema TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems ®)
foi adotado para a deteccdo da expressao génica. Os primers especificos para 0s
genes de IL-18 (Mm99999061 mH), IL-6 (Mm00446191 m1l) e o controle endégeno
18S (4352930E) foram confeccionados pela empresa Applied Biosystems®. Para
interpretacdo dos resultados obtidos no sistema de Real Time PCR foi utilizado o

-AACT
2

método comparativo de para a quantificacao relativa.

4.3.4 Analise dos niveis de peptideo - amildide no cérebro - Imunohistoquimica

A presenca de peptideo B-amildide total foi identificada através de
imunohistoquimica.

Os cortes foram descongelados e lavados em tampao fosfato (3 vezes por 10
minutos cada). Procedeu-se 0 bloqueio da peroxidase endbégena, através de
lavagem em perdoxido de hidrogénio 0,3%. Os cortes foram incubados com o
anticorpo primario (6E10), na diluicdo 1:1000 em solucéo de BSA 1% e Triton 0,3%.
Apés cerca de 12 horas, os cortes foram novamente lavados em tampéao fosfato (3
vezes por 10 minutos cada) e incubados com anticorpo secundario por 20 minutos,
seguindo nova lavagem com tampao fosfato (3 vezes por 10 minutos cada). A
revelacao foi realizada com DAB: os cortes foram imersos em solu¢céo de DAB por 1
minuto e 30 segundos. Os cortes foram entdo lavados (3 vezes por 10 minutos
cada), e montados em lamina. As laminas foram desidratadas em concentracfes
crescentes de alcool (70, 90 e 100%), imersas em xilol e cobertas com laminulas
com solucdo de Permount™.

As marcacdes para o0 anticorpo 6E10 foram avaliadas na amigdala

basomedial: entre -1,70 e -1,22mm pos Bregma, no cértex: entre -2,06 e -1,70mm
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post Bregma; na regiao CA1 do hipocampo: entre -2,06 e -1,70mm post Bregma; e
no subiculo (pertencente a formacédo hipocampal): entre -3,08 e -2,80mm.

O anticorpo primario utilizado (6E10) liga-se em epitopos localizados nos
aminoacidos 3 a 8 da porgéo terminal amina da sequéncia do peptideo B-amiloide.
Isso significa que pode ligar-se tanto a proteina APP inteira, quanto ao peptideo
livre. Desta forma, neste trabalho, a deteccdo da proteina APP e/ou do peptideo [3-
amiléide através do anticorpo 6E10 sera descrita como “marcacéo positiva para o
anticorpo 6E10” ou derivagdes semelhantes.

A figura — 5 demonstra as regides avaliadas para a presenca de peptideo [3-

amildide.
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Figura 5 — Representacdo esquematica das regifes utilizadas para andlise da presenca de
petideo B-amiléide. [A] Esquema da amigdala basolateral (BLA). [B] Esquema do
coértex e da regido CA1 do hipocampo. [C] Esquema do subiculo (Su).

4.3.5 Avaliagdo dos niveis séricos de corticosterona — Ensaio imuno-enzimatico
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As amostras de soro foram descongeladas em temperatura ambiente e a
corticosterona foi mensurada através do kit comercial Corticosterone EIA Kit —
DetectX — Arbor Assays®, seguindo as instru¢cdes do fabricante. Resumidamente, os
padrbes (fornecidos no kit) e as amostras diluidas foram pipetadas em placas de 96
pocos cobertos com anticorpo de captura. Um conjugado corticosterona-peroxidase
foi adicionado aos padrdes e as amostras em cada poco. A reacdo de ligacao foi
iniciada através da adicdo de anticorpo policlonal contra corticosterona em cada
poco. ApGs 1 hora de incubacédo a placa foi lavada e foi adicionado o substrato para
peroxidase em cada pog¢o. A solugdo de parada foi adicionada e a intensidade de

coloracao foi analisada em espectofotdmetro com filtro de 450nm.

4.3.6 Aparatos comportamentais e procedimentos

Serdo descritos os aparatos utilizados para avaliagdo do comportamento e 0s

procedimentos em cada aparato.

4.3.6.1 Avaliacdo da memoria espacial no Labirinto de Barnes (LB)

O LB foi desenvolvido por Barnes (1979) e consiste de um labirinto nao
aquédtico, util para testar memoéria espacial em ratos e camundongos (SHARMA;
RAKOCZY; BROWN-BORG, 2010).

Neste estudo, o teste do LB (REISERER et al., 2007) consistiu de um labirinto
circular (90cm de diametro), elevado 40cm do chao, sem paredes, e com 12 furos
(5cm de diametro) igualmente distribuidos sobre seu perimetro (5cm da borda). O
labirinto  foi igualmente iluminado por Iluz ambiente branca fluorescente
(aproximadamente 20lux). Em um dos furos (furo “alvo”), uma caixa de escape foi
encaixada, de forma que os animais ndo a vissem do centro do labirinto. Os outros

furos foram posteriormente nomeados de furos “ndo alvo”. Dicas visuais distantes
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(figuras geométricas coloridas) foram penduradas nas paredes, e o experimentador
(0o mesmo para todo o experimento) permaneceu sempre ho mesmo local.

Cada camundongo foi introduzido no centro do labirinto, com o auxilio de uma
caixa circular (opaca, de 10cm de diametro), a “caixa de inicio”, para assegurar uma
posicao inicial aleatéria. Apds 10 segundos, a “caixa de inicio” foi removida e o teste
teve inicio. Permitiu-se que o camundongo explorasse o labirinto por 3 minutos. O
final do teste ocorreu no momento em que o camundongo entrou no furo “alvo”, ou
apés decorridos 3 minutos. Depois da entrada do camundongo no furo “alvo”, o
mesmo foi coberto para evitar a reentrada do animal. Camundongos que nhao
encontraram e nao entraram no furo “alvo” no periodo de 3 minutos foram
gentilmente guiados até ele pelo experimentador. Quatro treinamentos (T1-T4) por
dia foram aplicados, com 15 a 20 minutos de intervalo entre treinos, durante quatro
dias consecutivos (D1-D4). No quinto dia, um teste prova (TP) foi aplicado, 24 horas
apos o ultimo treinamento. No TP, a caixa de escape foi removida e permitiu-se que
os camundongos procurassem o furo “alvo” durante 90 segundos. Todos os testes
foram filmados e analisados posteriormente com o auxilio do programa Ethovision
(Noldus Information Technology, Utrecht, The Netherlands).

Para evitar que os camundongos utilizassem dicas olfativas, o labirinto foi
limpo com uma solucédo de alcool 10% e rotacionado 90° graus apoOs cada teste,
mantendo a caixa de escape no mesmo local (de acordo com as dicas visuais).

Muitos estudos utilizam estimulos aversivos (como barulho) para estimular os
camundongos a encontrar o furo “alvo”. Entretanto, Harrison et al. (2006)
demonstraram que isso ndo € mandatério, uma vez que 0S camundongos
encontram-se motivados a encontrar a caixa de escape na auséncia de estimulos
aversivos (HARRISON et al., 2006). Portanto, optamos ndo usar estimulo aversivo
neste teste, exceto pela iluminagdo ambiente.

Como observado previamente (HARRISON et al.,, 2006; REISERER et al.,
2007), muitos camundongos nado entravam no furo “alvo” apdés encontra-lo pela
primeira vez. Assim, avaliamos o numero de deflexbes de cabega em furos “nédo
alvo” antes que o camundongo encontrasse o furo “alvo” (erros primarios) e a
laténcia para encontrar o furo “alvo” pela primeira vez (laténcia primaria). Também
avaliamos a distancia e velocidade empregadas até que o camundongo encontrasse
o furo “alvo”, nomeando estes parametros como distadncia primaria e velocidade

primaria, respectivamente. Entre o momento em que o camundongo encontrou o
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furo “alvo” até o final do teste (ou seja, apés 3 minutos de treino, ou quando o
camundongo entrava na caixa de escape, ou 90 segundos para o teste prova) o
namero de deflexdes de cabega em furos “ndo alvo” (erros secundarios) e a
distancia percorrida (distancia secundaria) foram avaliadas. No TP, avaliamos o
numero de deflexbes de cabega em cada furo (“alvo” e “ndo alvo”). A Figura 6 ilustra

o Labirinto de Barnes.

Figura 6 — Labirinto de Barnes, com furo alvo e representagdo de um furo néo alvo

4.3.6.2 Avaliagcdo de comportamento semelhante & ansiedade na Caixa Claro
Escuro (CCE)

A CCE consistiu de uma caixa de acrilico com dois compartimentos: um
escuro, pequeno (9 x 10cm) e um claro, maior (18 x 10cm). Os compartimentos
foram divididos por uma porta (5 x 3cm), por onde os camundongos podiam
atravessar.

Os camundongos foram individualmente posicionados no compartimento
claro, em direcdo a parede, permitindo que explorassem o aparato por 5 minutos.

Foi avaliado: a laténcia para entrar no compartimento escuro (laténcia para

escuro), o tempo gasto no compartimento claro, o nimero de entradas no escuro e o
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namero de acesso de risco realizado pelos camundongos do compartimento claro,

para 0 escuro.

4.3.6.3 Avaliacdo da locomocao e habituagcdo em Campo Aberto (CA)

O teste de Campo Aberto consistiu de uma arena circular, de 40cm de
diametro e com paredes de 20cm, que foi virtualmente dividida em trés regides:
central, intermediaria e tigmotaxica (a area adjacente a parede do CA).

Os camundongos foram introduzidos no centro do CA e permitiu-se que 0s
mesmos explorassem o aparato por 5 minutos. Os camundongos foram testados no
CA durante 4 dias consecutivos (D1-D4). Entre cada observacédo, o aparato foi limpo
com solucao de alcool 5%.

Os parametros avaliados incluiram: locomogéo (cm) e laténcia para atingir a

zona tigmotaxica (segundos).
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4.4 Delineamento experimental

Sera descrito o delineamento experimental utilizado neste trabalho.

4.4.1 Experimento 1: Avaliacdo do fendtipo comportamental

Neste experimento foram utilizados 9 camundongos Wild Type e 13
camundongos 3xTg-AD. Os mesmos camundongos foram submetidos ao Labirinto
de Barnes e a Caixa claro-escuro aos 4, 6 e 12 meses de idade, conferindo um
delineamento longitudinal ao estudo. Um grupo adicional de camundongos de 6

meses de idade (n=9 para cada gendtipo) foi avaliado no Campo Aberto.

4.4.2 Experimento 2: Avaliacdo temporal, descritiva, de peptideo B-amildide no SNC

A avaliacéao do peptideo B-amildide no SNC foi realizada em camundongos de

4, 6, 8 e 12 meses de idade (n=5 animais, por idade e por grupo).

4.4.3 Experimento 3: Avaliagdo temporal de IL-13, IL-6, MCP-1, TNF-a e IL-10 no

sangue

A avaliacdo de citocinas e corticosterona séricas foi realizada nos mesmos

animais (n=10 por grupo), aos 4, 5, 6, 7 e 8 meses de idade.

4.4.4 Experimento 4: Avaliacdo temporal e de IL-1B, IL-6, MCP-1, TNF-a e IL-10 e de
corticosterona no sangue e expressdo de IL-1B e IL-6 no SNC, e de outros

parametros periféricos
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Neste experimento, foram utilizados camundongos de 4, 6, 8 e 12 meses de
idade (n=8 a 10 animais, por idade e por grupo). No sangue foram dosadas citocinas
(IL-1B, IL-6, MCP-1, TNF-a e IL-10) e corticosterona. A expresséao de IL-13 e IL-6 foi

avaliada no SNC.

4.4.5 Experimento 5: Efeitos da administracdo de LPS em camundongos 3xTg-AD

de 12 meses de idade

Devido a limitagdo no numero de animais disponiveis, neste experimento
priorizou-se a utilizacdo de camundongos de 12 meses de idade, ja que entre as
idades selecionadas, nesta haveria maior quantidade de peptideo B-amildide
cerebral, e, portanto, maior probabilidade de alteracdo na resposta central e
periférica ao LPS.

Para este experimento foram utilizados camundongos de 12 meses de idade
(n=8 a 10 animais, por grupo).

Os animais foram tratados com LPS ou salina, e sacrificados por decapitacao
3 horas ap6s os tratamentos. As coletas foram realizadas entre 8:00 e 10:00h.

Segue, em sequéncia, o quadro 1 com a representacdo dos experimentos,

idade dos animais e procedimentos.
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Quadro 1 — Representacdo esquematica das idades dos animais e procedimentos, em cada
experimento

Experimento Idade dos animais Procedimentos/Analises
1({4,6el2m a) LB
(longitudinal, exceto b) CCE
CA) c) CA (grupo adicional de 6m)
N=9 al13
2(4,6,8e12m IHQ: peptideo B-amildide
N=5
314,56,7e8m CBA: citocinas séricas
(longitudinal)
N=10
414,6,8e12m CBA: citocinas séricas
N=8 a 10 ELISA: corticosterona sérica
RT-PCR: citocinas centrais (N=5)
Pesagem de 6rgdos periféricos
5(12m a) CBA: citocinas séricas
N=8 a 10 RT-PCR: citocinas centrais (N=5)
b) ELISA: corticosterona sérica

4.5 Andlise Estatistica

Dados que passaram pelos testes de normalidade e homocedasticidade
foram analisados por testes paramétricos: teste t de Student ou ANOVA de 1 via.
Teste t foi utilizado para andlises entre dois grupos (controle e experimental) em que
a idade nédo foi considerada. ANOVA de 1 via, seguida de teste de comparacdes
multiplas de Dunnett, foi utilizada quando uma variavel foi avaliada em mais de dois
grupos. ANOVA de 2 vias, seguida de pos teste de Bonferroni, foi utilizada quando
dois fatores foram considerados. ANOVA de 2 vias de medidas repetidas, seguida
de poés teste de Bonferroni, foi utilizada quando medidas dos mesmos sujeitos
experimentais foram analisadas em idades diferentes. ANOVA de 3 vias, seguida de
pés teste de Bonferroni, foi utilizada quando os fatores gendétipo, idade e tempo

(dias) foram avaliados. Teste de Mann-Whitney e teste de Friedman foram utilizados
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para dados ndo paramétricos, como alternativa para teste t e ANOVA de 1 via,

respectivamente.
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5 RESULTADOS

Os resultados seréo descritos separadamente, no respectivo experimento.

5.1 Experimento 1: Avaliacdo da memaria espacial no Labirinto de Barnes e

de comportamento semelhante a ansiedade na caixa claro-escuro

Serdo descritos os resultados da memdria espacial no Labirinto de Barnes

5.1.1 Labirinto de Barnes

Neste experimento, avaliamos a memoria espacial de camundongos Wild
Type e 3xTg-AD, de forma longitudinal, aos 4, 6 e 12 meses de idade. Como
descrito, os animais foram treinados no labirinto durante 4 dias consecutivos D1-D4,
em um total de 4 treinos por dia (T1-T4), mantendo-se sempre as mesmas
configuracdes espaciais. Vinte e quatro horas apds o ultimo treino, os animais foram
submetidos ao Teste Prova, no qual a caixa de escape foi retirada. A seguir segue
descricdo dos resultados obtidos durante os dias de treino. Devido a complexidade
na representacdo da ANOVA de 3 vias, as significancias seréo tratadas somente no
texto e nas legendas das figuras.

A primeira variavel analisada foi o numero de erros priméarios. Houve um
efeito do dia neste parametro, indicando que os erros primarios diminuiram ao longo
dos treinos: foram maiores no D1, comparado com todos os outros dias, em todos os
grupos. Além disso, houve um efeito da idade neste parametro, demonstrando que,
independente do gendtipo, houve um aumento relacionado a idade no numero de
erros primarios, que iniciou aos 12 meses de idade (Figura — 7A).

Com relacdo a laténcia primaria, houve uma interacao entre genotipo x dia x
idade, que parece ser parcialmente devido a diferencas na idade e a diferencas nos
dias (jA que a laténcia primaria foi maior no D1, comparado com todos 0s outros
dias). A laténcia primaria diminuiu ao longo dos testes para todas as idades, porém

aos 4 e 12 meses, camundongos 3xTg-AD demoraram mais para encontrar o furo
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“alvo” no D1, (a laténcia priméria no D1 para estes camundongos foi maior) (Figura

7B).

Figura 7 —

Labirinto de Barnes: Erros primarios e laténcia primaria durante testes de treinamento.
(A) ANOVA de 3 vias demonstrou que houve um efeito do dia no nimero de erros
primarios (F3240=18.98, p<0,001; Fig. 16A), independente do gendtipo e da idade. Pés
teste de Bonferroni demonstrou que os erros no D1 foram maiores comparado com
todos os outros dias (p<0,05 para todos), em todos os grupos. Também houve um
efeito da idade (F,240=13,781, p<0,001). Pés-testes demonstraram que camundongos
de 12 meses de idade diferiram de camundongos de 4 (p<0,01) e de 6 meses
(p<0,001), independente do gendétipo. (B) ANOVA de 3 vias demonstrou uma
interacéo entre genotipo x dia x idade (Fs240=3.96, p<0,01). Pos testes demonstraram
gue essa interacao é parcialmente devido a diferencas na idade (p<0,01 para todas
as comparac0@es), e também a diferencas nos dias (D1 diferiu de todos os outros dias
(p<0,001). Po6s testes de Bonferroni demonstraram que camundongos 3xTg-AD de 4
e 12 meses exibiram maior laténcia primaria no D1 (p<0,001 para ambos). Dados
representados como média * erro padrao.
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Com relagéo a distancia primaria, ANOVA de 3 vias revelou uma interacao
entre gendtipo e dia, demonstrando que diferencas no genotipo dependem do dia
avaliado: camundongos 3xTg-AD exibiram menor distancia primaria no D1 e D3.
Também se observou um efeito do dia neste parametro: a distancia primaria no D1
foi maior do que todos os outros dias, independente do gendtipo. Por fim, observou-
se um efeito da idade, que foi devido a diferencas aos 6 meses comparado aos 4 e
12 meses de idade. Resumidamente, a distancia primaria diminuiu ao longo dos
treinos; houve uma diferenca relacionada a idade, em que camundongos de 6
meses de idade diferiram dos de 4 e 12 meses de idade; e no D1 e D3 os
camundongos 3xTg-AD exibiram menor distancia primaria comparado aos
camundongos WT (Figura — 8A).

Com relacdo a velocidade primaria, observou-se que o efeito do genotipo
depende da idade e do dia avaliados. Respectivamente: diferencas no genotipo
foram detectadas aos 12 meses de idade, comparado a 4 e 6 meses; e a velocidade
primaria dos camundongos 3xTg-AD foi menor do que nos WT no D1 e D2. Esses
resultados demonstram que houve uma reducdo na velocidade primaria, que se
inicia aos 12 meses de idade. Além disso, camundongos 3xTg-AD exibiram menor
velocidade primaria nos D1 e D2 (Figura — 8B).

Devido ao comportamento de freezing observado pelo experimentador no D1,
e a pronunciada diferenca na velocidade primaria no mesmo dia, principalmente nos
camundongos 3xTg-AD de 4 e 12 meses de idade, avaliamos o comportamento de
freezing. Analisamos o tempo (em segundos) sem movimento no D1 (média de
tempo sem movimento de T1 a T4 do D1). Os resultados demonstraram que
camundongos 3xTg-AD exibiram maior freezing, principalmente aos 4 e 12 meses
de idade. Observou-se também um efeito da idade, em que camundongos de 12
meses apresentaram maior comportamento de freezing, independente do gendtipo.
Camundongos 3xTg-AD de 6 meses de idade ndo demonstraram freezing no D1 do
LB (Figura— 8C).

Figura 8 — Labirinto de Barnes: Distancia percorrida e velocidade para encontrar o furo alvo
durante os testes de treinamento e comportamento de freezing no D1. (A) ANOVA de
3 vias demonstrou um efeito do genotipo (Fi240=40,19, p<0,001), da idade
(F2240=15,32, p<0,001) e do dia (F324=23,90, p<0,001). Também houve uma
interacdo entre gendtipo e dia (F3240=7,49, p<0,001). P6s testes de Bonferroni



65

demonstraram que 3xTg-AD exibiram menor distancia priméaria no D1 (p<0,01) e D3
(p<0,05). Além disso, encontramos que, independente do gendétipo, a distancia
primaria no D1 foi maior do que todos os outros dias (p<0,01 para todos). O efeito da
idade foi devido a diferencas aos 6 meses comparado aos 4 e 12 meses (p<0,01 para
ambos). (B) ANOVA de 3 vias demonstrou efeito do gen6tipo (F1240=13,80, p<0,001),
da idade (F;240=45,91, p<0,001) e do dia (F3240=11.75, p<0,001) na velocidade
priméria. Além disso, houve interacdo entre gendtipo x idade (F;240=3,09, p<0,05) e
gendtipo x dia (F134=13,93, p<0,001). Camundongos de 12 meses diferiram de
camundongos de 4 e 6 meses (p<0,001 para ambos), independente do gendtipo. E a
velocidade primaria dos camundongos 3xTg-AD foi menor do que nos Wild Type no
D1 (p<0,001) e D2 (p<0,05). (C) ANOVA de 2 vias de medidas repetidas demonstrou
interacdo entre gendtipo x idade no comportamento de freezing (F;60=9,086,
p<0,0001): camundongos 3xTg-AD exibiram maior comportamento de freezing aos 4
e 12 meses de idade (p<0,001). Camundongos 3xTg-AD exibiram maior tempo sem
movimento (F;=50,86, p<0,0001). Por fim, houve um efeito da idade (F,g=41,72,
p<0,0001): independente do genétipo, camundongos de 12 meses de idade
apresentaram maior tempo sem movimento (p<0,001). Dados representados como
média * erro padrdo. *** p<0,001.
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Como muitos camundongos nao entravam na caixa de escape logo apés
encontrar o furo alvo e continuavam explorando o labirinto (comportamento
observado por outros pesquisadores) (HARRISON et al., 2006; REISERER et al.,
2007), procedemos a analise do comportamento exibido pelos camundongos apés
encontrar o furo alvo. Dessa forma, avaliamos os erros secundarios e distancia
secundaria, como descrito no item 4.3.6.1.

Os erros secundarios dependiam da idade e do dia avaliados: diferencas no
gendtipo estavam presentes aos 4 e 6 meses de idade, e foram detectadas no D3 e
D4 (Figura — 9A). A distancia secundaria também dependia da idade e do dia
avaliados: diferencas no genoétipo estavam presentes aos 6 e 12 meses de idade, e
foram devidas a diferencas no D4 (Figura — 9B).

Resultados dos erros secundarios e distancia secundaria mostraram que as
diferencas eram mais pronunciadas aos 6 meses de idade, especialmente no D4:
camundongos 3xTg-AD continuavam explorando furos ndo alvo e andando no

labirinto apos encontrar o furo alvo.
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Figura 9 — Labirinto de Barnes: Exploracao e locomogdo apds encontrar o furo alvo durante os
testes de treinamento. (A) ANOVA de 3 vias demonstrou interag&o entre genotipo x
idade (F2240=6,99, p<0,001) e genodtipo x dia (F3240=7,49, p<0,001) nos erros
primarios. Diferencas no gendétipo foram encontradas aos 4 (p<0,05) e 6 meses de
idade (p<0,01), no D3 (p<0,01) e D4 (p<0,001). (B) ANOVA de 3 vias demonstrou
interacdo entre genotipo x idade (F;240=15,24, p<0,001) e gendtipo x dia
(Fs240=17,71, p<0,001). Diferencas no gendtipo estavam presentes aos 6 (p<0,001) e
12 meses de idade (p<0,01); e foram devidas a diferencas no D4 (p<0,001). Dados
representados como média + erro padréo.
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Como abordado anteriormente, apds os dias de treino, 0s animais eram
submetidos ao Teste Prova. Os resultados do TP sao apresentados a segulir.
Assim como durante os dias de treino, no TP avaliamos o nimero de erros

primarios cometidos pelos animais até encontrarem o furo alvo (agora sem a caixa
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de escape), a laténcia primaria, distancia primaria e velocidade primaria. A Figura —
102 mostra que houve um aumento dependente da idade no namero de erros
primarios no TP. Um efeito da idade também foi observado na laténcia primaria, e foi
detectado no grupo Wild Type (Figura — 10B). Com relacdo a distancia primaria,
camundongos 3xTg-AD apresentaram menor distancia para encontrar o furo alvo
(Figura — 10C). Também houve um efeito da idade na velocidade primaria, que foi
devido a uma reducdo com a idade neste parametro no grupo Wild Type (Figura —
10D).

Esses resultados demonstraram que, no TP, o numero de erros primarios
aumentou com a idade, independente do gendétipo (Figura — 10A), que a laténcia
primaria aumentou com a idade (mas atingiu significancia estatistica apenas no
grupo WT, Figura — 10B), e que houve uma reducédo da velocidade priméaria aos 12
meses de idade apenas no grupo Wild Type (Figura — 10D). Além disso,
camundongos 3xTg-AD, em geral, exibiram menor distancia primaria no TP (Figura
—100C).
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Figura 10 — Labirinto de Barnes: Teste Prova. (A) ANOVA de 2 vias de medidas repetidas
demonstrou um efeito da idade no ndmero de erros primarios (F;0=7,83, p<0,001).
(B) ANOVA de 2 vias de medidas repetidas também demonstrou um efeito da idade
na laténcia primaria (F60=6,70, p<0,01), que foi detectado no grupo WT. (C) Na
distancia primaria, observou-se um efeito do genétipo (Fis9=4,47, p<0,05), no qual
camundongos 3xTg-AD exibiram menor distancia para encontrar o furo alvo (p<0,05).
(D) Observou-se um efeito da idade na velocidade priméria (Fzs50=7,23, p<0,01),
detectado no grupo Wild Type. Dados representados como média + erro padrédo. *
p<0,05, ** p<0,01. Resultados avaliados através de ANOVA de 2 vias de medidas
repetidas.
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Apesar dos camundongos 3XxTgAD demonstrarem melhor performance para
encontrar o furo alvo no TP (Figura — 10C), observou-se diferencas significantes no
namero de visitas para cada furo no TP, em todas as idades (Figura — 11). Aos 4
meses de idade, camundongos Wild Type exibiram uma busca seletiva para o furo
alvo, como demonstrado por mais visitas ao furo alvo do que qualquer outro furo
(Figura — 11). Nesta idade, camundongos 3xTg-AD demonstraram busca seletiva
para o furo alvo, mas também para um furo ndo alvo adjacente (Figura — 11B). Aos 6

meses de idade, camundongos Wild Type continuaram a procurar o furo alvo (Figura
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— 11A). Nesta idade, camundongos 3xTg-AD visitaram dois furos ndo alvo, além do
furo alvo (Figura — 11B). Aos 12 meses de idade, ambos os camundongos Wild Type
e 3xTg-AD visitaram trés furos n&o alvo, além do furo alvo (Figura — 11A e 11B).
Esses resultados demonstram que houve um déficit sutil na busca pelo furo alvo nos
camundongos 3xTg-AD, e que esse déficit pode ser observado ja aos 4 meses de
idade, e também aos 6 meses de idade. Aos 12 meses de idade, esse déficit

também estava presente no camundongo Wild Type.
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Figura 11 — Labirinto de Barnes: Numero de visitas para cada furo durante o teste prova. (A) ANOVA de 1 via demonstrou que camundongos Wild Type
exibiram procura seletiva para o furo alvo aos 4 e 6 meses de idade (como demonstrado por mais visitas ao furo alvo do que qualquer outro
furo). Aos 12 meses de idade, houve um déficit na busca para o alvo (trés furos adjacentes ao alvo e furo alvo foram preferidos pelos
camundongos). (B) ANOVA de 2 vias demonstrou que Déficit na busca pelo alvo foi visto em todas as idades nos camundongos 3xTg-AD. T
= furo alvo. Barras brancas representam furos néo alvo. Proximidade dos furos néo alvo ao furo alvo foi a mesma como ilustrada na figura.
Op = furo ndo alvo, oposto ao furo alvo. Dados representados como média + erro padréo. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. ANOVA de 1 via,
seguida de teste de comparag¢8es multiplas de Dunnett foi utilizada para cada idade, em cada gendtipo.

LB Teste Prova

Wild Type B 3xTg-AD

EEm Furo alvo 1 Furondo alvo B Furo alvo = Furondo alvo

F-Y
1

Haw FEH

wax
whk
o Wk ek - *x
ke
P i wrx
wxx
whk ke
wer
el - e ek
*hx
w2 e
| wll|lln | |
0- - -

HEDANANDIDIDBR HEDANMANAIDIDBR BHEDANMANLDMOR

LI I ) LN I |
DrOR HXIBDANANAIDDOR HXDAINANND > OR

4 meses 6 meses 12 meses 4 meses 6 meses 12 meses

Visitas aos furos
N
1
Visitas aos furos
o p 3
Lt e e
—
K - =
> S ———
, Tt .
3
—
i
[ Jt i

7
e -



72

5.1.2 Caixa Claro Escuro

Como deéficits de memoria podem ser influenciados por diferengcas na
ansiedade, avaliou-se a ansiedade nos camundongos 3xTg-AD. Os camundongos
foram submetidos a CCE, ja que exposicOes prévias a esse aparato ndo parecem
alterar o comportamento dos camundongos em testes posteriores (BAILEY;
CRAWLEY, 2009).

Camundongos com comportamento semelhante a ansiedade gastam mais
tempo no compartimento escuro (BAILEY; CRAWLEY, 2009). ANOVA de duas vias
demonstrou que camundongos WT e 3xXTg-AD gastaram a mesma quantidade de

tempo no compartimento claro (Figura — 12).

Figura 12 — Caixa Claro Escuro: Tempo gasto no compartimento claro (segundos). ANOVA de 2
vias demonstrou que nao houve diferencas nem com relagdo ao genoétipo, nem a
idade dos camundongos.Dados representados como média + erro padrao
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Com relacédo ao numero de entradas no compartimento escuro, observou-se
gue este parametro reduziu com a idade e foi menor nos camundongos 3xTg-AD
(Figura — 13A).

Ainda, a laténcia para entrar no compartimento escuro aumentou com a

idade, especialmente nos camundongos 3xTg-AD (Figura — 13B).
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Figura 13 — Caixa Claro-Escuro. (A) ANOVA de 2 vias demonstrou um efeito da idade
(F258=13,35, p<0,001) e do gendtipo (F153=69,72, p<0,001) no numero de entradas no
compartimento escuro. O numero de entradas no compartimento escuro reduziu com
a idade e foi menor nos camundongos 3xTg-AD. (B) ANOVA de 2 vias demonstrou
um efeito da idade para entrar no compartimento escuro (F;s9=5,11, p<0,01), que foi
devido a maior laténcia dos camundongos 3xTg-AD de 12 meses de idade. Dados
representados como média + erro padrdo. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.
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O namero de risco de acesso realizado do compartimento claro para o escuro
(Figura — 14) aumentou com a idade em ambos os gendtipos. Nos camundongos
3xTg-AD, o nimero de acesso de risco aumentou a partir dos 6 meses de idade

(comparado aos 12 meses do grupo controle).
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Figura 14 — Caixa Claro-Escuro: numero de acesso de risco, realizado do compartimento claro,
para o escuro. ANOVA de 2 vias demonstrou um efeito da idade (F,s:=7,01, p<0,01),
em que o numero de acesso de risco aumenta com a idade. Dados representados
como média + erro padrdo.* p<0,05.
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5.1.3 Campo Aberto

No LB, camundongos 3xTg-AD de 6 meses de idade exibiram diferenca
marcante nos erros secundarios e na distancia secundaria comparado com
camundongos Wild Type de mesma idade: camundongos transgénicos continuavam
visitando furos ndo alvo e se locomovendo no labirinto apés encontrar o furo alvo.
Além disso, a velocidade primaria aos 6 meses de idade foi diferente da dos
camundongos de 4 e 12 meses de idade. Portanto, testou-se camundongos
adicionais de 6 meses de idade no CA, para procurar alteracbes de
locomocao/exploracdo. Dessa forma, camundongos foram submetidos ao CA
durante 5 minutos, por 4 dias consecutivos.

A figura — 15 mostra que camundongos 3xTg-AD locomoveram-se menos do
gue camundongos Wild Type nos trés primeiros dias de exposicdo ao CA (Figura —
15A). Como a reducédo da locomocao dos camundongos 3xTg-AD foi provavelmente
devido ao comportamento de freezing, calculou-se a laténcia para atingir a zona

tigmotaxica. Corroborando com dados da distancia movida, camundongos 3xTg-AD
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demoraram mais para deixar o centro do CA e atingir a zona tigmotéaxica no D1 e D3
(Figura — 15B).

Figura 15 —

Campo aberto: Habituacdo durante 4 dias. (A) ANOVA de 2 vias de medidas
repetidas demonstrou interacdo entre genodtipo x dia (F345=43,80, p<0,001) na
distancia movida no CA. Pés testes de Bonferroni demonstraram que camundongos
3xTg-AD locomoveram-se menos do que camundongos WT no D1 (p<0,001), D2
(p<0,001) e D3 (p<0,01). (B) ANOVA de 2 vias de medidas repetidas demonstrou
interacdo entre gendtipo x dia (F34=6,63, p<0,001). P4s testes de Bonferroni
demonstraram que camundongos 3xTg-AD apresentaram maior laténcia para deixar o
centro do CA e atingir a zona tigmotaxica no D1 (p<0,001), D2 (p<0,001) e D3
(p<0,01). Dados representados como média + erro padrdo. ** p<0,01, *** p< 0,001.
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5.2 Experimento 2: Avaliacdo temporal, descritiva, de peptideo B-amildide no
SNC

Neste experimento analisamos a presenca de peptideo B-amiléide e/ou da
proteina APP humana na amigdala, no coértex, no hipocampo e subiculo de
camundongos Wild Type e 3xTg-AD.

As andlises de imunohistoquimica demonstraram marcacdes positivas para o
anticorpo 6E10 apenas no cérebro dos camundongos 3xTg-AD, e ndo em
camundongos Wild Type.

Marcacdes positivas para 6E10 foram encontradas nos camundongos 3xTg-
AD ja aos 4 meses de idade. Nesta idade, verificou-se grande quantidade de
marcacao intraneuronal na regido CA1l do hipocampo, no subiculo, na amigdala e
em menor numero no cortex. Aos 6 meses, a quantidade de neurénios positivos para
0 anticorpo 6E10 pareceu aumentar (em comparacao aos camundongos 3xTg-AD
de 4 meses) nessas mesmas regides, mantendo-se no meio intracelular. Aos 8
meses de idade, observou-se maior quantidade de neurénios marcados (relativo a
animais de 6 meses de idade) principalmente no subiculo e no cortex. Além disso,
observaram-se marcacdes no meio extracelular no subiculo e no cértex. Aos 12
meses de idade, a quantidade de neurbnios positivos para 0 anticorpo parecia
aumentar no cortex (com relacdo aos animais de 8 meses) onde também foram
encontradas é&reas de marcacdo extracelular. Entretanto, no hipocampo
(principalmente na regido CA1 do hipocampo analisada) e na amigdala a quantidade
de neurbnios marcados parecia diminuir. Também se observou marcacdes
extracelulares de peptideo B-amiléide no hipocampo e cortex.

As marcagbes com o anticorpo 6E10 encontradas no hipocampo e no cortex
aos 8 e 12 meses de idade assemelham-se as placas amiléides presentes em
pacientes com Alzheimer.

As fotomicrografias a seguir mostram a marcacéo do peptideo B-amildide e/ou
da proteina APP humana com o anticorpo 6E10 na amigdala, no hipocampo e no

cortex de camundongos Wild Type e 3xTg-AD.
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Figura 16— Fotomicrografia do hipocampo. A esquerda, cortes de camundongos Wild Type de 4, 6, 8 e 12 meses; e a direita, cortes de camundongos
3xTg-AD nas mesmas idades, em diferentes aumentos.
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Figura 17 — Fotomicrografia do subiculo. A esquerda, cortes de camundongos Wild Type de 4, 6, 8 e 12 meses; e a direita, cortes de camundongos 3xTg-
AD nas mesmas idades, em diferentes aumentos.
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Figura 18 —

79

Fotomicrografia do cortex. A esquerda, cortes de camundongos Wild Type de 4, 6, 8 e 12 meses; e a direita, cortes de camundongos 3xTg-
AD nas mesmas idades, em diferentes aumentos. Seta: depdsito extracelular.

!




Figura 19 —
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Fotomicrografia da amigdala. A esquerda, cortes de camundongos Wild Type de 4, 6, 8 e 12 meses; e a direita, cortes de camundongos

3xTg-AD nas mesmas idades, em diferentes aumentos.
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Fotomicrografia de depdésito extra-celular. Na parte superior, cortes de cortex de camundongos 3xTg-AD de 8 e 12 meses; Na parte inferior,
cortes do subiculo camundongos 3xTg-AD de 8 e 12 meses.
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5.3 Experimento 3: Avaliacdo temporal de citocinas no sangue

Neste experimento, analisamos 0s niveis basais de citocinas séricas em
camundongos Wild Type e 3xTg-AD aos 4, 5, 6, 7 e 8 meses de idade. Os niveis das

citocinas sédo apresentados na tabela— 1 e tabela — 2:

Tabela 1 - Niveis de citocinas séricas (pg/mL) dos animais Wild Type nas
diferentes idades

Idade MCP-1 ‘ IL-10

4 meses 0,00+0,00 0,73+1,37 0,00+0,00 0,06+0,26 0,00+0,00
5 meses 0,47+1,21 4,58+7,65 0,08+0,35 0,00+0,00 0,00+0,00
6 meses 0,00+0,00 0,63+1,16 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
7 meses 0,00+0,00 1,46+5,46 0,20+0,76 0,57+215 0,43+1,62
8 meses 0,00+0,00 0,49+1,02 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00

Os dados sdo apresentados como média + desvio padrao

Tabela2 - Niveis de citocinas séricas (pg/mL) dos animais 3XTg-AD nas
diferentes idades

Idade IL-6 MCP-1 IL-10 TNF-a IL-1B

4 meses 0,32+0,79 0,00+0,00 1,44+4,16 0,06+0,28 0,00+0,00

5 meses 0,17+0,70 0,19+0,77 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
6 meses 0,39+1,27 0,53+1,22 0,74+3,13 0,19+0,55 0,00+0,00
7 meses 0,00+0,00 0,51+1,11 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
8 meses 0,09+0,33 1,11+1,73 0,37+1,44 0,12+0,46 0,00+0,00

Os dados séo apresentados como média + desvio padrao

Como os niveis basais das citocinas mensuradas foram muito baixos, n&o
encontramos diferengas nos niveis basais das citocinas avaliadas, nem com rela¢éo

ao genotipo, nem a idade.
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5.4 Experimento 4: Avaliacdo temporal e pareada de citocinas e de
corticosterona no sangue e expressdo de IL-1B e IL-6 no SNC, e de

outros parametros periféricos

No experimento 3, o reduzido volume sanguineo coletado por puncéo da veia
submandibular (aproximadamente 150uL) ndo permitiu a analise de corticosterona
dos camundongos. Além disso, como o experimento procedeu-se de uma forma
longitudinal, ou seja, utilizando-se os mesmos animais ao longo das diferentes
idades, tampouco foi possivel coletar estruturas cerebrais.

Desta forma, neste experimento avaliamos os niveis séricos basais de IL-1f,
IL-6, MCP-1, TNF-a e IL-10, além de corticosterona de camundongos de 4, 6, 8 e 12
meses de idade.

Os niveis de citocinas séricas sao apresentados nas tabelas — 3 e 4.

Tabela3—- Niveis de citocinas séricas (pg/mL) dos animais Wild-Type nas
diferentes idades

Idade ‘ IL-6 MCP-1 ‘ IL-10 “ TNF-a IL-1B8
4meses | 0,00+0,00 | 3,30+1,62 | 0,00%0,00 | 0,00+0,00 | 0,00+0,00
6 meses | 0,00+0,00 | 2,86+1,37 | 0,00+0,00 | 0,00+0,00 | 0,00+0,00
8 meses | 0,00+0,00 | 3,02#1,34 | 0,00+0,00 | 0,00+0,00 | 0,00+0,00
12 meses | 0,00+0,00 | 3,63+1,55 | 0,00+0,00 | 0,00+0,00 | 0,00+0,00

Os dados sédo apresentados como média + desvio padrédo

Tabela 4 — Niveis de citocinas séricas (pg/mL) dos animais 3XxTg-AD nas
diferentes idades

Idade IL-6 MCP-1 IL-10 TNF-a IL-1B

4 meses 0,00+0,00 3,55+1,44 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
6 meses 0,00+0,00 2,92+2,37 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
8 meses 0,00+0,00 3,90£1,55 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
12 meses | 0,00+0,00 3,44+1,62 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00

Os dados séo apresentados como média + desvio padrao
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Assim como no experimento 3, 0s niveis de citocinas séricas basais
apresentaram-se muito baixos, ndo sendo possivel detectar diferencas nem com
relagdo ao genotipo, nem a idade.

Procedeu-se, entdo, a analise de corticosterona sérica nas mesmas amostras
de sangue coletadas para avaliacdo das citocinas.

Verificou-se que 0s niveis séricos de corticosterona variam com a idade de
forma diferente para camundongos Wild Type e 3xTg-AD. Nos camundongos Wild
Type, 0s niveis sdo maiores em camundongos mais jovens (principalmente aos 4
meses de idade), reduzindo com a idade. Ja, nos camundongos 3xTg-AD, 0s niveis
de corticosterona s&o mais baixos em camundongos mais jovens, e aumentam com
a idade (Figura — 21).

Figura 21 — Niveis basais de corticosterona sérica (ng/mL) em camundongos Wild Type e 3xTg-
AD em diferentes idades. ANOVA de 2 vias demonstrou que houve interacdo entre o
gendtipo e a idade (F375=3,08, p<0,05). Pés teste de Bonferroni demonstrou que
camundongos 3xTg-AD de 4 meses de idade apresentaram menor nivel de
corticosterona sérica, com relacdo aos camundongos Wild Type de mesma idade
(p<0.05). Dados representados como média + erro padrdo. [1] p<0,05 com relagao ao
grupo Wild Type de mesma idade.
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Nesse experimento, avaliamos também os pesos corpéreos dos animais, e
pesos relativos de adrenais, baco, figado e timo.
Em geral, o peso corporeo dos camundongos 3xTg-AD apresentou-se menor

do que camundongos Wild Type nas diversas idades (Figura — 22).

Figura 22 — Peso corpéreo (gramas) em camundongos Wild Type e 3xTg-AD em diferentes
idades. ANOVA de 2 vias demonstrou que h&d um efeito do genétipo (F.75=27,06,
p<0,001). Dados representados como média * erro padrao. *** p<0,001.
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O peso relativo do timo diminuiu com a idade, em ambos os genétipos. Aos 6
meses de idade, camundongos 3xTg-AD apresentaram menor peso relativo,
comparado aos animais Wild Type de mesma idade (Figura — 23).



Figura 23 — Peso relativo do timo (% de peso corp6reo) em camundongos Wild Type e 3xTg-AD
em diferentes idades. ANOVA de 2 vias demonstrou que ha interacao entre gendétipo
e idade (F373=6,42, p<0,001). Também houve um efeito da idade (F373=11,76,
p<0,001), na medida em que o peso do timo diminui com a idade. Po6s teste de
Bonferroni demonstrou que camundongos 3xTg-AD de 6 meses de idade apresentam
menor peso relativo de timo, comparado com camundongos Wild Type de mesma
idade (p<0,001). Dados representados como média * erro padrdo. *** p< 0,001. [2]

p<0,001 com relagéo ao grupo Wild Type de mesma idade.
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N&o foram observadas diferencas significativas com relacdo ao peso relativo

das adrenais, nem em relacéo ao genétipo, nem a idade (Figura — 24).
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Figura 24 — Peso relativo das adrenais (% de peso corp6reo) em camundongos Wild Type e 3xTg-
AD em diferentes idades. ANOVA de 2 vias demonstrou que ndo ha diferencas
estatisticas entre Wild Type e 3xTg-AD. Dados representados como média + erro

padrao.
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O peso relativo do baco diferiu entre camundongos Wild Type e 3xTg-AD.
Essa diferenca foi devido ao maior peso relativo do bago de camundongos 3xTg-AD

de 4 meses de idade, comparado com seu controle de mesma idade (Figura — 25).
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Figura 25 — Peso relativo do baco (% de peso corpéreo) em camundongos Wild Type e 3xTg-AD
em diferentes idades. ANOVA de 2 vias demonstrou um efeito do gendétipo
(F174=5,23, p<0,05). P4s teste de Bonferroni demonstrou que camundongos 3xTg-AD
de 4 meses idade apresentaram maior peso relativo do baco, comparado aos
camundongos Wild Type de mesma idade (p<0,05). Dados representados como
média * erro padréo. * p<0,05. [1] p< 0,05 com rela¢&o ao grupo Wild Type de mesma
idade.
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De forma semelhante, houve uma diferenca entre os genotipos com relagédo
ao peso relativo do figado. Camundongos 3xTg-AD de 6 e 12 meses de idade
apresentaram maior peso relativo de figado, com relagcdo a camundongos Wild Type

de mesma idade (Figura — 26).



Figura 26 — Peso relativo do figado (% de peso corpéreo) em camundongos Wild Type e 3xTg-AD
em diferentes idades. ANOVA de 2 vias demonstrou um efeito do genétipo
(F175=10,57, p<0,01). Pos teste de Bonferroni demonstrou que camundongos 3xTgQ-
AD de 6 e 12 meses idade apresentaram maior peso relativo do figado, comparado
aos camundongos Wild Type de mesma idade (p<0,05 para ambos). Dados
representados como média + erro padrédo. **p<0,01. [2] e [4] p< 0,05 com relagdo ao

grupo Wild Type de mesma idade.
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Prossegui-se a avaliagdo da expressdo de RNA mensageiro de IL-13 e IL-6
no hipocampo através de RT-PCR. Todos os dados foram normalizados para o

grupo Wild Type de 4 meses de idade. Abaixo, seguem os resultados dos dados

relativos a IL-1B (Tabela—5) e IL-6 (Tabela — 6).

Tabela 5 — Expressdo de RNAm relativa de IL-1B no hipocampo de camundongos Wild Type e

3xTg-AD nas diferentes idades

Idade Wild Type 3xTg-AD
| | |

4 meses 1,00+1,80 0,14+0,14
6 meses 1,87+3,43 0,17+0,14
8 meses 0,54+0,75 0,27+0,17
12 meses | 0,12+0,09 0,21+0,16

Os dados séo apresentados como média + desvio padrao
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ANOVA de 2 vias demonstrou que nao houve efeito da idade (F332=0,66), do
gendtipo (F132=2,36) e nem interacdo entre idade x gendtipo (F332=0,79) na

expressdo de RNA mensageiro de IL-1.

Tabela 6 — Expressdo de RNAm relativa de IL-6 no hipocampo de camundongos Wild Type e
3xTg-AD nas diferentes idades

‘ Idade ‘ Wild Type “ 3xTg-AD
4meses | 1,00#1,45 | 3,55+1,44
6 meses | 0,09+0,08 | 2,92+2,37
8 meses | 0,30+0,46 | 3,90+1,55
12 meses | 0,06+0,04 | 3,44+1,62

Os dados sao apresentados como média + desvio padréo

ANOVA de 2 vias demonstrou que nao houve efeito da idade (F332=1,20), do
gendtipo (F132=1,83) e nem interacdo entre idade x gendtipo (F332=1,88) na

expressao de RNA mensageiro de IL-6.

5.5 Experimento 5: Efeitos da administracdo de LPS na producao de

citocinas periféricas e no SNC e nos niveis de corticosterona

Neste experimento analisamos a producédo de citocinas periféricas e no SNC,
e 0s niveis de corticosterona sérica apds administracdo de salina ou LPS em
camundongos Wild Type e 3xTg-AD de 12 meses de idade.

As citocinas analisadas nesse experimento incluiram: IL-12p70, TNF-a, INF-y,
IL-10 e IL-6 e a quimiocina MCP-1.

N&o foram encontradas diferencas nos niveis de IL-12p70 com relacdo aos
genotipos. Entretanto, houve um efeito do tratamento, sendo que, independente do
genotipo, os niveis de IL-12p70 foram maiores nos animais tratados com LPS
(Figura — 27A). Resultados semelhantes foram encontrados nos niveis de TNF-a
(Figura — 27B).



Figura 27 —
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Niveis séricos (pg/mL) de IL-12p70 [A] e TNF-a [B] em camundongos Wild Type e
3xTg-AD, de 12 meses de idade, apds administracdo de salina ou LPS. ANOVA de 2
vias demonstrou que houve efeito do tratamento tanto para os niveis de IL-12p70 ([A];
F1,39=94,65, p<0,001), como para os de TNF-a ([B]; F1,39=235,16, p<0,001), sendo
gue, em ambos 0s genotipos, 0s animais tratados com LPS apresentaram maiores

niveis dessas citocinas. Dados representados como média = erro padrdo. ***
p<0,001.
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Com relacdo aos niveis de IL-10, uma citocina de perfil antiinflamatério,

novamente detectou-se apenas um efeito do tratamento do LPS: maiores niveis

dessa citocina foram encontrados em camundongos tratados com LPS,
independente do gendtipo (Figura — 28).

Figura 28 —

Niveis séricos (pg/mL) de IL-10 em camundongos Wild Type e 3xTg-AD, de 12 meses
de idade, apds administra¢éo de salina ou LPS. ANOVA de 2 vias demonstrou que
houve efeito do tratamento (F1,39=128,41, p<0,001), sendo que, em ambos os
genodtipos, os animais tratados com LPS apresentaram maiores niveis dessas
citocinas. Dados representados como média + erro padréo. *** p<0,001.
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Os resultados de IL-6 e MCP-1 apresentaram-se de forma semelhante. Os
niveis desses mediadores inflamatorios foram maiores nos camundongos tratados
com LPS. Porém, houve um efeito do gendtipo, sendo que camundongos 3XTg-AD

apresentaram menor aumento apos estimulacdo com LPS (Figura — 29).

Figura 29 — Niveis séricos (pg/mL) de IL-6 [A] e MCP-1 [B] em camundongos Wild Type e 3xTg-
AD, de 12 meses de idade, ap6s administracdo de salina ou LPS. ANOVA de 2 vias
demonstrou que houve efeito do tratamento tanto para os niveis de IL-6 ([A];
F130=444,77, p<0,001), como para os de MCP-1 ([B]; F129=520,88, p<0,001), sendo
gue, em ambos 0s genotipos, animais tratados com LPS apresentaram maiores niveis
dessas citocinas. Além disso, houve um efeito do genétipo em ambos os casos: para
IL-6, F;39=28,87, p<0,001 e para MCP-1, F;39=20,59, p<0,001), sendo que, apds o
tratamento com LPS, camundongos 3xTg-AD apresentaram menor aumento desses
mediadores, com relacdo aos animais Wild Type. Dados representados como média +
erro padrdo. *** p<0,001. [a] p<0,001, com relagdo ao grupo Wild Type com mesmo

tratamento.
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Os niveis de INF-y também apresentaram maiores niveis nos animais
tratados com LPS. Entretanto, nos camundogos 3xTg-AD, esses niveis foram

maiores do que nos animais Wild Type (Figura — 30).
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Figura 30 — Niveis séricos (pg/mL) de INF-y em camundongos Wild Type e 3xTg-AD, de 12
meses de idade, ap6s administracdo de salina ou LPS. ANOVA de 2 vias demonstrou
gue houve efeito do tratamento (F;3,=561,54, p<0,001) e do gendtipo (F;39=4,70,
p<0,05). Camundongos 3xTg-AD tratados com LPS apresentaram maior aumento do
gue animais Wild Type, sob o mesmo tratamento (p<0,01). Dados representados
como média + erro padrdo. *p<0,05. *** p<0,001. [a] p<0,01, com relagdo ao grupo
Wild Type com mesmo tratamento.
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As mesmas amostras da dosagem de citocinas foram submetidas a analise
de corticosterona sérica. O tratamento com LPS induziu aumento semelhante nos

niveis de corticosterona sérica em camundongos Wild Type e 3xTg-AD (Figura — 31).
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Figura 31 — Niveis de corticosterona apds administracao de salina ou LPS nos camundongos Wild
Type e 3xTg-AD de 12 meses de idade. ANOVA de 2 vias demonstrou que houve um
efeito do tratamento (F1,39=180,9, p<0,001). Independente do gendtipo,
camundongos tratados com LPS apresentaram maiores niveis de corticosterona
sérica do que animais tratados com salina (p<0,001 para ambos gendétipos). Dados
representados como média * erro padrdo. ***p<0,001.
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Por fim, analisamos a expressao de IL-13 e IL-6 no hipocampo. A figura — 32
mostra o aumento de expressao dessas citocinas, com relacdo ao grupo Wild Type
de 12 meses de idade. O tratamento com LPS aumentou a expresséao de IL-1 e IL-
6 no hipocampo em ambos os genétipos. Entretanto, 0 aumento s6 significante nos
camundongos Wild Type.



Figura 32 —
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Expressdo de IL-18 [A] e IL-6 [B] apdés administragdo de salina ou LPS nos
camundongos Wild Type e 3xTg-AD de 12 meses de idade. ANOVA de 2 vias
demonstrou que houve efeito do tratamento na expresséo de IL-1B3 ([A]; F =, p<0,0), e
de IL-6 ([B]; F=, p<0,0). Entretanto, pos testes de Bonferroni demonstraram que
apenas os camundongos Wild Type tratados com LPS apresentaram aumento de
expressao de IL-1B e IL-6 (p<0,05, para ambos). Dados representados como média £
erro padréo. *p<0,05.
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6 DISCUSSAO

A Doenca de Alzheimer é a causa mais frequente de deméncia senil, e sua
prevaléncia aumentou significativamente com o aumento da expectativa de vida
(BENNETT, 2000; SELKOE, 2001b). Trata-se de uma doenca neurodegenerativa
gue leva a um declinio cognitivo progressivo, tornando o paciente completamente
dependente de cuidados apds alguns ou véarios anos do diagndstico clinico. O
impacto econbmico dos cuidados com o paciente com deméncia supera 0s gastos
com pacientes com cancer ou doencgas cardiovasculares, e especula-se que o custo
anual de um paciente com deméncia seja de 20 mil Euros (HAMPEL et al., 2011).

As caracteristicas neuropatoldgicas da doenca sdo as placas amiloides
(compostos por peptideo B-amildide) e os emaranhados neurofibrilares (constituidos
por proteina tau fosforilada) (SELKOE, 2001b). Além dessas alteracoes, e talvez
como conseqiéncia delas, ha ativacdo da microglia e producdo de mediadores
inflamatorios no cérebro (VEHMAS et al., 2003). Acredita-se que a neuroinflamacao
participe da patogénese da doenca, uma vez que a producdo de mediadores
inflamatorios resulta em dano neuronal e, talvez, em maior producédo de peptideo f3-
amiloide (LEE et al., 2010).

O diagnéstico definitivo da doenca s6 pode ser realizado na avaliacdo pos-
mortem; e o diagndstico clinico, em geral, s é realizado apés um longo periodo do
inicio da patogenia (HAMPEL et al.,, 2011). Isso motivou o desenvolvimento de
modelos animais, principalmente modelos murinos, como alternativa para o estudo
da doenca.

Um desses modelos € o camundongo utilizado no presente estudo. O
camundongo 3XTg-AD contempla as patologias B-amiléide e tau, e as desenvolve de
forma progressiva. Além disso, verificou-se que esse camundongo também
apresentou aumento de mediadores inflamatérios no cérebro (JANELSINS et al.,
2005).

Como alteracbes imunoldgicas periféricas também foram detectadas em
pacientes com Alzheimer (LEE et al., 2009; RAY et al., 2007), o presente estudo
pretendeu investigar como as alteracées no sistema nervoso central interagem com

o sistema imunoldgico periférico nos camundongos 3xTg-AD.
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Este estudo foi dividido em algumas etapas. Primeiramente, estudamos a
memoaria espacial e alguns aspectos comportamentais dos camundongos 3xTg-AD,
como forma de validacdo do modelo (validagdo dos sinais e sintomas neste
camundongo). Ainda como parte da validacéo, avaliamos a presenca do peptideo [3-
amiléide em diversas areas do cérebro neste camundongo. Por fim, procedemos
com o estudo de alguns aspectos da imunidade periférica, levando em consideracao
a neuroinflamacéo presente neste camundongo.

A discussdo dos resultados sera primeiramente abordada em etapas, para

entdo finalizarmos em uma conclusao mais abrangente.

6.1 Teste do labirinto de Barnes evidenciou que camundongos 3xTg-AD
exibem distarbios cognitivos e comportamentais em estagios iniciais da

doenca

Neste estudo, a memoria espacial de camundongos 3xTg-AD foi investigada
em um teste com poucos estimulos estressores, o teste do LB (BARNES, 1979), em
um modelo longitudinal. Clinton et al. (2007) demonstraram que o labirinto aquatico
de Morris induziu niveis de corticosterona plasmatica mais altos nos camundongos
3xTg-AD, especialmente nas fémeas, e que essa hiperatividade do eixo HPA pode
ter contribuido para déficits cognitivos no camundongo 3xTg-AD (CLINTON et al.,
2007). Além disso, habilidades de natacédo (PIETROPAOLO; FELDON; YEE, 2008),
estratégias de procura (GIMENEZ-LLORT al., 2010), ou velocidade de natacdo
(GARCIA-MESA et al., 2011), podem estar prejudicadas em camundongos mais
velhos, tornando a interpretacdo dos resultados dificil (PIETROPAOLO; FELDON;
YEE, 2008). Portanto, nos perguntamos se déficits cognitivos estariam presentes em
camundongos 3xTg-AD em uma situagdo com poucos estimulos estressores, e que
nao requer natacao.

Camundongos 3xTg-AD e Wild Type foram testados no LB, em um modelo
longitudinal, aos 4, 6 e 12 meses de idade. Como enfatizado por Janus e Westaway
(2001), abordagens longitudinais deveriam ser encorajadas para validacdo de
modelos animais da Doencga de Alzheimer (JANUS; WESTAWAY, 2001).
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Observamos que ambos os grupos foram capazes de aprender e lembrar a
localizagéo do furo alvo durante os treinamentos, demonstrando que em situacoes
pouco estressantes, camundongos 3xTg-AD ndo demonstram déficits de aquisi¢céo.
Surpreendentemente, aos 6 meses de idade, os camundongos pareciam lembrar a
localizac&o da caixa de escape, como demonstrado pela baixa laténcia primaria no
D1 para ambos os grupos. Além disso, a distancia priméaria dos 3xTg-AD foi menor
no D1 e no D3, independente da idade.

Billings et al. (2007) demonstraram que exposi¢cdes repetidas ao labirinto
aguatico de Morris (aos 2, 6, 9, 12, 15 e 18 meses de idade) melhoraram a aquisicao
e a retencdo da memodria nos camundongos 3xTg-AD, quando a localizacdo da
plataforma de escape variava para cada idade. Entretanto, o desempenho dos
camundongos 3xTg-AD foi similar ao grupo controle de mesma idade, quando
ambos os grupos eram pré-treinados (BILLINGS et al.,, 2007). Neste estudo,
observamos que, quando a localizacdo da caixa de escape no LB permanecia
constante, camundongos 3xTg-AD demonstraram parametros de aquisicdo melhores
(distancia primaria), comparado com WT no D3. Nao sabemos se isso poderia
representar um efeito de excesso de treinamento, que poderia induzir um melhor
desempenho pelos camundongos 3xTg-AD.

Diferencas no D1 (menor distancia primaria dos camundongos 3xTg-AD)
provavelmente foram devido ao comportamento de freezing aos 4 e 12 meses de
idade. Neste sentido, a distancia primaria foi menor no 3xTg-AD no D1, enquanto
gue a laténcia primaria foi maior: camundongos 3xTg-AD permaneciam imoveis por
um grande periodo do teste e portanto tinham menos tempo para procurar o furo
alvo no D1. Isto ndo se aplica aos camundongos 3xTg-AD de 6 meses de idade, que
nao exibiram velocidade reduzida no D1 e pode demonstrar um desempenho melhor
dos camundongos 3xTg-AD de 6 meses de idade no D1.

O Freezing faz parte dos comportamentos defensivos associados a eventos
ameacadores (BLANCHARD; GRIEBEL; BLANCHARD, 2003). Freezing nos
camundongos 3xTg-AD também foi demonstrado aos 6 (ESPANA et al.,, 2010;
GIMENEZ-LLORT et al., 2007), 7,5 a 11 (STERNICZUK et al., 2010), 12 (GIMENEZ-
LLORT et al., 2007) e 15 meses de idade (GIMENEZ-LLORT et al., 2008), e pode
estar relacionado a neofobia (GIMENEZ-LLORT et al., 2008). A neofobia representa
uma falta de habilidade de lidar com estressores moderados, e parece mimetizar
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alguns dos sintomas comportamentais e psicolégicos de deméncia descritos em
pacientes com Alzheimer (GIMENEZ-LLORT et al., 2008).

O comportamento de Freezing foi observado ja aos 4 meses de idade nos
camundongos 3xTg-AD, e também estava presente aos 6 e 12 meses de idade, em
concordancia com a literatura. Aos 6 meses de idade, camundongos 3xTg-AD
demonstraram freezing no CA, mas nao no LB. Acreditamos que, nesta idade, os
camundongos ainda se lembravam do LB (uma vez que encontraram o furo alvo
facilmente no D1). Portanto, aos 6 meses de idade, a neofobia a um novo ambiente
foi exibida somente no CA.

Espafia et al. (2010) demonstraram que o0 comportamento de freezing
coincidiu com acumulo de peptideo B-amildide em neurbnios glutamatérgicos da
amigdala basolateral em camundongos 3xTg-AD de 6 meses de idade. Exames pos-
mortem de pacientes com Alzheimer também detectaram peptideo B-amildide
intracelular em neurbnios da amigdala. De forma semelhante, observamos
marcacgao para 6E10 intraneuronal na amigdala nos camundongos 3xTg-AD aos 4, 6
e 12 meses de idade, quando também houve comportamento de freezing.

Além disso, tratamento com compostos ansioliticos reduziu o comportamento
de freezing em camundongos APP,q (ESPANA et al., 2010), um outro modelo da
doenca. Portanto, o freezing também tem sido associado a maior ansiedade nos
modelos murinos da Doenca de Alzheimer (ESPANA et al., 2010).

Observamos que, em todas as idades estudadas, camundongos 3xTg-AD
gastaram a mesma quantidade de tempo no compartimento claro, comparado com
Wild Type, mas fizeram menos cruzamentos entre os dois compartimentos. Menor
guantidade de transicbes pode indicar niveis mais altos de ansiedade em
camundongos (BAILEY; CRAWLEY, 2009). Ndo sabemos se isso poderia ser
interpretado como ansiedade ou locomocéo alterada nos 3xTg-AD. Aos 6 e 12
meses de idade, camundongos 3xTg-AD exibiram maior laténcia para entrar no
compartimento escuro. Entretanto, trabalhos prévios (GIMENEZ-LLORT et al., 2007)
demonstraram que, quando introduzidos no escuro, fémeas 3xTg-AD de 12 meses
de idade exibiram maior laténcia para entrar no compartimento claro. Talvez,
laténcias maiores foram decorréncias do comportamento de freezing exibido por
camundongos 3xTg-AD. Por outro lado (ou adicionalmente), camundongos 3xTg-AD

poderiam demorar mais para sair do compartimento mais familiar (no presente caso,
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o claro), e entrar no ambiente novo, nao familiar (no presente caso, 0 compartimento
escuro); e que isso depende mais da novidade do que da iluminagcdo do ambiente.

Interessantemente, o comportamento semelhante a ansiedade e de freezing
aumentaram com a idade em ambos 0s grupos, mas eram maiores nos
camundongos 3xTg-AD mais cedo. O mesmo ocorreu para o humero de acesso de
risco (comportamento associado a avaliacdo de uma situacdo de perigo)
(BLANCHARD; GRIEBEL; BLANCHARD, 2003), porém, em menor grau. Talvez,
camundongos 3XTg-AD apresentem um fenétipo de emocionalidade comparavel a
camundongos Wild Type mais velhos.

Distarbios de atividade (perambular para longe de casa, comportamentos
inapropriados e sem finalidade) sdao bem documentados em pacientes com
Alzheimer, especialmente em estados moderados (EUSTACE et al., 2002;
GALLAGHER et al., 2011). Neste trabalho, observamos que camundongos 3xTg-AD
exibiram alguns comportamentos peculiares no LB apés encontrar o furo alvo. Isto
estava presente aos 4 e especialmente aos 6 meses de idade, em que
camundongos 3xTg-AD continuavam explorando furos néo alvo e a se locomover no
labirinto, mesmo apds encontrar o furo alvo. N&o entrar na caixa de escape ndo era
um comportamento incomum para ambos 0s grupos. Mas os 3xTg-AD,
especialmente os camundongos de 6 meses de idade, realizaram mais erros
secundarios e exibiram maior distancia secundaria. Além disso, aos 12 meses de
idade, alguns camundongos 3xTg-AD que nao conseguiam encontrar o furo alvo
rapidamente, sentavam do lado de um furo n&o alvo, realizando deflexdes de cabega
persistentes (resultado n&do apresentado). Este comportamento peculiar poderia
assemelhar-se aos comportamentos sem finalidade exibidos por pacientes com
Doenca de Alzheimer, apesar desta afirmacdo ser muito prematura, ja que também
pode representar uma falta de habituacao ao labirinto.

O melhor desempenho dos camundongos 3xTg-AD no D3 (distancia primaria
reduzida) também foi verificado no Teste Prova. Entretanto, enquanto o0s
camundongos 3xTg-AD encontraram o furo alvo percorrendo menores distancias,
eles demonstraram uma procura seletiva pior ao furo alvo.

Aos 4 e 6 meses de idade (idades em que encontramos marcacgdes positivas
intracelulares no hipocampo, cértex e amigdala), a procura seletiva pelo furo alvo foi
melhor nos Wild Type do que nos camundongos 3xTg-AD de mesma idade. Em

concordancia com os resultados apresentados, Billings et al. (2005) demonstraram



101

gue camundongos 3XTg-AD de 4 meses de idade apresentaram déficits de retencéo
da memoria de longo prazo no Labirinto Aquatico de Morris, idade em que se
detectou peptideo B-amildide intracelular no hipocampo e amigdala. Entretanto,
assim como no presente trabalho, nessa idade ndo foram encontrados déficits de
aquisicao (durante os dias de treino).

Ainda, durante o teste prova do Labirinto Aquatico de Morris, Billings et al.
(2005) verificaram que, no teste prova, camundongos 3xTg-AD de 4 meses
apresentaram déficits na localizacdo especifica da plataforma, mas ndo de sua
localizacdo geral. Resultados semelhantes foram encontrados neste trabalho. A
figura — 11 mostra que, em todas as idades avaliadas, apesar da pior busca seletiva
em relacdo aos camundongos Wild Type, camundongos 3xTg-AD apresentaram
maior numero de buscas ao furo e aos furos adjacentes ao furo alvo alvo (assim
como os Wild Type).

A maioria dos trabalhos demonstraram déficits dos 3xTg-AD no labirinto
aquatico de Morris iniciando aos 6 meses de idade (BILLINGS et al., 2007;
CLINTON et al.,, 2007; ESPANA et al., 2010; GIMENEZ-LLORT et al., 2007). De
forma semelhante, encontramos pior procura seletiva ao furo alvo nos camundongos
3xTg-AD aos 6 meses de idade, mas também aos 4 meses de idade.

Aos 12 meses de idade (quando encontramos marcacdes intracelulares em
todas as regioes avaliadas e depdsitos extra-celulares no hipocampo e no cortex),
déficits nos camundongos 3xTg-AD foram mais proeminentes, mas similares aqueles
dos camundongos Wild Type.

Esses resultados demonstram que os camundongos 3xTg-AD eram capazes
de lembrar a localizagdo do furo alvo, mas uma vez que ndao encontravam a caixa de
escape, estavam menos seguros de sua localizacéo.

Além das diferencas de gendtipo, parece existir um déficit dependente da
idade na retencdo de memoria no LB, como demonstrado pelos déficits graduais em
muitos parametros.

Em suma, observamos que, em situa¢cdes com poucos estimulos estressores,
camundongos 3xTg-AD apresentaram déficits de retencdo de memoria ja aos 4
meses de idade. O comportamento de freezing (provavelmente relacionado a
neofobia), também foi detectado a partir desta idade e parece ser uma caracteristica
importante deste camundongo. Além disso, camundongos 3xTg-AD de 6 meses de

idade apresentaram alteracdes de atividade e exploracao.
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6.2 Camundongos 3xTg-AD apresentam acumulo de peptideo B-amildide e/

ou APP de forma dependente da idade e da regiao cerebral

Atualmente, a teoria mais aceita sobre as causas da neurodegeneracao na
Doenca de Alzheimer é a hipdtese da cascata amildide (HARDY; HIGGINS, 1992;
HARDY; SELKOE, 2002). Essa hipotese fornece explicacdes contundentes quanto a
progressdo da doenca e a manifestagdo dos sinais clinicos apresentados pelos
pacientes.

Na hipotese da cascata amildide ocorreria aumento na producao de peptideo
B-amiloide (principalmente na forma ABa42) e seu acumulo, decorrente, por exemplo,
de mutacbes nos genes da APP ou da PS1 e PS2. A sequente deposicao do
peptideo em forma de placas induziria injaria sinaptica e neuritica progressiva, com
conseguente alteracdo na homeostase i6nica de neurbnios e injuria oxidativa. O
desbalanco i6nico promoveria alteragcdo na atividade de quinases e fosfatases,
causando hiperfosforilacdo de proteina tau e formacdo de emaranhados
neurofibrilares. Isso resultaria em disfuncdo neuronal, morte celular e déficits de
neurotransmissores. O resultado final seria a manifestacdo de deméncia (HARDY;
HIGGINS, 1992; HARDY; SELKOE, 2002). Adicionalmente, ocorreria ativacdo de
astrocitos e microglia (em resposta ao peptideo B-amildéide) com producédo de
citocinas e fatores do sistema complemento, que induziria dano neuronal adicional
(HARDY; SELKOE, 2002).

A principal objec@o contra essa hipotese é a falta de correlagéo clara entre a
guantidade de depdésitos B-amildide e o grau de déficit cognitivo. De fato, muitos
exames poés-mortem demonstraram placas do peptideo em humanos que nao
apresentavam sintomas. Como no cérebro desses indiduos observou-se pouca
ativagdo de células da glia, acredita-se que a microglia e os astrocitos tenham
participacdo importante na progressao da doenca (EL KHOURY, 2010; HARDY,
2002). Dessa forma, individuos que possuam placas amildides na auséncia de
microglia ativada, poderiam ser poupados dos sintomas de deméncia, ja que o dano
neuronal nesses casos seria menos evidente.

Apesar de ndo contemplar todos os aspectos e variagbes da Doenca de
Alzheimer, a hipotese da cascata amildide continua sendo a mais aceita para

explicar a neurodegeneracéo e os sintomas apresentados pelos pacientes. Portanto,
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0 uso de camundongos transgénicos que apresentam [-amiloidogénese representa
uma ferramenta Gtil para o estudo da Doenca de Alzheimer.

No presente estudo, as analises de imunohistoquimica do cérebro dos
camundongos 3xTg-AD demonstraram marcacgdes positivas para o anticorpo 6E10
em diversas regides cerebrais ja a partir de 4 meses de idade. Entretanto, 0 nimero
de neurdnios marcados e a localizacdo da marcacao (se dentro ou fora da célula),
parecem depender da regido cerebral e da idade do camundongo.

Aos 4 meses de idade, verificamos que marcac¢des positivas encontravam-se
exclusivamente dentro de neurdnios. Elas foram detectadas em grande quantidade
no hipocampo e amigdala, e em menor grau no cortex. Os pesquisadores que
desenvolveram o modelo 3xTg-AD também observaram acumulo de peptideo [3-
amiléide intraneuronal no neocdrtex aos 4 meses de idade, que se correlacionava
com déficits na plasticidade singptica (ODDO et al., 2003).

Inicialmente, acreditava-se que a geracao do peptideo B-amildide ocorria na
membrana plasmatica, momentos antes da sua secre¢do. No meio extracelular, o
peptideo se agregaria, formando placas insollveis que seriam responsaveis pela
patogénese da doenca. A associacao inicial entre a patogénese da doenca somente
com as placas amiléides extracelulares ocorreu devido a escassez de técnicas que
permitissem a deteccao do peptideo dentro da célula (e ndo de toda proteina APP).
Com o desenvolvimento de anticorpos especificos para a regido C-terminal
(carboxila) do peptideo B-amildéide, demonstrou-se que neurdnios contem oligdmeros
e protofibrilas de B-amiléide no meio intracelular. A associagdo desses oligdmeros
intraneuronais com déficits de meméria e aprendizado e disfungéo sinaptica chamou
a atencao para a importancia do peptideo no meio intracelular (GOURAS; ALMEIDA;
TAKAHASHI, 2005). Verificou-se que os locais de armazenamento/ producdo do
peptideo dentro da célula parecem ser o reticulo endoplasmatico, complexo de golgi
e o sistema endolisossomal e que o peptideo intracelular parece ser uma das fontes
de peptideo extracelular (GOURAS; ALMEIDA; TAKAHASHI, 2005).

Billings et al. (2005) verificaram que, em camundongos 3xTg-AD, a
imunoterapia com anticorpo contra o peptideo B-amildide reduziu a quantidade do
peptideo, ambos nos meios extra e intra-celular. Apds a queda dos niveis séricos do
anticorpo, o peptideo reapareceu, sendo detectado primeiramente no meio

intracelular neuronal, e entdo fora das células. Esses resultados fornecem
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evidéncias de que o peptideo B-amiléide intraneuronal seja uma das fontes para o
seu acumulo extra-celular (BILLINGS et al., 2005)..

Os mecanismos responsaveis pela alteracdo na distribuicdo do peptideo do
meio intracelular para o extracelular ndo sdo conhecidos. Especula-se que
diferencas na propriedade da membrana celular neuronal devido a idade sejam
responsaveis pela passagem do peptideo do interior para fora da célula (DEANE et
al., 2004). Ainda, a crescente producdo de oligbmeros do peptideo poderia induzir
formacdo de canais na membrana, permitindo a passagem deste peptideo, ou que o
mesmo seja capaz de se ligar a transportadores ou receptores na membrana
plasmatica (como o LRP, proteina relacionada ao receptor de LDL) (BILLINGS et al.,
2007; DEANE et al., 2004). Adicionalmente, o peptideo poderia ser transportado a
terminais sinapticos e liberados na fenda sinaptica (ODDO et al., 2006a).

O papel patogénico do peptideo intracelular ndo descarta participacdo do
peptideo no meio extracelular na progressao da doenca, ja que se demonstrou que o
tltimo também prejudica o aprendizado e a memdéria. Dessa forma, o peptideo B-
amiléide parece participar da patogénese da Doenca de Alzheimer quando presente
tanto no meio intra quanto extracelular (GOURAS; ALMEIDA; TAKAHASHI, 2005).

Aos 6 meses, encontramos uma distribuicdo de marcacdo semelhante aos 4
meses de idade. Porém a quantidade de neurdnios marcados parece ser maior aos
6 meses. Nessa idade, Billings et al. (2005) observaram depdsitos extracelulares de
peptideo B-amiléide no neocértex nesses camundongos. Neste trabalho, néo
encontramos depdsitos extracelulares em nenhuma das regifes avaliadas aos 6
meses de idade. Outros estudos também nao encontraram placas amiléides aos 6
meses de idade (HIRATA-FUKAE et al., 2008; OH; PEREZ; LAGALWAR, 2010;
WINTON et al., 2011).

Hirata-Fukae et al. (2008) observaram placas amildides no subiculo aos 12
meses, e no hipocampo aos 14 meses. Mastrangelo e Bowers (2008) verificaram
placas de peptideo B-amiléide no subiculo iniciando-se aos 15 meses de idade. Oh,
Perez e Lagalwar (2010) observaram placas a partir de 8 meses de idade no
subiculo em camundongos 3xTg-AD fémeas. Aos 18 meses, encontraram placas em
fémeas e machos no subiculo e no hipocampo (OH; PEREZ; LAGALWAR, 2010). De
fato, o desenvolvimento de placas nos camundongos 3xTg-AD parece variar entre
diferentes coldnias e laboratorios (OH; PEREZ; LAGALWAR, 2010).
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No presente trabalho, observamos depdsitos extracelulares a partir de 8
meses de idade, e também aos 12 meses. Além disso, aos 12 meses de idade,
parecia haver menor numero de neurdénios marcados com o anticorpo na regido CAl
do hipocampo. Oddo et al. (2006A) também observaram uma redugéo dependente
da idade na quantidade de peptideo intraneuronal no hipocampo. De forma inversa,
ocorria o acumulo extra-celular em camundongos de 12 meses de idade (ODDO et
al., 2006a). Nessa idade, os oligbmeros de B-amildide pareciam ter saido do meio
intracelular para atingir o meio extracelular (ODDO et al., 2006a). No presente
trabalho, o mesmo parece ter ocorrido no hipocampo dos camundongos 3XTg-AD:
inicialmente identificamos grande quantidade de neurbnios positivos para 6E10,
porém, aos 12 meses de idade, parece haver uma diminuicdo nesse namero.

Os diferentes resultados quanto a idade em que as placas sdo encontradas
nesse modelo murino podem ser devido as diferencas nos anticorpos utilizados
(WINTON et al.,, 2011). Dessa forma, anticorpos que ndo sejam especificos para
peptideos livres (por exemplo, ABso ou AB42) irdo marcar tanto peptideos como a
proteina APP inteira, como € o caso do presente trabalho.

Nesta linha de raciocinio, Winton et al. (2011) verificaram que diferentes
anticorpos resultavam em diferentes padrées de marcacbes no ceérebro de
camundongos 3xTg-AD. Para identificacdo do peptideo livre, esses pesquisadores
utilizaram anticorpos que reconhecem epitopos da regido de clivagem apos o
processamento da APP (por exemplo, o anticorpo BCO05, que detecta o peptideo
AB42). Utillizando esse anticorpo, observaram depositos extra-celulares de AR, (além
da proteina APP) no hipocampo, aos 10 a 12 meses de idade, porém néo
encontraram marcacao intraneuronal para ABs2 em nenhuma idade avaliada
(WINTON et al., 2011). Dessa forma, marcacdes intraneuronais observadas aos 5 a
7 meses e aos 10 a 12 meses no coértex e hipocampo eram, provavelmente,
relacionadas a proteina APP, e ndo ao peptideo livre (WINTON et al., 2011).

Com a excec¢dao de alguns trabalhos, como Mastrangelo e Bowers (2008), que
identificaram marcagdes intraneuronais no hipocampo para peptideo AB42 a partir de
3 meses de idade, muitos trabalhos afirmaram observar marcagdes intraneuronais
para o peptideo B-amiléide (BILLINGS et al., 2005; ODDO et al., 2003; ODDO et al.,
2006), porém nao especificaram a regiao que o anticorpo utilizado reconhece. Desta
forma, ndo é possivel avaliar se a presenca de marcacéo intraneuronal € constituida

de peptideos livres ou da proteina APP. No presente trabalho, utilizamos o anticorpo
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6E10 que se liga a uma sequéncia do peptideo B-amildide, que pode se encontrar
tanto no peptideo livre, como na proteina APP integra.

Portanto, as marcacdes intraneuronais aqui observadas podem ser derivadas
tanto de peptideo B-amildide como de seu precursor nao clivado. Porém,
independente do tipo de material intraneuronal observado, verificamos alteracdes
comportamentais que se relacionavam temporalmente com essas marcagoes. Dessa
forma, trabalhos posteriores deverao atentar ao tipo de anticorpo utilizado, e, se
verificado que o material intraneuronal € constituido de APP, estudar o papel
patogénico do acumulo intracelular dessa proteina no cérebro desses camundongos,
e também em humanos.

Além das marcag¢des no hipocampo, subiculo e cértex, também detectamos
marcacdes intraneuronais positivas na amigdala aos 4 e 6 meses, idade em que 0s
camundongos apresentaram freezing e comportamentos semelhante a ansiedade.
Aos 12 meses de idade, também encontramos marcacdes intraneuronais na
amigdala, porém aparentemente em menor numero. Adicionalmente, ndo foram
observados depésitos extracelulares (como no coértex ou hipocampo) até os 12
meses de idade.

De forma semelhante, Mastrangelo e Bowers (2008) verificaram marcacoes
positivas para o anticorpo 6E10 na amigdala a partir dos 6 meses de idade (nédo
avaliaram aos 4 meses), até os 23 meses. Placas extracelulares de peptideo [3-
amildide (AB42) foram encontradas somente aos 18 e 23 meses (MASTRANGELO;
BOWERS, 2008). Neste mesmo trabalho, Mastrangelo e Bowers (2008) mostram
uma figura na qual, aparentemente, a marcagao intraneuronal com anticorpo 6E10
aos 12 meses de idade encontrava-se reduzida com relacdo a outras idades, muito
embora ndo comentem no corpo do texto. Talvez, nessa idade, a expressédo da APP
esteja reduzida na amigdala; ou tenha sido processada em peptideos néo
detectados pelo anticorpo 6E10.

Aos 12 meses de idade, o comportamento de freezing e comportamentos
semelhantes a ansiedade nos camundongos 3xTg-AD foram mais evidentes do que
aos 4 ou 6 meses de idade. Acreditamos que, independente de ter ocorrido uma
reducéo da carga de peptideo B-amildide (ou APP) na amigdala ou ndo, a exposi¢cao
cronica a esse material (dos 4 aos 12 meses de idade) promoveu danos neuronais
responsaveis pelas alteragbes do comportamentos de freezing e de ansiedade.

Neste sentido, Oh, Perez e Lagalwar, (2010) observaram que neurénios marcados
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postivamente para o anticorpo 6E10, tanto na amigdala como em outras regioes,
apresentaram alteragbes morfolégicas, como encolhimento (OH; PEREZ;
LAGALWAR, 2010), compativel com degeneragdo celular. Provavelmente, as
alteracdes comportamentais detectadas no presente estudo ndo sdo resultado
apenas do envelhecimento, uma vez que camundongos Wild Type de mesma idade

nao apresentaram alteracdes tdo evidentes.

6.3 Alteracdes na expressdao de APP e/ ou peptideo B-amildide ndo sé&o
acompanhadas por aumento de citocinas no hipocampo ou no sangue.
Apesar disso, algumas alteracdes periféricas foram observadas no

camundongo 3xTg-AD

Como abordado anteriormente, o Sistema Nervoso Central pode se
comunicar com 0 sistema imune e vice-versa. Além disso, alteracdes endocrinas
também influenciam fatores imunes e neurais, sendo a relagdo inversa também
verdadeira. O estudo de possiveis alteracbes periféricas em pacientes com
Alzheimer ou em modelos animais para a doenca pode revelar distarbios com
potencial sistémico importantes para a compreensao da patogenia da doenca, e
fornecer novos biomarcadores que auxiliem no diagnd@stico precoce e guiem novas
estratégias terapéuticas.

De acordo com essa visdo, demonstrou-se que fagécitos mononucleares
sanguineos de individuos que possuem o alelo APOE4 produzem maior quantidade
de o6xido nitrico, assim como camundongos transgénicos que expressam esse alelo
(COLTON et al., 2004). Como abordado anteriormente a presenca do alelo APOE4
representa um fator de risco para o desenvolvimento da Doenca de Alzheimer
(CORDER et al., 1993). Ainda, foi demonstrado que células mononucleares
periféricas de pacientes com Alzheimer apresentaram menor capacidade fagocitica
(RICHARTZ et al., 2005) e que esses pacientes podem apresentar um fenadtipo
herdavel pré-inflamatério, produzindo mais citocinas pro-inflamatérias e menos
antiinflamatérias (REMARQUE et al., 2001). Adicionalmente, alguns estudos

demonstraram que muitos biomarcadores periféricos que poderiam ser utilizados no
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diagnodstico precoce da doenga estdo envolvidos com processos inflamatorios
(GOMEZ RAVETTI; MOSCATO, 2008; RAY et al., 2007).

Dessa forma, investigamos se o modelo murino 3xTg-AD também exibe
possiveis alteragbes imunes detectadas no soro. Nossa hipotese era a de que esses
camundongos apresentariam maiores niveis de citocinas pro-inflamatoérias, assim
como muitos pacientes com Alzheimer. Os resultados dos experimentos 3 e 4
demonstraram que, em condicbes basais, ou seja, sem nenhum estimulo
imunolégico, ndo ha maiores niveis séricos de citocinas/ quimiocinas pro-
inflamatorias, nem reducéo de citocinas antiinflamatérias, em nenhuma das idades
avaliadas.

Giménez-Llort et al. (2008) talvez tenha sido o primeiro grupo a estudar
alteracbes neuro-imuno-enddcrinas no modelo 3xTg-AD. Esses autores
demonstraram que os niveis de TNF-a oriundos de linfocitos esplénicos eram
maiores em camundongos 3xTg-AD idosos (15 meses de idade). Resultados nos
niveis de IL-2 dependeram do género, sendo que aumentavam nas fémeas idosas, e
diminuiam nos machos de mesma idade (GIMENEZ-LLORT et al., 2008).

Subramanian et al. (2010) demonstraram maiores niveis esplénicos de IL-2 e
IL-6 em camundongos 3xTg-AD (a partir de 5 a 6 meses de idade), e menores niveis
de IL-10 (muito embora alteracbes nos niveis de IL-10 foram encontradas somente
em fémeas 3xtg-AD idosas). Além disso, também encontraram diferencas nas
populacbes de linfécitos T no bago, com maior propor¢do de células TCD8" de
memoéria, em detrimento de céluas TCD4" (SUBRAMANIAN et al., 2010). Os autores
acreditam que vias imunoldgicas esplénicas poderiam agir sinergicamente com
redes neurais, determinando a progressdo da doenca, nesse modelo
(SUBRAMANIAN et al., 2010).

No presente trabalho, encontramos diferencas no peso relativo do baco, em
gue camundongos 3xTg-AD possuem maior peso desse 6rgao, especialmente aos 4
meses de idade. Embora seja apenas um achado anatdmico, 0 mesmo demonstra
gue alteracdes esplénicas estdo presentes nos camundongos 3xTg-AD. Além disso,
os resultados do presente trabalho somados a dados da literatura demonstram que
alteracdes nos niveis de citocinas e ou quimiocinas em camundongos 3xTg-AD (e
talvez outros modelos murinos) podem ser encontradas em cultura de linfocitos
esplénicos (com uma tendéncia a um aumento de citocinas de perfil Thl), mas néo

em niveis séricos, ja que esses Ultimos apresentam-se muito baixos.
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Dessa forma, nesse modelo murino, ndo encontramos alteracdes basais de
citocinas sanguineas que possam prever o curso da doenga, ou servirem como
biomarcadores periféricos da doenca.

Compativel com os resultados séricos, ndo encontramos alteracbes na
expressao de IL-1B ou IL-6 no hipocampo de camundongos 3xTg-AD, em nenhuma
idade avaliada. Janelsins et al. (2005) demonstraram aumento na expressao de
TNF-a e MCP-1 no cértex entorrinal de camundongos 3xTg-AD de 6 meses de
idade. Analises no hipocampo ndo demonstraram alteracdes nos niveis de varios
marcadores pro-inflamatorios analisados, aos 2, 3 e 6 meses de idade (JANELSINS
et al., 2005). Como idades mais avancadas ndo foram estudadas por Janelsins et al.
(2005), procedemos com analises de expressdo de IL-1B e IL-6 no hipocampo,
partindo dos 4 até 12 meses de idade. Apesar da intensa expressao de APP e/ou
peptideo B-amildide no hipocampo dos camundongos 3xTg-AD, ndo observamos
aumento na expressao dessas citocinas.

Como abordado anteriormente, as marcagdes positivas para 6E10 podem
detectar tanto a proteina APP integra, ou peptideo B-amildide livre. Talvez, no
presente estudo, o material detectado seja constituido por proteina APP. Nesse
caso, 0 aumento de expressdo dessa proteina ndo induziria uma resposta microglial,
mesmo quando presente no meio extracelular. Alternativamente, Janelsins et al.
(2005) demonstraram que a ativacdo da microglia ao peptideo B-amildide depende
da regido cerebral (JANELSINS et al., 2005). Apesar de encontrarem peptideo [3-
amiléide tanto no cértex como no hipocampo, aumento da expressdo de TNF-a e
MCP-1 e microglia ativada foram verificados apenas no cértex-entorrinal aos 6
meses de idade. Dessa forma, € possivel que essa caracteristica se mantenha até
0os 12 meses de idade, nesse modelo murino.

Retomando as alteracbes imunoldgicas periféricas, o presente trabalho
identificou menor peso relativo do timo em camundongos 3xTg-AD de 6 meses de
idade, com relacdo ao seu controle Wild Type de mesma idade. Neste sentido, Xue
et al. (2009) demonstraram uma diminuicdo no ndmero de linfocitos T (CD3")
periféricos em pacientes com Alzheimer. Esses autores acreditam que alteracdes no
ambiente timico possam ser responsaveis por essa diminuicdo (XUE et al. 2009).
Dessa forma, o menor peso relativo do timo encontrado nos camundongos 3xTg-AD
neste trabalho, pode ter implicagcbes imunolégicas importantes nesse modelo

murino. Giménez-Llort et al. (2008) sugeriram que camundongos 3xTg-AD
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apresentam um perfil de imunossenescéncia prematuro. O resultado do presente
trabalho corrobora esta hipotese, uma vez que, apesar da involugcdo timica
decorrente da idade ter ocorrido em ambos os genotipos, ela foi levemente superior
nos camundongos 3xTg-AD.

Sabe-se que o figado é o principal 6rgdo responsavel pela retirada de
peptideo B-amildide do plasma (ROHER et al., 2009), e que essa atividade de
clearance é mediada por LRP-1 (uma proteina relacionada ao receptor de LDL), no
hepatécito (ZLOKOVIC et al.,, 2010). No presente estudo, verificamos maior peso
relativo do figado de camundongos 3xTg-AD, especialmente aos 6 e 12 meses de
idade. Isso poderia ser decorrente de maior metabolismo hepatico de peptideo B-
amiloide periférico nos camundongos transgénicos. Entretanto, para corroborar esta
hipétese mais experimentos deveriam ser realizados como: verificar a presenca de
peptideo B-amildide e/ou APP na periferia nesses camundongos e o tipo de material
acumulado no cérebro (se peptideo B-amildide livre, ou APP), tentando verificar a
fonte de producéao desse material.

Apesar de a obesidade ser considerada um fator de risco para o
desenvolvimento de Alzheimer (MCNAULL et al., 2010), estudos recentes
demonstraram que menores indices de massa corporea (IMC) estavam relacionados
com maior quantidade de placas amiléides e patologia tau, principalmente em
estagios iniciais da doenca (VIDONI et al., 2011). Além de menor IMC, muitos
individuos em estagios iniciais de Alzheimer apresentaram sarcopenia acelerada e
reducdo de tecido adiposo (VIDONI et al., 2011). Talvez esse paradoxo esteja
relacionado a outro fator patogénico da obesidade: um estado pro-inflamatério, e
nao ao peso corpoéreo ou quantidade de tecido adiposo em si.

Embora Giménez-Llort et al. (2010) tenham demonstrado maior peso
corpéreo de camundongos 3xTg-AD aos 6 meses de idade, em comparagcdo a seu
controle Wild Type de mesma idade (GIMENEZ-LLORT et al., 2010), os resultados
do presente trabalho corroboram o estudo de Vidoni et al. (2011). Camundongos
3XTg-AD apresentaram menor peso corporeo com relacdo aos seus controles Wild
Type. Essa caracteristica esteve presente em todas as idades avaliadas. Também
em concordancia com os resultados do presente trabalho, Knight et al. (2012)
demonstraram menor peso corpéreo e um estado hipermetabdlico em camundongos
3XTg-AD de 12 e 18 meses de idade (outras idades ndo foram avaliadas, com

excecdo dos 2 meses, quando ndo encontraram alteracbes de metabolismo)
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(KNIGHT et al., 2012). Como no presente trabalho foram encontradas alteracdes de
peso corporeo em todas as idades avaliadas, seria interessante verificar se
alteracdes metabdlicas estdo presentes em camundongos mais jovens, ou seja, em
estagios inicias da doenca.

Esses resultados, em conjunto com dados da literatura, sugerem que exista
uma alteracdo metabdlica sistémica em camundongos 3xTg-AD e em pacientes com
Alzheimer, que pode ou ndo ser uma reacao a doenca.

Como abordado anteriormente, alteragbes enddcrinas também podem
influenciar a progressao de doencas neurodegenerativas, incluindo a Doenca de
Alzheimer. Nesse sentido, primeiramente avaliou-se 0s niveis basais de
corticosterona em camundongos 3xTg-AD nas diferentes idades, e entdo apds a
administragdo de LPS. No momento, serdo discutidos os resultados referentes aos
niveis basais de corticosterona.

Como o estudo da Doenca de Alzheimer se interpfe com as alteracdes
decorrentes do envelhecimento, é importante realizar algumas considerag6es sobre
alteracbes de glicocorticoides relacionadas a idade, antes de abordarmos os
resultados referentes aos niveis de corticosterona.

Para explicar as acdes deletérias a exposicdo crbnica de glicocorticéides
(relacionada ao envelhecimento) em neurdnios cerebrais, Sapolsky, Krey e Mcewen,
(1986) propuseram a “Hipotese da cascata de glicocorticoide”. Essa hipétese sugere
gue, com o envelhecimento, ocorreria dano neuronal em regides hipocampais. Como
o hipocampo participa do controle de feed back negativo do eixo Hipotalamo-
Hipdfise-Adrenal, danos neuronais nessa regiao levariam a perda de controle do
eixo HPA, resultando em maior producdo de glicocorticoides pelas adrenais.
Exposi¢cdes crbnicas a glicocorticoides causariam danos neuronais adicionais ao
hipocampo, perpetuando o ciclo (LANDFIELD et al., 2007; SAPOLSKY; KREY;
MCEWEN, 1986).

Sabe-se que pacientes com Alzheimer apresentam maiores niveis de
glicocorticéides séricos, mesmo quando comparado com individuos sadios de
mesma idade (FERRARI et al., 2000; UMEGAKI et al., 2000). Além disso, episodios
estressores severos (como perda do cOnjuge) aumentam as chances de um
individuo desenvolver a doenca (MEJIA et al., 2003), e tratamentos crdonicos com

glicocorticéides pioram a patologia em modelos animais (GREEN et al., 2006).
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No presente trabalho, verificamos que camundongos 3xTg-AD de 4 meses de
idade apresentaram menores niveis de corticosterona sérica. Nao encontramos
diferencas significativas nas outras idades avaliadas. Giménez-Llort et al. (2008)
verificaram maiores niveis de corticosterona plasmatica em machos 3xTg-AD de 15
meses de idade, comparado com seu controle Wild Type de mesma idade.

Ndo sabemos por que camundongos 3xTg-AD de 4 meses de idade
apresentam menores niveis de corticosterona sérica. Nao encontramos relatos de
medidas de corticosterona nesse modelo murino, na mesma idade. Talvez, menores
niveis de glicocorticbides seja uma caracteristica de estagios iniciais da doenca,
nesse modelo. J4, com a progressdo da doenca, ocorreria aumento desses niveis
(GIMENEZ-LLORT et al., 2008). Entretanto, existem relatos de maiores niveis de
cortisol em individuos com MCI (déficits cognitivos leves), propensos a desenvolver
Alzheimer (ARSENAULT-LAPIERRE et al., 2010; LIND et al., 2007). Ou seja, desde
0 inicio do desenvolvimento da doenca, o0s pacientes podem apresentar
hiperatividade do eixo HPA. Adicionalmente, a percepcao do declinio cognitivo pelo
paciente, nas fases iniciais da doenca, pode gerar uma resposta de estresse, que
resulta em aumento dos niveis de cortisol e agressividade nesses individuos.

Seria interessante analisar dosagens de corticosterona nos camundongos
3xTg-AD, em varias idades, incluindo dados de coleta ao longo do dia, uma vez que
nao sO os niveis, como a amplitude do ciclo circadiano de cortisol parece estar

alterada em pacientes com Alzheimer (FERRARI et al., 2000).

6.4 Alteracdes periféricas na resposta ao LPS parecem interferir na
expressao de mediadores inflamatérios no SNC, mas néo na ativacédo do
eixo HPA

Sabe-se que a resposta de estresse e a estimulos imunolégicos podem ativar
o0 eixo HPA, resultando na liberacdo sistémica de glicocorticoides. Neste sentido,
Clinton et al. (2007) e Arranz et al. (2011) verificaram maiores niveis de
corticosterona plasmatica em camundongos 3xTg-AD submetidos a estimulos
estressores (ARRANZ et al., 2011). Perguntamo-nos se a ativacéo do eixo HPA em

camundongos 3xTg-AD seria diferente que seus controles Wild Type frente a um
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estimulo imunolégico, neste caso, o LPS. Portanto, neste trabalho, o LPS
(administrado por via intraperitoneal) foi utilizado como um modelo de ativacdo do
sistema imune inato (e suas consequéncias no Sistema Nervoso Central), e ndo
como modelo de peritonite.

A administracdo periférica de LPS induz a producdo de uma série de
citocinas, dentre as quais se destaca IL-1B3, IL-6 e TNF-a (DUNN, 2000). Outras
citocinas também sdo produzidas, como sera discutido posteriormente. A producéo
dessas citocinas induz a ativacdo do eixo HPA, que parece ser mediada por
aumento na liberacdo de noradrenalina, serotonina e triptofano no cérebro. A IL-13 é
a principal citocina responséavel pela ativacdo do eixo HPA, embora IL-6 e TNF- a
também exercam uma relativa fungédo (DUNN, 2000).

Um mecanismo de acdo provavel de ativacdo do eixo HPA seria a atuacao de
citocinas produzidas perifericamente em orgaos circunventriculares no cérebro. Nas
células endoteliais dos capilares desses o0rgaos, ocorreria producdo de
prostaglandina E, que atingiria o hipotdlamo, induzindo producdo de Horménio
Liberador de Corticotrofinas (CRF, do inglés Corticotropin Releasing Factor).
Sequencialmente, ocorreria produgdo de Hormoénio adrenocorticotrofico (ACTH, do
inglés Adrenocorticotropic Hormone) pela hipéfise, e entdo liberacdo de
glicocorticéides sistemicamente pelas adrenais (DUNN, 2000). Vias alternativas de
ativacao do hipotalamo seriam vias neuronais, através de aferéncias do nervo vago,
uma vez que a vagotomia subdiafragmatica inibe a liberacdo de glicocorticéides
periféericos (WATKINS; MAIER; GOEHLER, 1995). A liberagdo final de
glicocorticéides impede que uma resposta inflamatéria exacerbada se estabeleca
(QUAN; HERKENHAM, 2002).

Neste trabalho, administramos LPS por via i.p. em camundongos 3xTg-AD e
seu controle Wild Type, de 12 meses de idade. Selecionamos camundongos dessa
idade, uma vez que encontramos depadsitos extracelulares de APP e/ou peptideo [3-
B-amiléide no coértex e hipocampo. Perguntamo-nos se esses depositos poderiam
influenciar a resposta ao LPS.

Os niveis de glicocorticéides séricos, induzidos pela administracdo periférica
de LPS, nao variaram entre camundongos 3xTg-AD e Wild Type de 12 meses de
idade. Como a producéo de glicocorticéides ocorre como uma resposta a aumento
de niveis de citocinas periféricas, também verificamos a producdo de mediadores

inflamatdrios no sangue.



114

Apesar da semelhanca na ativagéo do eixo HPA entre camundongos 3xTg-AD
e seu controle Wild Type, encontramos diferencas na producdo de citocinas e
qguimiocinas entre 0s genotipos, tanto central como perifericamente, em resposta ao
LPS.

A administracdo de LPS induz a producdo de uma série de citocinas nos
tecidos periféricos. Classicamente, ocorre a producdo de TNF-a, IL-18 e IL-6
(DUNN, 2000; WATKINS et al., 1995). Além disso, administracdo de LPS por via ip
em camundongos induz aumento dos niveis plasmaticos de INF-y e IL-10 (FINNEY
et al.,, 2012), MCP-1 (ZISMAN et al., 1997) e IL-12 (ROSSOL et al., 2011), além de
outras citocinas (FINNEY et al., 2012; ROSSOL et al.,, 2011). Antes da discusséo
dos resultados de citocinas e quimiocina séricas, sera realizada uma breve revisao
sobre o papel das mesmas.

TNF-a pertence a superfamilia TNF e é o protétipo de citocina pro-
inflamatoria, apresentando papel importante no choque séptico (ROSSOL et al.,
2011). E produzida rapidamente por mondcitos e macrofagos ativados, tendo seus
niveis diminuidos apods cerca de 1 hora (ROSSOL et al., 2011). Induz a producéao de
outras citocinas por macrofagos, como IL-1B e IL-6 (FEGHALI; WRIGHT, 1997),
aumenta a fagocitose por essas células, e induz a expressdo de moléculas de
adesdo em células endoteliais, participando do recrutamento de outros leucécitos
para o local da lesdo (ROSSOL et al., 2011). Também é importante no
desenvolvimento da febre, por induzir expressdo de prostaglandina E2 em células
endoteliais de vasos do hipotalamo (DUNN, 2000; FEGHALI; WRIGHT, 1997).

A IL-1B pertence a familia IL-1. Também participa da inducédo da febre, pelos
mesmos mecanismos que TNF-a (FEGHALI; WRIGHT, 1997).. A producgéo de IL-13
ocorre em mondcitos (e também em queratindcitos, fibroblastos e células T e B) e se
inicia cerca de 2 horas apds administracdo de LPS, continuando por horas
(ROSSOL et al., 2011). A IL-1B induz a produgao de IL-6, promove o0 recrutamento
de outras células inflamatdrias e estimula a proliferacdo de células T (FEGHALI;
WRIGHT, 1997; ROSSOL et al., 2011).

A IL-6 pode ser produzida por mondcitos e macrofagos (FEGHALI; WRIGHT,
1997), como resposta ao aumento de TNF-a e IL-1B, ou ao LPS (ROSSOL et al.,
2011). Também pode ser produzida por outros tipos celulares, como fibroblastos,
células T e B, queratindcitos, mastécitos e células endoteliais (ROSSOL et al.,

2011). A IL-6 é um dos principais reguladores da resposta de fase aguda, induzindo
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a producdo de proteinas de fase aguda pelo figado (FEGHALI; WRIGHT, 1997).
Geralmente € considerada uma citocina pro-inflamatoéria, mas parece ter um papel
antiinflamatério no choque séptico e na endotoxe (ROSSOL et al., 2011).

MCP-1, também conhecida como CCL2, é uma quimiocina, membro da
subfamilia CC (YADAV et al., 2010). E produzida principalmente por mondcitos e
macréfagos (mas também por células epiteliais e endoteliais, fibroblastos e células
da glia) como resposta a aumento nos niveis de TNF-q, IL-13 e IFN-y, ou ao proprio
LPS (YADAV et al., 2010), sendo detectada cerca de 2 horas apds a administracao
de LPS (ZISMAN et al., 1997). E responséavel pelo recrutamento de outros tipos
celulares ao tecido lesionado, como neutrofios, células T de memoria, células
dendriticas, basofilos e eosinofilos (FEGHALI; WRIGHT, 1997; YADAV et al., 2010).
Apesar de suas propriedades pré-inflamatorias, a MCP-1 pode proteger contra a
endotoxemia, mecanismo que parece ser mediado através de reducao nos niveis de
TNF-a e IL-12 (provavelmente diminuindo também a producéo de IFN-y), e aumento
de IL-10 (ZISMAN et al., 1997).

A IL-12 também é conhecida por IL-12p70, referindo-se ao heterodimero
formado por duas cadeias de pesos moleculares 35kDa (p35) e 40kDa (p40). E
produzida principalmente por fagécitos (mondcitos, macréfagos e neutréfilos) e
células dendriticas em resposta ao LPS (GEE et al., 2009). Sua principal funcéo é
auxiliar a diferenciagdo de células naive em células Thl efetoras, formando um elo
entre a imunidade inata e a adaptativa (GEE et al., 2009; ROSSOL et al., 2011). Sob
influéncia da IL-12, células Thl e células NK produzem IFN-y. Por sua vez, IFN-y
atua em mondcitos e macrofagos, induzindo a producédo de IL-12 adicional. Dessa
forma, IL-12 e IFN-y participam de um mecanismo de retroalimentagdo positiva,
favorecendo a resposta Thl (FEGHALI; WRIGHT, 1997; GEE et al., 2009; ROSSOL
et al., 2011). Como controle de uma resposta Thl exacerbada, a IL-10 inibe acdes
da IL-12, como sera discutido adiante.

IFN-y é produzido por células T ativadas e células NK, como resposta a IL-12
e, conjuntamente com IL-12 direciona a resposta a um fenétipo Thl (SCHRODER et
al., 2004). Induz a ativacao de células NK, facilita a interacéo entre célula T e célula
apresentadora de antigeno, ativa macrofagos (aumentando a produgédo de espécies
reativas de oxigénio nessas células) e induz a expressao de moléculas de adeséo e
producdo de quimiocinas como MCP-1 por macrofagos (FEGHALI; WRIGHT, 1997;
SCHRODER et al., 2004). IFN-y pode reduzir os efeitos antiinflamatérios de IL-10
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por diminuir os locais de ligacdo de IL-10 em suas células alvo, causando perda de
responsividade das células a IL-10 (JI et al., 2003).

A IL-10 é produzida por mondcitos e macrofagos apds administracdes de LPS
(ROSSOL et al., 2011). Sua principal funcéo é controlar a inflamacéo, estimulando a
producao de moléculas antiinflamatorias (como IL-1ra, antagonista de receptor de IL-
1, um fator soltivel que compete pelos sitios de ligacéo de IL-1a e IL-1B) e inibindo a
expressao de genes codificadores de citocinas inflamatérias (como TNF-a, IL-1pB, IL-
12 e IFN-y) (BAZZONI et al., 2010). Além disso, inibe o recrutamento de neutréfilos
ao local da lesdo (BAZZONI et al., 2010) e a proliferacdo de células T (FEGHALI;
WRIGHT, 1997).

No presente trabalho, a administragao intraperitoneal de LPS induziu o
aumento da producdo de todas as citocinas e quimiocina avaliadas, tanto em
camundongos Wild Type, como nos 3xTg-AD, ambos com 12 meses de idade. Os
niveis de TNF-a, IL-12p70 e IL-10 foram semelhantes nos dois genétipos. J&, o
aumento dos niveis séricos de IL-6 e MCP-1 foi menor em camundongos 3xTg-AD.
De forma contréaria, os niveis de IFN-y apresentaram-se maiores em camundongos
3XTg-AD apos administracdo de LPS.

Como abordado anteriormente, a producdo de IL-6 pode ser induzida por
TNF-a e IL-1B8. Apesar da semelhanga no aumento dos niveis de TNF-a nos dois
genotipos, encontramos menores niveis de IL-6 nos camundongos 3xTg-AD
(dosagens de IL-1B nao foram realizadas neste experimento). Ja a quimiocina MCP-
1, é produzida em resposta a aumento dos niveis de TNF-a, IL-1B e IFN-y.
Novamente, os niveis de TNF-a ndo estavam alterados em camundongos 3xTg-AD.
Por outro lado, o aumento de IFN-y foi maior do que em camundongos Wild Type.
Ou seja, mesmo com maiores niveis de IFN-y, camundongos 3xTg-AD produziram
menor quantidade de MCP-1.

N&o encontramos trabalhos na literatura que avaliaram os efeitos do LPS na
producdo de citocinas séricas nesse modelo murino. Entretanto, algumas
especulacdes podem ser realizadas frente a menor producédo de IL-6 e MCP-1 por
camundongos 3xTg-AD. Como as principais células que produzem IL-6 e MCP-1 sao
monadcitos e macrofagos, é possivel que a resposta dessas células a TNF-a, IL-13 e
IFN-y esteja reduzida nesses camundongos. N&o encontramos relatos sobre

funcdes de mondécitos ou macréfagos em camundongos 3xXTg-AD na literatura. Ja
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em pacientes com Alzheimer, Richartz et al. (2005) verificaram menor capacidade
fagocitica por células mononucleares periféricas.

Como, apesar de suas propriedades pro-inflamatérias, ambas IL-6 e MCP-1
protegem contra o choque endotoxico (ROSSOL et al., 2011; ZISMAN et al., 1997),
€ possivel que camundongos 3xTg-AD sejam mais susceptiveis aos efeitos letais de
endotoxinas. Adicionalmente, verificamos maiores niveis de IFN-y, que poderiam
contribuir para os efeitos deletérios de endotoxinas, uma vez que essa citocina
promove o aumento dos niveis de IL-12 (FEGHALI; WRIGHT, 1997) e diminui a
responsividade das células aos efeitos antiinflamatérios da IL-10 (JI et al., 2003).
Entretanto, o aumento nos niveis de IFN-y em camundongos 3xTg-AD ndao foi tdo
intenso como a reducéo de IL-6 e MCP-1. E, apesar do aumento de IFN-y, n&o
encontramos aumentos de IL-2, ao menos 3 horas ap0s o tratamento com LPS.
Como a producdo de IFN-y ocorre em células NK e linfocitos TCD4", seria
interessante verificar a atividade dessas células nesse modelo murino.

Portanto, apesar de ndo encontrarmos um perfil pré-inflamatorio evidente na
resposta ao LPS em camundongos 3xTg-AD, foram detectadas algumas alteracdes
gue poderiam predispor esses animais ao choque endotéxico.

Como abordado, apesar das alteracbes nas citocinas seéricas, nao
encontramos diferencas na ativacdo do eixo HPA: os niveis de corticosterona sérica
foram semelhantes nos dois grupos. Seria interessante analisar se concentracdes
semelhantes de citocinas (principalmente, IL-1B, ndo avaliada no presente trabalho;
e IL-6, cujos niveis apresentaram menor aumento) resultam em producao
semelhante de corticosterona nesse modelo murino.

Como abordado, a ativagdo do sistema imunolégico e producdo de
mediadores inflamatérios em tecidos periféricos promovem alteragbes no SNC,
como ativacao do eixo HPA (DUNN, 2000; WATKINS et al., 1995). Além de induzir a
liberacdo de CRF pelo hipotalamo, a producéo de citocinas séricas pode resultar em
aumento de mediadores inflamatorios no proprio tecido neuronal (SZELENYI, 2001).
Segundo Dantzer (2004), o cérebro reflete a resposta inflamatoria periférica. Alguns
mecanismos desse fenbmeno foram propostos: 1) passagem de citocinas
sanguineas através dos Orgaos circunventriculares no cérebro (desprovidos de
barreira hemato-encefalica, ou seja, cujos capilares apresentam fenestracoes)
através de difusdo ou transporte ativo; 2) inducéo da sintese de outros mediadores

inflamatérios (como Oxido nitrico ou ciclo-oxigenase 2) em células endoteliais, que
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no tecido neuronal levaria a producdo de citocinas por células da glia, células
perivasculares ou mesmo as proprias células neuronais (SZELENYI, 2001); e 3)
ativacdo do nucleo do trato solitario (através de vias vagais aferentes), com
conseqiente sinalizacdo em nucleos do hipotalamo e também na amigdala,
induzindo uma resposta inflamatoria nessas regides (DANTZER, 2001). A presenca
de citocinas no SNC participa da ativacdo do eixo HPA, desenvolvimento da febre e
comportamento doentio (DANTZER, 2001).

Além do hipotdlamo e da amigdala, a administracdo periférica de LPS
também induz producédo de citocinas (TNF-a, IL-1B e IL-6) no hipocampo tanto em
camundongos ( SPARKMAN et al., 2006; RICHWINE et al., 2009) como em ratos
(BAY-RICHTER et al., 2011). A presenca de citocinas no hipocampo esta
relacionada ao declinio da cognicdo, que acompanha o comportamento doentio
(SPARKMAN et al., 2006). Neste trabalho, verificamos que a administracdo ip de
LPS promoveu aumento de RNA mensageiro de IL-1B e IL-6 apdés 3 horas.
Entretanto, pos testes demonstraram que o aumento foi significativo apenas em
camundongos Wild Type.

Sparkman et al. (2006) demonstraram que a IL-6 periférica possui um papel
importante na inducéo de IL-1B e TNF-a no hipocampo de camundongos. Apos
administracfes periféricas de LPS, camundongos knock-out para IL-6 (IL6"') nao
apresentaram aumento significante dessas citocinas no hipocampo como 0 grupo
controle, apesar do evidente aumento de IL-1B e TNF-a no plasma (SPARKMAN et
al., 2006). Portanto, a IL-6 parece facilitar processos inflamatérios no hipocampo
(SPARKMAN et al., 2006).

Em concordancia com Sparkman et al. (2006), verificamos que camundongos
3XxTg-AD tratados com LPS apresentaram menores niveis circulantes de IL-6 e
menor producdo de IL-18 no hipocampo. Acreditamos que a IL-6 periférica também
seja importante para a sua propria producdo no hipocampo, uma vez que o0s niveis
de RNA mensageiro de IL-6 também apresentaram menor aumento no hipocampo
desses camundongos.

A figura — 33 resume o0s resultados dos niveis de citocinas séricas e

expressao de mediadores inflamatérios no hipocampo, encontrados neste trabalho.
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Figura 33 — Representacdo dos efeitos da administracdo i.p. de LPS na produc¢do de citocinas

periféricas e no SNC, em camundongos 3xTg-AD de 12 meses de idade. A parte
superior demonstra os efeitos do LPS no SNC, mais especificamente no hipocampo;
a parte inferior, os efeitos do LPS na periferia. As setas continuas representam
estimulac@o da producédo ou dos efeitos da citocina/ quimiocina; as setas tracejadas,
inibicdo da producdo ou dos efeitos da citocina/ quimiocina; as setas largas
(preenchidas), os resultados obtidos em camundongos 3xTg-AD de 12 meses de
idade (apontando para cima: maiores niveis; para baixo, menores niveis, comparado
ao grupo Wild Type de mesma idade); a seta larga com a base tracejada, sinalizacéo
entre IL-6 sérica e hipocampo. O ponto de interrogagcdo no hipocampo se refere ao
provavel efeito da menor producao de IL-6 periférica na producédo de RNAm de IL-18
e de IL-6 (também reduzidos no 3xTg-AD). O ponto de interrogacdo em Macréfagos /
mondécitos se refere a provavel deficiéncia dessas células em produzir MCP-1 e IL-6.
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7 CONCLUSOES

Este trabalho demonstrou que o camundongo 3xTg-AD é um modelo animal
util para o estudo da Doenca de Alzheimer. AlteracBes cognitivas e comportamentais
e a presenca de APP e/ ou peptideo B-amildide em areas cerebrais importantes para
a doenca (cortex, hipocampo, subiculo e amigdala) mostraram que este
camundongo apresenta sintomas e sinais de patologia B-amildide relevantes, que
podem valida-lo como um modelo murino da Doenca de Alzheimer.

A presenca marcante de APP e/ ou peptideo B-amiléide no cérebro ndo induz
um estado pré-inflamatorio no hipocampo ou no sangue. Apesar disso, algumas
alteracOes periféricas foram encontradas, demonstrando que a expresséao de APP e/
ou de peptideo B-amildide por células neuronais possam causar distirbios
sistémicos (enddcrinos, metabdlicos e imunoldgicos).

A resposta inflamatoria de tecidos periféricos ao LPS apresentou um perfil
dubio: mediadores considerados pro-inflamatérios apresentaram tanto menor (IL-6 e
MCP-1), como maior aumento (IFN-y). Este perfil promoveu diferentes respostas no
SNC: enquanto que a ativacdo do eixo HPA néo foi modificada, a producdo de
citocinas inflamatérias no hipocampo foi atenuada. Portanto, nesse modelo,
alteracbes na resposta periférica ao LPS parecem ser responsaveis por menor

inflamacao no hipocampo.
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