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RESUMO 

 

Balthazar J. Avaliação da memória e das características neuropatológicas da doença 
de Alzheimer, em um modelo experimental, após estímulação em ambiente 
enriquecido. [dissertação (Mestrado em Farmacologia)]. São Paulo: Instituto de 
Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo; 2013. 
 
A doença de Alzheimer (DA) é uma doença progressiva, onde ocorre a destruição da 
comunicação neuronal, levando o paciente à perda de funções cognitivas. Sabe-se que o 
enriquecimento ambiental promove alterações morfológicas e funcionais no encéfalo, 
levando a amplificação das funções cognitivas, já descrita em humanos e animais. Neste 
trabalho, foram avaliados os efeitos da estimulação em ambiente enriquecido (AE) para a 
memória e para os marcadores neuropatológicos da DA em camundongos transgênicos 
(TG) que superexpressam a proteína precursora amilóide, PDGFB - APPSwInd e animais 
C57Bl6 (WT), em duas idades, 7 e 12 meses de idade, estimulados durante quatro meses. 
Foram avaliadas a memória espacial, em labirinto de Barnes, e a memória relacionada a 
estímulo aversivo, em esquiva inibitória. Após as observações comportamentais, foram 
realizados estudos histológicos para avaliação da densidade dos terminais pré-sinápticos e 
corpos neuronais, hiperfosforilação da Tau e contagem de placas senis. Nos animais TG ou 
WT, estimulados dos 3 aos 7 meses de idade, o AE aparentemente promoveu um melhor 
funcionamento dos circuitos neuronais, sem alteração da densidade dos terminais pré-
sinápticos e dos corpos neuronais, pois esses animais foram capazes de armazenar a 
informação relacionada ao estímulo aversivo por até 2 meses. Nessa idade não foi 
observada diferença na memória espacial entre os grupos avaliados. Nos grupos de animais 
observados dos 8 aos 12 meses de idade, os animais TG que passaram em ambiente 
enriquecido apresentaram uma redução de 85,18% no valor total de placas na região dorsal 
do hipocampo quando comparados ao grupo TG controle. Porém, não foram observadas 
diferenças estatisticamente significativas nos testes de memória e avaliações histológicas, 
entre os grupos, provavelmente devido ao baixo número de animais em cada grupo. No 
modelo animal utilizado, não foi possível identificar a formação de novelos neurofibrilares, 
aos 12 meses de idade, com os métodos utilizados. Diante das observações realizadas 
nesse trabalho, podemos inferir que a manutenção de animais em ambiente enriquecido 
gera alterações no sistema nervoso central que constituem melhorias funcionais, protetoras 
no caso da presença de doenças neurodegenerativas como a DA. Com o presente trabalho 
não foi possível verificar os mecanismos pelos quais essas melhorias são estabelecidas, 
porém é fato que contribuem com as reservas cognitivas verificadas tanto em humanos 
quanto em animais, após estimulação cognitiva e/ou física.  
 
 
Palavras-chave: Doença de Alzheimer. Ambiente Enriquecido. Memória. Hipocampo. 
 



 

 

 

ABSTRACT 

 

Balthazar J. Evaluation of memory and neuropathological hallmarks of Alzheimer's 
disease in an experimental model after stimulation in an enriched environment. 
[Masters thesis (Pharmacology)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, 
Universidade de São Paulo; 2013. 
 
Alzheimer's Disease (AD) is a progressive disease, where the destruction of neuronal 
circuitry leads to loss of cognitive functions. It is already known that stimulation in enriched 
environment (EE) promotes morphological and functional changes in the brain, leading to 
amplification of cognitive functions, as described in humans and animals. In this study, we 
evaluated the effects of EE stimulation for the memory and neuropathological hallmarks of 
AD in transgenic mice (TG) that overexpress amyloid precursor protein, PDGFB-APPSwInd 
and C57Bl/6 animals (WT), in two ages, 7 and 12 months of age, stimulated during 4 
months. Barnes maze was used to evaluate spatial memory, while inhibitory avoidance 
apparatus was used to evaluate aversive memory. After the behavioural studies, histological 
analysis were conducted to evaluate neuronal bodies, presynaptic terminals, tau 
hyperphosphorylation and density of senile plaques. In TG or WT animals, stimulated from 3 
to 7 months of age, the EE apparently promoted a better functioning  in the neuronal circuits, 
with no change in the density of presynaptic terminals and neuronal bodies, once these 
animals were capable of storing information related to the aversive stimulus for up to 2 
months. At that age, all groups showed no difference in spatial memory. In the older group (8 
to 12 months of age), TG animals stimulated in enriched environment showed a reduction of 
85.18% in total density of senile plaques, in the dorsal region of the hippocampus, when 
compared to the TG control group. However, there weren't significant differences in memory 
and in the histological tests among the groups evaluated, probably due to few animals in 
each group. In this animal model it was not possible to identify the formation of neurofibrillary 
tangles, at 12 months of age, with the methods used. Taking all these data together, one 
may conclude that stimulation in environmental enrichment leads to changes in central 
nervous system that are protective in the presence of neurodegenerative diseases, as AD. In 
this work it was not possible to verify the mechanisms endowed in those improves, but they 
surely contribute to cognitive reserves observed in humans and animals, after cognitive 
and/or physical stimulation.   
 

 

Keywords: Alzheimer’s Disease. Enriched environment. Memory. Hippocampus 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 A doença de Alzheimer (DA) 

 

Em 1906, analisando amostras de tecido cerebral de uma paciente, o médico 

alemão Alois Alzheimer projetou a hipótese de uma nova doença que afetaria o 

córtex cerebral levando a demência senil, com sintomas como déficit de memória, 

alterações de comportamento e incapacidade para as atividades rotineiras. Em 

1911, Dr. Alzheimer publicou os resultados dos seus testes de histopatologia, onde 

mostrou a formação de novelos neurofibrilares e o acúmulo de placas características 

no espaço extracelular, nas amostras de sua paciente (Alzheimer’s Association, 

2011).  

Hoje sabemos que a doença de Alzheimer (DA) é uma doença progressiva 

fatal, onde ocorre a destruição das células nervosas, principalmente a perda de 

neurônios colinérgicos no hipocampo e no córtex frontal, o que leva o paciente à 

perda de memória, mudanças de comportamento, perda da habilidade para cumprir 

suas atividades e perda do controle das funções fisiológicas (Alzheimer’s 

Association, 2011; Mattson, 2004). Sua causa ainda é desconhecida. 

Pesquisas realizadas pela Alzheimer’s Association (2011) mostram que cerca 

de 5.2 milhões de americanos com 65 anos ou mais sofrem da DA. Cerca de 

200.000 indivíduos abaixo dessa idade também apresentam os sintomas, sendo 

estes casos, em sua maioria, relacionados com o Alzheimer familiar, de início 

precoce e origem hereditária. A mesma fonte revela também que a DA vem subindo 

como causa de morte nos Estados Unidos (EUA), com uma incidência de 170 novos 

casos a cada 1000 pessoas entre 75 e 84 anos. Hoje, a doença é a sexta causa de 

morte no país, equiparando-se a outras como o câncer de próstata e mama, 

acidente vascular encefálico e doenças cardiovasculares (Alzheimer’s Association, 

2011).  

No Brasil, em estudos realizados utilizando amostras de idosos de base 

comunitária, a prevalência de demência na população com mais dos 65 anos foi de 

7,1%, sendo que a DA foi responsável por 55% dos casos (Herrera et al., 2002).  A 

taxa de incidência foi 7,7 por 1.000 pessoas/ano em estudo realizado no estado de 

São Paulo e 14,8 por 1.000 pessoas/ano em estudo no Rio Grande do Sul (Chaves 

et al., 2009; Nitrini et al., 2004). Considerando a prevalência de demência no Brasil e 
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a população de idosos, aproximadamente 14 milhões, a estimativa em 2010 para 

demência era de 1,1 milhão (Brasil, 2010). 

O fato mais preocupante em toda essa evolução é que os tratamentos 

farmacológicos até então existentes apenas são capazes de retardar a doença e 

amenizar alguns sintomas, mas não conseguem combatê-la. O tratamento mais 

utilizado atualmente é com os inibidores da colinesterase, como a donepezila e 

galantamina e com antagonistas do glutamato como a memantina (Hogan et al., 

2008). É devido a este fato que a ciência vem buscando alternativas para melhorar a 

qualidade de vida desses pacientes. 

 

1.2 Características neuropatológicas da DA 

 

Os achados do Dr. Alzheimer, publicados em 1911, ainda hoje são os dois 

principais sinais microscópicos da DA e que culminam com a redução do volume 

cerebral.  

As placas amilóides (placas senis) consistem em depósitos extracelulares do 

peptídeo β-amilóide, que contém cerca de 40 aminoácidos. O β-amilóide é derivado 

da proteína precursora amilóide (PPA). A PPA é composta de aproximadamente 770 

aminoácidos, distribui-se amplamente por neurônios em cérebros normais e é 

expressa pelo cromossomo 21 (Haass, Selkoe, 2007; Kang et al., 1987). O processo 

amiloidogênico, onde ocorre à liberação do peptídeo -amilóide, inicia-se quando a 

PPA sofre a ação da enzima -secretase que a cliva no segmento N-terminal de seu 

domínio -amilóide, liberando o fragmento solúvel sPPA para o meio extracelular 

(Bossy-Wetzel et al., 2004; Haass, Selkoe, 2007; Suh, Checler, 2002).  

O -amilóide produzido pode permanecer em forma solúvel ou então agregar-

se, tornando-se insolúvel e depositando-se na forma de placas senis, que são 

patogênicas. Estudos recentes mostraram que a forma oligomérica do -amilóide, 

que seria a solúvel, apresenta grande potencial neurotóxico e pode afetar de forma 

significativa diferentes vias de sinalização celular (Haass, Selkoe, 2007; Hsia et al., 

1999; Pimplikar, 2009). 

Os aglomerados neurofibrilares consistem no acúmulo intracelular de proteína 

Tau. Essa proteína faz parte da família das proteínas associadas aos microtúbulos, 

sua principal função é estabilizar os microtúbulos pela agregação da tubulina, 
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controlando a dinâmica durante a maturação e o crescimento dos neurônios 

(Kikkawa et al., 1994). Em todos os tipos celulares, os microtúbulos correspondem a 

uma estrutura dinâmica, fundamental para o processo de divisão celular. Nos 

neurônios maduros essa função se perde e os microtúbulos especializam-se na 

manutenção da citoarquitetura e no transporte intraneural (Cleveland, Hoffman, 

1991). 

Em células sadias do cérebro, a Tau é uma proteína solúvel, apresentando-se 

em seis isoformas derivadas do splicing alternativo de mRNA (do inglês messenger 

Ribonucleic Acid) e compostas por 352-441 resíduos de aminoácidos. O splicing 

alternativo da Tau nos éxons 2, 3 e 10 resulta na presença dessas seis diferentes 

isoformas que contêm, respectivamente, nenhuma (sem éxon 2 e 3), uma (com éxon 

2 e sem éxon 3) ou duas inserções (com éxon 2 e 3) no segmento amino terminal e 

três (sem éxon 10) ou quatro repetições (com éxon 10) do sítio de ligação ao 

microtúbulo no segmento carboxi terminal (Figura 1). A expressão das isoformas da 

Tau é regulada durante o desenvolvimento. A proteína Tau é normalmente 

encontrada nos axônios, mas em achados descritos em algumas doenças, a 

proteína encontra-se distribuída no corpo celular e nos dendritos (Avila et al., 2004; 

Goedert, 2004; Wang, Liu, 2008). 
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Figura 1- Expressão da Tau 

 

 

 

 

 

 

 

O gene da tau, localizado no cromossoma 17 humano é transcrito para o correspondente RNA que, 
após o splicing alternativo, origina vários mRNAs para tau. Estes mRNAs, após tradução, originam 
diferentes isoformas da tau. As diferentes isoformas da tau são nomeadas de acordo com os números 
de inserções da sequência N-terminal e C-terminal do domínio de ligação ao microtúbulo (por 
exemplo 2N4R) ou de acordo com os clones (por exemplo Tau40). O número de aminoácidos (AA) da 
proteína está ao lado direito de cada isoforma.  
Fonte: Adaptado de Avila et al., 2004;  Wang, Liu, 2008. 
 

A proteína Tau pode ser encontrada na forma insolúvel nos filamentos 

helicoidais pareados, que é o principal componente dos emaranhados 

neurofibrilares. Esses filamentos apresentam de seis a oito grupos fosfato por 

molécula de proteína Tau, permitindo afirmar que a Tau encontra-se em estado 

hiperfosforilado. Em um cérebro sadio essa proporção costuma ser em torno de dois 

grupos por molécula (Brandt et al., 2005).  

A hiperfosforilação da Tau presente no citosol, durante estágios iniciais de 

degeneração neurofibrilar induz mudanças conformacionais que precedem sua 

agregação. A Tau é a maior proteína do citoesqueleto e sua hiperfosforilação 

compromete o transporte axonal e o metabolismo das sinapses, causando 

disfunções que resultam em perda de viabilidade celular, colapso do citoesqueleto 

microtubular e morte neuronal (Wang, Liu, 2008). 

Esses dois depósitos, placas β-amilóide e emaranhados neurofibrilares, são 

agregados proteicos que resultam do processamento não-usual das proteínas 

nativas. Aparecem, também, em cérebros não doentes, mas em menor número. 

Estudos correlacionam estes dois achados como principais causadores do déficit 
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cognitivo apresentado pelos pacientes com DA (Brandt et al., 2005; Haass, Selkoe, 

2007; Pimplikar, 2009; Wang, Liu, 2008; Wolf et al., 2006). 

 

1.3 Evolução da DA e Memória 

 

Cada paciente de Alzheimer sofre a doença de forma diferenciada. Muitas 

vezes os primeiros sintomas são confundidos com problemas normais do 

envelhecimento ou estresse. Com o avançar da doença vão aparecendo sintomas 

como perda de memória, confusão mental, irritabilidade, agressividade, falhas na 

linguagem, dificuldades com as atividades da vida diária como alimentar-se e 

banhar-se e o paciente, então, desliga-se da realidade (American Psychiatry 

Association, 1994). 

Antes de se tornar totalmente aparente, a DA desenvolve-se por um período 

indeterminado de tempo e pode manter-se não diagnosticada e assintomática 

durante anos. Quando a suspeita recai sobre a DA, o paciente é submetido a uma 

série de testes cognitivos, como o Mini Exame do Estado Mental (MEEM) e exames 

de neuroimagem para um diagnóstico de provável doença de Alzheimer, por 

exclusão de outras doenças senis (Associação Médica Brasileira et al., 2011; Nitrini, 

2005). Um diagnóstico definitivo só pode ser realizado por necropsia com 

identificação do número apropriado de placas e novelos neurofibrilares em regiões 

específicas do cérebro, na presença de história clínica consistente com demência 

(Brasil, 2010).  

As alterações cerebrais na DA ocorrem desde o início da doença, em 

estruturas do lobo temporal medial, incluindo o hipocampo e o giro para-hipocampal, 

consideradas estruturas essenciais para os processos de memória. Com a evolução 

da doença, o processo degenerativo se espalha para áreas corticais, atingindo áreas 

cerebrais responsáveis por outros processos cognitivos (Mattson, Magnus, 2006). 

Com o lobo temporal medial afetado pela doença, o esquecimento se torna o 

primeiro e mais aparente sintoma da DA. Segundo James McGaugh, em livro 

publicado em 1971, “o aspecto mais notável da memória é o esquecimento” (Harlow 

et al., 1971). As memórias em geral são perdidas ao longo dos anos devido à falta 

de uso ou por desaparecimento das sinapses que a abrigavam em consequência de 

morte celular ou de perda dos prolongamentos sinápticos correspondentes, axônios 
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ou dendritos (Izquierdo, 2010). Na DA, essa morte neuronal é exacerbada pelo 

próprio quadro da doença. 

A memória é a capacidade de adquirir, armazenar e recuperar informações e 

está dividida em dois tipos principais. O primeiro tipo envolve a capacidade de 

verbalizar um fato (memória declarativa). O segundo envolve a capacidade de reter 

e processar uma informação que não pode ser verbalizada (memória de 

procedimento), como dirigir ou andar de bicicleta, esta última é um tipo de memória 

mais estável e mais difícil de ser perdida (Izquierdo, 2002; Kandel, 2009). No 

paciente de Alzheimer a perda da memória de procedimento acontece nos últimos 

estágios da doença (Satler, Tomaz, 2011). 

A memória declarativa ainda pode ser subdividida em memória de curto prazo 

e longo prazo. A memória de curto prazo é aquela com duração de segundos ou 

minutos, onde há a formação dos traços de memória, este momento pode ser 

considerado um período de consolidação da informação, onde a memória é lábil, 

sensível e há a formação de novas proteínas, para transformação em memória de 

longo prazo com duração de dias, meses e anos (Izquierdo, 2002; Kandel, 2009). A 

perda da memória de curta duração é um dos sintomas iniciais da DA, enquanto a 

perda da memória de longa duração ocorre de maneira progressiva ao longo da 

evolução da doença (Parra et al., 2009).  

Nesse trabalho foram avaliados dois tipos de memória, a espacial e a 

relacionada a estímulo aversivo. Essas memórias envolvem estruturas cerebrais 

como o córtex, o hipocampo e a amígdala, importantes para a formação, 

consolidação e recuperação desses tipos de memória e afetadas pela DA. 

A memória espacial é um tipo de memória declarativa de curta ou longa 

duração. Ela envolve um mapa cognitivo, onde a estrutura central é o hipocampo 

(O’Keefe, Nadel, 1978). Estudos mostraram que lesões no hipocampo de ratos 

fizeram com que esses animais não conseguissem aprender ou recordar layouts 

espaciais, principalmente quando o hipocampo era lesionado em sua totalidade, pois 

quando essas lesões eram em regiões específicas a orientação espacial era 

prejudicada parcialmente (Martin et al., 2005; Morris et al., 1982). Quando lesionado 

o hipocampo em sua região ventral não se observou alterações significativas no 

processo da memória espacial, mas quando lesionada a região dorsal foi 

observados prejuízos na formação e recuperação da memória espacial de curto e 

longo prazo, mostrando assim funções distintas para essas duas regiões do 
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hipocampo na memória espacial (Lee, Kesner, 2003; Moser et al., 1993; Moser, 

Moser 1998).  

A memória e a capacidade de orientação espacial no hipocampo estão 

diretamente relacionadas com as chamadas “células de localização”. Podemos 

encontrar essas células como piramidais nas regiões do cornu ammonis, áreas 1 e 3 

(CA1 e CA3) e como granulares na região do giro denteado, sendo essas três 

regiões essenciais para esse tipo de memória (Brun et al., 2002; Goodrich-Hunsaker 

et al., 2008; O’Keefe, Nadel, 1978; Saab et al., 2009) (Figura 2). 

 

Figura 2 - Diagrama de circuito do hipocampo  

 

 

O giro denteado recebe a entrada de informações a partir do córtex entorrinal, através de seus 
neurônios granulares e envia projeções para a região CA3, de neurônios piramidais, que envia a sua 
projeção para os neurônios, também piramidais, do CA1.  
Fonte: Adaptado de McEwen et al., 1999. 
 

A memória relacionada ao estímulo aversivo, por outro lado, é um tipo de 

memória que envolve mecanismos de condicionamento de medo. Nesse caso, um 

organismo é treinado a prever um evento aversivo. A memória aversiva possui 

geralmente uma fase condicionada, com um estímulo neutro ou contextual e uma 

fase não condicionada, com um estímulo aversivo, onde é gerada uma resposta de 

medo ou resposta condicionada. O medo condicionado faz parte do 

condicionamento clássico, conhecido como condicionamento Pavloviano (Frendt, 

Fanselow, 1999; LeDoux, 2000; Maren, 2001).  

Estudos mostraram que a falta do medo em animais estava relacionada a 

lesões no lobo temporal que afetavam a amígdala. A partir desses estudos um 
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consenso é formado de que o complexo amigdaloide tem um papel indispensável na 

regulação do medo (Goddard, 1964; Meunier et al., 1999; Weiskrantz, 1956; Zola-

Morgan et al., 1991).  

A amígdala pode ser dividida em vários núcleos, amígdala lateral (AL), núcleo 

basolateral (BL) e núcleo basomedial (BM) que juntos formam o complexo da 

amígdala basolateral (ABL), amígdala central (ACe) e amígdala medial (AM).  

Quando se trata do circuito do medo condicionado, a ABL recebe e integra 

informações sensoriais a partir de uma variedade de fontes, como o córtex pré-

frontal e o hipocampo (região do CA1). O hipocampo está envolvido principalmente 

quando a informação é espacial e contextual (Fredt, Fanselow, 1999; Kim, 

Fanselow, 1992; Maren, 2001; Phillips, LeDoux, 1992) (Figura 3). 

 

Figura 3 - Diagrama do circuito do medo condicionado contextual 

 

 

 

 

 

 
 

 
A amígdala lateral (AL) recebe informações do hipocampo e do córtex pré-frontal. Essa informação é 
transmitida para a amígdala central (Ace) de forma direta ou indireta pela amígdala basolateral (ABL). 
Da amígdala central (Ace) saem às projeções para a resposta de medo. 
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1.4 Tratamento 

 

Ainda não existe tratamento preventivo ou curativo para a doença de 

Alzheimer. O objetivo do tratamento medicamentoso é a estabilização do 

comprometimento cognitivo, do comportamento e capacitação para a realização das 

atividades da vida diária, com um mínimo de efeitos adversos. 

O tratamento mais utilizado atualmente é com os inibidores da colinesterase e 

com antagonistas de baixa afinidade do receptor de glutamato do tipo NMDA (do 

inglês N-methyl-D-aspartate) (Hogan et al., 2008). 

Os fármacos inibidores da colinesterase com indicação para a DA são a 

donepezila, a galantamina e a rivastigmina. Eles facilitam a neurotransmissão 

colinérgica pela diminuição da degradação da acetilcolina liberada por neurônios 

colinérgicos funcionalmente intactos. 

As alterações patológicas na DA envolvem a destruição das vias neuronais 

colinérgicas que estão envolvidas no processo de atenção, aprendizado e memória 

e em outros processos cognitivos (Minger et al., 2000; Terry, Buccafusco, 2003). 

Diversos fármacos com ação colinérgica, como agonistas muscarínicos e nicotínicos 

e compostos para aumentar a liberação da acetilcolina, foram testados como 

tratamento para a DA, mas não houve efeito clínico relevante e ainda ocorreu uma 

grande incidência de efeitos adversos devido à ação colinérgica periférica (Brasil, 

2010).  

A donepezila, a rivastigmina e a galantamina têm propriedades 

farmacológicas levemente diferentes. A rivastigmina além da acetilcolinesterase 

inibe também outra colinesterase, a butirilcolinesterase. A galantamina, além de 

inibir a acetilcolinesterase, tem atividade agonista nicotínico. Cada fármaco deve ser 

usado de acordo com o prognóstisco e evolução do paciente, não havendo 

diferenças clínicas relevantes entre eles (Bond et al., 2012; Hansen et al., 2008; 

Lockhart et al., 2009; Wattmo et al., 2012). Esses fármacos estão recomendados 

para o tratamento da DA em estágio leve a moderado (Associação Médica Brasileira 

et al., 2011). 

Já a memantina, antagonista de baixa afinidade do receptor de glutamato do 

tipo NMDA, age na restauração da homeostase do sistema glutamatérgico, 

auxiliando no controle da excitotoxicidade glutamatérgica (Parsons et al., 2007). Está 



28 
 

 

recomendada para o tratamento da DA no estágio moderado a grave (Associação 

Médica Brasileira et al., 2011). 

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatório no Sistema Nervoso 

Central. Ele está envolvido em funções cerebrais relacionadas à aprendizagem e 

memória, além de participar como mediador da comunicação intercelular, 

plasticidade, crescimento e diferenciação celular (Izquierdo, 1994; Meldrum, 2000; 

Morris et al., 1986). Os receptores NMDA respondem mais lentamente ao glutamato 

e são considerados responsáveis pelos processos de aprendizado e memória 

(Malenka, Bear, 2004; Rebola et al., 2010). 

Existem cada vez mais indicações de que as perturbações na 

neurotransmissão glutamatérgica, especialmente nos receptores NMDA, contribuem 

para a expressão dos sintomas e para a evolução da DA (Chalmers et al., 1990; 

Chen et al., 2011; Lee et al., 1995; Shankar et al., 2007). A excitotoxicidade é um 

dos principais eventos dessa perturbação, nela as células nervosas começam a 

responder de forma inapropriada a concentrações elevadas de glutamato na fenda 

sináptica, o que culmina com a morte celular, principalmente devido a um influxo 

excessivo de cálcio (Lynch, Guttmann, 2002).  

Os fármacos citados acima são considerados de primeira escolha 

(Associação Médica Brasileira et al., 2011). Outras inúmeras substâncias têm sido 

propostas para preservar ou restabelecer a cognição, o comportamento e as 

habilidades funcionais do paciente com demência. Porém, os efeitos dessas 

substâncias limitam-se ao retardo na evolução natural da doença, permitindo apenas 

uma melhora temporária do estado funcional do paciente (Geldmacher, 2007; Hogan 

et al., 2008; Lovestone et al., 1997). Devido a esses fatos, o tratamento da DA deve 

ser multidisciplinar, envolvendo os diversos sinais e sintomas da doença e suas 

peculiaridades de condutas.  

Alternativas de tratamento não-farmacológicos vêm ganhando espaço para 

amenizar os sintomas da progressão da doença, na tentativa de melhorar a 

qualidade de vida do paciente, principalmente no que diz respeito aos aspectos 

cognitivos através da estimulação física com exercícios e intelectual com leituras, 

jogos, passatempos etc (Baker et al., 2010; Duara et al., 2009; Faria et al., 2009; 

Farlow et al., 2008; Guerreiro et al., 2004; Hogan et al., 2008). 
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1.5 Enriquecimento ambiental 

 

Há algum tempo vem sendo descrito na literatura que pessoas que praticam 

atividade intelectual desde a juventude são menos propensas a desenvolver 

demências durante o processo de envelhecimento (Glatt et al., 1996; Kramer et al., 

2004; Riley et al., 2005; Snowdon et al., 1996). 

Essa estimulação cognitiva durante a vida permite a formação de uma reserva 

cognitiva importante no processo de neuroproteção (Scarmeas, Stern, 2003; Stern, 

2006; Whalley et al., 2004). O conceito de reserva cognitiva sugere que a 

inteligência ou aspectos da experiência de vida como nível educacional ou 

profissional pode fornecer uma reserva, na forma de um conjunto de habilidades que 

permite a algumas pessoas lidar com a progressão de algumas doenças, como a DA 

melhor do que outros (Scarmeas, Stern, 2003). Há evidências de estudos de 

imagem funcional que indivíduos com maior escolaridade podem clinicamente ser 

mais resilientes aos sintomas da DA (Scarmeas et al., 2003). Envelhecer praticando 

atividades intelectuais e físicas, portanto, pode resultar em redes cognitivas 

funcionalmente mais eficientes e fornecer uma reserva cognitiva que atrasa o 

aparecimento de manifestações clínicas da demência (Scarmeas, Stern, 2003; Stern 

et al., 2005; Whalley et al., 2004). 

 A estimulação cognitiva vem sendo aplicada em animais utilizando-se, por 

exemplo, ambientes enriquecidos (AE) e foi constatado que esse estímulo causa um 

aumento da função cognitiva, bem como mudanças na expressão gênica 

relacionada à plasticidade e transmissão sináptica, além de modificações 

morfológicas significativas no sistema nervoso central (Loukavenko et al., 2007; 

Rampon et al., 2000).  

Em humanos, o desenvolvimento da reserva cognitiva é influenciado por 

vários fatores associados como nível educacional, profissional, estilo de vida e 

contínua estimulação intelectual. Em animais expostos ao enriquecimento ambiental, 

estes fatores são fornecidos pela complexidade do ambiente e presença de 

novidade (Petrosini et al., 2009). Em humanos, outro fator considerado essencial 

para a formação da reserva cognitiva é o exercício físico (Pang, Hannan, 2013; van 

Praag et al., 1999). No enriquecimento ambiental, o treinamento físico dos animais é 

representado pela atividade exploratória vinculada à inspeção dos novos objetos e 

atividade motora nas rodas de atividade. 
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Trabalhos recentes mostram que os animais estimulados passam a 

apresentar melhor desempenho e habilidade, comparativamente àqueles que viviam 

em um ambiente pobre de estímulos. Além disso, apresentam amplificação da 

transmissão sináptica e conseqüente aumento da função cognitiva, o que consiste 

em um fator protetor para a memória (Ferrari et al., 2001; Loukavenko et al., 2007; 

Nunes et al., 2003; Oliver, 2007; Schloesser et al., 2010; Segovia et al., 2009). Esse 

fato vem sendo observado, inclusive, quando o estímulo é aplicado durante o 

processo de envelhecimento ou mesmo quando é aplicado em animais velhos 

(Baraldi et al., submetido).  

Quando há interação do organismo com o meio externo ocorrem modificações 

morfológicas e moleculares dos neurônios (Arteni, Netto, 2004; Ferrari et al., 2001). 

Uma dessas modificações é o aumento da produção de neurotrofinas, como o BDNF 

(brain-derived neurotrophic fator), no hipocampo, área cerebral implicada na 

consolidação da memória (Kobilo et al., 2011; Lent, 2008). As modificações de 

determinadas sinapses em áreas como córtex, hipocampo, amígdala e suas 

principais conexões após diferentes estimulações cognitivas, como treino de atenção 

e estímulo em ambiente enriquecido, são significativas para a formação e 

armazenamento das memórias (Izquierdo, 2002; Viel et al., 2012). 

Diante da possibilidade da formação de reserva cognitiva e dos inúmeros 

benefícios fornecidos pelo enriquecimento ambiental, nesse trabalho avaliamos os 

efeitos da estimulação cognitiva em ambiente enriquecido para a memória e para os 

marcadores neuropatológicos de um modelo animal transgênico que superexpressa 

a PPA humana.  

 

1.6 Modelo experimental para a DA 

 

Os modelos animais foram criados para mimetizar características de doenças 

humanas, mas não existe um modelo animal perfeito, pois mesmo sendo feitas 

várias modificações genéticas, não temos a certeza de que este modelo está 

representando o que realmente acontece no humano.   

Os modelos transgênicos para a DA apresentam características da doença, 

como déficit cognitivo, disfunção e perda sináptica, placas amilóides e aglomerados 

neurofibrilares, além de atrofia e morte neuronal (Balducci, Forloni, 2011).   
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Os animais transgênicos, que manifestam principalmente a formação de 

placas senis, são gerados da mutação de três isoformas do gene da PPA humana 

(695, 751 e 770). A mutação no gene da PPA é nomeada de acordo com o lugar da 

descoberta, por exemplo, o sueco (K670N e M671L), o inglês (Londres) (V717l) o 

ártico (E693G), sendo que o número corresponde à isoforma da PPA (Balducci, 

Forloni; 2011).  Em todas as mutações, as placas de β-amilóides são compostas 

pelos fragmentos 1-40 e 1-42 e ocupam áreas corticais e hipocampais (Howlett et 

al., 2004; McGowan et al., 1999).   

Atualmente, os modelos utilizados não apresentam apenas uma mutação, 

mas várias, numa tentativa de se aproximar do que aconteceria no paciente com DA. 

O modelo duplo transgênico apresenta a mutação Sueca da PPA e do gene da 

presenilina 1 (PS1). A deposição de placas amilóides inicia-se aos nove meses de 

idade (Borchelt  et al., 1997). Esse modelo apresenta déficit cognitivo, observado em 

Labirinto de Morris e teste de reconhecimento de objetos (Dinamarca et al., 2008; 

Howlett et al., 2004; Trinchese et al., 2008). 

O mais completo modelo transgênico para a DA, hoje, é o triplo transgênico 

(3xTg) que apresenta, além  da mutação do gene da PPA e PS1, o gene da proteína 

tau modificado e inserido neste animal (Oddo et al., 2003). Assim o 3xTg apresenta 

grande deposição de β-amilóide intracelular, precedendo a formação extracelular de 

placas, sendo evidente aos doze meses de idade,  mas a característica mais 

importante deste transgênico é a formação dos aglomerados neurofibrilares.  

Recentemente, um novo triplo transgênico foi desenvolvido que apresenta a 

mutação da PPA, PS2 e mutação no gene da proteína tau (Grueninger et al., 2010; 

Rhein et al., 2009).  

No presente trabalho o modelo transgênico utilizado foi o Tg(PDGFB-

APPSwInd)20Lms, também chamado de J20. Esse modelo expressa as mutações, 

sueca e indiana, apresentando a isoforma 770 da PPA. Entre cinco e sete meses de 

idade eles apresentam placas amiloides no hipocampo, em região como o giro 

denteado e, aos dez meses, essa deposição está presente em grande parte dos 

animais TG (Hsia et al., 1999). No Labirinto de Morris, esta linhagem apresenta, 

também, déficit cognitivo (Chen, Bear, 2007; Palop  et al., 2003).  

Essa evolução lenta das características da DA no modelo, com um 

aparecimento das placas senis na fase adulta traz o modelo mais perto da realidade 

dos pacientes da DA. 
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2 OBJETIVO 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Diante do exposto, o objetivo desse trabalho foi avaliar a memória e as 

características neuropatológicas da doença de Alzheimer, em um modelo 

experimental, após estimulação em ambiente enriquecido. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

   Avaliar a atividade locomotora, a memória espacial e a memória relacionada 

ao estímulo aversivo de animais transgênicos, Tg(PDGFB - APPSwInd), 

comparativamente a seus controles selvagens (C57Bl/6), antes e após a 

estimulação cognitiva em ambiente enriquecido, em duas idades diferentes: 

antes do aparecimento das placas senis (entre 3 e 7 meses de idade) e após 

o aparecimento das mesmas (entre 8 e 12 meses de idade). 

 

   Determinar a densidade de terminais pré-sinápticos e a densidade de corpos 

neuronais em áreas cerebrais relacionadas à memória dos animais de 7 e 12 

meses estimulados em ambiente enriquecido, comparativamente àqueles não 

estimulados.  

 

   Avaliar e quantificar a presença de placas senis e emaranhados 

neurofibrilares em amostras semelhantes. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Animais  

 

As matrizes dos animais transgênicos que superexpressam a PPA humana, 

Tg (PDGFB - APPSwInd), foram fornecidas pela companhia The Jackson Laboratory 

(Gladstone Institute, EUA) e foi estabelecida uma colônia no biotério do 

Departamento de Ciências Fisiológicas da Faculdade de Ciências Médicas da Santa 

Casa de São Paulo (FCMSCSP), sob responsabilidade do Prof. Dr. Hudson Buck 

(Protocolo CIBio nº 2008/2). Esses animais, denominados TG, apresentam perda 

funcional e estrutural nos neurônios (a partir de 2 a 4 meses de idade), mesmo antes 

da formação das placas. Ao redor de 8 a 10 meses de idade, cerca de 45% dos 

animais apresentam placas amilóides (Hsia et al., 1999). 

Um primeiro grupo de animais TG machos foi mantido em ambiente 

enriquecido (AE) dos 3 aos 7 meses de idade (n=9) ao mesmo tempo em que um 

grupo controle foi mantido em caixas-padrão (n=8). Um segundo grupo de animais 

TG foi mantido em AE (n = 6) dos 8 aos 12 meses de idade ao mesmo tempo em 

que um grupo controle, de mesma idade, foi mantido em caixas-padrão (n=6). 

Os controles genéticos dos animais TG pertencem à linhagem C57Bl/6, 

denominados “wild type” (WT) no presente trabalho. Um grupo de WT foi mantido em 

AE dos 3 aos 7 meses de idade (n=7), ao mesmo tempo em que um grupo controle 

foi mantido em caixas-padrão (n=10). Outro grupo, composto apenas por animais 

controles em caixas-padrão (n=4), foi observado dos 8 aos 12 meses de 

idade.Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com os 

“princípios éticos para uso de animais de laboratório” descritos pela Sociedade 

Brasileira em Ciência de Animais de Laboratório (SBCAL, antigo Colégio Brasileiro 

de Experimentação Animal, COBEA) e de acordo com a Lei Arouca, aprovada em 

2008. Esse projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Uso de Animais (CEUA) do 

Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo (ICB-USP). 
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3.2 Ambiente enriquecido  

 

Os animais transgênicos mais novos (3 meses) e os mais velhos (8 meses), 

assim como os WT de 3 meses, foram colocados em  caixas contendo vários objetos 

incluindo escadas, rodas de exercício, bolas, objetos de plástico e madeira (Figura 

4) (Rampon et al., 2000). Os objetos foram trocados a cada 2 ou 3 dias. Os animais 

foram mantidos nesse ambiente por quatro meses. Outro grupo de animais 

semelhantes e de mesma idade foi mantido em caixas regulares. Todos os animais 

receberam água e comida “ad libitum”. 

 

Figura 4 - Ambiente Enriquecido 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

A: Exemplos de ambiente enriquecido. B: Animais na caixa após troca dos acessórios. 

 

3.3 Avaliação comportamental 

 

Os testes comportamentais para avaliação da memória utilizados foram, o 

Labirinto de Barnes para a avaliação da memória espacial e a esquiva inibitória para 

avaliação da memória relacionada ao estímulo aversivo. Juntamente com estes 

testes foi também verificada a locomoção dos animais em caixa de atividade motora.  

Na primeira fase, o grupo de animais adultos jovens, (3 a 7 meses de idade), 

foi avaliado com testes de memória realizados aos 5 meses com repetição aos 7 

meses de idade. Na segunda fase outro grupo de animais adultos, de 8 a 12 meses 

A B 
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de idade, foi avaliado com testes de memória apenas aos 12 meses de idade e 

repetição 7 dias após a primeira bateria de testes.   

A diferença de protocolo entre os grupos foi estabelecida para que fosse 

possível avaliar a capacidade de aprendizado e memória do grupo de animais aos 

12 meses de idade. Dessa forma, pretendíamos evitar que a repetição dos testes 

levasse a um reforço desse aprendizado nessa idade. Outro fato considerado é que 

nessa idade esse modelo experimental apresenta placas senis no hipocampo, como 

relatado anteriormente (Hsia et al., 1999), diferente do observado em animais mais 

jovens. O quadro abaixo (Figura 5) mostra o desenho experimental utilizado nesse 

trabalho. 

 

Figura 5 - Desenho experimental 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3.1 Avaliação da atividade motora  

 

Todos os métodos utilizados para avaliação da memória em roedores 

dependem de boa deambulação dos animais (Holmes et al., 2002; Miyakawa et al., 

2001; Reiserer et al., 2007; Wolfer et al., 1998). Dessa forma, a atividade motora dos 

animais foi avaliada a fim de eliminar qualquer possibilidade de que, se houvesse 

mau desempenho nas provas, este fosse devido a déficit motor. O equipamento 

utilizado é constituído por uma caixa acrílica com sensores infra-vermelhos nas 

laterais que medem a deambulação e exploração vertical dos animais. Os 

camundongos foram colocados individualmente no equipamento por cinco minutos, 

com registro de atividade a cada um minuto.  
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3.3.2 Avaliação da memória espacial  

 

A avaliação da memória espacial foi realizada utilizando-se o labirinto de 

Barnes, composto por uma prancha circular branca com 31 buracos distribuídos 

radialmente, circundada por uma parede escura onde quatro símbolos (cruz, 

quadrado, círculo e triângulo) amarelos foram dispostos em sequência. Uma 

caixinha preta com maravalha (caixa de escape) foi colocada em baixo de um dos 

buracos (sempre o mesmo para cada animal).  

O animal foi colocado no centro da prancha, onde permaneceu por 1 min em 

uma caixa de acrílico para reconhecer o ambiente a sua volta. Sobre a prancha foi 

colocada uma luz (70 W) considerada como estímulo incômodo para o camundongo. 

Em seguida, ele foi solto e teve, no máximo, cinco minutos para encontrar a caixa de 

escape, onde ele foi deixado por mais um minuto, com as luzes da sala apagadas e 

a caixa fechada. A latência para encontrar a caixa de escape foi registrada.  

Com o grupo de animais mais velhos, aos 12 meses de idade foi registrado, 

ainda, o número de erros, ou seja, a quantidade de vezes que o animal colocava a 

cabeça no buraco errado, até achar a caixa de escape, também como parâmetro de 

avaliação da memória. O teste é baseado na preferência inata de camundongos por 

lugares escuros e fechados. Os animais passaram por duas provas por dia, com 

intervalo de três horas entre cada uma, durante cinco dias consecutivos.  

 

3.3.3 Avaliação da memória relacionada a estímulo aversivo  

 

Para avaliar esse tipo de memória foi utilizado o equipamento de esquiva 

inibitória. Tal equipamento possui dois compartimentos, um escuro e outro claro 

(este com uma lâmpada fixada na porção superior), separados por uma porta-

guilhotina. O chão é formado por barras metálicas, que permitem a passagem de 

corrente elétrica com intensidade controlável.  

Na sessão de aquisição, cada animal foi colocado no lado claro da caixa e 

teve o tempo máximo de 300 segundos para explorar o local. Ao passar para o lado 

escuro, a porta se fechava automaticamente e ele recebia um leve choque nas patas 

(0,5 mA) por dois segundos. A latência para o camundongo atravessar de um lado 

para o outro da caixa foi registrada. Após 24 h, um teste para avaliar a retenção da 

memória de longa duração foi realizado, onde se verificou, novamente, a latência 
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para entrada no lado escuro da caixa. Caso o animal passasse para aquele lado 

novamente, recebia um leve choque nas patas (0,5 mA). Quanto maior a latência, 

maior a lembrança do animal com relação àquele contexto (Izquierdo et al., 1992). 

 

3.4 Análise histológica 

 

Ao final dos protocolos comportamentais, os animais foram anestesiados com 

halotano e decapitados para a extração dos cérebros. As amostras foram 

imediatamente congeladas em dimetilbutano resfriado em gelo-seco (-45 a -55 °C) e 

armazenadas a -80 °C até a data de preparo dos cortes histológicos. A preservação 

das amostras por congelamento e não por fixação química permite a utilização em 

diversos tipos de análises (radioautografia, western-blot, imunohistoquímica). 

Os cortes histológicos congelados (20 µm) de um dos hemisférios cerebrais 

foram obtidos utilizando-se um criostato (Micron-Zeiss, Alemanha) e coletados 

diretamente em lâminas de vidro, previamente gelatinadas, para evitar-se o 

desprendimento dos cortes. Os conjuntos de cortes histológicos foram mantidos a -

80 °C até o momento de utilização. 

 

3.4.1 Análise das densidades de terminais pré-sinápticos 

 

O número de sinapses foi avaliado utilizando-se imunohistoquímica para 

detecção da glicoproteína sinaptofisina (Syn – Abcam, USA, ab68851-100) que se 

localiza na membrana da vesícula pré-sináptica no cérebro e medula espinhal e é 

considerada um marcador pré-sináptico.  

Para isso, os cortes foram aquecidos à temperatura ambiente e mantidos 

dessa forma até que a condensação que se forma nessa temperatura, 

desaparecesse (5 min). Após secarem, os cortes foram fixados por imersão em 

acetona gelada (-20 °C) por 5 min em temperatura ambiente. Após a fixação, os 

cortes foram rapidamente lavados em tampão fosfato-salina (PBS) por 3 vezes. O 

excesso de tampão foi retirado e os cortes foram incubados por 20 min com soro de 

cabra (Normal Serum) para bloquear ligações inespecíficas. O excesso de soro 

bloqueador foi retirado e os cortes foram incubados por 6h com o anticorpo primário 

anti-Syn (1:2000).  



38 
 

 

Ao término do período de incubação, os cortes foram imersos por 5 min em 

PBS e incubados por 30 min com a solução contendo o anticorpo secundário 

biotinilado.  Após a incubação, os cortes foram processados pelo método do 

Complexo Avidina Biotina-Peroxidase (Vectastain elite ABC Kit – Vector laboratories, 

USA), de acordo com instruções do fabricante. Para revelação das imunomarcações 

utilizou-se o DAB (3,3′-Diaminobenzidine - Sigma-Aldrich, D800-1) por 4 min e 30 

segundos. Em seguida procedeu-se com as lavagens em água destilada, álcool 

75%, 95% e 100% e duas passagens em xilol por 5 min cada etapa.  

Os cortes histológicos foram quantificados por densidade óptica relativa 

(ROD) utilizando-se o sistema MCID de análise densitométrica digital (InterFocus 

Imaging Ltd., Linton, England). Para cada núcleo analisado, em cada animal, foram 

obtidas, pelo menos, quatro leituras. A análise foi feita de acordo com a divisão 

dorso-ventral do hipocampo.  

 

3.4.2 Quantificação de placas β-amilóide e análise das densidades de corpos  
          neuronais 

 

O cresil-violeta é um corante básico utilizado para evidenciar o citoplasma de 

neurônios. No citoplasma encontramos algumas estruturas conhecidas como 

corpúsculos de Nissl. Esses corpúsculos são compostos, basicamente, por RNA, o 

que faz com que tenham grande afinidade por corantes básicos. Assim, a coloração 

cresil-violeta serve como indicador da viabilidade neuronal, pois, quando da 

ocorrência de lesão ou morte neuronal, esses corpúsculos podem desaparecer 

(Carson, 1990; Pilati et al., 2008). 

Nesta análise as amostras de tecido cerebral foram fixadas (10 min) em 

paraformaldeído 4,0%, lavadas em água destilada e coloridas com vermelho Congo 

por 45 min. Ao retirar as lâminas da coloração lavou-se com água destilada 

novamente e em seguida mergulhou-se as lâminas no álcool alcalino. As lâminas 

foram, então, coloridas com cresil-violeta por 10 min. Em seguida, procederam-se as 

lavagens em álcool e xilol.  

A aquisição das imagens e a análise histológica foram feitas usando o 

equipamento Nikon Eclipse E600 light microscope (Kanagawa, Japan) conectado a 

um sistema digital de aquisição de imagens (IP Lab, Scanalytics, MD, USA). Foram 

analisadas a densidade total de placas dos animais e a distribuição das mesmas, 
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assim como a densidade de corpos neuronais, na região do hipocampo, de acordo 

com a divisão dorso-ventral. 

 

3.4.3 Identificação e análise de emaranhados neurofibrilares 

 

A presença de emaranhados neurofibrilares nas amostras estudadas foi 

avaliada utilizando-se imunohistoquímica e imunofluorescência para tau 

hiperfosforilada com anticorpo anti-tau (Neurofibrillary Tangles Marker, Clone TAU-5 

– Biosource, AHB0042Z). Para tal análise foi necessário padronização e elaboração 

de protocolo.  

Para início de padronização, procedeu-se com protocolo já descrito para 

imunohistoquímica no item 3.4.1. Os cortes foram incubados overnight, por 14h, com 

o anticorpo primário anti-tau, nas concentrações 1:500, 1:1000 e 1:2000. Para 

revelação das imunomarcações utilizou-se o DAB (3,3′-Diaminobenzidine - Sigma-

Aldrich, D800-1).  

Após esse primeiro teste foi observado que não houve diferença entre as 

lâminas com anticorpo anti-tau e a lâmina para controle negativo. Mediante esse 

fato, procedeu-se um novo teste onde se substituiu o tampão fosfato-salina (PBS), 

por um PBS com Tween 20 para minimizar as ligações não-específicas (Pace, 2009; 

Buchwalow et al., 2011) e utilizou-se- o anticorpo anti-tau na concentração 1:500, 

por 2h, conforme instruções do fabricante. Novamente não foi observada diferença 

para o controle negativo. 

Mediante este fato, foi testado, então, outro revelador, o TMB (3, 3', 5, 5'-

Tetramethylbenzidine - TMB Substrate Kit For Peroxidase – Vector Laboratories, 

USA). A incubação com anticorpo anti-tau foi feita na concentração de 1:500, agora 

por 4 h. O TMB foi preparado e utilizado após 5 min. Observou-se então, 

novamente, ausência de diferença para o controle negativo. 

Para finalizar a padronização da imunohistoquímica foi realizado uma contra-

coloração. Dois processos foram realizados para marcação de estruturas do corpo 

celular, no primeiro foi utilizado a coloração com hematoxilina de Gill e no segundo a 

coloração cresil-violeta juntamente com a coloração vermelho Congo para a 

marcação das placas β-amilóide. Em ambos processos foi realizado o protocolo 

padrão para imunohistoquímica, com PBS acrescido de Tween 20, anticorpo anti-tau 

na concentração de 1:500 e incubação por 4 h. Revelou-se, então, com um novo 
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DAB (Liquid DAB + Substrate Chromogen System – DAKO, EUA) e em seguida 

procedeu-se com a coloração como descrito no item 3.4.2 para a coloração cresil-

violeta com vermelho Congo. Para a coloração com hematoxilina de Gill, a amostra 

foi mergulhada por 30 s no marcador. Em seguida foi feito a lavagem em água 

destilada por 2 min, as lavagens em álcool e xilol e a montagem das lâminas. 

Para o mesmo anticorpo, ainda com a finalidade de analisar a densidade dos 

emaranhados neurofibrilares, foi realizado um protocolo de imunofluorescência. Os 

cortes foram aquecidos à temperatura ambiente e fixados por imersão em acetona 

gelada (-20 °C) por 5 min. Após a fixação, os cortes foram lavados em PBS + Tween 

20 por 2 min, 2 vezes . O excesso de tampão foi retirado e os cortes foram 

incubados por 30 min com Normal Serum acrescido de Tween 20 e Triton para 

bloquear ligações inespecíficas. O excesso de soro bloqueador foi retirado e os 

cortes foram incubados por 4 h com o anticorpo primário anti-proteína tau (1:500).  

Ao término do período de incubação, os cortes foram lavados brevemente em 

PBS com Tween 20 e incubados por 30 min com a solução contendo o anticorpo 

secundário conjugado com fluoresceína iso-til-cianato (Anti-rabbit IgG Fitc Conjugate 

- Sigma-Aldrich, F6005 ).  Após incubação, os cortes foram lavados três vezes em 

PBS com Tween 20, por 2 min cada. Para revelação das imunomarcações e 

preparação das lâminas utilizou-se o DAPI (Diamidino-2-phenylindole - 

Fluoroshield with DAPI - Sigma-Aldrich, F6057), no escuro.  

A aquisição das imagens e a análise histológica foram feitas usando o 

equipamento Nikon Eclipse E600 light microscope (Kanagawa, Japan) conectado a 

um sistema digital de aquisição de imagens (IP Lab, Scanalytics, MD, USA).  

A análise por imunohistoquímica e imunofluorescência da densidade dos 

emaranhados neurofibrilares foi feita somente para o grupo de animais de 8 a 12 

meses de idade. 

 

3.5 Análise estatística 

 

Os resultados foram expressos como médias ± erro-padrão ou medianas com 

intervalos interquartis e analisados utilizando-se o programa GraphPad Prism 

(GraphPad Software, San Diego, CA, versão 5) e Statistica (StatSoft. Inc., USA, 

versão 7). Somente valores para  < 0,05 foram considerados estatisticamente 

significativos.  
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A atividade locomotora dos grupos de 3 a 7 e 8 a 12 meses de idade foi 

analisada utilizando-se ANOVA de medidas repetidas seguida de Bonferroni. Os 

fatores analisados foram linhagem, tratamento e idade.  

A análise dos dados referentes à avaliação da memória espacial foi realizada 

utilizando-se ANOVA de uma via seguida de Dunnet, para comparação do 

desempenho entre o primeiro e o quinto dia de teste, em cada grupo experimental. A 

comparação entre grupos foi feita utilizando-se ANOVA de medidas repetidas 

seguida de Bonferroni. Os fatores analisados foram linhagem, tratamento e o 

desempenho durante os 5 dias de teste. 

Para análise dos resultados adquiridos em equipamento de esquiva inibitória 

foi utilizada a ANOVA de uma via seguida de Dunn para dados não paramétricos 

(método de Kruskal-Wallis).  

Os dados obtidos nas análises teciduais foram comparados por ANOVA de 

medidas repetidas seguida pelo teste de Bonferroni para cada região estudada. Os 

fatores analisados foram linhagem, tratamento e localização (dorsal e ventral). 
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4 RESULTADOS  

 

4.1 Estudo comportamental e histológico dos animais de 3 a 7 meses 

 

4.1.1 Avaliação da atividade motora  

 

Na avaliação da atividade locomotora, foi observado que todos os grupos 

apresentaram deambulação semelhante, a não ser pelo grupo TG-AE. Dessa forma, 

houve interação significativa entre os fatores analisados (F(3, 30) = 8,30;  = 0,01), 

uma vez que os animais TG-AE, aos sete meses de idade, apresentaram redução 

significativa de 44% da atividade motora em relação aos cinco meses de idade 

(808,40 ± 71,33 unidades) (Figura 6).  

 

Figura 6 – Avaliação da deambulação dos animais WT e TG, aos 5 e 7 meses  de  
                  idade, em caixa de atividade motora 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
Avaliação da deambulação de camundongos C57Bl/6 (WT-Ctrl e WT-AE) e transgênicos que 
superexpressam a PPA humana (TG-Ctrl e TG-AE) em caixa de atividade motora, aos cinco e sete 
meses de idade. Os histogramas e barras verticais são as médias ± erro-padrão das médias. *:  < 
0,05. 
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Na avaliação da exploração vertical, foi verificado que todos os grupos 

apresentaram redução do comportamento, embora na maioria dos grupos essa 

redução não tenha sido significativa. Houve interação significativa dos mesmos 

fatores analisados anteriormente (F(3, 30) = 6,28;  = 0,02), pois foi observado que o 

grupo TG-AE, aos sete meses de idade, apresentou redução significativa de 58% na 

exploração vertical em relação aos cinco meses de idade (51,22 ± 4,19) (Figura 7). 

 

Figura 7 - Avaliação da exploração vertical dos animais WT e TG, aos 5 e 7 meses  
                 de idade, em caixa de atividade motora  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Avaliação da exploração vertical de camundongos C57Bl/6 (WT-Ctrl e WT-AE) e transgênicos que 
superexpressam a PPA humana (TG-Ctrl e TG-AE) em caixa de atividade motora, aos cinco e sete 
meses de idade. Os histogramas e barras verticais são as médias ± erro-padrão das médias. *:  < 
0,001. 
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4.1.2 Avaliação da memória espacial  

 

Na avaliação geral da memória espacial, aos cinco meses de idade, não foi 

verificada diferença do comportamento, independente da linhagem, tratamento ou 

tempo de observação (F(3, 120) = 1,91,  = 0,11). Entretanto, dentro de cada grupo, foi 

verificado que os animais WT-Ctrl, WT-AE e TG-Ctrl apresentaram uma diminuição 

significativa da latência para achar a caixa de escape ao longo dos cinco dias de 

observação, respectivamente, de 82,67%, 61,09% e 82,82% (Latências no primeiro 

dia de observação: 120,00 ± 15,57 s; 82,43 ± 38,48 s; 124,50 ± 26,45 s, 

respectivamente) (Figura 8). Com relação a esse parâmetro, o grupo TG-AE não 

mostrou diferença, pois já iniciou o teste com baixa latência para achar a caixa de 

escape. Esse tempo inicial reduzido foi significativamente diferente do grupo TG-Ctrl 

(124,50 ± 26,45 s,  < 0,05). 

 

Figura 8 - Avaliação da latência para achar a caixa de escape dos animais WT e  
                 TG, aos 5 meses de idade, no labirinto de Barnes  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 
 
 
 
 

Os símbolos e barras verticais são as médias ± erro-padrão das médias.  *:  < 0,05 entre TG-Ctrl e 
TG-AE; a:  < 0,0001 entre dias 1 e 5 do grupo WT-Ctrl e TG-Ctrl; ; b:  < 0,05 entre dias 1 e 5 do 
grupo WT-AE. 
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Ao passarem pelo mesmo teste aos 7 meses de idade, todos os grupos 

mostraram que retiveram a memória da avaliação inicial, novamente independente 

da linhagem, tratamento ou tempo de observação (F(3, 120) = 1,84,  = 0,13). No 

grupo TG-AE foi observada uma latência maior que nos outros grupos, porém os 

valores registrados não apresentaram diferença estatística (Figura 9). 

 

Figura 9 - Avaliação da latência para achar a caixa de escape dos animais WT e  
                 TG, aos 7 meses de idade, no labirinto de Barnes 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

Os símbolos e barras verticais são as médias ± erro-padrão das médias.  
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4.1.3 Avaliação da memória relacionada ao estímulo aversivo  

 

Na sessão de aquisição (SA), aos cinco meses de idade, os animais WT e TG 

apresentaram latências semelhantes, independente da estimulação em ambiente 

enriquecido. A mediana geral das latências (com intervalos interquartis) na SA foi 

20,00 s (7,97/33,25 s) (n=34). 

Na sessão de teste, realizada 24 h após a SA, foi observado que todos os 

animais retiveram a informação adquirida, não havendo diferença entre os grupos 

[300,00 s (300,00/300,00 s)] (Figura 10). 

 

Figura 10 – Avaliação da memória relacionada ao estímulo aversivo dos animais     
                    WT e TG, aos 5 meses de idade, em esquiva inibitória – Sessão de 
                    Aquisição (SA) e Teste 24 h 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os histogramas e barras verticais são as medianas e intervalos interquartis. * :  < 0,05; ** :  < 0,01. 
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Aos sete meses de idade foi observado que os animais WT não estimulados 

em ambiente enriquecido apresentaram redução significativa da latência [44,20 s 

(32,63/56,20 s)], o que significa que não se lembraram da informação adquirida aos 

cinco meses de idade (Figura 11). Por outro lado, o grupo WT estimulado não 

apresentou diferença aos sete meses, o que indica, apesar da grande dispersão dos 

dados, que os animais mantiveram a memória relacionada ao estímulo [74,90 s 

(62,80/256,90 s)] (Figura 11). 

Com relação aos animais TG-Ctrl, foi observado que aos sete meses houve 

uma diminuição significativa na latência de passagem para o compartimento escuro 

do equipamento [29,60 s (15,63/51,38 s)], mostrando que os animais não se 

lembraram da tarefa adquirida anteriormente (Figura 11). Este resultado, no entanto, 

não se repetiu no grupo TG-AE [199,20 s (30,15/300 s)], pois não há diferença 

significativa entre o teste realizado aos 5 meses e aos 7 meses, indicando que, apesar da 

dispersão dos dados, o grupo de animais TG estimulados lembraram da tarefa (Figura 11). 

 

Figura 11 – Avaliação da memória relacionada ao estímulo aversivo dos animais   
                    WT  e  TG,  aos   7   meses  de  idade,  em  esquiva inibitória – Teste  
                    24 h e Reteste1 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Os histogramas e barras verticais são as medianas e intervalos interquartis. * :  < 0,05; ** :  < 
0,0001. 
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 [F(3, 12) = 0,01,  = 0,91]  [F(3, 12) = 0,27,  = 0,61] 

 [F(3, 12) = 0,01,  = 0,91]  [F(3, 12) = 0,19,  = 0,67] 

 [F(3, 12) = 0,01,  = 0,97] 
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4.1.4 Quantificação das imunomarcações para Sinaptofisina  

 

Na avaliação da densidade de terminais pré-sinápticos por 

imunohistoquímica, foi verificado que todos os grupos, aos sete meses de idade, 

apresentaram densidade semelhante desse marcador nas regiões hipocampais 

observadas (Figura 12).  

 

Figura 12 – Quantificação de terminais pré-sinápticos em regiões do hipocampo                              
                    de animais WT e TG, aos 7 meses de idade, utilizando  anticorpo  
                    anti-sinaptofisina 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As barras verticais são as médias ± erro-padrão das médias. 
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Na região do córtex (Figura 13A), importante para o armazenamento da 

memória, e na amígdala (Figura 13B), região envolvida com a resposta ao estímulo 

aversivo, foi verificado que todos os grupos, aos sete meses de idade, também 

apresentaram densidade semelhante desse marcador.  

 

Figura 13 - Quantificação de terminais pré-sinápticos no Córtex (A) e Amígdala (B)   
                   de    animais   WT    e   TG,    aos   7   meses    de   idade,   utilizando   
                   anticorpo anti-sinaptofisina 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Os histogramas e barras verticais são as médias ± erro-padrão das médias. 

 [F(3, 12) = 0,79,  = 0,39] 

 [F(3, 12) = 0,02,  = 0,88] 
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 [F(3, 12) = 2,83,  = 0,12] 

 [F(3, 12) = 11,75,  = 0,005] 
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4.1.5 Análise da densidade de corpos neuronais 

 

Na avaliação da densidade de corpos neuronais no hipocampo foi verificado 

que na região de células piramidais do CA1(PyCA1) todos os grupos, aos sete 

meses de idade, apresentaram densidade semelhante desse marcador (F (3, 12) = 

2,83,  = 0,12) (Figura 14A). Por outro lado, na região de células granulares do giro 

denteado (GrDG), foi verificado interação significativa nos parâmetros avaliados (F(3, 

12) = 11,75,  = 0,01), uma vez que o grupo TG-AE, apresentou uma redução de 

21,7% na densidade dos corpos neuronais quando as regiões ventral e dorsal foram 

comparadas (0,60 ± 0,03 ROD) (Figura 14B). 

 

Figura 14 - Quantificação de corpos neuronais nas regiões PyCA1 (A) e GrDG (B)   
                   do   hipocampo   de   animais   WT   e   TG,  aos  7  meses  de  idade,  
                   utilizando a coloração Cresil-violeta 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os histogramas e barras verticais são as médias ± erro-padrão das médias. * :  < 0,05. 
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4.1.6 Quantificação das placas β-amilóide  

 

Na quantificação das placas β-amilóide dos animais com 7 meses de idade foi 

observado que os animais WT, estimulados ou não, apresentaram placas senis (WT-

Ctrl: 0,96 ± 0,34 placas/corte; WT-AE: 0,75 ± 0,25 placas/corte). Mas este número é 

significativamente menor que o encontrado nos animais TG (TG-Ctrl: 2,22 ± 0,26 

placas/corte; TG-AE: 1,99 ± 0,34 placas/corte) (Figura 15A). A submissão dos 

animais ao ambiente enriquecido não alterou o valor proporcional das placas entre 

os grupos (Figura 15A).  

Na análise da distribuição das mesmas, ao longo da localização dorso-ventral, 

foi verificado que as placas β-amilóide dos animais transgênicos se concentraram na 

região dorsal do hipocampo (TG-Ctrl: 23,25 ± 5,17 placas; TG-AE: 21,50 ± 6,61 

placas), sendo um número significativamente maior do que aquele encontrado na 

porção ventral (TG-Ctrl: 1,00 ± 0,71 placas; TG-AE: 2,75 ± 0,75 placas). A 

estimulação em ambiente enriquecido não alterou a densidade de placas no 

hipocampo de animais WT ou TG de 7 meses de idade (Figura 15B).  

Análises do córtex e da amígdala foram realizadas, mas não houve a 

presença de placas nessas regiões. 
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Figura 15 - Contagem de placas senis no hipocampo de animais WT e TG, aos 7  
                   meses de idade, após coloração com Vermelho Congo 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Os histogramas e barras verticais são as médias ± erro-padrão das médias. A: * :  < 0,05. B: * :  < 
0,05. 
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Na figura 16 podemos observar imagens representativas das placas β-

amilóide nos grupos analisados, WT-Ctrl, TG-Ctrl e TG-AE. Não foi possível obter 

imagem da placa em animais WT-AE, pois o tamanho da mesma não resultou em 

imagem nítida no momento da aquisição. 

 
Figura 16 - Imagens representativas de cortes de cérebro de camundongos WT  
                   e TG, aos 7 meses de idade, corados com Cresil-violeta e Vermelho             
                   Congo 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As figuras mostram cortes de hipocampo de animais WT controle (“A” e “D”), animais TG controle (“B” 
e “E”) e animais TG que foram mantidos em AE (“C” e “F”). Os painéis apresentam um quadrado 
tracejado em torno da placa de βA. A barra de escala representa: 50 µm para “A”, “B” e “C”; 12,5 µm 
para “D”, “E” e “F”.  
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4.2 Estudo comportamental e histológico dos animais de 8 a 12 meses 

 

4.2.1 Avaliação da atividade motora 

 

Os grupos de animais WT-Ctrl, TG-Ctrl e TG-AE, de 8 a 12 meses de idade, 

não apresentaram alteração na deambulação ao longo do período avaliado e, 

também, não houve diferença significativa entre os grupos quando avaliados dentro 

de cada idade (F(2, 26) = 0,62,  = 0,65) (Figura 17). 

 

Figura 17 – Avaliação da deambulação dos animais WT e TG, aos 8, 10 e 12 meses  
                    de idade, em caixa de atividade motora 
 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 
 

 
Os histogramas e barras verticais são as médias ± erro-padrão das médias. 
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Quando avaliada a exploração vertical desses animais, não houve alteração 

ao longo do período avaliado e assim como na deambulação, também não houve 

diferença significativa entre os grupos quando avaliados dentro de cada idade (F (3, 26) 

= 0,83,  = 0,52) (Figura 18). 

 

Figura 18 - Avaliação da exploração vertical dos animais WT e TG, aos 8, 10 e 12  
                   meses de idade, em caixa de atividade motora 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 
 
Os histogramas e barras verticais são as médias ± erro-padrão das médias.  
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4.2.2 Avaliação da memória espacial  

 

A avaliação da memória espacial em labirinto de Barnes para esse grupo de 

animais, ao contrário dos animais de 3 a 7 meses de idade, foi realizada apenas aos 

12 meses de idade, com um teste de memória de longa duração uma semana após 

o quinto dia de teste.  

Na avaliação geral da memória espacial, aos cinco meses de idade, não foi 

verificada diferença do comportamento, independente da linhagem, tratamento ou 

tempo de observação (F(2, 120) = 1,91,  = 0,11). Entretanto, dentro de cada grupo, foi 

verificado que os animais WT-Ctrl, WT-AE e TG-Ctrl apresentaram uma diminuição 

significativa da latência para achar a caixa de escape ao longo dos cinco dias de 

observação. 

Na primeira semana de teste os grupos WT-Ctrl e TG-AE apresentaram uma 

redução não significativa do tempo para achar a caixa de escape ao longo dos cinco 

dias de observação (F(2, 65) = 1,05,  = 0,42). Por outro lado, foi verificado que o 

grupo TG-Ctrl, no 5º dia de teste, apresentou uma diminuição significativa de 70,71% 

do tempo que levava para achar a caixa de escape em relação ao 1º dia de 

observação (103,30 ± 25,66 s) (Figura 19A).  

Quando avaliado o tempo que os animais levaram para achar a caixa de 

escape uma semana após o quinto dia de teste, não houve diferença significativa 

dentro de cada grupo e entre os grupos, mostrando que todos os grupos mantiveram 

a memória em relação à última vez que passaram pelo labirinto (Figura 19B). 
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Figura 19 - Avaliação da latência para achar a caixa de escape dos animais WT e  
                   TG, aos 12 meses de idade, no labirinto de Barnes 

  

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Os histogramas e barras verticais são as médias ± erro-padrão das médias. A:  *:  < 0,05 entre dias 
1 e 5 do grupo TG-Ctrl.  
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Quando avaliado o número de erros para achar a caixa de escape, 

novamente os grupos WT-Ctrl e TG-AE não apresentaram diferença estatística entre 

o 5º e o 1º dias de observação. Porém, no 5º dia de avaliação, o grupo TG-Ctrl 

apresentou diminuição significativa de 76,50% do número de erros em relação ao 1º 

dia de observação [8,17 ± 2,01 erros, (F(2, 65) = 3,09,  = 0,003)] (Figura 20A).  

Quando o número de erros foi avaliado uma semana após o quinto dia de 

teste, não houve diferença significativa dentro de cada grupo e entre os grupos, 

mostrando que todos os grupos mantiveram a memória em relação à última vez que 

passaram pelo labirinto (Figura 20B). 

 

Figura 20 - Avaliação do número de erros cometidos pelos animais WT e TG para  
                   achar a caixa de escape, aos 12 meses de idade, no labirinto de Barnes 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Os histogramas e barras verticais são as médias ± erro-padrão das médias. A: *:  < 0,05 entre dias 1 
e 5 do grupo TG-Ctrl.  
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4.2.3 Avaliação da memória relacionada ao estímulo aversivo 

 

Na sessão de aquisição (SA), aos doze meses de idade, os animais WT-Ctrl, 

TG-Ctrl e TG-AE apresentaram latências semelhantes. A mediana geral das 

latências (com intervalos interquartis) na SA foi 21,30s (14,13/32,90 s) (n=16).  

Na avaliação da memória realizada 24h após a SA, foi observado que todos 

os animais retiveram a informação adquirida [WT-Ctrl 300 s (300/300 s), TG-Ctrl 300 

s (231,5/300 s) e TG-AE 296,1 s (273,5/300 s)], não havendo diferença entre os 

grupos (Figura 21). 

 

Figura 21 – Avaliação da memória relacionada ao estímulo aversivo dos animais  
                    WT e TG, aos 12 meses de idade, em esquiva inibitória – Sessão de  
                    Aquisição (SA) e Teste 24 h 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Os histogramas e barras verticais são as medianas e intervalos interquartis. * :  < 0,05; ** :  < 0,01. 
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Ao realizar um novo teste 7 dias após o teste de 24 h, foi observado que a 

maioria dos animais se lembrou do choque [300 s (271,8/300 s)] (n=16), 

permanecendo do lado claro do equipamento, não havendo diferença significante 

em relação ao teste de 24 h (Figura 22). 

 

Figura 22 – Avaliação da memória relacionada ao estímulo aversivo dos animais  
                    WT e TG, aos 12 meses de idade em esquiva inibitória – Teste 24 h  
                    e Teste 7 dias 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Os histogramas e barras verticais são as medianas e intervalos interquartis. 
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[F(2, 16) = 0,79,  = 0,55] 

4.2.4 Quantificação das imunomarcações para Sinaptofisina  

 

Na avaliação da densidade de terminais pré-sinápticos por 

imunohistoquímica, foi verificado que todos os grupos, aos 12 meses de idade, 

apresentaram densidade semelhante desse marcador nas regiões hipocampais 

observadas (Figura 23). 

 

Figura 23 - Quantificação de terminais pré-sinápticos em regiões do hipocampo, de  
                   animais WT e TG, aos 12 meses de idade, utilizando anticorpo anti-                  
                   sinaptofisina 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os histogramas e barras verticais são as médias ± erro-padrão das médias. 

[F(2, 16) = 0,54,  = 0,71] [F(2, 16) = 0,45,  = 0,76] 

[F(2, 16) = 0,66,  = 0,63] [F(2, 16) = 0,28,  = 0,89] 
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Na região do córtex (Figura 24A) e da amígdala (Figura 24B), também foi 

verificado que todos os grupos, aos doze meses de idade, apresentaram densidade 

semelhante desse marcador.  

 

Figura 24 - Quantificação de terminais pré-sinápticos no Córtex (A) e Amígdala (B)  
                   de animais WT e TG, aos 12 meses de idade, utilizando anticorpo anti- 

         sinaptofisina 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
As barras verticais são as médias ± erro-padrão das médias. 
 

 

[F(2, 9) = 0,32,  = 0,73] 

[F(2, 9) = 0,45,  = 0,65] 
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4.2.5 Análise da densidade de corpos neuronais 

 

Na avaliação da densidade de corpos neuronais foi verificado que na região 

de células piramidais do CA1 (PyCA1) todos os grupos, aos doze meses de idade, 

apresentaram densidade semelhante desse marcador (F(4, 16) = 0,90,  = 0,48) 

(Figura 25A). O mesmo foi verificado na região de células granulares do giro 

denteado, GrDG, (F(4, 16) = 0,63,  = 0,65) (Figura 25B). 

 

Figura 25 - Quantificação de corpos neuronais nas regiões PyCA1 (A) e GrDG (B)  
                   do hipocampo de animais WT e TG, aos 12 meses de idade, utilizando  
                   a coloração Cresil-violeta 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As barras verticais são as médias ± erro-padrão das médias. 

 

[F(2, 16) = 0,90,  = 0,48] 

[F(2, 16) = 0,63,  = 0,65] 
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4.2.6 Quantificação das placas β-amilóide  

 

Assim como ocorreu nos animais de 7 meses, também foram encontradas 

placas de β-amilóide nos animais WT de 12 meses de idade (WT-CTrl: 1,33 ± 0,13 

placas/corte). Apesar de no grupo TG-Ctrl o número de placas ser evidentemente 

maior, não houve diferença significativa no valor proporcional de placas entre os 

grupos analisados (F(2, 9) = 3,18,  = 0,09). A submissão dos animais TG ao 

ambiente enriquecido reduziu em três vezes o número proporcional de placas (TG-

Ctrl: 5,42 ± 2,17 placas/corte; TG-AE: 1,79 ± 0,15 placas/corte). Porém, essa 

redução não foi estatisticamente significativa (Figura 6A).  

Na comparação entre a distribuição de placas nas regiões dorsal e ventral do 

hipocampo foi observada redução de 85,18% na densidade de placas dos animais 

TG-AE, quando comparados aos animais TG-Ctrl, mostrando que a submissão de 

animais mais velhos ao ambiente enriquecido promoveu redução da densidade de 

placas a valores semelhantes aos dos animais WT-Ctrl. Porém, devido à grande 

dispersão dos valores no grupo TG-Ctrl, não houve diferença estatística. Por outro 

lado, ainda com relação ao grupo TG-Ctrl, foi verificada densidade significativamente 

maior das placas senis na região dorsal do hipocampo (60,75 ± 24,50 placas) 

comparativamente à região ventral [9,00 ± 3,76 placas, (F(2, 9) = 4,50,  = 0,04)]. Nos 

outros grupos, a distribuição de placas nas duas regiões hipocampais foi 

semelhante. 

Análises na região do córtex e da amígdala foram realizadas, mas não houve 

a presença de placas senis nessas regiões. 
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Figura 26 - Contagem de placas senis no hipocampo de animais WT e TG, aos 12  
                   meses de idade, após coloração com Vermelho Congo 
 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os histogramas e barras verticais são as médias ± erro-padrão das médias. *:  < 0,05. 

 

 

Na figura 27 podemos observar imagens representativas das placas β-

amilóide nos grupos analisados, WT-Ctrl, TG-Ctrl e TG-AE. Nas imagens 27-G e 27-

H podemos observar a degradação do giro denteado pelas placas β-amilóide. 
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Figura 27 - Imagens representativas de cortes de cérebro de camundongos WT  
                   e TG, aos 12 meses de idade, corados com Cresil-violeta e Vermelho             

        Congo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Imagens representativas de cortes de hipocampo de camundongos, corados com Cresil-violeta e 
Vermelho Congo. As figuras mostram cortes de hipocampo de animais WT controle (“A” e “D”), TG 
controle (“B”, “E”, “G” e “H”) e animais TG que foram mantidos em AE (“C” e “F”). Os painéis 
apresentam um quadrado tracejado em torno da placa de βA. A barra de escala representa: 50 µm 
para “A”, “B”, “C” e “G”; 12,5 µm para “D”, “E”, “F” e “H”. 
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4.2.7 Identificação e análise de emaranhados neurofibrilares 

  

Na análise por imunohistoquímica (Figura 28) e imunofluorescência (Figura 

29) para a proteína tau hiperfosforilada, não foi possível identificar a presença de 

emaranhados neurofibrilares nas regiões do córtex e hipocampo dos animais em 

estudo. 

 

Figura 28-A - Imagens representativas de cortes do córtex de camundongos WT e  
                       TG, aos 12 meses de idade. Imunohistoquímica revelada com DAB   
                       para TAU-5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
As figuras mostram cortes de córtex de animais WT-Ctrl (“A”), TG-Ctrl (“B”) e animais TG-AE (“C”). No 
painel “D” está representado o background do anticorpo testado. A barra de escala representa 12,5 
µm. 
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Figura 28-B - Imagens representativas de cortes do hipocampo de camundongos              
                       WT e TG, aos 12 meses de idade. Imunohistoquímica revelada com   
                       DAB para TAU-5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
As figuras mostram cortes de hipocampo de animais WT-Ctrl (“A”), TG-Ctrl (“B”) e animais TG-AE 
(“C”). No painel “D” está representado o background do anticorpo testado. A barra de escala 
representa 12,5 µm. 
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Figura 29 - Imagens  representativas  de  cortes  do  córtex  e  do  hipocampo de  
                   camundongos WT e TG, aos 12 meses de idade. Imunofluorescência  
                   revelada com DAPI para TAU-5   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
As figuras mostram cortes de córtex de animais WT-Ctrl (“A”) e animais TG-Ctrl (“B”) e cortes de 
hipocampo de animais WT-Ctrl (“D”) e animais TG-Ctrl (“E”). Nos painéis “C” e “F” estão 
representados o background de córtex e hipocampo, respectivamente, para o anticorpo testado. Nos 
painéis “D” e “E” as imagens correspondem à localização ântero-posterior -2,18 mm em relação ao 
Bregma e no painel “F” a imagem corresponde à localização ântero-posterior -3,08 mm em relação ao 
Bregma, de acordo com Paxinos G e Franklin KBJ (2007). A barra de escala representa 12,5 µm. 
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5 DISCUSSÃO 

 

Nos dias de hoje, com o avanço da tecnologia e da ciência, a expectativa de 

vida da população aumentou. Muitos países europeus têm grande parte de sua 

população composta por idosos. Ao analisar dados epidemiológicos de 1990 a 2005, 

é possível observar que a população europeia acima dos 60 anos aumentou de 

19,2% para 21,9%, ou seja, de 84 milhões para 101 milhões (Eurostat, 2006). No 

Brasil, esta população é estimada em 13.632.350 idosos entre 65 e 89 anos 

(Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística - IBGE, 2010). 

A velhice é uma fase do processo de envelhecimento que vem acompanhada, 

inevitavelmente, de declínio nos planos biológico e cognitivo. As células do sistema 

nervoso são afetadas e respondem a essa fase tanto quanto as células dos outros 

sistemas e passam a conviver com o aumento do estresse oxidativo, perturbação da 

homeostase energética, acúmulo de proteínas que causam dano celular e lesões 

nos seus ácidos nucléicos (Mattson, Magnus, 2006). Com essas mudanças no 

sistema nervoso central, uma das funções que podem ser afetadas é a memória.  

A perda da memória na velhice não significa, necessariamente, em prejuízo 

na realização das atividades diárias, o que é, em contrapartida, observado nos 

casos de demência. Um dos tipos de demência que hoje tem como seu principal 

sintoma clínico a perda da memória é a doença de Alzheimer (DA), que se 

caracteriza pela deposição de placas do peptídeo beta-amilóide e emaranhados 

neurofibrilares em todo o cérebro, sobretudo no córtex e hipocampo, regiões 

importantes para a formação e consolidação de memórias.  

Estudos epidemiológicos mostram que pessoas com alto nível de 

escolaridade apresentam menos risco de desenvolver a DA e, quando desenvolvem, 

sua evolução é mais lenta (Nitrini, 1999). Também está bem estabelecido na 

literatura que a estimulação cognitiva altera estruturalmente o sistema nervoso 

central de humanos e animais, isto é, ocorrem mudanças bioquímicas, alterações 

morfológicas das sinapses e da função neuronal, quando comparados a pessoas ou 

animais que não passam por estimulação (Jankowsky et al., 2005; Riley et al., 

2005). 

    Compartilhando dessa ideia, nesse trabalho foi utilizado o ambiente 

enriquecido como estimulação cognitiva e física, em um período de 16 semanas, 

para animais transgênicos que superexpressam a PPA humana (PDGFB-APPSwInd, 
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aqui denominados TG) e seus controles genéticos selvagens (C57Bl/6, aqui 

denominados de WT) como uma estratégia não farmacológica para alterar a 

evolução do processo neurodegenerativo. Em termos experimentais, o ambiente é 

enriquecido em comparação às condições padrão de vida dos animais no 

laboratório, assim, a presença de objetos na caixa é o fator diferencial que causa 

alterações nos processos cerebrais dos animais (van Praag et al., 2000).  

Em nossos experimentos, foram utilizados dois grupos de animais de idades 

diferentes, o primeiro de 3 a 7 meses, onde se testou o enriquecimento ambiental 

como uma forma de interferir no aparecimento das placas senis e o segundo de 8 a 

12 meses de idade como tentativa de estabilizar a perda das funções cognitivas 

promovidas pelo quadro causado pelas placas. Os grupos foram compostos por 

animas WT e TG, controles (Ctrl) e estimulados em ambiente enriquecido (AE). No 

grupo de 8 a 12 meses de idade, o grupo WT-AE (que passaria pelo AE) não foi 

incluído, pois em ensaios preliminares, com animais de mesma idade (dados não 

apresentados), a estimulação em AE não promoveu alteração comportamental em 

relação aos animais WT-Ctrl. 

Quando avaliada a memória espacial no labirinto de Barnes, os grupos WT de 

5 meses de idade, estimulados (WT-AE) ou não (WT-Ctrl), apresentaram redução do 

tempo para achar a caixa de escape entre o primeiro e quinto dias que passaram 

pelo equipamento, mostrando que aprenderam a tarefa (Figura 8). Quando testados 

novamente, aos sete meses de idade, mostraram a manutenção desta memória 

(Figura 9). Portanto, o ambiente enriquecido não influenciou a memória espacial 

desses animais. De fato, em trabalho realizado por nosso grupo (Baraldi et al., 

submetido), bem como no estudo realizado por Harburger et al. (2007), a melhora da 

memória espacial devida ao estímulo cognitivo crônico, em animais C57Bl/6, foi 

verificada somente quando os animais estavam mais velhos (11 meses e 21 meses, 

respectivamente).  

O grupo WT-Ctrl que passou pelo labirinto de Barnes aos 12 meses, também 

apresentou diminuição do tempo para achar a caixa de escape, entre o primeiro e 

quinto dia de teste, mas devido à dispersão dos dados, esta redução não foi 

significativa (Figura 19A). Quando testado novamente uma semana após o quinto 

dia de treino, o grupo manteve a média de tempo, mostrando ter lembrado a tarefa 

(Figura 19B). Ao analisar o número de erros cometidos por este grupo antes de 

achar a caixa de escape, foi possível observar que os animais mantiveram-se dentro 
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de uma média sem alterações significativas (Figura 20A), mostrando que 

mantiveram a memória da tarefa. Com esses dados, é possível inferir que, aos 12 

meses de idade, os processos relacionados à memória espacial ainda estão 

preservados. Utilizando o mesmo equipamento, Barreto et al. (2010) verificaram uma 

perda significativa da memória espacial, em camundongos C57BL/6, quando estes 

estavam com 18 meses. Por outro lado, Calhoun et al. (1998), utilizando outro teste 

para avaliar memória espacial, o labirinto aquático de Morris, não observaram 

alteração da memória espacial, de animais semelhantes, aos 14 e aos 28 a 31 

meses de idade. Esse fato deve-se, provavelmente, ao fato do maior estresse 

imposto pela natação nesta tarefa, comparativamente ao labirinto terrestre de 

Barnes (Patil et al., 2009). 

Com relação aos animais transgênicos, foi observado que, aos 5 meses de 

idade, aqueles que viveram em ambiente enriquecido tiveram melhor desempenho 

do que seus controles na avaliação da memória espacial no labirinto de Barnes 

(Figura 8). Este fato pode estar relacionado à maior deambulação e exploração 

vertical apresentada por este grupo na caixa de atividade motora (Figuras 6 e 7). 

Aos 12 meses de idade, os animais TG, que também viveram em AE, levaram um 

menor tempo para achar a caixa de escape, entre os grupos avaliados, no primeiro 

dia de teste, mas sem diferença significativa de seu grupo controle (Figura 19A), a 

quantidade de erros também foi menor que a do grupo TG-Ctrl neste primeiro dia 

(Figura 20A), mostrando uma melhor performance do grupo estimulado. Na caixa de 

atividade motora esses animais, TG-AE, não apresentaram diferença significativa de 

seu grupo controle (Figuras 17 e 18). Essas observações vão ao encontro das 

publicadas por Jankowsky et al. (2005) que também observaram melhor 

desempenho em teste de memória espacial de camundongos transgênicos para DA 

(APPSwe e APPSwe/PS1dE9) e ratos não transgênicos que ficaram em ambientes 

enriquecidos.  

Quando os animais TG do grupo adulto jovem completaram 7 meses de idade 

e passaram pelo teste do labirinto de Barnes novamente, não houve diferença entre 

os grupos TG-Ctrl e TG-AE no primeiro dia de observação, mas os animais do grupo 

TG-AE iniciaram a tarefa com latência maior para achar a caixa de escape (Figura 

9), provavelmente porque não aprenderam a tarefa na última exposição. Da mesma 

forma, foi verificada uma diminuição na deambulação e exploração vertical deste 

grupo com relação aos cinco meses de idade (Figuras 6 e7), fato que também 
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justificaria o maior tempo gasto no labirinto. Esta diminuição na deambulação, no 

entanto, não se tornou preocupante mediante o fato de que após o segundo dia de 

teste o desempenho do grupo TG-AE tornou-se semelhante aos demais grupos 

(Figura 9). Esse aumento da atividade locomotora em animais transgênicos para a 

PPA, jovens, com subsequente normalização com o envelhecimento, também foi 

observado por Rodgers et al. (2012). Quando os quatro grupos foram comparados 

(estimulados e não estimulados, transgênicos e não transgênicos) observou-se que 

o desempenho no labirinto no último dia de teste foi similar (Figura 9), assim como o 

grupo TG-Ctrl de 12 meses de idade, quando comparado ao seu controle genético 

de mesma idade, também apresentou desempenho semelhante no labirinto de 

Barnes (Figuras 19 e 20). 

Quando avaliada a memória relacionada a estímulo aversivo, considera-se 

que o animal aprendeu a tarefa quando ele permanece maior tempo no lado claro do 

aparelho, apesar de sua preferência natural por lugares escuros. Nesse ensaio, foi 

observado que, aos 5 e aos 12 meses de idade, todos os grupos aprenderam a 

tarefa, isto é, no teste realizado 24h após a sessão de aquisição, os animais 

permaneceram por mais tempo no compartimento claro da caixa (Figuras 10 e 21). 

Quando os animais adultos jovens completaram 7 meses de idade, o teste foi 

repetido, a memória dos animais dos dois grupos estimulados em ambiente 

enriquecido se manteve, diferente dos grupos que permaneceram em caixas-padrão 

(Figura 11). Já aos 12 meses de idade, todos os grupos mantiveram a memória com 

relação ao teste, quando testados 7 dias após o teste de 24h (Figura 22).  

Vale lembrar que os animais adultos jovens foram estimulados por dois 

meses antes de serem submetidos ao teste e continuaram nesse ambiente por mais 

dois meses até o reteste 1, enquanto os animais de 8 a 12 meses de idade foram 

estimulados por 4 meses e então submetidos ao teste. Sabe-se que o 

condicionamento de medo gera um comportamento que dura por muito tempo, uma 

vez que envolve um forte componente emocional (LeDoux, 2000). Mesmo assim, os 

animais adultos jovens, mantidos em caixas-padrão, não conseguiram reter a 

informação por dois meses, diferente do que foi observado com os dois grupos 

estimulados (WT-AE e TG-AE). Dessa forma, é possível sugerir que a manutenção 

de animais adultos jovens em AE foi efetivo em manter o alerta e a atenção, bem 

como a memória relacionada a estímulo aversivo nos animais transgênicos, de 

forma semelhante aos animais WT, por 2 meses. Já nos animais mais velhos, todos 
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os grupos foram capazes de lembrar por até uma semana da tarefa aprendida, 

mediante a intensidade do estímulo. 

Com relação às análises teciduais dos animais, a quantificação dos terminais 

pré-sinápticos e dos corpos neuronais foi realizada na região do hipocampo, que se 

localiza no lobo temporal e está diretamente envolvido com a memória e orientação 

espacial, sendo o responsável pela transformação da memória de curto prazo em 

memória de longo prazo (Kandel, 2009; Izquierdo et al., 2008; Rossato et al., 2006). 

As áreas do hipocampo analisadas foram as do CA1 e do Giro Denteado que estão 

envolvidas no processo de aquisição, consolidação e evocação da memória 

(Cammarota et al., 2008; Clarke et al., 2010; Izquierdo et al., 2008). Sabe-se 

também que o hipocampo é uma das regiões cerebrais afetadas na DA 

acompanhado do córtex cerebral, sendo a área CA1, uma das primeiras a 

apresentar perda neuronal (Mattson, Magnus, 2006). No presente estudo foi 

verificado que a estimulação cognitiva em AE por um tempo prolongado (16 

semanas) na idade de 3 a 7 e 8 a 12 meses, em animais TG e WT não causou 

alteração estrutural significativa dessa área tanto na região dorsal, quanto na região 

ventral do hipocampo. 

Da mesma forma, a análise dos terminais pré-sinápticos foi feita em outras 

duas áreas cerebrais: o córtex frontal que também é afetado na DA e está 

relacionado com atenção e armazenamento de memórias e a amígdala, estrutura 

envolvida no processamento da memória relacionada ao estímulo aversivo. Em 

ambas as regiões também não foram observadas alterações nessas estruturas 

(Figuras 13 e 24). Segundo Eckert et al. (2010), a falta de mudanças estruturais no 

cérebro após estimulação em longo prazo em ambiente enriquecido acontece e é 

devida à ação de mecanismos homeostáticos que mantêm a massa neuronal em 

limites restritos.  

Os dados quanto a alterações na sinaptofisina para marcação de terminais 

pré-sinápticos ainda são muito variados. No envelhecimento natural em humanos foi 

verificado que a expressão dessa glicoproteína é reduzida em áreas como o 

hipocampo e córtex (Eastwood et al., 1994; Masliah et al., 1993) . Em roedores, 

estudos têm mostrado semelhante diminuição da sinaptofisina com o 

envelhecimento natural (Saito et al., 1994). Vários estudos têm mostrado a relação 

desta glicoproteína com memória espacial no labirinto aquático de Morris, mostrando 

que a sinaptofisina pode estar envolvida no processo de aprendizado e melhora da 
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memória espacial (Benice et al., 2006; Calhoun et al., 1998; Smith et al., 2000). King 

e Arendash (2002) mostraram aumento de sinaptofisina em um modelo animal para 

a DA, sugerindo um mecanismo compensatório da perda de plasticidade sináptica 

que ocorre na doença. Assim como Nakamura et al. (1999) e Saito et al. (1994)  

mostraram também um aumento nas marcações para esta glicoproteína após 

enriquecimento ambiental. Em contrapartida, Frick et al. (2003) não observaram 

alterações para sinaptofisina em animais C57Bl/6, de sete meses de idade, que 

passaram pelo labirinto de Morris.  

Na análise da quantidade de placas senis, na região do hipocampo, foi 

observada a presença em hipocampo de animais WT de 7 e 12 meses de idade 

(Figuras 15 e 26). Poucos estudos na literatura relatam o aparecimento dessas 

placas ou o acúmulo da forma solúvel do peptídeo β-amilóide em cérebro de ratos 

ou camundongos selvagens, sendo as razões do aparecimento desses achados 

ainda desconhecidas (Madhusudan et al., 2009; Rosario et al., 2009; Yoon et al., 

2013). 

O modelo TG utilizado nesse trabalho, Tg(PDGFB - APPSwInd), expressa 

uma forma mutante da proteína precursora do amilóide humana (hPPA). Em nossas 

análises, esse modelo apresentou placas senis já aos 7 meses, em quantidade 

significativamente maior que em seu controle genético . 

Entre os animais TG, não foi observada diferença no valor proporcional de nº 

de placas/nº de cortes analisados entre os grupos controle e AE aos 7 meses de 

idade (Figura 15A). Nos hipocampos de animais com 12 meses de idade houve uma 

redução de três vezes no valor proporcional de placas em animais mantidos em 

ambiente enriquecido, porém essa diferença não foi estatisticamente significativa 

provavelmente por causa do pequeno número de animais em cada grupo, o que 

determinou um aumento na dispersão dos dados (Figura 26A). 

Quando analisado o valor total das placas, nas regiões dorsal e ventral do 

hipocampo, os animais TG-Ctrl e TG-AE, aos 7 meses, apresentaram uma maior 

densidade de placas na região dorsal do hipocampo, mas sem diferença entre eles 

dentro de cada porção (Figura 15B). Do mesmo modo, os animais TG-Ctrl de 12 

meses, também apresentaram maior concentração de placas na região dorsal do 

hipocampo (Figura 26B). Há que se observar, ainda, que no grupo de animais de 12 

meses de idade, os animais estimulados, apresentaram uma redução de 85,18% no 

valor total de placas na região dorsal do hipocampo, quando comparados ao seu 
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grupo controle. Entretanto, novamente essa diferença não foi estatisticamente 

significativa provavelmente por causa da grande dispersão dos dados no grupo TG-

Ctrl (Figura 26B). 

Tentando estabelecer uma relação entre o desempenho comportamental dos 

animais TG-AE entre 3 e 7 meses de idade e a presença de placas senis na região 

dorsal do hipocampo, é possível inferir que a quantidade presente de placas β-

amilóide nessa região dorsal do hipocampo não afetou o desempenho deste grupo 

no teste de memória relacionada ao estímulo aversivo, fazendo com que o grupo 

lembrasse o teste até dois meses após o teste de 24h. A região dorsal do 

hipocampo, local da presença das placas, está envolvida com o processamento do 

condicionamento de medo, sendo uma área importante para a aquisição e 

processamento desta memória (Wang et al., 2012; Zelikowsky et al., 2012). É 

sabido, também que essa região está envolvida com o processamento da memória 

espacial (Fanselow, Dong, 2010; Lee, Kesner, 2003). É possível, então, sugerir que 

o AE promoveu uma proteção das funções cognitivas e uma possível formação de 

reserva cognitiva que preveniu a perda dessa memória, como observado 

anteriormente por Petrosini et al. (2009) e Riley et al. (2005). Nesse contexto, o 

enriquecimento ambiental aparentemente promoveu um melhor funcionamento dos 

circuitos neuronais, sem aumento na quantidade de suas estruturas (como verificado 

no presente trabalho, com relação à densidade dos terminais pré-sinápticos e dos 

corpos neuronais), levando à manutenção da memória. 

Estudos realizados em animais TG para a proteína precursora do amilóide 

(PPA) vão ao encontro das informações encontradas neste trabalho e têm sugerido 

que mesmo mediante a presença de placas senis não se observam alterações como 

perda de neurônios ou diminuição da sinaptofisina, mas o que se tem observado é a 

perda da efetividade da comunicação entre eles, principalmente nas regiões CA1 e 

giro denteado do hipocampo. A redução na eficácia funcional dos neurônios seria a 

causa do declínio cognitivo nesses animais, juntamente com o processo inflamatório 

causado pelas placas amilóides (Bero et al., 2012; Irizarry et al., 1997; Phinney et 

al., 1999; Takeuchi et al., 2000). Esse fato reforça a idéia de que o enriquecimento 

ambiental pode estar promovendo um melhor funcionamento dos circuitos 

neuronais, sem aumento na quantidade de suas estruturas em nossos animas TG 

de 7 meses de idade.  
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Com relação aos animais de 12 meses, pudemos verificar um número de 

placas senis cerca de 3 vezes maior em relação aos animais de 7 meses (60,75 ± 

24,50 placas e 23,25 ± 5,17 placas, respectivamente) e que o ambiente enriquecido 

levou a uma diminuição na quantidade dessas placas na região dorsal do 

hipocampo, mantendo os valores comparáveis aos do grupo WT-Ctrl. O grupo TG-

Ctrl também apresentou maior concentração dessas placas na região dorsal do 

hipocampo. Ao analisar o comportamento dos animais TG aos 12 meses de idade, 

não houve diferença significativa entre eles no aprendizado e na memória de longa 

duração, avaliada sete dias após a primeira bateria de teste. A falta de diferença 

entre os grupos transgênicos, estimulados ou não, na memória relacionada ao 

estímulo aversivo, contrário ao que se observou nos animais jovens, pode ser devido 

ao curto tempo do reteste mediante a um estímulo tão intenso, dado que, quando 

observamos a diferença no grupo mais jovem, os animais tiveram um espaço de 2 

meses entre as duas baterias de testes, o que é um tempo relativamente grande 

para o camundongo.  

Seguindo essa linha de raciocínio, outros estudos tem mostrado que existem 

casos onde a presença das placas senis não está relacionada com quadro de 

demência ou déficit cognitivo (Grabowski, Damasio, 2004; Katzman et al., 1988; 

Price, Morris, 1999; Tomlinson et al., 1968). Estudos recentes mostraram que a 

forma oligomérica do -amilóide, que seria a solúvel, apresenta grande potencial 

neurotóxico e pode afetar de forma significativa diferentes vias de sinalização celular 

(Haass, Selkoe, 2007; Pimplikar, 2009). Dessa forma, a presença dos oligômeros de 

β-amilóide e não somente das placas senis seria determinante para o aparecimento 

do déficit cognitivo nos animais transgênicos. Segundo Lesné et al. (2008), aos 12 

meses de idade a quantidade de oligômeros tóxicos foi reduzida mediante o 

aumento das placas já formadas, indo ao encontro dos achados de Brunden et al. 

(2008), onde a formação das placas senis também coincidiu com a diminuição da 

quantidade dos oligômeros solúveis do local, de modo que seus efeitos nocivos 

também diminuem e a placa por si só não leva ao déficit cognitivo. 

A falta de alterações na densidade de corpos neuronais em animais 

transgênicos para a PPA, como já citado anteriormente, vai ao encontro de dados 

relatados por outros grupos (Irizarry et al., 1997; Phinney et al., 1999; Takeuchi et 

al., 2000). Em animais C57Bl/6, também foi observado que não há perda neuronal 

na região do hipocampo com o envelhecimento natural e que uma possível perda 
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cognitiva dependeria de mecanismos mais complexos, como alterações no número e 

na morfologia das espinhas dendríticas, do que somente a perda neuronal (von 

Bohlen und Halbach, Unsicker, 2002; von Bohlen und Halbach et al., 2006). 

Na avaliação da hiperfosforilação da tau por imunohistoquímica e 

imunofluorescência não foi possível verificar a presença dos novelos neurofibrilares, 

nos animais TG de 12 meses de idade (Figuras 28 e 29). Os dados literários quanto 

à indução da hiperfosforilação da tau pelo peptídeo β-amilóide são bastante 

variados. Alguns estudos demonstraram que as placas senis são primárias ao 

aparecimento dos novelos neurofibrilares e que oligômeros do peptídeo elevam a 

atividade da enzima GSK-3β, levando a hiperfosforilação da tau (Chabrier et al., 

2012; Hoshi et al., 2003; King et al., 2006; Stein et al., 2004). Outros mostraram que 

a toxicidade do β-amilóde é diretamente proporcional ao aparecimento da 

hiperfosforilação, sendo esta a responsável pelo efeito tóxico do peptídeo (Oddo et 

al., 2006; Roberson et al., 2007; Roberson et al., 2011). 

No presente trabalho não foi possível estabelecer uma relação segura entre a 

presença de placas senis e formação de enovelamento neurofibrilares. De fato, 

somente a presença das placas senis parece não ser suficiente para a 

caracterização do déficit cognitivo, mas é necessária, também, a presença dos 

oligômeros do β-amilóide (que não foi quantificada no presente estudo) e formação 

de novelos neurofibrilares, para formar o quadro neurodegenerativo completo da DA 

(Giliberto et al., 2010).  

A utilização do AE como estimulação cognitiva em animais também tem suas 

limitações. A diversidade de resultados obtidos é gerada principalmente pela 

variabilidade dos animais. Não há como controlar a quantidade explorada por cada 

animal e o tempo de atividade física praticada por cada um (Redolat, Mesa-Gresa, 

2012; Toth et al., 2011). Vale lembrar, também, que o ambiente enriquecido pode 

alterar funções fisiológicas e emocionais como ingestão de comida e água, níveis de 

corticosterona, ansiedade e agressividade (Benaroya-Milshtein et al, 2004; Toth et 

al., 2011; van Loo et al., 2002), que podem estar envolvidas e alterar o processo de 

cognição, o que tornaria necessário uma análise mais aprofundada dos efeitos do 

AE nesse modelo transgênico.  

Mediante essas informações, podemos dizer que a manutenção de animais 

em ambiente enriquecido, de alguma forma, gera alterações fisiológicas e cognitivas. 

Porém, os resultados podem variar com o protocolo adotado e o modelo animal. 
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Outro fato a ser considerado é que, de acordo com os resultados obtidos 

neste trabalho, o AE parece exercer um papel maior quando o organismo se 

encontra em um estado fisiológico anormal do que quando está em seu 

funcionamento normal, como foi mostrado que, mesmo diante da presença das 

placas senis, o desempenho do grupo TG-AE foi diferenciado nos testes 

comportamentais tanto aos 5 meses quanto aos 7 meses e 12 meses de idade. 

Outro exemplo desse efeito do AE em uma condição adversa foi que a estimulação 

não interferiu no aparecimento das placas quando nos referimos aos animais de 3 a 

7 meses de idade, mas verificamos que quando os animais já possuíam essas 

placas, entre 8 e 12 meses de idade, o AE foi efetivo em manter o número das 

mesmas de forma semelhante ao grupo WT-Ctrl. 
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6 CONCLUSÃO 

 

Após a estimulação em AE de animais transgênicos para a PPA humana, 

Tg(PDGFB  -  APPSwInd), comparativamente  a  seus  controles  selvagens  

(C57Bl/6), por um período de 16 semanas e em  duas  idades  diferentes (entre 3 e 7 

meses e 8 e 12 meses de idade), podemos concluir que:  

 

  A manutenção de animais em AE por 4 meses foi efetiva em manter a 

memória relacionada a estímulo aversivo nos animais TG, de 3 a 7 meses 

de idade, de forma semelhante aos animais WT de mesma idade.  

 

  Nos animais TG mais velhos estimulados de 8 a 12 meses de idade, houve 

uma redução na densidade de placas senis na área dorsal do hipocampo, a 

níveis semelhantes aos do grupo WT-Ctrl de mesma idade (apesar dessa 

diferença não ser estatisticamente significativa).  

 

  Com 16 semanas de AE, as alterações antes visíveis e mensuráveis (4 a 6 

semanas de estimulação), passam a não ser mais, devido a mecanismos 

homeostáticos que mantem a massa neuronal em volume restrito. O que se 

pode observar, de acordo com a literatura, é um melhor funcionamento das 

redes neuronais com prováveis alterações funcionais protetoras, que formam 

as reservas cognitivas verificadas tanto em humanos quanto em animais.  
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