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RESUMO 

A doença de Alzheimer (DA) é a principal causa de demência no mundo, justificando 

o melhor entendimento de sua fisiopatologia e a busca por novos alvos terapêuticos. 

Nesse sentido, a calcineurina (CN), uma proteína envolvida em uma série de funções, 

como plasticidade sináptica, sobrevivência neuronal e resposta imune, tem 

participação importante na fisiopatologia de DA. Dessa forma, o objetivo do presente 

trabalho foi investigar os efeitos do FK506 (FK), um inibidor da calcineurina, sobre as 

alterações comportamentais, histológicas e bioquímicas observadas em modelos de 

neurotoxicidade induzida por NMDA ou Aβ e em um modelo transgênico para DA, 

além do modelo de cultura organotípica estimuladas com NMDA. Para isso, 

camundongos C57BL/6 machos, de 8-12 semanas, foram tratados com FK506, nas 

doses de 2,5, 5 ou 10 mg/kg ou veículo, 80 minutos antes de receberem injeção 

intrahipocampal de Aβ (400 pmol) ou NMDA (40 nmol), ou ainda solução salina. Para 

avaliação cognitiva, utilizamos o teste de reconhecimento de objeto novo (TRO). Além 

disso, avaliamos a viabilidade neuronal, a microgliose e a ativação de vias de 

sobrevivência celular no hipocampo (HIP) desses animais. Indivíduos que receberam 

NMDA ou Aβ apresentaram comprometimento na TRO, associado à marcação por 

Fluoro-Jade C (FJC) e microgliose no HIP. O FK teve papel protetor sobre o 

comprometimento cognitivo em ambos os modelos e reduziu a marcação por FJC e a 

microgliose no modelo de Aβ. O FK também impediu a redução da expressão de NeuN 

em culturas organotípicas estimuladas com NMDA. Adicionalmente, nós avaliamos os 

efeitos do tratamento crônico com FK no modelo transgênico APP/PS1. Para isso, 

animais machos APP/PS1 ou littermates, de 12 meses, foram tratados com FK (5 

mg/kg) ou veículo por 30 dias. Utilizamos a tarefa exploratória do campo aberto, o 

labirinto em cruz elevado (LCE), o teste de interação (IS) e memória social e TRO para 

avaliação comportamento. Também analisamos a viabilidade neuronal, o conteúdo de 

placas Aβ e a microgliose no HIP, além dos níveis de fatores neurotróficos e citocinas 

no HIP e no córtex pré-frontal. O tratamento crônico com FK foi capaz de reverter a 

alteração comportamental observada no LCE e na IS. Além disso, o FK506 reduziu a 

microgliose no HIP de animais APP/PS1. Em conjunto, estes resultados demonstram 

o potencial protetor do FK sobre a patologia observada em modelos de DA. 

Palavras-chave: Doença de Alzheimer, calcineurina, NMDA, Aβ, APP/PS1, FK506, 

comprometimento cognitivo, micróglia, via de sobrevivência celular. 



 
 

ABSTRACT 

Alzheimer’s disease (AD) is the main cause of dementia worldwide. Thus, a better 

comprehension of its physiopathology and the search for new therapeutic targets are 

necessary. In this sense, the calcineurin (CN), a protein involved in various functions, 

such as synaptic plasticity, neuronal survival and immune response, seems to play an 

important role in the physiopathology of DA. The aim of the present study was to 

investigate the effects of FK506 (FK), a calcineurin inhibitor, on behavioral, histological 

and biochemical changes observed in models of neurotoxicity induced by NMDA or 

Aβ, in the transgenic mouse model for DA and in organotypic hippocampal slice 

cultures stimulated with NMDA. For this, male C57BL/6 mice, aged 8 to 12 weeks, 

were treated with 2.5, 5 or 10 mg/kg of FK or vehicle, 80 minutes before receiving 

intrahippocampal microinjection of Aβ (400 pmol) or NMDA (40 nmol), or even sterile 

saline. For cognitive evaluation, we performed the novel object recognition test 

(NORT). In addition, we evaluated neuronal viability, microgliosis and activation of pro-

survival pathways in the hippocampus (HIP) of these mice. We observed impairment 

in TRO in animals injected with NMDA or Aβ. The behavioral impairment was 

associated with Fluoro-Jade C staining (FJC) and microgliosis in HIP. The treatment 

with FK had a protective effect on cognitive impairment in both NMDA and Aβ model 

and reduced the FJC staining and the microgliosis found in Aβ model. The FK also 

protected against the reduction of NeuN expression induced by NMDA in organotypic 

cultures. Additionally, we evaluated the effects of the chronic treatment with FK in the 

APP/PS1 transgenic model. For this purpose, male APP/PS1 or littermates, aged 12 

months, were treated for 30 days with FK (5 mg/kg) or vehicle. Behavioral analysis 

was performed using open field task (OF), elevated-plus maze (EPM), social 

interaction (SI) and social memory (SM). We also evaluated neuronal viability, Aβ 

plaques load, and microgliosis in the HIP and the levels of neurotrophic factors and 

cytokines in the HIP and in the prefrontal cortex. The chronic treatment with FK 

reversed the behavioral changes in EPM and SI observed in APP/PS1 mice. In 

addition, FK treatment reduced the microgliosis found in the CA1 of hippocampus of 

transgenic animals. Together, these results suggest the potential protective effect of 

FK in the pathology observed in AD. 

Keywords: Alzheimer’s disease, calcineurin, NMDA, Aβ, APP/PS1, FK506, cognitive 

impairment, microglia, cell survival pathways. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

1.1. Doença de Alzheimer: aspectos gerais 

A Doença de Alzheimer (DA) é a principal causa de demência que afeta a 

população mundial, sendo caracterizada como uma doença neurodegenerativa 

(ROMBERG et al., 2012). A DA é um transtorno progressivo e debilitante, que se 

manifesta por deterioração cognitiva, comprometimento das atividades de vida diária 

e uma variedade de alterações comportamentais (GOTTESMAN; STERN, 2019; LI, 

XIAO-LING et al., 2014). O principal sinal precoce da doença é a perda de memória 

recente, que progride para perda de memórias antigas e um estado de incapacidade 

de se mover ou falar (EL HAJ; KESSELS, 2013), associados a uma série de 

transtornos neuropsiquiátricos (BAUMGARTNER; RENNER, 2019; CHI et al., 2014; 

CLARK, CAMILLA N. et al., 2015; RYU, SEUNG HO et al., 2017).  

Estima-se que o número de pessoas com algum tipo de demência no mundo 

em 2016 era de 43,8 milhões (NICHOLS et al., 2019), sendo que os pacientes com 

DA representam entre 60 e 70 % desse número. Também se observou que a 

prevalência de demência teve um aumento de 117 % globalmente entre 1990 e 2016, 

com aumento de 147 % no número de mortes causadas por essas condições para o 

mesmo período. O aumento da prevalência de DA tem relação com o aumento da 

expectativa de vida da população mundial, uma vez que a incidência da forma mais 

comum da doença, conhecida como DA esporádica, é maior em indivíduos com 65 

anos ou mais (NIU, 2017), sendo a idade o principal fator de risco para essa condição 

(CARONE; ASGHARIAN; JEWELL, 2014; SONG; MITNITSKI; ROCKWOOD, 2014). 

Esses dados chamam atenção dos órgãos de saúde e pesquisa tanto pela atenção às 

pessoas, que é complexa, quanto pelos impactos econômicos associados (ARRIGHI 

et al., 2010; LIVINGSTON et al., 2017), uma vez que a estimativa é que até 2050 haja 

131 milhões de pessoas com demência no mundo (ALZHEIMER’S DISEASE 

INTERNATIONAL, 2018). 

As alterações mais graves da DA acontecem no hipocampo (HIP) e nas regiões 

corticais e subcorticais, incluindo amígdala e núcleo basal de Meynert (GÖTZ; 

ITTNER, 2008), sendo que o principal sistema neurotransmissor afetado é o 

colinérgico (TRAN; YAMADA; NABESHIMA, 2002). As consequências são evidentes, 

uma vez que a acetilcolina (ACh) possui importante papel no aprendizado, atenção e 

plasticidade sináptica (TELES-GRILO RUIVO; MELLOR, 2013). 
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Apesar de ser uma condição complexa e com múltiplas condições 

fisiopatológicas associadas, os marcadores clássicos da doença são a deposição de 

placas amiloides extracelulares, formadas pelo peptídeo amiloide beta 1-42 (Aβ1-42), 

e a formação de emaranhados neurofibrilares intraneuronais, formados pela proteína 

tau fosforilada (DETURE; DICKSON, 2019; JIANG, SHANGTONG et al., 2014). 

 
 
1.1.1. A forma esporádica da doença de Alzheimer 

A DA é caracterizada por duas formas, a forma esporádica e a forma familiar. 

A forma esporádica da doença é aquela que tem etiologia multifatorial 

(DORSZEWSKA et al., 2016), apesar da idade de ser o principal fator de risco (NIU, 

2017). Em 90 % dos casos esporádicos, a doença se manifesta de forma tardia, com 

maior prevalência em indivíduos com 65 anos ou mais (RABINOVICI, 2019). Há ainda 

um percentual menor de indivíduos (~ 10 %) que manifesta a DA esporádica de forma 

precoce, ou seja, com menos de 65 anos (RABINOVICI, 2019). A DA esporádica 

também é caracterizada por progressão mais lenta dos sinais e sintomas associados 

à doença (DETURE; DICKSON, 2019; MORRIS et al., 2014). 

Também é sabido que múltiplos fatores estão associados ao aumento de risco 

de desenvolvimento da forma esporádica da DA. Sabemos, por exemplo, que a 

doença é mais prevalente em mulheres do que em homens (NAZARIAN; YASHIN; 

KULMINSKI, 2019; NIU, 2017) e que indivíduos de origem afro-americana apresentam 

maior risco para essa condição do que aqueles de origem hispânica ou europeia 

(BABULAL et al., 2019). O nível educacional também sido mostrado como importante 

fator de risco dessa doença (LEE, JUN YOUNG et al., 2008; NITRINI et al., 2009). 

Outros fatores associados são aqueles relacionados aos hábitos da vida diária, como 

o uso de tabaco, consumo de álcool, dieta e sedentarismo (BERTI et al., 2018; 

CATALDO; PROCHASKA; GLANTZ, 2010; KIVIPELTO et al., 2005; MATTHEWS et 

al., 2014; WHITMER et al., 2005; YAN et al., 2020), além de outras condições 

patológicas como obesidade, diabetes e doenças vasculares (KIVIPELTO et al., 2005; 

LEE, HEE JAE et al., 2018; PENDLEBURY; ROTHWELL, 2009; PROFENNO; 

PORSTEINSSON; FARAONE, 2010). Fatores genéticos também estão associados a 

DA, tal como a presença da variação alélica ε4 da apolipoproteína E (APOE ε4) 

(CORDER et al., 1993; SAUNDERS et al., 1993). Além disso, atualmente há 29 genes 
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sabidamente associados a causas esporádicas de DA e estima-se que esse número 

seja ainda maior (JANSEN et al., 2019; KUNKLE et al., 2019). 

 
 
1.1.2. A forma familiar da doença de Alzheimer 

Há ainda um percentual menor dos casos de DA que é explicado por causa 

genética autossômica dominante, também conhecida como forma familiar 

(BERTRAM; TANZI, 2019; VAN CAUWENBERGHE; VAN BROECKHOVEN; 

SLEEGERS, 2016). A forma familiar está associada a mutações nos genes da 

proteína precursora amiloide (PPA) (GOATE et al., 1991; ST. GEORGE-HYSLOP, 

PETER H. et al., 1987), da presenilina 1 (PS1) (GEORGE-HYSLOP, P. ST et al., 1992; 

SHERRINGTON et al., 1995; VAN BROECKHOVEN et al., 1992) e da presenilina 2 

(PS2) (SHERRINGTON et al., 1996; VAN GIAU et al., 2019). Nesses casos, o 

surgimento dos sinais e sintomas da doença ocorrem precocemente, mais 

frequentemente a partir dos 44 anos de idade (SHEA et al., 2016; VAN 

CAUWENBERGHE; VAN BROECKHOVEN; SLEEGERS, 2016). As formas 

autossômica dominante explicam entre 5 e 10 % dos casos de DA de início precoce 

(LANE; HARDY; SCHOTT, 2018; SHEA et al., 2016). A possível participação das 

proteínas PPA, PS1 e PS2 no desenvolvimento de DA será evidenciada mais a frente 

nesta introdução. 

Parte dos modelos animais transgênicos para a doença disponíveis para a 

realização de estudos experimentais e pré-clínicos mimetizam a forma familiar para 

DA. O modelo duplo transgênico APP/PS1, por exemplo e que é de interesse do 

presente trabalho, foi gerado para expressar a proteína PPA mutante humana e a 

presenilina 1 mutante (JANKOWSKY et al., 2004; LI, HAO; WEI, 2015; LOK et al., 

2013). Ambas as alterações genéticas levam ao aumento da produção de Aβ1-42 e a 

deposição de placas amiloide. O modelo também apresenta comprometimento 

cognitivo e comportamental como fenótipo. Dessa forma, tais modelos são capazes 

de explicar parte das alterações associadas a fisiopatogênese por meio da hipótese 

conhecida como amiloide beta, uma das hipóteses mais bem aceitas para DA. 

 
 

1.2. A hipótese amiloide para a patogênese da doença de Alzheimer 

Uma das hipóteses mais aceitas para DA é a hipótese amiloide, que sugere 

que DA tem sua patogênese baseada na produção e acúmulo exagerados do peptídeo 
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Aβ e que culminam com comprometimento neuronal, sináptico e funcional (HARDY; 

SELKOE, 2002; SELKOE; HARDY, 2016). Aβ são peptídeos produzidos a partir da 

PPA e suas funções normais estão envolvidas com transdução de sinais, alongamento 

axonal, adesão e migração celular, transporte de proteínas e sinaptogênese 

(BROTHERS; GOSZTYLA; ROBINSON, 2018; CHEN, GUO FANG et al., 2017). As 

espécies de amiloide são produzidas a partir da quebra de PPA e segue, basicamente, 

duas vias: a) a clivagem por meio das enzimas α-secretase e γ-secretase gera 

espécies α-amiloide, menor em quantidade de aminoácidos e com menor capacidade 

de agregação; ou b) a quebra por meio das enzimas β-secretase e γ-secretase gera 

espécies β-amiloide, maior em quantidade de aminoácidos e com maior capacidade 

de agregação (GRIMM et al., 2013; JIANG, SHANGTONG et al., 2014; MOKHTAR et 

al., 2013; ROBINSON et al., 2014) (Figura 1). Além do mais, peptídeos Aβ podem ter, 

mais frequentemente, 40 ou 42 resíduos, sendo que o peptídeo 1-40 (Aβ1-40) é o mais 

prevalente e o 1-42 (Aβ1-42) é o mais neurotóxico. A γ-secretase possui como 

componentes catalíticos as PS1 e PS2 e é esse componente que determina o 

comprimento do Aβ (PENKE; BOGÁR; F L, 2017). Por fim, as espécies de Aβ tem alta 

capacidade de agregação, favorecendo a formação de oligômeros neurotóxicos e a 

deposição do peptídeo na forma de placas senis (JIANG, SHANGTONG et al., 2014), 

o que pode desencadear comprometimento sináptico e cognitivo presentes na DA (O’ 

NEILL, 2013).  
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Figura 1: Clivagem da PPA. A clivagem de PPA pode seguir a via não-amiloidogênica ou a 

via amiloidogênica. A via não-amiloidogênica é aquela na qual PPA é clivada pela α-secretase 

e depois por γ-secretase, gerando fragmentos α-amiloides solúveis. Por outro lado, quando a 

PPA é clivada pela β-secretase e depois por γ-secretase, são gerados β-amiloides, que tem 

alta capacidade de agregação nas formas oligoméricas ou de placas senis insolúveis, via 

conhecida como amiloidogênica. Fonte: modificado de (SUN, XIAOJUAN; CHEN; WANG, 

2015). 

O aumento da produção de tal peptídeo pode induzir danos tanto no seu 

formato oligomérico, quanto na forma de fibrilas ou placas amiloide (LIN, WEI et al., 

2013; O’ NEILL, 2013). Em seu formato oligomérico, Aβ pode gerar consequências 

intracelulares mais relacionadas ao acúmulo em lisossomos, causando a perda de 

função desses últimos e alterações metabólicas que levam a morte neuronal 

(FRIEDRICH et al., 2010; KRAFFT; KLEIN, 2010; PATEL, AARTI N.; JHAMANDAS, 

2012). As placas extracelulares insolúveis de Aβ também são tóxicas aos neurônios, 

além de gerarem resposta por micróglias (inflamação) e induzir a fosforilação da 

proteína tau, o que também leva à neurodegeneração (KADOWAKI et al., 2005; 

SELKOE; HARDY, 2016; TAKUMA et al., 2004). 
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Segundo a hipótese amiloide, a produção exagerada de Aβ pode, ainda, levar 

a outros processos associados a doença, como a hiperfosforilação da proteína tau. 

Tau é uma fosfoproteína que, em condições fisiológicas, está localizada nos axônios 

e atua na estabilização dos microtúbulos. Na DA, ocorre a hiperfosforilação da tau, o 

que acarreta a formação de inclusões nos corpos celulares e processos dendríticos, 

aos quais a proteína se agrega e acumula na forma de filamentos helicoidais 

pareados, formando os emaranhados neurofibrilares. Isso contribui para a 

despolimerização dos microtúbulos, rompimento do citoesqueleto axonal e morte 

celular (MOKHTAR et al., 2013). O comprometimento sináptico pode ser observado, 

por exemplo, pela diminuição na concentração de sinaptofisina, uma proteína de 

vesículas pré-sinápticas (QUERFURTH; LAFERLA, 2010). 

 
 

1.3. Excitotoxicidade e doença de Alzheimer 

Um outro aspecto básico envolvido em DA é a excitotoxicidade (ESPOSITO et 

al., 2013; LEWERENZ; MAHER, 2015; LIU, JINPING et al., 2019), uma condição na 

qual há dano neuronal induzido pela exagerada sinalização mediada por glutamato 

(VELASCO et al., 2017). Tal processo patológico é primariamente induzido pela 

entrada de altos níveis de cálcio (Ca2+) na célula, causada pela ativação exacerbada 

de receptores para o neurotransmissor excitatório glutamato, como os receptores do 

tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) (KRITIS et al., 2015; VELASCO et al., 2017; WANG, 

YAN; QIN, 2010) (Figura 2). A quebra da homeostase iônica e o excesso de entrada 

de Ca2+ leva à disfunção mitocondrial (PIVOVAROVA, NATALIA B.; ANDREWS, 

2012), com alteração do potencial de membrana mitocondrial, danos na matriz e na 

cadeia respiratória e consequente redução da fosforilação oxidativa, o que tem como 

consequência a redução da produção de adenosina trifosfato (ATP) e aumento da 

produção de radicais livres, seguido da liberação de fatores apoptóticos (BERNARDI 

et al., 2006; BUDD et al., 2000; RAO, V K; CARLSON; YAN, 2014) (Figura 2). Esse 

processo parece ser irreversível em neurônios (PIVOVAROVA, N. B., 2004), o que 

leva a perda de funções e que, portanto, merece grande atenção.  
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Figura 2: Mecanismos que contribuem para a patogêneses de DA. A. Níveis alterados de 

glutamato podem levar a estimulação exacerbada dos receptores do tipo NMDA, causando 

influxo exagerado de Ca2+ e, consequentemente, disfunção mitocondrial, disfunção no retículo 

endoplasmático e apoptose. B. A neuroinflamação é um dos aspectos envolvidos na DA, 

podendo contribuir para a degeneração neuronal. C. Alterações na atividade da mitocôndria 

podem levar podem ter como consequência o comprometimento da cadeia respiratório, 

estresse oxidativo, redução da produção de ATP e ativação de fatores apoptóticos. D.  

Alterações no processo de produção de proteínas pode levar à produção de proteínas 

malformadas, ao acúmulo na forma de agregados e ativação de vias apoptóticas. Fonte: 

modificado de (WINTER; BICKFORD, 2019). 

Nesse sentido, a superprodução de Aβ pode contribuir para a ativação 

exacerbada de receptores do tipo NMDA e favorecer o processo excitotóxico 

observado em DA (ESPOSITO et al., 2013; FINDLEY et al., 2019; TEXIDÓ et al., 2011; 

TU et al., 2014; WANG, ZHI CONG; ZHAO; LI, 2013). Aβ é capaz de se ligar aos 

receptores do tipo NMDA e induzir aumento da entrada de Ca2+ na célula. A alteração 
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iônica intracelular gerada leva à ativação de vias pró-apoptóticas, à redução da 

produção proteínas sinápticas e à desregulação na sinalização por 

neurotransmissores, que em conjunto contribuem para o dano neuronal e sináptico 

(LIU, JINPING; GAO; WU, 2008; MATTSON et al., 1992; PANZA et al., 2019; ZÁDORI 

et al., 2018).  

Adicionalmente, a super expressão de tau leva ao aumento do processo 

excitotóxico induzido por glutamato (DECKER et al., 2016; MAEDA et al., 2016) e, por 

outro lado, a inibição de tau reduz essas consequências (ITTNER et al., 2010; 

ROBERSON et al., 2007). Somado a isso, a ativação de receptores NMDA 

extrassinápticos leva ao aumento da fosforilação por tau (SUN, XU YING et al., 2016), 

num processo que parece contínuo e prolongado que leva à morte neuronal. Seja pelo 

efeito de Aβ, tau ou outros fatores, a ativação excessiva desses receptores pode levar 

à perda neuronal e contribuir para o desenvolvimento e progressão de DA (WANG, 

RUI; REDDY, 2017a). Por fim, alguns trabalhos já mostraram que os níveis de 

liberação de glutamato está alterado em DA, de modo que a liberação exagerado 

desse neurotransmissor pode levar a superativação dos receptores do tipo NMDA, o 

que também culmina em excitotoxicidade (DANYSZ; PARSONS, 2003; LIU, JINPING; 

GAO; WU, 2008). 

 
 
1.4. Morte celular na doença de Alzheimer 

Todos esses processos podem contribuir para a morte de neurônios e outras 

células do sistema nervoso central (SNC), levando à perda de função. De acordo com 

o Comitê de Morte Celular 2018, há 12 tipos diferentes de morte celular (GALLUZZI 

et al., 2018), sendo que os 3 principais tipos são apoptose, necrose e morte 

autofágica. Esses mecanismos são fundamentais para a manutenção da homeostase 

tecidual, no entanto, a desregulação desses processos é altamente danosa 

contribuem para uma série de patologias, incluindo DA (FRICKER et al., 2018; 

OBULESU; LAKSHMI, 2014; UDDIN et al., 2018). Nesse sentido, já foi mostrada a 

presença de DNA danificado e a ativação das caspases em tecidos de pacientes com 

DA, indicativos de processo apoptótico (MIGHELI et al., 1994; SELZNICK et al., 1999; 

SU et al., 2001). Tem-se sugerido que Aβ poderia levar a ativação de formas de 

caspase, levando a apoptose (EIMER; VASSAR, 2013; GLABE, 2001; HAN et al., 

2017; LUSTBADER et al., 2004; ODDO et al., 2003). Demonstrou-se, também, que a 
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clivagem de tau parece ser dependente da ativação de caspase-9 (ROHN et al., 2002). 

Além disso, um estudo mostrou que a caspase-3 tem um papel importante no 

mecanismo de comprometimento sináptico encontrado em DA, sendo que a inibição 

farmacológica dessa caspase reduziu a patologia em um modelo animal de DA 

(D’AMELIO et al., 2011). 

Ainda nesse sentido, o processo excitotóxico mediado pela interação de Aβ e 

os receptores do tipo NMDA, já mencionada anteriormente nessa introdução, também 

contribui para morte neuronal e de outras células do SNC. Sabe-se que o 

funcionamento adequado dos receptores do tipo NMDA está amplamente associado 

a diversos processos plásticos no cérebro (PAOLETTI; BELLONE; ZHOU, 2013; 

REBOLA; SRIKUMAR; MULLE, 2010). No entanto, sinalização inadequada via NMDA 

tem como consequência disfunção sináptica, além da ativação de vias pró-apoptóticas 

e a inibição de vias pró-sobrevivência, culminando com morte neuronal e perda de 

função (LIU, JINPING; GAO; WU, 2008; LIU, YITAO et al., 2007; ROSELLI et al., 2005; 

ZHOU, QIANG; SHENG, 2013). A ativação de receptores NMDA extrassinápticos, por 

exemplo, leva ativação da via das caspases após estímulo com Aβ, sugerindo um 

processo apoptótico. Além disso, como já mencionado anteriormente, o desbalanço 

iônico intracelular gerado excesso de entrada de Ca2+ induz alterações mitocondriais, 

com consequente redução da fosforilação oxidativa e redução da produção de ATP e 

aumento da produção de radicais livres e de fatores apoptóticos (BERNARDI et al., 

2006; BUDD et al., 2000; RAO, V K; CARLSON; YAN, 2014). 

Há muito se sabe que alterações em mecanismos de autofagia estão presentes 

na DA (RA et al., 2005; RUBINSZTEIN et al., 2005; SON, JIN H et al., 2012). Estudos 

com modelos experimentais também têm mostrado que há deficiência em tais 

mecanismos e que isso pode estar relacionado à fisiopatologia da doença (BELINSON 

et al., 2008; CHO et al., 2015; LEE, JONG KIL et al., 2014; TELEGINA et al., 2019). 

Alterações nesses processos poderiam estar relacionadas à eliminação deficitária de 

formas tóxicas de Aβ e tau, já que a autofagia facilita a eliminação desses peptídeos, 

especialmente Aβ (SON, SUNG MIN et al., 2012; SUN, MIAO; ASGHAR; ZHANG, 

2016). Também é possível haver produção de formas amiloides em autofagossomos 

(HAUNG YU et al., 2005; MIZUSHIMA, 2005) e, portanto, a presença de vesículas 

malformadas ou imaturas poderia ser fonte de produção desses peptídeos. Mais do 

que isso, falhas em mecanismo de autofagia também podem levar a redução da 



26 
 

eliminação de Aβ da célula e ao acúmulo desse peptídeo no meio intracelular 

(NILSSON et al., 2015; NILSSON; SAIDO, 2014). Por fim, mecanismos de autofagia 

também estão relacionados a degradação de tau (CONGDON et al., 2012; HAMANO 

et al., 2008; INOUE et al., 2012) e a deficiência nesse processo também pode 

contribuir para o desenvolvimento e progressão de DA. 

 
 

1.5. Tratamento farmacológico da doença de Alzheimer 

Quanto ao tratamento da DA, de acordo com National Institute on Aging 

(National Institutes of Health - NIH), atualmente a intervenção farmacológica para os 

sintomas comportamentais e alterações das funções diárias é realizado com os 

inibidores reversíveis das colinesterases, tais como donepezila, rivastigmina e 

galantamina, e/ou com memantina, um antagonista não competitivo do receptor de 

glutamato do tipo NMDA. No entanto, em estágios avançados da DA, esses fármacos 

possuem poucos efeitos sobre a memória, a cognição e os comportamentos diários 

(TELL; HILGEROTH, 2013).  

Considerando o comprometimento no sistema colinérgico observado em DA e 

sabendo que a ACh tem participação fundamental em processos de aprendizado, 

memória, atenção e plasticidade sináptica (TELES-GRILO RUIVO; MELLOR, 2013), 

a inibição das colinesterases é uma das primeiras estratégias farmacológicas 

utilizadas. A utilização de anticolinesterásicos tem como resultado o aumento da 

disponibilidade de ACh na fenda sináptica e atua melhorando alguns sintomas 

associados à doença, especialmente aqueles relacionados à memória e atenção 

(COLOVIC et al., 2013; DOU et al., 2018; GEERTS; GROSSBERG, 2006). 

Também é sabido que ocorre um aumento da produção de glutamato em DA, 

levando ao aumento da ativação de receptores para glutamato do tipo NMDA, 

resultando em sinalização disfuncional por glutamato e, em última análise, em 

comprometimento da memória e de outras funções cognitivas (CONWAY, 2020; 

WANG, RUI; REDDY, 2017b). Nesse sentido, a memantina, um antagonista do 

receptor do tipo NMDA, atua reduzindo as consequências causadas pela sinalização 

alterada de glutamato mediada pelo receptor do tipo NMDA (GEERTS; GROSSBERG, 

2006; PARSONS et al., 2013). A memantina pode ser usada em associação com os 

anticolinesterásicos em casos moderados e graves de DA (DOU et al., 2018; 
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FARRIMOND; ROBERTS; MCSHANE, 2012; MATSUNAGA; KISHI; IWATA, 2015; 

TAN, 2014; TSOI et al., 2016). 

Além das drogas supracitadas, podem ser utilizados antidepressivos ou 

antipsicóticos no tratamento de sintomas psiquiátricos comportamentais que, em 

geral, aparecem na fase intermediária da doença (ROBERSON; MUCKE, 2006). 

Apesar disso, nenhuma das drogas usadas atualmente interrompe a progressão da 

doença. Desta forma, existe a necessidade de entender melhor a fisiopatologia do 

Alzheimer e desenvolver tratamentos que possam interromper ou reverter a 

progressão da doença. Nesse sentido, outros alvos farmacológicos estão sendo 

evidenciados nos últimos anos, sendo que os componentes da resposta imune são de 

especial interesse no presente trabalho. 

 
 

1.6. O papel da resposta imune na doença de Alzheimer 

Inflamação e neuroinflamação são consideradas fatores etiológico de 

desordens neurológicas e neurodegenerativas (GILHUS; DEUSCHL, 2019; 

KEMPURAJ, D et al., 2016; KEMPURAJ, DURAISAMY et al., 2017) e são importantes 

fenômenos que ocorrem na DA (WANG, WEN YING et al., 2015; WYSS-CORAY; 

MUCKE, 2002). Em pacientes com DA, já foi demonstrado que há um aumento na 

produção basal de citocinas por células mononucleares periféricas, em comparação 

com indivíduos idosos sem diagnóstico de DA (ROCHA et al., 2012; ZENARO et al., 

2015). Além disso, Shad e colaboradores (2013) observaram que o número de 

monócitos em pacientes com DA está elevado, independentemente de sexo e idade. 

Em pacientes com números normais de monócitos, os níveis de leucócitos são 

elevados, ao contrário dos de linfócitos e basófilos, que estão reduzidos (SHAD et al., 

2013). Essas observações evidenciam que o processo inflamatório, assim como sua 

modulação, são processos fundamentais para a compreensão da doença. 

Já no sistema nervoso central, a resposta imunológica e a inflamação são, 

inicialmente, mediadas por diferentes células da glia, em especial pela micróglia 

(MORIMOTO; NAKAJIMA, 2019; RANSOHOFF; BROWN, 2012). Esse conjunto de 

macrófagos especializados é o componente celular mais importante para a resposta 

imunológica no cérebro e, em condições de agressão ao SNC, migram para as regiões 

lesadas e podem proliferar, liberar mediadores inflamatórios e imunorreguladores, 
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exercer atividade fagocítica e produzir fatores neurotróficos (STREIT et al., 2014; 

STREIT, 2002; WOLF; BODDEKE; KETTENMANN, 2017). Além disso, essas células 

possuem inúmeras outras funções no SNC, como a manutenção da homeostase 

tecidual, da integridade e plasticidade neuronal e plasticidade e sincronização 

sináptica (AKIYOSHI et al., 2018; LEE, EUNBEOL; CHUNG, 2019; WEINHARD et al., 

2018). 

A micróglia pode ter papel protetor, especialmente nas fases iniciais da doença, 

mas com o progressão da doença essa célula parece assumir um estado de ativação 

sustentado e tem parte de suas funções comprometidas, o que parece que contribui 

para o fisiopatologia de DA (EDISON et al., 2008; FROST; JONAS; LI, 2019; 

NOVELLINO et al., 2020). Existem evidências de que a micróglia remove e degrada o 

Aβ, reduzindo assim a sua deposição extracelular (KRABBE et al., 2013). Porém, 

essas células reduzem, no decorrer da doença, a expressão de receptores que se 

ligam ao Aβ, bem como a produção das enzimas que degradam o peptídeo, mas não 

perdem a capacidade de produzir citocinas pró-inflamatórias como interleucina-1 beta 

(IL-1β), fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e interferon gama (IFN-), que, por sua 

vez, além de serem neurotóxicas, também estimulam a formação do Aβ (HICKMAN; 

ALLISON; EL KHOURY, 2008a). Além disso, o próprio Aβ ativa a micróglia e induz a 

produção e liberação de mediadores neurotóxicos (BLOCK; ZECCA; HONG, 2007). 

Também sabemos que há uma importante sinalização em via de mão dupla entre o 

encéfalo e a periferia, de modo que mediadores inflamatórios [ex. TNF-α, IL-1β, 

interleucina 6 (IL-6) e interleucina 10 (IL-10)] produzidos na periferia podem cruzar a 

barreira hematoencefálica (BHE) (AMOR; NICOLA, 2014). Também sabemos que 

macrófagos presentes nas meninges pode atuar na resposta no CNS e que células 

periféricas podem adentrar o SNC e patrulhar o parênquima cerebral em condições 

patológicas ou não patológicas (BROCHARD et al., 2009; ENGELHARDT; 

RANSOHOFF, 2005; GOLDMANN et al., 2016; HICKEY; HSU; KIMURA, 1991; 

PRINZ; PRILLER, 2017; RANSOHOFF; ENGELHARDT, 2012; XU et al., 2010) (Figura 

3). 
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Figura 3: Papel da resposta imune na patogênese de DA. No cérebro, a aglomeração e 

deposição de Aβ podem induzir resposta a resposta imunológica, com ativação microglial e 

produção de uma série de mediadores inflamatórios. Além disso, células e mediadores 

inflamatórios vindos da periferia podem atravessar a BHE e contribuir para o desenvolvimento 

e progressão de DA. Fonte: modificado de (NOVELLINO et al., 2020). 

Entendendo o papel importante da resposta imune e da inflamação em 

processos neurodegenerativos e, mais especificamente, em DA, a questão-chave aqui 

é a seguinte: a modulação da resposta imunológica ou inflamatória poderia atenuar o 

progresso da doença? Nesse sentido, os imunossupressores emergem como uma 

proposta terapêutica interessante. A hipótese por trás da proposta é que a resposta 

inflamatória no SNC, mediada principalmente pela micróglia, pode contribuir para o 

desenvolvimento e progressão de DA, de modo que a imunossupressão poderia 

reduzir tal reação e interromper parte dos processos associados à progressão da 

doença. Exemplos de imunossupressores são os anticorpos, como anti-TNF-α, os 

inibidores da via de mTOR, como a rapamicina e o tensirolimo, e os inibidores da 

calcineurina, tais como a ciclosporina e o tacrolimo, além de outros 

imunossupressores. 

 
 

1.7. O potencial uso de imunossupressores para o tratamento da doença de 

Alzheimer 

Considerando que diferentes células do sistema imune, tais como micróglia e 

células periféricas, poderiam contribuir para o desenvolvimento de DA, torna-se 

importante investigar o efeito da inibição de suas funções ou a modulação de tais 
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células nesta condição. De fato, estudos recentes demonstraram efeitos 

neuroprotetores de imunossupressores em DA. 

O fingolimode, um fármaco que regula negativamente o receptor de 

esfingosina-1-fosfato (S1PR) e que inibe a saída dos linfócitos dos órgãos linfoides, 

originalmente utilizado para tratamento de esclerose múltipla (CHUN; HARTUNG, 

2010; KAPPOS et al., 2010; KREMENCHUTZKY et al., 2014), tem sido testado em 

modelos de DA. O tratamento com fingolimode teve efeito neuroprotetor no modelo 

de injeção de Aβ, com redução do dano cognitivo induzido pelo peptídeo associado 

ao aumento da expressão e liberação do fator neurotrófico derivado do cérebro 

(BDNF) em indivíduos tratados (DOI et al., 2013). Estudos que utilizaram modelos 

transgênicos também mostraram efeitos positivos do fingolimode sobre o 

desempenho cognitivo, com redução dos níveis de Aβ no cérebro de animais tratados 

(ASLE-ROUSTA et al., 2013; FUKUMOTO et al., 2014; HEMMATI et al., 2013; 

TAKASUGI et al., 2013). Além disso, o impacto do tratamento com esse 

imunossupressor sobre o desempenho cognitivo e níveis de Aβ também parecem 

estar associados a menor expressão de ciclo-oxigenase 2 (COX-2) e TNF-α (ASLE-

ROUSTA et al., 2013) e a redução da microgliose e da astrogliose no hipocampo de 

animais transgênicos (AYTAN et al., 2016; JOSHI et al., 2017). 

A rapamicina, um imunossupressor inibidor de mTOR (mammalian target of 

rapamycin) (DUMONT; SU, 1995), também tem sido investigado como possível droga 

protetora na DA em modelos experimentais. A redução da atividade de mTOR tem 

pelo tratamento crônico com rapamicina reduziu a progressão do comprometimento 

cognitivo e o acúmulo de placas Aβ em modelo murino de DA (CACCAMO et al., 2010; 

SPILMAN et al., 2010). Além disso, a mesma tem efeito positivo sobre o 

comprometimento vascular e da BHE (LIN, AI LING et al., 2013, 2017; VAN SKIKE et 

al., 2018) e reverte a degradação da ultraestrutura sináptica (CACCAMO et al., 2014; 

SPILMAN et al., 2010) encontrados nos modelos de DA. O temsirolimus, um análogo 

de rapamicina, levou a redução da fosforilação de proteína tau no cérebro de animais 

transgênicos tratados (FREDERICK et al., 2015; JIANG, TENG et al., 2014; OZCELIK 

et al., 2013), além de proteger contra a neurodegeneração, perda axonal e sináptica 

e gliose reativa no córtex entorrinal induzidas por tau (SIMAN; COCCA; DONG, 2015). 
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A modulação de TNF-α também tem sido uma estratégia para a 

imunossupressão utilizada recentemente em modelos de doenças 

neurodegenerativas. Níveis alterados de TNF-α induzidos pela injeção de Aβ ou 

encontrados em animais transgênicos de DA foram revertidos por moduladores desse 

mediador inflamatório (ALKAM et al., 2008; DETRAIT et al., 2014; GABBITA et al., 

2012; RYU, JAE K.; MCLARNON, 2008; SHI et al., 2011). Além do mais, alguns 

estudos observaram que o tratamento com moduladores de TNF-α reduziu os níveis 

de Aβ solúvel e do número de placas Aβ (HE et al., 2013; SHI et al., 2011; TWEEDIE 

et al., 2012) e a protegeu contra o comprometimento cognitivo e perda sináptica 

induzidos por injeção de Aβ ou observado em animais transgênicos (ALKAM et al., 

2008; DETRAIT et al., 2014; GABBITA et al., 2012; PAOURI et al., 2017; SHI et al., 

2011; TWEEDIE et al., 2012). Com relação aos efeitos sobre os marcadores 

inflamatórios, observou-se atenuação da microgliose e astrogliose no hipocampo e no 

córtex de animais tratados (GABBITA et al., 2012; HE et al., 2013; PAOURI et al., 

2017; RUSSO et al., 2012). Um pequeno estudo clínico demonstrou que o etanercept, 

um agente biológico anti-TNF, também usado para as doenças autoimune 

supracitadas, melhora a cognição de pacientes com DA nas fases moderada a tardia 

(TOBINICK; GROSS, 2008). 

Sabendo do potencial do uso de imunomoduladores para o tratamento de DA, 

uma importante classe de imunossupressores usada na clínica é a dos inibidores de 

calcineurina (ICN), uma proteína que tem papel importante na modulação de uma 

série de processos fisiológicos e patológicos, como resposta imune, desenvolvimento 

e viabilidade celular, controle de influxo de Ca2+, dentre outros (KIPANYULA; 

KIMARO; ETET, 2016). 

 

 

1.7.1. Os inibidores da calcineurina 

A calcineurina (CN) é uma proteína fosfatase serina/treonina dependente de 

Ca2+/calmodulina (CaM) que é expressa em quase todos os tipos celulares, incluindo 

o tecido cerebral (GOTO et al., 1986; REESE; TAGLIALATELA, 2010; RUSNAK; 

MERTZ, 2000). Esta proteína é um heterodímero composto, estruturalmente, pelas 

seguintes subunidades: uma maior, de 60 KDa e de função catalítica, e uma menor, 

de 19 KDa e de função regulatória. A subunidade maior, chamada CNA, possui quatro 
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domínios, um domínio com atividade fosfatase, o qual se liga à subunidade menor, 

chamada CNB; um terceiro que se liga ao Ca2+/CaM; e, por fim, um quarto domínio, 

que tem função autoinibitória e suprime a atividade catalítica de CNA quando os níveis 

de Ca2+ estão reduzidos. A subunidade B contém 4 sítios de ligação para Ca2+ e está, 

geralmente, fisicamente ligada a CNA quando os níveis de Ca2+ estão adequados. 

Existe uma interação alostérica entre CNB, Ca2+/CaM e a subunidade autoinibitória 

que permite que a CN responda de forma rápida a qualquer flutuação nos níveis de 

Ca2+ no microambiente (KLEE; REN; WANG, 1998; STEMMER; KLEE, 1994). 

Dentro da célula, a CN pode ser encontrada tanto no citosol quanto no núcleo, 

e ainda pode ser encontrada em associação com receptores de membrana, canais 

iônicos e bombas, por meio de interações físicas com uma série de proteínas de 

ancoragem (MUSSON; SMIT, 2011; RUSNAK; MERTZ, 2000). Sua atividade pode ser 

ativada por CaM e atua controlando a flutuação de Ca2+ no tecido. Tais funções estão 

relacionadas a um conjunto de respostas, que incluem a resposta imune, formação e 

modelação dos músculos, além de ter importante participação na formação e 

integridade sináptica, na plasticidade neuronal e na morte celular (ALZUHERRI; 

CHANG, 2003; ASAI et al., 1999; BITO; DEISSEROTH; TSIEN, 1996; CAVALLUCCI; 

BERRETTA, 2013; CLIPSTONE; CRABTREE, 1992; MANSUY, 2012).  

Nesse conjunto de funções, sua atuação sobre a resposta imune, através da 

sua ativação em potencial do fator nuclear de células T ativadas (NFAT) (LUO, C et 

al., 1996; MACIAN, 2005), merece grande atenção (Figura 4). Há muito se sabe que 

NFAT é um fator de transcrição amplamente envolvido na transcrição de vários genes 

de citocinas como por exemplo a interleucina 1 (IL-2), interleucina 4 (IL-4), IFN, TNF-

α (GUO et al., 2008; MACIAN, 2005; RAO, A; LUO; HOGAN, 1997; SHAW et al., 

1995). Quando a CN é ativada por meio de sinais dependentes de Ca2+, esta 

desfosforila o NFAT citosólico, levando a translocação deste para o núcleo, onde atua 

de forma cooperativa com outros fatores, como a proteína ativadora 1 (AP-1), o fator 

nuclear kappa B (NF-B) e o fator estimulador de miócitos 2 (MEF-2) (ALZUHERRI; 

CHANG, 2003; DE LA FUENTE et al., 2014; KARIN; TIAN, 1999; NINOMIYA-TSUJI 

et al., 1999). 
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Figura 4: Via ativação da calcineurina e estratégica farmacológica de inibição de sua atividade. 

A calcineurina (CN) é uma proteína dependente de cálcio (Ca2+), de modo que, com aumento 

intracelular de Ca2+, essa proteína é ativada e pode atuar na desfosforilação de NFAT. A 

desfosforilação de NFAT induz sua migração para o núcleo da célula, onde atua na transcrição 

de citocinas. O FK506 atua inibindo a calcineurina e, consequentemente, NFAT. Devido ao 

seu mecanismo de ação, esse fármaco é considerado um imunossupressor. Fonte: 

modificado de (BENNETT et al., 2016). 

Dentre as drogas ICN, as principais são ciclosporina A (CsA) e o tacrolimo 

(FK506), que apesar de diferentes em estrutura, possuem mecanismos celulares de 

ação semelhantes e são amplamente utilizados na clínica (EL-BATAWY et al., 2009; 

TAYLOR; WATSON; BRADLEY, 2005).  

A CsA é uma droga amplamente utilizada em transplantes para evitar a rejeição 

de órgãos, tanto de órgãos sólidos quanto de medula óssea. A CsA interage com a 

imunofilina chamada ciclofilina A (CyPA) e então o complexo CsA-CyPA inibe a 

atividade fosfatase da CN (KE; HUAI, 2003). Esse complexo inibe a translocação de 

NFAT para o núcleo, com consequente inibição da produção de citocinas e ativação 
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de linfócitos T. Assim, esta droga induz um efeito imunossupressor. A CsA também 

atua em outros tipos celulares, como as células B, inibindo sua proliferação e 

induzindo apoptose. A CsA atualmente é usada na clínica para o tratamento da artrite 

reumatoide e psoríase e para a prevenção da rejeição após transplantes (COLOMBO; 

AMMIRATI, 2011). Por outro lado, o FK506 é um fármaco imunossupressor também 

muito utilizado em pacientes transplantados. Seus efeitos no sistema imune são bem 

caracterizados e estão relacionados à sua ligação à proteína imunofilina FKBP12, 

formando o complexo FK506-FKBP12. Seu mecanismo de ação é semelhante ao de 

CsA. De fato, o complexo FK506-FKBP12 inibe a ação da CN, inibindo assim a 

ativação de linfócitos T (LIU, J et al., 1991) (Figura 4). 

 
 
1.8. O potencial uso terapêutico dos inibidores da calcineurina na doença de 

Alzheimer 

A disfunção da CN em processos patológicos no cérebro é uma das maiores 

causas de doenças associadas a sinalização mediada por Ca2+, tendo como 

consequências desordens cognitivas e, possivelmente, DA (MOHMMAD ABDUL et 

al., 2011; TAGLIALATELA, 2011; WOODS; PADMANABHAN, 2012). Alguns trabalhos 

demonstram que a CN pode estar envolvida nas alterações patológicas observadas 

na DA. Sabe-se que certas espécies de A são capazes de superativar a CN, 

desregulando a transcrição de genes e a atividade de canais iônicos, o que pode 

reduzir a integridade sináptica e induzir morte celular (CHEN, QI-SHENG et al., 2002; 

DINELEY et al., 2010; REESE et al., 2008; REESE; TAGLIALATELA, 2010). Além 

disso, oligômeros de Aβ podem estimular NFAT em astrócitos, o que diminui a 

captação de glutamato e aumenta a degeneração neuronal (ABDUL et al., 2009b). Por 

outro lado, apesar de não ser bem estabelecido, existem evidências de que a CN pode 

contribuir para a desfosforilação da proteína tau (RAHMAN; GRUNDKE-IQBAL; 

IQBAL, 2006; WANG, JIAN-ZHI; GRUNDKE-IQBAL; IQBAL, 2007) (Figura 5).  
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Figura 5: A alteração da atividade da calcineurina está associada a DA. Eventos associados 

ao envelhecimento ou a doenças neurodegenerativas são capazes de alterar a atividade da 

calcineurina (CN), o que tem impacto sobre a função de micróglias, astrócitos e neurônios. 

Fonte: Modificado de (REESE; TAGLIALATELA, 2010). 

Diferentes estudos também têm mostrado o aumento da atividade de CN e da 

produção dessa proteína em modelos transgênicos para DA e em modelos de injeção 

intracerebral de Aβ (DINELEY et al., 2007; HONG et al., 2010; ROJANATHAMMANEE 

et al., 2015; TAGLIALATELA et al., 2010), corroborando com os dados encontrados 

em humanos e evidenciando os modelos animais como adequados para avaliar o 

possível papel dessa proteína em DA. Os dados obtidos a partir de pacientes e 

aqueles encontrados em modelos animais para DA sugerem que a CN é uma 

molécula-chave para o desenvolvimento de DA ou, pelo menos, para a progressão da 

mesma, indicando que a compreensão do papel dessa proteína na fisiopatologia da 

doença pode ser peça importante para a busca de um novo tratamento. 

Sabendo-se que os níveis de CN no cérebro de pacientes com DA é aumentado 

(ABDUL et al., 2009a; REESE et al., 2011; REESE; TAGLIALATELA, 2011) e 
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considerando que essa fosfatase pode ter participação na progressão de tal doença, 

é razoável sugerir que o seu bloqueio possa reduzir os sinais da DA. Ademais, 

considerando que a inibição da atividade da CN é a estratégia terapêutica mais 

eficiente para suprimir a ativação de células T CD4+ e CD8+ e que essa fosfatase 

também atua de forma importante nas células de função imune no SNC (FURMAN; 

NORRIS, 2014), os ICN emergem como potenciais fármacos terapêuticos para DA. 

Especialmente o FK506 tem mostrado resultados interessantes em modelos 

animais e ensaios em coorte. A primeira evidência que relacionou a calcineurina a DA 

foram apresentados por Dineley e colaboradores (2007). Os autores notaram um 

aumento da atividade de CN no hipocampo, córtex e cerebelo de animais transgênicos 

Tg2576 de 5 meses de idade, associado déficit de memória avaliado pelo paradigma 

do medo condicionado (DINELEY et al., 2007). Resultados similares foram reportados 

em um modelo de injeção intracerebroventricular (ICV) de oligômeros Aβ (DINELEY 

et al., 2010). O tratamento agudo com FK506 (10 mg/kg) foi capaz de reverter o 

aumento da atividade de CN e déficit cognitivo encontrados tanto no modelo 

transgênico quanto no modelo de injeção de Aβ. Além disso, o tratamento agudo com 

FK506 também foi capaz de reverter o comprometimento da memória de médio e 

longo prazo avaliada pela tarefa de reconhecimento de objetos em animais Tg2576 

(TAGLIALATELA et al., 2010). 

Estudos envolvendo tratamento crônico são ainda mais raros. Um estudo 

utilizando indivíduos APP/PS1 de 8 meses de idade, conduziu um tratamento de 2 

meses com FK506 e observaram a redução do acúmulo de placas Aβ no córtex e no 

hipocampo (HONG et al., 2010). Os efeitos estavam associados ao aumento dos 

níveis proteína metalloproteinase-9 (MMP-9) colocalizada com astrócitos GFAP-

positivos, além da restauração dos níveis das proteínas sinápticas sinaptofisina e 

proteína de densidade pós-sináptica 95 (PSD-95) no cérebro de animais tratados com 

5 mg/kg. A redução no acúmulo de placas de Aβ também foi notada por 

Rojanathammane e colaboradores (2015) em um trabalho no qual indivíduos 

transgênicos APP/PS1 foram tratados por 28 dias com FK506 (1 mg/kg). Os autores 

perceberam que o tratamento atenuou o microgliose encontrada no hipocampo de 

animais transgênicos, apesar de não ter revertido os danos cognitivos 

(ROJANATHAMMANEE et al., 2015). Por fim, o tratamento por 1 semana com a dose 

10 mg/kg de FK506 foi capaz de reverter a redução da densidade de espinhos em 
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neurônios que estavam próximos a placas de Aβ em animais APP/PS1 (ROZKALNE; 

HYMAN; SPIRES-JONES, 2011), reforçando o papel positivo dos ICN em modelos de 

DA. 

Em único trabalho forneceu informações acerca dos impactos dos ICN em 

humanos. O estudo retrospectivo notou menor incidência de DA em que indivíduos 

submetidos a diversos tipos de transplante e que recebiam tratamento com FK506 

para evitar rejeição de órgão (TAGLIALATELA; RASTELLINI; CICALESE, 2015). 

Apesar do dado interessante, mais estudos são necessários para avaliar os efeitos 

dos inibidores da calcineurina em pacientes. 

Os resultados obtidos até o momento por diferentes grupos mostram um 

promissor uso dos ICN em DA, no entanto, diferentes questões complexas ainda não 

estão elucidadas. A ativação ou supressão de vias de sobrevivência e morte celular 

associadas às diferentes condições fisiopatológicas da doença, como por exemplo a 

excitotoxicidade, ainda são pouco elucidadas, assim como a participação de CN 

nesses processos. Além do mais, o efeito da droga sobre a resposta imune crônica 

associada à DA foi pouco investigado. Porém, como descrito anteriormente, a DA é 

uma doença crônica e que apresenta uma patogênese complexa e lenta, de modo que 

um possível tratamento com essas drogas deveria ocorrer de forma prolongada.  De 

forma complementar, deve-se enfatizar que, no caso do trabalho de Taglialatela e 

colaboradores (2015), foi avaliada a incidência de DA em pacientes tratados com o 

FK506 que foram submetidos a transplantes de órgãos (TAGLIALATELA; 

RASTELLINI; CICALESE, 2015). Desta forma, não se sabe se a administração deste 

ICN poderia reverter ou interromper a progressão da doença em pacientes já 

diagnosticados. Este trabalho também utilizou pacientes submetidos a transplantes, 

sendo que isto poderia interferir nos resultados, uma vez que este é um fator que não 

é comum a todos os pacientes que apresentam DA.  

Portanto, são necessários estudos que investiguem tanto o efeito da inibição 

prolongada de CN sobre as alterações patológicas observadas na DA, tais como 

perda de memória, morte neuronal, redução da integridade sináptica e inflamação, 

assim como os mecanismos básicos pelos quais a CN atua na fisiopatologia dessa 

doença que atinge tantas pessoas ao redor do mundo. 

Nesse sentido, a hipótese do presente trabalho é que o inibidor da calcineurina 

FK506 tem efeito protetor contra os danos cognitivos e histológicos causados pelos 
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eventos neurotóxicos que ocorrem durante o desenvolvimento e progressão de DA 

em modelos experimentais. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo geral 

Avaliar os efeitos de um inibidor da calcineurina em modelos experimentais da 

doença de Alzheimer. 

2.2. Objetivos específicos 

a. Avaliar os efeitos de um inibidor da calcineurina sobre o comprometimento 

cognitivo, a perda neuronal, a ativação microglial e as alterações de vias de 

sobrevivências celular induzidos por injeção intrahipocampal de NMDA ou de 

Aβ1-42; 

b. Avaliar os efeitos de um inibidor da calcineurina e da depleção da micróglia em 

cultura organotípica de fatias de hipocampo submetidas ao estímulo por NMDA; 

c. Avaliar os efeitos do tratamento crônico com um inibidor da calcineurina sobre 

o comprometimento cognitivo, a perda neuronal, a ativação microglial e sobre 

o perfil de produção de fatores neurotróficos e mediadores inflamatórias em 

animais transgênicos para doença de Alzheimer. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
 

3.1. Modelos in vivo 
 

3.1.1 Animais 

No presente trabalho, foram utilizados três protocolos de experimentação in 

vivo. Para os experimentos descritos nos itens 3.1.3 e 3.1.4, utilizamos animais 

C57Bl/6, machos, de 8-12 semanas de idade, obtidos a partir do Biotério Central da 

UFMG. Para a realização de experimentos envolvendo animais transgênicos para 

doença de Alzheimer, descritos no item 3.1.5, utilizamos animais duplo-transgênicos 

APP/PS1 (B6C3-Tg(APPswe,PSEN1dE9)85Dbo/Mmjax) que expressa a PPA 

quimérica de camundongo/humano e a PS1 humana mutante. Os animais foram 

obtidos a partir do The Jackson Laboratory e reproduzidos e mantidos no biotério do 

Departamento de Farmacologia da UFMG. Os indivíduos transgênicos (TG) ou 

littermates wild-type (WT) de background C57BL/6 foram obtidos a partir do 

acasalamento entre machos TG heterozigotos e fêmeas WT obtidas do biotério central 

da UFMG, de modo que a proporção de indivíduos TG esperada na cria a cada 

cruzamento era de 50 %. Todos os animais tinham água e ração ad libitum e foram 

submetidos ao ciclo claro-escuro de 12h. Os procedimentos experimentais aqui 

realizados estão de acordo com as orientações para o uso de animais de 

experimentação e foram aprovadas pelo comitê de ética da Universidade Federal de 

Minas Gerais sob os protocolos 200/2017 e 248/2019 (Anexos A e B). 

 
 

3.1.2 Reagentes 

Neste trabalho, utilizou-se o ácido N-metil-D-aspártico (NMDA) (Sigma, EUA) e 

o peptídeo Aβ1-42 (Human, Invitrogen, EUA). Para ativação desse peptídeo, utilizou-

se o protocolo sugerido pelo fabricante, no qual são gerados oligômeros, fibrilas e 

placas de Aβ1-42 na solução final. O inibidor da calcineurina utilizado foi o FK506 

(Tacrolimus; LC laboratory, EUA), que foi diluído em solução de DMSO 1 %, tween 80 

5 %, em solução salina estéril. O veículo também foi utilizado como controle nos 

protocolos que serão descritos nos próximos itens. 

As doses de FK506 escolhidas para os protocolos experimentais apresentados 

aqui são baseadas em outros trabalhos relacionados tanto a modelos de DA 

(DINELEY et al., 2007, 2010; HONG et al., 2010; TAGLIALATELA et al., 2010), quanto 
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a outros modelos de neurodegeneração (BUTCHER et al., 1997; DITZLER et al., 

2003; FIELDS et al., 2016). Também é importante mencionar que FK506 é 

sabidamente capaz de atravessar a BHE e o tempo de pré-tratamento para o modelo 

agudo foi escolhido com base no tempo em que a droga atinge sua concentração 

máxima no cérebro de camundongos (CHRISTIANS et al., 2002; IWASAKI et al., 

1998; MURAKAMI et al., 2004; YOKOGAWA et al., 1999). 

 
 

3.1.3 Cirurgia estereotáxica 

Para viabilizar a microinjeção intrahipocampal de NMDA ou Aβ1-42, animais 

C57Bl/6, machos, de 8-12 semanas de idade, foram submetidos a cirurgia 

estereotáxica para implantação de cânula. Para isso, os indivíduos foram 

anestesiados com solução de cetamina (80 m/kg) e xilazina (8 mg/kg) por via 

intraperitoneal (i.p.), submetidos a tricotomia e, em seguida, tiveram seus crânios 

fixados ao aparelho estereotáxico (Insight®). Uma cânula de 7 mm de comprimento foi 

inserida na camada molecular giro denteado do hipocampo utilizando-se as seguintes 

coordenadas: AP: - 1,9 mm; LL: -1.5 mm; DV: +1,8 mm. As coordenadas foram obtidas 

a partir do atlas do cérebro do camundongo (FRANKLIN; PAXINOS, 2008) e uma 

representação do local de injeção pode ser encontrada na figura 6A. Após a cirurgia, 

os animais foram mantidos no laboratório até a completa recuperação e, depois, 

levados ao biotério, onde permaneceram até a realização dos protocolos 

experimentais. Os experimentos foram realizados 7 dias após a cirurgia, para 

completa recuperação dos animais. 

 
 

3.1.4 Modelo de neurotoxicidade induzida por microinjeção intrahipocampal 

de NMDA ou de Aβ1-42 

No terceiro dia da tarefa de reconhecimento de objeto novo (TRO) (item 3.1.6), 

imediatamente após a realização da terceira etapa, os animais foram submetidos a 

injeção i.p. de FK506 nas doses 2,5, 5 ou 10 mg/kg ou veículo. Oitenta minutos depois 

da injeção, os indivíduos foram submetidos à microinjeção intrahipocampal de NMDA 

(40 nmol) ou solução salina estéril (salina) (Figura 6B). Para a microinjeção através 

da cânula, introduziu-se uma agulha de 8 mm de comprimento, acoplada a uma 

seringa Hamilton® de 10 µl por meio de um fio de polietileno. O volume de 0,5 µl de 

composto foi injetado com auxílio de uma bomba de infusão (Insight®), a uma 
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velocidade de infusão de 0,5 µl por minuto. Ao fim da infusão, esperou-se por 1 minuto 

adicional antes da retirada da agulha, com objetivo de evitar refluxo do composto 

através da cânula.  

Para a microinjeção intrahipocampal de Aβ1-42 (400 pmol) ou salina, após o pré-

tratamento com FK506, utilizamos o mesmo protocolo descrito no parágrafo anterior 

(Figura 6C). 

No modelo de microinjeção de NMDA, após a infusão, os indivíduos foram 

colocados individualmente em uma caixa de acrílico para avaliação das crises tônico-

clônicas. A avaliação foi feita por 60 minutos e filmada com auxílio de uma câmera de 

vídeo. Contabilizou-se o número de indivíduos que apresentaram crise, o número de 

crises por indivíduo e frequência de mortes após injeção de NMDA. Após 60 minutos, 

os animais foram devolvidos à sua caixa de origem. Uma vez que a microinjeção de 

Aβ1-42 não induz crises tônico-clônicas, os indivíduos foram devolvidos à sua caixa 

imediatamente após as injeções. 

Finalmente, 24 h após a injeção intrahipocampal do composto, os indivíduos 

foram submetidos à última etapa da TRO para avaliação cognitiva. Imediatamente 

após a última etapa de TRO, os indivíduos foram anestesiados com solução de 

xilazina (8 m/kg) e cetamina (80 mg/kg) e perfundidos por via transcardíaca com 

tampão fosfato salina 10 mM (PBS). Após craniotomia, parte dos encéfalos foi fixada 

em paraformaldeído 4 % (PFA 4 %) para posterior realização de imuno-histoquímica 

para IBA-1 e NeuN, além da coloração por Fluoro-Jade C. Outra parte dos animais 

tiveram o hipocampo dissecado a frescos e armazenado em freezer -70 ºC para 

posterior análise bioquímica. 
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Figura 6: Modelos de microinjeção intrahipocampal de NMDA ou Aβ1-42. A – NMDA, Aβ1-42 ou 

salina foram injetados na camada molecular do giro denteado, local está indicado pelo círculo 

vermelho; B – linha do tempo do modelo de microinjeção intrahipocampal de NMDA; C - linha 

do tempo do modelo de microinjeção intrahipocampal de Aβ1-42. 
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3.1.5 Modelo transgênico APP/PS1: tratamento crônico com FK506 

Animais duplo-transgênicos APP/PS1 [B6C3-Tg(APPswe,PSEN1dE9) 

85Dbo/Mmjax] (TG) ou wild-type littermates (WT), machos, de 12 meses de idade, 

foram submetidos ao tratamento com FK506 (5 mg/kg) ou veículo, por via subcutânea, 

uma vez ao dia, por 30 dias, de modo que, ao final do experimento, os animais 

possuíam 13 meses de idade. Todos os indivíduos foram submetidos à avaliação 

comportamental por meio do labirinto em cruz elevado (LCE), da tarefa exploratória d 

campo aberto (CA), TRO e o teste de interação e memória social (IMS). Os protocolos 

utilizados podem ser encontrados no item 3.1.6. Ao 24º dia de injeção, os indivíduos 

foram submetidos ao LCE, seguido do CA ao 25º dia, ao TRO entre os dias 26 e 29 

e, finalmente, ao teste IMS ao 30º dia de injeção (Figura 7). Todos os indivíduos foram 

eutanasiados imediatamente após o último dia de avaliação comportamento. 

A eutanásia foi feita por meio de perfusão transcardíaca com solução PBS de 

indivíduos submetidos a anestesia por solução de xilazina (8 m/kg) e cetamina (80 

mg/kg). Após a craniotomia e dissecação, o hemisfério esquerdo foi armazenado em 

solução de PFA 4 % para fixação do tecido e hipocampo e córtex pré-frontal do 

hemisfério direito foram coletado a fresco e armazenados em freezer -70 ºC para 

posterior análise bioquímica.  

 

Figura 7: Linha do tempo experimental do tratamento crônico com FK506 em animais 

transgênicos APP/PS1. O tratamento foi iniciado quando os indivíduos possuíam 12 meses 

de idade. Indivíduos TG ou WT receberam FK506 5 mg/kg por 30 dias e as avaliações 

comportamentais foram feitas entre os dias 24 e 30 de injeção. 
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3.1.6 Tarefa de reconhecimento de objeto novo 

A TRO foi realizada em um aparato de fundo branco quadrado (30 x 30 x 20 cm) 

e é constituída por quatro etapas, separadas entre si por um tempo de 24 h. Na 

primeira etapa, os animais são expostos ao aparato vazio e podem explorar livremente 

o mesmo por 5 minutos. Na segunda etapa, os animais são expostos ao aparato 

contendo dois objetos idênticos por 10 min. Os objetos foram dispostos na transversal 

e afastados da parede em 5 cm e os indivíduos puderem explorar livremente. Na 

terceira etapa, repetiu-se a exposição aos objetos idênticos, mas por um período de 5 

minutos. Por fim, na quarta etapa um dos objetos é substituído por um objeto novo e 

os indivíduos puderam explorar livremente os objetos e o aparato por 5 minutos. Em 

todos os dias de experimento, os animais foram submetidos ao teste comportamental 

30 min após a injeção de FK506 ou veículo. O teste foi filmado por uma câmera de 

vídeo acoplada a um computador e os vídeos foram analisados posteriormente. Para 

avaliação, utilizou-se o tempo de exploração do objeto antigo e o tempo de exploração 

do objeto novo obtidos na quarta etapa. Os resultados foram mostrados na forma de 

índice de reconhecimento de objeto novo (IRO), obtido a partir da seguinte fórmula: 

IRO = Tempo objeto novo / (tempo objeto novo + tempo objeto antigo) 

A TRO é mais amplamente utilizada para avaliação da memória declarativa 

episódica (ANTUNES; BIALA, 2012; LUEPTOW, 2017) e a protocolo de avaliação 

24 h após a fase de aquisição foi feita para avaliar a memória de longa duração. 

 
 

3.1.7 Labirinto em cruz elevado 

O labirinto em cruz elevado (LCE) é constituído por dois braços abertos e dois 

fechados (30 x 5 cm) colocados em posições opostas, e uma plataforma central (5 x 

5 cm) (KOMADA; TAKAO; MIYAKAWA, 2008). Os braços fechados possuem paredes 

de 15 cm de altura, enquanto nos braços abertos não há paredes. Os braços e a 

plataforma central são feitos de acrílico de cor branca e elevados a 30 cm do chão. 

Trinta minutos após a injeção de FK506 ou veículo, os animais foram colocados na 

plataforma central do LCE, soltos com a face virada para um dos braços abertos, 

permitindo-se a exploração do ambiente por um período de 5 min. Após cada animal 

o LCE foi limpo com uma solução de etanol a 70 %. Os testes foram gravados por 

meio de uma câmera acoplada a um computador e os vídeos foram analisados com 

auxílio do programa Any-Maze (Stöelting©). Os seguintes parâmetros analisados 
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foram: tempo de permanência total nos braços abertos e tempo de permanência total 

nos braços fechados. 

O LCE foi inicialmente desenhado e é amplamente usado para avaliação do 

comportamento do tipo ansioso em roedores (KOMADA; TAKAO; MIYAKAWA, 2008; 

LISTER, 1987; WALF, ALICIA A.; FRYE, 2007). O paradigma está baseado no 

comportamento do tipo aproximação-esquiva observado nessas espécies animais. 

Nesse sentido, o maior tempo de permanência dos animais nos braços fechados do 

LCE indicam um efeito do tipo ansiogênico, enquanto maior tempo de exploração dos 

braços abertos e redução de permanência nos braços fechados indicam efeito do tipo 

ansiolítico. 

 
 
3.1.8 Campo aberto 

O aparato do campo aberto (CA) é composto por uma caixa de acrílico cilíndrica 

transparente (30 cm de diâmetro) de fundo branco. Esse paradigma é utilizado na 

literatura como uma forma de avaliar a atividade locomotora ou a tarefa exploratória 

em roedores (SEIBENHENER; WOOTEN, 2015; STANFORD, 2007). Trinta minutos 

após a injeção de FK506 ou veículo, os animais foram colocados no centro do aparato 

e deixados no campo aberto por 10 min. Acima do aparato, foi colocada uma câmera 

de vídeo conectada a um computador e todos os testes foram gravados em vídeo e 

posteriormente analisados com auxílio do programa Any-Maze (Stöelting©). O 

parâmetro analisado foi a distância percorrida. Após cada teste, o aparato foi limpo 

com álcool 70 % para remover pistas olfatórias. 

 
 
3.1.9 Interação e memória social 

O teste de interação e memória social (IMS) é constituído de 3 etapas 

realizadas em sequência. Trinta minutos após a injeção de FK506 ou veículo, os 

animais foram colocados na câmara central de um aparato que contém 3 câmaras 

(dimensão total de 60 x 40 x 23 cm), separadas entre si por uma parede e que 

poderiam ser interligadas por meio de uma porta com controle de passagem. 

Inicialmente, os animais permaneceram por 5 min na câmara central para 

ambientação. Em seguida, um indivíduo juvenil (~30 dias de idade) foi colocado em 

um cilindro dentro de um dos compartimentos da extremidade do aparato. De forma 

complementar, um cilindro vazio foi colocado na câmara da outra extremidade. As 
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passagens que ligam as câmaras foram abertas e os animais puderam explorar 

livremente os 3 compartimentos por 10 min. Essa é a etapa de avaliação da interação 

social (IS), na qual é avaliada o percentual de tempo que o animal permanece 

explorando o comportamento no qual se encontra o juvenil. 

Ao final dessa etapa, os indivíduos foram reinseridos na câmara central e as 

passagens foram fechadas. Então, ao cilindro vazio adicionou-se um segundo juvenil, 

de ninhada diferente do primeiro. As passagens foram novamente abertas e o animal 

experimental pode explorar livremente as 3 câmaras do aparato por 10 min. Essa é a 

etapa de avaliação da memória social (MS), na qual os na qual é avaliada o percentual 

de tempo que o animal permanece explorando o comportamento no qual se encontra 

o juvenil recém colocado. 

Todo o teste foi filmado com auxílio de uma câmera de vídeo acoplada a um 

computador e os vídeos foram avaliados com auxílio do programa Any-Maze 

(Stöelting©). Para avaliação do percentual de interação social, utilizou-se a seguinte 

fórmula: IS = [tempo exploração juvenil / (tempo de exploração juvenil + tempo de 

exploração vazio] x 100]. Para avaliação do percentual de memória social, utilizou-se 

a seguinte fórmula: MS = [tempo exploração juvenil novo / (tempo de exploração 

juvenil novo + tempo de exploração juvenil antigo] x 100]. 

 
 
3.1.10 Perfusão e microtomia 

Após a realização dos protocolos experimentais descritos nos itens 3.1.4 e 

3.1.5, parte dos animais foi anestesiada com solução de cetamina (80 mg/kg) e 

xilazina (8 mg/kg) por via i.p. e perfundidos por via transcardíaca com PBS e PFA 4% 

e os encéfalos foram armazenados PFA 2 % até a realização da microtomia. 

Posteriormente, os cérebros foram seccionados em vibrátomo (Leica, USA) em plano 

coronal na espessura de 50 µm. As secções do cérebro de cada animal foram 

divididas em cinco amostras igualmente representativas de todo o eixo anteroposterior 

do cérebro para posterior processamento histológico. 

Cada umas das amostras igualmente coletadas foram submetidas a uma das 

técnicas histológicas utilizadas no presente estudo, de modo que para cada técnica, 

regiões semelhantes foram avaliadas. 

 



48 
 

3.1.11 Coloração por Fluoro-Jade C 

Com objetivo de avaliar os efeitos do FK506 sobre o processo 

neurodegenerativo induzido pela microinjeção de NMDA ou de Aβ1-42, fatias de 50 µM 

obtidas a partir de animais submetidos à microinjeção de NMDA ou de Aβ1-42 foram 

submetidas à técnica de coloração por Fluoro-Jade C (FJC) (SCHMUED et al., 2005). 

Para isso, foram utilizadas 3 fatias de cada animal, variando entre o bregma – 1,82 e 

2,30 mm. Inicialmente cortes foram submetidos a uma bateria de hidratação em álcool 

80 % em solução básica, seguido de álcool 70 %. Em seguida os cortes foram 

submersos em solução de permanganato de potássio, seguido de solução de FJC 

(0,0001 %) (Merk Millipore, EUA). Para avaliação da marcação, foram feitas 

fotomicrografias das regiões CA1 e giro denteado (GD) do hipocampo na objetiva de 

20x, as imagens foram avaliadas com auxílio do programa ImageJ (NIH) e os dados 

foram expressos na forma de área marcada. 

 
 

3.1.12 Imuno-histoquímica 

Com objetivo de avaliar os efeitos do FK506 sobre o perfil microglial e a 

integridade neuronal no hipocampo de animais submetidos à microinjeção de NMDA 

ou de Aβ1-42, ou ainda o conteúdo de Aβ1-42 no hipocampo de animais APP/PS1, fatias 

de 50 µM foram submetidas à imuno-histoquímica para Iba-1 (micróglia), NeuN 

(corpos de neurônios) e Aβ1-42. Para isso, foram utilizadas amostras inteiras, contendo 

fatias de todo o eixo anteroposterior do cérebro.  Inicialmente, os cortes foram 

incubados em tampão citrato por 1h (pH 6.0, 70° C) para recuperação antigênica, 

seguido de incubação em solução de H202 1 % por 15 min, para inativação da 

peroxidase endógena, soro de bloqueio (BSA 4 %, Triton 0,5 %, em TBS) por 1 h e 

em anticorpo anti-Iba-1 (Wako, 1:500), anti-NeuN (1:800) ou anti-Aβ1-42 (Cell 

Signaling, 1:1600) por 48 h. Em seguida, as fatias foram incubadas em anticorpo 

secundário anti-rabbit (1:500) overnight, seguido de solução avidina-biotina-

peroxidase (ABC) (Vector) e, por fim, a imunohistoquímica foi revelada utilizado 

solução de diaminobenzidino (DAB). 

 
 

3.1.13 Aquisição, análise e processamento das imagens 

Para obtenção de fotomicrografias de fatias imunomarcadas por NeuN, Iba-1 

ou Aβ1-42 ou coradas por FJC, utilizamos câmera digital (Microfire, Optronics, CA, 
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USA) acoplada a microscópio Zeiss Imager A.2. As fotomicrografias foram feitas 

utilizando-se a objetiva de 20x para imagens de FJC, de 10x para imagens de 

imunomarcação de NeuN e Iba-1 e de 5x para imagens de imunomarcação de Aβ1-42. 

Todas as imagens foram analisadas com auxílio do programa ImageJ (NIH) por meio 

do método de análise de partículas. 

Para quantificação da coloração por FJC, utilizamos os dados de área ocupada 

por FJC em pixels obtidos a partir de fotomicrografias do GD e de CA1 de 3 fatias 

consecutivas do hipocampo, localizadas entre o bregma – 1,82 e 2,30 mm. Para 

realização das análises, as imagens foram convertidas para o formato de 8 bits e em 

seguida aplicou o método de threshold, utilizando-se o algoritmo default, para 

obtenção da área marcada. Com objetivo de avaliar o impacto do pré-tratamento com 

5 ou 10 mg/kg de FK506 sobre a amplitude do efeito da microinjeção de NMDA ou Aβ, 

os valores de área marcada foram transformados em delta (Δ) entre os indivíduos que 

receberam microinjeção de estímulo neurotóxico (NMDA ou Aβ) e aqueles que 

receberam microinjeção de salina, para cada uma das doses de FK506 utilizadas ou 

veículo. Os dados foram expressos na forma de Δ da área ocupada. 

Para a avaliação da imunomarcação por NeuN, obtivemos fotomicrografias de 

3 fatias consecutivas do hipocampo, localizadas entre o bregma – 1,82 e 2,30 mm. 

Para realização das análises, as imagens foram convertidas para o formato de 8 bits 

e em seguida aplicou o método de threshold, utilizando-se o algoritmo moments, para 

obtenção da intensidade média. A densidade óptica (DO) foi gerada por meio do 

logaritmo da razão entre a intensidade máxima em pixels (255) e a intensidade média 

em pixels obtida a partir de cada fatia imunomarcada [log(255/intensidade)]. As 

avaliações foram feitas utilizando-se fotomicrografias da camada granular do GD e da 

camada piramidal de CA1.  

Para estimativa do número de células Iba-1-positivas no GD do hipocampo de 

animais submetidos aos modelos de microinjeção de NMDA ou de Aβ, utilizamos o 

método de quantificação por estereologia, que será detalhado no próximo item. Na 

impossibilidade de individualizar as células iba-1-positivas presentes em aglomerados 

de células encontrados em fatias cérebro de animais transgênicos, optamos pela 

avaliação da densidade integrada, que representa o produto entre a área e a 

intensidade média. Para tal avaliação, utilizamos fotomicrografias do GD e de CA1 de 

3 fatias consecutivas do hipocampo, localizadas entre o bregma – 1,82 e 2,30 mm. 
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Para realização das análises, as imagens foram convertidas para o formato de 8 bits 

e em seguida aplicou o método de threshold, utilizando-se o algoritmo moments, para 

obtenção da densidade integrada. Essa variável foi usada com objetivo refletir na 

análise as regiões de maior intensidade encontradas em aglomerados de células. 

Para a análise do conteúdo de placas de Aβ1-42, obtivemos fotomicrografias de 

3 fatias consecutivas do hipocampo, localizadas entre o bregma – 1,82 e 2,30 mm. 

Para realização das análises, todo o giro denteado foi delimitado, as imagens foram 

convertidas para o formato de 8 bits e em seguida aplicou o método de threshold, 

utilizando-se o algoritmo moments, para obtenção do percentual da área ocupada. 

 
 

3.1.14 Estereologia 

Para a análise estereológica, utilizamos o microscópio óptico Zeiss Apotome.2, 

do Centro de Aquisição e Processamento de Imagens ICB/UFMG, com platina 

motorizada e conversores análogo-digitais para registro digitalizado da informação 

relativa às coordenadas espaciais (X, Y, Z), permitindo análise de estimativa 

numérica. Esse sistema é acoplado a microprocessador que controla os movimentos 

da platina com auxílio de programa especializado (Stereo Investigator, 

Microbrightfield©, Williston, VT, USA) e estoca as coordenadas dos pontos de 

interesse. 

Como já mencionado no item 3.1.10, fatias de 50 µm foram obtidas de maneira 

alternada e em sequência de 5 amostras por animal, sendo que cada amostra continha 

todo o eixo anteroposterior do cérebro por animal. Distância fixa e conhecida entre as 

fatias é pré-requisito para a realização do método estereológico aqui proposto. Apesar 

de fatias de todo o eixo anteroposterior terem sido submetidas à imuno-histoquímica, 

apenas o hipocampo foi avaliado, sendo que foram utilizadas 4 ou 5 fatias que 

continham hipocampo por animal. 

A determinação do número de micróglias da camada polimórfica do GD do 

hipocampo foi feita por meio do método do fracionador óptico, através da distribuição 

sistemática e aleatória de blocos de contagem, dentro de uma série de secções que 

continham a região de interesse e foram estimados multiplicando-se o número de 

células contadas dentro de cada bloco pelos valores de probabilidade da amostra. 

Esses valores dependem: 1) do número de secções investigadas comparadas com o 
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número total de secções que contém a região de interesse; 2) da área dos blocos de 

contagem comparada com a área da matriz de contagem; e 3) da altura do bloco de 

contagem comparada com a média da espessura da secção após os procedimentos 

histológicos. As caixas de contagem possuíam dimensões de 30 x 30 x 10 µm, 

distantes entre si em 50 µm e com zona de guarda de 2 µm. 

As células Iba-1-positivas foram classificadas em não-ameboides e ameboides, 

como pode ser visto na figura 8. Ao final, foram geradas análises do número total de 

células Iba-1-positivas, número de células Iba-1-positivas não-ameboides e células 

Iba-1-positivas ameboides. 

 

Figura 8: Caracterização das células iba-1-positivas não ameboides e células iba-1-positivas 

ameboides na camada polimórfica do DG do hipocampo. A e B – células iba-1-positivas não-

ameboides; C – presença de células não-ameboides (setas pretas) e de células ameboides 

(cabeça de seta vermelha). D – Presença de células ameboides (cabeça de seta vermelha). 

Objetiva de 100X. Escala = 25 µm. 

 
 
3.1.15 Western blot 

Com objetivo de avaliar os efeitos do FK506 sobre a ativação de Akt e Erk no 

hipocampo de animais submetidos à microinjeção de NMDA ou de Aβ1-42, amostras 

de hipocampo de indivíduos submetidos à microinjeção de NMDA ou Aβ foram lisadas 

em tampão Rippa (Tris-HCl 10 mM pH 7,5; NaCl 140 mM; P-40 1 %; deoxicolato de 

sódio 1% e SDS 0,1 %) contendo inibidor de protease (Sigma) e inibidor de fosfatase 

(Cell Signaling). A quantificação proteica foi feita por meio da técnica de Bradford e 

aplicou-se 30 µg do lisado total em eletroforese em gel de poliacrilamida 10 %, e em 

seguida foi realizada a eletrotransferência para membranas de nitrocelulose.  

As membranas foram incubadas em solução de bloqueio [BSA 5 % ou leite 8 %, 

diluídos em tampão tris salina 10 mM contendo 0,1 % de Tween-20 (TBST)] por 2 h. 

Em seguida, as membranas foram incubadas em anticorpo primário anti-fosfo-AKT 

(1:1000; DB Biotech), anti-AKT (1:1000; DB Biotech), anti-fosfo-ERK 1,2 (1:1000; DB 

Biotech), anti-ERK 1,2 total (1:1000; DB Biotech) e anti-actina (anti-coelho, 1:2500; 
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Sigma-Aldrich). Em seguida, as membranas foram lavadas por 3 vezes em TBST e 

incubadas com o anticorpo secundário anti-rabbit conjugado com peroxidase 

(anticoelho, 1:2500, Life Technologies). Por fim, as membranas foram incubadas com 

agente quimioluminescente ECL (GE Healthcare), a densidade óptica das bandas foi 

detectada por meio do equipamento de leitura de quimiluminescência e as imagens 

foram quantificadas com auxílio do programa ImageJ (NIH).  

Todos os resultados foram normalizados pelos níveis de actina ou da respectiva 

proteína total de cada proteína fosforilada. Para a avaliação estatística, considerou-se 

sempre o grupo que recebeu injeção i.p. de veículo e microinjeção intrahipocampal de 

salina (Veículo + Salina) como grupo controle, transformando a leitura de densidade 

da banda desse grupo em 100 % para cada membrana analisada e calculando o 

percentual de aumento ou redução dos demais grupos em relação ao controle. 

 
 

3.1.16 Ensaio imunoenzimático (ELISA) 

Amostras de HIP ou CPF obtidas a partir de animais TG ou WT, tratados com 

FK506 ou veículo, foram homogeneizadas em tampão de extração de citocinas [Tris-

HCl 2 mM pH 8.0; 1337 mM NaCl; 1 % NP40; glicerol 10 %; florido fenilmetilsulfonil 

(PMSF) 0.1 mM; pepstatina A 1 µM; EDTA 10 mM; E-64 10 μM e vanadato de sódio 

0.5 mM diluídos em água destilada] e centrifugadas a 14.000 rpm a 4 ºC por 20 min. 

Em seguida, realizou-se o ensaio imunoenzimático utilizando-se kit específico da R&D 

Systems (DuoSet) para detecção das concentrações das proteínas BDNF, GNF, 

GDNF, IL-1β, IL-6, IL-10, TNF-α e CX3CL1, de acordo com as recomendações do 

fabricante. A leitura da absorbância foi feita no comprimento de onda 490 nm. As 

concentrações foram apresentadas na forma de ng/mL. 

O número de indivíduos utilizado por técnica e em cada modelo experimental 

in vivo pode ser encontrado nas tabelas 1, 2 e 3. 
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Tabela 1: Número de indivíduos utilizados por grupo e por técnica experimental no modelo de 

microinjeção intrahipocampal de NMDA. 

Técnica 

Vei  

+  

Sal 

Vei  

+ 

NMDA 

FK 2,5  

+  

Sal 

FK 2,5 

+ 

NMDA 

FK 5  

+  

Sal 

FK 5  

+ 

NMDA 

FK 10 

+  

Sal 

FK 10  

+ 

NMDA 

TRO 7 7 6 6 6 7 6 8 

FJC 6 5 ------- ------- 4 6 4 6 

IHQ NeuN 6 5 ------- ------- 4 6 4 5 

IHQ Iba-1 4 4 ------- ------- 4 4 4 4 

WB Akt 5 5 ------- ------- 5 5 ------- ------- 

WB Erk 5 5 ------- ------- 5 5 ------- ------- 

TRO – tarefa de reconhecimento de objeto novo; FJC – Coloração por Fluoro Jade C; IHQ 

NeuN – imuno-histoquímica para NeuN; IHQ Iba-1 – imuno-histoquímica para Iba-1; WB Akt 

– western blot para Akt; WB Erk – western blot para Erk. 

 

 

Tabela 2: Número de indivíduos utilizados por grupo e por técnica experimental no modelo de 

microinjeção intrahipocampal de Aβ1-42. 

Técnica 

Vei  

+  

Sal 

Vei  

+  

Aβ 

FK 2,5  

+  

Sal 

FK 2,5 

+  

Aβ 

FK 5  

+  

Sal 

FK 5  

+  

Aβ 

FK 10 

+  

Sal 

FK 10  

+  

Aβ 

TRO 7 7 6 7 6 8 6 8 

FJC 6 7 ------- ------- 4 7 4 7 

IHQ NeuN 6 5 ------- ------- 4 5 4 5 

IHQ Iba-1 4 4 ------- ------- 4 4 4 4 

WB Akt 4 4 ------- ------- 4 4 ------- ------- 

WB Erk 4 4 ------- ------- 4 4 ------- ------- 

TRO – tarefa de reconhecimento de objeto novo; FJC – Coloração por Fluoro Jade C; IHQ 

NeuN – imuno-histoquímica para NeuN; IHQ Iba-1 – imuno-histoquímica para Iba-1; WB Akt 

– western blot para Akt; WB Erk – western blot para Erk. 
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Tabela 3: Número de indivíduos utilizados por grupo e por técnica experimental no modelo 

transgênico APP/PS1. 

Técnica WT + Vei WT + FK506 TG + Vei TG + FK506 

Comportamento 8 8 9 9 

IHQ NeuN 5 5 5 4 

IHQ Iba-1 5 5 5 4 

IHQ Aβ1-42 --------- --------- 3 3 

ELISA 6 8 7 8 

IHQ NeuN – imuno-histoquímica para NeuN; IHQ Iba-1 – imuno-histoquímica para Iba-1; IHQ 

Aβ1-42 – Aβ1-42; Ensaio imunoenzimático para detecção dos níveis de fatores neurotróficos e 

citocinas. 

 

 

3.2. Modelo ex vivo 

3.2.1. Animais 

Para obtenção das culturas organotípicas, foram utilizados animais neonatos 

com idade entre 1 e 3 dias, machos ou fêmeas, obtidos a partir do Centro para 

Modelos Experimentais e Animais Transgênicos da Universidade de Freiburg 

(Freiburg, Alemanha). Os experimentos estão de acordo com as leis alemãs para o 

uso de animais de experimentação e foram aprovados pelo comitê de ética da 

Universidade de Freiburg sob protocolo X-19/06R (Anexo C). 

 

3.2.2. Reagentes e drogas 

Para os experimentos in vitro, utilizamos como estímulo neurotóxico o ácido N-

metil-D-aspártico (NMDA) (Sigma, EUA) diluído em DPBS (DPBS; Gibcorby Life 

Technologies, Germany) para solução estoque de concentração 100 mM e foi utilizado 

em concentração final de 15 µM. Para o tratamento com inibidor de calcineurina, 

utilizamos FK506 (Tacrolimus; LC laboratory, EUA), que foi diluído em solução de 

DMSO para concentração estoque de 50 mM e foi utilizado nas concentrações finais 

de 1 e 10 µM. Para realização dos experimentos, utilizou-se 1 µL de solução contendo 

FK506 em 1 mL de meio de cultivo, sendo que a concentração final de DMSO na 

solução foi de 0,1 %. 
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3.2.3. Toxicidade induzida por NMDA em cultura organotípica de fatias de 

hipocampo 

Para obtenção das culturas organotípicas, animais neonatos foram decapitados 

dentro do ambiente estéril de uma capela de fluxo laminar. Os hipocampos foram 

dissecados em meio de cultura gelado (glicerol 4 %, tampão HEPES 1 M, HBSS 1X), 

fatiados em espessura de 350 µM com o auxílio de um fatiador de tecidos (McIlwain™) 

e transferidos para uma placa de cultura contendo um insert com membrana de poro 

0,4 µM. Cada poço continha 6 fatias de hipocampo, que foram mantidos em meio de 

cultivo [meio essencial (MEM) 0,5X, soro de cavalo 25 %, meio basal livre de 

glutamato (BME) 25 %, glutamax 2 mM e glicose 0.35 %] em estufa úmida a 35 ºC e 

5 % de CO2. As culturas foram mantidas por pelo menos 7 dias previamente ao 

experimento e o meio foi trocado a cada 2 dias. 

No dia da estimulação, FK506 foi diluído em 1 mL de meio de cultivo em 

concentrações finais de 1 ou 10 µM. Como controle negativo, utilizou-se meio de 

cultivo contendo 0,1 % de DMSO. Trinta minutos antes do estímulo com NMDA ou 

PBS, o meio contido nos poços foi retirado e substituído pelos meios contendo FK506 

(ou controle negativo). Após 30 min de incubação, adicionou-se 10 µL de solução 

NMDA 1,5 mM (concentração final de 15 µM na cultura) ou PBS por 4 h. Ao final, as 

culturas foram lavadas em DPBS gelado e as placas foram armazenadas em freezer 

-80 ºC até sua utilização. Um esquema da distribuição dos grupos nas placas pode 

ser encontrado na figura 9A. Utilizamos 3 placas de cultura obtidas e estimuladas em 

dias diferentes. 

 
 

3.2.4. Depleção da micróglia em cultura organotípica de fatias de hipocampo 

As fatias de hipocampo para cultura organotípica foram obtidas como já 

descrito no item 3.2.4. Após a obtenção das fatias, as mesmas foram transferidas para 

insert com membrana de poro 0,4 µM em poços de placas de cultura contendo meio 

de cultivo com adição do depletor de micróglia clodronato dissódico (1 mg/mL). As 

fatias foram incubadas em meio contendo clodronato por 24 h em estufa úmida a 35 

ºC e 5 % de CO2. Após 24 h, as fatias foram lavadas com DPBS aquecido a 37 ºC e 

um novo meio de cultivo padrão sem clodronato foi adicionado. As culturas foram 

mantidas em estufa úmida a 35 ºC e 5 % de CO2 por pelo menos 7 dias previamente 

ao experimento e o meio era trocado a cada 2 dias. O tratamento com clodronato por 
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24 h é capaz de depletar mais de 95 % das micróglias do tecido (MARKOVIC et al., 

2005; VINET et al., 2012). 

A estimulação com FK506 e NMDA foi feita da mesma forma como já descrito 

no item 3.2.3 e um esquema com a distribuição dos grupos nas placas pode ser 

encontrado na figura 9B. Utilizamos 3 placas de cultura obtidas e estimuladas em dias 

diferentes. 

 

Figura 9: Protocolo de estimulação das culturas organotípicas de fatias de hipocampo. A – 

Culturas normais foram tratadas com FK506 ou DMSO e depois estimuladas com NMDA ou 

salina. B – Para depleção da micróglia, as culturas foram incubadas em clodronato dissódico 

por 24 horas. Para o protocolo experimental, foram tratadas com FK506 ou DMSO e depois 

estimuladas com NMDA ou salina. 

 

 

3.2.5. PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR) 

O isolamento do RNA de fatias obtidas a partir dos experimentos descritos nos 

itens 3.2.3 e 3.2.4 foi feito utilizando o kit Gene MATRIX Universal RNA Purification 
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(Roklon) e o procedimento foi feito de acordo com as orientações do fabricante. Para 

obtenção do cDNA, utilizou-se 500 ng de RNA na presença de 2 ng de 

oligonucleotídeos hexaméricos aleatórios (random hexamer oligonucleotides), para 

hibridização, em um volume total de 30 μL e desnaturados a 70 ºC por 10 min. O cDNA 

foi usado para realização do RT-qPCR utilizando-se o sistema de detecção de PCR 

em tempo real CFX96 (Bio-Rad Laboratories GmbH, Munique, Alemanha). Os dados 

foram apresentados na forma de expressão relativa à proteína constitutiva GAPDH. 

Os primers foram desenhados com auxílio da Universal ProbeLibrary System Assay 

Design. As sequências dos primers podem ser encontradas na tabela 4. 

Tabela 4: Sequências de nucleotídeos dos primers utilizados para avaliação por meio RT-

qPCR. 

Primer  Sequência 

NeuN 
F aag aag cct ggg aac cca ta 

R ggc cca tag act gtt cct acc 

Iba-1 
F cag gga ttt gca ggg agg aaa   

R agt ttg gac ggc aga tcc tc   

GFAP 
F tcg aga tcg cca cct aca g   

R gtc tgt aca gga atg gtg atg c 

TNF-α 
F cct cct ggc caa cgg cat gg   

R agc gct gag ttg gtc ccc ct   

BDNF 
F gcc gca aac atg tct atg agg gtt 

R ttg gcc ttt gga tac cgg gac ttt 

NGF 
F act gag cgc cag tta cgc   

R cgt aga cct tgt gat cca tcg   

TGFβ 
F tgg agc aac atg tgg aac tc   

R gtc agc agc cgg tta cca   

Bcl2 
F tgaccacctagagccttgga   

R gctgcattgttcccgtaga     

BAD 
F gaggaaggcggtggagac   

R gctcactcggctcaaactct   

SOD1 
F caggacctcattttaatcctcac   

R tgcccaggtctccaacat  

SOD2 
F tgctctaatcaggacccattg   

R gtagtaagcgtgctcccacac     

NeuN – marcador neuronal, BDNF – fator neurotróficos derivado do cérebro, TNF-α – fator 

de necrose tumoral, TGFβ – fator de transformação do crescimento, GFAP – proteína 

fibrilar ácida glial, Iba-1 – molécula adaptadora ligante de cálcio ionizado, Bcl2 – fator 

de linfoma de célula B 2, SOD1 – superóxido dismutase 1, SOD2 – superóxido 

dismutase 2, Bad – antagonista Bcl2 de morte celular, NGF – fator de crescimento 

neuronal, F – Forward; R – reverse. 
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3.3. Análise estatística 

Para avaliação da frequência de indivíduos com crise ou frequência de mortes 

no modelo de microinjeção de NMDA, utilizamos o teste de associação do qui-

quadrado (χ2). Para análise estatística da TRO, IS e MS utilizou-se o teste t para uma 

amostra, considerando a média teórica de 0.5 (50 % de exploração em cada objeto). 

Aplicamos o teste t para avaliação da área ocupada por placas Aβ1-42 e para avaliação 

do número de aglomerados de micróglias entre indivíduos transgênico APP/PS1 

tratados com veículo ou com FK506. Utilizamos ANOVA um critério para a análise da 

quantidade de crises no modelo de microinjeção de NMDA, para a análise da 

coloração por FJC e para a quantificação de proteína por western blot, aplicando-se o 

pós-teste de Tukey quando adequado. Aplicamos ANOVA dois critérios para avaliação 

dos dados obtidos a partir da imunomarcação por NeuN e Iba-1, para a análise de 

peso, de LCE, de CA e das concentrações de fatores neurotróficos e citocinas, 

aplicando-se o pós-teste de Tukey quando adequado. Considerou-se diferença 

estatisticamente significativa sempre que p<0.05 (nível de significância 5 % e intervalo 

de confiança de 95 %). 

Para avaliação dos efeitos do estímulo com NMDA ou do tratamento com 

FK506 em culturas organotípicas, utilizamos como controle o grupo que foi tratado 

com DMSO e estimulado com salina. Esse grupo foi representado com valor absoluto 

de 1 para cada gene avaliado e para cada corrida de PCR em tempo real. Para 

avaliação estatística, utilizamos o teste de Kruskal-Wallis. Quando adequado, 

aplicamos o pós-teste de Dunn, comparando os grupos experimentais ao grupo 

controle. 
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4. Resultados 
 

4.1. O FK506 não impediu as crises tônico-clônicas ou as mortes induzidas 

por NMDA 

Sabendo que a microinjeção por NMDA provoca crises convulsivas, que pode 

culminar em morte, e que isso pode estar associado a um padrão de neurotoxicidade, 

nós avaliamos os efeitos do FK506 sobre a frequência e número de crises e sobre a 

frequência de mortes em indivíduos submetidos à microinjeção de NMDA. 

Inicialmente, percebemos que 35 % dos animais submetidos à microinjeção de NMDA 

apresentam crise, com média de 1,16 ± 0,16 crises por animal. O pré-tratamento com 

as doses de 2,5 e 10 mg/kg de FK506 elevou o percentual de presença de crises para 

67 e 50 %, respectivamente. A dose de 5 mg/kg de FK506 não alterou o perfil da 

presença de crises (χ2 para associação entre presença de crises e FK506 = 288,2, p 

< 0,0001) (Figura 10A). O FK506 não alterou a quantidade média de crises por animal 

(ANOVA um-critério, F(3, 16) = 0,81, p = 0,506) (Figura 10B).  

Além disso, houve percentual de mortes de 28 % nos indivíduos tratados 

apenas com veículo. Já os percentuais para os animais tratados com as doses de 2,5, 

5 e 10 mg/kg foram de 33, 32 e 20 %, respectivamente, sem associação entre mortes 

e o tratamento (χ2 para associação entre presença de mortes e FK506 = 5,168, p = 

0,159) (Figura 10C). Não houve crise ou morte em qualquer dos animais que 

receberam injeção intrahipocampal de solução salina estéril. 
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Figura 10: Perfil da presença de crises, quantidade de crises e presença de morte em animais 

no modelo de microinjeção intrahipocampal de NMDA. Percentual de animais que 

apresentaram crise (A), quantidade de crises por animal (B) e percentual de mortes (C). N 

(Vei + Sal = 7, Vei + NMDA = 9, FK 2,5 + Sal = 6, FK 2,5 + NMDA = 9, FK 5 + Sal = 6; FK 5 + 

NMDA = 9, FK 10 + Sal = 6, FK 10 + NMDA = 10). 

 

 

4.2. O FK506 impediu o comprometimento cognitivo induzido por NMDA 

Quanto à TRO, percebemos que indivíduos que receberam microinjeção 

hipocampal de salina (precedida por injeção i.p. de veículo) foram capazes de 

distinguir o objeto novo (Teste t para uma amostra, t(6) = 8,214, p = 0,0002) (Figura 

11A). Por outro lado, indivíduos que receberam NMDA (precedido de veículo) não 

reconheceram o objeto novo (Teste t para uma amostra, t(6) = 0,45, p = 0,668). De 

modo interessante, a dose de 5 mg/kg de FK506 foi capaz de evitar o 

comprometimento cognitivo induzido por NMDA (Teste t para uma amostra, t(6) = 3,26, 

p = 0,017) (Figura 11A). As doses de 2,5 ou 10 mg/kg de FK506 não foram capazes 

de evitar tal comprometimento (Anexo D). Também é importante mencionar que o pré-

tratamento com qualquer dose de FK506, seguido de microinjeção de salina não 

induziu déficit no reconhecimento do objeto novo (Anexo D). 

Ainda acerca do mesmo paradigma comportamental, avaliamos a distância 

total percorrida na caixa no qual o teste é feito e percebemos um aumento na distância 

percorrida por animais que receberam NMDA (precedida por injeção i.p. de veículo), 

quando comparados aos seus controles (veículo + salina) (ANOVA dois critérios; F(3, 
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47) interação = 2,23 , p = 0,096; F(1, 47) estímulo = 10,84, p = 0,001; F(3, 47) tratamento = 

0,895, p = 0,45; pós-teste de Tukey) (Figura 11B). Não notamos diferença significativa 

no pós-teste para essa variável entre os grupos injetados FK506 e que receberam 

NMDA com seus respectivos grupos controle. 

 
Figura 11: Efeitos do tratamento com FK506 sobre a tarefa de reconhecimento de objeto no 

modelo de microinjeção intrahipocampal de NMDA. Índice de reconhecimento de objetos (A) 

e distância total percorrida (B). N (Vei + Sal = 7, Vei + NMDA = 7, FK2,5 + Sal = 6, FK2,5 + 

NMDA = 6, FK5 + Sal = 6; FK5 + NMDA = 7, FK10 + Sal = 6, FK10 + NMDA = 8). *p<0.05 e 

***p<0.001. 

 

 

4.3. O FK506 não impediu a marcação por FJC e a perda neuronal induzidas 

por NMDA 

Tendo em mente os resultados obtidos a partir da TRO, decidimos investigar o 

impacto do FK506 sobre o processo neurodegenerativo no hipocampo. Nesse sentido, 

a avaliação por meio da coloração de FJC demonstrou, inicialmente, que o NMDA é 

capaz de induzir marcação por FJC tanto no GD quanto em CA1 do hipocampo 24 h 

após a microinjeção intrahipocampal (Figura 12C). Para avaliar o efeito do FK506, 

geramos o delta (Δ) entre indivíduos que receberam NMDA e aqueles que receberam 

salina. Indivíduos que receberam injeção i.p. de veículo e microinjeção de NMDA 

apresentam área marcada por FJC maior do que indivíduos que receberam salina, 

evidenciado pelo valor positivo de Δ. As doses de 5 ou 10 mg/kg não alteraram esse 

perfil no GD (ANOVA um critério, F(2, 13) = 1,328, p = 0,298) (Figura 12A e C) ou em 

CA1 (ANOVA um critério, F(2, 12) = 2,281, p = 0,144) (Figura 12B e C). Não foi possível 

avaliar os hipocampos de animais submetidos ao tratamento com a dose de 2,5 mg/kg, 

seguido por microinjeção de NMDA, devido à pouca integridade do tecido obtido a 

partir desses indivíduos. 
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Figura 12: Efeitos do tratamento com FK506 sobre colocação por FJC no modelo de 

microinjeção intrahipocampal de NMDA. Delta para área ocupada por FJC no GD (A) e em 

CA1 (B) e fotomicrografias representativas da coloração por FJC no DG ou em CA1 do 

hipocampo (C). Objetiva de 20X. Escala 100 µm. 

Somado a isso, quantificamos a densidade óptica da imunomarcação por NeuN 

com objetivo de avaliar a perda neuronal induzida por NMDA e o impacto do inibidor 

da calcineurina sobre essa perda. O NMDA reduziu a densidade óptica na camada 

granular do GD, no entanto o FK506 não foi capaz de impedir o efeito induzido por 

NMDA [ANOVA dois critérios; F(2, 22) interação = 1,002, p = 0;38; F(1, 22) estímulo = 

56,59, p < 0,0001; F(2, 22) tratamento = 1,915, p = 0,17; pós-teste de Tukey] (Figura 

13A e C). O mesmo impacto pelo estímulo com NMDA foi percebido na camada 

piramidal de CA1 e, mais uma vez, não houve efeito do FK506 [ANOVA dois critérios; 

F(2, 24) interação = 1,453, p = 0,616; F(1, 24) estímulo = 87,68, p < 0,0001; F(2, 24) 

tratamento = 1,133, p = 0,33; pós-teste de Tukey] (Figura 13B e C).  
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Figura 13: Efeitos do tratamento com FK506 sobre a imunomarcação por NeuN no modelo de 

microinjeção intrahipocampal de NMDA. Densidade óptica da imunomarcação por NeuN no 

GD (A) e em CA1 (B) e fotomicrografias representativas da imunomarcação por NeuN no GD 

e em CA1 do hipocampo (C). N (Vei + Sal = 6, Vei + NMDA = 5, FK5 + Sal = 4; FK5 + NMDA 

= 6, FK10 + Sal = 4, FK10 + NMDA = 5) Objetiva de 10X. Escala 100 µm. 

 

 

4.4. O FK506, mas não o NMDA, alterou o número de células Iba-1-positivas 

Para testar o possível efeito do estímulo com NMDA sobre o perfil microglial no 

hipocampo, estimamos a quantidade de células iba-1-positivas totais, não ameboides 

e ameboides. Considerando também o efeito imunossupressor do FK506, decidimos 

testar a hipótese de que essa droga reduziria a ativação microglial induzida por NMDA. 

A microinjeção de NMDA não alterou o número de células iba-1-positivas totais 

ou não ameboides, em comparação ao estímulo com salina, em animais pré-tratados 
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com veículo (Figura 14A e B). No entanto, observamos a presença de células 

ameboides no GD de indivíduos microinjetados com NMDA, mas não nos animais que 

receberam apenas salina (Figura 14C e D). Também é importante mencionar que 

encontramos células ameboides em indivíduos pré-tratados com as doses de 5 ou 10 

mg/kg de FK506 e que receberam salina (Figura 14C e D). Além disso, o FK 5 mg/kg 

por si só induziu aumento no número de micróglias totais [ANOVA dois critérios; F(2, 

15) Interação = 5,479, p = 0,016; F(1, 15) estímulo = 1,324, p = 0,26; F(2, 15) tratamento = 

5,829, p = 0,013; pós-teste de Tukey] e não ameboides [ANOVA dois critérios; F(2, 17) 

interação = 4,333, p = 0,030; F(1, 17) estímulo = 0,099, p = 0,75; F(2, 17) tratamento = 

2,191, p = 0,142; pós-teste de Tukey] (Figura 14A e B). No entanto, as doses de 5 ou 

10 mg/kg de FK506 não foram capazes de alterar o perfil microglial em indivíduos que 

receberam NMDA, em comparação aos que receberam salina. 
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Figura 14: Efeitos do tratamento com FK506 sobre perfil microglial na camada polimórfica do 

GD do hipocampo no modelo de microinjeção intrahipocampal de NMDA. Estimativa do 

número total de células Iba-1-positivas (A), de células Iba-1-positivas não ameboides (B) e do 

número de células Iba-1-positivas ameboides (C) e fotomicrografias representativas da 

imunomarcação por Iba-1 no GD do hipocampo (D). N (Vei + Sal = 4, Vei + NMDA = 4, FK5 + 

Sal = 4; FK5 + NMDA = 4, FK10 + Sal = 4, FK10 + NMDA = 4). * p < 0,05 e ** p < 0,01. Objetiva 

de 20X. Escala = 100 µm. 
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4.5. O FK506 impediu a alteração na fosforilação de Erk1/2 no hipocampo, mas 

não de Akt, induzidas por NMDA 24 horas após a microinjeção 

Considerando o efeito protetor de FK506 percebido em TRO, resolvemos 

avaliar vias envolvidas em processos de sobrevivências celular. Não observamos 

efeito do estímulo com NMDA ou do tratamento com FK506 sobre os níveis de 

fosforilação de Akt 30 minutos após a microinjeção (Figura 15A e C e Anexo E). No 

entanto, NMDA induziu a fosforilação de Akt 24 horas após a microinjeção, sendo que 

esse efeito não foi impedido pela dose de 5 mg/kg de FK506 [ANOVA um critério; F(3, 

14) = 6,061, p = 0,0073; pós-teste de Sidak). Quanto aos níveis de fosforilação de Erk1/2, 

não houve alteração nos níveis de fosforilação dessa proteína em qualquer um dos 

grupos experimentais 30 minutos após a microinjeção (Figura 15E e G e Anexo E). 

Por outro lado, houve uma tendência de redução nos níveis de fosforilação de Erk1/2 

induzida por NMDA no tempo de 24 horas [ANOVA um critério, F(3, 14) = 5,637, p = 

0,0095; pós-teste de Tukey], o que não foi percebido em animais pré-tratados com 5 

mg/kg de FK506 (Figura 15F e H e Anexo E) 
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Figura 15: Efeitos do tratamento com FK506 (5 mg/kg) sobre a fosforilação de Akt e Erk no 

modelo de microinjeção intrahipocampal de NMDA. Níveis de fosforilação de Akt 30 minutos 

(A) e 24 horas (B) após a microinjeção e imagens representativas de Akt fosforilada e total 30 

minutos (C) e 24 horas (D) após a microinjeção. Níveis de fosforilação de Erk 30 minutos (E) 

e 24 horas (F) após a microinjeção e imagens representativas de Erk fosforilada e total 30 

minutos (G) e 24 horas (H) após a microinjeção. N (Vei + Sal = 5, Vei + NMDA = 5, FK5 + Sal 

= 5, FK5 + NMDA = 5). * p < 0,05. 
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4.6. NMDA reduziu a expressão de NeuN em culturas organotípicas, mas não 

em culturas pré-tratadas com FK506 

Com o objetivo de avaliar de forma mais profunda os efeitos do FK506 sobre 

as consequências induzidas pelo NMDA, usamos o modelo de cultura organotípicas 

de fatias de hipocampo. A avaliação por meio de PCR quantitativo demonstrou menor 

expressão de NeuN em culturas normais estimuladas com NMDA na ausência de 

FK506, mas não em culturas tratadas apenas com FK506 ou tratadas com FK506 e 

estimuladas com NMDA (Kruskal-Wallis, p = 0.017; pós-teste de Dunn) (Figura 16).  

 

Figura 16: Efeitos do tratamento com FK506 sobre a expressão de NeuN em culturas 

organotípicas estimuladas com NMDA. N = 3. * p < 0,05. 

 

4.7. O NMDA não alterou a expressão de Iba-1, GFAP ou TNF- α em culturas 

organotípicas 

O PCR quantitativo revelou a ausência de alteração na expressão de Iba-1 

(Figura 17A e Anexo F) ou de TNF (Figura 17B e Anexo F) induzida por NMDA ou por 

FK506. NMDA ou FK506 sozinhos não alteraram a expressão de TNF- α, mas houve 

aumento da expressão de TNF-α em culturas tratadas com 1 ou 10 µM de FK506 e 

estimuladas com NMDA (Kruskal-Wallis, p = 0,033; pós-teste de Dunn) (Figura 17B). 
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Figura 17: Efeitos do tratamento com FK506 sobre a expressão Iba-1, GFAP e TNF-α em 

culturas organotípicas estimuladas com NMDA. Expressão de Iba-1 (A), GFAP (B) e TNF-α 

(C) em culturas organotípicas. N = 3. * p < 0,05. 

 

4.8. O NMDA não alterou a expressão de fatores neurotróficos em culturas 

organotípicas 

Sabendo do papel importante dos fatores neurotróficos na sobrevivência 

neuronal, avaliamos a expressão de BDNF, NGF e TGFβ. O estímulo com NMDA 

sozinho não foi capaz de induzir alteração da expressão dos fatores neurotróficos 

BDNF, NGF ou TGFβ (Figura 18A – C e Anexo F). No entanto, o PCR quantitativo 

revelou uma tendência no aumento da expressão de NGF culturas tratadas com 1 ou 

10 µM de FK506 e estimuladas com NMDA (Kruskal-Wallis, p = 0.07) (Figura 18B). 

Além disso, houve aumento na expressão de TGFβ em culturas tratados com 10 µM 

de FK506 e estimuladas com NMDA, além de uma tendência de aumento de 

expressão em culturas tratadas com 1 µM de FK506 e estimuladas com NMDA 

(Kruskal-Wallis, p = 0,039; pós-teste de Dunn) (Figura 18C). 
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Figura 18: Efeitos do tratamento com FK506 sobre a expressão de fatores neurotróficos em 

culturas organotípicas estimuladas com NMDA. Expressão de BDNF (A), NGF (B) e TGFβ (C) 

em culturas organotípicas. N = 3. * p < 0,05. 

 

 

4.9. O NMDA não alterou a expressão de NeuN ou de GFAP em culturas 

organotípicas depletadas 

Com o objetivo de avaliar a participação da micróglia na neurotoxicidade 

induzida por NMDA, parte das culturas foram tratadas com clodronato dissódico para 

depleção da micróglia e submetidos ao mesmo modelo de tratamento do FK506 e 

estímulo com NMDA.  

De modo diferente ao observado em culturas organotípicas que continham 

micróglia, NMDA não alterou a expressão de NeuN ou GFAP na ausência dessas 

células da glia (Figura 19A - B). Em culturas organotípicas depletadas, a quantificação 

da expressão de Iba-1 e de TNF-α por RT-qPCR foi baixa, como esperado, e por isso 

não foram mostradas no presente relato. 
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Figura 19: Efeitos da depleção da micróglia e do tratamento com FK506 sobre a expressão 

de NeuN (A) e GFAP (B) em culturas organotípicas depletadas estimuladas com NMDA. N = 

3. * p < 0,05. 

 

 

4.10. Houve uma tendência de aumento na expressão de BDNF em culturas 

depletadas e estimuladas com NMDA, mas não em culturas tratadas com 

FK506 

Houve uma tendência de aumento na expressão de BDNF em culturas 

depletadas estimuladas com NMDA, o que não foi percebido em culturas depletadas 

tratadas com FK506 e estimuladas com NMDA (Kruskal-Wallis, p = 0,07) (Figura 20).  

 

Figura 20: Efeitos do tratamento com FK506 e da depleção da micróglia sobre a expressão 

de BDNF em culturas organotípicas de fatias de hipocampo estimuladas com NMDA. N = 3. 
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4.11. O NMDA não alterou a expressão de NGF e TGFβ em culturas depletadas 

Não houve efeito do estímulo com NMDA ou do tratamento com FK506 sobre 

a expressão de NGF (Figura 21A e Anexo G). Apesar de o estímulo com NMDA não 

ter alterado a expressão de TGFβ, o PCR quantitativo revelou um aumento na 

expressão de TGFβ em culturas tratadas com 10 µM de FK506 e estimuladas com 

NMDA (Kruskal-Wallis, p = 0,02; pós-teste de Dunn) (Figura 21B). 

Figura 21: Efeitos do tratamento com FK506 e da depleção da micróglia sobre a expressão 

de NGF (A) e TGFβ (B) em culturas organotípicas depletadas estimuladas com NMDA. N = 3. 

* p < 0,05. 

 
 
4.12. O FK506 não alterou a expressão de genes envolvidos em estresse 

oxidativo ou em apoptose em culturas organotípicas normais ou em 

culturas organotípicas depletadas 

Com o objetivo de avaliar quais mecanismos intracelulares podem estar mais 

amplamente associados aos efeitos de NMDA e FK506 em culturas normais ou 

depletadas, testamos a expressão SOD1, SOD2, Bcl-2 e Bad, proteínas envolvidas 

em processo de estresse oxidativo e morte celular (KOLE; ANNIS; DESHMUKH, 2013; 

KRISTIANSEN; HAM, 2014; M et al., 2014). Não percebemos efeito do estímulo com 

NMDA ou do tratamento com FK506 sobre a expressão desses genes em culturas 

organotípicas normais ou em culturas organotípicas alteradas (Figura 22A – H e 

Anexos F e G). 
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Figura 22: Expressão de fatores associados a estresse oxidativo e apoptose em culturas 

organotípicas de fatias de hipocampo normais ou depletadas. Expressão de SOD1 (A), SOD2 

(B), Bcl-2 (C) e Bad (D) em culturas organotípicas normais. Expressão de SOD1 (E), SOD2 

(F), Bcl-2 (G) e Bad (H) em culturas organotípicas depletadas. N = 3. 
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4.13. O FK506 impediu o comprometimento cognitivo induzido por Aβ1-42 

Considerando que a hipótese amiloide-beta é uma das hipóteses mais bem 

aceitas acerca da patogênese de DA, nós utilizamos o modelo de microinjeção 

intrahipocampal de Aβ1-42. Além disso, avaliamos os efeitos do FK506 no modelo de 

neurotoxicidade proposto. De modo parecido ao encontrado para o modelo de 

microinjeção de NMDA, animais que receberam Aβ (precedido por veículo) não foram 

capazes de reconhecer o objeto novo (teste t para uma amostra, t(6) = 1,635, p=0,15), 

evidenciando o comprometimento na TRO (Figura 23A). Por outro lado, animais que 

receberam injeção i.p. de veículo e microinjeção de salina foram capazes de distinguir 

o objeto novo (teste t para uma amostra, t(6) = 4,028, p=0,006). Ainda de modo 

semelhante ao modelo anterior, a dose de 5 mg/kg de FK506 foi capaz de evitar o 

déficit cognitivo encontrado em animais não tratados (teste t para uma amostra, t(7) = 

3,847, p = 0,006), mas as doses de 2,5 e 10 mg/kg não tiveram mesmo efeito (Figura 

23A e Anexo H). O pré-tratamento com FK506, seguido de microinjeção de salina, não 

induziu comprometimento cognitivo no paradigma avaliado. Não notamos diferença 

na distância total percorrida entre qualquer um dos grupos experimentais avaliados 

no teste (Figura 23B e Anexo H). 

 
Figura 23: Efeitos do tratamento com FK506 sobre a tarefa de reconhecimento de objeto no 

modelo de microinjeção intrahipocampal de Aβ. Índice de reconhecimento de objetos (A) e 

distância total percorrida (B). N (Vei + Sal = 7, Vei + Aβ = 7, FK2,5 + Sal = 6, FK2,5 + Aβ = 7, 

FK5 + Sal = 6, FK5 + Aβ = 8, FK10 + Sal = 6, FK10 + Aβ = 8). *p<0.05 e ***p<0.001. 

 
 

4.14. O FK506 impediu a marcação por FJC induzida por Aβ1-42 
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hipocampo (Figura 24A - C). Por outro lado, as doses de 5 e 10 mg/kg de FK506 foram 

capaz de reduziu significativamente a marcação por FJC no GD de animais que 

receberam Aβ (ANOVA um critério, F(2, 17) = 8,283, p = 0,003; pós-teste  de Tukey) 
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CA1 em indivíduos que receberam 5 mg/kg de FK506 [ANOVA um critério, F(2, 17) = 

3,191, p = 0,066] (Figura 24B). 

 
Figura 24: Efeitos do tratamento com FK506 sobre colocação por FJC no modelo de 
microinjeção intrahipocampal de Aβ. Delta para área ocupada por FJC no GD (A) e em CA1 
(B) e fotomicrografias representativas da coloração por FJC no DG ou em CA1 do hipocampo 
(C). Objetiva de 20X. Escala 100 µm. ** p < 0,01. Objetiva de 20X. Escala 100 µm. 
 
 

4.15. O Aβ1-42 não induziu perda neuronal 

Apesar da presença de marcação de FJC nas duas regiões do hipocampo 

avaliadas no presente trabalho, não observamos alteração na densidade óptica da 

imunomarcação por NeuN induzida por Aβ em qualquer uma das regiões 

(Figura 25A – C e Anexo I). Também não houve qualquer efeito do FK506 sobre a 
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imunomarcação por NeuN em indivíduos microinjetados com Aβ ou em indivíduos que 

receberam salina apenas (Figura 25A – C e Anexo I). 

 
Figura 25: Efeitos do tratamento com FK506 sobre a imunomarcação por NeuN no GD e em 

CA1 do hipocampo no modelo de microinjeção intrahipocampal de Aβ. Densidade óptica da 

imunomarcação por NeuN no GD (A) e em CA1 (B) e fotomicrografias representativas da 

imunomarcação por NeuN no GD e em CA1 do hipocampo (C). N (Vei + Sal = 6, Vei + Aβ = 

5, FK5 + Sal = 4, FK5 + Aβ = 5, FK10 + Sal = 4, FK10 + Aβ = 5). Objetiva de 10X. Escala 100 

µm. 

 
 
4.16. O FK506 reduziu a microgliose induzida por Aβ1-42 

Para testar o possível efeito do estímulo com Aβ sobre o perfil microglial no 

hipocampo, estimamos a quantidade de células iba-1-positivas totais, não ameboide 

e ameboides. Quanto ao perfil microglial no GD do hipocampo, a microinjeção de Aβ 

aumentou o número de células iba-1-positivas totais [ANOVA dois critérios; F(2, 17) 
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interação = 9,639, p = 0,0016; F(1, 17) estímulo = 14,5, p = 0,0014; F(2, 17) tratamento = 

5,056, p = 0,018; pós-teste de Tukey],  não-ameboides [ANOVA dois critérios; F(2, 17) 

= 5,722, p = 0,012, F(1, 17) estímulo = 2,812, p = 0,11; F(2, 17) tratamento = 3,192, p = 

0,066; pós-teste de Tukey] e ameboides [ANOVA dois critérios; F(2, 15) interação = 

2,642, p = 0,104; F(1, 15) estímulo = 13,67, p = 0,002; F(2, 15) tratamento = 0,053, p = 

0,94; pós-teste de Tukey] (Figura 26A - D). Também houve aumento no número de 

células totais e não ameboides em indivíduos que receberam 5 mg/kg de FK506 i.p. 

quando comparados ao grupo tratado com veículo apenas (Figura 26A e B). Mais uma 

vez, é preciso chamar atenção para a presença de células ameboides nos grupos que 

receberam 5 ou 10 mg/kg de FK506, seguida de microinjeção de salina. As doses de 

5 ou 10 mg/kg de FK506 não alteraram o perfil microglial em indivíduos que receberam 

Aβ, quando comparados aos que receberam salina (Figura 26A - C). Adicionalmente, 

a injeção i.p. de 10 mg/kg de FK506 impediu o aumento do número de células totais 

ou de células não amiloides induzidos pela microinjeção intrahipocampal de Aβ 

(Figura 25A-B). 
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Figura 26: Efeitos do tratamento com FK506 sobre o perfil microglial na camada polimórfica 

do GD do hipocampo no modelo de microinjeção intrahipocampal de Aβ. Estimativa do 

número total de células Iba-1-positivas (A), de células Iba-1-positivas não ameboides (B) e do 

número de células Iba-1-positivas ameboides (C) e fotomicrografias representativas da 

imunomarcação por Iba-1 no GD do hipocampo (D). N (Vei + Sal = 4, Vei + Aβ = 4, FK5 + Sal 

= 4, FK5 + Aβ = 4, FK10 + Sal = 4, FK10 + Aβ = 4). * p < 0,05 e ** p < 0,01. Objetiva de 20X. 

Escala = 100 µm. 
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4.17. O Aβ não alterou os níveis de forsforliação de Erk e Akt 

Não observamos alteração nos níveis de fosforilação de Akt nos tempos de 30 

minutos ou 24 horas após a microinjeção de Aβ ou salina (Figura 27A – D e Anexo J). 

Igualmente, nenhuma alteração nos níveis de fosforilação de Erk foi percebida nesse 

modelo (Figura 27E – H e Anexo J). Além disso, a injeção i.p. de 5 mg/kg de FK506 

não teve qualquer efeito sobre os níveis de fosforilação dessas duas proteínas em 

indivíduos microinjetados com Aβ ou salina, em qualquer dos tempos avaliados. 
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Figura 27: Efeitos do tratamento com FK506 (5 mg/kg) sobre a fosforilação de Akt e Erk no 

modelo de microinjeção intrahipocampal de Aβ. Níveis de fosforilação de Akt 30 min (A) e 

24 h (B) após a microinjeção e imagens representativas de Akt fosforilada e total 30 min (C) e 

24 h (D) após a microinjeção. Níveis de fosforilação de Erk 30 min (E) e 24 h (F) após a 

microinjeção e imagens representativas de Erk fosforilada e total 30 min (G) e 24 h (H) após 

a microinjeção. N (Vei + Sal = 4, Vei + Aβ = 4, FK5 + Sal = 4, FK5 + Aβ = 4). 
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4.18. O tratamento crônico com FK506 não alterou a massa ou a mobilidade de 

animais TG ou WT littermates 

Os modelos transgênicos representam característica histopatológicas, 

bioquímica e comportamentais que se assemelham a aquelas encontradas em 

paciente com DA e por isso são mais amplamente utilizados para a avaliação de 

potenciais tratamentos farmacológicos da doença. Nesse sentido, decidimos avaliar 

os efeitos do tratamento crônico com o inibidor da calcineurina FK506 em animais 

transgênicos APP/PS1, animais que mimetizam mais proximamente a forma familiar 

da DA e que tem como principal característica a amiloidose presente na condição 

patológica. Para isso, animais TG ou WT foram tratados por 30 dias com FK506 (5 

mg/kg) ou veículo. Não percebemos alteração induzida pelo genótipo ou pelo 

tratamento na massa dos animais ao longo dos dias (Figura 28A). Também não houve 

interação ou impacto do genótipo na distância percorrida no CA, mas houve impacto 

do tratamento [ANOVA dois critérios; F(1, 28) interação = 0,4348, p = 0,515; F(1, 28) 

tratamento = 8,574, p = 0,006; F(1, 28) genótipo = 0,011, p = 0,915); Tukey pós-teste]. 

No entanto, não identificamos qualquer diferença entre os grupos experimentais no 

pós-teste (Figura 28B).  

 
Figura 28: Efeitos do tratamento crônico com FK506 sobre a massa e a locomoção de animais 

TG ou WT. Massa dos indivíduos ao longo dos dias de tratamento (A) e distância percorrida 

no CA avaliada no dia 25 de tratamento (B). N (WT + Vei = 8, WT + FK506 = 8, TG + Vei = 9, 

TG + FK506 = 9). 
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4.19. O tratamento crônico com FK506 reverteu o comprometimento do 

comportamento de esquiva observado em indivíduos TG 

Quanto ao LCE, indivíduos transgênicos permaneceram menor tempo nos 

braços fechados do LCE quando comparados aos animais WT [ANOVA dois critérios; 

F(1,28) interação = 0,527, p = 0,473; F(1,28) tratamento = 7,18, p = 0,012; F(1,28) genótipo 

= 11,87, p = 0,001; Tukey pós-teste] (Figura 29A). Por outro lado, indivíduos TG 

tratados com FK506 apresentam tempo médio de permanência nos braços fechados 

similar aos indivíduos WT. Resultado similar foi percebido para a avaliação do tempo 

médio de permanência nos braços abertos [ANOVA dois critérios; F(1,28) interação = 

1,736, p = 0,198; F(1,28) tratamento = 4,409, p = 0,035; F(1,28) genótipo = 6,09, p = 0,02; 

Tukey pós-teste]  (Figura 29B). 

 

Figura 29: Efeitos do tratamento crônico com FK506 sobre o comportamento no LCE em 

indivíduos TG ou WT. Tempo de permanência nos braços fechados (A) e nos braços abertos 

(B) do LCE avaliado no dia 24 de tratamento. N (WT + Vei = 8, WT + FK506 = 8, TG + Vei = 

9, TG + FK506 = 9). * p < 0.05.  

 
 
4.20. O tratamento crônico com FK506 reverteu o comprometimento no 

comportamento de interação social, mas não na tarefa de reconhecimento 

de objetos ou na avaliação da memória social 

Para avaliação cognitiva, utilizamos TRO e IMS. Notamos que indivíduos WT 

tratados com veículo foram capazes de reconhecer o objeto novo na TRO [Teste t 

para uma amostra, t(6) = 3,379, p = 0,014]. No entanto, tanto indivíduos WT tratados 

com FK506 quanto indivíduos TG tratados com veículo ou tratados com FK506 não 

foram capazes de reconhecer o objeto novo (Figura 30A e Anexo K). Indivíduos WT 

tratados apenas com veículo também apresentaram maior tempo de exploração do 

compartimento do juvenil no IS [Teste t para uma amostra, t(7) = 3,012, p = 0,019], 
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evidenciando maior percentual de interação social, o que não foi percebido em 

indivíduos TG tratados com veículos (Figura 30B e Anexo K). Por outro lado, tanto 

animais TG tratados com veículos quanto animais TG tratados com FK506 

apresentaram percentual de interação social significativos [Teste t para uma amostra; 

para WT + FK t(7) = 4,925, p = 0,001; para TG + FK t(7) = 3,10, p = 0,017] (Figura 30B). 

Já na avaliação de MS, nenhum dos grupos experimentais apresentou percentual de 

memória social estatisticamente significativo (Figura 30C e Anexo L). 

 
Figura 30: Efeitos do tratamento crônico com FK506 sobre a cognição em indivíduos TG ou 
WT. Tarefa de reconhecimento de objeto novo avaliada entre os dias 26 e 29 de tratamento 
(A), interação social avaliada no dia 30 de tratamento (B) e memória social avaliada no dia 30 
de tratamento (C). N (WT + Vei = 8, WT + FK506 = 8, TG + Vei = 9, TG + FK506 = 9). * p < 
0.05, ** p < 0.01. 
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4.21. O tratamento crônico com FK506 não alterou o conteúdo de placas Aβ 

encontradas no hipocampo de indivíduos TG 

Observamos acúmulo de placas do peptídeo Aβ1-42 no hipocampo de indivíduos 

transgênicos APP/PS1 (Figura 31A e D). No entanto, o tratamento com FK506 por 30 

dias não foi capaz de reduzir o acúmulo de Aβ1-42 observada no hipocampo de 

indivíduos TG [Teste t, t(3) = 0,55, p = 0.62] (Figura 31A e E). É importante mencionar 

que não houve imunomarcação para Aβ em indivíduos WT tratados com veículo ou 

com FK506 (Figura 31B e C). 

 

Figura 31: Efeitos do tratamento crônico com FK506 sobre o conteúdo de Aβ1-42 no hipocampo 
de indivíduos TG ou WT. A – Percentual da área ocupada pela imunomarcação por Aβ1-42. B 
– Fotomicrografia do hipocampo de animal WT tratado com veículo. C – Fotomicrografia do 
hipocampo de animal WT tratado com FK506. D – Fotomicrografia de animal TG tratado com 
veículo. E – Fotomicrografia de animal TG tratado com FK506. N (TG + Vei = 3, TG + FK506 
= 3). Objetiva de 5x. Escala 250 µm. 
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4.22. A densidade de neurônios NeuN-positivos no hipocampo não foi alterada 

pelo genótipo ou pelo tratamento crônico com FK506 

Não observamos alteração na densidade óptica da camada granular do giro 

denteado ou na camada piramidal de CA1 entre indivíduos TG e WT (Figura 32A – C 

e Anexo M). Também não houve qualquer efeito do tratamento crônico com FK506 

sobre essa variável (Anexo M). 

 
Figura 32: Efeitos do tratamento crônico com FK506 sobre a imunomarcação por NeuN no 
hipocampo de indivíduos TG ou WT. A – Densidade óptica da camada granular do GD do 
hipocampo. – Densidade óptica da camada piramidal de CA1 do hipocampo. D – 
Fotomicrografias representativas da imunomarcação por NeuN no GD e em CA1 do 
hipocampo. N (WT + Vei = 5, WT + FK506 = 5, TG + Vei = 5, TG + FK506 = 4). Objetiva de 
10x. Escala 100 µm. 
  
 

4.23. O tratamento crônico com FK506 reduziu a microgliose encontrada em 

CA1 do hipocampo de indivíduos TG, mas não a microgliose encontrada 

no GD 

Observamos um aumento na densidade integrada da imunomarcação por Iba-

1 no GD do hipocampo de animais TG, quando comparados aos animais WT, tanto 

tratados com veículo quanto tratados com FK506 [ANOVA dois critérios; F(1, 16) 

interação = 0,0213, p = 0,885; F(1, 16) genótipo = 22,88, p = 0,0002; F(1, 16) = 0,621; P = 

0,44; pós-teste de Tukey], indicando um processo de microgliose no hipocampo de 
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animais TG (Figura 33A e B). No entanto, o tratamento crônico com FK506 não foi 

capaz de reverter a microgliose encontrada no GD do hipocampo de animais TG 

(Figura 33A e C). Por outro lado, o tratamento com FK506 reduziu a microgliose 

encontrada em CA1 do hipocampo de animais TG, uma vez que indivíduos TG 

tratados com o inibidor da calcineurina não diferem daqueles tratados apenas com 

veículo [ANOVA dois critérios; F(1, 13) interação = 4,085, p = 0,064; F(1, 13) genótipo = 

6.633, p = 0,023; F(1, 13) = tratamento 0.030, p = 0,86; pós-teste de Tukey] (Figura 33C 

e D). 

 

Figura 33: Efeitos do tratamento crônico com FK506 sobre a microgliose no GD do hipocampo 
de indivíduos TG ou WT. Densidade integrada (A) e fotomicrografias representativas (B) de 
CA1 do hipocampo de animais TG ou WT. Densidade integrada (C) e fotomicrografias 
representativas (D) do GD do hipocampo de animais TG ou WT. N (WT + Vei = 5, WT + FK506 
= 5, TG + Vei = 5, TG + FK506 = 6). * p < 0,05 e ** p < 0,01. Objetiva de 10x. Escala 100 µm. 
 
 
4.24. O tratamento crônico com FK506 não reverteu a redução nos níveis de 

BNDF no hipocampo de indivíduos TG 

Para avaliar as possíveis alterações no perfil de liberação de fatores 

neurotróficos no hipocampo e no córtex pré-frontal de animais transgênicos APP/PS1 
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e o possível efeito do tratamento crônico com FK506 sobre esse perfil, dosamos as 

concentrações de BDNF, GDNF e NGF. 

Houve uma redução nos níveis de BDNF no hipocampo de indivíduos TG, 

quando comparados aos WT [ANOVA dois critérios; F(1, 22) interação = 4,117, p = 

0,054; F(1, 22) Genótipo = 48,68, p < 0,0001; F(1, 22) tratamento = 9,790, p = 0.004; pós-

teste de Tukey] (Figura 34A). Além disso, indivíduos tratados com FK506 por 30 dias 

apresentaram uma redução ainda mais importante dos níveis de BDNF no hipocampo, 

diferindo de todos os demais grupos experimentais. Não houve qualquer efeito do 

genótipo do tratamento com FK506 sobre os níveis de GDNF e NGF no hipocampo 

(Figura 34B e C e Anexo N). Também não houve qualquer efeito do genótipo ou do 

tratamento com FK506 sobre os níveis de BDNF, GDNF e GNF no córtex pré-frontal 

(Figura 34D – F e Anexo N). 

 

Figura 34: Efeitos do tratamento crônico com FK506 sobre as concentrações de fatores 
neurotróficos no hipocampo e no córtex pré-frontal de indivíduos TG ou WT. A – Concentração 
de BDNF no hipocampo. B – Concentração de GDNF no hipocampo. C – Concentração de 
NGF no hipocampo. D – Concentração de BDNF no córtex pré-frontal. E – Concentração de 
GDNF no córtex pré-frontal. F – Concentração de NGF no córtex pré-frontal. N (WT + Vei = 6, 
WT + FK506 = 8, TG + Vei = 7, TG + FK506 = 8). * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001. 
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4.25. O perfil de liberação de citocinas no hipocampo e no córtex pré-frontal 

não foi alterado pelo genótipo ou pelo tratamento crônico com FK506 

Para avaliar as possíveis alterações no perfil de liberação de citocinas no 

hipocampo e no córtex pré-frontal de animais transgênicos APP/PS1 e o possível 

efeito do tratamento crônico com FK506 sobre esse perfil, dosamos as concentrações 

das citocinas IL-1β, IL-6, IL-10, TNF-α e da quimiocina CX3CL1. No entanto, não 

percebemos qualquer alteração do perfil de liberação de citocinas ou da quimiocina 

CX3CL1 no hipocampo de indivíduos TG, quando comparados aos indivíduos WT, ou 

qualquer efeito do tratamento crônico com 5 mg/kg de FK506 (Figura 35A – E e Anexo 

O). De modo semelhantes, nenhum efeito do genótipo ou do tratamento com FK506 

foi observado no córtex pré-frontal (Figura 35F – J e Anexo O). 

 

Figura 35: Efeitos do tratamento crônico com FK506 sobre as concentrações de citocinas no 
hipocampo e no córtex pré-frontal de indivíduos TG ou WT. Concentração de IL-1β (A), IL-6 
(B), IL-10 (C), TNF-α (D) e CX3CL1 (E) no hipocampo. Concentração de IL-1β (F), IL-6(G), IL-
10(H), TNF-α (I) e CX3CL1 (J) no córtex pré-frontal. N (WT + Vei = 6, WT + FK506 = 8, TG + 
Vei = 7, TG + FK506 = 8). 
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5. Discussão  

No presente trabalho, nós investigamos os efeitos do ICN FK506 em três modelos 

experimentais para DA. Foi mostrado que o pré-tratamento com FK506 foi capaz de 

impedir o comprometimento cognitivo induzido pela microinjeção intrahipocampal de 

NMDA ou de Aβ1-42. Esse efeito foi acompanhado pela redução da neurodegeneração 

evidenciada por FJC e da microgliose hipocampal no modelo de microinjeção de Aβ. 

Além disso, notamos que que o FK506 foi capaz de impedir a redução da expressão 

de NeuN em culturas organotípicas de hipocampo de camundongos. Por fim, o 

tratamento crônico com FK506 reverteu o comprometimento do comportamento de 

esquiva e do comportamento social observado em animais transgênicos APP/PS1, 

além de reduzir a microgliose encontrada em CA1 do hipocampo de animais TG. 

 A utilização dos modelos de microinjeção de agente neurotóxico no presente 

trabalho teve como objetivo avaliar dois aspectos básicos que contribuem para a 

progressão da doença em graus diferentes e em diferentes etapas dessa condição 

patológica. Além disso, a utilização do animal duplo transgênico tem como objetivo a 

avaliação da utilização do inibidor da calcineurina em um modelo que representa de 

forma mais completa e complexa a doença humana, especialmente a forma familiar 

da DA. 

 

 

5.1. Efeitos da inibição da calcineurina na neurotoxicidade induzida por NMDA 

No presente trabalho, nós utilizamos o modelo de comprometimento cognitivo 

induzido pela microinjeção intrahipocampal de NMDA, que teve como objetivo simular 

a excitotoxicidade mediada por glutamato e por receptores do tipo NMDA sabidamente 

envolvida na fisiopatologia de DA (JAKARIA et al., 2018; LEWERENZ; MAHER, 2015; 

WANG, YAN; QIN, 2010). Mesmo que tal evento não ocorra exclusivamente em DA 

(LEWERENZ; MAHER, 2015; PRENTICE; MODI; WU, 2015), tal investigação 

contribui de forma significativa para a melhor compreensão de aspectos 

fisiopatológicos básicos envolvidos nessa condição patológica e sua relação com o 

comprometimento cognitivo e com as alterações histológicas observadas na doença. 

Inicialmente, nossos resultados mostraram que a microinjeção intrahipocampal 

de NMDA é capaz de induzir comprometimento na evocação da memória de 

reconhecimento do objeto novo na TRO, um paradigma amplamente utilizando para 
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avaliação cognitiva em camundongos (LUEPTOW, 2017). Além do mais, animais 

microinjetados com solução salina estéril foram capazes de reconhecer o objeto novo, 

demonstrando que a avaliação comportamental feita em nosso laboratório com 

animais C57BL/6 de 8-12 semanas de idade reproduziu o que era esperado para o 

paradigma. Essa observação também evidencia que a cirurgia por si só ou a 

microinjeção de solução inócua não foram responsáveis pela alteração 

comportamental, mas sim a microinjeção do agente neurotóxico.  

De modo interessante, uma única injeção i.p. de 5 mg/kg de FK506 30 minutos 

antes da microinjeção de NMDA foi capaz de impedir o comprometimento na 

evocação da memória de reconhecimento do objeto novo percebida por nós em 

indivíduos tratados somente com veículo. Para nosso conhecimento, este é o primeiro 

estudo que investigou o efeito da inibição da calcineurina no modelo de 

comprometimento cognitivo induzido por microinjeção de NMDA. Sabendo da 

importante participação de Ca2+ no processo excitotóxico, que culmina em 

degeneração neuronal e perda de função, e tendo em mente que a calcineurina é uma 

proteína dependente de Ca2+/calmodulina, que também é capaz de modular os níveis 

intracelulares desse íon (FITZGERALD; BURGOYNE; HAYNES, 2008; LI, LU; 

STEFAN; LE NOVÈRE, 2012), é possível que a inibição dessa fosfatase tenha efeitos 

distintos em diferentes fases da patologia. A observação feita por nós indica que a 

calcineurina pode estar atuando em eventos iniciais relacionados ao dano cognitivo 

percebido após um evento excitotóxico e a que inibição dessa proteína tem efeito 

protetor nesse modelo.  

A microinjeção por NMDA induziu marcação por FJC, evidenciando um 

processo neurodegenerativo em curso, e perda neuronal severa, o que não foi 

impedido pelo FK506. No processo excitotóxico induzido pela desregulação de 

glutamato e superativação dos receptores do tipo NMDA, a morte é iniciada por um 

influxo exagerado de Ca2+, acompanhado de disfunção mitocondrial, produção de 

espécies reativas de oxigênio, déficit de ATP e liberação de fatores apoptóticos 

(BERNARDI et al., 2006; RAO, V K; CARLSON; YAN, 2014; VELASCO et al., 2017). 

Dessa forma, sabendo que a calcineurina é uma proteína dependente de Ca2+/CaM, 

além de também ser capaz de regular as concentrações intracelulares desse íon 

(FITZGERALD; BURGOYNE; HAYNES, 2008; LI, LU; STEFAN; LE NOVÈRE, 2012), 

é possível que a inibição da calcineurina tenha reduzido os efeitos intracelulares 
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produzidos pela superativação do receptor do tipo NMDA. Apesar de não termos 

avaliado os níveis de calcineurina no presente estudo, outros autores já demonstraram 

redução da atividade e dos níveis de CN no hipocampo de camundongos 6 e 36 horas 

após injeção de 5 ou 10 mg/kg de FK506 (DINELEY et al., 2007; TAGLIALATELA et 

al., 2010). Também é importante notar que a concentração de NMDA usada neste 

trabalho tem como objetivo induzir comprometimento cognitivo e perda neuronal 

(CUNHA XAVIER PINTO et al., 2015) e, portanto, é possível o inibidor da calcineurina 

FK506 tenha efeitos ainda mais interessantes em eventos excitotóxico menos 

severos, como os que ocorrem durante a progressão de DA. 

De modo complementar, nós percebemos aumento dos níveis de fosforilação 

de Akt em animais que receberam NMDA 24 horas após a microinjeção. Akt é uma 

proteína presente no citoplasma e que está sabidamente envolvida com a 

sobrevivência de neurônios (BRUNET, A.; DATTA; GREENBERG, 2001). Quando 

ativada por meio de fosforilação, Akt migra para o núcleo e atua na ativação de vias 

de sobrevivência que previnem apoptose (BRAZIL; HEMMINGS, 2001; DOWNWARD, 

1998). Já foi observado que o pré-condicionamento de neurônios hipocampais com 

concentrações baixas de NMDA ou de glutamato atua de forma neuroprotetor por 

induzir a síntese de BNDF e induzir a ativação da via PI3-kinase-Akt, reduzindo a 

ativação de vias apoptóticas (ALMEIDA et al., 2005; HANSEN, HENRIK H. et al., 2004; 

JIANG, XUEYING et al., 2005; LUO, HONGBO R. et al., 2003; SORIANO et al., 2006; 

SWIATKOWSKI et al., 2017). Nesse sentido, o aumento da ativação de Akt no 

hipocampo de animais microinjetados com NMDA, evidenciada pelo aumento nos 

níveis de fosforilação dessa proteína, provavelmente é uma resposta do sistema na 

tentativa de evitar a morte neuronal. No entanto, os níveis de fosforilação no 

hipocampo de indivíduos tratados com FK506 80 minutos antes do estímulo com 

NMDA também estão alterados.  

Além do mais, notamos uma tendência na redução dos níveis de fosforilação 

de Erk1/2 – sabidamente envolvida na promoção da sobrevivência neuronal (CRUZ; 

CRUZ, 2007; SUBRAMANIAM; UNSICKER, 2010; SUN, JING; NAN, 2017) – 24 horas 

após a microinjeção, o que não foi percebido no grupo que recebeu FK506. Tal achado 

pode ter relação com alterações na expressão ou na ativação de diferentes tipos de 

receptores NMDA, uma vez que já é sabido que os receptores do NR2B estão mais 

amplamente associados à ativação dessa quinase (DEEP et al., 2019; KRAPIVINSKY 
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et al., 2003; SAVA et al., 2012). Sendo assim, experimentos adicionais para avaliação 

da expressão e ativação de tais receptores, além da via de ativação das caspases e 

de outras proteínas envolvidas em vias de sobrevivência e morte celular serão 

necessários para avaliar se o FK506 atua promovendo efeito anti-apoptótico no 

modelo proposto. 

O estímulo por NMDA não aumentou o número de micróglias. No entanto, da 

mesma forma que o estímulo com NMDA induziu morte neuronal, é razoável pensar 

que também tenha induzido morte de micróglias. Também observamos que o FK506 

por si só induziu aumento do número de células iba-1-positivas. Nesse sentido, 

sabemos que a resposta microglial atua protegendo contra o do dano excitotóxico 

(SZALAY et al., 2016; TURRIN; RIVEST, 2006; VINET et al., 2012) e a depleção dessa 

célula leva alterações no controle de Ca2+ e a morte neuronal induzida por insulto 

isquêmico (SZALAY et al., 2016). Nesse sentido, é possível que a indução de uma 

resposta microglial prévia ao estímulo neurotóxico tenha atuado de forma protetora 

nos modelos utilizados por nós e isso pode estar relacionado a ausência de 

comprometimento cognitivo em animais tratados com 5 mg/kg de FK506. 

Somado aos achados do modelo in vivo, no modelo ex vivo de cultura 

organotípicas de fatias de hipocampo, percebemos que o estímulo com NMDA induziu 

uma redução na expressão de NeuN, sugerindo perda neuronal. Essa redução foi 

impedida tanto pelo tratamento com FK506, mostrando que o FK506 pode ser capaz 

de reduzir o processo de neurodegeneração após estímulo com concentrações menos 

de NMDA. Além disso, a redução da expressão de NeuN também foi impedida pela 

depleção da micróglia, evidenciando mais uma vez o papel importante dessa célula 

no processo excitotóxico mimetizado pelo modelo de microinjeção de NMDA. 

 
 

5.2. Efeitos da inibição da calcineurina após estímulo com Aβ1-42 

Uma das hipóteses mais aceitas para DA, é a hipótese amiloide. Aβ tem efeito 

neurotóxico por si só ou ainda pode ativar a resposta imune e uma cascata inflamatório 

que também pode contribuir para morte neuronal, e todos esses fatores contribuem 

para a perda de função, como o comprometimento da memória (LACOR et al., 2007; 

MENG et al., 2019; NABESHIMA; NITTA, 1994; SELKOE; HARDY, 2016). Sabemos, 

ainda, que o peptídeo Aβ é capaz de alterar o processo de liberação e/ou de 

recaptação de glutamato, tanto in vitro quanto in vivo (ARIAS; ARRIETA; TAPIA, 1995; 
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FERNÁNDEZ-TOMÉ et al., 2004; PARPURA-GILL; BEITZ; UEMURA, 1997), e ainda 

pode induzir alterações nos receptores NMDA (NMDAR) (RÖNICKE et al., 2011).  

A microinjeção de Aβ1-42 simula a produção exagerada desse peptídeo em 

pacientes com DA. Aβ tem efeito neurotóxico por si só, induzindo morte neuronal e 

perda de função, como o comprometimento da memória (LACOR et al., 2007; MENG 

et al., 2019; NABESHIMA; NITTA, 1994; SELKOE; HARDY, 2016). Em nosso trabalho, 

mostramos que a microinjeção intrahipocampal de Aβ induziu comprometimento 

cognitivo 24 horas após a microinjeção. Outros trabalhos já tinham avaliado o impacto 

de Aβ 7 dias (ou mais/menos) após a microinjeção hipocampal, incluindo trabalhos 

realizados em nosso laboratório (BELLOZI et al., 2016; BELLOZI; GOMES; DA SILVA; 

et al., 2019). O que difere o presente trabalho dos demais é que aqui nós testamos o 

impacto da neurotoxicidade induzida por Aβ sobre a última fase avaliado pela TRO, a 

fase de evocação da memória. Sendo assim, incluímos na literatura um dado 

importante que serve de subsídio para outros estudos que queiram avaliar os estágios 

mais iniciais do processo neurotóxico induzido por esse peptídeo. 

Nossos dados também mostram que a inibição da calcineurina pelo pré-

tratamento com a dose de 5 mg/kg de FK506 impediu o dano cognitivo induzido pelo 

Aβ. Outros autores já mostraram o efeito da utilização de CNI em modelos de DA. 

Sabe-se que CN está superexpressa tanto em modelos de injeção de peptídeo quanto 

em modelos genéticos para DA (DINELEY et al., 2007, 2010) e que a inibição dessa 

proteína é capaz tanto de impedir quanto de reverter o déficit cognitivo encontrado 

nesses modelos (CAVALLUCCI; BERRETTA, 2013; DINELEY et al., 2007, 2010; 

TAGLIALATELA et al., 2010) e reduzir o acúmulo de Aβ (HONG et al., 2010; 

ROZKALNE; HYMAN; SPIRES-JONES, 2011), sugerindo um potencial neuroprotetor 

gerado pelos ICN. 

Apesar de não termos notado perda neuronal em indivíduos microinjetados com 

Aβ, percebemos a presença de coloração por FJC, indicando que os neurônios podem 

estar em processo de neurodegeneração, mas que ou o dano não é severo ao ponto 

de induzir perda significativa ou que o processo ainda está em fase inicial. De modo 

interessante, a marcação por FJC foi revertida pelo pré-tratamento com 5 mg/kg de 

FK506. Sabemos que morte neuronal induzida por espécies amiloide pode ser 

mediada por mecanismos diversos (LEONG et al., 2020; TELEGINA et al., 2019) e é 

provável que o Aβ esteja induzindo um processo de degeneração mais lento no 
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modelo usado no presente trabalho. Tal hipótese também é corroborada pelo fato não 

termos notado alterações nos níveis de fosforilação de Akt e Erk, proteínas 

sabidamente envolvidas em vias de sobrevivência neuronal (BRAZIL; HEMMINGS, 

2001; CRUZ; CRUZ, 2007; DOWNWARD, 1998; SUN, JING; NAN, 2017). 

Além disso, o método de ativação de Aβ utilizado em nosso trabalho induz a 

produção de agregados diméricos, oligoméricos e na forma de placas, porém é sabido 

que as espécies oligoméricas são mais neurotóxicas do que as formas fibrilares (JAN 

et al., 2011). A perda neuronal induzida pela microinjeção de agregados já foi 

observada 7 dias após o estímulo (BELLOZI; GOMES; DA SILVA; et al., 2019). É 

provável que no tempo de 24 horas após a microinjeção o processo de morte neuronal 

ainda não tenha começado ou esteja em fase inicial. Apesar do efeito neuroprotetor 

da inibição da calcineurina no modelo de microinjeção de Aβ percebido por nós e por 

outros autores, o que ainda não está claro é quais mecanismos estão mais 

estritamente associados à essa proteção.  

A calcineurina pode ativar o fator de transcrição NFAT e que tal via tem relação 

com a ativação da resposta imune (BENDICKOVA; TIDU; FRIC, 2017; HOGAN et al., 

2003). Foi demonstrado que ICN, por meio do FK506 ou do peptídeo tat-VIVIT, é 

capaz de atenuar a ativação microglial em animais transgênicos para DA 

(ROJANATHAMMANEE et al., 2015). Dessa forma, nós testamos o possível efeito do 

pré-tratamento com ICN sobre a microgliose induzida pela microinjeção de Aβ. 

Percebemos que o tratamento com 5 ou 10 mg/kg de FK506 impediu a microgliose no 

GD do hipocampo induzida pela microinjeção de Aβ.  

Sabemos que as micróglias estão ativadas desde as fases iniciais de DA e que 

isso contribui para a progressão da doença (GIOVANNINI et al., 2002; HANSEN, 

DAVID V.; HANSON; SHENG, 2018; HICKMAN; ALLISON; EL KHOURY, 2008b; 

PHILLIPS, EMMA C. et al., 2014). Sendo assim, também é provável que a injeção de 

FK506 previamente ao estímulo com Aβ tenha induzido ativação da micróglia antes 

mesmo do insulto. Essa hipótese é potencializada pelo fato de o tratamento com 

FK506 ter induzido aumento do número de micróglias no giro denteado do hipocampo 

mesmo na ausência de estímulo neurotóxico. Em conjunto, esses eventos podem 

explicar parte do efeito protetor do FK506 observado em nosso modelo experimental. 
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Micróglias são células de grande atividade (HANISCH; KETTENMANN, 2007; 

KETTENMANN, H. et al., 2011; RAIVICH, 2005) e que desempenham uma série de 

funções no sistema nervoso homeostático, monitorando os elementos sinápticos e o 

parênquima cerebral (KETTENMANN, HELMUT; KIRCHHOFF; VERKHRATSKY, 

2012; NIMMERJAHN; KIRCHHOFF; HELMCHEN, 2005; TREMBLAY, 2011; 

TREMBLAY et al., 2011; TREMBLAY; LOWERY; MAJEWSKA, 2010). Além do mais, 

vários trabalhos têm mostrado o papel da micróglia na plasticidade sináptica e tem 

papel fundamental no processo de aprendizagem e memória (CLARK, ANNA K. et al., 

2015; PARKHURST et al., 2013; ROGERS et al., 2011; ZHAN et al., 2014; ZHOU, LI-

JUN et al., 2019), o que também contribui para a hipótese do papel protetor do 

aumento da atividade da micróglia em nosso modelo.  

Também é razoável pensar que estímulos variados levam a respostas 

diferentes, como já citado anteriormente nessa discussão. Isso significa que, mesmo 

observando ativação microglial em diferentes situações, não necessariamente 

encontramos o mesmo tipo de perfil de resposta, seja essa resposta molecular, 

bioquímica ou morfológica (GERTIG; HANISCH, 2014). Dessa forma, entende-se que 

a micróglia não é uma entidade homogênea e diferentes subpopulações podem se 

distinguir em suas capacidades funcionais (ABELLANAS et al., 2019; FITZNER et al., 

2011; KARPERIEN; AHAMMER; JELINEK, 2013; PANNELL et al., 2014; SCHEFFEL 

et al., 2012). Também é do nosso conhecimento que CN tem papel importante na 

regulação do fenótipo microglial (NAGAMOTO-COMBS; COMBS, 2010) e, dessa 

forma, é possível que também regule as alterações morfológicas desse tipo celular. 

Porém, também é possível que as células ameboides observadas sejam macrófagos 

que migraram de outras regiões encefálicas ou da periferia. A técnica utilizada por 

nós, no entanto, não permite diferenciar micróglias de outros macrófagos e, portanto, 

não podemos afirmar se houve ou não migração de células periféricas para a área do 

evento excitotóxico. 

 
 

5.3. Efeitos do tratamento crônico com FK506 em animais APP/PS1 

Nós também avaliamos os efeitos do tratamento crônico com FK506 em 

animais transgênicos APP/PS1, um modelo mais complexo para DA (CARRERA et 

al., 2014; LI, HAO; WEI, 2015) e no qual é possível observar de modo mais abrangente 

os efeitos de possíveis agentes terapêuticos sobre a fisiopatologia dessa doença 
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neurodegenerativa. É importante mencionar que tal modelo representa mais 

estreitamente a amiloidose e deposição exagerada e precoce observada na forma 

familiar da DA (BRYAN et al., 2009; NEFF, 2019). Além disso, os modelos 

transgênicos são mais amplamente utilizados para avaliação de tratamentos crônicos 

e dos possíveis efeitos colaterais associados a eles.  

Para evitar possíveis implicações da perda de peso ou comprometimento da 

capacidade locomotora na avaliação comportamental, nós pesamos os animais ao 

longo do tratamento e os submetemos à atividade exploratória do campo aberto 

previamente aos demais testes. Nesse sentido, o tratamento ou o genótipo não 

tiveram efeito sobre a massa ou sobre a atividade locomotora dos animais. 

Curiosamente, indivíduos transgênicos exploraram por menor tempo o braço 

fechado do LCE, um teste comportamento frequentemente utilizado para avaliar 

comportamento do tipo ansioso em camundongos (WALF, ALICIA A; FRYE, 2007). 

Outros trabalhos já mostraram alterações na atividade de animais transgênicos no 

LCE. No entanto, esses estudos têm mostrado um comportamento do tipo ansiogênico 

em animais transgênicos para DA, o que é evidenciado por um maior tempo e 

exploração dos braços aberto do LCE (ou maior tempo de exploração dos braços 

fechados) (GALEANO et al., 2014; PENTKOWSKI et al., 2018; WEBSTER; 

BACHSTETTER; VAN ELDIK, 2013; ZHANG et al., 2016). Dessa forma, é provável 

que as observações que fizemos nesse paradigma experimental sejam menos 

relacionados ao possível comportamento do tipo ansioso e mais à capacidade desses 

animais em reconhecer a situação de perigo representada pelos braços abertos, que 

pode estar afetada no modelo transgênico. A capacidade de reconhecer um ambiente 

ou situação aversivos e evitá-los é conhecida como comportamento de esquiva 

(KRYPOTOS, 2015; LEDOUX et al., 2017) e alguns trabalhos têm utilizado protocolos 

modificados de LCE para avaliar esse tipo de tarefa em roedores (BERTOGLIO; 

JOCA; GUIMARÃES, 2006; DAHER; MATTIOLI, 2015; HLIŇÁK; KREJČÍ, 1998; 

MUTLU et al., 2015).  

A resposta defensiva dos animais está altamente relacionada a sua capacidade 

de reconhecer um ambiente aversivo, atividade que é dependente da integridade da 

atividade de regiões como hipocampo, amígdala, estriado e córtex pré-frontal 

(BERTOGLIO; JOCA; GUIMARÃES, 2006; CANTO-DE-SOUZA; MATTIOLI, 2016; 

COLETTIS et al., 2014; GONZÁLEZ-SALINAS et al., 2018; IZQUIERDO et al., 1997; 
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JEZEK; WESIERSKA; FENTON, 2002). Como umas das regiões de maior deposição 

de Aβ nos animais APP/PS1 são hipocampo e córtex pré-frontal, é possível que 

nossos dados evidenciem o comprometimento da capacidade inata de reconhecer o 

ambiente aversivo nesse modelo. Somado a isso, o tratamento crônico com FK506 foi 

capaz de reverter o comportamento dos animais TG observado no LCE, mostrando 

um efeito positivo do tratamento sobre atividades dependentes da memória 

emocional. Testes futuros utilizando paradigmas mais bem estabelecidos para a 

avaliação da memória emocional, como o teste de esquiva inibitória (ATUCHA; 

ROOZENDAAL, 2015), poderiam ajudar a esclarecer o possível efeito do tratamento 

com inibidor da calcineurina sobre esse tipo de comportamento. 

Alterações no comportamento social também são observadas em pacientes 

com comprometimento moderado ou com DA (BEDIOU et al., 2009; KIM, CUNYOEN 

et al., 2016; SOMMERLAD et al., 2019; WEISS et al., 2008). Alterações na interação 

e memória social também estão presentes em modelos experimentais da doença 

(BELLOZI; GOMES; DA SILVA; et al., 2019; BELLOZI; GOMES; DE OLIVEIRA; et al., 

2019; HUANG et al., 2016). Em nosso trabalho, nós percebemos que indivíduos TG 

apresentaram comprometimento da interação social. Tal comprometimento não foi 

percebido em indivíduos WT tratados de forma crônica com FK506 e, mais do que 

isso, o tratamento reverteu a alteração comportamental em indivíduos TG tratados 

com o inibidor da calcineurina.  

O comportamento social está altamente associado à consolidação das relações 

interpessoais e com a manutenção da saúde mental (ADOLPHS, 2009; BZDOK; 

DUNBAR, 2020; HENRY et al., 2016). Alterações nesse tipo de comportamento 

podem levar ao comprometimento da saúde mental, solidão, além de alterações na 

capacidade de reconhecer emoções ou de demonstrar empatia (BRÜNE et al., 2007; 

BZDOK; DUNBAR, 2020; CACIOPPO; CAPITANIO; CACIOPPO, 2014; DODICH et 

al., 2016; PHILLIPS, LOUISE H. et al., 2010; RONAY; VON HIPPEL, 2015). Além do 

mais, o isolamento social está sabidamente relacionado a alterações 

comportamentais que elevam o risco de morbidade e mortalidade (BZDOK; DUNBAR, 

2020; CACIOPPO; CAPITANIO; CACIOPPO, 2014). Dessa forma, terapias 

farmacológicas capazes de reverter o comprometimento no comportamento social 

podem ter impacto significativamente positivo sobre a qualidade de vida de pacientes 

com DA. 
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Por outro lado, indivíduos de 13 meses, TG ou WT, tratados ou não com FK506, 

não foram capazes de reconhecer o juvenil novo. É possível que o resultado obtido 

aqui tenha relação com a idade dos animais utilizados, uma vez que são indivíduos 

velhos e o comprometimento de memória pode ser observado em animais dessa idade 

mesmo na ausência de qualquer condição patológica (GOWER; LAMBERTY, 1993; 

KACZOROWSKI; DISTERHOFT, 2009; KOH; SPIEGEL; GALLAGHER, 2014; YANG; 

ZHOU; MA, 2019).  

Também avaliamos a integridade de memória declarativa episódica por meio 

da TRO. A integridade da memória declarativa é altamente dependente da atividade 

do hipocampo (BIRD, 2017) e esse tipo de memória está sabidamente comprometida 

em paciente com DA (NESTOR; FRYER; HODGES, 2006; PETER et al., 2014). 

Nossos dados mostraram que indivíduos WT foram capazes de reconhecer o objeto 

novo, o que não foi percebido em animais TG. No entanto, o tratamento com FK506 

não reverteu o comprometimento observado nessa tarefa. Mais do que isso, 

indivíduos WT tratados com FK506 também não foram capazes de reconhecer o 

objeto novo, mostrando que o uso crônico da droga induziu comprometimento desse 

tipo de memória. A participação da calcineurina na plasticidade sináptica e neuronal 

(ARENDT et al., 2015; EICH et al., 2017; KIM, SEONIL; ZIFF, 2014; MULKEY et al., 

1994), além de sua participação na aquisição, processamento e evocação da memória 

é conhecida (BAUMGÄRTEL; MANSUY, 2012).  

Pessoas tratados com ICN para evitar rejeição de órgão após transplante 

podem ter memória comprometida (DE LA FUENTE et al., 2014; LIN, CHIH HUNG et 

al., 2003; MALLERET et al., 2001; SACHSER et al., 2016). Nesse sentido, é razoável 

pensar que pode haver comprometimento de memória em animais tratados por longos 

tempo com FK506. No entanto, sabendo do efeito benéfico que o tratamento com 

FK506 pode gerar, é possível avaliar outras doses, outros tempos, ou ainda a 

personalização do tratamento entre os indivíduos. A estratégia de personalização no 

tratamento tem sido usada em pacientes transplantados, uma vez os farmacocinética 

desses ICN é alterada nesses indivíduos (BRUNET, MERCÈ et al., 2019; 

WALLEMACQ et al., 2009). A escolha da dose inicial, número de administrações 

diárias e a modificação da dose ao longo do tratamento, são feitas de modo diferente, 

o que tem reduzido os efeitos colaterais em pacientes tratados com FK506 para outras 

condições (ANDREWS et al., 2019; SHIN et al., 2018; TURUNC et al., 2019). 
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Apesar do comprometimento cognitivo observado em animais transgênicos não 

ter sido acompanhado por perda neuronal, nós observamos deposição de Aβ1-42 e 

significativa microgliose no hipocampo de animais APP/PS1. No entanto, o tratamento 

crônico não foi capaz de reverter tais achados. É fato que a deposição de amiloide-

beta é um dos principais marcadores histopatológicos da doença e que esse peptídeo 

está associado ao déficit cognitivo encontrado em paciente ou em modelos para DA 

(LIN, WEI et al., 2013; O’ NEILL, 2013). Sabemos que a deposição de Aβ nesses 

animais começa pode começar já a partir do 6º mês de idade (JANKOWSKY et al., 

2004; LI, HAO; WEI, 2015; LOK et al., 2013), de modo que a deposição de placas aos 

12-13 meses é mais dificilmente reversível. Além do mais, a redução da deposição de 

placas amiloide não parece explicar sozinha possíveis efeitos benéficos sobre o 

comprometimento cognitivo, uma vez que intervenções que foram capazes de reduzir 

significantemente os níveis do peptídeo no cérebro de pacientes com DA falharam em 

reduzir ou reverter o comprometimento cognitivo (DOODY et al., 2014; SEVIGNY et 

al., 2016; SIEMERS et al., 2016). 

No presente trabalho, não percebemos alteração da densidade de células 

NeuN-positivas animais TG, o que sugere que não houve perda neuronal nesses 

animais, mesmo aos 12-13 meses de idade. É provável que aos 12 meses de idade 

ainda não seja possível perceber perda neuronal nos animais APP/PS1. Além disso, 

métodos mais complexos precisam ser utilizados para a avaliação precisa da 

estimativa de células NeuN-positivas no hipocampo desses animais. Apesar de a 

perda neuronal já ter sido mostrada em diversos modelos transgênicos para DA 

(BELLOZI; GOMES; DA SILVA; et al., 2019; CALVO-RODRIGUEZ et al., 2020; 

CASAS et al., 2004; EIMER; VASSAR, 2013; LI, LUMING et al., 2011), muitos 

trabalhos têm mostrado que disfunção sináptica é mais evidente e está mais 

relacionada ao comprometimento cognitivo do que a perda neuronal (DA SILVA et al., 

2016; KASHYAP et al., 2019; SCHEFF et al., 2006; SELKOE, 2002). Nesse sentido, 

a avaliação dos níveis de proteínas sinápticas, como sinaptofisina ou PSD-95, se faz 

necessária para avaliar o possível efeito benéfico do tratamento crônico com FK506. 

Além disso, análises adicionais da densidade de neurônio, micróglias e placas Aβ no 

hipocampo e em outras regiões devem ser feitas com técnicas mais sensíveis e que 

consideram a característica tridimensional do tecido, como as técnicas baseadas em 

estereologia. 
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Sabendo que o hipocampo e o córtex pré-frontal são áreas nas quais há grande 

deposição de Aβ no modelo APP/PS1 e conhecendo o papel dessas regiões em 

processos envolvidos na cognição e no comportamento social, decidimos avaliar se 

as alterações comportamentais observadas estariam associadas a modificações no 

perfil de liberação de fatores neurotróficos e de citocinas nessas duas áreas cerebrais. 

O fator neurotrófico BDNF, por exemplo, tem papel fundamental no destino dos 

neurônios durante o desenvolvimento, na sobrevivência neuronal e na plasticidade 

sináptica (MIRANDA et al., 2019). Alterações nos níveis de BDNF no sangue de 

pacientes com DA já foram relatados (JUNG et al., 2009; PLÁTENÍK et al., 2014; 

YASUTAKE et al., 2006). A redução nos níveis dessa neurotrofina também já foi 

observada em modelos experimentais e isso está associado ao comprometimento 

cognitivo (FANG et al., 2019; FENG et al., 2019; JIAO et al., 2016; KOPEC et al., 

2020). Nós percebemos uma redução nos níveis de BDNF no hipocampo de animais 

transgênicos APP/PS1, no entanto o tratamento com FK506 não foi capaz de reverter 

tais níveis. No entanto, é possível que o tempo de tratamento ou dose utilizada não 

sejam os mais adequados e alterações no protocolo de administração, incluindo maior 

tempo de administração, podem contribuir para investigar os efeitos do FK506 sobre 

os níveis de BDNF e outros fatores neurotróficos. Além da avaliação desses fatores 

em outras regiões cerebrais. 

Tendo em mente que o papel da resposta imune e inflamatória na DA guiaram 

o presente estudo, nós testamos os efeitos do FK506 sobre a microgliose presente no 

hipocampo de animais transgênicos e avaliamos os níveis de citocinas anti e pró-

inflamatórias no hipocampo e no córtex pré-frontal de animais WT ou TG, tratados ou 

não. Além disso, o acúmulo de Aβ tem sido associado ao aumento da resposta 

inflamatória, especialmente mediada pela micróglia (BABCOCK et al., 2015; BLOCK; 

ZECCA; HONG, 2007; HENEKA et al., 2015; HICKMAN; ALLISON; EL KHOURY, 

2008a). Apesar de termos mostrado a presença de microgliose no hipocampo de 

animais transgênicos e de outros trabalhos já terem observado alterações no perfil de 

liberação de citocinas em animais APP/PS1 de diferentes idades (BABCOCK et al., 

2015; BELLOZI; GOMES; DA SILVA; et al., 2019; KIYOTA et al., 2010; LIN, 

XIAOYANG et al., 2014; PATEL, NIKUNJ S. et al., 2005), no presente trabalho nós 

não percebemos qualquer alteração induzida por genótipo ou pelo tratamento com 

FK506. É possível que a utilização de regiões inteiras e não de sub-regiões ou 
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laminações tenham diluído possíveis alterações encontradas em regiões mais 

específicas. Portanto, avaliações futuras mais refinadas deverão responder mais 

adequadamente os efeitos do tratamento crônico com FK506 sobre o perfil de 

citocinas no modelo proposto. 

É preciso salientar que nenhum modelo experimental é capaz de representar 

sozinho toda a complexidade observada nessa doença multifatorial e que a utilização 

de mais de um modelo é fundamental para tentar avaliar diferentes processos 

encontrados em DA. Em nosso trabalho nós avaliamos os efeitos do inibidor da 

calcineurina FK506 em dois modelos de estímulo neurotóxico que mimetizam eventos 

que ocorrem durante a doença de Alzheimer e em um modelo transgênico – esse 

último associado ao tratamento crônico com FK506. Nos 3 modelos utilizados, 

percebemos comprometimento cognitivo e comportamental induzidos pelos eventos 

avaliados e um efeito positivo do FK506 sobre tais comprometimentos. A avaliação de 

eventos neurotóxicos mais pontuais, como a excitotoxicidade mediada por NMDA ou 

a neurotoxicidade induzida por Aβ1-42 auxiliam na melhor compreensão dos 

mecanismos fisiopatológicos mais básicos envolvidos na doença e na busca de 

potenciais alvos terapêuticos. Já os modelos transgênicos – que mimetizam de modo 

mais complexo os achados comportamentais e histopatológicos de DA –, além de 

fornecerem base para a compreensão da fisiopatologia de doença, permitem avaliar 

potenciais terapias para essa condição, como o tratamento crônico com drogas ou 

anticorpos. Apesar do potencial efeito protetor evidenciado por este e outros estudos, 

análises adicionais e que utilizem outros modelos experimentais ainda precisam ser 

feitas para avaliar a possível utilização dos inibidores da calcineurina como terapia 

para DA. 
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6. Conclusão 

Os resultados aqui apresentados demonstram o importante efeito protetor do 

inibidor da calcineurina FK506 em modelos que mimetizam eventos associados a DA. 

O FK506 é capaz de evitar o comprometimento cognitivo induzido por NMDA ou por 

Aβ1-42, o que é acompanhado da redução da marcação por FJC e da microgliose no 

hipocampo em animais que receberam Aβ. O FK506 também protege culturas 

organotípicas de fatias de hipocampo contra a redução da expressão de NeuN 

induzida por NMDA. Por fim, o tratamento crônico de animais transgênicos para DA 

com FK506 é capaz de reverter alterações comportamentais observadas no LCE e no 

comportamento social, associado à redução da microgliose em CA1 do hipocampo, 

apesar de ainda ser necessário o melhor esclarecimento acerca das bases celulares 

e moleculares desses achados. Dessa forma, essa molécula é colocada em evidência 

como potencial alvo para o melhor entendimento de processos neurodegenerativos, 

de modo especial em doença de Alzheimer, além de fornecer bases para um potencial 

uso terapêutico dos inibidores de calcineurina nessa doença. 
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8. ANEXOS 

 

Anexo A: Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal de Minas 

Gerais, protocolo 200/2017.  
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Anexo B: Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal de Minas 

Gerais, protocolo 248/2019. 
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Anexo C: Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade de Freiburg 

(Alemanha), protocolo 248/ X-19/06R. 

 

 

 

 

 

 



134 
 

Anexo D: Análise estatística por grupo obtida a partir da avaliação por meio da tarefa de 

reconhecimento de objeto novo no modelo de microinjeção de NMDA, encontrada na figura 

11. 

Grupo t, df p 

Veículo + Salina t = 8,214, df = 6 0,0002 

Veículo + NMDA t = 0,4500, df = 6 0,6685 

FK 2,5 + Salina t = 5,383, df = 5 0.0030 

FK 2,5 + NMDA t = 0,6526, df = 5 0,5428 

FK 5 + Salina t = 2,719, df = 5 0,0418 

FK 5 + NMDA t = 3,266, df = 6 0,0171 

FK 10 + Salina t = 3,280, df = 5 0,0220 

FK 10 + NMDA t = 0,2069, df = 7 0,8420 

Média teórica = 0,5; df – grau de liberdade. 

 

 

Anexo E: Análise estatística obtida a partir da avaliação por WB dos níveis de fosforilação de 

Akt e Erk 30 minutos ou 24 horas após a microinjeção de NMDA ou salina, encontrada na 

figura 15. 

Experimento F  p 

Akt 30 minutos F (3, 16) = 1,425 0,2723 

Akt 24 horas F (3, 14) = 6,061 0,0073 

Erk 30 minutos F (3, 13) = 0,710 0,5628 

Erk 24 horas F (3, 14) = 5,637 0,0095 

 

 

Anexo F: Análise estatística obtida a partir da avaliação da expressão gênica em culturas 

organotípicas de fatias de hipocampo, encontradas nas figuras 17, 18 e 22. 

Expressão Kruskal-Wallis p 

NeuN 9,716 0,0179 

Iba-1 5,866 0,2154 

GFAP 9,269 0,0261 

TNF-α 10,44 0,0337 

BDNF 2,224 0,7388 

NGF 8,586 0,0723 

TGFβ 10,06 0,0395 
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Bcl-2 6,309 0,1772 

Bad 3,179 0,5749 

SOD1 2,276 0,6851 

SOD2 1,628 0,8038 

 

 

Anexo G: Análise estatística obtida a partir da avaliação da expressão gênica em culturas 

organotípicas de fatias de hipocampo depletadas, encontradas nas figuras 19, 20 e 22. 

Expressão Kruskal-Wallis p 

NeuN 5,540 0,2505 

GFAP 4,734 0,3475 

BDNF 6,110 0,1923 

NGF 1,880 0,7983 

TGFβ 7,789 0,0738 

Bcl-2 7,252 0,1036 

Bad 7,151 0,1105 

SOD1 1,209 0,9055 

SOD2 4,465 0,3843 

 

 

Anexo H: Análise estatística por grupo obtida a partir da avaliação por meio da tarefa de 

reconhecimento de objeto novo no modelo de microinjeção de Aβ1-42, encontrada na figura 22. 

Grupo t, df p 

Veículo + Salina t = 4,028, df = 6 0,0069 

Veículo + Aβ t = 1,635, df = 6 0,1532 

FK 2,5 + Salina t = 5,383, df = 5 0.0030 

FK 2,5 + Aβ t = 0, 8551, df = 6 0,4253 

FK 5 + Salina t = 2,719, df = 5 0,0418 

FK 5 + Aβ t = 3, 847, df = 7 0,0063 

FK 10 + Salina t = 3,280, df = 5 0,0220 

FK 10 + Aβ t = 1,617, df = 7 0,1500 

Média teórica = 0,5; df – grau de liberdade. 
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Anexo I: Análise estatística obtida a partir da avaliação da imunomarcação por NeuN no 

modelo de microinjeção de Aβ1-42, encontrada na figura 23. 

Região Interação Estímulo Tratamento 

Giro denteado 
F (2, 22) = 0,0604 

p = 0,9415 
F (1, 22) = 1,673 

p = 0,2092 
F (2, 22) = 0,2671 

p = 0,7680 

CA1 
F (2, 24) = 0,9443 

p = 0,4029 
F (1, 24) = 3,174 

p = 0,0875 
F (2, 24) = 0,5275 

p = 0,5968 

 

 

Anexo J: Análise estatística obtida a partir da avaliação por WB dos níveis de fosforilação de 

Akt e Erk 30 minutos ou 24 horas após a microinjeção de Aβ1-42 ou salina, encontrada na figura 

27. 

Experimento F p 

Akt 30 minutos F (3, 12) = 0,1559 p = 0,9238 

Akt 24 horas F (3, 10) = 0,1784 p = 0,9086 

Erk 30 minutos F (3, 12) = 0,1450 p = 0,9309 

Erk 24 horas F (3, 12) = 0,9862 p = 0,4319 

 

 

Anexo K: Análise estatística por grupo obtida a partir da avaliação por meio da tarefa de 

reconhecimento de objeto novo no modelo transgênico APP/PS1, encontrada na figura 30. 

Grupo t, df p 

WT + Veículo t = 3,379, df = 6 0,0149 

TG + Veículo t = 1,120, df = 7 0,2997 

WT + FK506 t = 0,3494, df = 5 0,7410 

TG + FK506 t = 0,3775, df = 5 0,7213 

Média teórica = 0,5; df – grau de liberdade. 

 

 

Anexo L: Análise estatística por grupo obtida a partir da avaliação por por meio do teste de 

interação social no modelo transgênico APP/PS1, encontrada na figura 30. 

Grupo t, df p 

WT + Veículo t = 3,012, df = 7 0,0196 

TG + Veículo t = 1.817, df = 5 0,1289 

WT + FK506 t = 4,925, df = 7 0,0017 

TG + FK506 t = 3.101, df = 7 0,0173 

Média teórica = 0,5; df – grau de liberdade. 
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Anexo J: Análise estatística por grupo obtida a partir da avaliação por por meio do teste de 

memória social no modelo transgênico APP/PS1, encontrada na figura 30. 

Grupo t, df p 

WT + Veículo t = 1,756, df = 6 0,1297 

TG + Veículo t = 1,097, df = 8 0,3046 

WT + FK506 t = 0,5445, df = 7 0,6030 

TG + FK506 t = 0,7077, df = 5 0,5107 

Média teórica = 0,5; df – grau de liberdade. 

 

 

Anexo M: Análise estatística obtida a partir da avaliação da imunomarcação por NeuN no 

modelo transgênico APP/PS1, encontrada na figura 32. 

Região Interação Genótipo Tratamento 

Giro denteado 
F (1, 16) = 0,007 

p = 0,9310 

F (1, 16) = 
0,7287 

p = 0,4059 

F (1, 16) = 0,6103 
p = 0,4461 

CA1 
F (1, 16) = 0,001 

p = 0,9695 
F (1, 16) = 0.006 

p = 0,9355 
F (1, 16) = 0,2146 

p = 0,6494 

 

 

Anexo N: Análise estatística obtida a partir da avaliação dos níveis de fatores neurotróficos no 

hipocampo e no córtex pré-frontal no modelo transgênico APP/PS1, encontrada na figura 34. 

Região Interação Genótipo Tratamento 

BDNF Hipocampo 
F (1, 22) = 4,117 

p = 0,0547 
F (1, 22) = 48,68 

p < 0,0001 
F (1, 22) = 9,79 

p = 0,0049 

GDNF Hipocampo 
F (1, 23) = 2,125 

p = 0,1584 

F (1, 23) = 
0.8394 

p = 0,3691 

F (1, 23) = 0,4645 
p = 0,5023 

NGF Hipocampo 
F (1, 25) = 3,908 

p = 0,0592 

F (1, 25) = 
0.4455 

p = 0,5106 

F (1, 25) = 0,033 
p = 0,8563 

BDNF córtex 
F (1, 24) = 0,089 

p = 0,7670 
F (1, 24) = 1,056 

p = 0,3143 
F (1, 24) = 5,254 

p = 0,031 

GDNF córtex 
F (1, 24) = 0,5335 

p = 0,4722 
F (1, 24) = 0,071 

p = 0,7914 
F (1, 24) = 3,118 

p = 0,0868 

NGF córtex 
F (1, 24) = 0,018 

p = 0,8929 
F (1, 24) = 0,024 

p = 0,8778 
F (1, 24) = 1,57 

p = 0,2223 
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Anexo O: Análise estatística obtida a partir da avaliação dos níveis de citocina no hipocampo 

e no córtex pré-frontal no modelo transgênico APP/PS1, encontrada na figura 35. 

Região Interação Genótipo Tratamento 

IL-1β Hipocampo 
F (1, 23) = 2,031 

p = 0,1676 
F (1, 23) = 0,073 

p = 0.7890 
F (1, 23) = 0,9080 

p = 0,3506 

Il-6 Hipocampo 
F (1, 22) = 1,039 

p = 0,3192 
F (1, 22) = 4,547 

p = 0.044 
F (1, 22) = 1,498 

p = 0,2354 

IL-10 Hipocampo 
F (1, 23) = 0,4641 

p = 0,5026 
F (1, 23) = 0,085 

p = 0.7726 
F (1, 23) = 0,4855 

p = 0,4929 

TNF-α Hipocampo 
F (1, 22) = 1,080 

p = 0,31 
F (1, 22) = 0,054 

p = 0.8174 
F (1, 22) = 2,354 

p = 0,1392 

CX3CL1 Hipocampo 
F (1, 23) = 0,0005 

p = 0,9941 
F (1, 23) = 1,71 

p = 0.2040 
F (1, 23) = 0,002 

p = 0,9645 

IL-1β Córtex 
F (1, 24) = 0,3619 

p = 0,531 
F (1, 24) = 0,470 

p = 0.4994 
F (1, 24) = 0,020 

p = 0,8877 

Il-6 Córtex 
F (1, 24) = 0,3321 

p = 0,5698 
F (1, 24) = 0,969 

p = 0.3346 
F (1, 24) = 0,011 

p = 0,9142 

IL-10 Córtex 
F (1, 23) = 0,178 

p = 0,6764 
F (1, 23) = 0,242 

p = 0.627 
F (1, 23) = 0,3837 

p = 0,5417 

TNF-α Córtex 
F (1, 22) = 0,8203 

p = 0,3749 
F (1, 22) = 0,316 

p = 0.5794 
F (1, 22) = 0,5158 

p = 0,4802 

CX3CL1 Córtex 
F (1, 22) = 0,016 

p = 0,90 
F (1, 22) = 0,043 

p = 0.836 
F (1, 22) = 7,40 

p = 0,012 

 


