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RESUMO 

A Doença de Alzheimer (DA) é uma moléstia degenerativa progressiva que 

compromete elementos do sistema nervoso central, associado com a perda de 

memória e com a demência. Na DA são observadas placas extracelulares, que 

são constituídas por depósitos do peptídeo beta-amilóide e de emaranhados 

neurofibrilares intracelulares, que podem estar associados aos filamentos 

intermediários, principalmente na região do hipocampo e do córtex cerebral. 

Estudos moleculares e anamnéticos têm sugerido a presença de elementos 

genéticos associados a esta fisiopatologia, como os genes APOE, BETA-

AMILÓIDE (βA) E TAU além dos níveis glicêmicos e lipídicos. Sabe-se que a 

incidência da doença aumenta rapidamente com o avanço da idade e que a DA 

afeta proporcionalmente mais as mulheres do que os homens. Acredita-se que 

o declínio dos níveis de hormônios gonadais em mulheres pós-menopausa 

pode contribuir para a diferença observada entre os sexos. O presente trabalho 

tem por objetivo verificar a influência da ApoE e dos hormônios sexuais 

femininos sobre os aspectos moleculares envolvidos na formação da placa 

senil no sistema nervoso central de camundongos fêmeas C57 e ApoE KO 

utilizando a ovariectomia (OVX) como agente mimetizador da menopausa em 

mulheres. Foram utilizados 14 camundongos fêmeas C57 e 14 camundongos 

fêmeas ApoEKO (knockout para o gene da apolipoproteína E) com oito meses. 

Realizaram-se técnicas histológicas (Cajal, Bielschowsky e Tioflavina S) para a 

visualização de placas senis em seções cerebrais. Análises plasmáticas de 

glicose, colesterol, triglicerídeos, c-HDL, VLDL e LDL também foram avaliadas. 

A formação e a distribuição da proteína βA, da proteína Tau, da proteína Tau 

[pS199] e do BDNF (Fator neurotrófico derivado do cérebro) foram analisadas 

via ELISA. Os resultados obtidos sugeriram que a ovariectomia promoveu a 

depleção significativa de estradiol (E2), BDNF e aumentou significativamente 

os níveis de βA, Tau e Tau [pS199] em diferentes compartimentos biológicos 

quando comparados ao controles. Neste ínterim, sugere-se que os hormônios 

sexuais femininos juntamente com a ApoE modulam o clearance de algumas 

moléculas associadas à formação da placa senil e emaranhados neurofibrilares 

característicos da Doença de Alzheimer. 

Palavras-chave: Doença de Alzheimer, Apolipoproteína E, Proteína Tau, 
BDNF, Estrógenos e Ovariectomia. 



 

ABSTRACT 

Alzheimer's disease (AD) is a progressive neurodegenerative disease that 

compromises elements of the central nervous system, commonly associated to 

memory loss and dementia. There has been observed that AD’s patients brains 

exhibit extracellular plaques that consist in deposits of beta-amyloid (Aβ) 

peptide. Also, intracellular neurofibrillary tangles, which can be associated to 

intermediate filaments, appear mainly in the hippocampus and cerebral cortex 

of these patients. Anamnesis and molecular studies have suggested the 

presence of genetic elements involved in this pathophysiology, such as APOE 

gene, beta-amyloid precursor protein (APP) and TAU protein. However, some 

other comorbidity (high glycemic and lipid levels) may also contribute for the 

disease onset. Moreover, it is known that the disease incidence increases 

rapidly with advancing age and AD affects proportionately more women than 

men. It is believed that the decline in gonadal hormone levels in 

postmenopausal women may contribute to the observed difference between the 

sexes as long as it is also associated to many decline of body functions 

described above. This study aimed to determine the influence of ApoE and 

female sex hormones on the molecular aspects involved in the formation of 

senile plaques in the brain of female mice. To do so, we used both C57/BL6 

and ApoE knockout either SHAM operated or ovariectomized (OVX) as an 

agent mimicking menopause in women. Senil plaques and neurofibrillary 

tangles were determined by several histological techniques (Cajal, 

Bielschowsky, Thioflavine S, and immunohistochemistry. We also analysed 

plasma glucose, cholesterol, triglycerides, c-HDL, VLDL and LDL were to check 

whether metabolic imbalances are observed by these experimental conditions. 

Furthermore, both formation and distribution of βA, Tau protein and Tau [pS199] 

and BDNF were analyzed via ELISA. The results suggest that ovariectomy 

promoted the significant depletion of estradiol (E2) and BDNF and significantly 

increased levels of βA, Tau and Tau [pS199] in different biological 

compartments when compared to controls. Also, we observed that there is a 

significant increase of APP protein parallels of appearance of high levels of Aβ 

peptide in the brains of OVX mice. However, the data obtained from APOE 

SHAM operated knockout mice exhibited opposite effects than those seen in 

C57/BL6 WT SHAM operated mice. Also, OVX into APOEKO mice seemed to 



 

counteract the beneficial effects of lacking of APOE which suggested that 

gonadal hormones and APOE act through different pathaways at least into 

these fenomena. Taken together, we observed that female sex hormones along 

with ApoE modulates the turnover of some molecules related to the formation of 

senile plaques and neurofibrillary tangles characteristic of Alzheimer's disease. 

Keywords: Alzheimer's disease, Apolipoprotein E, Tau protein, BDNF, 

Estrogen and Ovariectomy. 
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1. INTRODUÇÃO 

O envelhecimento populacional é uma realidade mundial nos dias de hoje. Este 

fenômeno se deve, majoritariamente, aos avanços científicos e tecnológicos na 

Área Biomédica e também às várias medidas de Saúde Pública adotadas 

desde o século passado que resultaram num significativo aumento da 

expectativa de vida dos seres humanos (WHO, 2003). Desde a década de 80, 

o constante aumento da proporção de idosos na população mundial apontou 

para um maior interesse no estudo das chamadas Doenças Associadas ao 

Envelhecimento (WHO, 1996; BERQUÓ & LEITE, 1988). 

No Brasil, em particular, nota-se que a expectativa de vida ao nascimento 

aumentou em mais de 50% entre os anos de 1950 e 2000 de 43,2 anos na 

década de 1950 para 68,4 anos em 2000. Este fenômeno aliado a uma 

redução significativa observada a partir da década de 1960 fez com que o 

Brasil passasse da 16ª para a 6ª posição mundial em termos de número 

absoluto de indivíduos com 60 anos ou mais (CHAIMOWICZ, 1998). 

Estimativas apontam também que a proporção de idosos (com 65 anos ou 

mais) deverá aumentar de 10% em 2010 para 28,82% em 2050 (IBGE, 

www.ibge.com.br). Essas mudanças são extremamente preocupantes, devido 

às precárias condições econômicas e sociais dos idosos no Brasil e devido ao 

fato de que os problemas relacionados à saúde da infância ainda não foram 

adequadamente resolvidos. Nos países desenvolvidos já ocorreu a transição 

epidemiológica, caracterizada pela substituição das doenças infecciosas pelas 

crônico-degenerativas, pelo deslocamento da maior carga de morbimortalidade 

dos grupos mais jovens para os mais idosos e pelo predomínio da morbidade 

sobre a mortalidade. No Brasil, onde persistem problemas já resolvidos em 

outros países, há a "superposição epidemiológica" em que ambos os 

problemas convivem (CHAIMOWICZ, 1998). Dentre as condições crônico-

degenerativas que afligem esta “nova” população, destaca-se a hipertensão 

arterial, o diabetes mellitus, a osteoporose, a aterosclerose e as demências, em 

particular a doença de Alzheimer.  

Em termos mundiais, sabe-se que as demências estão entre as enfermidades 

que mais afetam os idosos. Dados (2003) mostram que a demência senil 

contribuiu com 11,2% dos Anos Vividos com Incapacidade (AVI) em pessoas 
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acima de 60 anos de idade. Este valor é superior ao encontrado em outras 

doenças comuns nesta faixa etária, tais como o Acidente Vascular Cerebral 

(AVC, que correspondeu a 9,5% dos AVI), as doenças musculoesqueléticas 

(8,9% dos AVI), as doenças cardiovasculares (5,0% dos AVI) e todas as formas 

de câncer (2,4% dos AVIs) (estimativas da OMS - Organização Mundial da 

Saúde) (WHO, 2003). Cumpre ressaltar que, dentre os tipos de demência, a 

Doença de Alzheimer é uma das mais importantes e prevalentes.  

Devido ao impacto exercido em todos os indivíduos envolvidos por esta 

devastadora aflição – o próprio doente e seus familiares – há um apelo 

significaivo para o estabelecimento de novas formas de diagnóstico e de 

condutas terapêuticas para com a Doença de Alzheimer.  Entretanto, outra 

grande complicação encontrada no diagnóstico diferencial da Doença de 

Alzheimer é a semelhança dos sintomas encontrados em sua fase inicial com 

aqueles exibidos na aterosclerose cerebral. Esta confluência de sinais 

patognomônicos pode levar a um tratamento errôneo do paciente, o que 

certamente piora o prognóstico do doente.  

Devido a sua importância, esta mazela tem sido estudada largamente na 

tentativa de elucidar os seus mecanismos. Até recentemente, pouco se 

conhecia a respeito da sua fisiopatologia e dos mecanismos gênicos e, 

atualmente, grandes avanços já foram impetrados desde os primeiros estudos 

conduzidos por Alois Alzheimer em 1907. Este fenômeno é, ao menos em 

parte, devido à carência de estudos moleculares em pacientes, visto os 

aspectos éticos associados à própria doença. O advento de modelos animais 

para o estudo da Doença de Alzheimer propiciou, todavia, um novo impulso 

nos estudos mecanísticos deste mal. Deste modo, o estudo dos mecanismos 

genéticos e orgânicos, sejam eles in vitro e in vivo, é uma ferramenta de 

fundamental importância para entendimento das doenças degenerativas.  

Esta Tese de Doutorado visa elucidar os mecanismos de formação de placas 

senis em camundongos ApoE knock-out (APOEKO), os quais são úteis para o 

estudo de eventos dislipidêmicos e ateroscleróticos correlacionados ao papel 

do colesterol, por exemplo, nas amiloidopatias (MILLER, 1982). Sabe-se que a 

disfunção da ApoE em camundongos KO promove nestes animais um 

desenvolvimento deficiente (GOZES et al., 1997; BASSAN et al., 1999), a 
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visualização de disfunções cognitivas (Gordon et al., 1995; Gozes et al., 1999), 

de danos colinérgicos (GOZES et al., 1997) e hiperfosforilação da Tau (GENIS 

et al., 1999).  

Ademais tem sido mostrado que um dos alelos humanos da APOE, a APOE4, 

está envolvida, de alguma forma, com a patogênese da doença de Alzheimer 

(FARRER et al., 1997). Para tanto, utilizamos modelos ovariectomizados 

(OVX), inicialmente visando estudar a formação de placas e a modulação de 

algumas moléculas envolvidas na doença. Nossos resultados mostram que os 

hormônios sexuais femininos e a ApoE atuam por vias de sinalização celular 

distintas que, provavelmente, atuam no turnover de algumas moléculas 

associadas à formação da placa senil e emaranhados neurofibrilares 

característicos da Doença de Alzheimer. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. Visão Geral da Doença de Alzheimer 

A Doença de Alzheimer (DA) é uma doença neurodegenerativa progressiva 

representando a forma mais comum de demência em idosos. Estima-se que 

cerca de quatro milhões de americanos possuem a doença e que sua 

prevalência, após os 65 anos, dobra a cada cinco anos (ASSOC., 2004). A 

Doença de Alzheimer é clinicamente diagnosticada através de observações 

que incluem a perda de memória, o declínio cognitivo e os déficits nas 

habilidades motoras dos indivíduos afetados (WELSH et al., 1992). Estágios 

tardios da doença são caracterizados por demência e paranoia. Entretanto, o 

diagnóstico definitivo da DA somente é obtido quando são identificadas 

estruturas histopatológicas, tais como placas senis e emaranhados 

neurofibrilares, a termo da autópsia no cérebro do paciente já falecido 

(JELLINGER & BANCHER, 1998).  

As placas senis são depósitos extracelulares compostos de um pequeno 

peptídeo conhecido como beta-amilóide (βA), o qual é formado pela clivagem 

da proteína precursora amilóide (PPA) e se acumula no tecido cerebral do 

acometido pela doença. Já os emaranhados neurofibrilares (ENF) são 

acúmulos intracelulares de proteína Tau que está ligada aos microtúbulos das 

células nervosas. A proteína Tau encontra-se hiperfosforilada na DA, o que 

leva à formação de filamentos helicoidais pareados e, consequentemente, aos 

emaranhados (Figura 1) (GRUNDKE-IQBAL et al., 1986a).  

A DA é observada no córtex frontal e parietal bem como no hipocampo de 

indivíduos afetados por esta patologia (BRAAK & BRAAK, 1997). Outras 

características patológicas incluem a presença de neuritos distróficos – 

primariamente encontrados na periferia das placas amiloides – perda neuronal 

acompanhada por atrofia cerebral severa em estágios tardios e inflamação 

(AKIYAMA et al., 2000). Contudo, ainda são poucos entendidos os 

mecanismos que levam ao fenótipo desta doença. 

 

 

 



18 

2.2. Fatores de risco da Doença de Alzheimer 

Diversos estudos epidemiológicos têm sugerido um variado número de fatores 

que contribuem para o aparecimento desta Doença (ARTIGA et al., 1998a). 

Estes fatores possuem ambos componentes ambientais e genéticos que 

frequentemente interagem para manifestar esta complexa doença. Vários 

fatores ambientais têm sido postulados como contribuintes diretos para o 

desenvolvimento da DA. A idade, contudo, ainda é o fator de risco de maior 

significância. Estima-se que aproximadamente 3% dos homens e mulheres 

entre 65 e 74 anos possuem a doença e que metade de todos os indivíduos 

com mais de 85 anos estejam em alguma fase da DA (KATZMAN, 1993). As 

mulheres são mais afetadas pela DA do que os homens e adicionalmente 

possuem um risco acumulativo aumentado para o aparecimento da doença ao 

longo da idade (ANDERSEN et al., 1999; VON STRAUSS et al., 1999). O grau 

de escolaridade e a atividade cerebral contínua são fatores protetores, por 

razões ainda não tão bem elucidadas (QIU et al., 2001; SNOWDON, 

OSTWALD, & KANE, 1989). Têm sido também sugerido que traumas 

encefálicos, particularmente em boxeadores, aumentam seu risco, 

especialmente e também indivíduos com parentes de primeiro grau acometidos 

por esta patologia (GUO et al., 2000; MORTINER et al., 1991).  

Estudos recentes sugerem que o metabolismo do colesterol e a inflamação 

possuem um papel chave na Doença de Alzheimer. Em estudos 

epidemiológicos retrospectivos, indivíduos em tratamento com estatinas, para 

diminuir a síntese de colesterol para condições não relacionadas, 

apresentaram uma diminuição da incidência da doença. Estes estudos 

complementaram a associação de níveis elevados de colesterol com a DA em 

algumas populações (KIVIPELTO et al., 2001; PAPPOLLA et al., 2003). Da 

mesma forma, populações sob utilização de anti-inflamatórios não-esteroidais 

(AINES), para tratamento de condições diversas, também exibiram baixa 

incidência de casos de Doença de Alzheimer (ANDERSEN et al., 1995; 

MCGEER & MCGEER, 1996; BEARD et al., 1998). Estes achados, combinados 

com uma resposta inflamatória pronunciada no cérebro de pacientes com DA, 

sugerem que a modulação da inflamação e os níveis de colesterol podem ser 

importantes na patogênese da Doença de Alzheimer. 
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Enquanto a elucidação dos fatores ambientais tem sido útil na identificação de 

populações de risco para a DA, a compreensão de algumas das bases 

moleculares da doença tornou-se possível através da identificação de fatores 

genéticos que contribuem para a patogênese da doença. Estudos de incidência 

para a DA realizados em gêmeos têm estimado que a taxa de concordância de 

pares de gêmeos monozigóticos em que um indivíduo desenvolve a doença é 

de 40-50%, indicando um forte componente genético para a DA (GATZ et al., 

2005; RAIHA et al., 1996). A Doença de Alzheimer pode ser estratificada em 

três subclasses baseada na associação entre mutações genéticas e a idade do 

aparecimento dos sintomas: Doença de Alzheimer de estágio precoce, Doença 

de Alzheimer de estágio tardio e Doença de Alzheimer esporádica. 

 

2.2.1. Doença de Alzheimer de Estágio Precoce 

No começo da década de 90, análises identificaram diversas mutações em 

várias famílias que exibiam uma alta incidência de DA relativamente precoce 

(KARLINSKY et al., 1992). Estas famílias representavam uma forma particular, 

denominada assim de Doença de Alzheimer de estágio precoce, na qual os 

sintomas ocorrem entre 30 e 50 anos de idade. Inicialmente um locus no braço 

longo do cromossomo 21 foi relacionado à DA, no final de 1980 (PERICAK-

VANCE et al., 1988). Entretanto, a identificação do gene responsável por esta 

doença não ocorreu até que esta região fosse analisada em uma única árvore 

genealógica, devido à heterogeneidade genética. Análises de duas grandes 

árvores genealógicas suecas com múltiplos indivíduos afetados identificaram 

um duplo ponto de mutação no gene da PPA, residindo entre o locus do 

cromossomo 21. Esta mutação, posteriormente denominada de mutação 

sueca, altera dois aminoácidos na PPA nas posições 670 e 671 na porção N-

terminal da sequência do peptídeo βA (MULLAN et al., 1992). O mapeamento 

rebuscado em conjunção com o sequenciamento direto foi utilizado para 

identificar outro ponto de mutação na PPA em várias famílias londrinas. Esta 

mutação altera o aminoácido na posição 717 (PPALon), região esta próxima à 

porção C-terminal da sequência da βA (CHARTIER-HARLIN et al., 1991; 

GOATE et al., 1991; KARLINSKY et al., 1992). Um alelo adicional que codifica 

uma substituição de um aminoácido diferente na mesma posição foi 
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identificado em uma família de Iowa (Estados Unidos) de descendência alemã 

(PPAlnd) (MURRELL et al., 1991). Diversas mutações na Presenilina 1 (PSEN1) 

no cromossomo 14 (HUTTON et al., 1996) e na Presenilina 2 (PSEN2) no 

cromossomo 1, têm sido identificadas (LEVY-LAHAD et al., 1995; ROGAEV et 

al., 1995; VAN BROECKHOVEN, 1995). Análise genealógica de famílias com 

Doença de Alzheimer de estágio precoce demonstraram que todas as 

mutações em ambos PPA e PSEN 1 e 2 possuem um modo dominante de 

herança e são causadoras da DA. Mutações em quaisquer destes genes têm 

aumentado a produção de proteína βA – constituinte primário das placas senis. 

Interessantemente, indivíduos com Síndrome de Down que carregam uma 

terceira cópia do cromossomo 21 possuem uma cópia extra da PPA e 

desenvolvem amiloidopatia por volta dos 30 a 40 anos de idade (WISNIEWSKi 

et al., 1985), desta maneira promovendo evidência adicional do papel da PPA 

na patologia da Doença de Alzheimer.  

 

2.2.2. Doença de Alzheimer de Estágio Tardio e Esporádica 

Embora as mutações na PPA e na PSEN tenham sido fundamentais para 

aumentar a compreensão da produção de βA, elas representam apenas 5% de 

todos os casos de Doença de Alzheimer (ROCCHI et al., 2003). Desta forma, 

há claramente outros fatores genéticos que contribuem para a doença. Muitos 

casos de DA são observados em uma idade mais avançada. Estudos familiares 

com uma alta incidência de Doença de Alzheimer de estágio tardio, com uma 

média de idade entre 60 e 70 anos, têm elucidado o complexo modo de 

herança para esta forma da doença. Nos últimos 10 anos, análises 

especificamente nestas famílias identificaram diversas regiões em todo o 

genoma destes indivíduos, as quais possuem sugestiva significância de ligação 

à DA.  

Polimorfismos em vários genes entre estas regiões genômicas estão 

associados com DA em certas populações, incluindo a Apolipoproteína E 

(APOE) no cromossomo 19 (CORDER et al., 1993; Strittmatter et al., 1993a), a 

alfa-2-macroglobulina (α2M) no cromossomo 12 (BLACKER et al., 1998) 

(JHOO et al., 2001; NACMIAS et al., 2001), o receptor da lipoproteína de baixa 

densidade (LDL-R) no cromossomo 12 (KANG et al., 1997; BEFFERT, 
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ARGUIN, & POIRIER, 1999a) e a enzima de degradação da insulina (IDE) no 

cromossomo 10 (BIAN et al., 2004; BLOMQVIST et al., 2005). Vale ressaltar 

que a herança de um dos alelos acima é suficiente para aumentar o risco de 

desenvolvimento de DA, uma importante diferença dos genes identificados na 

Doença de Alzheimer de estágio precoce, na qual as mutações são as 

causadoras da doença. O alelo ε4 da APOE é um dos fatores de risco mais 

significantes identificados até o momento, representando por cerca de 50% de 

todos os casos (RABER, HUANG, & ASHFORD, 2004). Primeiramente 

identificado por Corder et al. e Strittmatter et al. no começo da década de 90 

(CORDER et al., 1993; STRITTMATTER et al., 1993a), estudos associativos 

subsequentes têm ampliado a análise do impacto do alelo ε4 da APOE no 

aumento do risco de DA na população caucasiana e japonesa (UEKI et al., 

1993; FARRER et al., 1997). Além disso, estudos em indivíduos com Doença 

de Alzheimer esporádica, para os quais não há histórico familiar da doença, 

demonstraram que a frequência do alelo ε4 da APOE é maior nesta população 

– quando comparada as outras com a presença de DA e também com relação 

a indivíduos normais (REBECK et al., 1993; SAUNDERS et al., 1993). No que 

se refere à modulação da PPA, o impacto tanto da idade de aparecimento dos 

sintomas quanto da severidade da patologia em indivíduos com DA é 

diretamente afetado. Contudo, estes fatores parecem não exercer nenhum 

efeito sobre as mutações da PSEN (VAN BROECKHOVEN et al., 1994; 

HOULDEN et al., 1998). Estas observações sugerem que as mutações na 

PSEN são dominantes sobre os efeitos das mutações na PPA ou APOE ε4.  

 

2.3. Processamento da PPA e Geração de βA. 

A proteína βA foi identificada como a constituinte primária das placas senis em 

cérebros de pacientes com DA no começo da década de 80 por Glenner e 

Wong (GLENNER & WONG, 1984). Posteriormente identificou-se que esta 

proteína representava uma porção de proteína precursora de cadeia longa, 

denominada Proteína Precursora Amilóide, ou PPA, uma proteína 

transmembranar expressada ubiquamente em humanos e camundongos 

(GOLDGABER et al., 1987; TANZI et al., 1987). Há três isoformas da PPA, 

sendo que somente a isoforma PPA695 é processada para gerar βA (SELKOE, 
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1998). O peptídeo βA não é gerado fora do cérebro, apesar disso ele é 

encontrado no plasma, presumivelmente devido ao clearance através da 

barreira hemato encefálica (SHIBATA et al., 2000). 

Análise molecular da PPA demonstrou que esta proteína pode ser clivada em 

duas vias distintas por um processo dividido em duas etapas. A clivagem da 

PPA pela alfa-secretase (α-secretase), uma enzima transmembrana postulada 

como sendo um dos três membros de uma família de desintegrinas e 

metaloproteinases – ADAM (BUXBAUM et al., 1998; LAMMICH et al., 1999; 

SKOVRONSKY et al., 2000; HOTODA et al., 2002; ASAI et al., 2003) – gera 

um fragmento amino-terminal conhecido como sPPAα, e um fragmento 

intracelular carboxi-terminal denominado CTFα o qual permanece atracado à 

membrana. O CTFα é clivado por outro complexo protéico, gama-secretase (γ-

secretase), gerando um pequeno peptídeo, o p3. A γ-secretase é um complexo 

composto por pelo menos quatro proteínas associadas à membrana: 

presenilina, nicastrina, Aph-1 e Pen-2 (LI et al., 2000; FRANCIS et al., 2002; 

HU, YE, & FORTINI, 2002; KIMBERLY & WOLFE, 2003; FRAERING et al., 

2004). A via de clivagem pela α-secretase é considerada como protetora contra 

a DA, pois o peptídeo p3 não é patogênico e não contribui para a formação das 

placas senis (GLENNER & WONG, 1984). 

O processamento alternativo da PPA envolve a clivagem pela beta-secretase 

(β-secretase) ou BACE, uma aspartil protease ligada à membrana (VASSAR et 

al., 1999; HUSSAIN et al., 2000). A clivagem pela BACE produz um fragmento 

amino-terminal pequeno, sPPAβ, e um fragmento carboxi-terminal grande, 

CTFβ. Subsequentemente, a clivagem do CTFβ pela γ-secretase produz um 

peptídeo βA de 40 a 42 aminoácidos (βA1-40 e βA1-42, respectivamente) e um 

fragmento membranar pequeno, C-γ ou AICD. O peptídeo βA gerado possui 

alto poder de formar agregados e eventualmente formar depósitos e placas 

senis (Figuras 2). 
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PLACAS E EMARANHADOS NEUROFIBRILARES 

 

 

Figura 1: Placas (plaques) e emaranhados neurofibrilares (tangles) no córtex 
cerebral em pacientes com Doença de Alzheimer. As placas são constituídas 
de depósitos de Beta Amilóide rodeadas por neuritos distróficos, astrócitos 
reativos e micróglia, enquanto o emaranhado é um agregado intracelular 
composto de uma forma hiperfosforilada da proteína Tau associada a 
microtúbulos. Os astrócitos reativos participam de vários mecanismos após 
lesões do Sistema Nervoso Central e Periférico, os quais incluem 
neuroproteção, brotamento neuronal, neurotransmissão e dor neuropática 
(BLENNOW, DE LEON & ZETTERBERG, 2006).  
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METABOLISMO DA PPA COM GERAÇÃO DE PROTEÍNA βA 
 

 

Figura 2: Diagrama esquemático das vias proteolíticas amiloidogênica e não-
amiloidogênica do processamento da PPA e produção de βA. A PPA é uma 
proteína transmembrana tendo uma abundante cauda N-terminal extracelular. 
A forma mais comum da APP está representada (APP770), contendo o domínio 
inibidor da protease tipo Kunitz (KPI), o qual está ausente na isoforma APP695, 
e o domínio antigênico OX-2, e que está ausente tanto na isoforma APP695 e 
APP751. O domínio beta-amilóide está parcialmente encaixado na membrana 
plasmática incluindo o resíduo 28 externamente à membrana e o primeiro 
resíduo 12-14 no domínio transmembrana. A PPA pode ser processada em 
duas vias principais. Na via α-secretase, a enzima α-secretase cliva o PPA no 
domínio AB, gerando um fragmento solúvel da PPA (α-sAPP). O fragmento C-
terminal remanescente (CTF), α-CTF ou C83 é clivado pela enzima γ-
secretase, gerando um pequeno peptídeo p3. O domínio remanescente 
intracelular da PPA (AICD) é metabolizado no citoplasma. Visto que o PPA 
clivado pela α-secretase está no domínio Aβ, isto impede a geração de βA. Na 
via β-secretase, a enzima β-secretase cliva o APP justamente antes do 
domínio βA, gerando a forma solúvel βsAPP. O CTF, β-CTF, ou C99 
remanescente é clivado pelo complexo enzimática γ-secretase, gerando um 
peptídeo amilóide livre de 40 ou 42 aminoácidos. O AICD remanescente é 
metabolizado no citoplasma (BLENNOW, DE LEON, & ZETTERBERG, 2006). 
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2.3.1. Mutações observadas na Doença de Alzheimer Familiar e o 

Processamento da PPA  

Análises das células derivadas de pacientes com Doença de Alzheimer 

Familiar (DAF), bem como estudos de transfecção in vitro, têm demonstrado 

que há uma conexão entre PPA ou PSEN e o aumento da produção de βA. A 

mutação da PPA dita sueca (PPASwe) aumenta a preferência de clivagem da 

PPA pela BACE e desta forma leva à produção de βA1-40 e βA1-42 (CITRON et 

al., 1994; FELSENSTEIN, HUNIHAN, & ROBERTS, 1994; KALARIA et al., 

1996a), enquanto as mutações  PPALon e  PPAInd, bem como as mutações na 

PSEN (ANCOLIO et al., 1997; MANN et al., 1997ª; TOMITA et al., 1997; 

WALKER et al., 2005), aumentam os níveis de βA1-42 através da modulação da 

atividade da γ-secretase (MARUYAMA et al., 1996; SCHEUNER et al., 1996). A 

natureza causal destas mutações e a consequente identificação da sua 

influência na produção de βA têm levado à hipótese de que a proteína amilóide 

possui um papel chave no desenvolvimento da Doença de Alzheimer.  

 

2.4. Presenilina 

O grupo das presenilinas é constituído por duas proteínas: presenilina 1 (PS1) 

e presenilina 2 (PS2), codificadas por 2 genes estreitamente relacionados, PS1 

e PS2, respectivamente. Estão localizadas em membranas intracelulares e são 

expressas de forma ubíqua no cérebro, primariamente nos neurônios 

(KOVACS, FAUSETT, & PAGE, 1996). PS1 e PS2 possuem múltiplos domínios 

transmembranares contendo ambas as extremidades amino e carboxi terminal, 

bem como uma grande alça hidrofílica. As duas proteínas, PS1 com 46 kDa e 

PS2 com 55kDa, compartilham 67% dos aminoácidos presentes em cada 

estrutura protéica (BORCHET, THINAKARAN, & ECKMAN, 1996).  

As funções exatas associadas às PS1/2 ainda não estão totalmente 

elucidadas. Sabe-se que a PS1 está envolvida na neurogênese normal, na 

formação do esqueleto axial, na modulação da atividade da γ-secretase, bem 

como na ligação das presenilinas à PPA. A deleção gênica da PS1 demonstra 

que esta é indispensável para a geração de proteína βA (WOLFE, XIA, & 

OSTASZEWSKI, 1999). Dois resíduos transmembranares de aspartato na PS1 
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são essenciais para a produção de proteína βA, sugerindo que a PS1 ou é um 

cofator essencial para a γ-secretase ou talvez a própria γ-secretase 

(KIMBERLY, XIA, & RAHMATI, 2000). A PS2 também contém dois resíduos 

transmembranares cruciais que modulam a atividade da γ-secretase. Uma 

crescente lista de proteínas, incluindo a Tau, tem sido relacionada à interação 

direta ou indireta com as presenilinas (SHINOZAKI, MARUYAMA, & KUME, 

1998).  

As presenilinas também podem estar envolvidas no controle da apoptose. 

Embora a PS2 aparenta possuir um papel direto na  apoptose, as mutações na 

PS1, através da atividade de quinases e fosfatase relacionadas (WOLOZIN, 

ALEXANDER, & PALACINO, 1998) e desestabilização da homeostase do 

cálcio (BUXBAUM, CHOI, & LUO, 1998), podem sugerir uma alta predisposição 

à apoptose neuronal (DROUET et al., 2000). A proteína Par-4, que está 

envolvida na apoptose, está superexpressa no cérebro de indivíduos com DA e 

também em células transfectadas mutantes para a PS1 (GUO, FU, & XIE, 

1998). 

Há diversas evidências genéticas sugerindo que mutações oriundas da PS1 e 

PS2 (SCHEUNER et al., 1996) e de clones destas proteínas (CITRON et al., 

1997) afetam as enzimas envolvidas na degradação da PPA, sobretudo as 

secretases (WOLFE, XIA, & OSTASZEWSKI, 1999). A maioria dos casos de 

DAF está ligada com a mutação dos genes da PS. Mais de 40 mutações já 

foram descritas para o gene da PS1 que podem posteriormente resultar na DA. 

Mutações em ambos os genes seletivamente aumentam a produção de 

proteína βA42 em culturas celulares e no cérebro de camundongos 

transgênicos e estão associadas com o aparecimento de Doença de Alzheimer 

de estágio precoce, vide figura 3 (SHERRINGTON, ROGAEV & LIANG, 1995). 

Algumas mutações associadas com o aumento no metabolismo da proteína βA 

ao invés de apresentarem os sintomas da DA, demonstram uma larga 

distribuição de placas e sintomas peculiares, tais como paraparesia espástica 

(deficiência relacionada à perda parcial das funções motoras dos membros 

inferiores com lesão do córtex cerebral, o que acarreta em diminuição da força 

muscular e aumento do tônus muscular) (SMITH, KWOK, & MCLEAN, 2001).  
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FATORES DESENCADEANTES DA FORMAÇÃO DE PLACAS SENIS 

 

 

 

Figura 3: Processamento da APP e fatores de regulação. DA: Doença de Alzheimer; 
βA: proteína β-Amilóide; PPA: Proteína Precursora β-Amilóide; PPAs: Proteína 
Precursora β-Amilóide solúvel; N-PPA: porção N-terminal da PPA; DRI: domínio 
remanescente intracelular da PPA; APOE: gene da apolipoproteína E; CLU: gene da 
clusterina; PICALM: gene codificante da proteína clatrina - phosphatidylinositol-binding 
clathrin assembly protein; CR1: gene codificante do receptor 1 do componente 3b/4b 
do complemento; PSEN1/PSEN2: gene da proteína presenilina 1 e 2, 
respectivamente. Modificado de (A VAN ES & H VAN DEN BERG, 2009). 

 

2.5. Proteína TAU 

Além do depósito de proteína βA, as lesões neurofibrilares constituem uma 

característica histopatológica marcante da DA. Estes achados são encontrados 

nos corpos celulares e dendritos apicais, em dendritos distais (linhas 

neuropiais) e em neuritos anormais que estão associados com algumas placas 

de proteína βA (placas neuríticas). Os emaranhados neurofibrilares (ENFs) 

desenvolvem-se em sítios específicos e distribuem-se de forma previsível e 

não-randômica em todo o cérebro (BRAAK & BRAAK, 1991). O principal 

componente dos ENFs são filamentos anormais cujo núcleo protéico é 

composto pela proteína Tau, uma proteína que está associada a microtúbulos 

(GOEDERT et al., 1988). No curso normal da DA, a proteína tau torna-se, 

anormalmente, fosforilada, o que leva a uma conformação diferente da 
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inicialmente visualizada. Esta fosforilação provoca uma dissociação da proteína 

Tau dos microtúbulos levando a um aumento da sua solubilidade. Isto se 

configura como um importante estágio na formação de filamentos de proteína 

Tau no tecido cerebral, conforme figura 4 (CHEN et al., 2004). 

As funções fisiológicas da Tau incluem a organização e estabilização dos 

microtúbulos em células cerebrais. Os microtúbulos são polímeros cilíndricos 

com aproximadamente 25 nm de diâmetro e estão reunidos primariamente em 

heterodímeros de α- e β- tubulina (80%), e também em uma coleção de 

proteínas associadas a microtúbulos (MAPs) (20%). Os microtúbulos possuem 

duas funções básicas: é o principal componente estrutural do fuso mitótico e 

atua também na organização do citoplasma. A proteína Tau pode ser 

encontrada também em astrócitos e oligondendrócitos, em níveis relativamente 

menores (TASHIRO et al., 1997). Funções adicionais têm sido atribuídas a Tau 

na transdução de sinal, na organização do citoesqueleto de actina, no 

transporte intracelular de vesículas e na ancoragem de fosfatases e quinases 

(MAAS, EIDENMULLER, & BRANDT, 2000). No cérebro humano adulto, são 

visualizadas seis isoformas oriundos de splicing alternativo dos éxons 2, 3 e 10. 

As isoformas diferem pela presença ou ausência de uma ou duas inserções 

curtas na porção amino-terminal e possuem três ou quatros motivos de 

repetição de ligações a microtúbulos na porção carboxi-terminal (3R e 4R). 

Todas as seis isoformas são encontradas nas lesões neurofilamentares em 

cérebros de indivíduos com Doença de Alzheimer (GOEDERT et al., 1992). 
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A INFLUÊNCIA DA PROTEÍNA TAU NA DOENÇA DE ALZHEIMER 

 

 

 
Figura 4: A: Esquema da proteína Tau ligada a um microtúbulo através de 
seus domínios ligante a microtúbulo. A maior das seis isoformas da proteína 
Tau está demonstrada, contendo quatro domínios ligantes a microtúbulos e os 
éxons 2 e 3 em splice. Abaixo da figura encontra-se um esquema da 
hiperfosforilação da proteína tau com os sítios de fosforilação, treonina (T) ou 
serina (S).  B: Fluxograma da hiperfosforilação da proteína Tau e formação de 
emaranhados neurofibrilares. A fosforilação da proteína Tau é regulada pelo 
balanço entre as múltiplas quinases e fosfatases. A proteína Tau 
hiperfosforilada sequestra a proteína tau normal e outras proteínas associadas 
à microtúbulos causando desarranjo dos microtúbulos e distúrbios no 
transporte axonal. A proteína Tau hiperfosforilada também se torna propensa a 
agregação em fibras insolúveis (filamentos helicoidais pareados; PHF) e um 
grande número de emaranhados. Tanto a perda da estabilização dos 
microtúbulos e a formação de emaranhados comprometem a função neuronal e 
sináptica. A proteína Tau sob a forma de emaranhados neurofibrilares torna-se 
disponível para degradação não-lisossomal, mas este processo é ineficiente, e 
os emaranhados neurofibrilares podem levar os neurônios afetados à morte 
(IQBAL, ALONSO & CHEN, 2005).  
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2.6. Fator Neurotrófico Derivado do Cérebro 

O fator neurotrófico derivado do cérebro (do inglês Brain-derived neurotrophic 

factor ou BDNF) tem sido alvo de intenso interesse de diversos estudos no 

campo da Doença de Alzheimer por longos anos. O BDNF pertence à família 

das neutrotrofinas de fatores de crescimento e modulam a sobrevivência e as 

funções dos neurônios no SNC, particularmente nas regiões susceptíveis à 

degeneração na DA. Este fator promove a sobrevivência de neurônios 

colinérgicos do prosencéfalo, bem como de neurônios no hipocampo e no 

córtex (HARTMANN, HEUMANN & LESSMANN, 2001). O BDNF liga-se a pelo 

menos dois receptores na superfície das células que possuem a capacidade de 

responder a este fator de crescimento, TrkB e LNGFR (receptor de baixa 

afinidade do fator de crescimento do nervo ou p75) (PATAPOUTIAN & 

REICHARDT, 2001) e também modula a atividade de diferentes receptores de 

neurotransmissores, incluindo o receptor de nicotina alfa-7 (FERNANDES et 

al., 2008). Análises post mortem demonstraram baixos níveis de BDNF no 

tecido cerebral de indivíduos com DA, embora a natureza da conexão 

permaneça ainda não elucidada. Estudos sugerem que os fatores neurotróficos 

desempenham um papel protetor contra a toxidade do peptídeo βA 

(MATTSON, 2008). 

Dois diferentes polimorfismos do BDNF são associados a DA. O polimorfismo 

valina/metionina na posição 196, no códon 66, confere aumento da 

susceptibilidade para o desenvolvimento da DA, o qual aparenta ser 

independente do genótipo para ApoE (VENTRIGLIA et al., 2002). O 

polimorfismo C270T tem sido associado com Doença de Alzheimer de estágio 

tardio, mas não com Doença de Alzheimer de estágio precoce, principalmente 

na população japonesa (KUNUGI et al., 2001). Estudos realizados na 

população alemã sugerem que o polimorfismo C270T aumenta o risco de 

desenvolvimento de DA quando há perda do alelo ApoE4. Exceto para o 

polimorfismo met-BDNF, pouco é conhecido sobre como os episódios 

polimórficos afetam as funções do BDNF (RIEMENSCHNEIDER et al., 2002).  

Estudos em animais demonstraram que os níveis cerebrais de BDNF são 

modificados em resposta a certos tipos de estimulação que ocorrem 

naturalmente no dia-a-dia. Notavelmente, dois potentes estímulos que 
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rapidamente aumentam os níveis de BDNF no hipocampo são os exercícios e o 

aprendizado. Em murinos, o estímulo diário à corrida consistentemente 

aumenta os níveis de mRNA de BDNF e os níveis protéicos no hipocampo e 

outras regiões cerebrais incluindo partes do córtex (COTMAN & BERCHTOLD, 

2002). Adicionalmente, o auto aprendizado aumenta os níveis cerebrais de 

BDNF, particularmente no hipocampo. Interessantemente, em humanos, o 

exercício regular está associado com benefícios à saúde mental e funções 

cognitivas, o qual pode em parte ser devido ao aumento da disponibilidade de 

BDNF. De fato, a atividade física em adultos não só diminui o risco de déficit 

cognitivo, como também diminui o risco de depressão e de desenvolvimento de 

DA ou outra demência (FRIEDLAND et al., 2001).  

 

2.7. O Colesterol no Sistema Nervoso Central 

2.7.1. O Processamento do Colesterol 

A importância dos papéis da proteína relacionada ao receptor da LDL (LDL-R) 

e da ApoE na DA levou à investigação de possíveis alterações no metabolismo 

lipídico de indivíduos afetados. No SNC, o metabolismo do colesterol é 

autônomo ao da periferia e apresenta-se de forma singular em vários aspectos. 

A lipoproteína HDL é a principal carreadora de colesterol no SNC, em contraste 

com os sistemas periféricos onde o colesterol é transportado pela LDL. A 

síntese de colesterol no SNC é rápida durante o desenvolvimento e nas 

primeiras quatro semanas de vida no camundongo (QUAN et al., 2003). O 

colesterol contido no cérebro humano aumenta constantemente durante os 

primeiros doze meses de vida (DIETSCHY & TURLEY, 2004). 

Interessantemente, a síntese de colesterol ocorre paralelamente à produção de 

mielina no cérebro (DIETSCHY & TURLEY, 2004), o que faz sentido, visto que 

a maioria do colesterol no cérebro é encontrada na bainha de mielina dos 

oligodendrócitos (MUSE et al., 2001) (SNIPES & SUTER, 1997).  

A síntese de colesterol ocorre principalmente pelos neurônios, mas também 

pelos astrócitos e micróglia. Uma das principais funções da ApoE é prover 

colesterol derivado da glia para os neurônios. Apesar de os neurônios 

possuírem a capacidade de sintetizar o próprio colesterol (JUREVICS & 

MORELL, 1994), é clara a importância do colesterol proveniente da glia, 
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particularmente no que diz respeito à formação da sinapse e manutenção 

neuronal (MAUCH et al., 2001). A ApoE disponibiliza o colesterol aos neurônios 

por LDL-R. Diversas observações sugerem que as isoformas da APOE afetam 

a manutenção neuronal. A isoforma E3 promove, enquanto a E4 dificulta o 

crescimento do neurito in vitro (FAGAN et al., 1996), o que pode estar 

relacionado à capacidade de carreamento do colesterol destas duas isoformas 

(MAUCH et al., 2001). Os níveis de ApoE também estão elevados em resposta 

às injúrias neuronais (POIRIER et al., 1991). 

O turnover do colesterol no cérebro ocorre a uma fração da taxa na periferia, 

indicando que há diferenças adicionais na regulação do colesterol nos dois 

sistemas (DIETSCHY & TURLEY, 2004). O transporte do colesterol do cérebro 

para a periferia é o principal meio através do qual este esterol é eliminado do 

SNC (SPADY et al., 1987). O processo de eliminação envolve a conversão do 

colesterol em um oxiesterol pela CYP46A1 – uma enzima produzida no cérebro 

capaz de converter colesterol em 24-S-hidroxicolesterol (LUND et al., 2003). 

Este produto é o principal oxiesterol eliminado pelo SNC, uma vez que o 

colesterol não é capaz de atravessar a barreira hemato-encefálica (OSONO et 

al., 1995). De fato, a maioria do 24-S-hidroxicolesterol encontrado na periferia 

origina-se do SNC (BJORKHEM et al., 1998). Outros oxiesteróis também são 

produzidos no cérebro para o clearence do colesterol, incluindo 27-hidroxilase, 

produzido pela CYP27A1 – uma enzima que se origina no plasma e atravessa 

a barreira hemato-encefálica (LEONI et al., 2003).  

Lutjohann et al. reportaram uma diminuição associada à idade nos níveis de 

24-S-hidroxicolesterol quando comparado aos níveis de colesterol total em 

camundongos (LUTJOHANN et al., 1996). Esta relação é ainda mais diminuída 

em indivíduos com DA (PAPASSOTIROPOULOS et al., 2000). Entretanto, em 

alguns indivíduos com DA, o 24-S-hidroxicolesterol está aumentado, sugerindo 

que há uma alteração no metabolismo do colesterol no cérebro 

(PAPASSOTIROPOULOS et al., 2002). Isto pode estar relacionado à 

neurodegeneração, embora sejam necessários outros estudos para o 

entendimento do metabolismo do colesterol no SNC em indivíduos sadios e 

doentes. A ApoE parece estar envolvida no efluxo do colesterol do cérebro, 
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principalmente na neurodegeneração, como o observado em camundongos 

deficientes para a APOE Knockout (APOEKO) (FAGAN et al., 1998).  

 

2.7.2. Colesterol e Processamento da PPA 

Além das mutações observadas na PPA e PSEN, diversos fatores ambientais 

contribuem para a produção de βA. Estudos apontam para o importante papel 

do colesterol na regulação da produção de βA, tanto in vitro quanto in vivo 

(LAH & LEVEY, 2000). A internalização da PPA na membrana plasmática é 

mediada pelo LRP, um receptor envolvido na endocitose de vários ligantes, 

incluindo lipoproteínas. Estudos de localização celular têm demonstrado que a 

PPA, BACE1 e PSEN são encontradas em domínios membranares ricos em 

colesterol, conhecidos como lipid rafts. Estas estruturas membranares são 

compostas de um fosfolipídio modificado – esfingomielina – e são mais rígidas 

que as membranas ricas em fosfolipídios que possuem domínios pobres em 

colesterol. Nestas estruturas encontramos a α-secretase atracada. A 

modulação da disponibilidade, da oferta e do tráfego do colesterol, afeta as 

estruturas destes microambientes e a localização das proteínas nestes 

domínios transmembranas (VETRIVEL et al., 2004). 

É importante ressaltar que o colesterol afeta o processamento da PPA in vitro, 

presumivelmente pela alteração da localização e das interações em potencial 

da PPA com suas enzimas de clivagem (KOJRO et al., 2001; WAHRLE et al., 

2002). Experimentos realizados in vitro demonstraram que a diminuição dos 

níveis de colesterol aumenta a clivagem da PPA pela α-secretase, desta forma, 

opondo-se à formação de βA (BODOVITZ & KLEIN, 1996). Em contraste, o 

aumento da disponibilidade do colesterol promove a clivagem da PPA pela 

BACE, conduzindo, portanto a um aumento da produção de βA (FREARS et al., 

1999). Com relação à atividade do complexo γ-secretase, tem havido algum 

debate a respeito da potencialização dessa enzima pela alteração dos níveis 

de colesterol (VETRIVEL et al., 2004). Experimentos de isolamento de 

membranas revelaram que todos os componentes deste complexo residem em 

lipid rafts e possuem a atividade modulada pela disponibilidade do colesterol 

(URANO et al., 2005). 
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Além disso, o tráfego de colesterol mediado pela via endocítica modula o 

processamento da PPA. Evidências sugerem que a PPA e suas secretases 

também sejam encontradas em compartimentos endocíticos, particularmente 

na membrana lisossomal (KINOSHITA et al., 2003; PASTERNAK et al., 2003). 

A inibição da atividade da γ-secretase por tratamento com drogas ou 

deficiência da PSEN1 leva ao acúmulo de CTFβ no lisossomo (CHEN et al., 

2000). Igualmente, o bloqueio do transporte celular de colesterol por um agente 

inibidor ou por inexistência de NPC – proteína envolvida na desordem de 

armazenamento lisossomal na Doença de Niemann–Pick – leva a um aumento 

da atividade da γ-secretase e, consequente exacerbação da produção de  βA1-

40 e βA1-42 no lisossomo (RUNZ et al., 2002). Estes estudos sugerem que a 

localização da PPA e das suas enzimas de clivagem, bem como a 

disponibilidade e o tráfego do colesterol, impactam significativamente na 

geração de βA (BURNS et al., 2003). 

 

2.8. Estrógenos  

2.8.1. Estrutura e Biossíntese do Estrogênio, da Progesterona e da 

Testosterona 

É sabido que o colesterol é o precursor de todos os hormônios esteróides, 

destacadamente os hormônios sexuais femininos e masculinos (figura 5). Há 

três diferentes formas de estrógenos: estradiol, estriol e estrona. Estradiol, 

também conhecido como 17β-estradiol ou E2, é o estrógeno mais potente. Em 

geral, o estriol exibe aproximadamente 10% da potência fisiológica do estradiol, 

enquanto a estrona apresenta aproximadamente 1% da potência do estradiol 

(JOHNSON & EVERRIT, 1995). 
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BIOSSÍNTESE DOS ESTRÓGENOS 

 

 

Figura 5: Os estrógenos são derivados de um precursor comum, a 
pregnenolona, que após a ação de enzimas chaves é convertido em estradiol, 
estriol e estrona (GOLOUBKOVA & SPRITZER, 2000). 

 

A progesterona, também conhecida como P4, é um hormônio esteróide de 21 

carbonos envolvido no ciclo menstrual, gravidez e na embriogênese de 

humanos e de outras espécies, o qual é produzido, a partir da puberdade, pelo 

corpo lúteo e pela placenta durante a gravidez.  Em mamíferos, a 

progesterona, como todos os outros hormônios esteróides, é sintetizada da 

pregnenolona, que por sua vez é derivada do colesterol. O colesterol sofre 

oxidação para produzir 20,22-dihidroxicolesterol. Este diol é, então, oxidado, 

com perda da cadeia lateral que começa na posição C-22 para produzir 

pregnenolona. Esta reação é catalisada pelo citocromo P450scc. A conversão 

de pregnenolona em progesterona ocorre em duas etapas. Primeiro, o grupo 3-

hidroxila é oxidado a um grupo ceto e, segundo, a dupla ligação é transferida 

para o C-4, do C-5, por meio de uma reação de tautomerização. Esta reação é 

catalisada pela isomerase 3-β-hidroxiesteróide-desidrogenase/∆(5)-∆(4). A 

progesterona também é o precursor do mineralocorticóide aldosterona, e 

depois da conversão de 17-hidroxiprogesterona, de cortisol e androstenediona. 

Androstenediona pode ser convertida em testosterona, estrona e estradiol 

(SCHUMACHER et al., 2007). 

Juntamente com a pregnenolona e a diidroepiandrosterona, a progesterona 

pertence a grupo dos neuroesteróides. Estes podem ser sintetizados no SNC e 

também são precursores de outro importante neuroesteróide, a 
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alopregnanolona. Os neuroesteróides afetam as funções sinápticas, 

desempenham funções neuroprotetoras e influenciam a mielinização 

(SCHUMACHER et al., 2004). 

A principal hipótese que traça uma relação da P4 com a DA baseia-se no fato 

de que a P4 age como um regulador endógeno do metabolismo da βA. Sabe-

se que a patogênese da DA está relacionada a uma série de eventos em 

cascata que finalizam em um produto comum (aumento do pool de βA) que se 

unem formando oligômeros solúveis, mínimas quantidades de agregado solúvel 

e eventualmente fibrilas insolúveis. Os neuroesteróides, desta forma, possuem 

a capacidade de reduzir este pool de βA, porém por vias ainda não bem 

elucidadas (KLEIN, KRAFT & FINCH, 2001). 

A testosterona é um hormônio esteroide oriundo do grupo dos andrógenos que 

pode ser encontrado nos mamíferos, répteis, aves e outros vertebrados (Cox & 

John-Alder, 2005; REED et al., 2006). Nos mamíferos, a testosterona é 

primariamente secretada pelos testículos (células de Leydig) e pelas células da 

teca, nos ovários, apesar de que pequena quantidade também seja secretada 

pelas glândulas adrenais e placenta (MOORADIAN, MORLEY & KORENMAN, 

1987). Nos homens, a testosterona está envolvida no desenvolvimento de 

tecidos reprodutivos, tais como testículos e próstata, bem como promove o 

aparecimento das características secundárias masculinas: aumento da massa 

muscular e crescimento capilar (MOORADIAN, MORLEY & KORENMAN, 

1987). Em média, um adulto do sexo masculino produz cerca de dez vezes 

mais testosterona do que um adulto do sexo feminino, mas os animais fêmeas 

são do ponto de vista comportamental (em vez de uma perspectiva anatômica 

ou biológica), mais sensíveis à testosterona (DABBS & DABBS, 2000). 

Aproximadamente 7% da testosterona é reduzida a 5α-diidrotestosterona 

(DHT) pela citocromo P450 5α-redutase (RANDALL, 1994). Cerca de 3% é 

convertida em estradiol pela aromatase (CYP19A1) (MEINHARDT & MULLIS, 

2002), uma enzima presente no cérebro, fígado e tecido adiposo 

(MOORADIAN, MORLEY & KORENMAN, 1987). DHT é a forma mais potente 

da testosterona, enquanto o estradiol possui atividades diferentes (feminização) 

em comparação com a testosterona (masculinização). Tanto a testosterona 
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quanto a DHT podem ser desativadas ou eliminadas por enzimas que 

hidroxilam nas posições 6, 7, 15 ou 16 da cadeia carbônica (TRAGER, 1977). 

Como a testosterona afeta o corpo todo, o cérebro também é afetado por esta 

"diferenciação" sexual (SWAAB & GARCIA-FALGUERAS, 2009), onde a 

enzima aromatase converte a testosterona em estradiol, que é responsável por 

masculinização do cérebro nos ratos machos. Nos seres humanos, a 

masculinização do cérebro fetal parece, pela observação da preferência por 

sexo em pacientes com doenças congênitas de formação androgênica ou de 

função do receptor de andrógeno, estar associada com receptores 

androgênicos funcionais (WILSON, 2001).  

Existem algumas diferenças entre um cérebro masculino e feminino 

(possivelmente pela ação de diferentes níveis de testosterona), sendo um deles 

a de tamanho: o cérebro humano masculino é, em média, maior (COSGROVE, 

MAZURE & STALEY, 2007). Em um estudo dinamarquês a partir de 2003, os 

homens apresentaram um comprimento total de fibras mielinizadas de 176.000 

km aos 20 anos de idade, enquanto nas mulheres o comprimento total foi de 

149.000 km (MARNER et al., 2003). No entanto, as mulheres possuem um 

maior número de conexões entre as células dendríticas cerebrais 

(RABINOWICZ et al., 1999). 

A literatura sugere que a atenção, a memória e as habilidades espaciais são 

importantes funções cognitivas afetadas pela testosterona no homem. 

Evidências preliminares sugerem que baixos níveis de testosterona podem ser 

um fator de risco para o declínio cognitivo e, possivelmente, para a Doença de 

Alzheimer (HOGERVORST et al., 2004; MOFFAT et al., 2004). Grande parte 

da literatura, no entanto, sugere uma curva ou até mesmo a relação quadrática 

entre o desempenho espacial e a testosterona circulante (MOFFAT & 

HAMPSON, 1996), onde tanto a hipo quanto a hipersecreção de andrógenos 

circulantes possuem efeitos negativos sobre a cognição modulando a 

agressividade. É importante ressaltar que a depleção de testosterona é uma 

consequência normal do envelhecimento nos homens. Uma consequência 

disso é um aumento do risco para o desenvolvimento da DA (ROSARIO et al., 

2004; PIKE, ROSARIO, & NGUYEN, 2006).  
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2.8.2. Esteróides, Neuroproteção e Plasticidade Neuronal 

De acordo com a literatura, os efeitos neuroprotetores dos estrógenos residem 

principalmente em sua ação antioxidante, defensiva e preservadora de 

neurônios. Os estrógenos demonstram possuir um efeito antioxidante contra 

diversas substâncias geradoras de radicais livres em vários tecidos e tipos 

celulares (BEHL et al., 2000). Exemplos disto, os estrógenos podem reduzir a 

proteína βA, o haloperidol e os peróxidos intracelulares induzidos por H2O2 e 

atenuam também a peroxidação lipídica evocada pela proteína βA, a toxicidade 

pelo glutamato e a exposição ao FeSO4 (GREEN, YANG & SIMPKINS, 2000). 

Talvez a via bioquímica mais conhecida para os efeitos neuroprotetores dos 

estrógenos seja a mediada pela MAPK-ERK1 (SINGER et al., 1999). É 

provável que a via MAPK não seja totalmente responsável pelos efeitos 

neuroprotetores dos estrógenos, pois há também a via Akt/proteína quinase B, 

a qual age aumentando a expressão de uma proteína anti-apoptótica bcl-2, que 

por sua vez pode ser mediada por mecanismos responsivos via cAMP (CREB) 

(PUGAZHENTHI et al., 2000). 

 

2.8.3. Estrógenos, Envelhecimento e Doença de Alzheimer 

Teoricamente todos os mamíferos e outros vertebrados exibem um declínio 

gradual na capacidade de reprodução durante o processo de envelhecimento 

(MAFFUCCI & GORE, 2006). A menopausa consiste em um período no qual os 

ciclos menstruais tornam-se irregulares e eventualmente se encerrarão. 

Geralmente ocorre por volta dos 45 aos 55 anos de idade. A quantidade de 

folículos ovarianos diminui durante a vida reprodutiva das mulheres e 

consequentemente os níveis de FSH aumentam (LEE et al., 1988). Logo, 

quando os níveis foliculares declinam abaixo de um nível crítico, mudanças no 

ciclo menstrual começam a aparecer. Os níveis de inibina, um peptídeo que 

diminui a secreção de FSH, declinam como resultado da diminuição do pool 

folicular (BURGER et al., 1998), aumentando ainda mais os níveis de FSH 

(SHERMAN & KORENMANN, 1975). A próxima fase no progresso da 

menopausa é caracterizada por ciclos anovulatórios acompanhados pela 

elevação na produção de estrógenos (SANTORO et al., 1996). Quando em três 

ciclos consecutivos não há menstruação, a mulher encontra-se na fase final da 
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transição da menopausa (WHO, 1996) e geralmente, o último ciclo menstrual 

ocorre dentro de quatro anos após este evento (TAFFE et al., 1997).  

 

2.8.4. Doença de Alzheimer e Efeitos Hormonais 

Sabe-se que a incidência da doença aumenta rapidamente com o avanço da 

idade e que a DA afeta proporcionalmente mais as mulheres do que os homens 

(NITRINI, 1999). Postula-se que o declínio dos níveis de hormônios gonodais 

em mulheres pós-menopausa pode contribuir para a diferença observada entre 

os sexos. Na década de 90 foi anunciado que a terapia de reposição de 

estrogênio (TER) aplicada às mulheres pós-menopausa poderia amenizar os 

sintomas cognitivos da DA, desta forma prevenindo a doença (PAGANINI-HILL 

& HENDERSON, 1996; BALDERESCHI et al., 1998). A grande parte dos 

estudos epidemiológicos sobre TER até então desenvolvidos indicam que a 

TER é capaz de melhorar as funções cognitivas neste grupo de mulheres e 

diminuir a incidência da DA. Entretanto, um estudo tem sugerido que a TER 

pode aumentar a prevalência desta doença (SHUMAKER et al., 2003).  

Apesar de que a contribuição da TER no desempenho cognitivo e na 

patogênese da DA em mulheres não estar ainda claro, os modelos animais 

promovem um meio de se examinar os efeitos básicos do estrogênio nas 

funções cerebrais. De fato, um número de modelos animais utilizando 

diferentes metodologias tem demonstrado que o estrogênio modula a 

morfologia neuronal no hipocampo, uma região cerebral importante para certas 

formas de memória e também o local de extensivo dano neural na DA 

(WOOLLEY et al., 1990; TORAN-ALLERAND, SINGH & SETALO, 1999). O 

estrogênio também aumenta as funções sinápticas no hipocampo e modula 

diversos sistemas neurotransmissores (LUINE, KHYLCHEVSKAYA, & 

MCEWEN, 1975).  

Em uma gama variada de estudos, principalmente conduzidos com ratos e 

camundongos jovens e de meia idade, nos quais o estado de menopausa fora 

mimetizado por ovariectomia, o tratamento com estrogênio melhorou algumas 

formas de aprendizado e memória – mais especificamente trabalhos com 

memória espacial (DANIEL et al., 1997; BIMONTE & DENENBERG, 1999; 
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MILLER et al., 1999; DANIEL & DOHANICH, 2001). Além do mais, o 

tratamento com estrogênio parece ser efetivo no aumento do aprendizado e da 

memória também em murinos fêmeas com idade avançada (FRICK, 

FERNANDEZ & BULINSKI, 2002). Entretanto, alguns outros estudos não têm 

demonstrado o efeito observado anteriormente relacionado ao tratamento com 

administração de estrogênio (FUGGER et al., 1998). Apesar de o estrogênio 

não estar bem estabelecido para o tratamento da Doença de Alzheimer, ele 

parece ser capaz de retardar os eventos patológicos durante o estágio tardio 

desta doença. Um possível mecanismo postulado seria a inibição do acúmulo 

de βA (JAFFE et al., 1994).  

 

INTERAÇÕES ENTRE O CÉREBRO E O SISTEMA REPRODUTOR ENDÓCRINO 

 

 

 
Figura 6: O eixo hipotálamo-pituitária-gônadas (HPG) de fêmeas está 
demonstrado com os três níveis de regulação das funções reprodutivas. 
Neurônios GnRH no hipotálamo (azul) liberam o hormônio nos vasos capilares, 
o qual age na glândula pituitária. Os gonadorofos liberam LH e FSH na 
circulação sistêmica. LH e FSH agem no ovário (amarelo). Comunicações 
adicionais entre regiões cerebrais ditas reprodutivas e não-reprodutivas 
ocorrem via circuito neural ligando o hipotálamo a outras regiões do SNC 
(setas azuis claras). BS, células cerebrais; CB, cerebelo; CC, corpo caloso; FC, 
córtex frontal; HIPPO, hipocampo; HYP, hipotálamo; PIT, pituitária; THAL, 
tálamo (YIN & GORE, 2006). 
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2.9. Modelos Animais para a Doença de Alzheimer 

Diversos modelos animais transgênicos expressando mutações na PPA, PSEN 

ou em ambas têm sido gerados no intuito de melhor caracterizar os efeitos 

destas mutações na produção/clearance da βA e no desenvolvimento de 

amiloidopatias. Estes modelos diferem entre si no que diz respeito à construção 

do transgene, número de cópias e linhagem de origem. Estas diferenças 

impactam no estágio e na localização do depósito amilóide (GAMES et al., 

1995; HSAIO et al., 1996; LAMB et al., 1997; STURCHLER-PIERRAT et al., 

1997; LEHMAN et al., 2003ª; LEHMAN, KULNANE & LAMB, 2003b).  

Os dois modelos comumente estudados, PDAPP (GAMES et al., 1995) e 

Tg2576 (HSAIO et al., 1996), superexpressam mutações PPAV717F e PPASWE, 

respectivamente. O modelo R1.40 contém todo o lócus do genoma humano 

para a PPA e superexpressa a PPASWE sob elementos regulatórios humanos 

endógenos (LAMB et al., 1993; LAMB et al., 1997). Significativamente, 

camundongos transgênicos expressando mutações DAF na PPA ou PSEN 

exibem aumento nos níveis de βA e deposição amilóide de uma maneira que 

se assemelha aos efeitos observados dessas mutações em seres humanos. 

Além do mais, estes animais têm sido inestimáveis para a compreensão das 

interações genéticas que podem afetar a deposição de amilóide e também de 

outras características patológicas.  

Camundongos duplamente mutantes para PPA/PSEN exibem placas 

patológicas de forma precoce e extensa, sugerindo que as mutações na PSEN 

dominem sobre as da PPA (LAMB et al., 1999). Há de ressaltar que 

componentes genéticos ainda não identificados participam na Doença de 

Alzheimer, modulando a quantidade e o estágio da deposição amilóide, como o 

que ocorre em camundongos R1.40 PPASWE (Vide Tabela 1) (LEHMAN et al., 

2003a). 
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TABELA 1 
MODELOS DE CAMUNDONGOS TRANSGÊNICOS PARA A PPA 

 

Modelo 
Transgênico 

PDAPP Tg2576(APPSWE) APP23 J20 R1.40 

Transgene PDGF-
PPAV717F 

Hamster Prion 
(PrP)-PPASWE 

Timidina (Thy-
1)-PPASWE 

PDGF-
PPAV717F/SWE 

Genoma 
Humano 
PPASWE 

Linhagem 
de Origem 

Mix 
C57BL/6, 
DBA, 
Swiss-
Webster 

Mix C57BL/6, SJL 
Mix C57BL/6, 

DBA/2 
C57BL/6 C57BL/6 

Níveis de 
mRNA 

APPMUT/APP 
10xb 6xc 7xd 0,6xb 4-6xb 

Estágio de 
deposição 
amilóide em 

meses 

6-9 9-12 7-9 5-7 12-14 

Referências 
(GAMES 
et al., 
1995) 

(HSAIO et al., 
1996; CARLSON 

et al., 1997) 

(STURCHLER-
PIERRAT et 
al., 1997) 

(HSIA et al., 
1999; MUCKE 
et al., 2000) 

(LAMB 
et al., 
1999) 

a Todos os animais transgênicos super-expressam um cDNA PPA sob o promotor indicado com 
a exceção do R1.40; 

b Expressa todas as três isoformas da PPA (PPA695, 751 e 770); 
c Expressa PPA695; 
d Expressa PPA751. 
 
 
 
2.10. O Estudo da ApoE no Metabolismo Lipídico em Animais 

A ApoE possui um papel chave no metabolismo lipoproteico e está envolvida 

na depuração dos quilomicrons e das partículas de VLDL remanescentes do 

fígado (MAHLEY & INNERARITY, 1983). Consequentemente, camundongos 

com ausência da ApoE (ApoEKO) fornecem um modelo factível para o estudo 

dos eventos hiperlipidêmicos, ateroscleróticos correlacionados ao papel do 

colesterol em diversas doenças, como por exemplo as amiloidopatias. Sabe-se 

que a concentração plasmática de colesterol em camundongos selvagens sob 

dieta padrão é de aproximadamente 80mg/dL, sendo este primariamente 

carreado pela HDL. Camundongos possuem uma quantidade pequena de LDL 

e de outras partículas aterogênicas, tais como VLDL remanescentes. Esta alta 
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razão entre HDL/LDL é mantida mesmo quando os camundongos são 

alimentados com dietas similares as das consumidas pelos humanos na 

sociedade ocidental. Isto é consideravelmente contraditório em um cenário 

onde os humanos carreiam a maioria do colesterol plasmático através da LDL 

(110 mg/dL) (HAVEL & KANE, 1989). Já está bem estabelecido nos seres 

humanos que uma relação baixa de HDL para LDL confere um alto risco de 

aterosclerose e doença cardiovascular posterior (MILLER, 1982). Assim, o 

perfil lipoproteíco protetor contra a aterosclerose exibido em camundongos 

pode explicar em parte a ausência destas condições patológicas (figura 7). 

Apesar da diferença nos perfis lipídicos, o transporte e o metabolismo do 

colesterol são similares nas duas espécies (camundongos/humanos), 

sugerindo que alterações induzidas adequadamente no metabolismo 

lipoproteico plasmático pode também levar à aterosclerose em camundongos. 

O desenvolvimento das técnicas envolvendo a manipulação de células tronco 

embrionárias, na década de 80, permitiram a obtenção de camundongos 

homozigotos com gene defeituoso para a ApoE (PIEDRAHITA et al., 1992; 

PLUMP et al., 1992).  

Apesar de extremamente raro, humanos que não possuem ApoE exibem 

elevados níveis de colesterol plasmático (SCHAEFER et al., 1986).  Igualmente 

a estes indivíduos, camundongos ApoEKO acumulam partículas ricas em 

colesterol no plasma onde podem-se observar níveis superiores a 400 mg/dL, 

mesmo quando a alimentação apresenta-se com baixos índices de lipídios. 
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PAPEL DA APOE NA REGULAÇÃO LIPÍDICA 

 

 
 

Figura 7: Papel da ApoE na regulação lipídica. A internalização de 
triglicerídeos mediada pela ApoE no fígado e no tecido adiposo contribui para a 
manutenção dos níveis normais plasmáticos de lipídios (painel à esquerda). A 
internalização deficiente de triglicerídeos no fígado e no tecido adiposo na 
ausência de ApoE contribui para o acúmulo de VLDL e de quilomicrons 
remanescentes no plasma e favorecendo a formação de células espumosas na 
parede dos vasos sanguíneos (painel à direita). As setas representam as 
mudanças na acumulação lipídica em diferentes tecidos na presença ou na 
ausência de ApoE (PENDSE et al., 2009). 
 
 
Estudos conduzidos em humanos e em modelos animais demonstraram que as 

mutações identificadas na Doença de Alzheimer de estágio precoce 

diretamente impactam na produção de βA e influenciam o estágio e a extensão 

do depósito amilóide. Embora a função da ApoE no metabolismo lipídico seja 

bem conhecida, o seu papel na patogênese da DA é ainda obscuro. A 

regulação do processamento da PPA pelos níveis de colesterol, como 

anteriormente discutido, pode ser uma via pela qual a ApoE participa na DA. 

Há três alelos comuns da APOE na população caucasiana; entretanto, somente 

o alelo ε4 está associado com o aumento no risco da doença. O alelo ε2 está 

presente em uma frequência de 10%, enquanto o ε4 é encontrado em 15% da 

população. Análises sequenciais identificaram o alelo ε4 como sendo o alelo 

ancestral da APOE que pode ser encontrado em todas as linhagens de 

camundongos até grandes símios (chipanzés, gorilas, macacos). O alelo mais 

comum na população caucasiana é o ε3, cuja frequência é aproximadamente 

de 75%. Contudo, na população Asiática o que possui maior prevalência é o ε4 

(UEKI et al., 1993; FARRER et al., 1997). Os três alelos da APOE codificam 
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três isoformas proteicas que diferem entre si em duas posições na sequência 

de aminoácidos. As isoformas E2 e E3 diferem na posição 158, com a 

substituição de uma cisteína em E2 por uma arginina em E3, resultando na 

formação de uma ponte dissulfeto entre as moléculas de E2. As isoformas E3 e 

E4 diferem na posição 112, com a substituição de uma arginina na E4 por uma 

cisteína na E3 (UTERMANN et al., 1977). Esta substituição resulta na falha da 

E4 em formar homodímeros e heterodímeros. As substituições dos 

aminoácidos apresentados, em combinação com a presença do aminoácido na 

posição 161 (DONG et al., 1994; DONG & WEISGRABER, 1996; SAITO et al., 

2003) confere sutis diferenças na função das três isoformas com relação aos 

seus ligantes e também às interações realizadas com seus receptores. A 

alteração padrão das ligações promove implicações diretas no metabolismo do 

colesterol e corrobora para o aparecimento da Doença de Alzheimer (vide 

tabela 2). 

 

TABELA 2 
ALELOS DA APOE E SEUS FENÓTIPOS 

 

Alelo da APOE ε2 ε3 ε4 

Substituições dos 
aminoácidos na 
posição 112/158 

Cis/Cis Cis/Arg Arg/Arg 

Ligação aos 
receptores LDL/LRP 1%/40%a Normal Normal 

Lipoproteína 
associada na periferia 

HDL HDL VLDL 

Níveis do colesterol 
no plasma 

Normal/Baixo Normal Alto 

Abundância da APOE 
no plasma 

Alta Normal Baixa 

Doenças Associadas 

Hiperlipoproteinemia Tipo III; 

Angiopatia amilóide cerebral 
com acidente vascular 

encefálico. 

Nenhuma 

Doença 
Cardiovascular 

Doença de 
Alzheimer 

a Relativo à capacidade de ligação da ε3. 
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2.11. O Papel da ApoE no Sistema Nervoso Central  

Conjuntamente com o seu papel no metabolismo do colesterol periférico, a 

ApoE possui funções no metabolismo do colesterol no Sistema Nervoso 

Central (SNC). A ApoE é a lipoproteína primária do SNC produzida pelos 

astrócitos (PITAS et al., 1987; XU et al., 1999). Estas células representam uma 

população de células da glia ativa mitoticamente e que está envolvida na 

manutenção neuronal e na resposta inflamatória. A ApoE tem sido localizada 

nos neurônios provavelmente devido à captação destas células (HAN et al., 

1994ª; HAN et al., 1994b). A ApoE é encontrada em todas as regiões cerebrais 

de camundongos e em níveis aumentados no córtex e no hipocampo (FUJITA 

et al., 1999). Diversas pesquisas têm objetivado quantificar os níveis de ApoE 

segregando por regiões cerebrais, concentrando-se na abundância de ApoE no 

cérebro de indivíduos com DA em relação aos controles, independentemente 

do genótipo da APOE (BERTRAND et al., 1995; HARR et al., 1996; PIRTTILA 

et al., 1996; ARTIGA et al., 1998a). A maioria dos estudos não possuem 

amostras representativas para o alelo ε2, pois este não é tão comum na 

população, em especial na DA. Beffer e colaboradores publicaram um dos 

estudos mais abrangentes demonstrando que em cérebros controles a 

presença de um alelo ε4 diminuía a quantidade total de ApoE (BEFFERT et al., 

1999c). Além disso, vários polimorfismos na região promotora da APOE foram 

identificados cuja ação aumenta e diminui a expressão do gene e do conjunto 

de proteínas (ARTIGA et al., 1998b; LAMBERT et al., 1998; BEFFERT et al., 

1999c; LAWS et al., 2002). Estes polimorfismos possuem a capacidade de 

influenciar a abundância da ApoE independentemente da sequência codificada, 

isto é, da expressão do alelo (TOWN et al., 1998). Além do mais, estes 

Polimorfismos de Nucleotídeo Único (PNUs) – ou SNPs (single nucleotide 

polymorphisms), estão em desequilíbrio de ligação com os alelos da APOE. 

Portanto, a análise da abundância da ApoE em relação ao alelo APOE é 

confundida pela influência potencial de SNPs promotores. 

Outra apolipoproteína no SNC inclui a ApoJ (Clusterina), também produzida 

pelos astrócitos, e a APOAI, que possui a capacidade de atravessar a barreira 

hematoencefálica. Estas lipoproteínas desempenham um papel discreto no 

metabolismo do colesterol no SNC do que a ApoE. O impacto dos níveis da 
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ApoE sob a ApoJ ainda não está bem esclarecido dadas as mesmas 

complicações enumeradas acima na obtenção de amostras (Bertrand et al., 

1995; Harr et al., 1996).  

 

2.12. A ApoE e a Proteína βA 

Diversos estudos têm demonstrado os efeitos específicos de cada alelo da 

APOE na quantidade e também na espécie de βA produzido na DA. O alelo ε4 

está correlacionado com o aumento da βA em indivíduos não-demenciais 

(MORISHIMA-KAWASHIMA et al., 2000) e aumentos específicos nos níveis de 

βA1-40 em portadores de DA (GEARING, MORI & MIRRA, 1996; BEFFERT et 

al., 1999c). Ainda não se sabe se estas observações representam uma 

clivagem alternada em indivíduos com o alelo ε4 ou diferenças nas interações 

E4-βA. A APOE tem sido postulada em facilitar o clearance, a fibrilização e o 

depósito de βA. 

Análises in vitro tanto da APOE quanto da βA revelaram diferenças isofórmicas 

específicas na ligação da APOE na βA. LaDu e colaboradores demonstraram 

que E2 e E3 formam complexos mais estáveis à βA do que E4, e que este 

efeito é lipídico dependente (LADU et al., 1994). 
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3. OBJETIVOS 

Portanto, o presente trabalho postula, como objetivo geral, verificar a 

influência da ApoE e dos hormônios sexuais femininos sobre os aspectos 

moleculares envolvidos na formação da placa senil no sistema nervoso 

central de camundongos fêmeas C57 e ApoE KO. Além deste, também se 

pretende: 

•••• Analisar imunohistologicamente a presença de depósitos amilóides 

no tecido cerebral. 

•••• Quantificar os níveis de βA, proteína Tau e proteína Tau porção 

referente à fosforilação de serina localizada na posição 199 (Tau 

[pS199]) no plasma, na urina e no extrato cerebral. 

•••• Mensurar os níveis plasmáticos de 17β-estradiol (E2), progesterona 

(P4), testosterona e fator neurotrófico derivado do encéfalo (BDNF). 

•••• Avaliar o perfil lipídico e glicêmico através da mensuração 

plasmática de colesterol total, triglicerídeos, lipoproteína de 

densidade alta (c-HDL), lipoproteína de densidade muito baixa 

(VLDL), lipoproteína de densidade baixa (LDL) e glicose. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

O presente trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética no uso de Animais - 

CEUA, da Universidade Federal do Espírito Santo em 20 de abril de 2010 sob o 

número 021/2009 em anexo. É importante ressaltar que esta Tese de 

doutorado é parte integrante do projeto “Papel da ApoE e do estrogênio na 

expressão de biomarcadores da Doença de Alzheimer: estudos pré-clínicos 

usando modelos animais geneticamente modificados e diagnóstico molecular” 

em uma coparceira entre o Laboratório de Biologia Celular do Envelhecimento 

(LBCE) do Núcleo de Biotecnologia do Departamento de Morfologia do Centro 

de Ciências da Saúde da Universidade Federal do Espírito Santo e o 

Laboratório de Fisiologia da Faculdade de Medicina da Universidade de la 

Sabana  - Chía – Colômbia. 

 

4.1. Animais, Procedimentos e Tratamentos 

Foram utilizados 14 camundongos fêmeas do tipo Mus musculus da linguagem 

C57BL/6J (doravante chamados apenas C57) e 14 camundongos fêmeas do 

tipo Mus musculus transgênicos knockout para o gene da apolipoproteína E 

(ApoEKO), rehibridizados para a linhagem parental C57BL/6J por ao menos 

cinco gerações, gentilmente cedidos pela Prof. Drª. Silvana dos Santos 

Meyrelles (Departamento de Ciências Fisiológicas, CCS-UFES). Estes animais 

foram crescidos até 180 dias de vida (aproximadamente seis meses), pesando 

cerca de 20 ± 4 gramas. Os animais foram mantidos em gaiolas com até 4 

animais/grupo em ambiente com regime de ciclo claro/escuro (12h/12h), com 

temperatura controlada de 22 ± 2°C e ração ad libitum composta por 66% de 

carboidratos, 23% de proteínas, 4% de lipídios, 6% de fibras e 1% de vitaminas 

e sais minerais, além de água a vontade.  
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4.2. Procedimentos Cirúrgicos 

No 180º dia após o nascimento, os animais (C57 e ApoEKO) foram 

previamente pesados, segregados em gaiolas individuais identificadas e 

posteriormente anestesiados com a administração intraperitoneal (i.p.) de 

solução contendo ketamina e xilazina (9/5 v/v)  na dose de 10 mcg/g de peso. 

Após a constatação visual da completa indução anestésica, metade do número 

total dos animais foi submetida à extração bilateral completa dos ovários e de 

2/3 dos cornos uterinos no sentido craniocaudal (Ovariectomia/OVX). À outra 

metade dos animais realizou-se apenas incisão bilateral com a exposição da 

cavidade abdominal, porém não se retiraram os ovários e tampouco os cornos 

uterinos (cirurgia fictícia/SHAM). Ainda sob efeito anestésico todos os animais 

receberam dupla identificação utilizando brincos azuis, no caso dos C57, e 

brincos vermelhos, no caso dos ApoE, além de cortes sistematizados e 

padronizados nas orelhas direita e/ou esquerda. Após a realização de ambos 

os procedimentos cirúrgicos foi administrada benzilpenicilina na dose de 

2mcg/g de peso pela via subcutânea como medida profilática ao aparecimento 

de infecções. Todos os animais permaneceram em gaiolas individuais durante 

o período de cinco dias para o acompanhamento de qualquer intercorrência no 

pós-operatório. O procedimento cirúrgico foi realizado em todos os animais 

sempre no mesmo horário. 
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IDENTIFICAÇÃO ANATÔMICA DO APARELHO REPRODUTOR FEMININO DE 

CAMUNDONGOS 
 

 

   

Figura 08: Estruturas anatômicas do aparelho reprodutor feminino de 
camundongos enfatizando a identificação do útero e cornos uterinos. A-D: 
Cavidade abdominal; E: Aparelho genito-urinário; F: Segmentação ao aparelho 
reprodutor feminino (corpo uterino, cornos uterinos, oviductos e ovários) Seta 
branca (D): Cornos uterinos (Covelli, 2009). 
 

 

4.3. Grupos Experimentais  

Findo o prazo do período pós-operatório os animais foram segregados em 

quatro grupos distintos de acordo com o procedimento cirúrgico realizado:  

• C57  

o SHAM: grupo de animais submetidos à cirurgia fictícia; 

o OVX: grupo de animais submetidos à ovariectomia; 

A B C D 

E F 
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• ApoEKO  

o SHAM: grupo de animais submetidos à cirurgia fictícia;  

o OVX: grupo de animais submetidos à ovariectomia; 

Semanalmente o peso corporal dos animais era monitorado e os dados 

plotados em planilha específica. No 60º dia após o procedimento cirúrgico 

(240º dia de vida) os animais foram colocados em gaiolas metabólicas para a 

mensuração da quantidade de água ingerida, do volume urinário produzido e 

do peso corporal, em um intervalo de 24 horas. Previamente a coleta dos 

líquidos corpóreos anteriormente citados, os animais permaneceram 24 horas 

nas gaiolas metabólicas, processo este denominado de ambientação. 

Ao final das 24 horas os animais foram sacrificados administrando-se ketamina 

e xilazina (9/5 v/v) i.p. em uma dose de 10 mcg/g de peso como indutor 

anestésico e relaxante muscular, respectivamente.  

Após a visualização completa da quietação do animal era realizada a 

esternotomia e recolhidas alíquotas de sangue do ventrículo esquerdo, 

aproximadamente um mL, com o auxílio de seringas previamente ambientadas 

com heparina. Em seguida as amostras foram centrifugadas a 4ºC por 20 

minutos a 12.000 rpm e o sobrenadante (plasma) segregado e acondicionado a 

-80ºC em microtubos para futuras análises bioquímicas. Os úteros e cornos 

uterinos foram extraídos, pesados e armazenados em solução fixadora 

tamponada (PBS/Formalina 4%) a 4ºC para a realização de análises 

morfométricas. No que tange aos cérebros, para a realização de Técnicas 

Histoquímicas, os mesmos foram seccionados após a extração da calota 

craniana e os dois hemisférios cerebrais resultantes foram armazenados 

individualmente em solução fixadora tamponada (PBS/Formalina 4%) a 4ºC 

sem distinção de lado esquerdo/direito. O sacrifício foi realizado em todos os 

animais sempre no mesmo horário. 

 

4.4. Histomorfometria dos Úteros e dos Cornos Uterinos 

Os úteros e os cornos uterinos foram retirados da solução fixadora; lavados em 

água deionizada por 30 minutos; desidratados progressivamente em uma série 

crescente de álcoois: 1 hora em álcool 70% (1x); 1 hora em álcool 96° GL (1x) 
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e 1 hora em álcool absoluto (3x); diafanizados com Xilol durante 30 minutos 

(3x); banhados em parafina a 56°C por 30 minutos (3x) e incluídos em blocos 

de parafina. Estes foram cortados em seções de 10 µm de espessura utilizando 

micrótomo. As seções obtidas foram montadas em lâminas previamente 

tratadas com solução de gelatina 1% e permaneceram durante 24 horas em 

estufa a 56°C. Os cortes foram desparafinados utilizando Xilol por 2 minutos 

(2x); álcool absoluto por 1 minuto (2x); álcool 95% por 1 minuto (2x); álcool 

70% por 1 minuto (2x) e hidratados com água deionizada em 3 etapas por 2 

minutos. Em seguida foram corados com hematoxilina e eosina para a 

identificação das estruturas histológicas. A análise morfométrica dos úteros e 

dos cornos uterinos foi conduzida através da captura de imagens do 

endométrio e do miométrio com o auxílio de microscópio de luz com 

magnificação final de 40X e 100X. Foram realizadas medições de cinco 

variáveis conforme Tabela 3 e 4. Para cada animal, foram preparadas duas 

lâminas e os cornos uterinos foram divididos em quatro quadrantes, de tal 

maneira que foram obtidas oito medições para cada variável estudada em cada 

animal do estudo (Gomes et al., 2009).  

Conforme Tabela 3 foi utilizado o aumento final de 100 X para determinar a 

espessura do endométrio (distância entre a borda superficial do epitélio luminal 

e a porção mais interna do miométrio) e do miométrio (as duas camadas 

musculares).  

 

TABELA 3 
VARIÁVEIS MENSURADAS NA ANÁLISE MORFOMÉTRICA DOS ÚTEROS E CORNOS 

UTERINOS. 
 

 Magnificação 

Área do Corno Uterino (µm2) 40 X 

Porção Maior do Diâmetro do Corno Uterino (µm) 40 X 

Porção Menor do Diâmetro do Corno Uterino (µm) 40 X 

Miométrio (µm) 100 X 

Endométrio (µm) 100 X 
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TABELA 4 
PADRÕES MÉTRICOS ADOTADOS PARA ANÁLISE MORFOMÉTRICA DOS ÚTEROS E 

CORNOS UTERINOS. 
 

 40X 

Área do Corno Uterino 

(Círculo em Vermelho) 

 

Porção Maior do Diâmetro 
do Corno Uterino 

(Ponto A – B)  

 

Porção Menor do Diâmetro 
do Corno Uterino 

(Ponto C – D) 

 
 100X 

Miométrio 

(Ponto E – F) 

 

Endométrio 

(Ponto F – G) 

 
 

 

 

 

A 

B 

C 

D 

E 

F 

G 
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4.5. Análises Histoquímicas 

Para a condução das Técnicas Histoquímicas os hemisférios cerebrais foram 

armazenados em solução fixadora tamponada (PBS/Formalina 4%) a 4ºC por 4 

semanas (Litchfield & Nagy, 2001). Após este período um hemisfério cerebral 

foi submetido ao protocolo de Cajal (BEHMER et al., 2003), enquanto que no 

outro hemisfério foram realizados os protocolos de Bielschowsky (Mirra, Hart, 

& Terry, 1993) e Tioflavina S (GUNTERN et al., 1992). Tanto Cajal quanto o 

protocolo de Bielschowsky baseiam-se no fato de que os componentes do 

tecido nervoso são corados pela prata. No protocolo de Cajal o sal de prata 

que se liga as estruturas nervosas é reduzido pela ação de um único agente 

oxidante com o intuito de se visualizar a prata metálica. No protocolo de 

Bielschowsky as fibras nervosas também são sensíveis à solução de prata. 

Contudo as seções são tratadas com prata amoniacal e depois são reduzidas e 

clarificadas por uma série de etapas com agentes oxidantes com o intuito de se 

visualizar a prata metálica. Os axônios, placas neuríticas e emaranhados 

neurofibrilares ficam pretos, as placas e proteína amilóide vascular ficam 

geralmente marrom e/ou marrom escura e o background amarelo e/ou marrom. 

Já a coloração através da Tioflavina S está fundamentada na grande avidez 

desta substância fluorescente pelos componentes da placa amilóide, sobretudo 

a βA. Assim as placas senis e os emaranhado neurofibrilares ficam 

fluorescente e o background preto. 

 

4.5.1. Técnica de Cajal 

Após a retirada de um dos hemisférios da solução fixadora, o tecido cerebral foi 

tratado com 1,5% de Nitrato de Prata (AgNO3) a 37ºC no escuro, por 05 dias, 

até que o tecido desenvolvesse uma cor semelhante ao do tabaco. A fim de 

retirar o excesso de AgNO3, o tecido foi lavado com H2O deionizada por 02 

horas. Para a redução química da prata metálica e posterior visualização dos 

constituintes celulares do tecido estudado, utilizou-se Hidroquinona a 2% em 

Formalina neutra 5% por 24 horas. Posteriormente o tecido foi desidratado 

progressivamente em uma série crescente de álcoois: 1 hora em álcool 70% 

(1x); 1 hora em álcool 96° GL (1x) e 1 hora em álcool absoluto (3x). Em 

seguida os hemisférios permaneceram durante 30 minutos (3x) em Xilol, foram 
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banhados em parafina a 56°C por 30 minutos (3x) e incluídos em bloco de 

parafina. Subsequentemente os blocos foram cortados em micrótomo obtendo-

se seções de 10 µm de espessura. As seções obtidas foram montadas em 

lâminas previamente impregnadas com solução de gelatina 1% e 

acondicionadas a 56ºC overnight para secagem. Em seguida as lâminas foram 

desparafinizadas utilizando Xilol por 2 minutos (2x); álcool absoluto por 1 

minuto (2x); álcool 95% por 1 minuto (2x); álcool 70% por 1 minuto (2x) e 

hidratadas com água deionizada em 3 etapas por 2 minutos sendo seladas 

com lamínula e resina sintética média – Bálsamo do Canadá. 

 

4.5.2. Técnica de Bielschowsky 

Os hemisférios selecionados foram retirados da solução fixadora; lavados em 

água deionizada por 30 minutos; desidratados progressivamente em uma série 

crescente de álcoois: 1 hora em álcool 70% (1x); 1 hora em álcool 96° GL (1x) 

e 1 hora em álcool absoluto (3x); diafanizados com Xilol durante 30 minutos 

(3x); banhados em parafina a 56°C por 30 minutos (3x) e incluídos em blocos 

de parafina. Estes foram cortados em seções de 10 µm de espessura utilizando 

micrótomo. As seções obtidas foram montadas em lâminas previamente 

tratadas com solução de gelatina 1% e permaneceram durante 24 horas em 

estufa a 56°C. Os cortes foram desparafinados utilizando Xilol por 2 minutos 

(2x); álcool absoluto por 1 minuto (2x); álcool 95% por 1 minuto (2x); álcool 

70% por 1 minuto (2x) e hidratados com água deionizada em 3 etapas por 2 

minutos. Posteriormente as lâminas foram tratadas com 20% de AgNO3 no 

escuro a ± 37ºC durante 20 minutos, lavadas em água deionizada em 3 etapas 

durante 2 minutos e tratadas com prata amoniacal no escuro durante 10 

minutos a ± 37ºC. Para o preparo da solução de prata amoniacal foi 

adicionado, gota a gota, uma alíquota da solução de hidróxido de amônio PA 

(28-30%) a uma solução de AgNO3 a 20% até que o precipitado marrom 

inicialmente formado desaparecesse completamente. Em seguida foram 

adicionadas outras 2 gotas de solução de hidróxido de amônia PA (28-30%) 

para a efetiva solubilização da prata. Após o tratamento com prata amoniacal 

as seções foram colocadas em solução de Trabalho durante 5 minutos. A 

solução Trabalho foi preparada utilizando-se 8 gotas de hidróxido de amônia 
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PA (28-30%) e 8 gotas de solução Estoque (20,0 mL de formaldeído 37-40%; 

0,5 g de ácido cítrico; 2 gotas de ácido nítrico; qsp 100,0 mL de água 

deionizada) para um total de 50,0 mL de água deionizada. As lâminas foram 

checadas sob microscópio a fim de verificar o tempo adequado de incubação 

na solução Trabalho. Posteriormente as seções foram imersas em solução 

recém preparada de água amoniacal (para cada 50,0 mL de água destilada 

foram adicionadas 8 gotas de hidróxido de amônia PA (28-30%)) por 2 minutos 

e lavadas em água deionizada em 3 etapas. A reação de redução da prata foi 

bloqueada com solução HYPO (tiossulfato de sódio a 5%) durante 5 minutos. A 

cada 15 lâminas todas as soluções utilizadas eram renovadas. Todas as 

lâminas posteriormente foram lavadas em água deionizada em 3 etapas, 

desidratas progressivamente em uma série crescente de álcoois: 1 hora em 

álcool 70% (1x); 1 hora em álcool 96° GL (1x) e 1 hora em álcool absoluto (3x); 

diafanizados com Xilol durante 30 minutos (3x), limpas e montadas com resina 

média – Bálsamo do Canadá. 

 

4.5.3. Coloração pela Tioflavina S 

Os hemisférios selecionados foram retirados da solução fixadora; lavados em 

água deionizada por 30 minutos; desidratados progressivamente em uma série 

crescente de álcoois: 1 hora em álcool 70% (1x); 1 hora em álcool 96° GL (1x) 

e 1 hora em álcool absoluto (3x); diafanizados com Xilol durante 30 minutos 

(3x); banhados em parafina a 56°C por 30 minutos (3x) e incluídos em blocos 

de parafina. Estes foram cortados em seções de 10 µm de espessura utilizando 

micrótomo. As seções obtidas foram montadas em lâminas previamente 

tratadas com solução de gelatina 1% e permaneceram durante 24 horas em 

estufa a 56°C. Os cortes foram desparafinados utilizando Xilol por 2 minutos 

(2x); álcool absoluto por 1 minuto (2x); álcool 95% por 1 minuto (2x); álcool 

70% por 1 minuto (2x) e hidratados com água deionizada em 3 etapas por 2 

minutos. Em seguida, as lâminas foram mergulhadas em solução de 

Permanganato de Potássio 0,25% por 20 minutos; enxaguadas com água 

deionizada por 1 minuto; submetidas à solução Bleaching (Branqueamento) por 

2 minutos; enxaguadas com água deionizada por 1 minuto; mergulhadas na 

solução Blocking (Bloqueio) por 20 minutos; enxaguadas com água deionizada 
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por 1 minuto; imersas em solução de Ácido acético 0,25% por 5 segundos e 

enxaguadas novamente com água deionizada por 5 minutos. Após a completa 

secagem das lâminas as seções foram imersas em solução de Tioflavina S 

(0,0125% de Tioflavina S em q.s.p. 100,0 mL de Etanol 50%) por 5 minutos; 

secas a temperatura ambiente; lavadas 2X com solução de etanol 50%; 

enxaguadas com água deionizada 2X por 1 minuto e montadas com lamínula 

empregando-se geléia de glicerina (16% de gelatina; 53% de glicerina; q.s.p. 

100,0 mL água deionizada) como agente selante. 

A solução Bleaching foi preparada adicionando-se 1,0g de Metabissulfito de 

Potássio e 1,0g de Ácido Oxálico em q.s.p. 100,0 mL de água deionizada.  

Para o preparo da solução Blocking foram utilizados 1,0g de Hidróxido de sódio 

e 3,0 mL de Peróxido de Hidrogênio 30% em q.s.p. 100,0 mL de água 

deionizada. As soluções Bleaching e Blocking foram descartadas sempre após 

a passagem de cada lâmina sendo substituída por outras fresh.  

 

4.5.4. Processamento das Amostras 

Os hemisférios cerebrais contidos nos microtubos foram retirados do freezer a  

-80ºC e imediatamente armazenados a -20ºC por 2 horas. Em seguida os 

mesmos foram retirados e imersos em gelo. Cada amostra foi homogeneizada 

em solução contendo tampão PBS (pH 7,4); citrato de sódio 50 mM (pH 6,4); 

Tween 20 (0,03%); TRITON® X-100 1%; SDS 0,2%; sacarose 5% e glicina 50 

mM, totalizando 10 mL de lisado cerebral por extração.  Após a 

homogeneização, todas as amostras foram submetidas a centrifugação a 

22.000g, a 4ºC, durante 20 minutos e o sobrenadante foi recolhido. Alíquotas 

do homogeneizado foram utilizadas para a determinação da concentração de 

proteína pelo método de Bradford (Sigma Aldrich) (BRADFORD, 1976) em 

triplicata.  

As amostras de plasma e de urina as quais permaneceram a -80ºC sofreram 

descongelamento progressivo a -20ºC por 2 horas e em seguida imersas em 

gelo.  

Posteriormente todas as amostras foram diluídas com “tampão EIA” fornecido 

pelo fabricante, na proporção de 1:5 (plasma), 1:10 (urina) e 1:20 (lisado 
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cerebral). Foram adicionados 100 µL de cada amostra em cada poço e a 

microplaca incubada overnight a 4ºC em recipiente fechado e ao abrigo da luz. 

Decorrido este tempo os poços foram lavados sete vezes com tampão de 

lavagem; adicionaram-se 100 µL de solução de anticorpo marcado em cada 

poço; incubou-se a microplaca por 1 hora a 4ºC em recipiente fechado e ao 

abrigo da luz; lavou-se a mesma nove vezes em tampão de lavagem e 

adicionaram-se 100 µL de solução de cromógeno. Após 30 minutos de 

incubação a temperatura ambiente, em recipiente fechado e ao abrigo da luz, a 

reação foi paralisada com a adição de 100 µL de solução de parada em cada 

poço. Em seguida a microplaca foi lida em leitor de microplaca com 

comprimento de onda em 450 nm.  

 

4.6. Análises Bioquímicas 

Foram realizadas mensurações no plasma de parâmetros bioquímicos 

conforme tabela 5.  

TABELA 5 
ANÁLISES BIOQUÍMICAS REALIZADAS NO PLASMA 

 

 Analito Método λ (nm) 

P
la
sm

a 

Glicose GOD-Trinder (Ponto Final) 490 – 520 

Colesterol Enzimático (Trinder) 500 

Triglicerídeos Enzimático (Trinder) 505 

C-HDL Ácido fosfotúngstico e Cloreto de Magnésio 490 – 540 

VLDL Equação de Friedewald -- 

LDL Equação de Friedewald -- 
  

As dosagens de VLDL e LDL foram obtidas indiretamente aplicando-se a 

equação de Friedewald para amostras com valores de triglicerídeos menores 

do que 400mg/dL (FRIEDEWALD, LEVY, & FREDRICKSON, 1972). Assim: 

����������		
	 = ����������	���
� −	��
	 + �	
	� 

����������	�	
	 = 	���������í���� 5⁄  
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4.6.1. Urina de 24H 

O volume urinário de 24 horas foi mensurado através da quantidade de urina 

produzida por cada animal no 59º dia após o procedimento cirúrgico (239º dia 

de vida) quando os mesmos foram colocados em gaiolas metabólicas. 

 

4.7. ELISA (Enzyme Linked-Immuno-Sorbent Assay)  

4.7.1. Dosagem da Proteína βA, Proteína Tau e Proteína Tau [pS199] 

Os reagentes utilizados para a mensuração dos níveis totais de proteína β-

amilóide (1-40) foram adquiridos da Immuno-Biological Laboratories (27720) e 

para a dosagem da proteína Tau e proteína Tau [pS199] da Invitrogem 

Corporation (KMB7011 e KMB7041, respectivamente). 

 

4.7.2. Dosagem de E2, P4, Testosterona e BDNF 

Os reagentes utilizados para a mensuração das concentrações de E2 

(E0461Mu), P4 (E0454Mu), testosterona (E0458Mu) e de BDNF (E0011Mu) 

foram adquiridos da Uscn Life Science Inc. Wuhan. 

Todas as amostras utilizadas tanto nas dosagens bioquímicas quanto nas de 

ELISA foram analisadas em triplicata e simultaneamente aos ensaios 

realizados, para cada teste foi construída a curva de calibração utilizando 

soluções padrão fornecidas pelos fabricantes.  

 

4.8. Imunohistoquímica 

Secções de 5 µm de espessura foram cortadas da plataforma de tissue array e 

preparadas em lâminas silanizadas. O ensaio foi realizado seguindo protocolo 

otimizado pelo nosso grupo (RANGEL et al., 2004). Brevemente, após 

despafafinização das amostras com xileno (2 banhos, 10 minutos cada) e 

hidratação das mesmas com banhos de etanol (a 100%, 95%, 80%, 

respectivamente), as lâminas foram lavadas com água e incubadas em câmera 

úmida com solução recuperadora de antígeno (tampão citrato 10 mM, pH 6,0) 

pré-aquecida a 80ºC,  por 30 minutos. Posteriormente, as lâminas incubadas 

com a solução recuperadora de antígeno foram deixadas esfriar a temperatura 
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ambiente por mais 30 minutos. O estudo de expressão proteica foi conduzido 

utilizando-se os seguintes anticorpos primários: Anti rabbit PPA, progesterona, 

NANOG e OCT-4 (Abcam Inc., Cambridge, MA), diluição 1:500, 1:250, 1:200 e 

1:100, respectivamente. As lâminas ficaram incubadas em câmera úmida com 

anticorpo primário por 3 horas, a temperatura ambiente. Após esse período, 

elas foram incubadas com anticorpo secundário universal biotinilado (kit Dako 

Cytomation LSAB+ System-HRP) por 30 minutos, a temperatura ambiente. 

Seguindo, a atividade da peroxidase endógena foi bloqueada com H2O2 3% 

(v/v) por 5 minutos. Complexos antígeno-anticorpo foram detectados pelo 

método avidina-biotina-peroxidase, usando 3,3’-diaminobenzidina (DAB) como 

substrato cromogênico. Para tanto, as lâminas foram incubadas com 

estreptavidina conjugada a peroxidase (kit LSAB+ System-HRP, Dako 

Cytomation) por 30 minutos e posteriormente com DAB (Liquid DAB + Substrat 

Chromogen System, Dako Cytomation) por 5 minutos, ou até os tecidos terem 

se tornado marrons. Posteriormente, as lâminas foram desidratadas com 

banhos de etanol (80%, 95%, 100%, respectivamente) e mergulhadas em 

xileno. Finalmente, foram montadas com bálsamo do canadá. Entre cada 

etapa, as lâminas foram lavadas com tampão fosfato (PBS). Foram feitos 

controles negativos substituindo-se o anticorpo primário por PBS.  

 

4.9. Extração e Dosagem de Proteínas 

Alguns cérebros retirados durante o experimento foram armazenados a -80ºC 

para a posterior extração de proteínas totais e realização do western blotting. O 

primeiro passo realizado para a extração foi a homogeneização dos tecidos. 

Para tanto, foi adicionado em cada amostra um volume de 500 µL de tampão 

de lise contendo 250 mmol/L de sacarose, 1 mmol/L de EDTA, 20 mmol/L de 

imidazol, pH 7.2, e os seguintes inibidores de protease: 1 mmol/L de fluoreto de 

4-(2-aminoetil)-benzenosulfonil, 1 mmol/L de benzamida, 10 mg/L de 

leupeptina, 1 mg/L de pepstatina A, 1 mg/L de aprotinina, e 1 mg/L de 

quimostatina. As amostras foram homogeneizadas a 0ºC utilizando um 

homogeneizador Potter, com 10 incursões por amostra. 

As amostras homogeneizadas foram centrifugadas a 10000×g por 20 minutos. 

O pellet foi descartado e o sobrenadante de cada amostra foi armazenado a     
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-80 ºC em tubos eppendorfs para futura quantificação de proteínas totais. Para 

a determinação da concentração de proteínas totais o método de Lowry 

(LOWRY, et al., 1951), foi utilizado. Um volume de 20 µL do sobrenadante de 

cada amostra homogeneizada foi utilizado para a dosagem, sendo transferidos 

para tubos de ensaio, com adição de tartarato de cobre, reagente de folin e 

água. Tal método se baseia na reação do cobre com a proteína presente em 

cada amostra, em meio alcalino e posterior redução do reagente de folin. 

Quando ocorre a redução do reagente de folin, o resultado é uma cor mais 

intensa com absorção máxima em 550nm, logo, quanto mais proteína, mais 

intensa é a coloração nos tubos. Para a análise de absorbância foi utilizado o 

espectrofotômetro. A concentração de proteínas é determinada por meio de 

uma curva padrão previamente construída com soluções de diferentes 

concentrações, e o “branco” utilizado para a construção da curva foi albumina 

soro bovino (BSA, Sigma-Aldrich). 

 

4.10. Western Blotting (Immunoblotting) 

Após as dosagens, retiramos o volume necessário de cada amostra para uma 

concentração de 100 µg/µL em um volume final de 15 µL. Foi colocado em 

eppendorfs a quantidade de proteína estabelecida por amostra, adicionou-se 

água e tampão de amostra contendo Tris–HCl 62.5 mM, pH 6.8, 2% de dodecil 

sulfato de sódio (SDS), 5% de glicerol, 0.01% de bromofenol azul, e 1.7% de β-

mercaptoetanol. As proteínas presentes em cada eppendorf foram 

solubilizadas, uma vez que os tubos foram colocados em um béquer contendo 

água a 100ºC. Os eppendorfs foram mantidos nessa temperatura por 5 

minutos. 

Conforme Celis (2006), o gel SDS-PAGE (do inglês, polyacrylamide gel 

electrophoresis) foi preparado usando 10% de SDS e poliacrilamida (acrilamida 

e bisacrilamida). As amostras (15 µL) foram pipetadas cada uma em um poço 

dos géis e as corridas de eletroforese tiveram duração de 1 hora e 30 minutos 

cada a 120 Volts. Durante a eletroforese as amostras e os géis se mantiveram 

imersos em tampão de corrida. Em seguida, em uma cuba com tampão de 

transferência, as proteínas foram transferidas do gel para uma membrana de 

nitrocelulose (Bio-Rad, Hercules, CA). 
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A transferência, as membranas foram lavadas com tampão tris-salina 0.05% e 

tween 20 (TBS-T), e bloqueadas com BSA 5% em solução de TBS-T por 1 hora 

a 4ºC. Em seguida, as membranas foram novamente lavadas com TBS-T por 

10 minutos e incubadas com seus respectivos anticorpos primários, isto é, 

anticorpo policlonal de coelho para o peptídeo da região C-terminal do receptor 

de estrogênio alfa de ratos, camundongos e humanos (ERα, diluição 1:500; 

PPA, diluição 1:500, ambos em 3% BSA em TBS-T, durante toda a noite a 

4ºC;) (Santa Cruz Biotechnology, INC; Abcam Inc., Cambridge, MA, 

respectivamente) e com anticorpo policlonal de coelho região C-terminal da β-

actina de ratos, camundongos e humanos, sendo a β-actina utilizada como 

controle interno de cada western blotting realizado (β-actina, diluição 1:1000, 

em 3 % BSA em TBS-T, durante toda a noite a 4ºC) (Santa Cruz 

Biotechnology, INC). 

Depois da incubação com os anticorpos primários, as membranas foram 

lavadas 3 vezes por 10 minutos cada com TBT-T e em seguida, a membrana 

foi incubada com anticorpo secundário anti IgG de coelho conjugado com 

fosfatase alcalina (Sigma).  

O resultado do western blotting de cada amostra foi visualizado pela adição de 

200 µL de solução estoque dos reveladores NBT (do inglês, nitroblue 

tetrazolium chloride) e BCIP (do inglês, 5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphate p-

toluidine salt, 50 mg/mL) (Life Technologies, Rockville, MD) em 10 mL de 

solução de tris-HCl e NaCl 0,1 M, pH 9,5, onde as membranas ficaram imersas 

por 5 minutos, sob agitação em temperatura ambiente. Tais reveladores são 

utilizados para a detecção colorimétrica da atividade da fosfatase alcalina. 

As bandas de ERα, PPA e β-actina foram analisadas por densitometria, por 

meio de unidades densitométricas arbitrárias, utilizando o Programa Image J. 

Para a relativa expressão de ERα, seus valores foram divididos pelos valores 

correspondentes de β-actina. 
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4.11. Equipamentos 

4.11.1. Microtomia  

Os hemisférios cerebrais e os cornos uterinos foram seccionados em 

micrótomo modelo American Optical® 820. 

 

4.11.2. Microscopia  

As seções cerebrais coradas pela aplicação dos protocolos de Cajal, 

Bielschowsky além dos cornos uterinos corados com hematoxilina e eosina 

foram analisadas com microscópio de luz marca Olympus® AX 70 usando os 

aumentos de 40X, 100X e 200X com videocâmera colorida acoplada ao 

microscópio para captura das imagens de marca Hitachi® VK-C150. As seções 

cerebrais oriundas da aplicação da técnica com Tioflavina S foram observadas 

em microscópio de fluorescência marca Nikon®A1R MP Multiphoton 

Confocal sob filtro verde (500-565 nm) nas magnificações 40X, 100X e 200X.  

 

4.11.3. Análise Histológica 

Utilizou-se o programa ImageJ 1.42q National Institute of Health – USA para 

analisar as imagens capturadas pelos sistemas ópticos.  

 

4.11.4. Dosagens Bioquímicas 

Utilizou-se um analisador bioquímico semiautomático modelo BioPlus2000® e 

reagentes da empresa Labtest Diagnóstica S. A. Antes da dosagem de cada 

analito foram empregados substâncias padrão e controles para padronizar o 

equipamento e controlar as corridas analíticas, respectivamente. 

 

4.11.5. Leitor de Microplaca 

Utilizou-se o leitor de microplaca ThermoPlate-Reader NM composto de 04 

filtros de absorbância em 405, 450, 492 e 630nm. 
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4.12. Análise Estatística 

Para a confecção de planilhas e para a realização dos testes estatísticos os 

dados foram analisados utilizando-se os programas GraphPad Prism 5 for 

Windows Version 5.00, Microsoft® Office Excel® 2010 (12.0.6514.5000) e 

OriginPro® 8 SR0 v8.0724(B724). Os resultados foram apresentados de 

acordo com a média ± erro padrão da média (EPM). Foram utilizados testes 

não paramétricos. Para grupos independentes utilizou-se o teste de Mann-

Whitney. As diferenças observadas durante a análise foram consideradas 

estatisticamente significativas quando a probabilidade encontrada foi menor 

que 0,05 (5%). O valo de p designa o valor da probabilidade (de zero a um) de 

se obter o efeito observado, dado que a hipótese nula é verdadeira. 
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5. RESULTADOS 

5.1. Validação do Modelo Experimental Ovariectomizado 

É sabido que a remoção cirúrgica dos ovários em animais de laboratório 

mimetiza o fenômeno da menopausa em mulheres, sendo largamente utilizado 

para a investigação dos efeitos biológicos da falta dos hormônios sexuais 

femininos (HSFs) em mamíferos.  Contudo, como todo processo cirúrgico 

experimental, este procedimento deve ser validado. Portanto, a fim de se 

verificar a eficácia da OVX realizou-se uma série de experimentos para 

comprovar o procedimento cirúrgico bem como os efeitos fisiológicos da baixa 

dos HSFs nos grupos experimentais. Analisaram-se, portanto, a redução no 

peso úmido dos úteros e a involução endometrial nos animais OVX, através da 

histomorfometria comparativa dos cornos uterinos extraídos após o sacrifício 

dos animais. Os cornos uterinos foram seccionados, corados, pesados e 

medições foram realizadas conforme descrito na seção materiais e métodos. 

 

 

5.1.1. Mensuração dos Níveis Plasmáticos de 17β-estradiol (E2), de 17-

hidroxiprogesterona (P4) e de Testosterona 

Sabe-se que os principais Hormônios Sexuais produzidos pelos ovários 

murinos são o 17β-estradiol (E2) e a 17-hidroxiprogesterona (P4), com 

pequenas quantidades de androgênios secretadas, tais como a testosterona e a 

androstenediona. A figura 09 mostra os dados referentes aos valores 

plasmáticos mensurados, pós-sacrifício, de 17β-estradiol (E2) de animais que 

foram ovariectomizados/sham-operados aos seis meses de vida e sacrificados 

aos oito meses de vida. O teste t de Student demonstrou que houve uma 

diminuição significativa dos níveis plasmáticos de E2 nos grupos C57 OVX 

(p<0,001) e APOE OVX (p<0,001) quando comparados aos controles C57 

SHAM e APOE SHAM, respectivamente. 
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NÍVEIS PLASMÁTICOS DE E2 

 

 

Figura 09: Valores plasmáticos de 17β-estradiol (E2) de camundongos 
ovariectomizados/sham-operados aos seis meses de vida e sacrificados aos 
oito meses de vida. Os valores, em pg/mL, representam a média ± EPM (n= 4 
por grupo). ***p<0,001 comparados aos grupos controles C57 e ApoE SHAM; 
###p<0,001 comparado ao grupo C57 SHAM. Utilizou-se teste t de Student não 
pareado bi-caudal com intervalo de confiança de 95% e o teste de Mann-
Whitney para grupos independentes.  
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A figura 10 mostra os dados referentes aos valores plasmáticos mensurados, 

pós-sacrifício, de 17-hidroxiprogesterona (P4) de animais que foram 

ovariectomizados/sham-operados aos seis meses de vida e sacrificados aos 

oito meses de vida. O teste t de Student demonstrou que houve uma 

diminuição significativa dos níveis plasmáticos de P4 nos grupos C57 OVX 

(p<0,001) e APOE OVX (p<0,001) quando comparados aos controles C57 

SHAM e APOE SHAM, respectivamente. 

 

NÍVEIS PLASMÁTICOS DE P4 

 

 

Figura 10: Valores plasmáticos de 17-hidroxiprogesterona (P4) de 
camundongos ovariectomizados/sham-operados aos seis meses de vida e 
sacrificados aos oito meses de vida. Os valores, em pg/mL, representam a 
média ± EPM (n= 4 por grupo). ***p<0,001 comparado aos grupos controles 
C57 e ApoE SHAM; #p=0,0224 e ###p<0,001 comparado ao grupo C57 SHAM e 
C57 OVX, respectivamente. Utilizou-se teste t de Student não pareado bi-
caudal com intervalo de confiança de 95% e o teste de Mann-Whitney para 
grupos independentes.  
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A figura 11 mostra os dados referentes aos valores plasmáticos mensurados, 

pós-sacrifício, de testosterona dos animais submetidos à ovariectomia/sham-

operados aos seis meses de vida e sacrificados aos oito meses de vida. O 

teste t de Student demonstrou que houve uma diminuição significativa dos 

níveis plasmáticos de testosterona nos grupos C57 OVX (p<0,001) e APOE 

OVX (p<0,001) quando comparados aos controles C57 SHAM e APOE SHAM, 

respectivamente. 

 

 

NÍVEIS PLASMÁTICOS DE TESTOSTERONA 

 

 

Figura 11: Valores plasmáticos de testosterona de camundongos 
ovariectomizados/sham-operados aos seis meses de vida e sacrificados aos 
oito meses de vida. Os valores, em ng/mL, representam a média ± EPM (n= 4 
por grupo). ***p<0,001 comparados aos grupos controles C57 e ApoE SHAM; 
##p=0,0075 comparado ao grupo C57 SHAM. Utilizou-se teste t de Student não 
pareado bi-caudal com intervalo de confiança de 95% e o teste de Mann-
Whitney para grupos independentes.  
 

 

 

 

 



70 

5.1.2. Efeitos Sistêmicos da Baixa Hormonal na OVX: Involução Uterina  

A figura 12 e a tabela 6 mostram os dados referentes ao peso úmido dos úteros 

e dos cornos uterinos extraídos de animais que foram ovariectomizados/sham-

operados aos seis meses de vida e sacrificados aos oito meses de vida. O 

teste t de Student mostrou que tanto os animais do grupo C57 OVX quanto os 

do grupo ApoE OVX apresentaram uma redução significativa do peso úmido 

uterino (p<0,001; p=0,0120, respectivamente) em comparação aos grupos 

controle C57 SHAM e ApoE SHAM, respectivamente. É importante salientar 

que ao aplicar o teste t de Student nos resultados apurados dos pesos úmidos 

dos úteros dos animais dos grupos C57 SHAM e ApoE SHAM houve uma 

redução significativa deste parâmetro nos animais do grupo ApoE (p=0,0011). 

 

PESO ÚMIDO DOS ÚTEROS E DOS CORNOS UTERINOS 
 

 

Figura 12: Peso úmido dos úteros e dos cornos uterinos de camundongos 
ovariectomizados/sham-operados aos seis meses de vida e sacrificados aos 
oito meses de vida. Os valores, em miligramas (mg), representam a média ± 
EPM (n= 7 por grupo). ***p<0,001 comparado ao grupo controle C57 SHAM; 
##p=0,0011 comparado ao grupo C57 SHAM; *p=0,0120 comparado ao grupo 
controle APOE SHAM. Utilizou-se teste t de Student não pareado bi-caudal 
com intervalo de confiança de 95% e o teste de Mann-Whitney para grupos 
independentes.  
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TABELA 6 
PRANCHA DOS CORNOS UTERINOS EXTRAÍDOS AOS OITO MESES DE VIDA 

 

 SHAM OVX 

C57 
  

APOE 
  

Barra de escala: 5 mm 
   

A figura 13 mostra os dados referentes aos valores mensurados do endométrio 

de animais que foram ovariectomizados/sham-operados aos seis meses de 

vida e sacrificados aos oito meses de vida. Ao aplicar o teste t de Student 

observou-se uma diminuição significativa do tamanho linear do endométrio em 

animais ovariectomizados, C57 OVX (p<0,01) e APOE OVX (p<0,05), quando 

comparados aos respectivos controles.  

TAMANHO DO ENDOMÉTRIO 
 

 

Figura 13: Medidas lineares do endométrio de camundongos 
ovariectomizados/sham-operados aos seis meses de vida e sacrificados aos 
oito meses de vida. Os valores, em micrômetros (µm), representam a média ± 
EPM (n= 7 por grupo). **p<0,01 comparado ao grupo controle C57 SHAM; 
*p<0,05 comparado ao grupo controle APOE SHAM. Utilizou-se teste t de 
Student não pareado bi-caudal com intervalo de confiança de 95% e o teste de 
Mann-Whitney para grupos independentes.  
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A análise histomorfométrica também compreendeu a mensuração da área, do 

diâmetro (maior e menor) e do miométrio de seções do útero/cornos uterinos 

conforme previamente já exposto. Ao analisar os valores morfométricos dos 

animais OVX frente aos animais controles SHAM observou-se que há uma 

diminuição significativa de todos os valores dos parâmetros avaliados 

principalmente no que tange a área do corno uterino e ao endométrio, sendo 

este de fundamental importância para o desenvolvimento do trabalho proposto 

(figura 14). Contudo, conforme tabelas 7 e 8, os valores de miométrio vistos em 

camundongos APOE OVX não foram significativos quando comparados aos 

seus respectivos controles SHAM. 

 

TABELA 7 
VALORES MÉDIOS ± EPM DOS PADRÕES MÉTRICOS MENSURADOS NA ANÁLISE 

MORFOMÉTRICA DOS CORNOS UTERINOS 
 

 C57 APOE 

 SHAM OVX SHAM OVX 

Área do Corno Uterino (106µm2) 
2,53 

± 0,21 

0,61 

± 0,18 

2,42 

± 0,26 

0,89 

± 0,49 

Porção Maior do Diâmetro do 
Corno Uterino (104µm) 

0,2204 

± 0,0073 

0,1047 

± 0,0209 

181,73 

± 65,87 

0,1020 

± 0,0254 

Porção Menor do Diâmetro do 
Corno Uterino (104µm) 

0,1341 

± 0,0083 

0,0590 

± 0,0111 

0,1403 

± 0,0051 

0,0735 

± 0,0259 

Miométrio (102µm) 
2,07 

± 0,33 

0,90 

± 0,22 

3,49 

± 0,71 

1,73 

± 0,19 

Endométrio (102µm) 
5,56 

± 0,59 

1,52 

± 0,62 

4,34 

± 0,45 

1,65 

± 0,68 
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TABELA 8 
VALORES DE p DOS PADRÕES MÉTRICOS UTILIZADOS PARA A ANÁLISE MORFOMÉTRICA 

DOS CORNOS UTERINOS 
 

 SHAM versus OVX C57 versus APOE 

 C57 APOE SHAM OVX 

Área do Corno Uterino 0,0005 0,0341 0,7446 0,6141 

Porção Maior do Diâmetro do 
Corno Uterino 

0,0020 0,0330 0,0331 0,9362 

Porção Menor do Diâmetro do 
Corno Uterino 0,0017 0,0449 0,5464 0,6269 

Miométrio 0,0261 0,0566 0,1235 0,0306 

Endométrio 0,0034 0,0170 0,1547 0,8942 

 
 
 

PRANCHA DE SEÇÕES DOS CORNOS UTERINOS 
 

  

  

 
Figura 14: Imagens representativas de seções dos cornos uterinos em plano 
coronal coradas por hematoxilina e eosina. Barras vermelhas pontilhadas 
representam o miométrio e barras amarelas contínuas mostram o endométrio. 
A: C57 SHAM; B: C57 OVX; C: APOE SHAM; D: APOE OVX (n= 7 por grupo). 
Magnificação de 100X. Barra de escala: 100µm. 

 

A B 

C D 
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5.2. Dosagens Bioquímicas 

5.2.1. Mensuração da Concentração Plasmática de Glicose 

A figura 15 demonstra as concentrações plasmáticas mensuradas, pós-

sacrifício, de Glicose dos animais submetidos à ovariectomia/sham-operados 

aos seis meses de vida e sacrificados aos oito meses de vida. O teste t de 

Student revelou que houve um aumento significativo dos níveis plasmáticos de 

Glicose no grupo C57 OVX quando comparado ao grupo controle C57 SHAM 

(p=0,0058). 

 

CONCENTRAÇÃO PLASMÁTICA DE GLICOSE 

 

 

Figura 15: Níveis plasmáticos de Glicose de camundongos 
ovariectomizados/sham-operados aos seis meses de vida e sacrificados aos 
oito meses de vida. Os valores, em mg/dL, representam a média ± EPM (n= 4 
por grupo). **p=0,0058 comparado ao grupo controle C57 SHAM. Utilizou-se 
teste t de Student não pareado bi-caudal com intervalo de confiança de 95% e 
o teste de Mann-Whitney para grupos independentes.  
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5.2.2. Mensuração da Concentração Plasmática de Colesterol Total 

A figura 16 demonstra as concentrações plasmáticas mensuradas, pós-

sacrifício, de Colesterol Total dos animais submetidos à ovariectomia/sham-

operados aos seis meses de vida e sacrificados aos oito meses de vida. O 

teste t de Student revelou que tanto os animais do grupo C57 OVX quanto os 

do grupo ApoE OVX apresentaram um aumento significativo da concentração 

plasmática de Colesterol Total (p<0,001; p=0,0003, respectivamente) em 

comparação aos grupos controle C57 SHAM e ApoE SHAM, respectivamente.  

 

CONCENTRAÇÃO PLASMÁTICA DE COLESTEROL TOTAL 

 

 

Figura 16: Níveis plasmáticos de Colesterol Total de camundongos 
ovariectomizados/sham-operados aos seis meses de vida e sacrificados aos 
oito meses de vida. Os valores, em mg/dL, representam a média ± EPM (n= 4 
por grupo). ***p<0,001 comparados aos grupos controles C57 SHAM e ApoE 
SHAM; ###p<0,001 comparados aos grupos C57 SHAM e C57 OVX. Utilizou-se 
teste t de Student não pareado bi-caudal com intervalo de confiança de 95% e 
o teste de Mann-Whitney para grupos independentes.  
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5.2.3. Mensuração da Concentração Plasmática de Triglicerídeos 

A figura 17 demonstra as concentrações plasmáticas mensuradas, pós-

sacrifício, de Triglicerídeos dos animais submetidos à ovariectomia/sham-

operados aos seis meses de vida e sacrificados aos oito meses de vida. O 

teste t de Student revelou que tanto os animais do grupo C57 OVX quanto os 

do grupo ApoE OVX apresentaram um aumento significativo da concentração 

plasmática de Triglicerídeos (p=0,002; p=0,0090, respectivamente) em 

comparação aos respectivos grupos controle C57 SHAM e ApoE SHAM. 

 

CONCENTRAÇÃO PLASMÁTICA DE TRIGLICERÍDEOS 

 

 

Figura 17: Níveis plasmáticos de Triglicerídeos de camundongos 
ovariectomizados/sham-operados aos seis meses de vida e sacrificados aos 
oito meses de vida. Os valores, em mg/dL, representam a média ± EPM (n= 4 
por grupo). ***p=0,0002 comparado ao grupo controle C57 SHAM; ###p=0,0007 
comparado ao grupo C57 SHAM; **p=0,009 comparado ao grupo controle 
APOE SHAM. Utilizou-se teste t de Student não pareado bi-caudal com 
intervalo de confiança de 95% e o teste de Mann-Whitney para grupos 
independentes.  
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5.2.4. Mensuração da Concentração Plasmática de c-HDL 

A figura 18 demonstra as concentrações plasmáticas mensuradas, pós-

sacrifício, de c-HDL dos animais submetidos à ovariectomia/sham-operados 

aos seis meses de vida e sacrificados aos oito meses de vida. Ao aplicar o 

teste t de Student notou-se que ambos os animais do grupo C57 OVX e do 

grupo ApoE OVX apresentaram um aumento significativo da concentração 

plasmática de c-HDL (p=0,0011; p=0,0017, respectivamente) em comparação 

aos respectivos grupos controle C57 SHAM e ApoE SHAM. 

 

CONCENTRAÇÃO PLASMÁTICA DE C-HDL 

 

 

Figura 18: Níveis plasmáticos de c-HDL de camundongos 
ovariectomizados/sham-operados aos seis meses de vida e sacrificados aos 
oito meses de vida. Os valores, em mg/dL, representam a média ± EPM (n= 4 
por grupo). **p=0,0011 comparados aos grupos controles C57 SHAM e ApoE 
SHAM, respectivamente; #p=0,0422 comparado ao grupo C57 OVX. Utilizou-se 
teste t de Student não pareado bi-caudal com intervalo de confiança de 95% e 
o teste de Mann-Whitney para grupos independentes.  
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5.2.5. Mensuração da Concentração Plasmática de LDL 

A figura 19 demonstra as concentrações plasmáticas, pós-sacrifício, de LDL 

dos animais submetidos à ovariectomia/sham-operados aos seis meses de vida 

e sacrificados aos oito meses de vida. Os valores foram obtidos indiretamente 

pela aplicação da equação de Friedewald para concentrações de triglicerídeos 

inferiores a 400 mg/dL. Ao executar o teste t de Student observou-se que 

ambos os animais do grupo C57 OVX e do grupo ApoE OVX apresentaram um 

aumento significativo da concentração plasmática de LDL (p=0,0056; p=0,035, 

respectivamente) em comparação aos respectivos grupos controle C57 SHAM 

e ApoE SHAM. 

 

CONCENTRAÇÃO PLASMÁTICA DE LDL 

 

 

Figura 19: Níveis plasmáticos de LDL de camundongos 
ovariectomizados/sham-operados aos seis meses de vida e sacrificados aos 
oito meses de vida. Os valores, em mg/dL, representam a média ± EPM (n= 4 
por grupo). **p<0,05 comparados aos grupos controles C57 SHAM e ApoE 
SHAM, respectivamente; ##p=0,0022 comparado ao grupo C57 SHAM; 
###p=0,001 comparado ao grupo C57 OVX. Utilizou-se teste t de Student não 
pareado bi-caudal com intervalo de confiança de 95% e o teste de Mann-
Whitney para grupos independentes.  
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5.2.6. Mensuração da Concentração Plasmática de VLDL 

A figura 20 demonstra as concentrações plasmáticas, pós-sacrifício, de VLDL 

dos animais submetidos à ovariectomia/sham-operados aos seis meses de vida 

e sacrificados aos oito meses de vida. Os valores foram obtidos indiretamente 

pela aplicação da equação de Friedewald para concentrações de triglicerídeos 

inferiores a 400 mg/dL. Ao executar o teste t de Student observou-se que 

ambos os animais do grupo C57 OVX e do grupo ApoE OVX apresentaram um 

aumento significativo da concentração plasmática de VLDL (p=0,0002; 

p=0,009, respectivamente) em comparação aos respectivos grupos controle 

C57 SHAM e ApoE SHAM. 

 

CONCENTRAÇÃO PLASMÁTICA DE VLDL 

 

 

Figura 20: Níveis plasmáticos de VLDL de camundongos 
ovariectomizados/sham-operados aos seis meses de vida e sacrificados aos 
oito meses de vida. Os valores, em mg/dL, representam a média ± EPM (n= 4 
por grupo). ***p=0,0002 comparado ao grupo controle C57 SHAM; ###p=0,0007 
comparado ao grupo C57 SHAM; **p=0,0090 comparado ao grupo controle 
APOE SHAM. Utilizou-se teste t de Student não pareado bi-caudal com 
intervalo de confiança de 95% e o teste de Mann-Whitney para grupos 
independentes.  
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5.3. Quantificação de Proteínas por meio de ELISA 

5.3.1. Mensuração das Concentrações Plasmáticas da Proteína βA, 

Proteína Tau Total e Proteína Tau [pS199]. 

A figura 21 demonstra as concentrações plasmáticas, pós-sacrifício, de 

proteína βA dos animais submetidos à ovariectomia/sham-operados aos seis 

meses de vida e sacrificados aos oito meses de vida. O teste t de Student 

mostrou que ambos os animais do grupo C57 OVX e do grupo ApoE OVX 

apresentaram um aumento significativo da concentração plasmática de 

proteína βA (p<0,001; p<0,001, respectivamente) em comparação aos 

respectivos grupos controle C57 SHAM e ApoE SHAM. 

 

CONCENTRAÇÃO PLASMÁTICA DE PROTEÍNA βA 

 

 

Figura 21: Níveis plasmáticos de proteína βA de camundongos 
ovariectomizados/sham-operados aos seis meses de vida e sacrificados aos 
oito meses de vida. Os valores, em pg/mL, representam a média ± EPM (n= 4 
por grupo). ***p<0,001 comparados aos grupos controles C57 SHAM e ApoE 
SHAM; ###p<0,001 comparados aos grupos C57 SHAM e ApoE SHAM. Utilizou-
se teste t de Student não pareado bi-caudal com intervalo de confiança de 95% 
e o teste de Mann-Whitney para grupos independentes.  
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A figura 22 demonstra as concentrações plasmáticas, pós-sacrifício, de 

proteína Tau Total dos animais submetidos à ovariectomia/sham-operados 

aos seis meses de vida e sacrificados aos oito meses de vida. O teste t de 

Student mostrou que ambos os animais do grupo C57 OVX e do grupo ApoE 

OVX apresentaram um aumento significativo da concentração plasmática de 

proteína Tau Total (p<0,001; p<0,001, respectivamente) em comparação aos 

respectivos grupos controle C57 SHAM e ApoE SHAM. 

 

CONCENTRAÇÃO PLASMÁTICA DE PROTEÍNA TAU TOTAL 

 

 

Figura 22: Níveis plasmáticos de proteína Tau Total de camundongos 
ovariectomizados/sham-operados aos seis meses de vida e sacrificados aos 
oito meses de vida. Os valores, em pg/dL, representam a média ± EPM (n= 4 
por grupo). ***p<0,001 comparados aos grupos controles C57 SHAM e ApoE 
SHAM; ###p<0,001 comparados aos grupos C57 SHAM e C57 OVX. Utilizou-se 
teste t de Student não pareado bi-caudal com intervalo de confiança de 95% e 
o teste de Mann-Whitney para grupos independentes.  
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A figura 23 demonstra as concentrações plasmáticas, pós-sacrifício, de 

proteína Tau [pS199] dos animais submetidos à ovariectomia/sham-operados 

aos seis meses de vida e sacrificados aos oito meses de vida. O teste t de 

Student mostrou que ambos os animais do grupo C57 OVX e do grupo ApoE 

OVX apresentaram um aumento significativo da concentração plasmática de 

proteína Tau [pS199] (p<0,001; p<0,001, respectivamente) em comparação aos 

respectivos grupos controle C57 SHAM e ApoE SHAM. 

 

CONCENTRAÇÃO PLASMÁTICA DE PROTEÍNA TAU [pS199] 

 

 

Figura 23: Níveis plasmáticos de proteína Tau [pS199] de camundongos 
ovariectomizados/sham-operados aos seis meses de vida e sacrificados aos 
oito meses de vida. Os valores, em pg/dL, representam a média ± EPM (n= 4 
por grupo). ***p<0,001 comparados aos grupos controles C57 SHAM e ApoE 
SHAM; ###p<0,001 comparados aos grupos C57 SHAM e C57 OVX. Utilizou-se 
teste t de Student não pareado bi-caudal com intervalo de confiança de 95% e 
o teste de Mann-Whitney para grupos independentes.  
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5.3.2. Mensuração das Concentrações no Extrato Cerebral da Proteína 

βA, Proteína Tau Total e Proteína Tau [pS199]. 

A figura 24 demonstra as concentrações no extrato cerebral de proteína βA 

dos animais submetidos à ovariectomia/sham-operados aos seis meses de vida 

e sacrificados aos oito meses de vida. O teste t de Student mostrou que ambos 

os animais do grupo C57 OVX e do grupo ApoE OVX apresentaram um 

aumento significativo da concentração de proteína βA (p<0,001; p<0,001, 

respectivamente) em comparação aos respectivos grupos controle C57 SHAM 

e ApoE SHAM. 

 

CONCENTRAÇÃO NO EXTRATO CEREBRAL DE PROTEÍNA βA 

 

 

Figura 24: Concentração, no extrato cerebral, de proteína βA de camundongos 
ovariectomizados/sham-operados aos seis meses de vida e sacrificados aos 
oito meses de vida. Os valores, em pg/mL, representam a média ± EPM (n= 4 
por grupo). ***p<0,001 comparados aos grupos controles C57 SHAM e ApoE 
SHAM; ###p<0,001 comparados aos grupos C57 SHAM e C57 OVX. Utilizou-se 
teste t de Student não pareado bi-caudal com intervalo de confiança de 95% e 
o teste de Mann-Whitney para grupos independentes. 
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A figura 25 demonstra as concentrações no extrato cerebral de proteína Tau 

Total dos animais submetidos à ovariectomia/sham-operados aos seis meses 

de vida e sacrificados aos oito meses de vida. O teste t de Student mostrou que 

ambos os animais do grupo C57 OVX e do grupo ApoE OVX apresentaram um 

aumento significativo da concentração de proteína Tau Total (p=0,0012; 

p<0,001, respectivamente) em comparação aos respectivos grupos controle 

C57 SHAM e ApoE SHAM. 

 

CONCENTRAÇÃO NO EXTRATO CEREBRAL DE PROTEÍNA TAU TOTAL 

 

 

Figura 25: Concentração, no extrato cerebral, de proteína Tau Total de 
camundongos ovariectomizados/sham-operados aos seis meses de vida e 
sacrificados aos oito meses de vida. Os valores, em pg/mL, representam a 
média ± EPM (n= 4 por grupo). **p=0,0012 comparado ao grupo controle C57 
SHAM; ###p<0,001 comparados ao grupos C57 SHAM e C57 OVX, 
respectivamente; ***p<0,001 comparado ao grupo controle APOE SHAM. 
Utilizou-se teste t de Student não pareado bi-caudal com intervalo de confiança 
de 95% e o teste de Mann-Whitney para grupos independentes.  
 

 

 

 

 



85 

A figura 26 demonstra as concentrações no extrato cerebral de proteína Tau 

[pS199] dos animais submetidos à ovariectomia/sham-operados aos seis 

meses de vida e sacrificados aos oito meses de vida. O teste t de Student 

mostrou que ambos os animais do grupo C57 OVX e do grupo ApoE OVX 

apresentaram um aumento significativo da concentração de proteína Tau 

[pS199] (p<0,001; p<0,001, respectivamente) em comparação aos respectivos 

grupos controle C57 SHAM e ApoE SHAM. 

 

CONCENTRAÇÃO NO EXTRATO CEREBRAL DE PROTEÍNA TAU [pS199] 

 

 

Figura 26: Concentração, no extrato cerebral, de proteína Tau [pS199] de 
camundongos ovariectomizados/sham-operados aos seis meses de vida e 
sacrificados aos oito meses de vida. Os valores, em pg/mL, representam a 
média ± EPM (n= 4 por grupo). ***p<0,001 comparados aos grupos controles 
C57 SHAM e ApoE SHAM; ###p<0,001 comparados aos grupos C57 SHAM e 
C57 OVX. Utilizou-se teste t de Student não pareado bi-caudal com intervalo de 
confiança de 95% e o teste de Mann-Whitney para grupos independentes. 
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5.3.3. Mensuração das Concentrações da Proteína βA, Proteína Tau 

Total e Proteína Tau [pS199] em urina de 24H 

A figura 27 demonstra as concentrações em urina de 24H de proteína βA dos 

animais submetidos à ovariectomia/sham-operados aos seis meses de vida e 

sacrificados aos oito meses de vida. O teste t de Student mostrou que ambos 

os animais do grupo C57 OVX e do grupo ApoE OVX apresentaram um 

aumento significativo da concentração de proteína βA (p=0,0011; p<0,001, 

respectivamente) em comparação aos respectivos grupos controle C57 SHAM 

e ApoE SHAM. 

 

CONCENTRAÇÃO DE PROTEÍNA βA EM URINA DE 24H 

 

 

Figura 27: Concentração, em urina de 24H, de proteína βA de camundongos 
ovariectomizados/sham-operados aos seis meses de vida e sacrificados aos 
oito meses de vida. Os valores, em pg/mL, representam a média ± EPM (n= 4 
por grupo). **p=0,0012 comparado ao grupo controle C57 SHAM; ###p<0,001 
comparados ao grupos C57 SHAM e C57 OVX, respectivamente; ***p<0,001 
comparado ao grupo controle APOE SHAM. Utilizou-se teste t de Student não 
pareado bi-caudal com intervalo de confiança de 95% e o teste de Mann-
Whitney para grupos independentes. 
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A figura 28 demonstra as concentrações em urina de 24hs de proteína Tau 

Total dos animais submetidos à ovariectomia/sham-operados aos seis meses 

de vida e sacrificados aos oito meses de vida. O teste t de Student mostrou que 

ambos os animais do grupo C57 OVX e do grupo ApoE OVX apresentaram um 

aumento significativo da concentração de proteína Tau Total (p<0,0001; 

p=0,0006, respectivamente) em comparação aos respectivos grupos controle 

C57 SHAM e ApoE SHAM. 

 

CONCENTRAÇÃO DE PROTEÍNA TAU TOTAL EM URINA DE 24H 

 

 

Figura 28: Concentração, em urina de 24H, de proteína Tau Total de 
camundongos ovariectomizados/sham-operados aos seis meses de vida e 
sacrificados aos oito meses de vida. Os valores, em pg/mL, representam a 
média ± EPM (n= 4 por grupo). ***p<0,001 comparados aos grupos controles 
C57 SHAM e ApoE SHAM; ###p<0,001 comparados aos grupos C57 SHAM e 
C57 OVX. Utilizou-se teste t de Student não pareado bi-caudal com intervalo de 
confiança de 95% e o teste de Mann-Whitney para grupos independentes. 
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A figura 29 demonstra as concentrações em urina de 24H de proteína Tau 

[pS199] dos animais submetidos à ovariectomia/sham-operados aos seis 

meses de vida e sacrificados aos oito meses de vida. O teste t de Student 

mostrou que ambos os animais do grupo C57 OVX e do grupo ApoE OVX 

apresentaram um aumento significativo da concentração de proteína Tau 

[pS199] (p=0,005; p=0,031, respectivamente) em comparação aos respectivos 

grupos controle C57 SHAM e ApoE SHAM. 

 

CONCENTRAÇÃO DE PROTEÍNA TAU [pS199] EM URINA DE 24H 

 

 

Figura 29: Concentração, em urina de 24H, de proteína Tau [pS199] de 
camundongos ovariectomizados/sham-operados aos seis meses de vida e 
sacrificados aos oito meses de vida. Os valores, em pg/mL, representam a 
média ± EPM (n= 4 por grupo). ***p<0,001 comparado ao grupo controle C57 
SHAM; ###p<0,001 comparados aos grupos C57 SHAM e C57 OVX; **p<0,01 
comparado ao grupo ApoE SHAM. Utilizou-se teste t de Student não pareado 
bi-caudal com intervalo de confiança de 95% e o teste de Mann-Whitney para 
grupos independentes. 
 
 
 

 

 

 



89 

5.3.4. Mensuração das Concentrações da Proteína BDNF no Plasma e no 

Extrato Cerebral 

A figura 30 demonstra as concentrações plasmáticas, pós-sacrifício, da 

proteína BDNF dos animais submetidos à ovariectomia/sham-operados aos 

seis meses de vida e sacrificados aos oito meses de vida. O teste t de Student 

mostrou que ambos os animais do grupo C57 OVX e do grupo ApoE OVX 

apresentaram um decréscimo significativo da concentração de proteína BDNF 

(p<0,001; p<0,001, respectivamente) em comparação aos respectivos grupos 

controle C57 SHAM e ApoE SHAM. 

 

CONCENTRAÇÃO PLASMÁTICA DE BDNF 

 

 

Figura 30: Concentração plasmática de proteína BDNF de camundongos 
ovariectomizados/sham-operados aos seis meses de vida e sacrificados aos 
oito meses de vida. Os valores, em ng/mL, representam a média ± EPM (n= 4 
por grupo). ***p<0,001 comparados aos grupos controles C57 SHAM e ApoE 
SHAM; ###p<0,001 comparados aos grupos C57 SHAM e C57 OVX. Utilizou-se 
teste t de Student não pareado bi-caudal com intervalo de confiança de 95% e 
o teste de Mann-Whitney para grupos independentes. 
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A figura 31 demonstra as concentrações no extrato cerebral da proteína BDNF 

dos animais submetidos à ovariectomia/sham-operados aos seis meses de vida 

e sacrificados aos oito meses de vida. O teste t de Student mostrou que ambos 

os animais do grupo C57 OVX e do grupo ApoE OVX apresentaram um 

decréscimo significativo da concentração de proteína BDNF (p<0,001; p<0,001, 

respectivamente) em comparação aos respectivos grupos controle C57 SHAM 

e ApoE SHAM. 

 

CONCENTRAÇÃO DE BDNF NO EXTRATO CEREBRAL 

 

 

Figura 31: Concentração de proteína BDNF no extrato cerebral de 
camundongos ovariectomizados/sham-operados aos seis meses de vida e 
sacrificados aos oito meses de vida. Os valores, em ng/mL, representam a 
média ± EPM (n= 4 por grupo). ***p<0,001 comparados aos grupos controles 
C57 SHAM e ApoE SHAM; ###p<0,001 comparados aos grupos C57 SHAM e 
C57 OVX. Utilizou-se teste t de Student não pareado bi-caudal com intervalo de 
confiança de 95% e o teste de Mann-Whitney para grupos independentes. 
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5.4. Análise Qualitativa de Depósitos Amilóides no Tecido Cerebral. 

A presença ou a ausência de placas senis no tecido cerebral foi avaliada 

qualitativamente através das técnicas de Cajal, Bielschowsky e Tioflavina em 

seções de 10µm de espessura que estavam compreendidas entre 2,40mm e -

2,40mm do Bregma (Figuras 32 e 33).  

 
 

SEÇÃO SAGITAL DE CÉREBRO DE CAMUNDONGO 

 

Figura 32: Esquema representativo de cérebro de camundongo em plano 
sagital a 0,24mm lateralmente a linha mediana. Os ventrículos estão em preto. 
As posições das marcas do Bregma, lambda e interaural estão indicadas. 
Linhas verticais e horizontais indicam a localização anteroposterior em relação 
ao plano coronal. (PAXINOS & FRANKLIN, 2001) 
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SEÇÃO CORONAL DE CÉREBRO DE CAMUNDONGO  

  

 

 

Figura 33: Esquema representativo de cérebro de camundongo em plano 
coronal a (A) 2,46mm, (B) 0,02mm e (C) -2,46mm do Bregma (PAXINOS & 
FRANKLIN, 2001). 

A 

B 

C 
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Concomitantemente ao processamento histológico foram utilizados controles 

positivos (dados não mostrados) que se compunham de seções cerebrais 

obtidas de camundongos transgênicos para a PPA sacrificados aos oito meses. 

Sabe-se que estes camundongos exibem grandes quantidades de depósitos 

amilóides, sobretudo no hipocampo e no córtex cerebral (BORCHELT et al., 

1997). 

Ao analisar os cortes histológicos obtidos observou-se que tampouco pela 

técnica de Cajal quanto pela técnica de Bielschowsky não houve a visualização 

da formação de depósitos amilóides conforme figuras 34 e 35. 

Contudo ao submeter às seções com Tioflavina S observou-se que havia 

marcação fluorescente característica de depósito amilóide tanto no controle 

positivo (dados não mostrados) quanto nas amostras experimentais em nível 

de córtex cerebral e hipocampo conforme figura 36. 
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SEÇÕES DO CÓRTEX CEREBRAL E DO HIPOCAMPO CORADAS PELA TÉCNICA DE CAJAL  
 

  

  

  

  

 
Figura 34: Imagens representativas de seções do córtex cerebral (A-D) e do 
hipocampo (E-H) em plano coronal coradas pela técnica de Cajal. A/E: C57 
SHAM; B/F: C57 OVX; C/G: APOE SHAM; D/H: APOE OVX (n= 3 por grupo). 
Magnificação de 100X. Barra de escala: 100µm. 
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SEÇÕES DO CÓRTEX CEREBRAL E DO HIPOCAMPO CORADAS PELA TÉCNICA DE 
BIELSCHOWSKY 

 

  

  

  

  

Figura 35: Imagens representativas de seções do córtex cerebral (A-D) e do 
hipocampo (E-H) em plano coronal coradas pela técnica de Bielschowsky. A/E: 
C57 SHAM; B/F: C57 OVX; C/G: APOE SHAM; D/H: APOE OVX (n= 3 por 
grupo). Magnificação de 100X. Barra de escala: 100µm. 
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SEÇÕES DO CÓRTEX CEREBRAL E DO HIPOCAMPO CORADAS COM TIOFLAVINA S 

  

  

  

  

Figura 36: Imagens representativas de seções do córtex cerebral (A-D) e do 
hipocampo (E-H) em plano coronal coradas por Tioflavina S. Setas em amarelo 
mostram o depósito amilóide e setas em vermelho pontos inespecíficos 
fluorescentes. A/E: C57 SHAM; B/F: C57 OVX; C/G: APOE SHAM; D/H: APOE 
OVX (n= 3 por grupo). Magnificação de 153X. Barra de escala: 100µm. 
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IMUNOFLUORECÊNCIA DE SEÇÕES DO CÓRTEX CEREBRAL COM PPA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 37: Imagens representativas de seções do córtex cerebral (A-D) em 
plano coronal coradas por Imunofluorecência com anticorpo para PPA. A: C57 
SHAM; B: C57 OVX; C: APOE SHAM; D: APOE OVX (n= 3 por grupo). 
Magnificação de 153X. Barra de escala: 100µm. 
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IMUNOHISTOQUÍMICA DE SEÇÕES DO CÓRTEX CEREBRAL PARA 
 RECEPTOR DE ESTROGÊNIO ALFA 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 38 – Imagem representativa de seções do córtex cerebral no plano 
coronal detectado por imunohistoquímica utilizando anticorpo para o receptor 
de estrogênio alfa (ERα) revelado com DAB. A: C57 SHAM, B: C57 OVX, C: 
APOE SHAM, D: APOE OVX (n=3 por grupo). Barra de escala: 20µm. 
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IMUNOHISTOQUÍMICA DE SEÇÕES DO CÓRTEX CEREBRAL PARA  
RECEPTOR DE PROGESTERONA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 39 – Imagem representativa de seções do córtex cerebral no plano 
coronal detectado por imunohistoquímica utilizando anticorpo para o receptor 
de Progesterona (P4) revelado com DAB. A: C57 SHAM, B: C57 OVX, C: 
APOE SHAM, D: APOE OVX (n=3 por grupo). Barra de escala: 20µm. 
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IMUNOHISTOQUÍMICA DE SEÇÕES DO CÓRTEX CEREBRAL PARA  
RECEPTORES OCT-4 E NANOG 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 40 – Imagem representativa de seções do córtex cerebral no plano 
coronal detectado por imunohistoquímica utilizando anticorpo para OCT-4 (A-D) 
e NANOG (E-H) revelado com DAB. A/E: C57 SHAM, B/F: C57 OVX, C/G: 
APOE SHAM, D/H: APOE OVX (n=3 por grupo). Barra de escala: 20µm. 
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5.5. Western Blotting (Immunoblotting). 

5.5.1. Receptor de Estrogênio Alfa (ERα) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 41 – Mensuração da expressão do Receptor de Estrogênio Alfa (ERα) 
no extrato cerebral dos grupos estudados. Utilizou-se teste t de Student não 
pareado bi-caudal com intervalo de confiança de 95%. 

 

 

5.5.2.  Proteína Percussora Amilóide (PPA) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 42 – Mensuração da expressão da Proteína Percussora Amilóide (PPA) 
no extrato cerebral dos grupos estudados. Utilizou-se teste t de Student não 
pareado bi-caudal com intervalo de confiança de 95%. 
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6. DISCUSSÃO 

Neste estudo um fator crucial que precede a análise dos resultados obtidos é a 

comprovação de que os grupos de animais ovariectomizados mimetizavam, do 

ponto de vista histomorfofisiológico, a menopausa em mulheres. Portanto no 

que se refere a validação do modelo observou-se que primeiramente o peso 

úmido dos úteros e dos cornos uterinos de animais C57 e ApoE que foram 

ovariectomizados, reduziu significativamente em relação aos animais sham-

operados. Estes dados em uma primeira análise sugerem que a ovariectomia 

promoveu a redução dos tecidos que revestem e compõem estas estruturas 

morfológicas. Sabe-se que o miométrio está envolvido na sustentação 

muscular da estrutura uterina e o endométrio na nidação do óvulo fecundado e 

também está susceptível diretamente a ação dos estrógenos. Assim os 

resultados histomorfológicos do presente trabalho demonstram que o tamanho 

linear do endométrio reduziu significativamente em ambos os animais C57 e 

ApoE. Isto evidenciou que, quando foram realizadas as dosagens das 

concentrações de E2 no plasma destes animais, os níveis de E2 apresentaram 

uma redução significativa de aproximadamente nove vezes em animais 

ovariectomizados com relação aos sham-operados. Denota-se que com a 

retirada dos ovários houve uma redução expressiva dos níveis dos hormônios 

sexuais femininos circulantes, levando a retração endometrial. É importante 

ressaltar que os valores basais observados nos grupos ovariectomizados 

advêm possivelmente da produção ínfima de estrogênio por outros tecidos, 

como por exemplo, o tecido adiposo (STEPHENS, 2012; WAJCHENBERG, 

2000). 

 

6.1. Níveis Glicêmicos e Estradiol (E2) 

Com relação aos níveis glicêmicos os animais C57 que foram ovariectomizados 

apresentaram um aumento significativo de glicose plasmática. Há evidências 

crescentes tanto em humanos como em roedores, que ligam o E2 à 

manutenção da homeostase glicêmica. Por exemplo, mulheres no período pós-

menopausa desenvolvem obesidade visceral e resistência à insulina e 

possuem risco aumentado de desenvolver diabetes mellitus do tipo 2 (LOUET, 

LEMAY, & MAUVAIS-JARVIS, 2004). Contudo a terapia de reposição hormonal 
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leva a uma redução na incidência de diabetes. Em diversos modelos de 

camundongos especificamente para diabetes do tipo 2, camundongos fêmeas 

que sofreram ovariectomia apresentam hiperglicemia e quando houve a 

perfusão de E2 visualizou-se a reversão do quadro hiperglicêmico. De acordo 

com Louet e colaboradores, a secreção e ação de E2 em camundongos 

parecem estar implicadas na biologia do tecido adiposo e na prevenção da 

obesidade, na estimulação do metabolismo de ácidos graxos no fígado, na 

supressão da produção de glicose hepática, na proteção/sobrevivência das 

células β pancreáticas e na secreção de insulina em condições de estresse 

oxidativo (LOUET, LEMAY, & MAUVAIS-JARVIS, 2004). 

 

6.2. Perfil Lipídico e Estradiol (E2) 

Todas as frações lipídicas analisadas neste trabalho apresentarem-se elevadas 

no plasma em animais ovariectomizados. É importante ressaltar que os animais 

pertencentes ao grupo ApoE KO apresentaram os maiores valores plasmáticos 

o que comprova o objetivo já esperado destes, o de serem úteis como modelos 

aterosclerósticos (FREUDENBERGER et al., 2010). Diversos estudos têm 

relacionado os níveis de colesterol aos de E2. Exemplos destes, Marcha e 

colaboradores demonstraram que em experimentos onde foram utilizados 

camundongos deficientes para o receptor de LDL (LDL-R) e que sofreram 

ovariectomia, a reposição posterior de E2 reduziu as áreas ateroscleróticas em 

regiões da aorta. A reposição de E2 também diminuiu os níveis plasmáticos de 

triglicerídeos (MARSHA et al., 1999). É evidente que neste trabalho não foram 

efetuadas reposições de E2, mas fica claro que a depleção deste, provocada 

pela ovariectomia, aumenta direta e significantemente os níveis lipídicos. 

Também neste trabalho não foram realizados estudos histológicos de áreas 

ateroscleróticas, mas é plausível cogitar que estes animais apresentem tal 

achado o que corroboraria o já exposto até então. 

 

6.3. Estrógenos e Proteína βA 

A concentração da proteína βA foi mensurada no lisado cerebral, no plasma e 

na urina de 24H. Nos três compartimentos biológicos analisados observou-se, 
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que a concentração de βA foi sempre maior em animais C57 OVX seguida dos 

C57 SHAM, ApoE OVX e ApoE SHAM. Interessantemente a análise dos três 

compartimentos simultaneamente demonstrou que os níveis de βA no lisado 

cerebral foram aproximadamente treze vezes superiores aos encontrados no 

plasma em todos os grupos. Já na urina, os valores achados representaram, 

aproximadamente, a quarta parte dos níveis visualizados no plasma e a 

quinquagésima parte, aproximadamente, dos níveis de βA apresentados no 

lisado cerebral, novamente, em todos os grupos. Estes dados permitem afirmar 

que a proteína βA, assim como os demais componentes protéicos, é carreada 

por todo o organismo e pode estar presente em todos os líquidos corporais 

inclusive na urina.  

A relação proporcional observada no lisado cerebral, no plasma e na urina 

permite-nos afirmar que a produção de proteína βA está em um nível em que já 

pode ser visualizada também na urina. Os níveis surpreendentemente maiores 

no plasma sugerem que há uma maior clivagem da PPA e consequente 

geração de βA. Os dados histológicos das seções cerebrais demonstraram que 

a produção de  βA já é suficiente para a formação de placas senis. As placas 

possuem diversas fases de maturação. Este trabalho não objetivou a 

classificação destas, mas a simples visualização destas estruturas é suficiente 

para afirmar que há uma clivagem exacerbada de PPA.   

Apesar de que não fora realizada a contagem das placas senis nas seções 

cerebrais, semiquantitativamente os animais do grupo C57 OVX apresentam 

um maior número destas formações, seguido dos do grupo C57 SHAM, ApoE 

OVX e ApoE SHAM. A sequência semiquantitativa anteriormente citada é a 

mesma encontrada quando analisamos as concentrações da proteína βA nos 

diferentes grupos.  

É importante ressaltar que a barreira hematoencefálica (BHE) normalmente 

não permite a livre troca de solutos polares, tais como a βA entre o cérebro e o 

sangue ou vice-versa devido a presença de junções (tight junctions) entre as 

células endoteliais cerebrais que formam um monocamada celular contínua. 

Por outro lado, em cérebros de indivíduos normais o fluxo em massa não 

específico do fluido intersticial cerebral parece ser responsável por 10-15% da 

depuração de βA (GOSSELET et al., 2013; SHIBATA et al., 2000). Diversos 
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estudos sugerem que não tão somente o fluido intersticial e/ou o líquido 

cefalorraquidiano sejam responsáveis por essa depuração. Estes relatam que o 

peptídeo βA é removido do SNC através de um sistema de transporte 

específico mediado por receptores na BHE (WATKINS et al., 1987; TANZI et 

al., 1987).  

Assim conjectura-se que a depleção de E2 influenciou no aumento de 

produção de βA que, por conseguinte pode ser visualizada em forma de placas 

senis. Estudos relataram que os níveis de E2 no líquido cefalorraquidiano eram 

menores em indivíduos com Doença de Alzheimer que nos controles e que, no 

grupo com Doença de Alzheimer, os níveis de E2 encontravam-se de maneira 

inversamente proporcional com os níveis de βA1-42 (TAPIOLA et al., 2009; 

SCHONKNECHT et al., 2001). De acordo com estes achados, diversos estudos 

com culturas celulares tem demonstrado que E2 diminui a produção de βA, 

presumivelmente estimulando a via não-amiloidogênica de clivagem da PPA 

via α-secretase (GREENFIELD et al., 2002; XU et al., 1998). O significado 

fisiológico destes efeitos tem sido confirmado em estudos in vivo que 

investigaram a relação entre as concentrações circulantes de E2 e os níveis 

cerebrais de βA (CARROLL & ROSARIO, 2012; XU et al., 2006).  

A depleção endógena de E2 provocada pela ovariectomia resulta em um 

aumento significativo de βA solúvel nos cérebros de camundongos (SAVAGE 

et al., 1998) e em cobaias (PETANCESKA et al., 2000). É importante ressaltar 

que estes efeitos observados são parcialmente revertidos por reposição com 

E2. Além disso, E2 reduz o pool de βA solúvel (LEVIN-ALLERHAND et al., 

2002) e os depósitos de βA em modelos para a Doença de Alzheimer, 

ressaltando o papel do E2 como um regulador importante da patogênese da 

Doença de Alzheimer (ZHENG et al., 2002). Inesperadamente, dois estudos 

publicados utilizando modelos transgênicos para a Doença de Alzheimer 

demonstraram pouca (GREEN et al., 2005) ou nenhuma evidência 

(HEIKKINEN et al., 2004) de que o E2 reduz o pool insolúvel de βA. Diversos 

fatores podem contribuir para estes resultados negativos, incluindo as 

linhagens transgênicas utilizadas, os níveis detectáveis de βA e a diferença 

entre os níveis de estrógenos circulantes no plasma e no cérebro (YUE et al., 

2005). Investigações da regulação da formação da βA pelos esteroides sexuais 
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tem utilizado modelos ovariectomizados (com depleção endógena de E2 e P4), 

combinado com reposição de E2, mas não de P4 (GREEN et al., 2005). 

Enquanto a reposição de E2 é benéfica na regulação do metabolismo de βA, a 

interação entre E2 e P4 é de maior relevância clínica. 

 

6.4. Proteína Tau e Tau [pS199] 

A Tau é uma proteína associada à microtúbulos de vital importância para a 

estabilização do citoesqueleto neuronal ao interagir com a actina, ancorando 

enzimas tais como quinases e fosfatases, além de regular o transporte de 

vesículas intraneurônios. Quando a proteína Tau é hiperfosforilada há o 

desarranjo da microarquitetura citoesquelética neuronal. Uma das fosforilações 

relacionadas à Doença de Alzheimer é a de uma serina na posição 199 da 

proteína Tau.  

Os dados obtidos para a dosagem da proteína Tau Total e Tau [pS199] no 

lisado cerebral, no plasma e na urina de 24H foram similares aos encontrados 

para a proteína βA no que tange a distribuição quantitativa intra e intergrupos. 

Os animais do grupo C57 OVX apresentaram níveis significativamente maiores 

do que os do grupo C57 SHAM, que conseguinte foram maiores do que os do 

grupo ApoE OVX. Os animais do grupo ApoE SHAM obtiveram os menores 

níveis comparativamente aos demais grupos. Isto exposto sugere-se que o 

comportamento fisiológico apresentado por estas proteínas assemelha-se ao 

padrão de modulação co-dependente de E2 visualizado no caso da proteína 

βA. A visualização da hiperfosforilação da proteína Tau configura-se na 

formação de emaranhados neurofibrilares (intracelular) o que precede a morte 

celular. Apesar de que neste trabalho não foram realizados técnicas de 

identificação destas estruturas podemos supor que há uma forte tendência da 

visualização das mesmas com apelo para a morte neuronal, mesmo que de 

forma discreta. Isto se deve ao fato de que ao analisar os resultados 

mensurados de BDNF este se apresenta em uma relação inversamente 

proporcional tanto com relação a proteína Tau e Tau [pS199], quanto βA. 

Níveis baixos de BDNF foram encontrados em indivíduos com Alzheimer. 

Assim concentrações reduzidas de BDNF em grupos ovariectomizados indicam 
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que o E2 modula de certa forma a hiperfosforilação das proteínas do 

citoesqueleto, sobretudo a Tau, e corrobora para a morte neuronal.  

Estudos realizados demonstram que a ausência da ApoE é de suma 

importância para a precipitação do eventos da cascata da hipótese amilóide. 

Reiterando a discussão já realizada dos dados plotados neste trabalho 

podemos perceber que a utilização de camundongos ApoEKO possibilitou 

diversas análises. Percebeu-se que a ausência desta importante proteína 

modula, por si só, a diminuição dos níveis de βA, a diminuição dos níveis de 

Tau/Tau [pS199] e a elevação de BDNF sem discriminação do compartimento 

analisado. Conjuntamente, a ApoE e os estrógenos influenciam na cascata de 

eventos que precipitarão na morte neuronal, no caso da formação de 

emaranhados neurofibrilares, e no bloqueio das sinapses nervosas de áreas 

motoras e cognitivas, no caso das placas senis. 

 

6.5. Perfil Lipídico e Proteína βA. 

Uma diversa gama de experimentos realizados com cultura celular tem 

demonstrado que o processamento celular da PPA e produção de βA pode ser 

modulada pelo metabolismo do colesterol. Klein e colaboradores foram os 

primeiros a investigar esta correlação ao adicionar colesterol complexado com 

metil-β-ciclodextrina a cultura celular HEK demonstrando que o colesterol 

diminuía a secreção de PPA (BODOVITZ & KLEIN, 1996). Em 1998, Simons et 

al utilizaram uma combinação de um inibidor de HMG-CoA redutase (3-hydroxy-

3-methyl-glutaryl-CoA reductase) e metil-β-ciclodextrina para diminuir os níveis de 

colesterol em 70% em neurônios do hipocampo (SIMONS et al., 1998). Isto 

causou uma diminuição dramática na produção de βA. Estudos posteriores 

similarmente aos tratamentos anteriormente mencionados confirmaram os 

resultados (FASSBENDER, SIMONS, & BERGMANN, 2001; FREARS et al., 

1999). O sistema aparenta exibir certa reciprocidade com respeito aos níveis 

de colesterol, pois a adição de colesterol exógeno em culturas celulares regula 

a produção de βA (HOZAKA et al., 2013; FREARS et al., 1999).  Mecanismo 

por detrás desta regulação parece depender em parte da ativação da β-

secretase, pois a depleção de colesterol reduz CTFβ (FASSBENDER, 

SIMONS, & BERGMANN, 2001). A regulação do processamento da PPA pelo 
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colesterol não é limitada somente pela atividade da β-secretase. Por exemplo, 

a atividade da α-secretase é também controlada pelo colesterol, pois níveis 

baixos de colesterol estimula a produção de sAPPα (Endres & Fahrenholz, 

2012; KOJRO et al., 2001).  

A terceira enzima envolvida no processamento da PPA, γ-secretase, pode 

também ser afetada pelo colesterol. Trabalhos demonstraram que a interrupção 

do tráfico de colesterol causa a redistribuição das presinilinas e um aumento 

associado na geração de βA (BURNS et al., 2003). Entretanto, de todas as 

enzimas reguladoras do processamento da PPA, a atividade da γ-secretase 

parece ser a última afetada pelo colesterol (RUNZ et al., 2002).  

O metabolismo do colesterol, por suas diferentes vias de tráfego – intra e/ou 

extracelular – pode também modular o processamento da PPA. Há diferentes 

pools de colesterol, ésteres de colesterol (ECs), ou colesterol livre (CL) 

presentes nas células. Em adição, o processamento da PPA também ocorre 

em diferentes compartimentos. A modulação enzimática específica em 

compartimentos particulares ou a modulação da distribuição da PPA entre as 

diferentes vesículas pode alterar a geração de βA e PPAs. Por exemplo, a 

enzima responsável pelo controle da interconversão destes pools de colesterol 

é a enzima acetil-CoA acetiltranferase (ACAT), e tem sido demonstrado que a 

atividade desta enzima pode regular a geração de βA, sugerindo que 

possivelmente a distribuição de colesterol intracelular é mais importante do que 

a quantidade total de colesterol (PUGLIELLI, KONOPKA & PACK-CHUNG, 

2001). É possível que outros tipos de modulação relacionada ao colesterol 

possam também agir na mudança da distribuição vesicular dos componentes 

que afetam o processamento da PPA. 

Numerosos estudos sugerem que o colesterol também modula o 

processamento da PPA in vivo. Diferentemente dos estudos in vitro quando se 

analisa um organismo vivo deve haver a distinção das quantidades de 

colesterol presentes no plasma das no cérebro. Deve-se também ponderar com 

relação ao modelo animal que está sendo utilizado nos experimentos, pois o 

metabolismo lipídico difere entre as espécies tais como camundongos, cobaias 

e humanos. Exemplos disso, camundongos geralmente exibem altos níveis de 

LDL enquanto humanos tendem a apresentar altos níveis de HDL. Apesar 
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destas diferenças, diversos grupos tem demonstrado que mudanças no 

metabolismo do colesterol podem ser induzidas farmacologicamente (ex. 

estatinas) ou pela alimentação rica em gorduras. Isto tem sido observado em 

primatas (SCHMECHEL, SULLIVAN & MACE, 2002) e também em modelos de 

camundongos transgênicos para a Doença de Alzheimer (LI, CAO & GARBER, 

2003; SHIE, JIN, & COOK, 2002). Por exemplo, Refolo e colaboradores 

demonstraram que ambos CTFβ e βA estavam aumentados no SNC de 

camundongos que foram alimentados com dieta rica em colesterol, enquanto a 

produção de sPPAα estava diminuída, sugerindo que o colesterol afeta o 

processamento da PPA (REFOLO, PAPPOLLA & MALESTER, 2000).  

Outros estudos in vivo demonstraram que o tratamento de cobaias ou de 

camundongos transgênicos com drogas redutoras dos níveis de colesterol 

resultou na diminuição dos níveis de βA e também aumentou a produção de 

sPPAα e diminuiu a de CTFβ (FASSBENDER, SIMONS & BERGMANN, 2001) 

e  PPA (REFOLO, PAPPOLLA & MALESTER, 2000). Cada um destes estudos 

apresenta exemplos convincentes do impacto do metabolismo do colesterol no 

processamento da PPA in vivo. Apesar dos resultados destes estudos 

indicarem que a hipercolesterolemia leva a um aumento do processamento 

amiloidogênico da PPA, enquanto a redução nos níveis de colesterol possui o 

efeito contrário, alguns estudos têm demonstrado evidências contraditórias. 

Howland et al., ao examinar os efeitos de uma dieta rica em colesterol em 

camundongos transgênicos para a Doença de Alzheimer, encontrou que os 

níveis de sAPPα, sAPPβ e de βA estavam reduzidos (GEORGE, HOLSINGER, 

& MCLEAN, 2004; HOWLAND, TRUSKO & SAVAGE, 1998). A razão exata 

para estas aparentes discrepâncias ainda não está clara. Possíveis diferenças 

que poderiam contribuir para estes resultados conflitantes poderiam residir nos 

transgenes presentes nos modelos animais, no background genético dos 

camundongos, na variabilidade das idades e também na diferença do sexo dos 

animais utilizados. Interessantemente, o estudo conduzido por George et al.  

demonstrou que a produção de AICD estava aumentada em camundongos que 

foram alimentados com dieta rica em colesterol. Este fragmento aparenta agir 

como um ativador transcripcional e pode induzir a apoptose neuronal, levando 

a possível especulação de que o colesterol pode afetar a progressão da 
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Doença de Alzheimer via a regulação da produção de AICD (CAO & SUDHOF, 

2001; GAO & PIMPLIKAR, 2001).  
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7. CONCLUSÃO 

No presente trabalho foram avaliados os níveis de diversos parâmetros 

analíticos envolvidos no aparecimento de achados histopatológicos 

característicos da Doença de Alzheimer. O cerne da proposta metodológica 

voltou-se para a investigação dos níveis de certas proteínas no plasma, no 

lisado cerebral e na urina com o intuito de correlacionar as concentrações 

visualizadas nestes compartimentos biológicos com a modulação direta sob a 

proteína βA e a proteína Tau e fração Tau [pS199].  

A ovariectomia promoveu a redução de diversos estrógenos, inclusive E2, e a 

sua depleção modulou os eventos da cascata de geração da proteína βA em 

seus diferentes níveis. Isto sugere que ou há um aumento da clivagem da PPA 

diretamente ou, concomitantemente, há uma estimulação amiloidogênica das 

enzimas envolvidas na clivagem da PPA. Sugere-se também que a diminuição 

dos níveis endógenos de E2 aumenta todas as frações lipídicas e glicêmicas, o 

que está intrinsecamente relacionado ao clearance das proteínas envolvidas na 

Doença de Alzheimer no plasma, lisado cerebral e urina.  

Este estudo corroborou o papel crucial da ApoE sob a óptica sistêmica de 

formação de placas senis. Isto ficou em evidência quando camundongos ApoE 

KO apresentaram níveis diminuídos de proteína βA, proteína Tau e fração Tau 

[pS199] quando comparados ao controles C57. Assim, a presença da ApoE 

modula a formação em maior quantidade de βA, e a ausência da ApoE sugere 

uma atenuação da regulação amiloidogênica. 

Tomados conjuntamente, estes resultados sugerem que os hormônios sexuais 

femininos e a ApoE atuam por vias de sinalização celular distintas que, 

provavelmente, atuam no turnover de algumas moléculas associadas à 

formação da placa senil e emaranhados neurofibrilares característicos da 

Doença de Alzheimer em animais. 
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