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Resumo 

 

A proteína prion celular (PrPC) é uma glicoproteína ancorada aos neurônios que tem sido 

associada a diversas funções no sistema nervoso central (SNC) como: neuroplasticidade, 

formação de placas senis e controle de mecanismos de estresse oxidativo. O processo de 

envelhecimento é um estado frequentemente acompanhado por um declínio em diversos 

aspectos sensorimotores e cognitivos. No presente estudo, investigamos o envolvimento da 

PrPC em alterações comportamentais e neuroquímicas relacionadas ao envelhecimento em 

camundongos selvagens (wild-type) (Prnp+/+), nocautes para PrPC
 (Prnp0/0) e camundongos 

que apresentam expressão aumentada de PrPC (Tg-20). Os animais destas linhagens com 3 ou 

11 meses de idade foram submetidos a uma bateria de testes comportamentais incluindo os 

testes do campo aberto, caixa de atividade, labirinto em cruz elevado, memória social e a 

esquiva inibitória do tipo step-down.  Camundongos  Prnp+/+ e Prnp0/0 de 11 meses de idade 

exibiram  prejuízos na atividade locomotora e na capacidade de reconhecer um camundongo 

jovem após um curto período de tempo assim como aumento nas respostas relacionadas à 

ansiedade. De forma interessante, camundongos Tg-20 não apresentaram os mesmos 

prejuízos comportamentais relacionados à idade e a infusão intracerebroventricular do 

peptídeo 230-245 da STI1, que inclue a porção de ligação a PrPC, reverteu estes distúrbios de 

memória de curto prazo relacionados a idade em camundongos Prnp+/+. Camundongos Tg-20 

também exibiram níveis reduzidos de acetilcolinesterase sérica em comparação com os outros 

dois genótipos. Análises de imunohistoquímica revelaram expressão aumentada de proteínas 

hipocampais associadas à morte celular apoptótica e de plasticidade neuronal, 

respectivamente, caspase-3 e sinaptofisina, em camundongos Tg-20. Os resultados do 

presente estudo reforçam a hipótese da PrPC apresentar papel neuroprotetor e sugerem o seu 

envolvimento em algumas alterações comportamentais e neuroquímicas relacionadas ao 
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envelhecimento via sistema colinérgico e modulação da sinaptogênese e morte celular 

apoptótica.  
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Abstract 

 
The cellular prion protein (PrPC) is a neuronal anchored glycoprotein that has been associated 

with distinct functions in the CNS such as neuroplasticity, cognitive processes and senile 

plaques formation. Aging process is a state often accompanied by a decline in several aspects 

of sensorimotor and cognitive functions. Here we investigated the involvement of PrPC in the 

age-related behavioral and neurochemical alterations in wild-type (Prnp+/+), PrPC
 knockout 

(Prnp0/0) and the PrPC
 overexpressing Tg-20 mice. Animals of these mouse strains with 3 or 

11 months-old were submitted to a battery of behavioral tasks including the open field, 

activity cage, elevated plus-maze, social recognition and inhibitory avoidance tasks. The 11 

month-old Prnp+/+ and Prnp0/0 mice exhibited significant impairments in their locomotor 

activity and in their ability to recognize a juvenile after a short period of time as well as 

increase in anxiety-related responses. Remarkably, Tg-20 mice did not present these age-

related behavioral impairments and the intracerebroventricular infusion of STI1 peptide 230–

245, which includes the PrPC binding site, improved these age-related short-term social 

memory deficits in Prnp+/+. Tg-20 mice also exhibited reduced levels of seric 

acetylcholinesterase levels in comparison with the two other genotypes (regarding the age). 

Immunohystochemical analysis revealed an increased expression of the hippocampal proteins 

associated to apoptotic cell death and synaptic changes, respectively, caspase-3 and 

synaptophysin in Tg-20 mice. The present results support the neuroprotective hypothesis of 

PrPC and suggest it pivotal role in age-related behavioral and neurochemical alterations via 

cholinergic system and the modulation of synaptogenesis and apoptotic cell death.  
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Envelhecimento Populacional 

 Estudos sobre o envelhecimento populacional apontam para a realidade de que o 

homem está vivendo mais, e a longevidade sem dúvida é uma das características do nosso 

tempo. Este fato pode ser comprovado pela observação de que em um século a média de 

idade aumentou consideravelmente, impondo à sociedade uma profunda mudança, em 

relação, principalmente, à qualidade de vida desta população (OPAS/OMS, 2002). O 

envelhecimento populacional é uma realidade atual em diferentes países. A Organização das 

Nações Unidas (ONU) considera o período entre 1975 a 2025 como a “Era do 

Envelhecimento”, na qual haverá um crescimento de 54% da população idosa nos países 

desenvolvidos, enquanto nos países em desenvolvimento este número alcançará 123% 

(OPAS/OMS, 2002). Mudanças significativas aconteceram no final do século passado 

associadas à fecundidade, a melhora nos cuidados de saúde e a mudanças demográficas e 

epidemiológicas. A população mundial está envelhecendo e este fenômeno também pode ser 

constatado em nosso país (Chaimowicz, 1997). O Brasil é um país cuja população envelhece 

rapidamente. Houve um aumento na expectativa de vida, que no início do século 20 era de 33 

anos, mas segundo o IBGE, em 2004 a esperança de vida ao nascer (expectativa de vida) dos 

brasileiros alcançou 71,7 anos. Associada a esta condição, a diminuição da fecundidade entre 

1960 e 1980 foi de 30%, o que conduz a um incremento proporcional da população idosa. 

Com isto a população acima dos 60 anos aumentou em quase 4 milhões de pessoas (IBGE, 

2004). Apesar dos avanços, os dados do Brasil no ranking da ONU indicam a 82ª posição na 

expectativa de vida ao nascer, enquanto o Japão apresenta os maiores índices, com 81,9 anos. 

No contexto regional neste quesito o Brasil apresenta-se abaixo de países como Costa Rica, 

Chile, Cuba, Porto Rico, Panamá, Argentina, entre outros. Na região temos com índices 
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inferiores aos do Brasil países como Paraguai, Jamaica, Peru, Nicarágua, República 

Dominicana e Bolívia (Kalache e Keller, 2000).   

 Este ganho na expectativa de vida é atribuído à melhora no acesso da população aos 

serviços de saúde, campanhas nacionais de vacinação, aumento do nível de escolaridade e 

investimentos na infra-estrutura de saneamento básico, entre outros. Este contexto 

relacionado ao processo do envelhecimento nos últimos anos tem provocado um aumento no 

desenvolvimento de pesquisas focadas nessa temática (Kay, Henderson et al., 1985; Griffiths, 

Good et al., 1987).    

 

1.2 Neurofisiologia do envelhecimento 

 Concomitante ao envelhecimento populacional, algumas patologias de maior 

prevalência nestes indivíduos como as doenças de Parkinson (DP) e Alzheimer (DA) 

emergem. O envelhecimento por si, mesmo sem as mencionadas patologias, traz perceptíveis 

deficiências locomotoras e cognitivas em humanos (Andrews-Hanna, Snyder et al., 2007; 

Mattay, Goldberg et al., 2008). De fato a similaridade molecular e comportamental entre o 

processo de envelhecimento e as patologias associadas à idade por vezes se confundem, 

sendo alvo de questionamentos sobre se determinada patologia é parte da senilidade ou vice-

versa (Swerdlow, 2007).  

 Em estudo recente Lynch e colaboradores (2006) identificaram alterações 

eletrofisiológicas fundamentais em células senescentes, de certa forma justificando as 

diferenças cognitivas apresentadas nesta fase da vida.   

 Durante o metabolismo basal das células existe uma produção constante de espécies 

reativas de oxigênio (ERRO) acompanhada pela sua contínua inativação através da ação de 

mecanismos antioxidantes, com o intuito de manter a integridade celular. As ERO quando em 

reação com outras biomoléculas, causam diferentes tipos de danos celulares podendo levar 
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em última análise, à morte celular.  Como observado nas DA e DP, o envelhecimento 

provoca aumento da produção de ERO, associadas à perda de função de vários mecanismos 

de defesa antioxidantes como redução da atividade das superóxidos-dismutases, glutationa 

(Butterfield e Kanski, 2001; Perry, Fan et al., 2007) (Figura 1A), somado a perda substancial 

de mecanismos de reparo de DNA (Figura 1B) (Perry, Fan et al., 2007).  

 

 

Figura 1 - Hipóteses da inter-relação do estresse oxidativo e reparo de DNA no processo de 
envelhecimento. Fig.1A baseada em (Muller, 2009) e 1B baseada em (Gorbunova, Seluanov et al., 2007)  
 

  Por estes motivos, adicionando-se o aumento da ativação de mecanismos apoptóticos, 

menores níveis de plasticidade sináptica e diminuída capacidade de renovação celular, o 

organismo sujeito ao processo de envelhecimento deteriora-se irreversivelmente (Ferrer, 

Blanco et al., 2001; Pollack, Phaneuf et al., 2002; Zhang, Chong et al., 2002; Head, Corrada 

et al., 2007; Moore, Lu et al., 2007). 

 Figura 1A                                                                          Figura 1B 
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 Além da deficiência no sistema de controle de estresse oxidativo, durante o processo 

de envelhecimento vários marcadores inflamatórios como a ciclooxigenase-2 (COX-2) e a 

prostaglandina-E2 (PGE-2) parecem ter sua expressão aumentada (Wu, Mura et al., 1998; 

Kim, Park et al., 2008), além de alteração dos processos de migração de vários tipos celulares 

com função imunológica (Stichel e Luebbert, 2007). Além disso, sabe-se que há uma perda 

de aproximadamente 10 a 15% das junções sinápticas em cérebros de ratos idosos medidos 

por microdensitometria (Masliah, Crews et al., 2006) 

 

1.3 Modulação dos sistemas de neurotransmissão pelo envelhecimento  

Estudos prévios têm demonstrado que o declínio no processo cognitivo e locomotor 

relacionado ao envelhecimento, verificado em humanos e roedores, está associado, ao menos 

em parte, a degeneração de neurônios colinérgicos (Bartus, Dean et al., 1982; Altavista, Rossi 

et al., 1990; Gallagher e Colombo, 1995; Baxter, Frick et al., 1999). Quanto à participação do 

sistema colinérgico em processos locomotores, um estudo recente demonstrou que este 

sistema é importante tanto no desenvolvimento dos motoneurônios como para subseqüente 

ativação dos mesmos e de outros neurônios adjacentes (Myers, Lewcock et al., 2005). Pode-

se também observar que o sistema colinérgico está diretamente envolvido nos processos 

elétricos referentes à ativação da placa motora na junção neuromuscular (Kalamida, Poulas et 

al., 2007). Algumas patologias como, por exemplo, a miastenia gravis, que se caracteriza por 

uma degeneração muscular progressiva, tem como principal marcador a suprarregulação do 

sistema colinérgico (Sieb, 2005).  

Diversos estudos têm demonstrado que o bloqueio de receptores colinérgicos 

muscarínicos interfere com o armazenamento de novas informações (aprendizado) (Broks, 

Preston et al., 1988; Hasselmo e Barkai, 1995; Atri, Sherman et al., 2004). Parece que o 

mecanismo envolvido neste processo se pronuncia pela supressão da atividade neural 
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excitatória. Experimentos com fatias de cérebro de ratos têm demonstrado que a adição de 

agonistas colinérgicos facilitam o processo de pontenciação de longo prazo (LTP) em um 

considerável número de vias necessárias para os processos mnemônicos, incluindo as 

colaterais de Schaffer, região hipocampal CA1 (Huerta e Lisman, 1993) e fibras de conexão 

do córtex piriforme (Hasselmo e Barkai, 1995).  

Neste sentido, um interessante estudo apresentou evidências convincentes de que a 

acetilcolinesterase (AChE), importante enzima no processo de degradação da acetilcolina, 

está diretamente envolvida com a formação de placas amilóides na DA e no próprio processo 

de envelhecimento (Pera, Roman et al., 2006). Confirmando ainda  a importância do sistema 

colinérgico neste processo, um estudo recente demonstra que há diminuição do número de 

fibras colinérgicas no hipocampo de ratos velhos, sendo esta região de grande importância 

para a processos cognitivos (Ypsilanti, Girao Da Cruz et al., 2008).  

 Por outro lado este sistema não é o único sistema de neurotransmissão afetado pelo 

envelhecimento. Evidências têm também apontado para alterações nos sistemas 

glutamatérgico (Jacobson, Zhang et al., 2008), serotonérgico (Lamar, Cutter et al., 2007), 

dopaminérgico (Dreher, Meyer-Lindenberg et al., 2008; Rollo, 2008) e noradrenérgico 

(Almaguer-Melian, Cruz-Aguado et al., 2005). 

 

1.4 Fatores genéticos no controle do processo de envelhecimento 

Vários genes têm sido apontados como tendo envolvimento na modulação do 

envelhecimento (Mattay, Goldberg et al., 2008). São genes com várias outras funções 

associadas, sendo que fazem parte genes com função no controle do estresse oxidativo, 

processo inflamatório, associados à demência, genes tróficos e ainda associados a processos 

cognitivos (ver Tabela 1). Porém, notadamente a maioria destes genes alvos carece de 

profundo estudo e maior caracterização do seu real papel no envelhecimento. Parece ser 
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unânime entre os pesquisadores da área, a noção que não há um, mas vários genes envolvidos 

no controle do envelhecimento, visto que cada função (ou perda desta) está diretamente 

relacionada a um fenótipo ou característica bioquímica em animais e humanos de idade 

avançada (Mattson, Duan et al., 2002; Soti e Csermely, 2007; Mattay, Goldberg et al., 2008; 

Muller, 2009). Deve ser destacado que dentre as diferentes classes de genes associados ao 

envelhecimento, a maior delas está relacionada ao controle do estresse oxidativo, processo 

exacerbado na idade avançada como abordado no tópico anterior. A Tabela 1 relaciona 

alguns destes genes e suas funções características neste processo.  

Tabela 1 - Principais genes e achados relacionados ao envelhecimento. 
 Localização 

Citogenética 
Achados 

A. Genes relacionados 
à demência 

 

Alguns genes, em particular aqueles 
associados à demência senil, têm sido 
implicados com os déficits cognitivos 
relacionados à idade. 

APOE 
(Apolipoproteína E) 

Cromossomo 19 

O alelo E4 é considerado um “gene 
frágil”, predispondo ao aumento da 
susceptibilidade a injúrias e traumas 
(Smith, Andersen et al., 2002). O alelo 
é associado a maiores níveis de 
declínio relacionado à idade além da 
maior susceptibilidade a desenvolver a 
DA. 

APP (Proteína 
precursora amilóide). 

Presenelina 1 e 2 
(PSEN 1 e PSEN 2). 
SORL 1 (Receptor 

associado à sortilina) 

APP (Cromossomo 21) 
PSEN 1 (Cromossomo 

14) 
PSEN 2 (Cromossomo 

1) 
SORL 1 (Cromossomo 

11) 

SORL 1 regula o tráfego da APP em 
mecanismos de reciclagem. 
Diminuição da expressão desta proteína 
resulta em direcionamento da APP para 
formação da β-amilóide. A forma 
genética variante da SORL 1 é 
associada como um fator de risco para 
o desenvolvimento da DA (Rogaeva, 
Meng et al., 2007) 

B. Genes associados a 
doenças sistêmicas ou 

a função 
cardiovascular. 

 

Sabe-se que doenças sistêmicas e 
vasculares são capazes de afetar a 
cognição, assim a busca por 
associações entre genes relacionados a 
doenças cardiovasculares e  diferenças 
em funções cognitivas associadas à 
idade são justificáveis. 

Gene para Enzima de 
Conversão da 

Angiotensina-1  
Cromossomo 17 

A ECA é diretamente relacionada ao 
controle da pressão arterial. Propôs-se 
que o polimorfismo para este gene é 
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fator de risco para a demência vascular, 
além do aumento substancial do 
volume de lesões associadas à 
substância branca (Henskens, Kroon et 

al., 2005) 

C. Genes relacionados 
a apoptose e ao 

estresse oxidativo 
 

O cérebro é vulnerável ao dano 
oxidativo provocado pelos radicais 
livres, devido ao seu elevado 
metabolismo aeróbio. Por esta razão 
tem-se relacionado estes genes como 
contribuintes para o envelhecimento 
cognitivo.  

Telomerase 
Cromossomo 3 (TERT) 

e 5 (não-TERT)  

A longevidade é progressivamente 
diminuída em animais deficientes para 
telomerase (Blasco, 2005). A 
superexpressão da mesma enzima é 
suficiente para extender temporalmente 
a viabilidade de células humanas em 
cultura (Shitara, Kakeda et al., 2008). 
Evidências sugerem que a atividade e a 
concentração desta enzima são 
limitantes para o tempo de vida de 
células de mamíferos e contribuem 
para a modulação da renovação 
tecidual (Shawi e Autexier, 2008). 

p53 Cromossomo 17 

Proteína pró-apoptótica com intenso 
papel no controle do envelhecimento 
celular. Animais nocaute para a 
referida proteína apresentam 
envelhecimento precoce além de falhas 
no desenvolvimento do SNC e de 
outros órgãos (Tyner, Venkatachalam 

et al., 2002) 

KLOTHO Cromossomo 13 

O gene para a Klotho é altamente 
expresso no cérebro. Klotho é uma 
proteína que tem um papel crítico na 
regulação de desordens relacionadas à 
mecanismos antioxidantes (Nagai, 
Yamada et al., 2003; Masuda, Chikuda 

et al., 2005). Versões mutantes deste 
mesmo gene têm sido implicadas na 
longevidade ou no prematuro 
aparecimento da senilidade (Beckman e 
Ames, 1998) 

Gene relacionado à 
Prion (PRNP) 

Cromossomo 20 

O gene PRNP tem sido relacionado à 
atividade antioxidante. O 
polimorfismo deste gene tem sido 
relacionado a processos cognitivos 
(Criado, Sanchez-Alavez et al., 2005; 
Xikota, Rial et al., 2008) e maior 
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susceptibilidade ao desenvolvimento 
da DA. 

Fator de Crescimento 
relacionado à insulina 

Cromossomo 15 

Atua em vias importantes para o 
desenvolvimento neural e uma variação 
genética desta proteína tem sido ligada 
à longevidade em ratos (Sonntag, 
Lynch et al., 1999) 

Superóxido dismutase 
(SOD) 

Cromossomo 6 

SOD cataliza radicais superóxido e é 
uma enzima importante para o controle 
das defesas antioxidantes. Várias 
formas da SOD têm sido relacionadas a 
doenças neurodegenerativas, como a 
DP, DA, Síndrome de Down e 
Esclerose lateral amiotrófica (Li, Grupe 

et al., 2006). 

D. Genes que 
modulam processos 

inflamatórios 
 

Citocinas pró-inflamatórias têm sido 
relacionadas à modulação da atividade 
neural através da atividade apoptótica, 
processos neurodegenerativos, 
modulação da neurotransmissão e 
respostas neuroendócrinas. Em resposta 
a estes processos, citocinas podem 
modular processos cognitivos e têm 
sido relacionadas a alto risco de 
incidência da DA (Licastro, Porcellini 
et al., 2007) 

Interleucina-1β (IL-1β) 
Fator de necrose 

tumoral alfa (TNF-α) 
Enzima conversora de 
Interleucina-1β (ECI) 

IL-1β (Cromossomo 2) 
TNF-α (Cromossomo 

6) 
ECI (Cromossomo 11) 

Polimorfismos destes três fatores têm 
sido relacionados com a função 
cognitiva em pessoas idosas (Baune, 
Ponath et al., 2008) 

E. Genes associados à 
variabilidade 

cognitiva individual. 
 

Em humanos, o polimorfismo de genes 
relacionados a fatores neurotróficos, 
neurotransmissores e proteínas 
receptoras têm sido relacionadas a 
diferenças cognitivas individuais.   

 
Genes 

catecolaminérgicos 
Catecol-O-Metil-

transferase 

Cromossomo 22 

 
Os polimorfismos de genes 
monoaminérgicos aparentemente 
modulam a trajetória do 
envelhecimento cognitivo (Heinz e 
Smolka, 2006)  

Fator neurotrófico 
derivado do cérebro 

(BDNF) 

Cromossomo 11 

Neurotrofinas, incluindo o BDNF, 
regulam a sobrevivência neuronal, 
proliferação e crescimento sináptico do 
cérebro em desenvolvimento. 
Evidências sugerem sua participação 
em mecanismos cognitivos como à 
potenciação de longo-prazo (LTP) no 
hipocampo, associado diretamente ao 
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aprendizado e a memória (Egan, 
Kojima et al., 2003). 

KIBRA Cromossomo 5 

Proteína cerebral associada com 
robusto papel na plasticidade sináptica. 
É abundantemente expressa em regiões 
cerebrais associadas à memória 
(Papassotiropoulos, Stephan et al., 
2006) 

 

1.5 Proteína prion celular (PrPC) 

 O interesse inicial acerca da proteína priônica aconteceu pela descoberta desta 

proteína estar associada a algumas doenças que até então possuíam etiologia desconhecida 

(Bolton, Mckinley et al., 1982; Diener, Mckinley et al., 1982; Prusiner, 1982b; a). Doenças 

priônicas são patologias relacionadas à conversão da proteína prion celular (PrPC) em sua 

forma dita infectante (PrPSc). Acredita-se que o dobramento incorreto desta proteína dê início 

a processos de lesão tecidual cerebral. Estas lesões nomeiam-se encefalites espongiformes, 

justo pelo aspecto de esponja conferido ao tecido (Figura 2).  

 

Figura 2 - Comparação do tecido cerebral de um paciente com doença priônica e um indivíduo sadio. 
Achados histológicos (vacúolos) em tecido cerebral de paciente com doença priônica. Figura extraída de 
(Paquet, Privat et al., 2008) 
 
 Na conversão da PrPC à PrPSc, a estrutura passa a exibir suas porções α-hélices 

transformadas e redobradas em porções β-pregueadas. (Pan, Baldwin et al., 1993). Esta 

transição estrutural é acompanhada por profundas alterações das propriedades físico-químicas 

da PrPC. Uma importante característica alterada nesta conversão é a resistência à proteinase 
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K, fazendo com que se acumulem unidades de PrPSc nos tecidos atingidos gerando seu 

colapso (Bolton, Mckinley et al., 1982). Estudos têm mostrado que a PrPSc atua na verdade 

como um molde para outras PrPCs remoldando-as em novas sementes da forma infectante 

(Borchelt, Scott et al., 1990; Caughey, Kocisko et al., 1995) (Figura 3). 

 

Figura 3 - Hipótese da conversão da PrPC na sua forma infectante. Modificado de Mallucci (2005).  
 

 Os dados decisivos para determinar a participação e a necessidade da PrPC no 

processo patológico foi a observação de que animais nocautes para a PrPC são resistentes a 

infecção direta pela PrPSc, mostrando que em determinadas condições (sejam genéticas ou 

induzidas) seu mal dobramento é essencial à neurotoxicidade (Bueler, Aguzzi et al., 1993). 

De forma interessante a infecção pela PrPSc não se mostra inerente a determinada espécie 

demonstrando estar presente além de em humanos em vários outros animais, como bovinos, 

caprinos, aves e roedores (Prusiner, Scott et al., 1998).  

 Diversas doenças priônicas com diferentes etiologias foram previamente 

caracterizadas como pode ser observado na Tabela 2. 

Desdobramento 

Conversão 

Semente 
PrPSc 

Propagação 
irreversível 
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Tabela 2 - Principais doenças priônicas, espécies hospedeiras e mecanismos patogênicos característicos. 
Doença Hospedeiro Mecanismos patogênicos 

Kuru Humanos Infecção por  rituais canibalísticos 

iDCJ Humanos 
Infecção por hormônio do crescimento 
contaminado 

vDCJ Humanos Infecção por prions bovinos 

fDCJ Humanos 
Mutações do gene para prion 
relacionadas a germes  

GSS Humanos 
Mutações do gene para prion 
relacionadas a germes 

FFI Humanos 
Mutações do gene para prion 
relacionadas a germes 

sDCJ Humanos 
Mutação com conversão espontânea de 
PrPC à PrPSc 

Scrapie Cabras 
Mutações em animais geneticamente 
susceptíveis  

EEB Bovinos Ração contaminada 

FSE Felinos Alimentos contaminados com PrPSc 
 

 Após os estudos envolvendo as doenças priônicas, caracterizando sua participação 

fundamental no processo patogênico, muitos esforços também têm sido empregados para 

determinação da função fisiológica da PrPC. 

A PrPC é uma glicoproteína abundantemente encontrada em neurônios e glia, muito 

conservada entre as espécies sugerindo ter uma função celular importante (Prusiner, 1991). 

Os genes que codificam a PrPC do homem, hamster, camundongo, rato, cabra e galinha já 

foram sequenciados há pelo menos uma década (Basler, Oesch et al., 1986; Kretzschmar, 

Stowring et al., 1986; Locht, Chesebro et al., 1986; Liao, Tokes et al., 1987; Westaway, 

Goodman et al., 1987; Harris, Falls et al., 1991) e sua estrutura desvendada e pormenorizada 

(Kuwata, Nishida et al., 2007) (Figura 4). O gene da PrPC humano é denominado de PRNP e 

o de camundongo Prnp. Todos codificam proteínas de aproximadamente 250 aminoácidos, e 

27 kDa com um peptídeo sinalizador de 22 aminoácidos na extremidade amino-terminal e um 

peptídeo hidrofóbico de 23 aminoácidos na porção carboxi-terminal. 
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Figura 4 - Estrutura tridimensional da PrPC (Kuwata, Nishida et al., 2007). 
 

  Na membrana plasmática, evidenciou-se que a PrPC se encontra em microdomínios 

ricos em colesterol, denominados rafts (Keshet, Bar-Peled et al., 2000). Entretanto, a PrPC 

pode também ser encontrada em outras organelas celulares como o complexo de Golgi, 

endossomos de reciclagem (Lee, Magalhaes et al., 2001) ou no compartimento citoplasmático 

uma vez que esta sofre ubiquitinação e degradação pelo sistema de proteassoma (Ma e 

Lindquist, 2001) (Figura 5). 
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Figura 5 - Mecanismos de síntese, interação e degradação da PrPC. 
 

A PrPC tem suposto papel fisiológico em diversos processos celulares que incluem 

sinalização, adesão e diferenciação. Devido a abundância de PrPC no SNC em 

desenvolvimento e maduro (Figura 6), diversos artigos exploram seu papel fisiológico. 

Rial , 2009. 
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Figura 6 - Filtro de expressão gênica para PrPC em cortes sagital e coronal do cérebro e do bulbo 
olfatório de camundongos.  Allen Brain Atlas – Allen Institute.  
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Uma importante propriedade da PrPC é a sua capacidade de ligar-se a íons Cu2+. 

Animais com o gene que codifica a PrPC removido, possuem 20 vezes menos cobre no 

cérebro que animais normais, indicando uma associação fisiológica (Brown, Qin et al., 1997). 

Além disso, células de cerebelo de animais que não expressam PrPC são mais sensíveis a 

radicais livres que células normais (Brown, Schulz-Schaeffer et al., 1997). Uma vez que a 

ligação ao cobre é importante para a atividade catalítica de muitas enzimas envolvidas com o 

estresse oxidativo, incluindo a superóxido dismutase (Brown, Wong et al., 1999), sugeriu-se 

que a PrPC possa atuar como um depósito de íons cobre destinado à ligação a enzimas que 

previnem o estresse oxidativo (Brown, Qin et al., 1997). Dados da literatura sugerem ainda 

que a PrPC possa ser um sensor de estresse celular que desencadearia um processo de 

sinalização ativando os sistemas antioxidantes e as defesas celulares (Rachidi, Vilette et al., 

2003).  

A caracterização de ligantes celulares para a PrPC tem proporcionado um avanço 

importante na determinação do seu papel biológico. Demonstrou-se previamente que o 

receptor de laminina de 37/67 KDa interage com a PrPC e participa de sua internalização 

(Gauczynski, Peyrin et al., 2001). Além disso, este mesmo receptor é requerido para a 

propagação da forma infectante da proteína priônica (PrPSc) em células neuronais infectadas 

(Leucht, Simoneau et al., 2003).  

A PrPC interage ainda com o plasminogênio (Ellis, Daniels et al., 2002) e com a 

caseína cinase (Meggio, Negro et al., 2000) modulando suas atividades. Diversas moléculas 

da matriz extracelular também já foram descritas como ligantes de PrPC, entre elas os 

glicosaminoglicanos (Gonzalez-Iglesias, Pajares et al., 2002), os proteoglicanos (Keshet, Bar-

Peled et al., 2000), a heparina (Warner, Hundt et al., 2002) e a molécula de adesão celular 

neural (NCAM) (Schmitt-Ulms, Legname et al., 2001). Foi descrito também o envolvimento 

de PrPC no estímulo de vias de sinalização, como as vias fosfatidil-inositol-3 cinase (PI3K), 
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proteína cinase dependente de AMP cíclico (PKA) e proteína cinase ativada por mitógeno 

(MAPK) (Chen, Mange et al., 2003). 

Outros trabalhos demonstram que a PrPC pode ligar-se a duas outras proteínas: STI1 

(Stress Inducible Protein 1) e a Vitronectina. A ligação entre PrPC e STI1 é específica e de 

alta afinidade no sítio que compreende os aminoácidos 113-128 da molécula de PrPC e nos 

resíduos 230-245 de STI1. A interação entre as duas proteínas desencadeia sinais de proteção 

dependentes da via de PKA em neurônios retinianos (Chiarini, Freitas et al., 2002; Zanata, 

Lopes et al., 2002), promove crescimento neurítico, além de proteger neurônios hipocampais 

da morte celular induzida pela estaurosporina (Lopes, Hajj et al., 2005).  

O sinal induzido por cada um desses ligantes pode ter um papel cooperativo em 

alguns eventos biológicos. Acredita-se que a PrPC , pelo grande número de interações, tenha 

funções pleiotrópicas que dependem sobretudo da sua expressão celular, bem como do amplo 

contexto onde está inserida. 

Apesar da importância das funções da PrPC descritas nos últimos anos (Chiarini, 

Freitas et al., 2002; Lopes, Hajj et al., 2005; Steele, Emsley et al., 2006), os trabalhos 

pioneiros utilizando camundongos isentos de PrPC relataram a ausência de alterações 

comportamentais evidentes  (Bueler, Fischer et al., 1992). Uma explicação para este fenótipo 

normal é que a ablação de PrPC poderia ser compensada por proteínas com funções 

redundantes (Bueler, Fischer et al., 1992). De qualquer forma, estudos recentes têm 

evidenciado algumas importantes diferenças entre os camundongos nocautes para PrPC 

(Prnp0/0)  e o grupo controle (Prnp+/+) (Martins, Linden et al., 2002; Spudich, Frigg et al., 

2005; Coitinho, Freitas et al., 2006; Weise, Sandau et al., 2006; Lobao-Soares, Walz et al., 

2007; Nazor, Seward et al., 2007; Xikota, Rial et al., 2008). Camundongos que não 

expressam a PrPC exibem ainda significantes alterações na organização das fibras neurais 

(Colling, Khana et al., 1997), sono, ritmo circadiano (Tobler, Gaus et al., 1996), aprendizado 
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espacial (Criado, Sanchez-Alavez et al., 2005) além de preservar neurônios retinianos e 

hipocampais da morte celular programada (apoptose) pela interação com STI1 (Chiarini, 

Freitas et al., 2002; Zanata, Lopes et al., 2002) e apresentarem modificações 

eletrofisiológicas (Colling, Collinge et al., 1996).  

Coitinho e colaboradores (2003; 2006) demonstraram que os animais nocautes para 

PrPC apresentam características relacionadas ao desenvolvimento precoce do envelhecimento 

em comparação ao seu grupo controle tanto em tarefas cognitivas específicas quanto em 

tarefas locomotoras. Evidências consistentes mostraram a profunda participação da PrPC em 

patologias relacionadas ao envelhecimento como a DA (Ferrer, Blanco et al., 2001; Aguzzi e 

Haass, 2003; Schwarze-Eicker, Keyvani et al., 2005) e a DP (Wang, Chuang et al., 2008). 

Aparentemente placas senis Aβ-positivas em cérebros de pacientes com DA comumente 

contém depósitos de PrPC (Schwarze-Eicker, Keyvani et al., 2005), enquanto que as mesmas 

placas senis Aβ-positivas também têm sido identificadas em doenças priônicas como na 

doença de Creutzfeldt–Jakob (DCJ) e na síndrome de Gerstmann– Straüssler–Scheinker 

(GSS) (Miyazono, Kitamoto et al., 1992; Hainfellner, Wanschitz et al., 1998).  

Além disso, existem evidências da inter-relação entre o sistema colinérgico e a PrPC, 

sendo observada uma localização da proteína prion celular na junção neuromuscular (Gohel, 

Grigoriev et al., 1999) e a co-imunoprecipitação com a subunidade β-4 do receptor nicotínico 

no cérebro humano (Petrakis, Irinopoulou et al., 2008). Adicionalmente, tem sido proposta 

uma propriedade da PrPC modulando o número de receptores colinérgicos presentes na 

junção neuromuscular e no SNC (Harris, Lele et al., 1993).  

Desta forma, o presente trabalho pretende estender o conhecimento acerca do 

envolvimento da PrPC sobre as alterações comportamentais e neuroquímicas associadas ao 

envelhecimento. Para isso utilizaremos diferentes linhagens de camundongos (Prnp+/+, Prnp0/0 
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e Tg-20) de duas idades distintas (3 e 11 meses), além de ocasional ferramenta farmacológica 

para confirmação dos resultados provindos dos camundongos geneticamente modificados.  

 

2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

 

� Investigar o papel da proteína prion celular (PrPC) em alterações comportamentais, 

bioquímicas e  imunohistoquímicas relacionados ao processo de envelhecimento em 

camundongos. 

 

2.2 Objetivos específicos  

 

� Investigar a participação da proteína prion celular (PrPC) em parâmetros 

comportamentais (locomotores, olfatórios, emocionais e cognitivos) relacionados ao 

envelhecimento; 

 

� Investigar a modulação da PrPC, no contexto do envelhecimento, por ativação 

farmacológica em tarefas cognitivas específicas; 

 

� Investigar a participação da PrPC na modulação de sistemas classicamente envolvidos 

com o envelhecimento, como o sistema colinérgico; 

 

� Investigar a modulação da PrPC e do processo de envelhecimento em parâmetros 

imunohistoquímicos relacionados a morte celular programada (apoptose) bem como 

em mecanismos de plasticidade neural. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Desenho experimental geral 

A execução experimental utilizada se constituiu de diferentes desenhos 

metodológicos, descritos no organograma abaixo: 

 

Figura 7 - Esquema com o desenho experimental geral.  
 
 Os mesmos animais passaram por todos os testes comportamentais em seqüência 

previamente estabelecida como aquela de menor interferência entre eles (Mcilwain, 

Merriweather et al., 2001), excluindo-se o teste de sensibilidade ao choque onde foram 

utilizados grupos independentes. 

 

3.2 Modelo animal 

Todos os protocolos utilizados no presente estudo foram aprovados pelo comitê de 

ética local, de acordo com as recomendações da Sociedade Brasileira de Neurociências 
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(SBNeC), que se baseia no guia de cuidados e utilização de animais de laboratório do 

Instituto Americano de Saúde. Este estudo foi aprovado pelo comitê de ética para uso de 

animais da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). 

 

3.2.1 Animais geneticamente modificados  

No presente estudo foram utilizados camundongos machos com 3 e 11 meses de 

idade, nocautes para o gene Prnp, (designados Prnp0/0) descritos previamente (Bueler, Fischer 

et al., 1992), camundongos que superexpressam PrPC (designados Tg-20) e seu respectivos 

controles, camundongos (Prnp+/+) enviados pelo Instituto Ludwig de Pesquisa para o Câncer 

(São Paulo SP) quando com 3 meses de idade. Os animais foram mantidos em nosso biotério 

até atingirem a idade selecionada para o estudo. Todos os animais deste estudo pesavam de 

30 – 40 g.  

A idade de 11 meses foi selecionada pela alta mortalidade observada nos animais 

Prnp0/0, sendo que na ocorrência de mais casos de morte o estudo seria prejudicado pelo 

reduzido número de animais.  

Os camundongos Prnp+/+
 foram gerados através de um acasalamento entre os animais 

C57/BL6J e 129 Sv. O cruzamento contínuo a partir das F1 destes animais gerou a cepa tipo 

selvagem de background misto, controle para os camundongos Prnp0/0 e Tg-20. Os 

camundongos Tg-20 foram obtidos pela inserção de cópias extras do gene Prnp em 

blastocistos provenientes de camundongos Prnp0/0 (Fischer, Rulicke et al., 1996).  

Os animais foram acondicionados em gaiolas recebendo água e ração à vontade, 

controle do ciclo claro e escuro, e da climatização do ambiente até a seleção da idade ideal 

para serem utilizados nos experimentos do presente estudo.  
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3.2.2 Tratamento Farmacológico  

O peptídeo (PepSTI1230–245) (ELGNDAYKKKDFDKAL), que representa o domínio 

de ligação da PrPC com a proteína STI1 e um peptídeo não relacionado a mesma porção de 

ligação (PepSTI1422–437) (QLEPTFIKGYTRKAAA), foram utilizados como previamente 

descrito (Zanata et al., 2002). 

A concentraçao destes dois peptídeos (50 ηg/µl) foi definida como descrito anteriormente e 

foram diluídos em PBS estéril (pH 7.4. As injeções intracerebroventriculares foram feitas 

utilizando-se uma microseringa (5 µl, Hamilton) conectada a uma agulha que foi inserida 

perpendicularmente 3 mm através do crânio do animal como previamente descrito por Harley 

e McCormick (1957) e modificado porsteriormente por Maurice et al. (1996). Os animais 

foram previamente anestesiados com isoflurano (1 ml/ml; Abbot Laboratórios do Brasil 

Ltda., RJ, Brazil) utilizando-se um sistema vaporizador (SurgiVet Inc., WI, USA) e então 

manuseados para as injeções. A agulha foi inserida unilateralmente, a 1 mm do ponto médio 

equidistante de cada olho, e em distância igual entre os olhos e as orelhas. O volume de 3 µl 

de PBS, PepSTI-1230-245 e PepSTI1422–437 foi injetado diretamente no ventrículo lateral. O 

volume de injeção foi selecionado como descrito previamente (Maurice et al., 1996; Prediger 

et al., 2007). Os camundongos exibiram comportamento normal em aproximadamente 1 

minuto após a administração.  

Resultados de erros de injeção ou qualquer sinal de hemorragia cerebral foram descartados 

das análises estatísticas. 

 

3.3 Modelos comportamentais 

3.3.1 Teste do campo aberto 

Para avaliarmos possíveis alterações locomotoras associadas ao genótipo ou a idade 

dos animais, estes foram testados durante 5 minutos no campo aberto seguindo o protocolo 
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descrito por Prediger et al. (2007). O aparato, feito de madeira e fórmica, é formado por um 

chão de cor preta (30 x 30 cm), dividido em 9 quadrantes de 10 x 10 cm, com paredes 

transparentes de 15 cm de altura. Durante os experimentos, cada camundongo foi colocado 

no centro do campo aberto, sendo que um sistema de câmera de vídeo captou as imagens do 

campo aberto, sendo registrado o número de quadrantes cruzados e os atos de levantar.   

 

3.3.2 Teste da caixa de atividade 

A avaliação da atividade locomotora dos camundongos foi também realizada em uma 

caixa de madeira medindo 20 x 11 x 12 cm durante um período de 30 minutos. Esta caixa 

apresenta três células fotoelétricas instaladas a 3 cm de altura do chão em grade, espaçadas 

igualmente ao longo de sua extensão e acopladas a um contador digital que registra o número 

de vezes que o animal interrompe os feixes de luz (cada interrupção do feixe de luz consiste 

em uma medida de atividade). Assim, somente os movimentos horizontais dos animais foram 

detectados pelas fotocélulas. 

 

3.3.3 Teste do labirinto em cruz elevado 

O labirinto em cruz elevado (LCE) foi utilizado com base na sua capacidade de 

detectar tanto efeitos do tipo-ansiolítico quanto do tipo-ansiogênico em camundongos (Lister, 

1987). O aparato, feito de madeira e fórmica, consiste de dois braços abertos (18 x 6 cm), 

opostos a dois braços fechados (18 x 6 cm), elevados 60 cm do chão. A área de junção dos 

quatro braços (plataforma central) mede 6 x 6 cm. Os experimentos foram conduzidos em 

ambiente com baixa luminosidade (12 lux), sendo que os comportamentos dos animais no 

LCE foram registrados por uma câmera de vídeo acoplada a um gravador de DVD instalado 

na sala adjacente à sala de experimentos. Cada camundongo foi colocado na plataforma 

central de frente para um braço fechado. Os animais foram observados durante um período de 
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5 min. Foram analisados os seguintes parâmetros: o número de entradas nos braços abertos e 

nos braços fechados, o tempo de permanência nos braços abertos e nos fechados (foi 

considerada uma entrada quando as quatro patas do animal estivessem no interior do braço). 

Estes dados foram utilizados para calcular a porcentagem de entradas nos braços abertos 

[%EA: entradas nos braços abertos / (entrada nos braços abertos + entradas nos braços 

fechados) x 100]; porcentagem de permanência nos braços abertos [%TBA: tempo nos braços 

abertos / (tempo nos braços abertos + tempo nos braços fechados) x100]. Além disso, foi 

utilizado o número total de entradas nos braços fechados como uma medida de locomoção 

(Cruz, Frei et al., 1994; Carobrez e Bertoglio, 2005). 

 

3.3.4 Teste de reconhecimento social 

O experimento foi realizado utilizando o procedimento descrito por Dantzer e 

colaboradores (1987) sendo este devidamente padronizado as condições de nosso laboratório 

(Prediger e Takahashi, 2003; Prediger, Batista et al., 2004; Prediger, Da Cunha et al., 2005; 

Prediger, De-Mello et al., 2006). O teste de reconhecimento social representa um modelo 

válido para o estudo da memória olfatória de curta-duração. Os camundongos foram isolados 

em caixas de plástico individuais por 7 dias antes do experimento. O teste consiste de duas 

apresentações sucessivas (5 min cada), separadas por um intervalo de 30 minutos. Durante a 

primeira apresentação, um camundongo jovem (do mesmo sexo e linhagem, com 1 mês de 

idade) foi colocado na caixa do camundongo adulto, e se registrou o tempo que o adulto 

investigou (investigar compreende: cheirar, seguir, lamber,  aproximar-se) o camundongo 

jovem. Ao final da primeira apresentação, o camundongo jovem foi retirado da caixa do 

camundongo adulto, ficando isolado em outra caixa durante o intervalo entre as 

apresentações. Após um intervalo de 30 min, o mesmo jovem foi reapresentado ao 

camundongo adulto, registrando-se novamente o tempo de investigação gasto pelo 
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camundongo adulto durante a segunda apresentação. O que acontece neste tipo de 

experimento é que quando se utiliza um intervalo pequeno (menor que 40 min) entre as duas 

apresentações, o camundongo adulto é capaz de reconhecer o jovem com o qual foi 

previamente apresentado, verificando-se uma redução no tempo de investigação durante a 

segunda apresentação. Entretanto, quando se utiliza um intervalo superior a 40 min entre as 

duas apresentações, o camundongo adulto perde a capacidade de reconhecimento, não sendo 

verificada redução no tempo de investigação durante a segunda apresentação. 

 

3.3.5 Teste de sensibilidade ao choque 

Para descartar interferências no teste da esquiva inibitória do tipo step-down  

utilizamos o teste da sensibilidade ao choque em vista que em estudos prévios os animais 

nocautes para PrPC apresentaram aumentada sensibilidade a estímulos dolorosos específicos 

(Meotti, Carqueja et al., 2007) . Contudo, no estudo citado não se contemplou a sensibilidade 

ao choque, portanto necessária para a realização deste trabalho.  

Os camundongos foram testados em caixas padrão para medo condicionado com 

medidas de 50 x 25 x 25 cm como previamente descrito (Reiss, Wichmann et al., 2008). O 

choque nas patas foi aplicado manualmente pelo período de 2 segundos, e sua resposta 

comportamental anotada. Avaliamos três padrões de resposta ao choque: correr, pular e 

vocalizar. Níveis de choque iniciaram-se em 0.1 mA, com acréscimo de 0.1 mA em 

intervalos de 30 s. O choque máximo (0.5 mA) foi definido como aquele responsável por 

induzir o animal a vocalizar.  

 

3.3.6 Teste de esquiva inibitória do tipo step-down 

A memória aversiva foi avaliada através do modelo de esquiva inibitória (EI). Sendo 

que nesta tarefa, o animal aprende a relacionar a descida de uma plataforma com um leve 
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choque aplicado nas patas. Com isso, numa segunda exposição à caixa de esquiva ele evita 

um comportamento inato de descer da plataforma para explorar a caixa. O aprendizado 

inerente a EI envolve vários estímulos, incluindo percepção espacial e visual, sensibilidade à 

dor, acompanhados de um componente emocional amplamente modulado por hormônios 

relacionados ao estresse.   

O teste foi realizado em uma caixa de acrílico medindo 50 x 25 x 25 cm. Parte do 

chão do aparelho possui uma grade com barras de bronze com 1 mm de diâmetro, com 

espaçamento de 1 cm entre elas. Uma plataforma em acrílico com 10-cm2 de superfície e 2-

cm de altura foi colocada no centro do assoalho. O animal foi posto sobre a plataforma e sua 

latência para descer sobre a grade (com as quatro patas) foi cronometrado. Na sessão de 

treino, imediatamente após o animal descer sobre a grade, ele é estimulado com um leve 

choque nas patas (0.3 mA) durante 2,0 segundos. Cada animal foi testado 24h após o treino 

para avaliação de memória de longa duração, realizando-se o mesmo procedimento, mas 

omitindo-se o choque, sendo também cronometrado o tempo que o animal demora a descer 

da plataforma. O aprendizado consiste em o animal não descer da plataforma, ou fazê-lo após 

um período de tempo maior que o observado quando desce da plataforma pela primeira vez 

(Roesler, Walz et al., 1999). 

 

3.4 Obtenção do material histológico 

Após a finalização dos testes comportamentais os animais foram anestesiados com 

hidrato de cloral (400 mg/kg) pela via intraperitoneal, e após a toracotomia procedeu-se a 

coleta de sangue. No período pós-morte, os animais foram perfundidos via transcardíaca com 

solução salina e PBS contendo paraformoldeido 4% (Sigma, CA). Com a decaptação, 

procedemos à retirada da parte óssea do crânio, as amostras de encéfalo foram fixadas em 
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solução tamponada de paraformaldeído 4% durante 24h, e álcool 70% posteriormente, 

seguido de processamento histológico, fixados e inclusos em parafina.  

 

3.5 Ensaio para dosagem sérica de Acetilcolinesterase 

A dosagem sérica de Acetilcolinesterase foi estimada pelo método previamente 

descrito por Ellman e colaboradores (1961), que se utiliza do iodedo de acetilcolina como 

substrato. A taixa de hidrólise deste composto é medida em 412 nm através da liberação de 

compostos tióis que quando reagem com o ditiobisnitrobenzoato (DTNB) produz um 

composto color denominado ácido 5-tio-2-nitro-benzóico (TNB). 

 

3.6 Imunohistoquímica 

A detecção da morte celular apoptótica (Caspase-3) e os níveis de sinaptogênese 

(Sinaptofisina) foram acessados em secções de tecido em parafina utilizando-se anticorpo 

policlonal de coelho anti-caspase-3 (1:200; Cell Signaling Technology, Beverly, MA) e 

anticorpo monoclonal de camundongo anti-sinaptofisina (1:400; Novocastra, Newcastle, 

UK), respectivamente. A restauração antigênica por alta temperatura foi procedida pela 

imersão das fatias em banho-maria em temperaturas de 95–98°C com 10 mM de tampão de 

citrato trissódico com pH 6.0, por 45 min. Ligações não-específicas foram bloqueadas por 

seções de incubação de 1h com soro de cabra diluídos em PBS. Após um período de 

incubação de uma noite (overnight) a 4°C com os anticorpos primários, as fatias foram 

lavadas com PBS e incubadas com o anticorpo secundário Envision plus (Dako Cytomation), 

por 1h em temperatura ambiente. As secções foram lavadas em PBS, e a visualização foi 

completada utilizando-se 3,3’-diaminobenzidina (Dako Cytomation) em solução cromógena e 

contramarcação com solução de hematoxilina de Harri. As imagens foram capturadas 
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utilizando-se um microscópio (Eclipse 50i; Nikon) com uma câmera digital acoplada (DS-

5M-L1; Nikon).  

Amostras controle e grupos experimentais foram colocados no mesmo tipo de lâmina 

e processados nas mesmas condições. As medidas para aquisição de imagem foram idênticas 

para os controles e para os outros grupos experimentais. Para cada amostra obtivemos 

imagens (uma por seção) das subregiões hipocampais CA1, CA2 e CA3. As imagens 

digitalizadas de 8-bits, foram então transferidas para um computador, e a medida da 

intensidade do pixel para marcação de sinaptofisina foi calculado para cada imagem 

utilizando-se o programa NIH ImageJ 1.36b (NIH, Bethesda, MD). Este tipo de aproximação 

feito para acessar a degeneração sináptica, tem sido validada em vários modelos 

experimentais de neurodegeneração (Buttini, Orth et al., 1999) inclusive em cérebros 

humanos acometidos por patologias (Masliah, Ellisman et al., 1992). Células caspase-3 

positivas foram identificadas pela inspeção visual nas mesmas regiões cerebrais utilizando-se 

uma grade para contagem no aumento de 400X.  

 

3.7 Análise estatística 

Os dados contínuos com distribuição normal envolvendo os resultados 

comportamentais foram expressos pela média ± erro padrão da média (E.P.M.) os demais 

dados contínuos foram expressos pela média ± desvio padrão (D.P.). Para as análises 

estatísticas utilizou-se a análise de variância (ANOVA) de uma ou mais vias (na dependência 

do número de covariáveis em estudo) e para comparações múltiplas foram realizados testes 

post hoc Newman-Keuls utilizando o programa STATISTIC® software package (StatSoft 

Inc., Tulsa, OK, USA).  

O tempo de latência no teste de esquiva inibitória do tipo step-down e do teste de 

sensibilidade ao choque não obedecem a uma distribuição normal e não preenchem 
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completamente a suposição de homocedasticidade com a imposição de um teto para a 

resposta seqüente. Dessa forma, para análise dos dados contínuos de distribuição não normal 

realizamos uma análise não paramétrica onde são demonstradas as medianas (intervalo 

interquartis) das latências de descida da plataforma e analisados através do teste Kruskal-

Walis seguido do teste post hoc de Dunn, dependendo no número de grupos estudados, 

através do Graph Pad Prism 4® GraphPad Software Inc. Para comparação dos tempos de 

latência de descida da sessão treino versus o teste (medidas dependentes) envolvendo o 

mesmo animal, foram analisadas pelo teste da soma de postos de Wilcoxon, um teste não 

paramétrico equivalente ao teste T pareado. 

 

3.8 Avaliação da presença do gene Prnp e expressão de PrPC nos animais do estudo 

Todos os animais submetidos ao experimento foram genotipados para o Prnp (gene 

que codifica a PrPC) com o objetivo de controlar o background genético. A genotipagem foi 

realizada no Instituto Ludwig de Pesquisas para o Câncer (São Paulo Branch) pelo grupo 

coordenado pela Professora Vilma Martins e colaboração da Professora Michelle 

Landemberger, em amostras de DNA retiradas da cauda dos animais sacrificados após o 

término dos experimentos. 

 

4. RESULTADOS  

4.1 Observação visual dos animais de estudo 

 Após os animais atingirem as idades selecionadas para este estudo, observamos claras 

diferenças corporais nos mesmos (Figura 8). Os camundongos Prnp0/0
 de 11 meses 

apresentaram grande número de descamações cutâneas (escaras) nas regiões caudal e dorsal 

dos animais. Estas alterações não foram observadas em nenhum animal de outra linhagem e 

de mesmo período de vida. Provavelmente estas características não se devem a nenhum 
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componente de agressividade, pois nenhuma alteração neste sentido durante este período foi 

observada. Nenhuma alteração no peso dos animais foi observada. 

  

 

Figura 8 - Observação visual de animais de 3 e 11 meses de idade das linhagens Prnp+/+, Prnp0/0 e Tg-20. 
 

4.2 Campo aberto 

A Figura 9 representa os efeitos da idade em parâmetros locomotores de 

camundongos Prnp+/+, Prnp0/0 e Tg-20 avaliados no teste do campo aberto. A análise de 

variância (ANOVA) de duas vias (genótipo x idade) revelou efeitos significativos para o fator 

genótipo no total de cruzamentos [F(2, 52)=17.10, P<0.05]; mas não-significante para o fator 

idade ou para a interação dos fatores [idade: F(1, 52)=1.57, P=0.21; interação: F(2, 52)=1.87, 
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P=0.16]. Análise post-hoc revelou que o grupo Prnp0/0 de 11 meses de idade apresentaram 

redução na atividade locomotora em comparação com os outros grupos.  

 

Figura 9 - Efeitos da idade e do genótipo sobre a locomoção no campo aberto de 5 minutos em 
camundongos Prnp+/+, Prnp0/0 e Tg-20 de 3 e 11 meses de idade. As barras representam o número de 
cruzamentos em 5 min. (média ± E.P.M.) (n= mínimo de 8 animais por grupo). *P<0.05 comparado ao 
respectivo grupo de 3 meses. #P<0.05 comparado ao grupo Prnp+/+ de mesma idade (Teste de Newman-
Keuls).  
 

4.3 Caixa de atividade 

 

Na Figura 10 são apresentados os resultados da caixa de atividade. Os resultados 

mostraram-se estatisticamente significantes para todos os fatores [genótipo: F(2, 52)=6.02, 

P<0.05; idade: F(1, 52)=23.46, P<0.05; interação: F(2, 52)=8.36, P<0.05]. A análise post-
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hoc mostrou que os animais de 11 meses de idade das linhagens  Prnp+/+ e Prnp0/0 tiveram 

redução na ambulação, enquanto que camundongos da linhagem Tg-20 mantiveram a mesma 

resposta tanto com 3 quanto com 11 meses de idade.   

 

0

50

100

150

200

250

300

 Prnp
+/+  Prnp

0/0

3 11 3 11

Tg-20

3 11
meses

*

*
#

#

C
ru

z
a
m

e
n
to

s
/3

0
 m

in
u
to

s

 

Figura 10 -Efeitos da idade e do genótipo sobre a locomoção na caixa de atividade avaliada durante 30 
minutos em camundongos Prnp+/+, Prnp0/0 e Tg-20 de 3 e 11 meses de idade. As barras representam o 
número de cruzamentos (média ± E.P.M.) em 30 min (n= mínimo de 8 animais por grupo). *P<0.05 
comparado ao respectivo grupo de 3 meses. #P<0.05 comparado ao grupo Prnp+/+ de mesma idade (Teste 
de Newman-Keuls).  
 

Após a análise das características locomotoras propusemos uma correlação entre a 

densidade da PrPC em cada linhagem e sua atividade ambulatória horizontal. Para isto 

somamos os parâmetros com esta característica e distribuímos os dados pelas diferentes 

linhagens e idades (Figura 11) 
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Figura 11 - Relação da densidade de expressão da PrPC pela atividade locomotora horizontal 
 

4.4 Labirinto em cruz-elevado 

ANOVA de duas vias revelou efeitos significantes para os principais fatores na 

porcentagem de tempo nos braços abertos [genótipo: F(2, 53)=9.85, P<0.05; idade: F(1, 

53)=15.23, P<0.05; interação: F(2, 53)=2.74, P=0.07]. Subsequente análise post-hoc mostrou 

diferenças entre camundongos Tg-20 de 11 meses e camundongos da mesma idade de 

diferentes genótipos. Na porcentagem de entradas nos braços abertos não foram observadas 

diferenças entre para o fator genótipo e o fator de interação [F(2, 53)=0.28, P=0.75; F(2, 

53)=0.66, P=0.52 respectivamente], mas diferenças estatísticas para o fator idade [F(1, 

53)=16.88, P<0.05]. Novamente na análise post-hoc, camundongos de 11 meses de idade da 

linhagem Tg-20 diferiram dos outros genótipos de mesma idade. No número de entradas nos 

braços fechados não foram observadas diferenças entre os fatores [genótipo: F(2, 53)=0.24, 

P=0.19; idade: F(1, 53)=3.04, P=0.08; interação: F(2, 53)=0.74, P=0.48]. 
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Figura 12 - Efeitos da idade e do genótipo sobre as respostas relacionadas à ansiedade em camundongos 
Prnp+/+, Prnp0/0 e Tg-20 de 3 e 11 meses de idade avaliadas no labirinto em cruz elevado. As barras 
representam à média ± E.P.M. da % tempo nos braços abertos, % entradas nos braços abertos e número 
de entradas nos braços fechados (n= mínimo de 8 animais por grupo). *P<0.05 comparado ao grupo 3 
meses do mesmo genótipo. #P<0.05 comparado ao grupo Prnp+/+ de mesma idade (Teste de Newman-
Keuls).  
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4.5 Teste de reconhecimento social 

A ANOVA de duas vias (idade x genótipo) revelou diferenças estatísticas 

significantes para o fator idade [F(1, 59)=8.81, P<0.05], para o fator genótipo [F(2, 59)=5.79, 

P<0.05] e para interação dos dois fatores  [F(2, 59)=3.49, P<0.05] sobre o tempo de 

investigação durante a segunda apresentação do mesmo camundongo jovem. Comparações 

post-hoc indicaram que camundongos de 3 meses de idade da linhagem Prnp+/+, e de 3 e 11 

meses de idade da linhagem Tg-20 gastaram menos tempo investigando o animal jovem que 

na primeira exposição. Por outro lado camundongos Prnp+/+ de 11 meses de idade, e de 3 e 11 

meses de idade da linhagem  Prnp0/0 gastaram o mesmo tempo investigando o camundongo 

jovem quanto na primeira exposição, indicando um distúrbio na sua habilidade de 

reconhecimento social (Fig 13A). Na Figura 13B é ilustrado os resultados obtidos quando 

camundongos Prnp+/+
 de 11 meses de idade foram tratados com PBS, com um ligante 

positivo da PrPC o peptídeo 230-245 da proteína STI1 (PepSTI1230-245) e um peptídeo 

irrelevante derivado da mesma proteína mas com uma seqüência não-ativa para a PrPC 

(PepSTI1422-437). O fator repetição [F(1, 11)=52.77, P<0.05] e a interação entre os dois 

fatores (repetição x tratamento) mostraram-se estatisticamente significantes [F(1, 11)=76.50, 

P<0.05]. Comparações post-hoc indicaram que animais tratados com PepSTI1230-245 exibiram 

uma reversão dos prejuízos associados à idade na habilidade de reconhecimento social em 

contraste com o grupo tratado com o peptídeo irrelevante (PepSTI1422-437) e com o grupo 

tratado com PBS.  
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Figura 13 - Efeitos da idade e do genótipo sobre o tempo de investigação dos camundongos Prnp+/+, 

Prnp0/0 e Tg-20 na primeira (branca) e segunda exposição (cinza) ao mesmo camundongo jovem (Figura 
13A). Efeitos dos tratamentos com os peptídeos PePSTI1422-437 e PePSTI1230-245 sobre o reconhecimento 
social de camundongos Prnp+/+ de 11 meses de idade (Figura 13B). As barras representam o tempo de 
investigação (média ± E.P.M., em segundos) na primeira e segunda apresentação. (n= mínimo de 9 
animais por grupo). *P<0.05 comparado à primeira apresentação do mesmo grupo. #P<0.05 comparado à 
primeira apresentação do grupo controle (PBS) (Teste de Newman-Keuls).  
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4.6 Sensibilidade ao choque 

O teste estatístico não-paramétrico de Kruskal-Wallis revelou variação entre os 

comportamentos em relação à intensidade do choque  (P<0.05), porém sem diferenças entre 

as linhagens (P>0.05), indicando similar sensibilidade ao choque entre as linhagens.  
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Figura 14- Influência do genótipo sobre a sensibilidade ao choque nas linhagens Prnp+/+, Prnp0/0 e Tg-20.  
Os dados são demonstrados como mediana (intervalos interquartis) (n= mínimo de 10 animais por 
grupo). As comparações estatísticas foram analisadas através do teste de Kruskal–Wallis. 

  

4.7 Esquiva inibitória do tipo step-down  

Não foram observadas diferenças para os fatores idade e genótipo na memória de 

longo prazo de camundongos Prnp0/0, Prnp+/+ ou Tg-20 avaliada na esquiva inibitória do tipo 

step-down (Fig. 15). O teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis não revelou diferenças nas 

latências para descer da plataforma durante a retenção de longo prazo. O teste de Wilcoxon 

indicou diferenças entre as sessoões de treino e teste de todos os grupos. Estes resultados 
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indicam que o aprendizado e a memória  de longo prazo não foram afetados pelos fatores 

idade ou genótipo dos animais.   
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Figura 15 - Efeitos da idade e do genótipo sobre a retenção de memória de longo prazo (24 h) na tarefa 
de esquiva inibitória do tipo step-down em camundongos de 3 e 11 meses de idade das linhagens Prnp+/+, 

Prnp0/0 e Tg-20.  Os dados são demonstrados como mediana (intervalos interquartis) dos tempos de 
latência para descida da plataforma nas sessões de treino (branco) e teste (cinza) (n= mínimo de 10 
animais por grupo). As comparações estatísticas foram analisadas através do teste de Kruskal–Wallis 
seguidas pelo teste de Wilcoxon. *P<0.05 comparado às sessões de treino e teste no mesmo grupo. 
 

4.8 Concentração sérica de AChE 

 A ANOVA de duas vias revelou ausência de significância para o fator idade nas 

concentrações séricas de AChE [F(1, 30)=0.003, P=0.95]. Por outro lado, o fator genótipo e a 

interação entre os fatores apresentaram-se estatísticamente significantes: [F(2, 30)=8.84, 

P<0.05] e [F(2, 30)=4.25, P<0.05], respectivamente. A análise post-hoc revelou diferenças 
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entre os camundongos Tg-20, nas duas idades (3 e 11 meses) quando comparados com os 

outros grupos (Figura 16).  
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Figura 16 - Efeitos da idade e do genótipo sobre a concentração sérica de AChE em camundongos 
Prnp+/+, Prnp0/0 e Tg-20 (n= mínimo de 5 animais por grupo). *P<0.05 comparado ao grupo Prnp+/+ de 
mesma idade (Teste de Newman-Keuls).  
 

4.9 Níveis de expressão de sinaptofisina 

No ensaio de imunohistoquímica para sinaptofisina (Figura 17), as análises estatísticas 

mostraram diferenças para o fator genótipo [F(2, 45)=7.10, P<0.05]. Em contrapartida, os 

fatores idade e a interação entre estes não apresentaram diferenças estatísticas [idade: F(1, 

45)=0.10, P=0.74; interação: F(2, 45)=0.12, P=0.88]. A análise post-hoc revelou diferenças 

entre os níveis de expressão de sinaptofisina nos camundongos Tg-20 em comparação com os 

outros grupos. 
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Figura 17 - Efeitos da idade e do genótipo sobre a expressão da proteína pré-sinaptica sinaptofisina em 
camundongos Prnp+/+, Prnp0/0 e Tg-20. Fotomicrografias representativas da região CA1 do hipocampo 
dos animais (n= mínimo de 5 animais por grupo). *P<0.05 comparado ao grupo Prnp+/+ de mesma idade 
(Teste de Newman-Keuls).  
 

 

 

 

 

0

50

100

150 *

 Prnp
+/+  Prnp

0/0

3 11 3 11

Tg-20

3 11
meses

Im
u
n
o
rr

e
a
ti
v
id

a
d
e
 a

 s
in

a
p
to

fi
s
in

a

(U
n
id

a
d
e
 a

rb
it
rá

ri
a
)

Prnp+/+ 

Prnp0/0 

Tg-20 

       3                     11           meses 



 40 

4.10 Morte celular apoptótica (Caspase-3). 

Como indicado na Figura 18, o fator genótipo não apresentou significância estatística 

na indução de morte celular apoptótica mediada pela atividade da caspase-3 [F(2, 30)=1.90, 

P=0.19], enquanto que os fatores idade e a interação entre os fatores foram significantes neste 

parâmetro [idade: F(1, 30)=73.10, P<0.05; interação: F(2, 30)=20.19, P<0.05]. Na análise 

posterior de post-hoc revelou-se que o fator idade produz um aumento na atividade da 

caspase-3 em camundongos Prnp+/+ e Prnp0/0, enquanto que esta diferença não pode ser 

observada no grupo de camundongos Tg-20. Além disso, a análise post-hoc demonstrou que 

animais Tg-20 de 11 meses de idade tiveram diminuída ativação da caspase-3 em comparação 

com camundongos da mesma idade, mas diferentes genótipos. Pode-se também observar que 

os camundongos de 3 meses de idade da linhagem Tg-20 apresentaram níveis basais 

aumentados de expressão desta proteína em relação aos grupos Prnp+/+e Prnp0/0 de mesma 

idade. 
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Figura 18 - Efeitos da idade e do genótipo sobre a ativação da proteína pró-apoptótica caspase-3 em 
camundongos Prnp+/+, Prnp0/0 e Tg-20. Fotomicrografias representativas da região CA1 do hipocampo 
dos animais (n= mínimo de 5 animais por grupo). *P<0.05 comparado ao respectivo grupo de 3 meses de 
idade. #P<0.05 comparado ao grupo Prnp+/+ de 11 meses de idade. &P<0.05 comparado ao grupo Prnp+/+ 
de 3 meses de idade. (Teste de Newman-Keuls).  
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5. DISCUSSÃO 

 Os resultados encontrados no presente estudo sugerem que os camundongos da 

linhagem Tg-20 que apresentam uma expressão aumentada da PrPC são mais resistentes aos 

declínios locomotor, emocional e cognitivo relacionados ao envelhecimento em comparação 

aos animais Prnp0/0 e Prnp+/+. Camundongos Prnp0/0 e Prnp+/+ de 11 meses de idade 

apresentaram uma redução importante da atividade locomotora como observado nos testes do 

campo aberto e da caixa de atividade, enquanto que camundongos Tg-20 conservaram o 

mesmo perfil de ambulação independente do fator idade. Padrão de resposta semelhante foi 

também observado na capacidade desses animais reconhecerem um camundongo jovem após 

curto período de tempo e em respostas relacionadas à ansiedade. De forma interessante, 

camundongos Tg-20 não apresentaram os mesmos prejuízos comportamentais relacionados à 

idade e a infusão intracerebroventricular do peptídeo 230-245 da STI1, que inclui a porção de 

ligação à PrPC,   reverteu estes distúrbios de memória de curto prazo relacionados a idade em 

camundongos Prnp+/+. Camundongos Tg-20 também exibiram níveis reduzidos de 

acetilcolinesterase sérica em comparação aos outros dois genótipos. Análises de 

imunohistoquímica revelaram aumento na expressão de proteínas hipocampais associadas à 

morte celular apoptótica e de plasticidade neuronal, respectivamente, caspase-3 e 

sinaptofisina, em camundongos Tg-20. Os resultados do presente estudo apóiam a hipótese da 

PrPC apresentar papel neuroprotetor e sugerem seu envolvimentos em algumas alterações 

comportamentos e neuroquímicas relacionadas ao envelhecimento via sistema colinérgico e 

modulação da sinaptogênese e morte celular apoptótica.  

Considerando-se o descrito papel neuroprotetor da PrPC e a função central desta 

proteína no controle do estresse oxidativo não é surpresa a aumentada resistência dos 

camundongos Tg-20 ao processo de envelhecimento. Como previamente descrito, em eventos 

hipóxicos e no envelhecimento, alguns tecidos, como mecanismo protetor, aumentam a 



 43 

densidade de expressão da PrPC evitando assim seu colapso fisiológico (Williams, Stadtman 

et al., 2004). Previamente foi também descrito que camundongos Prnp0/0 seriam mais 

susceptíveis ao envelhecimento em processos cognitivos e locomotores em comparação aos 

animais Prnp+/+ (Coitinho, Roesler et al., 2003; Nazor, Seward et al., 2007). Contudo o 

presente trabalho tem a adicionar a presença dos animais Tg-20, além de análises 

neuroquímicas e comportamentais não contempladas anteriormente.  

 No presente estudo, quando os 3 genótipos de 3 e 11 meses de idade foram expostos 

aos paradigmas locomotores, o fator idade foi aparentemente relevante. Considerando-se a 

soma dos parâmetros locomotores, fica claro a real relação entre a presença de PrPC e a 

capacidade locomotora em animais de 11 meses de idade, provavelmente pela ausência por 

este longo período de uma proteína tão importante para prevenção de eventos relacionados ao 

estresse oxidativo e também para correta função da junção neuromuscular. Ainda, doenças 

priônicas como a Kuru e a Gerstmann-Straüssler-Scheinker (GSS) possuem características de 

perda do controle locomotor, talvez explicada pela perda da função da  PrPC em neurônios de 

Purkinje (Nazor, Seward et al., 2007).  

O sistema colinérgico, como citado na Introdução, é um dos mais importantes 

sistemas de neurotransmissão envolvidos no envelhecimento. Considerando esta hipótese, a 

manutenção das capacidades cognitivas e locomotoras em relação aos níveis de AChE em 

camundongos Tg-20 poderia ser explicada pela diferença entre a concentração de acetilcolina 

circulante nas três linhagens de camundongos. As inter-relações entre o sistema colinérgico e 

a PrPC foram sugeridas devido a localização da proteína prion celular na junção 

neuromuscular (Gohel, Grigoriev et al., 1999) e a co-imunoprecipitação com a subunidade β-

4 do receptor nicotínico no cérebro humano. Além disso, tem-se sugerido que a PrPC possua a 

propriedade de regular o número de receptores colinérgicos na junção neuromuscular e no 

SNC (Harris, Lele et al., 1993). 
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Nico e colaboradores (2005) demonstraram que camundongos nocautes para PrPC 

apresentavam diminuídos níveis de ansiedade em comparação com o grupo controle depois 

de duas diferentes formas de estresse agudo (choque elétrico nas patas e natação), sugerindo 

o envolvimento da PrPC na modulação da ansiedade depois do estresse agudo e que este 

efeito poderia acontecer por influência direta nos circuitos límbicos. Sob condições basais e 

de acordo com resultados anteriores (Roesler, Walz et al., 1999; Nico, De-Paris et al., 2005) 

nós não observamos diferentes níveis de ansiedade no labirinto em cruz elevado entre 

camundongos Prnp0/0, Prnp+/+ e Tg-20 de 3 meses sugerindo que a PrPC não tem relação 

direta com este comportamento nesta idade. Por outro lado, observamos que animais Prnp0/0 e 

Prnp+/+ de 11 meses apresentaram um aumento nos comportamentos relacionados à ansiedade 

avaliados no labirinto em cruz elevado. Este fenômeno relacionado à idade foi previamente 

descrito por vários trabalhos (Imhof, Coelho et al., 1993; Ferguson e Gray, 2005; Chen, 

Wang et al., 2007). De forma contrária, camundongos Tg-20 de 11 meses mostraram 

comportamento semelhante aos animais de 3 meses aparentemente sugerindo um retardo no 

envelhecimento emocional.  

Está bem estabelecido que as memórias podem ser classificadas de acordo com sua 

duração em memória de trabalho (memória imediata, durando segundos ou poucos minutos), 

memória de curto prazo (que desenvolve-se em poucos segundos ou minutos e dura por 

algumas horas) e a memória de longo prazo (que consolida-se lentamente e é relativamente 

permanente) (Izquierdo, Medina et al., 1999). De fato, memórias de curto e longo prazo são 

identificadas como entidades distintas (Izquierdo, Barros et al., 1998). Estes diferentes tipos 

de memória podem ser avaliados em estudos animais em diferentes tarefas comportamentais. 

Como descrito por Dantzer et al. (1987), uma forma de memória muito similar à 

memória factual em humanos que tem recebido pouca atenção na farmacologia 

comportamental é a chamada “memória social” ou “paradigma de reconhecimento”, que é 
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geralmente baseada em pistas olfatórias. Este modelo de memória se baseia no fato de que 

roedores passam mais tempo investigando outros roedores não-familiares jovens mais 

intensamente que os familiares jovens. Quando o mesmo jovem é reapresentado, a duração da 

investigação é reduzida. A memória social é prolongada pela exposição repetida a estímulos 

do roedor jovem e é encurtada por estímulos interferentes retroativos. Pode ser facilitada pela 

administração de drogas facilitadoras da memória e interrompida por modelos 

farmacológicos e patofiosiológicos conhecidos por causarem déficits em roedores (Perio, 

Terranova et al., 1989; Prediger, Da Cunha et al., 2005; Prediger, De-Mello et al., 2006). Em 

contraste com a maioria das outras formas de aprendizado e memória acessadas em roedores, 

a memória de reconhecimento social é mais duradoura que em outros testes de memória de 

trabalho, mas mais curta que várias outras formas de memória como as formas declarativas, 

emocionais ou espaciais que podem ser detectadas 24h depois da fase de condicionamento. 

De certa forma, o presente estudo reforça achados prévios onde a deleção do gene para PrPC 

causa prejuízos na memória de reconhecimento social, mas não a esquiva inibitória do tipo 

step-down (Xikota, Rial et al., 2008). O processo de envelhecimento parece modular o 

paradigma de reconhecimento em camundongos Prnp+/+, enquanto que a superexpressão da 

mesma proteína não foi prejudicada por este evento. Considerando-se diferentes mecanismos 

para diferentes tipos de memória, nossos resultados indicam um prejuízo seletivo em 

memórias de curto, mas não de longo prazo, como pode ser observado no teste de 

reconhecimento social e na esquiva inibitória do tipo step-down, respectivamente.   

Estudos prévios investigando o desempenho cognitivo de camundongos nocaute para 

o gene Prnp têm sido inconsistentes, com parte dos autores demonstrando que camundongos 

nulos para produção de PrPC apresentam prejuízos de aprendizado e memória (Nishida, 

Katamine et al., 1997; Coitinho, Roesler et al., 2003; Criado, Sanchez-Alavez et al., 2005), 

enquanto outros não tem relatado diferenças comportamentais significativas (Bueler, Fischer 
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et al., 1992; Roesler, Walz et al., 1999). Notadamente, dados gerados de estudos com animais 

geneticamente modificados são ainda controversos pelo tipo de deleção gênica, bakground 

genético e mecanismos compensatórios que podem modular o desempenho cognitivo  

(Linden, Martins et al., 2008). Estes fatos levantam a dúvida se as deficiências observadas 

são provenientes da mutação gênica do gene Prnp, ou se outro gene ou genes podem estar 

envolvidos. Devemos lembrar que o criticismo as respostas comportamentais desempenhados 

com os animais Prnp0/0
 devem-se a apresentarem um background misto (129/Sv×C57BL/6J). 

De qualquer modo a esta crítica, utilizamos o controle correspondente de mesmo background 

e com prévio e posterior controle genético. Ainda tentando isolar a participação da PrPC em 

respostas cognitivas fizemos uso de ferramenta farmacológica para confirmar ou descartar 

estes resultados. Confirmando os resultados obtidos com os animais geneticamente 

modificados, o acesso farmacológico obteve sucesso na recuperação dos déficits cognitivos 

relacionados à idade, indicando o papel da PrPC na modulação de eventos mnemônicos 

específicos. A porção 230–245 (representada pelo PepSTI1230-245) da STI1 representa o 

domínio de ligação para a PrPC e a interação entre estas proteínas ativam mecanismos 

intracelulares como da MAPK e PKA (Chiarini, Freitas et al., 2002; Lopes, Hajj et al., 2005). 

Estas cascatas são consideradas de importância crucial em processos cognitivos (Izquierdo, 

Barros et al., 1998). Na ausência deste domínio de ligação o peptídeo PepSTI1422–437 

aparentemente não foi suficiente para ativar estes mecanismos não apresentando efeito no 

paradigma do reconhecimento social. 

Ainda, sobre o teste de reconhecimento social, é evidente a necessidade de a função 

olfatória estar intacta para que este seja interpretado sem interferências. Sob este aspecto 

estudos prévios demonstram que os animais das três linhagens deste estudo apresentam 

capacidade olfatória normal (Lobao-Soares, Walz et al., 2008).  



 47 

Nos níveis de sinaptofisina, camundongos Tg-20 de 3 e 11 meses mostraram níveis 

aumentados em comparação com camundongos Prnp0/0 e Prnp+/+, indicando expressão 

superior desta proteína pré-sináptica, frequentemente relacionada à plasticidade sináptica e a 

sinaptogênse (Lively e Brown, 2008; Nithianantharajah e Murphy, 2008). Na mesma direção 

os níveis de caspase-3 mostraram-se diminuídos em animais Tg-20 de 11 meses quando 

comparado aos outros grupos de 11 meses indicando diminuição dos níveis de morte 

apoptótica no mesmo período de tempo. De fato, camundongos Tg-20 de 3 meses de idade 

também apresentaram maior ativação de caspase-3. Este dado pode ser explicado por estudos 

prévios que descrevem a relação entre a superexpressão da PrPC e a aumentada ativação da 

proteína pró-apoptótica caspase-3 via Mdm2 e p53, mecanismos estes moduladores da 

atividade apoptótica (Paitel, Alves Da Costa et al., 2002; Paitel, Fahraeus et al., 2003; 

Sunyach e Checler, 2005) em trabalhos in vitro e in vivo. Nos trabalhos acima citados é 

interessante notar que apesar do aumento da expressão de mecanismos tidos como pró-

apoptóticos, foi observado pelos autores que a PrPC não deixou, mesmo em situações críticas 

(como por exemplo a adição de estaurosporina) de emitir sinais de neuroproteção, porém 

pode-se supor que talvez a indução do mecanismo de apoptose seja de fato neuroprotetivo. 

Como citado anteriormente quando em situação de agressão, o tecido cerebral parece 

aumentar a expressão de PrPC para evitar seu colapso, pode-se talvez inferir que percebendo a 

severidade do insulto aconteça a indução da sinalização apoptótica afim de evitar processos 

como a necrose, que envolveria maior acometimento deste tecido.  

De qualquer forma, a superexpressão da PrPC e o consequente aumento da atividade 

da caspase-3 não provocou nenhuma disfunção comportamental nos referidos animais. 

Talvez, em nível funcional, o aumentado nível de morte celular apoptótica seja de alguma 

forma compensado pelo alto nível de sinaptogênese e/ou renovação celular indicado pelo 

aumento quantitativo na expressão da proteína sinaptofisina.  
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Não se pode ignorar a hipótese de que além da modulação dos sistemas aqui 

comentados, outros sistemas, como o sistema glutamatérgico, que aparentemente mantêm 

uma estreita relação com a PrPC, e que também está envolvido no processo de 

envelhecimento poderia então ser parcialmente responsável por estas respostas, mas futuras 

investigações são necessárias para se confirmar ou descartar esta hipótese (Khosravani, 

Zhang et al., 2008). 

Conjuntamente, os resultados do presente trabalho indicam que a PrPC tem papel 

fundamental no processo de envelhecimento, onde a superexpressão desta proteína é capaz de 

retardar o processo de envelhecimento nos parâmetros avaliados neste estudo. Além disso, 

nossos achados reforçam o papel da  PrPC em mecanismos específicos de memória com 

ferramentas genéticas e farmacológicas. Estudos futuros são necessários para precisamente 

quantificar o retardo no envelhecimento encontrado neste estudo em camundongos Tg-20, e 

também amplificar a exposição destas ferramentas a outros paradigmas cognitivos para 

adicionar ou descartar outros mecanismos mnemônicos modulados pela PrPC. 
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6. CONCLUSÕES 

 

� O desempenho locomotor dos camundongos de 11 meses de idade parece estar 

diretamente relacionado à densidade de expressão da PrPC; 

 

� A PrPC parece modular a memória de curto mas não a de longo prazo, a adição de 

peptídeo com o domínio de ligação e ativador da interação PrPC/STI1 reverte os 

prejuízos cognitivos adquiridos com a idade; 

 

� Camundongos da linhagem Tg-20 de 11 meses de idade parecem ser mais resistentes 

a alterações comportamentais e neuroquímicas em comparação aos animais Prnp+/+ e 

Prnp0/0 da mesma idade; 

 

� Esta maior resistência observada nos animais Tg-20 pode residir em maiores taxas de 

plasticidade neural e/ou menor taxa de degradação colinérgica.  
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