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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

PAPEL DO CCR2 NO APRENDIZADO E NO PROCESSO DE CONSOLIDAÇÃO 

DE MEMÓRIA 

 RESUMO 

 TESE DE DOUTORADO 

 Mariana Gisely Amarante Teixeira da Cunha 

Introdução: O CCR2 é o receptor do CCL2/MCP-1. O CCR2 é expresso em monócitos, 

células endoteliais, neutrófilos ativados, micróglia e astrócitos. Recentemente, alguns 

estudos mostram a expressão constitutiva do CCR2 e do CCL2 em regiões do sistema 

nervoso central, como o hipocampo. Como o hipocampo está envolvido com a consolidação 

de memória, nós analisamos o papel do CCR2 no processo de aprendizado e consolidação 

de memória. Métodos: Animais geneticamente deficientes para o CCR2 e animais controle 

foram submetidos a esquiva passiva e a natação forçada, para examinar a memória 

aversiva e a memória contextual. A resposta motora foi avaliada pelo ensaio de campo 

aberto, e o reflexo pelo teste de inibição de pré-pulso. Os animais foram submetidos a 

esquiva passiva de múltiplos treinos para analisar a curva de aprendizado e o esquecimento 

da memória. O próximo passo foi verificar a expressão de importantes mediadores 

envolvidos com a consolidação de memória por western blotting, como a ERK fosforilada e 

BDNF. E o ultimo passo foi verificar se a deficiência do CCR2 afeta a sinapse no 

hipocampo, pela expressão e co-localização de PSD95 e sinaptofisina por 

imunohistoquímica e a expressão de sinaptofisina e PSD95 por western blotting. 

Resultados:  A ausência do CCR2, impediu a consolidação de memória aversiva e a 

memória contextual. O animal deficiente para o CCR2 requer mais treinos para aprender na 

esquiva passiva e a memória decai de forma mais rápida, quando comparado com o grupo 

controle. A expressão de ERK fosforilada está reduzida  1 hora após um treino na esquiva 

passiva no hipocampo de animais deficientes para o CCR2 assim como a expressão de 

BDNF maduro está reduzida 12 horas após um treino na esquiva passiva. Nós observamos 

que a deficiência do CCR2 afeta a sinapse, com importante redução da co-localização entre 

sinaptofisina e PSD95 no hipocampo e redução na expressão de sinaptofisina no 

hipocampo. Os animais CCR2-/- tem aumento da expressão da proteina amilóide beta no 

hipocampo e no córtex cerebral ao redor dos vasos sanguíneos, associado com redução da 

perfusão sanguínea no cérebro, redução da expressão de caspases-3 e -12, sem diferença 

na expressão de IBA-1 e nos níveis de citocinas e quimiocinas no cérebro.  Conclusão: A 

ausência do CCR2 altera a estrutura das sinapses, reduzindo a expressão da proteína pré-

sináptica sinaptofisina e PSD95, bem como leva ao acúmulo de proteína amiloide beta no 

tecido cerebral, culminando com a disfunção cognitiva.  
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PAPEL DO CCR2 NO APRENDIZADO E NO PROCESSO DE CONSOLIDAÇÃO 

DE MEMÓRIA 

 ABSTRACT 

 TESE DE DOUTORADO 

 Mariana Gisely Amarante Teixeira da Cunha 

Background: CCR2 is the receptor for CCL2/MCP-1. CCR2 is expressed in monocytes, 

endothelial cells, activated neutrophils, microglial cells and astrocytes. Some studies show 

the constitutive expression of CCR2 and CCL2/MCP-1 in specific areas of the central 

nervous system, such as the hippocampus. Because the hippocampus is important for 

memory consolidation, we studied the role of CCR2 in learning process and in memory 

consolidation. Methods: CCR2 deficient mice and wild type were submitted to passive 

avoidance test and to water maze test, to evaluate aversive memory and contextual memory, 

respectively. The motor response was evaluated by open field test, while the reflex was 

evaluated by pre-pulse inhibitory response. The animals were submitted to passive 

avoidance test of multiple trials, to analyze the learning curve and the retrieval of memory.  

The next step was to verify the expression of proteins involved with memory consolidation, 

such as the phosphorylated ERK and mature BDNF by western blotting,. And the last step 

was to verify if the CCR2 deficiency affect the synapsis in hippocampus, by the expression 

and co-localization of PSD95 and synaptophysin using immunohistochemistry and the 

expression of synaptophysin and PSD95 by western blotting. Results:  The absence of 

CCR2, impaired consolidation of aversive and contextual memories. The CCR2 deficient 

mice required more trials to learn in passive avoidance test and the memory decay was 

faster, when compared to the wild type group. The expression of phosphorylated ERK is 

decreased 1 hour after one trial in passive avoidance test in the hippocampus of CCR2 

deficient mice as was the expression of mature BDNF 12 hours after one trial in passive 

avoidance test. We observed that the deficiency of CCR2 affects the synapsis, with an 

important decrease in co-localization of PSD95 and synaptophysin in the hippocampus and 

decreased expression of synaptophysin in the hippocampus of CCR2 deficient mice. CCR2-

/- animal had increased expression of beta amyloid protein around the blood vessels in the 

hippocampus and in the cortex, associated with decreased brain perfusion, increased 

expression of caspase-12 and caspase-3, but no difference in the expression of IBA-1 and in 

cytokines and chemokines levels.  Conclusions: Absence of CCR2 changes the structure of 

synapsis, decreasing the pre-synaptic protein synaptophysin in hippocampus and also lead 

to accumulation of beta amyloid protein in brain tissue, culminating with cognitive 

dysfunction.  

 



 

Ministério da Saúde 
FIOCRUZ 
Fundação Oswaldo Cruz 
 

Instituto Oswaldo Cruz 
Pós-Graduação em Biologia Celular e Molecular 

 

1 
 

4. Introdução 

 

No presente estudo investigamos a consequência da ausência do receptor 

da quimiocina CCL2, o CCR2, no processo de aprendizado e consolidação de 

memória contextual e aversiva em camundongos. O CCR2 é expresso de forma 

constitutiva em regiões importantes do sistema nervoso central, como por 

exemplo no hipocampo, envolvidas com a consolidação da memória. O CCR2 é 

ativado pelo CCL2 que também é expressa de forma constitutiva no sistema 

nervoso central (Banisadr e cols., 2005a). Poucos trabalhos na literatura 

descrevem o papel fisiológico do CCR2 no sistema nervoso central e focam 

apenas no seu papel neuroinflamatório. Nossos resultados demonstram que o 

CCR2 tem um papel importante não só na resposta inflamatória, mas também na 

fisiologia do aprendizado e da consolidação de memória.  

 

4.1. Neuroinflamação e doenças neurodegenerativas 

 

A neuroinflamação é uma resposta de células do sistema nervoso central a 

um insulto que pode levar à remoção do agente agressor, a cicatrização e o 

reparo tecidual, sendo marcada pela ativação dos neurônios, células da glia e 

células endoteliais que sintetizam e liberam mediadores inflamatórios (Frank-

Cannon e cols., 2009). Esse insulto pode decorrer de um trauma, pelo acúmulo de 

algumas proteínas (como a proteína amiloide β) no cérebro, infecção, isquemia ou 

hipóxia ou neurotoxinas como pode ser observado na figura 4.1 (Frank-Cannon e 

cols., 2009; Shastri e cols., 2013).  

A neuroinflamação aguda envolve principalmente a ativação da micróglia e 

dos astrócitos imediatamente após o insulto. A migração de leucócitos da 

circulação para o cérebro ocorre em regiões específicas do sistema nervoso 

central, quando não há quebra da barreira hematoencefálica, como o fluido 

cérebro-espinhal, meninges e parênquima cerebral (Wilson e cols., 2010). Na 

neuroinflamação aguda ocorre a liberação de citocinas e quimiocinas, bem como 

há aumento do estresse oxidativo e nitrosativo. No entanto, dependendo da 
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magnitude da resposta inflamatória, a neuroinflamação aguda pode ser contida 

rapidamente e não levar a grandes prejuízos neuronais (Tansey e cols., 2007).  

 

A neuroinflamação crônica ocorre devido à persistência de um insulto, 

causando ativação sustentada da micróglia, liberação de mediadores 

inflamatórios e aumento significativo e persistente do estresse oxidativo e 

nitrosativo. Essa inflamação sustentada pode levar ao dano e morte neuronal 

(Figura 4.1), disfunção da barreira hematoencefálica, com a migração de 

leucócitos da corrente sanguínea para o SNC (Rivest, 2009; Tansey e cols., 

2007). 
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Figura 4.1. Microglia na forma ramificada é ativada em resposta a um insulto e libera 
mediadores inflamatórios que podem levar a morte neuronal. A micróglia inativa, na forma 
ramificada, é ativada, adquirindo a forma ameboide, em resposta a um insulto: neurotoxinas, 
acúmulo de proteínas, trauma, infecção, isquemia ou hipóxia. Quando ativada, a micróglia libera 
citocinas, quimiocinas, ROS (espécies reativas do oxigênio) e RNS (espécies reativas do 
nitrogênio). Fonte: Frank-Cannon e cols. (2009). 

 

 

 

 

 

 

Neurotoxinas 
Fatores genéticos 

Agregado de proteínas 

Infecção 

Trauma 

Isquemia ou hipóxia 

Citocinas, quimiocinas, ROS e RNS 

Morte neuronal 
Doenças neurodegenerativas 

Micróglia Ramificada 

Micróglia Amebóide 



 

Ministério da Saúde 
FIOCRUZ 
Fundação Oswaldo Cruz 
 

Instituto Oswaldo Cruz 
Pós-Graduação em Biologia Celular e Molecular 

 

4 
 

Algumas doenças neurodegenerativas cursam com neuroinflamação 

crônica, entre estas podemos destacar a doença de Alzheimer (Hensley, 2010), a 

síndrome de Parkinson (Hirsch, 2012), a esclerose múltipla (Nataf, 2009), doença 

de Huntington (Moller, 2010), a esclerose lateral amiotrófica (Lewis e cols., 2012), 

bem como, a degeneração macular associada à idade (Buschini e cols., 2011). 

Dependendo da magnitude dos processos inflamatórios, a perda de função ou 

morte neuronal pode ocorrer de forma rápida e intensa, levando a perda cognitiva 

permanente e progressiva. 

 

  

4.1.1. Demências: Doença de Alzheimer como protótipo de doença 

neurodegenerativa 

  

A doença de Alzheimer foi descrita pela primeira vez por Alois Alzheimer, 

em 1907. O Alzheimer é uma doença neurológica progressiva que afeta cerca de 

12 milhões de pessoas em todo o mundo. No Alzheimer ocorre declínio cognitivo 

progressivo, evoluindo para perda da atividade motora e da capacidade cognitiva, 

onde o paciente fica totalmente restrito ao leito. O prognóstico da doença é 

extremamente desfavorável e o tempo médio em que o paciente evolui a óbito é 

de cerca de 9 anos após o diagnóstico. No Alzheimer ocorre acúmulo da proteína 

amiloide β, principalmente a proteína amiloide β p42 (Citron, 2002).   

 

4.1.1.1. Mecanismos do processo neuroinflamatório: A proteína amiloide β  

 

A proteína amiloide β é proveniente da clivagem da proteína precursora 

amiloide (APP). A clivagem da APP é realizada pelas enzimas γ-, α- e β-

secretases. As enzimas com atividade α-secretase são ADAM9, ADAM10 e 

ADAM17. Um exemplo de β-secretase seria BACE-1. Já as γ-secretases 

compreendem as prenisilinas 1 e 2. A clivagem da APP pela ação das secretases 

está ilustrada na figura 4.2. Existem duas vias de clivagem da APP, a não-

amiloidogênica e a amiloidogênica. Na via não-amiloidogênica, a APP sofre ação 

das α-secretases, liberando APP alfa solúvel e o fragmento C83 permanece na 
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membrana plasmática. Na via amiloidogênica ocorre a formação da proteína 

amiloide β. A enzima BACE1 age sobre a APP presente na membrana, liberando 

o fragmento solúvel APP β e o fragmento C99 permanece na membrana. As 

enzimas γ-secretases agem no fragmento C99, liberando a proteína amiloide β. A 

proteína amiloide β contém 40 resíduos, mas existe uma variação com a 

produção da proteína amiloide β com 42 resíduos, que é predominante nas placas 

de amiloide no cérebro (Allinson e cols., 2003; LaFerla e cols., 2007; Steiner e 

cols., 2002; Vassar e cols., 1999; Wolfe e cols., 1999). 

A proteína amiloide β pode ser arranjada de diversas formas, formando 

monômeros, oligômeros, protofibrilas e fibrilas, como podemos observar na figura 

4.2. Dados na literatura demonstram que a proteína amiloide β em forma de 

monômero não tem efeito tóxico sobre os neurônios. No entanto, as formas 

oligoméricas e de fibrilas são altamente tóxicas e induzem a alteração no LTP no 

hipocampo (LaFerla e cols., 2007) 

Além de ser liberada, a proteína amiloide β, pode ser internalizada nos 

neurônios. Quando internalizada, a proteína amiloide na forma monomérica pode 

se arranjar na forma de oligômero induzindo disfunção neuronal, com inibição da 

atividade mitocondrial e do proteassoma, levando a um aumento da mobilização 

de cálcio intracelular e hiperfosforilação de tau (LaFerla e cols., 2007).   
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Figura 4.2. As enzimas responsáveis pela clivagem da APP pertencem a família das α-, β- e 

γ-secretases. (A) As proteínas ADAM9, 10 e 17 pertencem a família das α-secretases. A proteína 

BACE1 pertence a família da β-secretases. As proteínas prenisilinas 1 e 2 pertencem a família das 

γ-secretases. (B) A proteína amiloide β poderá se arranjar de forma monomérica, oligomérica, sob 

forma de protofibrilas e fibrilas. Fonte: (LaFerla e cols., 2007). 
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- A microcirculação 

 

 No tecido cerebral, as artérias piais correm pelo espaço subaracnóide, e 

dão origem às artérias intracerebrais, que penetram no parênquima cerebral. As 

artérias intracerebrais são separadas do parênquima cerebral por uma camada 

unicelular semelhante aos fibroblastos da pia mater e pela membrana de glia 

derivada de astrócitos. Essas artérias intracerebrais se ramificam em artérias 

menores que por sua vez se ramificam em arteríolas, que perdem apoio dos 

limitantes gliais e dão origem às arteríolas pré-capilares e capilares do cérebro 

(Zlokovic, 2011). Alguns estudos mostram a existência de um comprometimento 

vascular cerebral em doenças neurodegenerativas (Iadecola, 2004). 

Além do acúmulo intracelular e extracelular de amiloide em neurônios, no 

Alzheimer pode ocorrer acúmulo da proteína amiloide β ao redor dos vasos, 

levando ao quadro de angiopatia cerebral amiloideana (CAA). Esse acúmulo 

ocorre preferencialmente nas artérias presentes da leptomeninge e no córtex 

(Kulic e cols., 2012). Esse acúmulo da amiloide ao redor dos vasos leva a uma 

resposta inflamatória que pode ter como consequências a demência e a 

hemorragia. Existem três hipóteses sobre as causas da CAA: 

1. A hipótese da drenagem da proteína amiloide β: Onde a causa do acúmulo da 

proteína amiloide β ao redor dos vasos é decorrente de um déficit na 

drenagem da proteína amiloide β na região perivascular (Bahmanyar e cols., 

1987).  

2. A hipótese sistêmica, onde o receptor transportador de proteína amiloide 

sistêmico atravessa a barreira hematoencefálica, resultando em depósito de 

proteína amiloide β. Os receptores que parecem estar envolvidos com o 

transporte da proteína amiloide β para os vasos são: AGE (que vem do inglês 

“Advanced Glycation End-product”), o transportador de LDL(Lipoproteína de 

baixa densidade), e os receptores scavenger (Bahmanyar e cols., 1987). 

3. A hipótese da parede vascular, onde ocorre a produção da proteína amiloide 

pelas células da musculatura lisa presentes na túnica média de artérias 
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cerebrais.  Artérias mais calibrosas, que contém mais musculatura lisa, contém 

mais depósito de proteína amiloide β, do que artérias de pequeno calibre 

(Frackowiak e cols., 1994).  

As hemorragias observadas na CAA podem ocorrer de forma isolada ou 

podem ser multifocais e recorrentes. Na hemorragia correlacionada com a CAA 

pode ocorrer a formação de um edema ao redor do hematoma e ocorre também a 

presença de necrose com aumento do infiltrado de células inflamatórias. A 

segunda cascata de injúria envolve o edema vasogênico decorrente da quebra da 

barreira hematoencefálica, com disfunção mitocondrial (Inaji e cols., 2003; 

Mehndiratta e cols., 2012). 

A proteína amiloide β também desencadeia uma neuroinflamação, ativando 

a micróglia e astrócitos que além de romper a barreira hematoencefálica, leva a 

um aumento do infiltrado celular no cérebro. A ação da proteína amiloide β na 

micróglia induz a liberação de TNF-α e aumenta a liberação de glutamato, que se 

liga ao receptor NMDA, que ao ser excitado em demasia, leva a morte neuronal 

(Floden e cols., 2005).  

 

Existem dados na literatura que demonstram que a proteína amiloide beta 

teria um papel importante no comprometimento da microcirculação, no entanto 

alguns estudos demonstram que o comprometimento da microcirculação parece 

ter relação com o desenvolvimento do Alzheimer ou do dano cognitivo. Estudos 

sugerem que portadores de doenças que comprometem a microcirculação 

parecem ter maior propensão a desenvolver o dano cognitivo e Alzheimer, como: 

a hipertensão (Launer and Hofman, 2000), esclerose múltipla (Hoffmann e cols., 

2007), 1997), Acidente Vascular Cerebral (Sun e cols., 2014), Doença arterial 

coronariana ((Vidal e cols., 2010) e diabetes (Ott e cols., 1999). Tucsek e cols. 

observaram a correlação entre a obesidade, o declínio cognitivo e o 

comprometimento da microcirculação cerebral (Tucsek e cols., 2014). 
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4.1.1.2. Mecanismos da neuroinflamação: As Células da glia 

 

O termo glia vem do grego e significa cola. Recebeu essa denominação 

por pesquisadores que acreditavam que a glia desempenhava apenas um papel 

de sustentação e de agregação dos neurônios (Lent, 2004).  

As células gliais são células não neuronais, que tem a função de defesa, 

estrutural, participam do metabolismo neuronal, auxiliam no desenvolvimento do 

sistema nervoso central e regulam a transmissão sináptica. No sistema nervoso 

temos duas classes de glia: a macroglia e a micróglia. A macroglia que engloba 

os astrócitos, os oligodendrócitos e as células NG2. Os astrócitos possuem 

prolongamentos numerosos que emergem do soma e se ramificam profusamente, 

envolvendo as sinapses, os nodos de Ranvier, envolvendo os capilares 

sanguíneos cerebrais, revestindo a porção interna das cavidades intracerebrais e 

das meninges. Os astrócitos expressam uma proteína exclusiva, a proteína ácida 

fibrilar glial, conhecida como GFAP (Lent, 2004).  

Outro tipo celular presente no sistema nervoso central (cérebro e medula 

espinhal) é a micróglia, onde existem dois tipos de micróglia, conforme foi 

classicamente descrito por (Del Rio-Hortega, 1919). Micróglia ramificada, que são 

quiescentes e a micróglia ameboide, que têm atividade fagocítica e realiza a 

apresentação de antígeno (Figura 4.3) (Lent, 2004). Dados recentes da literatura 

demonstram que a forma ramificada da micróglia não é quiescente e possui papel 

na neurogênese, na neuroproteção e no controle do arranjo das sinapses, 

removendo sinapses posicionadas em locais inapropriados (Paolicelli e cols., 

2011; Sierra e cols., 2010; Vinet e cols., 2012). A micróglia ramificada inicialmente 

classificada como quiescente é altamente dinâmica no parênquima cerebral. Atua 

promovendo a constante vigilância do tecido ao realizar pinocitose de amostras 

do parênquima cerebral para avaliar a homeostase do tecido (Nimmerjahn e cols., 

2005). Quando a micróglia detecta a presença de algum agente ou de moléculas 

que possam ser danosas para o tecido cerebral, os receptores de reconhecimento 

de padrão expressos em sua superfície são ativados e induzem a transcrição, 

tradução e liberação de uma gama de mediadores inflamatórios, bem como a 

alteração de sua morfologia de uma forma ramificada, para a forma ameboide 
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como pode ser observado na figura 4.3 (Frank-Cannon e cols., 2009). Na 

verdade, o termo ativação é um resumo de diferentes estados de ativação da 

micróglia. Até agora, está descrito na literatura, que a micróglia pode apresentar 

dois perfis de ativação: um perfil pró-inflamatório, com aumento da síntese de 

citocinas inflamatórios e de espécies reativas do oxigênio; ou um perfil anti-

inflamatório, com produção de mediadores anti-inflamatórios, que tem um papel 

importante no reparo tecidual e na remoção de debris celulares (Gordon, 2003).  

A micróglia pode ser ativada em virtude de um trauma, uma infecção, um 

quadro de isquemia, bem como durante o curso de doenças neurodegenerativas 

(Figura 4.3). A micróglia ativada realiza a fagocitose de debris celulares, de 

células mortas, ou de micro-organismos, além de produzir mediadores 

inflamatórios, incluindo quimiocinas e citocinas como CCL3, CCL4, CCL2, IL-1β, 

TNF-α e IL-6 (Kettenmann e cols., 2011; Smith e cols., 2012; Wood, 2003). As 

citocinas produzidas serão responsáveis pela polarização da micróglia, num 

estado ativado, denominado “M1” ou num estado alternativamente ativado, 

denominado “M2”. O IFN-γ tem sido associado com a polarização “M1” e a IL-4 

com a polarização “M2”. A micróglia com perfil “M1” é caracterizada pela alta 

expressão de IL-12 e baixa expressão de IL-10 e alta produção de espécies 

reativas do oxigênio, enquanto que a micróglia com perfil “M2” expressa altos 

níveis de IL-10, de arginase e do receptor de manose (MacMicking e cols., 1997; 

Mantovani e cols., 2004). A Arginase é importante para a produção de poliaminas, 

prolina e ornitina, que contribuem para o processo de cicatrização e reparo 

tecidual. Além disso, a arginase compete com a iNOS pela arginina, reduzindo a 

produção do óxido nítrico (Corraliza e cols., 1995; Morris, 2007; Munder, 2009). 

No Alzheimer a micróglia tem um papel importante na fagocitose e degradação da 

proteína amiloide β, de forma dependente de sua polarização. Dados na literatura 

demonstram que a micróglia do tipo “M1”, tem menor poder fagocítico sobre a 

proteína amiloide β. Já a micróglia alternativamente ativada, com perfil “M2”, tem 

uma alta capacidade fagocítica (Koenigsknecht-Talboo and Landreth, 2005).  

 A IL-1β e o TNF-α induzem a neurotoxidade via produção elevada de 

glutamato, além de induzir a morte do oligodendrócito (Abend e cols., 2013; 

Takahashi e cols., 2003). No Parkinson a IL-1β aumenta a síntese de IFN-γ e 
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TNF-α e promove a degeneração de neurônios dopaminérgicos (Koprich e cols., 

2008). Já a IL-6 foi considerada por um longo tempo como biomarcador de 

severidade da sepse, onde seus níveis estavam elevados em cerca de 60 a 100% 

dos pacientes com sepse (Gogos e cols., 2000). 

 

 

Figura 4.3. Microglia na forma ramificada e na forma ameboide. Nas figuras A e C podemos 
observar a micróglia na forma ramificada e nas figuras B e D a forma ameboide da micróglia. As 
figuras A e B foram obtidas por Del Rio-Hortega, o cientista que descobriu a micróglia. Na figura C 
foi realizada uma imunohistoquímica da micróglia que foi marcada com anticorpo anti-IBA1. Na 
figura D foi realizada uma imunohistoquímica da micróglia após o estímulo com LPS. A micróglia 
foi marcada com anticorpo anti-ILB4. Fonte: Kettenmann e cols. (2011);  Penfield (1932) e Thored 
e cols. (2009). 

 

 

4.1.1.3. Quimiocinas liberadas durante a neuroinflamação 

 

As quimiocinas são proteínas liberadas por leucócitos, células endoteliais, 

células residentes de alguns tecidos (como neurônios), que induzem a migração 

de leucócitos para o sítio da inflamação, bem como promovem a ativação dessas 

células (Janeway, 2005). De acordo com a União Internacional de Farmacologia 

Básica e Clínica (IUPHAR – The International Union of Basic and Clinical 
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Pharmacology) , as quimiocinas são classificadas de acordo com a posição dos 

resíduos de cisteína em:  

- C quimiocinas: contém apenas um resíduo cisteína próxima a região 

aminoterminal; 

- CC quimiocinas: contém dois resíduos de cisteína adjacentes próximos a região 

aminoterminal; 

- CXC quimiocinas: possui um aminoácido qualquer entre os resíduos de cisteína; 

- CX3C quimiocina: contém 3 aminoácidos entre os resíduos de cisteína. 

 Como exemplo de C quimiocina nós temos a linfotactina (conhecida como 

XCL1), que se liga ao CXCR1 e é liberada por células TCD4 e TCD8, e promove 

a atração de timócitos, células dendríticas, células NK (I. Estudos demonstram 

que essa quimiocina também é liberada por macrófagos, pela micróglia e por 

astrócitos, e tem um papel importante na neuroAIDS, aumentando migração de 

linfócitos T para o sistema nervoso central. A proteína viral tat é capaz de induzir 

o aumento da liberação de XCL1(Kim e cols., 2004).   

Na família das CXC quimiocinas temos o CXCL8 (IL-8), o CXCL7, CXCL1, 

CXCL2, CXCL3, CXCL10 e CXCL13. O CXCL8 é produzido por monócitos, 

macrófagos, fibroblastos, queratinócitos e células endoteliais. Tem como 

receptores o CXCR1 e o CXCR2 e atrai neutrófilo e células T virgens de acordo 

com a União Internacional de Farmacologia Básica e Clínica (IUPHAR – The 

International Union of Basic and Clinical Pharmacology). O CXCL8 está 

aumentado durante a infecção pelo HIV no tecido cerebral e tem sua expressão 

elevada em astrócitos. O CXCL8 aumenta a replicação do vírus do HIV no tecido 

cerebral (Mamik and Ghorpade, 2014). De acordo com Ashutosh e cols. (2011) o 

CXCL8 também se encontra aumentado no cérebro de indivíduos com Alzheimer, 

sendo liberado por neurônios, pela micróglia e por astrócitos. No entanto, o 

CXCL8 tem um papel protetor, reduzindo a apoptose neuronal induzida pela 

proteína amiloide β (cultura de neurônio de feto humano). 

No grupo das CC quimiocinas temos o CCL3 (MIP-1α), CCL4, CCL2 (MCP-

1), CCL5 (RANTES), CCL11 (eotaxina) e CCL18 (DC-CK). O CCL3 é sintetizado 
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por monócitos, células T, mastócitos e fibroblastos sendo um potente quimiotático 

para micróglia. Um estudo realizado por Cudaback e cols. (2015), a APOE 

(apolipoproteína E, que está envolvido com a homeostase do colesterol), aumenta 

a secreção de CCL3 pelos astrócitos, com alteração genética que favorece o 

aumento da expressão de APOE, tornando os indivíduos são mais predispostos 

ao desenvolvimento do Alzheimer.   

O CCL4 é sintetizado por monócitos, macrófagos, neutrófilos e células 

endoteliais. Tanto o CCL3 quanto o CCL4 tem como receptores o CCR1, 3 e 5 e 

induzem a atração de monócitos, células T e NK e células dendríticas. O CCL5 é 

liberado por células T, células endoteliais e plaquetas e induz a atração de 

monócitos, células T, células NK, basófilos, eosinófilos e células dendríticas via 

ligação com os receptores CCR1, 3 e 5 de acordo com a União Internacional de 

Farmacologia Básica e Clínica (IUPHAR – The International Union of Basic and 

Clinical Pharmacology).  

Tanto o CCL3, quanto o CCL4 e CCL5 se ligam ao CCR5. Louboutin and 

Strayer (2013) demonstraram que o CCR5 tem um papel pró-inflamatório do SNC, 

aumentando a ativação e a proliferação da micróglia, levando a neuroinflamação 

e a morte neuronal.  

 

4.1.1.3.1. A quimiocina ligante do tipo 2, O CCL2 

 

O CCL2 pertence à família das CC quimiocinas, com dois resíduos de 

cisteínas adjacentes. Seu peso molecular é de 13 kDa e sua cadeia é composta 

por 76 aminoácidos. Ele pode ser expresso de forma constitutiva ou em resposta 

a processos inflamatórios e/ou infecciosos. As células que sintetizam e liberam o 

CCL2 são monócitos, células endoteliais, fibroblastos, células epiteliais, microglia, 

neurônios, em resposta a estímulos como citocinas, fatores de crescimento, 

estresse oxidativo e em resposta ao reconhecimento de antígenos presentes nos 

microorganismos. O CCL2 age ao se ligar ao seu receptor, o CCR2. Uma vez 

ativado, o CCR2 induz uma cascata de sinalização intracelular (Banisadr e cols., 

2005a; Banisadr e cols., 2005b; Yamasaki e cols., 2011). 
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O CCL2 pode induzir desde a ativação de leucócitos até o aumento da 

mobilização de cálcio dentro do neurônio e a liberação de neurotransmissores 

como a dopamina (Banisadr e cols., 2005a; Banisadr e cols., 2005b; Yamasaki e 

cols., 2011). A sua ação dependerá da célula que será estimulada.  O CCL2 

aumenta a quimiotaxia de monócitos para o tecido. Quando migram para os 

tecidos, os monócitos se transformam em macrófagos. Os macrófagos estão 

envolvidos tanto com a fagocitose de microorganismos, quanto com a 

apresentação de antígenos às células T (Yamasaki e cols., 2011). O CCL2 

também parece ter um papel importante na indução da migração de neutrófilos 

ativados com LPS para os tecidos durante a sepse e esse aumento do infiltrado 

de neutrófilos está associado com uma maior produção de radicais livres e a 

disfunção orgânica (Souto e cols., 2011).    

No modelo de endotoxemia induzida pela injeção de LPS, foi observado 

um aumento significativo dos níveis de CCL2 no cérebro de camundongos e 

houve uma superexpressão de CCR2 tanto na microglia quanto em monócitos 

desses camundongos 24 horas após o desafio (Cazareth e cols., 2014). A 

ausência do CCL2 reduziu a neuroinflamação observada após a injeção de LPS, 

acompanhada de menor da migração de microglia tanto no córtex quanto no 

hipocampo 6 horas após o desafio. E essa redução da migração da microglia foi 

associada com redução dos níveis das quimiocinas CCL3, CCL4, MIP-1γ, MCP-3 

e eotaxina (Thompson e cols., 2008). 

Dados da literatura também suportam a participação do CCL2/CCR2 na 

fisiopatologia de doenças que afetam o sistema nervoso central como isquemia 

cerebral (Kim e cols., 1995; Wang e cols., 1995), encefalomielite autoimune 

experimental (Ransohoff e cols., 1993), esclerose múltipla (McManus e cols., 

1998), Alzheimer (Ishizuka e cols., 1997) e traumatismo craniano (Semple e cols., 

2010). 

O grupo de Kim e cols. (1995) observou que camundongos que tiveram a 

artéria cerebral média ocluída, apresentaram um pico de expressão de MCP-1 no 

tempo de 48 horas após o insulto. O estudo de Wang e cols. (1995) 

demonstraram que os animais com oclusão da artéria cerebral média, apresentam 

aumento significativo da expressão do RNA mensageiro (mRNA) de CCL2 no 
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córtex após 6 horas, 12 horas e 48 horas permanecendo este aumento por até 5 

dias. Nesse estudo o autor sugere que o CCL2 pode ter um papel na resposta 

inflamatória crônica que ocorre após a isquemia cerebral.  

O CCL2 tem um papel importante também na encefalomielite autoimune, 

sendo responsável pela atração e acúmulo de mononucleares no sistema nervoso 

central. E os astrócitos são os principais produtores de CCL2 (Ransohoff e cols., 

1993). Na esclerose múltipla também há aumento da expressão de CCL2, que 

ocorre principalmente no centro da lesão, sendo mais presente em lesões agudas 

do que crônicas. E os autores sugerem que o CCL2 possa ter um papel 

importante no desenvolvimento de lesões no SNC na esclerose múltipla 

(McManus e cols., 1998). 

No traumatismo craniano o CCL2 participa da neuroinflamação, 

aumentando a migração de macrófagos. Pacientes com traumatismo craniano 

possuem aumento dos níveis de CCL2 no fluido cerebroespinhal, até 10 dias após 

o trauma, sendo o pico nos tempos de 24 e 48 horas. Em camundongos, o pico 

dos níveis de CCL2 ocorreu nos tempos de 4 e 12 horas após o trauma. Para 

estudar o papel do CCL2 na neuroinflamação que ocorre após o traumatismo 

craniano, os autores utilizaram animais geneticamente deficientes para o CCL2. A 

ausência do CCL2 impactou na redução do volume da lesão cerebral, da perda 

neuronal, do acúmulo de macrófagos no cérebro, e da ativação de astrócitos 

(Semple e cols., 2010).  

Foram descritos aumentos da expressão de CCL2 em placas senis e na 

micróglia ativa de pacientes com Alzheimer (Ishizuka e cols., 1997). A formação 

da placa senil no Alzheimer ocorre em decorrência do acúmulo da proteína 

amiloide β e/ou pelo acúmulo de filamentos de tau. 

 

- O CCR2  

O CCR2 é um receptor acoplado a proteína G, contendo sete domínios 

transmembranares, apresentando uma região C-terminal (carboxi-terminal, 

apresentando uma carboxila) e outra N-terminal (amino-terminal, composta pelo 

grupo amina). A região N-terminal é o principal sítio de ligação do CCR2 com 

seus ligantes, enquanto que as outras regiões possuem um papel maior na 
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ativação de moléculas intracelulares (Monteclaro and Charo, 1996). A sinalização 

intracelular do CCR2 inibe adenilato ciclase e ativa a via da PI3K (Fosfatidilinositol 

cinase). O gene do CCR2 é composto por uma sequência genômica de 7kb, que 

é altamente conservada em Humanos, camundongos e ratos (Wong e cols., 

1997).  

Animais nocautes para o CCR2 são mais susceptíveis a sepse, relacionada 

com uma exacerbação do quadro inflamatório com aumento dos níveis de 

mediadores pró-inflamatórios KC e IL-6 (24 horas após o CLP) e de MIF (6 e 24 

horas após o CLP), bem como redução significativa dos níveis de IL-10 (24 horas 

após o CLP)  (Gomes e cols., 2006). 

No sistema nervoso central, o CCR2 quando ativado, induz uma cascata 

de sinalização intracelular com inativação da adenilato ciclase e redução de AMP 

cíclico e aumento da mobilização intracelular de cálcio e ativação da via da ERK 

fosforilada, tanto em células da glia, quando na microglia e no neurônio. Como 

podemos observar na figura 4.4, no astrócito o CCR2 ativado induz a síntese de 

citocinas como a IL-1β, o CCR2 induz a migração e proliferação da microglia e 

induz a excitação neuronal, tendo participação importante na dor neuropática 

(Frank-Cannon e cols., 2009).  
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Figura 4.4. O CCR2 ativa a via da ERK em neurônios, astrócitos e microglia. Quando ativado, 
o CCR2 induz a liberação de citocinas por astrócitos, induz a migração e proliferação da microglia 
e aumenta a excitação neuronal. Fonte: (Frank-Cannon e cols., 2009). 

 

Tanto o CCR2 quanto o CCL2 são expressos de forma constitutiva no 

sistema nervoso central, como no núcleo olfatório anterior, córtex cerebral, 

hipocampo, putamen, globo pálido, núcleo hipotalâmico paraventricular e 

supraoptico, amígdala, substância negra e no cerebelo. O CCL2 é encontrado 

também no núcleo gigantocelular reticular, núcleo trigeminal espinhal e motor, 

núcleo facial (Banisadr e cols., 2005a).  

O CCL2 induz o aumento da mobilização intraneuronal em cultura primária 

de neurônios do córtex cerebral, do hipocampo, do hipotálamo e do mesencéfalo 

e pode estar relacionado com a comunicação interneuronal e possivelmente com 

a neurotransmissão dopaminérgica e colinérgica (Banisadr e cols., 2005a).  

Guyon e cols. (2009) demonstrou que a injeção unilateral de CCL2 na dose 

de 50 ng (nanogramas) na substância negra aumenta a excitação neuronal, a 

liberação de dopamina e a atividade locomotora de ratos.  

O CCL2 também aumenta a excitação neuronal e a transmissão sináptica 

por mecanismos pré-sinápticos em neurônios localizados no hipocampo de ratos 

(Zhou e cols., 2011), via liberação de glutamato e ativação de NMDA.  

Diferentes mediadores inflamatórios são expressos no Sistema Nervoso 

Central e esses mediadores participam da fisiopatologia de doenças 
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neuroinflamatórias. Evidências recentes apontam o papel de quimiocinas no 

desenvolvimento e progressão doenças neurodegenerativas. No entanto, não 

existem dados que demonstram o papel do CCL2 e do seu receptor, o CCR2, na 

fisiologia do processo de aprendizado e consolidação de memória. Existem 

apenas dados que relatam que o CCL2 e o CCR2 são expressos de forma 

constitutiva em neurônios do hipocampo e são capazes de aumentar a 

excitabilidade neuronal. Por esse motivo, nós resolvemos analisar a importância 

do CCR2 na neurodegeneração, na densidade capilar funcional e no processo de 

consolidação de memória, utilizando como ferramenta de estudo, animais 

geneticamente deficientes para o CCR2 e animais C57BL6 “naive”. Avaliamos 

também os principais mecanismos fisiológicos responsáveis pela consolidação de 

memória.  
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5. Objetivos 

 

5.1. Objetivo geral 

 

Investigar se a ausência do CCR2 interfere no processo de aprendizado e na 

formação de memória, avaliando os principais mecanismos associados ao processo 

de consolidação de memória, bem como sua relação com neuroinflamação e 

neurodegeneração.  

 

5.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

- Averiguar o papel do receptor CCR2 no aprendizado e na consolidação de 

memoria dos animais jovens em comparação com os animais idosos; 

- Avaliar vias de sinalização ativadas no hipocampo durante a formação da memória 

dependente de CCR2; 

- Analisar o papel do CCR2 na sinalização neuroinflamatória e na perfusão cerebral 

dos animais jovens em comparação com os animais idosos;  

- Verificar a o papel do CCR2 na regulação da expressão da proteína amiloide β dos 

animais jovens em comparação com os animais idosos; 
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6. Materiais e métodos 

 

    Inicialmente avaliamos se a ausência do CCR2 interferia no processo de 

aprendizado e consolidação de memória dos animais jovens em comparação com os 

animais idosos, utilizando como testes a natação forçada e a esquiva passiva.  

Nosso próximo passo foi verificar a expressão de mediadores importantes para o 

processo de consolidação de memória no hipocampo dos animais geneticamente 

deficientes para o CCR2 (CCR2-/-).  

Como os animais CCR2-/- apresentaram comprometimento da cognição, nós 

resolvemos avaliar a expressão de proteína amiloide β no cérebro dos animais, bem 

como a neuroinflamação e a expressão de marcadores da via da apoptose.  

Na tabela 1 podemos visualizar o número de animais utilizados em cada etapa 

do desenho experimental.  

 

6.1. Animais 

Utilizamos animais C57Bl6 machos e animais geneticamente deficientes para o 

CCR2 (CCR2-/-) machos fornecidos pelo CECAL (Fiocruz, Brasil) com idade de 5 

semanas, 10 semanas e 1 ano e meio. Os animais geneticamente deficientes para o 

CCR2 são homozigotos para a deficiência, confirmado por PCR. Durante a permanência 

dos animais no nosso biotério, os animais foram mantidos sob temperatura constante de 

24ºC com ciclo dia e noite regular, com acesso livre a água e a comida. Todos os 

experimentos estão de acordo com o Comitê de Ética no Uso de Animais da Fundação 

Oswaldo Cruz (CEUA- Fiocruz), licença número LW36/10. 
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Experimento Idade dos animais Grupos experimentais 

Natação forçada Adultos Jovens (10 semanas) 8 animais C57BL6 e 8 animais CCR2-/- 

Esquiva inibitória de múltiplos 

treinos 

Jovens (5 semanas de idade) 5 animais C57BL6 e 5 animais CCR2-/- 

Esquiva inibitória de múltiplos 

treinos 

Adultos jovens (10 semanas) 18 animais C57BL6 e 8 animais CCR2-/- 

Esquiva inibitória de um treino Adultos jovens (10 semanas) 7 animais C57BL6 e 7 animais CCR2-/- 

Natação forçada e esquiva inibitória 

de um treino 

Idosos (1 ano e meio) 7 animais C57BL6 e 10 animais CCR2-/- 

Esquiva inibitória de múltiplos 

treinos 

Idosos (1 ano e meio) 7 animais C57BL6 

e 7 animais CCR2-/- 

Análise da Perfusão Cerebral Jovens e idosos 3 animais C57BL6 Jovens; 4 animais 

C57BL6 Idosos; 4 animais CCR2-/- 

Jovens; 

4 animais CCR2-/- Idosos 

Tabela 1. Dados dos animais utilizados em cada etapa do desenho experimental. 

 

6.2. Avaliação da memória contextual através do Morris Water Maze 

Os animais utilizados nesse ensaio eram naive e não foram submetidos 

anteriormente a nenhum ensaio comportamental. Os animais foram colocados na 

piscina (caixa d’água, como podemos observar na figura 6.1) por 3 dias consecutivos, e 

dentro da piscina havia uma plataforma submersa colocada sempre no mesmo 

quadrante (Morris, 1984). A temperatura da água foi mantida a mesma do ambiente, em 

torno de 24 ºC. A piscina apresentava pontos de referência. Em todos os dias nós 

colocamos os animais uma vez na piscina, mantendo sempre o mesmo ponto de partida 

e contamos o tempo que o animal demorava para encontrar a plataforma (tempo de 

latência a plataforma). No primeiro dia, se o animal não encontrasse a plataforma nós 

direcionávamos gentilmente para plataforma. O tempo máximo para o animal encontrar 

a plataforma era de 1 minuto. Não realizamos a contagem do tempo que o animal 
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permanecia na plataforma. No final do teste nós analisamos a curva de aprendizado. Os 

experimentos foram analisados no software N-Maze.  

  

Figura 6.1. Caixa d’água utilizada no experimento de natação forçada. As 

dimensões da caixa d’água são: 0,84 metros de altura, 1,14 de diâmetro da base, 1,54 de 

diâmetro superior, comportando 1000 litros de volume. 

 Os grupos experimentais foram 7 animais C57BL6 e 10 animais CCR2-/- com 

uma ano e meio de idade; 8 animais C57BL6 e 8 animais CCR2-/- com 10 semanas de 

idade. 
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6.3. Esquiva passiva 

 

6.3.1. “Single trial” – esquiva de um treino 

O protocolo experimental foi baseado no protocolo descrito pelos autores (Reis e 

cols., 2010). Os animais utilizados nesse ensaio eram naive e não foram submetidos 

anteriormente a nenhum ensaio comportamental. Neste teste nós colocamos os animais 

na caixa de esquiva passiva. Esta caixa é composta por uma plataforma segura e uma 

grade de choque. Este teste foi composto por treino, teste da memória de curto prazo, 

90 minutos após o treino e teste da memória de longo prazo, 24 horas após o treino. No 

treino e nos testes nós contamos o tempo que o animal permaneceu na plataforma 

segura, o tempo de latência a plataforma. Quando os animais desciam da plataforma 

segura e apoiavam as quatro patas na grade, eles recebiam um choque de intensidade 

de 0,7 mA por 3 segundos. O tempo máximo de latência a plataforma foi de 180 

segundos. 

 

Figura 6.2. Caixa utilizada no ensaio de esquiva inibitória. A caixa de esquiva inibitória 

consiste de uma plataforma de 2,5 cm de altura x 7,0 cm de largura x 25,0 cm de comprimento, 

localizada no lado direito de uma caixa de acrílico de 50 x 25 x 25 cm. O piso da caixa é formado 

por uma grade com uma série de barras paralelas de aço inoxidável (0,1 cm de diâmetro) 

espaçadas a cada 1,0 cm.   

6.3.2. “Multiple trial” – esquiva de múltiplos treinos 

 O protocolo experimental foi baseado no protocolo descrito pelos autores Reis e 

cols. (2010).  Os animais utilizados nesse ensaio eram naive e não foram submetidos 

anteriormente a nenhum ensaio comportamental. A esquiva de múltiplos treinos foi 

usada para analisar quantos treinos eram necessários para os animais aprenderem. 
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Neste teste, nós fizemos o número de treinos necessário para que o animal 

permanecesse por 3 minutos na plataforma segura. Neste teste nós contamos o tempo 

de latência a plataforma e o número de treinos necessários para o animal permanecer 

por 3 minutos na plataforma. Nós realizamos a análise da memória de curto prazo (90 

minutos após o treino) e a memória de longo prazo (24 horas após o treino) e o 

esquecimento 7 e 8 dias após o treino. Na sessão treino, se o animal descesse da 

plataforma e apoiasse as quarto patas na grade, ele receberia um choque de 0.7mA por 

3 segundos.  

6.4. Ensaio de campo aberto e teste de inibição de pré-pulso (PPI) 

Os animais utilizados nesse ensaio eram naive e não foram submetidos 

anteriormente a nenhum ensaio comportamental. No ensaio de campo aberto, os 

animais foram colocados dentro da caixa de campo aberto por 5 minutos e nós 

contamos o número de cruzamentos (cruzamento de linhas quadriculares desenhadas 

no chão da caixa) e levantamentos (ficar em pé apoiado nas patas traseiras) dos 

animais.  

 Na inibição de pré-pulso, os animais foram colocados dentro da caixa, com a 

grade em seus pés, que estava conectada ao computador, que avaliava a resposta de 

sobressalto dos animais durante a exposição a um som de 120 dB.     

6.5. Western blotting 

Nós eutanaziamos animais CCR2-/- e C57BL6 näive (que não foram submetidos 

a esquiva passiva) e animais submetidos a esquiva passiva nos tempos de 1 hora, 6 

hora e 12 horas após o treino. Os animais foram eutanaziados com isoflurano, e 

perfundidos com solução salina por 10 minutos. Após este procedimento, nós 

removemos o cérebro dos animais e isolamos o hipocampo. O hipocampo foi macerado 

na presença de 100 μl de tampão RIPA com inibidores de protease e fosfatase. A 

amostra foi congelada em gelo seco e em seguida descongelada e centrifugada a 10000 

RPM por 10 minutos. Após este procedimento, o sobrenadante da amostra foi coletado 

e quantificamos proteínas usando o Kit do BCA. 80 μg de proteína foram aplicados em 

cada poço do gel de eletroforese (12%). Após fazermos a corrida do gel, nós 
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transferimos as proteínas para a membrana do Odyssey. Após a transferência, nós 

incubamos a membrana com solução de bloqueio (PBS 1X + 5% de soro de albumina 

bovina + 0,05% of tween) por uma hora. Então a membrana foi incubada com anticorpos 

específicos, anti-p42-44 MAPK (cell signaling), anti-phospho-p42-44 MAPK (Cell 

signaling), anti-BDNF (Abcam – Ab6201), anti-PSD95 (Abcam – Ab18258) e anti-

synaptophysin (Abcam – Ab8049), diluído em solução de bloqueio, por 24 horas. Nós 

usamos os anticorpos secundários conjugados com IRDye 680 RD (Li-cor - 926-68170) 

or IRDye 800cw (Li-cor - 824-08365). A membrana foi scaneada no Odyssey e a 

intensidade das bandas foram analisadas no software Image StudioTM da marca Li-cor, . 

6.6. Imunohistoquímica 

Os animais foram eutanaziados com isoflurano e perfundidos com solução salina 

por 10 minutos, seguido de PBS 1X contendo 4% de paraformaldeído por 5 minutos e 

com PBS1X acrescido de 10% de sacarose por 5 minutos. Após esse procedimento, 

nós removemos o cérebro dos animais, e incubamos com PBS 1X contendo 20% de 

sacarose por 24 horas, e com PBS1X contendo 30% de sacarose por 24 horas. Após 

esses procedimentos, os cérebros foram congelados em gelo seco e cortados em 

criostato (40 μm de espessura). As fatias de cérebro foram colocadas em lâminas 

gelatinizadas. Nós incubamos os cérebros primeiro com solução de bloqueio (tampão 

fosfato + 5% de soro de cabra com 0,05% de triton), após com anticorpos primários para 

detectar PSD95 e Sinaptofisina, proteína amiloide β, IBA-1 por 24 horas. No dia 

seguinte, as fatias de cérebro foram incubadas com anticorpos secundários conjugados 

com alexa 594 (Life – A11012) e alexa 488 (Life - A11001). O núcleo foi corado com 

DAPI. Nós analisamos as fatias no microscópio de fluorescência e no microscópio 

confocal. A expressão de IBA-1 foi quantificada no software image J versão 1.48 

desenvolvido pelo “National Institute of Health” (NIH) dos Estados Unidos (Instituto 

nacional de saúde). 

6.7. Análises da microcirculação cerebral por microscopia intravital 

Os animais foram anestesiados com uma mistura de ketamina e xilazina (100 

mg/Kg e 10 mg/kg, respectivamente, por via intraperitoneal), o animal foi mantido 

com ventilação espontânea. A visualização da microcirculação cerebral foi realizada 
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em seguida a uma craniotomia no osso parietal direito com o auxílio de uma broca, 

permitindo a exposição da membrana pia-máter  (Araujo e cols., 2012). Esta janela 

craniana permite a observação dos vasos sanguíneos desta rede vascular que fica 

sob o feixe de luz (Carvalho-Tavares e cols., 2000; Svoboda e cols., 1997). O campo 

a ser observado foi continuamente mantido sob superfusão com líquido 

cefalorraquidiano artificial. 

6.8. Avaliação da densidade capilar funcional 

        Após a administração i.v. de fluoresceína dextran (FITC-dextran 150), as 

imagens da microcirculação foram adquiridas através do software Archimed 3.7.0. A 

contagem de capilares foi feita com o auxílio do software Saisam 5.1.3. Foram feitas 

imagens seriadas com oculares de 10 x e objetivas de 10x com duração de 1 minuto 

para cada campo e calculadas por número de capilares por mm2. Somente foram 

computados os capilares perfundidos continuamente (densidade capilar funcional) 

(Sabino e cols., 2008). Após o procedimento todos os animais foram sacrificados. 

6.9. Avaliação da interação leucócito-endotélio 

Para marcação dos leucócitos circulantes, foi feita a administração i.v. de 0,3 

mg/kg de rodamina 6G e os leucócitos com a fluorescência associada foram 

visualizados através da microscopia descrita acima. A interação leucócito-endotélio 

foi avaliada determinando, como leucócitos aderidos, os que permaneceram 

estáticos ao longo de 100 m da parede venular por um período de 30 segundos e 

como rolantes, quando as células marcadas se moviam dentro do vaso em 

velocidade inferior aos eritrócitos circulantes e foi expressa em numero de 

células/min. 

6.10. Avaliação do fluxo sanguíneo cerebral por Laser Speckle 

O fluxo sanguíneo cerebral foi avaliado nos animais com a janela craniana 

crônica já implantada previamente. Os animais foram anestesiados com alfa-

cloralose (25 mg/kg, i.p.) e colocados sob um sistema de laser Speckle com 

contraste de imagem com comprimento de onda de 785 nm para medida contínua da 

perfusão sanguínea tecidual em tempo real. Fizemos 16 imagens/seg. As imagens 
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foram analisadas utilizando o software do fabricante. Após os animais se 

recuperarem do procedimento anestésico, os mesmos voltaram para o biotério. 

6.11. Análise estatística 

Os dados foram plotados no software GraphPad Prism versão 5 produzido pela 

GraphPad Prism Software, inc.  No “water maze” utilizamos teste não paramétrico 

kruskal-Wallis, utilizando o teste Dunn’s de comparação múltipla como pós teste. Os 

dados foram considerados estatisticamente diferentes quando apresentaram p≤0.05. 

Na esquiva passiva de múltiplos treinos, nós usamos o teste “one way anova” 

como teste estatístico. Os dados foram considerados estatisticamente diferentes quando 

apresentaram p≤0.05. 

Nos gráficos de coluna (Esquiva passiva, PPI, campo aberto, densitometria do 

western blotting, e intensidade de fluorescência da imunohistoquímica) a diferença 

estatística foi avaliada através do T-test onde os dados foram considerados 

estatisticamente diferentes quando apresentaram p≤0.05.  
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7. Resultados e discussão 

O processo de aprendizado e memória é fundamental para a realização de 

atividades do dia a dia. Aprendemos a caminhar, a pensar, a planejar. O 

aprendizado e a formação da memória envolvem regiões específicas do Sistema 

Nervoso Central (Izquierdo, 2011).  

A memória é classificada em: memória imediata, quando formada em 

segundos; memória recente, que ocorre em horas; memória remota, que permanece 

por meses ou anos. A formação da memória depende das informações obtidas a 

partir dos nossos sentidos. A memória recente (de curto prazo) é armazenada no 

hipocampo e na amígdala (Izquierdo, 2011). A memória de curto prazo é instável e 

poderá ser consolidada ou não, se for consolidada ela dá origem a memória de 

longo prazo. Poucos dados na literatura reportam a importância de quimiocinas e 

citocinas no processo de aprendizado e formação de memória. Tanto o CCL2 quanto 

o CCR2 são expressos de forma constitutiva no hipocampo, por esse motivo 

resolvemos analisar a participação do CCR2 na formação da memória. 

Inicialmente, antes de analisarmos a cognição dos animais, nós 

verificamos se os animais geneticamente deficientes para o CCR2 (CCR2-/-) 

apresentavam alteração motora através do ensaio em campo aberto (“Open Field”), 

da análise da velocidade do nado forçado (“Water maze”) e atividade reflexa através 

do ensaio de inibição de pré-pulso (PPI, que vem do inglês pre-pulse inhibitory).  

Nós realizamos o ensaio em campo aberto em animais CCR2 -/- machos 

com 10 semanas de idade e em animais C57BL6 machos com 10 semanas de 

idade. No ensaio em campo aberto, nós colocamos o animal na caixa, que contém 

16 quadrantes e contamos o número de quadrantes que os animais cruzam 

(cruzamento, que vem do inglês “crossing”) e o número de elevações, onde o animal 

fica suspenso sob as duas patas traseiras (que vem do inglês “rearing”). A duração 

do ensaio em campo aberto foi de 5 minutos.  

Como podemos ver na figura 7.1, os animais CCR2 -/- apresentam 

número de quadrantes cruzados (Figura 7.1A, aproximadamente 100 quadrantes 

tanto no CCR2-/- quanto no C57BL6) e de levantamentos similares aos animais 

C57BL6 (Figura 7.1B, aproximadamente 35 levantamentos no grupo CCR2-/- e 25 
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levantamentos no grupo C57BL6). O ensaio de campo aberto é muito utilizado para 

avaliar a atividade locomotora do animal, como o animal explora o ambiente e 

também a ansiedade do animal (Christmas and Maxwell, 1970; Prut and Belzung, 

2003). Esses dados sugerem que o animal CCR2 -/- e os animais C57BL6 

apresentam a resposta motora preservada, não sugerindo depressão ou ansiedade, 

uma vez que ambos os grupos exploram a caixa da mesma forma. O ensaio de 

campo aberto é utilizado no estudo do efeito de ansiolíticos, como os 

benzodiazepínicos (Prut and Belzung, 2003). Animais com quadro de ansiedade 

apresentam aumento do número de cruzamentos ou levantamentos, percorrendo 

uma distância maior na caixa, em comparação com animais sadios. O ensaio de 

campo aberto é utilizado também para avaliar a capacidade cognitiva do animal. No 

entanto, o teste é compreendido por dois dias, onde o primeiro dia é feito o treino, 

onde o animal irá explorar mais o ambiente, uma vez que o ambiente é novo pra ele. 

No dia do teste, 24 horas após o treino, como o animal se recorda da caixa, a 

tendência é que ele explore menos o ambiente, apresentando número de 

cruzamentos e de levantamentos significativamente menor, em comparação com o 

treino. No entanto, quando o animal apresenta comprometimento da cognição, o 

número de cruzamentos ou levantamentos, permanece igual, quando comparados o 

dia do teste com o dia do treino. Esse teste foi utilizado por Reis e cols. (2010) para 

analisar a cognição de animais durante a infecção murina por Plasmodium 

berghei ANKA, assim como em animais sobreviventes da sepse (Tuon e cols., 

2008). 

Nós também realizamos a natação forçada, filmando a natação dos 

animais com auxílio de uma webcam. A webcam estava conectada ao computador e 

a análise dos vídeos foi realizada no software Any Maze, para avaliar a velocidade 

de nado dos animais durante 5 minutos. Como podemos observar na figura 7.2, os 

animais CCR2-/- se deslocam da mesma forma que os animais C57BL6.  E esse 

dado sugere que o animal tem atividade motora preservada. Quando o animal 

apresenta alteração motora, a velocidade de nado encontra-se reduzida (Duclot e 

cols., 2012; Vozeh e cols., 2006).  
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Figura 7.1. Atividade motora dos animais CCR2-/- e C57BL6 no ensaio de campo aberto. Os animais 

CCR2-/- e C57BL6 foram submetidos ao ensaio em campo aberto, onde analisamos a atividade motora dos 
animais na caixa do ensaio de campo aberto no período de 5 minutos. Para avaliar a atividade motora dos 
animais nós realizamos a contagem do número de quadrantes cruzados e o número de levantamentos realizados 
pelos animais. Os animais CCR2-/- e C57BL6 apresentam o número de quadrantes cruzados e o número de 
levantamentos similares.  Os grupos experimentais consistem de 7 animais por grupo. Os resultados 
representam a média + E.P.M. (Erro padrão da média).  
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Figura 7.2. Velocidade de natação dos animais CCR2-/- e C57BL6 durante a natação forçada. Os animais 

CCR2-/- e C57BL6 foram submetidos a natação forçada. Os animais foram colocados na piscina por 5 minutos. 
A velocidade do nado dos animais dos animais na piscina no software Any maze. Os animais CCR2-/- e C57BL6 
apresentam velocidade de nado.  Os grupos experimentais consistem de 7 animais por grupo. Os resultados 
representam a média + E.P.M. (Erro padrão da média).  
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O reflexo dos animais foi explorado através da inibição de pré-pulso (PPI). 

Neste teste avaliamos se o sobressalto dos animais foi similar no estímulo auditivo 

forte, para verificar se o reflexo dos animais (sobressalto) em resposta ao estímulo 

auditivo estava preservado. O sobressalto está representado na figura 7.3 como 

unidade arbitrária. Como podemos observar o sobressalto foi similar entre os 

animais C57BL6 e CCR2 -/-. E esse dado sugere que o animal tem a resposta 

reflexa preservada. O teste do PPI avalia a resposta sensório-motora e é 

amplamente utilizado para avaliar modelos de esquizofrenia em animais. Em 

modelos de animais esquizofrênicos a resposta ao pré-pulso não é inibida 

(Buccafusco and Buccafusco, 2009), e a resposta reflexa do animal é a mesma 

independente da intensidade do estímulo auditivo.  
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Figura 7.3. Atividade reflexa dos animais CCR2-/- e C57BL6 em resposta ao estímulo auditivo. Os animais 

CCR2-/- e C57BL6 foram colocados dentro de uma caixa, presa numa grade, que contém um sensor que detecta 
o movimento das patas dos animais e envia as informações para o computador. Nós avaliamos a resposta de 
sobressalto dos animais (reflexo) quando estimulados com estímulo auditivo de 120 Db. Essa resposta de 
sobressalto está representada no eixo Y do gráfico, como unidade arbitrária. Os animais CCR2 -/- e C57BL6 
apresentam a resposta de sobressalto similar, indicando que o reflexo dos animais encontra-se preservado.  Os 
grupos experimentais consistem de 7 animais por grupo. Os resultados representam a média + E.P.M. (Erro 
padrão da média).  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

U
n

id
ad

es
 a

rb
it

rá
ri

as
 

C57BL6 CCR2 -/- 



 

Ministério da Saúde 
FIOCRUZ 
Fundação Oswaldo Cruz 
 

Instituto Oswaldo Cruz 
Pós-Graduação em Biologia Celular e Molecular 

 

34 
 

Como os animais não apresentaram alteração da atividade motora e nem 

do reflexo, nosso próximo passo foi analisar o aprendizado dos animais através da 

natação forçada e da esquiva inibitória de múltiplos treinos. Avaliamos também a 

consolidação de memória de curto prazo e de longo prazo na esquiva inibitória de 

um treino.  

  Realizamos o Morris Water Maze dos animais CCR2-/- e C57BL6 com 10 

semanas de idade (Jovem) por 3 dias consecutivos (figura 7.4). Em cada dia, os 

animais eram colocados na piscina e fizemos a contagem do tempo de latência dos 

animais para encontrar a plataforma. O tempo máximo de latência era de 1 minuto, 

da mesma forma como descrito por Buccafusco and Buccafusco (2009). Adotamos 

esse tempo, pois quando deixamos os animais em tempo superior a um minuto eles 

param de nadar e começam a flutuar na piscina. 

 Como podemos observar na figura 7.4, os animais C57BL6 com 10 semanas 

de idade (Figura 7.4) aprenderam no terceiro dia do teste, com tempo aproximado de 

latência no terceiro dia de 20 segundos. Os animais CCR2-/- jovens (Figura 7.4) não 

aprendem no terceiro dia da natação, apresentaram tempo de latência em torno de 

35 segundos. Esses dados nos indicam que os animais geneticamente deficientes 

para o CCR2 possuem prejuízo da cognição. A natação forçada aumenta a 

motivação do animal para aprender e formar a memória, fazendo com que ele 

escape de forma mais rápida da piscina ao subir na plataforma submersa 

(Buccafusco and Buccafusco, 2009). Os animais não flutuaram durante o teste. A 

natação avalia o aprendizado e a memória espacial.. Por isso o resultado observado 

na figura 7.4, sugere que o CCR2 -/- apresenta comprometimento do aprendizado e 

da memória espacial. Algumas doenças podem alterar a resposta dos animais na 

natação forçada. Animais sépticos também demoram mais tempo para encontrar a 

plataforma em comparação com os animais não infectados (Barichello e cols., 2007). 

Animais transgênicos para a proteína precursora da amiloide β com acúmulo de 

proteína amiloide β no cérebro, também apresentam comprometimento da memória 

espacial (Hsiao e cols., 1996; Puolivali e cols., 2002). 
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Figura 7.4. Curva de aprendizado dos animais CCR2-/- e C57BL6 no “water maze”. Os animais CCR2-/- e 

C57BL6 foram submetidos à natação forçada por 3 dias consecutivos (com tempo de teste de 1 minuto). 
Realizamos a análise do tempo de latência nos três dias, e os dados foram plotados em forma de curva de 
aprendizado. No “water maze” os animais foram colocados dentro da piscina por um minuto e nós contamos o 
tempo que os animais demoravam a encontrar a plataforma submersa na piscina (latência). Durante a realização 
do teste nós observamos que os animais não flutuam. * Representa diferença estatística em relação ao 1º dia da 
natação forçada. Curva de aprendizado nos animais com 10 semanas de. Os animais C57BL6 jovens aprendem 
no terceiro dia do teste, com redução significativa do tempo de latência em relação ao primeiro dia do teste do 
grupo C57BL6. Já os animais CCR2-/- não aprendem no terceiro dia, onde o tempo de latência não foi diferente 
estatisticamente em relação ao primeiro dia do grupo de animais CCR2-/-. Os grupos experimentais consistem 
de 8 animais, sendo representativo de dois experimentos. Os resultados representam a média + E.P.M. (Erro 
padrão da média). O asterístico (*) representa diferença estatisticamente significativa do grupo C57BL6 (3º dia) 
quando comparado com o grupo C57BL6 (1º dia). 
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 Além da memória espacial, nós analisamos a curva de aprendizado e a 

formação da memória aversiva dos animais. Nós analisamos o aprendizado através 

da esquiva inibitória de múltiplos treinos, em animais com 5 semanas de idade 

(Figura 7.5) e em animais com 10 semanas (Figura 7.6), com o intuito de identificar 

quando os animais começam a apresentar as alterações cognitivas.  

A figura 6 representa a curva de aprendizado nos animais com 5 semanas 

de idade. Como podemos observar os animais CCR2-/- precisam de mais treinos 

para aprender, cerca de 7 treinos, em comparação com o grupo de animais C57BL6, 

que precisaram de cerca de 4 treinos para aprender. No entanto após os 7 treinos os 

animais CCR2-/- possuem as memórias de curto prazo (Figura 7.5C) e de longo 

prazo preservadas (Figura 7.5D), da mesma forma que os animais C57BL6. E não 

ocorre o decaimento da memória 7 dias após a esquiva. Esses dados sugerem que 

os animais CCR2-/- precisam de mais treinos para que haja a formação da memória, 

mas seu sistema de consolidação e preservação da memória permanece intacto. O 

mesmo dado foi observado nos animais CCR2-/- com 10 semanas de idade (Figura 

7.6), que precisaram de 8 treinos para aprender, enquanto que os animais C57BL6 

precisaram de cerca de 4 treinos para aprender. E após esses 8 treinos os animais 

CCR2-/- apresentam a memória de curto prazo e a memória de longo prazo 

preservadas, da mesma forma que os animais C57BL6. No entanto, o decaimento 

da memória ocorre de forma mais rápida nos animais CCR2-/- com 10 semanas de 

idade do que nos animais C57BL6. Esses dados sugerem que os animais CCR2-/- 

com 10 semanas de idade precisam de mais treinos para aprender e depois que 

aprendem conseguem formar as memórias de curto e de longo prazo. No entanto, a 

memória não é sustentada por longos períodos. A curva de aprendizado é 

importante, pois ela auxilia na formação da memória de curto prazo e de longo 

prazo, uma vez que os animais foram treinados até conseguirem aprender.  Esses 

mesmos dados são observados em humanos, onde quanto maior é a quantidade de 

treinos, maior é o aprendizado e a formação da memória (Abend e cols., 2013) 
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Figura 7.5. Curva de aprendizado dos animais CCR2-/- e C57BL6 com 5 semanas de idade na esquiva 
inibitória. Os animais CCR2-/- e C57BL6 foram submetidos à esquiva de múltiplos treinos. Nós colocamos os 

animais na caixa da esquiva, por 180 segundos e contamos o tempo que os animais permaneceram na 
plataforma segura (tempo de latência). (A e B) Realizamos o (s) treinamento (s) dos animais até que eles 
permanecessem por 180 segundos na plataforma. Uma hora e meia após o último treino de cada animal, 
avaliamos a (A e C) memória de curto prazo (A e D) e 24 horas após o último treino avaliamos a memória de 
longo prazo. (A e E) Sete dias após o treino, realizamos novamente a esquiva passiva, para verificar o 
decaimento da memória. (A e B) Os animais CCR2-/- precisam de mais treinos para aprender (cerca de 7 
treinos) em comparação com os C57BL6 (que necessitam de cerca de 4 treinos para aprender). Após os 
múltiplos treinos na esquiva, os animais CCR2-/- conseguem formar a memória de curto prazo (A e C) e de longo 
prazo (A e D), da mesma forma que aos animais C57BL6. (A e E) Os animais C57BL6 e CCR2-/-, não possuem 
decaimento da memória, 7 e 8 dias após a esquiva. Os grupos experimentais consistem de 5 animais, sendo 
representativo de dois experimentos. Os resultados representam a média + E.P.M. (Erro padrão da média). O 
asterístico (*) representa diferença estatisticamente significativa do grupo C57BL6 (3º dia) quando comparado 
com o grupo C57BL6 (1º dia), com p≤0,05 (teste T). 
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Figura 7.6. Curva de aprendizado dos animais CCR2-/- e C57BL6 com 10 semanas de idade na esquiva 
inibitória. Os animais CCR2-/- e C57BL6 foram submetidos à esquiva de múltiplos treinos. Nós colocamos os 

animais na caixa da esquiva, por 180 segundos e contamos o tempo que os animais permaneceram na 
plataforma segura (tempo de latência). (A e B) Realizamos o (s) treinamento (s) dos animais até que eles 
permanecessem por 180 segundos na plataforma. Uma hora e meia após o último treino de cada animal, 
avaliamos a (A e C) memória de curto prazo (A e D) e 24 horas após o último treino avaliamos a memória de 
longo prazo. (A e E) Sete dias após o treino, realizamos novamente a esquiva passiva, para verificar o 
decaimento da memória. (A e B) Os animais CCR2-/- precisam de mais treinos para aprender (cerca de 7 
treinos) em comparação com os C57BL6 (cerca de 4 treinos). Após os múltiplos treinos na esquiva, os animais 
CCR2-/- conseguem formar a memória de curto prazo (A e C) e de longo prazo (A e D), da mesma forma que 
aos animais C57BL6. (A e E) Os animais C57BL6 e CCR2-/-, não possuem decaimento da memória, 7 e 8 dias 
após a esquiva. O grupo C57BL6 consiste de 18 animais e o grupo CCR2-/- consiste de 8 animais, sendo 
representativo de dois experimentos. Os resultados representam a média + E.P.M. (Erro padrão da média). O 
asterístico (*) representa diferença estatisticamente significativa do grupo C57BL6 (3º dia) quando comparado 
com o grupo C57BL6 (1º dia), com p≤0,05 (teste T). 

 

* 



 

Ministério da Saúde 
FIOCRUZ 
Fundação Oswaldo Cruz 
 

Instituto Oswaldo Cruz 
Pós-Graduação em Biologia Celular e Molecular 

 

39 
 

Como os animais CCR2-/- precisam de mais treinos na esquiva inibitória, 

resolvemos analisar a memória dos animais na esquiva passiva de um treino. Para 

focar apenas no papel do CCR2 no processo de formação da memória de curto 

prazo e de longo prazo. 

A esquiva passiva de um treino foi realizada em animais CCR2 -/- e em 

animais C57BL6 com 10 semanas de idade (Figura 7.7). Na esquiva passiva de um 

treino, nós colocamos o animal na plataforma segura do aparato de esquiva e 

contamos o tempo de latência na plataforma. Quando o animal desce para a grade, 

ele recebe choque nas 4 patas com a intensidade de 700 mA por 3 milissegundos. 

Uma hora e meia (memória de curto prazo) e 24 horas após (memória de longo 

prazo), realizamos o teste da esquiva inibitória. No teste nós contamos também o 

tempo de latência dos animais na plataforma.   

Como podemos observar na figura 7.7, os animais C57BL6 com 10 

semanas apresentam tempo de latência na plataforma de aproximadamente 180 

segundos, tanto 1:30 e 24 horas após o treino, indicando que os animais 

apresentam a memória de curto prazo e de longo prazo preservadas. Os animais 

CCR2-/- com 10 semanas apresentam comprometimento da memória de curto prazo 

e de longo prazo após um treino na esquiva passiva (Figura 7.7), com média de 

tempo de latência na plataforma de cerca de 60 segundos (1:30 e 24 horas após o 

treino).  Esses dados sugerem que o CCR2 é importante para a formação da 

memória de curto prazo e de longo prazo na esquiva passiva. 
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Figura 7.7. Tempo de latência a plataforma dos animais CCR2-/- e C57BL6 na esquiva inibitória. Os 

animais CCR2-/- e C57BL6 foram submetidos à esquiva passiva com um treino. Na esquiva nós colocamos 

os animais na caixa da esquiva, por 180 segundos e contamos o tempo que os animais permaneceram na 

plataforma segura (tempo de latência). Realizamos o treinamento dos animais até que eles 

permanecessem por 180 segundos na plataforma. Uma hora e meia, contadas a partir do último treino de 

cada animal avaliamos a memória de curto prazo e 24 horas após o último treino para avaliar a memória de 

longo prazo. O grupo C57BL6 consiste de 5 animais, sendo representativo de dois experimentos. O grupo 

CCR2-/- consiste de 7 animais, sendo representativo de dois experimentos. Os resultados representam a 

mediana e intervalo. O asterístico (*) representa diferença significativamente estatística entre o grupo 

CCR2-/- (90 min. após) e o grupo C57BL6 (90 min. após), com p≤0,05 (teste one way anova). Os 

asterísticos (***) representam diferença significativa entre o grupo CCR2-/- (24 horas após) e o grupo 

C57BL6 (24 horas após), com p≤0,05 (teste one way anova). 

 

Além do CCL2, outros mediadores inflamatórios, tais como citocinas parecem 

ter também um papel importante na formação da memória. A IL-1β em níveis 

fisiológicos é importante para o LTP (potenciação de longo prazo) no hipocampo 

(Ross e cols., 2003), no entanto em níveis muito elevados, a IL-1β inibe a LTP (Ross 

e cols., 2003). A IL-1β é importante para a consolidação da memória espacial e da 

memória aversiva (Yirmiya e cols., 2002). Animais geneticamente deficientes para o 

receptor da IL-1 do tipo 1, apresentam comprometimento da consolidação de 

memória e neurogênese (Avital e cols., 2003). A IL-6 também parece ter um papel 

importante na consolidação da memória, uma vez que animais geneticamente 
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deficientes para a IL-6 apresentavam a consolidação de memória prejudicada no 

teste de reconhecimento de objetos (Hryniewicz e cols., 2007). Animais 

geneticamente deficientes para o TNF-α ou para os receptor TNF do tipo 1 (TNF-R1) 

e TNF do tipo 2 (TNF-R2) também apresentam a consolidação da memória 

prejudicada (Baune e cols., 2008). 

Vários estudos tem focado no papel do CX3CL1/CX3CR1 em condições 

patológicas, mas o CX3CL1/CX3CR1 também tem um papel fisiológico no processo 

de cognição. Animais geneticamente deficientes para o CX3CR1 apresentam 

comprometimento da cognição avaliada nos testes de habituação de campo aberto e 

de natação forçada. E essa alteração da cognição está associada a redução da LTP 

no hipocampo (Rogers e cols., 2011). O CX3CL1 tem um papel na plasticidade 

sináptica envolvida com a consolidação de memória (Sheridan e cols., 2014).  
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 Como o animal deficiente para o CCR2 tem o aprendizado retardado e a 

consolidação da memória prejudicada, nós resolvemos analisar os níveis de 

mediadores envolvidos com a consolidação da memória no cérebro dos animais 1 

hora e 12 horas após o treino na esquiva passiva.  

Kim e cols. (2012), demonstraram que a consolidação de memória ocorre 

após a ativação da via de CREB, da via da ERK e da cálcio-calmodulina (CaMKII). 

Resolvemos analisar a expressão da ERK fosforilada no hipocampo, uma hora após 

o treino na esquiva passiva, uma vez que a ERK é ativada durante o processo de 

consolidação de memória. Como podemos observar na figura 7.8, os animais 

geneticamente deficientes para o CCR2, apresentaram redução na expressão da 

ERK fosforilada no hipocampo em comparação com os animais controle C57BL6. No 

entanto, a expressão de ERK total encontrava-se preservada. A correlação entre o 

CCR2 e a via da ERK já foi observada num estudo realizado pelo nosso grupo, onde 

o CCL2 aumenta a expressão de ERK em macrófagos peritoneais ativados com LPS 

(Fonseca e cols.). Dados na literatura demonstram que a ativação da via da ERK 

ocorre via receptor NMDA (Cammarota e cols., 2000) e a ativação da via da ERK é 

importante para a síntese do BDNF (Alonso e cols., 2004; Citron, 2002).  

Nosso próximo passo foi verificar a expressão de BDNF (proteína envolvida 

com a consolidação de memória) no hipocampo dos animais CCR2-/- e C57BL6, 12 

horas após o treino na esquiva passiva. Como podemos observar na figura 9, os 

animais CCR2-/- apresentaram menor expressão de BDNF maduro no hipocampo 

em comparação com os animais C57BL6.  

 Como demonstrado por Alonso e cols. (2004), a via da ERK induz a tradução 

e a transcrição do BDNF. A redução da ativação da via da ERK observada na figura 

7.9, poderia explicar porque os animais geneticamente deficientes para o CCR2 

apresentam redução da expressão de BDNF (Figura 9).  

Já é bem descrito na literatura que o BDNF está envolvido com o processo de 

consolidação de memória. A redução da expressão de BDNF observada na figura 9, 

poderia explicar o prejuízo cognitivo observado na figura 7.7. A sigla BDNF vem do 

inglês, “Brain neurotrofic factor”. Quando o BDNF é liberado ele se liga ao seu 

receptor o TRkB que induz uma cascata de sinalização intracelular, que culmina com 
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a ativação da via da ERK e CREB. O efeito da ativação dessa cascata é a 

plasticidade neural e a formação de novas sinapses, que são responsáveis pela 

formação da memória (Yamada and Nabeshima, 2003). O BDNF é importante para a 

plasticidade neural, aumenta a densidade das espinhas dendríticas de neurônios 

piramidais na região CA1, além de aumentar a transmissão sináptica em neurônios 

do hipocampo (Lessmann e cols., 1994).  O BDNF interfere na dinâmica da vesícula 

pré-sináptica contendo a sinaptofisina, aumentando a co-localização entre a 

sinaptofisina e o PSD95 (Bamji e cols., 2006). 

Como os animais CCR2-/- apresentam comprometimento cognitivo, com 

redução da expressão de BDNF, nós resolvemos analisar se os animais 

apresentavam alteração sináptica no hipocampo. Verificamos a expressão de 

sinaptofisina e PSD95 por western blotting, bem como o índice de co-localização 

entre a sinaptofisina e o PSD95 através da imunohistoquímica. Como podemos 

observar na figura 7.10, os animais CCR2-/- apresentam redução da expressão de 

sinaptofisina e, no entanto a expressão de PSD95 é similar entre o grupo de animais 

CCR2-/- e C57BL6.  

Como há redução da expressão da sinaptofisina, ocorre redução da co-

localização entre o PSD95 e a sinaptofisina, como pode ser visualizado na figura 

7.11. Dados na literatura reportam que na esquizofrenia ocorre redução da 

expressão da sinaptofisina no hipocampo (Eastwood e cols., 1995). No entanto, o 

teste da inibição de pré-pulso não se encontra alterado (dados não mostrados). 

Doenças familiares que causam demência (Garringer e cols., 2013), diabetes do tipo 

1 e do tipo 2 (Duarte e cols., 2012), o envelhecimento (Davies e cols., 2003) e o 

Alzheimer (Callahan e cols., 1999) reduzem a expressão da sinaptofisina.  
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Figura 7.8. Expressão de ERK fosforilada no hipocampo de animais CCR2-/- e C57BL6 uma hora após um 
treino na esquipa passiva. Animais CCR2-/- e C57BL6 (10 semanas) foram submetidos a esquiva de um treino 

(0.7 mA, 3s) e uma hora após, os animais foram perfundidos com salina. O hipocampo foi dissecado e preparado 
para análise por western blotting. (A) Western representativo da ERK total e da ERK fosforilada em animais 

naive (que não foram submetidos a esquiva passiva) AS bandas 1, 2 e 3 = C57BL6; As bandas 4, 5 e 6= CCR2-/- 
. (B) Western representativo da ERK total e fosforilada em animais CCR2-/- e C57BL6 1 hora após a esquiva 

passiva, bem como da beta-actina, usada como normalizador da quantidade de proteína. As bandas 1, 2 e 3= 
C57BL6; As bandas 4, 5, 6, 7= CCR2-/-. (C) Densitometria da ERK fosforilada da figura B, normalizada pela ERK 
total. (D) Densitometria da ERK fosforilada da figura B, normalizada pela β-actina. (E) Densitometria da ERK 
total, normalizada pela  β-actina. (A) Os grupos experimentais consistem de 3 animais, sendo representativo de 
dois experimentos. (B) O grupo C57BL6 consiste de 3 animais, sendo representativo de dois experimentos. O 

grupo CCR2-/- consiste de 4 animais, sendo representativo de dois experimentos. Os resultados representam a 
média + E.P.M. (Erro padrão da média). O asterístico (*) representa diferença significativamente estatística entre 
o grupo CCR2-/- e o grupo C57BL6, com p≤0,05 (teste T). 
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Figura 7.9. Expressão de BDNF no hipocampo de animais CCR2-/- e C57BL6, 12 horas após o treino na 
esquiva passiva. Animais CCR2-/- e C57BL6 (10 semanas) foram submetidos a esquiva de um treino (0.7 mA, 

3s) e doze horas após, os animais foram perfundidos com salina. O hipocampo dos animais C57BL6 e CCR2-/- 
foi dissecado e preparado para análise por western blotting. (A) Western blotting do fator neurotrófico derivado 

do cérebro (BDNF) antes da esquiva passiva e beta-actina que é o controle do carregamento de proteína. 
Bandas 1 e 2= C57BL6, Bandas 3 e 4=CCR2-/- (B) Western blotting para BDNF representativo do hipocampo de 

animais 12 horas após a esquiva passiva e beta-actina que é o controle do carregamento de proteína. As bandas 
1, 2 e 3= C57BL6; As bandas 4, 5, 6, 7= CCR2-/-. (C) Densitometria do BDNF da figura A, normalizada pela β-
actina. (D) Densitometria do BDNF da figura B, normalizada pela β-actina. (A) Os grupos experimentais 
consistem de 3 animais, sendo representativo de dois experimentos. (B) O grupo C57BL6 consiste de 3 animais. 

O grupo CCR2-/- consiste de 4 animais. Os resultados representam a média + E.P.M. (Erro padrão da média). O 
asterístico (*) representa diferença significativamente estatística entre o grupo CCR2-/- e o grupo C57BL6, com 
p≤0,05 (teste T). 
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Figura 7.10. Expressão de sinaptofisina e PSD95 no hipocampo de animais CCR2-/- e C57BL6. Animais 

CCR2-/- e C57BL6 (10 semanas) foram perfundidos com salina. O hipocampo dos animais CCR2-/- e C57BL6 foi 
dissecado e preparado para análise por western blotting. (A) Western blotting para análise da expressão da 

sinaptofisina no hipocampo dos animais C57BL6 e CCR2-/- e a beta-actina que é o controle do carregamento de 
proteína. Bandas 1, 2, 3 e 4= C57BL6, Bandas 5, 6, 7, 8, 9=CCR2-/-. (B) Western blotting para análise da 

expressão do PSD95 no hipocampo dos animais C57BL6 e CCR2-/- e a beta-actina que é o controle do 
carregamento de proteína. Bandas 1, 2, 3 e 4= C57BL6, Bandas 5, 6, 7, 8, 9=CCR2-/- . (C) Densitometria da 
sinaptofisina normalizada pela β-actina. (D) Densitometria do PSD95 normalizado pela β-actina. (A) O grupo 

C57BL6 consiste de 4 animais, sendo representativo de dois experimentos. O grupo CCR2-/- consiste de 5 
animais, sendo representativo de dois experimentos. (B) O grupo C57BL6 consiste de 4 animais, sendo 

representativo de dois experimentos. O grupo CCR2-/- consiste de 5 animais, sendo representativo de dois 
experimentos. Os resultados representam a média + E.P.M. (Erro padrão da média). O asterístico (*) representa 
diferença significativamente estatística entre o grupo CCR2-/- e o grupo C57BL6, com p≤0,05 (teste T). 
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Figura 7.11. Expressão e co-localização entre PSD95 e sinaptofisina no hipocampo de animais CCR2-/- e 

C57BL6. A expressão da proteína pré-sináptica sinaptofisina e da proteína pós-sináptica PSD95 foi analisada no 

hipocampo dos animais com 10 semanas de idade através da imunohistoquímica.  (A) Gráfico representativo do 

índice de co-localização de sinaptofisina (pixels) e de PSD95 (pixels) no hipocampo do grupo de animais CCR2-/-. (C) 

Gráfico representativo do índice de co-localização de sinaptofisina (pixels) e de PSD95 (pixels) no hipocampo do 

grupo de animais C57BL6. (B) Representa a imunohistoquímica com a expressão de PSD95 (em verde) e da 

sinaptofisina (em vermelho) no animais CCR2-/-. A co-localização entre a sinaptofisina e o PSD95 possui cor 

amarela. (D) Representa a imunohistoquímica com a expressão de PSD95 (em verde) e da sinaptofisina (em 

vermelho) no animais C57BL6 A co-localização entre a sinaptofisina e o PSD95 possui cor amarela. Os grupos 

experimentais consistem de 4 animais.  
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 Como os animais apresentam alteração da memória, resolvemos investigar  a 

deposição de proteína amiloide β no cérebro dos animais CCR2-/- e C57BL6 com 10 

semanas de idade por imunohistoquímica (Figuras 7.12 e 7.13). Como podemos 

observar na figura 7.12, os animais CCR2-/- apresentam aumento da expressão da 

proteína amiloide β no hipocampo em comparação com os animais C57BL6. Os 

animais CCR2-/- com 10 semanas de idade (Figura 7.13) também apresentam 

acúmulo de proteína amiloide β no córtex. El Khoury e cols. (2007) demonstraram 

que animais geneticamente deficientes para o CCR2 e transgênicos para APP 

(superexpressam APP), desenvolvem o Alzheimer de forma mais acelerada e 

possuem mortalidade precoce. Nesse estudo eles observaram que os animais 

CCR2-/- e transgênicos para APP jovens, acumulavam mais proteína amiloide β 1-

42 na região perivascular e esse acúmulo ocorre devido à redução da migração da 

micróglia para o sistema nervoso central. E esses dados sugerem um possível papel 

da micróglia na eliminação da proteína amiloide β.  

 Nosso próximo passo foi avaliar se os camundongos CCR2-/- adultos jovens 

apresentavam aumento dos níveis de biomarcadores de neuroinflamação no 

cérebro, através da dosagem dos níveis de citocinas e quimiocinas, da quantificação 

da expressão de IBA-1 (marcador de micróglia) no hipocampo (Figura 7.14) e no 

córtex (Figura 7.15) dos animais, bem como da anáslise da expressão das capases 

inflamatórias 1 e 12 (Figuras 17 e 18) nos animais C57BL6 e CCR2-/- com 10 

semanas de idade, através da imunohistoquímica. Os animais CCR2-/- apresentam 

a mesma expressão de micróglia quiescente, em comparação com os animais 

C57BL6 no hipocampo. No córtex existe uma tendência a menor expressão de 

micróglia quiescente e esse dado também foi observado pelo grupo do El Khoury e 

cols. (2007). A possível explicação para o acúmulo de proteína amiloide β no 

cérebro dos animais CCR2-/-, é em decorrência de uma falha na fagocitose e na 

eliminação da proteína amiloide β no cérebro ou pelo aumento da quantidade de 

proteína precursora da proteína amiloide β. Para explicar essa hipótese será 

necessário um ensaio de fagocitose com a micróglia dos animais CCR2-/- e C57BL6, 

bem como a análise da expressão da APP no cérebro dos animais. Estes 

experimentos já estão planejados e serão reportados em publicações subsequentes 

a esta tese. 
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  Outra análise que nós realizamos foi à quantificação de citocinas e 

quimiocinas no córtex dos animais e no hipocampo. As citocinas analisadas foram 

TNF-α, IL-1β, IFN-γ e IL-10, e as quimiocinas foram o CCL2 e o KC. Como podemos 

observar na figura 16, os níveis das citocinas se encontram semelhantes nos 

animais C57BL6 e CCR2-/-. O TNF-α, se encontra aumentado no cérebro de 

pacientes com Alzheimer e já está bem descrito o seu papel na patogênese do 

Alzheimer. O TNF-α age em sinergismo com o IFN-γ, aumentando a formação da 

proteína amiloide β (Blasko e cols., 1999). A IL-1β também se encontra elevada no 

cérebro de indivíduos com Alzheimer. A IL-1β é um potente agente pró-inflamatório, 

ativando de forma robusta a micróglia e os astrócitos e aumentando a migração de 

leucócitos periféricos (neutrófilos, células TCD4+ e CD8+, células dendríticas e 

monócitos) para o tecido cerebral (Shaftel e cols., 2008).  Em pacientes com 

Alzheimer há o aumento da IL-8 e esse aumento se correlaciona com a presença de 

déficit cognitivo (Alsadany e cols., 2013). O CCL2 também está aumentado em 

pacientes com Alzheimer, e está correlacionado com aumento do depósito de 

proteína amiloide β no cérebro e com o declínio precoce da cognição (Galimberti e 

cols., 2006; Westin e cols., 2012). No entanto, existe um paradoxo em relação ao 

CCL2. Animais geneticamente deficientes para o CCR2, também acumulam a 

proteína amiloide beta de forma precoce, o que leva a mortalidade precoce dos 

camundongos (El Khoury e cols., 2007).   

 Para que ocorra a maturação da IL-1β, a pró-IL-1β é clivada sob a ação da 

caspase-1. No Alzheimer a caspase-1 é importante para a patogênese. Animais 

geneticamente deficientes para caspase-1 possuem proteção da perda da memória 

espacial e aumento da fagocitose e eliminação da proteína amiloide β (Heneka e 

cols., 2013). Como a caspase-1 tem um papel importante na fisiopatologia do 

Alzheimer, nós resolvemos analisar a expressão da caspase-1 no hipocampo dos 

animais CCR2-/- e C57BL6 (Figura 7.17). No entanto, de forma inesperada, os 

animais geneticamente deficientes para o CCR2 apresentam redução da expressão 

da caspase-1 no hipocampo.  Algumas alterações genéticas levam a essa redução 

da expressão da pró-caspase (Heymann e cols., 2014). Outro fator que controla a 

expressão da caspase-1 é a caspase-12, possuindo um feedback negativo (Scott 
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and Saleh, 2007). Por isso nós resolvemos analisar a expressão da caspase-12 no 

hipocampo dos animais, e conforme esperávamos, há um aumento significativo da 

expressão da caspase-12 clivada no hipocampo dos animais CCR2-/- em 

comparação com os animais C57BL6 (Figura 7.18). A caspase-12 também inibe a 

ativação do fator de transcrição NF-κB, que é importante para a síntese de várias 

citocinas. O que poderia explicar porque os animais CCR2-/- não possuem aumento 

dos níveis de citocinas e quimiocinas (figura 7.16), conforme é observado no 

Alzheimer.  

 Está descrito na literatura que a caspase-12 está envolvida com o estresse de 

retículo via ativação da caspase-3 e é uma das vias ativadas durante apoptose 

neuronal no Alzheimer (Hitomi e cols., 2004; Ishige e cols., 2007).  Por isso, nós 

realizamos western blotting do hipocampo dos animais CCR2-/- e C57BL6, para 

analisar a expressão da caspase-3. Como resultado preliminar nós observamos que 

os animais CCR2-/- apresentam aumento da expressão da caspase-3 clivada em 

comparação com os animais C57BL6 (Figura 7.19). Futuramente iremos averiguar 

se os animais apresentam aumento do estresse de retículo, bem como faremos o 

ensaio de TUNEL para verificar a apoptose neuronal.  
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Figura 7.12. Expressão de proteína amiloide β no hipocampo de animais CCR2-/- (B) e C57BL6 (A) com 10 
semanas de idade. Os animais C57BL6 (A) e CCR2-/- (B) foram perfundidos com salina, os cérebros dos animais 

CCR2-/- e C57BL6 foram dissecados e preparados para a realização de criocorte. Os cérebros foram fatiados em 
criostato, com a espessura de 20 micrometros. Realizamos a imunohistoquímica de proteína beta-amilóide  (anticorpo 
anti-proteína amiloide β 1-16 /E-10 da marca covance) no cérebro dos animais (Marcação em vermelho) e o núcleo 
foi marcado com DAPI. As lâminas contendo os cérebros foram analisadas em microscópio confocal utilizando 
aumento de 60 vezes. (A)  Imunohistoquímica representativa de beta-amilóde no hipocampo de animais C57BL6. (B) 

Imunohistoquímica representativa da expressão de beta-amilóde no hipocampo de animais CCR2-/-. A imagem é 
representativa de dois experimentos, sendo que os grupos experimentais consistiram de 3 animais por grupo.  
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Figura 7.13. Expressão de proteína amiloide β no córtex cerebral dos animais CCR2-/- (B) e C57BL6 (A) com 
10 semanas de idade. Os animais C57BL6 (A) e CCR2-/- (B) foram perfundidos com salina, os cérebros dos animais 

CCR2-/- e C57BL6 foram dissecados e preparados para a realização de criocorte. Os cérebros foram fatiados em 
criostato, com a espessura de 20 micrometros. Realizamos a imunohisoquímica de proteína beta-amilóide no cérebro 
dos animais (Marcação em vermelho) e o núcleo foi marcado com DAPI. As lâminas contendo os cérebros foram 
analisadas em microscópio confocal. (A) Imunohistoquímica representativa de beta-amilóde no cortex de animais 
C57BL6. (B) Imunohistoquímica representativa da expressão de beta-amilóde no cortex de animais CCr2-/-. A 

imagem é representativa de dois experimentos, sendo que os grupos experimentais consistiram de 3 animais por 
grupo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Ministério da Saúde 
FIOCRUZ 
Fundação Oswaldo Cruz 
 

Instituto Oswaldo Cruz 
Pós-Graduação em Biologia Celular e Molecular 

 

53 
 

 

C
57

B
L6

C
C
R
2-

/-

0

10

20

30

40

IB
A

-1
/D

A
P

I

 

Figura 7.14. Expressão de IBA-1 (micróglia) no hipocampo de animais CCR2-/- (C) e C57BL6 (A). Os 
animais C57BL6 (A) e CCR2-/- (C) com 10 semanas, foram perfundidos com salina. Os cérebros dos animais 

CCR2-/- e C57BL6 foram dissecados e preparados para a realização de criocorte. Os cérebros foram fatiados 
em criostato, com a espessura de 20 micrometros. Realizamos a imunohisoquímica de IBA-1 (Microglia) no 
cérebro dos animais. As lâminas contendo os cérebros foram analisadas em microscópio de fluorescência no 
aumento de 40 vezes. (A)  Imunohistoquímica representativa de IBA-1 no hipocampo de animais C57BL6. (B) 
Marcação de núcleo com DAPI  no hipocampo de animais C57BL6. (C) Imunohistoquímica representativa de 
IBA-1 no hipocampo de animais CCR2-/-. (D) Marcação de núcleo com DAPI no hipocampo de animais CCR2-/-. 
(E) Quantidade de células marcadas com IBA-1 normalizada pelo DAPI. Os grupos experimentais consistem de 3 
animais. (E) O resultado representa a média + E.P.M. (Erro padrão da média).  
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Figura 7.15. Expressão de IBA-1 (micróglia) no cortex de animais CCR2-/- (C) e C57BL6 (A). Os animais C57BL6 
(A) e CCR2-/- (C) com 10 semanas foram perfundidos com salina. Os cérebros dos animais CCR2-/- e C57BL6 foram 

dissecados e preparados para a realização de criocorte. Os cérebros foram fatiados em criostato, com a espessura 
de 20 micrometros. Realizamos a imunohisoquímica de IBA-1 (Microglia- marcação em vermelho) no cérebro dos 
animais. As lâminas contendo os cérebros foram analisadas em microscópio de fluorescência no aumento de 40 
vezes. (A)  Imunohistoquímica representativa de IBA-1 no córtex de animais C57BL6. (B) Marcação de núcleo com 
DAPI nocórtex de animaisC57BL6 (C) Imunohistoquímica representativa de IBA-1 no córtex de animais CCR2-/-. (D) 
Marcação de núcleo com DAPI no córtex de animais CCR2 (E) Quantidade de células marcadas com IBA-1 
normalizada pelo DAPI. Os grupos experimentais consistem de 3 animais. (E) O resultado representa a média + 

E.P.M. (Erro padrão da média). 
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Figura 7.16. Nível de citocinas (TNF-α, IFN-γ, IL-1β e IL-10) e quimiocinas (CCL2 e IL-10) no cérebro total e no 
hipocampo de animais CCR2-/- e C57BL6 com 10 semanas de idade. Os animais C57BL6 e CCR2-/- com 10 

semanas de idade, foram perfundidos com salina. O cérebro dos animais CCR2-/- e C57BL6 foi dissecado e 
preparado para a realização da quantificação de citocinas por ELISA. As citocinas analisadas foram TNF-α (A), INF-γ 
(B), IL-1β (C), KC (D), MCP-1 (E) e IL-10 (F). Os grupos experimentais consistem de 6 animais. Os resultados 

representam a média + E.P.M. (Erro padrão da média). 
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Figura 7.17. Expressão de pro-caspase-1 e da caspase-1 clivada no hipocampo de animais CCR2-/- e C57BL6. 

O hipocampo dos animais CCR2-/- e C57BL6 foi dissecado a partir do cérebro perfundidos com salina, e preparado 
para análise por western blotting. (A) Western blotting da análise da expressão da caspase-1 clivada e da caspase-1 

não clivada no hipocampo dos animais naïve C57BL6 e CCR2-/- e a beta-actina que é o controle do carregamento de 
proteína. Bandas 1, 2, 3 e 4= C57BL6, Bandas 5, 6, 7, 8=CCR2-/-. (B) Densitometria das bandas da caspase-1 não 

clivada pela beta-actina. Os grupos experimentais consistem de 4 animais. Os resultados representam a média + 
E.P.M. (Erro padrão da média). O asterístico (*) representa diferença significativamente estatística entre o grupo 
CCR2-/- e o grupo C57BL6, com p≤0,05 (teste T). 
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Figura 7.18. Expressão de pro-caspase-12 e da caspase-12 clivada no hipocampo de animais CCR2-/- e 
C57BL6. O hipocampo dos animais CCR2-/- e C57BL6 foi dissecado a partir do cérebro perfundido com salina, e 
preparado para análise por western blotting. (A) Western blotting para análise da expressão da caspase-12 clivada e 

da caspase-12 não clivada no hipocampo dos animais naïve C57BL6 e CCR2-/- e a beta-actina que é o controle do 
carregamento de proteína. Bandas 1, 2, 3= C57BL6, Bandas 5, 6, 7=CCR2-/-  (B) Densitometria da Pró-caspase-12 
normalizada pela beta-actina (C) Densitometria da caspase-12 clivada normalizada pela beta-actina (D) Densitometria 

da caspase-12 clivada normalizada pela pró-caspase. Os grupos experimentais consistem de 3 animais. Os 
resultados representam a média + E.P.M. (Erro padrão da média). O asterístico (*) representa diferença 
significativamente estatística entre o grupo CCR2-/- e o grupo C57BL6, com p≤0,05 (teste T). 
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Figura 7.19. Expressão de pro-caspase-3 e da caspase-3 clivada no hipocampo de animais CCR2-/- e C57BL6. 

O hipocampo dos animais CCR2-/- e C57BL6 foi dissecado a partir do cérebro perfundido com salina, e preparado 
para análise por western blotting. Western blotting para análise da expressão da caspase-3 e da caspase-3 não 
clivada no hipocampo dos animais C57BL6 e CCR2-/- e a beta-actina que é o controle do carregamento de proteína. 
Bandas 1, 2, 3,4= C57BL6, Bandas 5, 6, 7,8=CCR2-/-. Os grupos experimentais consistem de 4 animais.  
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 Além da ativação das caspases 12 e 3, outro fator que aumenta a 

morte neuronal no Alzheimer, é a hiperativação do receptor NMDA, através do 

aumento dos níveis de glutamato. Em pacientes com Alzheimer o glutamato tem um 

papel importante, uma vez que ele aumenta a excitabilidade do receptor NMDA, que 

culmina com a neurotoxicidade e a morte neuronal  (Gordon-Krajcer e cols., 2002; 

Greenamyre and Young, 1989). A enzima glutamina sintetase converte o glutamato 

em glutamina, na glia. A glutamina é então liberada. Quando a glutamina entra no 

neurônio ela é convertida em glutamato pela enzima glutaminase mitocondrial 

(Butterfield and Pocernich, 2003).  

Nós avaliamos os níveis de glutamato e glutamina no hipocampo dos animais  

CCR2-/- e C57BL6 (Figura 7.20). Obtivemos como resultado preliminar que há um 

aumento significativo dos níveis de glutamina nos animais CCR2-/- (n=3), em 

comparação com os animais C57BL6. No entanto, os níveis de glutamato são 

similares entre os grupos C57BL6 e CCR2-/-, onde apenas um animal do grupo 

CCR2-/- apresentou aumento dos níveis de glutamato. Por isso, esse dado do 

glutamato ainda é inconclusivo, sendo necessário, aumentar o número de animais 

em cada grupo.  
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Figura 7.20. Nível de glutamato e glutamina no hipocampo de animais CCR2-/- e C57BL6 com 10 semanas de 
idade. Os animais C57BL6 e CCR2-/- com 10 semanas de idade, foram perfundidos com salina. Os cérebros dos 

animais CCR2-/- e C57BL6 foram removidos, e o hipocampos foram dissecados, macerados com solução RIPA e 
homogeinizados com 5% de TCA (ácido tricloroacético), sendo centrifugado a 18000g a 4ºC por 30 minutos. 
Posteriormente a amostra foi lavada 3 vezes com água saturada dietil Ester para remover o TCA. Realizamos a 
quantificação dos níveis de glutamato e glutamina no hipocampo através da cromatográfia líquida de alta performance 
(HsPCL). Os grupos experimentais consistem de 3 animais. Os símbolos representam os animais e a barra a média 
dos níveis do glutamato ou glutamina.  
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Como os animais CCR2-/- jovens (com 10 semanas de idade), apresentaram 

prejuízo cognitivo, resolvemos averiguar se em animais idosos (com um ano e meio 

de idade), a cognição estaria mais prejudicada. Inicialmente realizamos a natação 

forçada dos animais CCR2-/- e C57BL6 com um ano e meio de idade (Idoso), por 3 

dias consecutivos. Os animais permaneceram por 1 minuto na piscina e fizemos a 

contagem do tempo de latência dos animais para encontrar a plataforma.  

Os animais C57BL6 com um ano de meio de idade (Figura 7.21) aprenderam 

no segundo dia da natação forçada com tempo de latência no terceiro dia 

aproximado de 20 segundos em ambos os grupos. Os animais CCR2 idosos (Figura 

7.21), não aprendem no terceiro dia da natação forçada, com tempo de latência em 

torno de 35 segundos. Sugerindo que a presença do comprometimento da memória 

dos animais jovens CCR2-/- persiste nos animais idosos CCR2-/-.  

Na esquiva passiva de um treino (Figura 7.22), o prejuízo da memória de 

curto prazo e de longo prazo foi mais proeminente nos animais CCR2-/- idosos 

(tempo de latência em torno de 17 segundos), que nos animais CCR2-/- jovens (10 

semanas de idade - tempo de latência em torno de 90 segundos). Os animais 

C57BL6 idosos, não possuem comprometimento da memória de longo prazo e da 

memória de curto prazo.  

Quanto aos animais CCR2-/- com 10 semanas de idade (Figura 7.6), nós 

observamos que estes precisaram de 8 treinos para aprender, enquanto que os 

animais C57BL6 precisaram de cerca de 4 treinos para aprender. E após esses 8 

treinos os animais CCR2-/- apresentam a memória de curto prazo e a memória de 

longo prazo preservadas, da mesma forma que os animais C57BL6. No entanto, o 

decaimento da memória ocorre de forma mais rápida nos animais CCR2-/- com 10 

semanas de idade do que nos animais C57BL6. Quando realizamos a curva de 

aprendizado nos animais CCR2-/- idosos (Figura 7.23), observamos que eles 

precisam de cerca de 8 treinos para aprender, e os animais C57BL6 idosos precisam 

de 4 treinos para aprender, não havendo alteração na curva de aprendizado, entre 

os animais jovens e idosos. Observamos também o decaimento maior da memória 

nos animais  CCR2-/-, em comparação com os animais C57BL6. Esses dados 
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sugerem que os animais CCR2-/- independente da idade precisam de mais treinos 

para aprender e depois que aprendem conseguem formar as memórias de curto e de 

longo prazo. No entanto, a memória não é sustentada por longos períodos tanto nos 

animais jovens quanto nos animais idosos.  

E essa alteração do comportamento pode ser explicada pelo acúmulo de 

proteína amiloide β no hipocampo dos animais CCR2-/-, uma vez que os animais 

CCR2-/- idosos, também apresentam acúmulo da proteína amiloide β no córtex 

(Figura 7.24) e no hipocampo (Figura 7.25), na região perivascular, da mesma forma 

que foi observada nos animais CCR2-/- jovens. No entanto, os animais C57BL6 

idosos, não apresentam aumento da expressão da proteína amiloide β no 

hipocampo e no córtex, sugerindo que a ausência do CCR2 tem papel fundamental 

o acúmulo da proteína amiloide β no hipocampo e no córtex. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 



 

Ministério da Saúde 
FIOCRUZ 
Fundação Oswaldo Cruz 
 

Instituto Oswaldo Cruz 
Pós-Graduação em Biologia Celular e Molecular 

 

63 
 

 

 

 

C
57

B
L6 

(1
º d

ia
)

C
57

B
L6 

(2
º d

ia
)

C
57

B
L6 

(3
º d

ia
)

C
C
R
2-

/- 
(1

º d
ia

)

C
C
R
2-

/- 
(2

º d
ia

)

C
C
R
2-

/- 
(3

º d
ia

)

0

20

40

60

80

*

*

T
e
m

p
o

 d
e
 l

a
tê

n
c
ia

 (
s
e
g

u
n

d
o

s
)

 

Figura 7.21. Curva de aprendizado dos animais CCR2-/- e C57BL6 idosos na natação forçada. Os animais 

CCR2-/- e C57BL6 foram submetidos a natação forçada por 3 dias consecutivos (com tempo de teste de 1 minuto). 
Realizamos a análise do tempo de latência nos três dias, e os dados foram plotados em forma de curva de 
aprendizado. Na natação forçada os animais foram colocados dentro da piscina por um minuto e nós contamos o 
tempo que os animais demoravam a encontrar a plataforma submersa na piscina (latência). Os animais C57BL6 
idosos aprendem no segundo dia do teste, com redução significativa do tempo de latência em relação ao primeiro dia 
do teste do grupo C57BL6. Já os animais CCR2-/- não aprendem no terceiro dia, onde o tempo de latência não foi 
diferente estatisticamente em relação ao primeiro dia do grupo de animais CCR2-/-.  O grupo C57BL6 consiste de 7 
animais, sendo representativo de dois experimentos. O grupo CCR2-/- consiste de 10 animais, sendo representativo 
de dois experimentos. Os resultados representam a média + E.P.M. (Erro padrão da média). O asterístico (*) 
representa diferença significativamente estatística entre o grupo C57BL6 (no 2º dia ou 3º dia) em comparação com o 
grupo C57BL6 (1º dia), com p≤0,05. 
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Figura 7.22. Tempo de Latência a plataforma dos animais CCR2-/- e C57BL6 idosos na esquiva passiva. Os 

animais CCR2-/- e C57BL6 foram submetidos à esquiva passiva com um treino. Na esquiva nós colocamos os 
animais na caixa da esquiva, por 180 segundos e contamos o tempo que os animais permaneceram na plataforma 
segura (tempo de latência). Realizamos o treinamento dos animais até que eles permanecessem por 180 segundos 
na plataforma. Uma hora e meia, contadas a partir do último treino de cada animal avaliamos a memória de curto 
prazo, colocando o animal novamente na caixa da esquiva e 24 horas após o último treino para avaliar a memória de 
longo prazo. O grupo C57BL6 consiste de 7 animais, sendo representativo de dois experimentos. O grupo CCR2-/- 
consiste de 10 animais, sendo representativo de dois experimentos. Os resultados representam a média + E.P.M. 
(Erro padrão da média). O asterístico (*) representa diferença significativamente estatística entre o grupo CCR2-/- (90 
min. após) e o grupo C57BL6 (90 min. após), com p≤0,05 (teste one way anova).Os asterísticos (***) representam 
diferença significativa entre o grupo CCR2-/- (24 horas após) e o grupo C57BL6 (24 horas após), com p≤0,05 (teste 
one way anova).  
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Figura 7.23. Curva de aprendizado dos animais CCR2-/- e C57BL6 idosos na esquiva inibitória. Os animais 

CCR2-/- e C57BL6 com um ano de meio de idade foram submetidos à esquiva de múltiplos treinos. Na esquiva nós 
colocamos os animais na caixa da esquiva, por 180 segundos e contamos o tempo que os animais permaneceram na 
plataforma segura (tempo de latência). Realizamos o treinamento dos animais até que eles permanecessem por 180 
segundos na plataforma. Uma hora e meia contadas a partir do último treino de cada animal avaliamos a memória de 
curto prazo, colocando o animal novamente na caixa da esquiva e 24 horas após o último treino para avaliar a 
memória de longo prazo. Sete dias após o treino, realizamos novamente a esquiva passiva, para verificar o 
decaimento da memória. (A e B) Os animais CCR2-/- precisam de mais treinos para aprender, cerca de 8 treinos, em 

comparação com os C57BL6, que necessitam de cerca de 4 treinos para aprender. Após os múltiplos treinos na 
esquiva, os animais CCR2-/- conseguem formar a memória de longo prazo (A e C) e de curto prazo (A e D), de forma 
similar aos animais C57BL6. (A e E) E as duas linhagens, C57BL6 e CCR2-/-, não possuem decaimento da memória, 

7 e 8 dias após a esquiva. Os grupos experimentais consistem de 7 animais, sendo representativo de dois 
experimentos. Os resultados representam a média + E.P.M. (Erro padrão da média). O asterístico (*) representa 
diferença significativamente estatística entre o grupo CCR2-/- e o grupo C57BL6, com p≤0,05 (teste T). 

A 

B C 

D 
E 



 

Ministério da Saúde 
FIOCRUZ 
Fundação Oswaldo Cruz 
 

Instituto Oswaldo Cruz 
Pós-Graduação em Biologia Celular e Molecular 

 

66 
 

 

 

 

Figura 7.24. Expressão de proteína amiloide β no córtex cerebral de animais CCR2-/- (C) e C57BL6 (A) idosos. 
Os animais C57BL6 (A) e CCR2-/- (C) com um ano e meio de idade, foram perfundidos com salina. O cérebro dos 

animais CCR2-/- e C57BL6 foi dissecado e preparado para a realização de criocorte. Os cérebros foram fatiados em 
criostato, com a espessura de 20 micrometros. Realizamos a imunohistoquímica da proteína beta-amilóide no cérebro 
dos animais. As lâminas contendo os cérebros foram analisadas em microscópio de fluorescência. (A)  
Imunohistoquímica representativa de beta-amilóde no cortex de animais C57BL6. (B) Marcação de núcleo com DAPI 
no cortex de animais C57BL6. (C) Imunohistoquímica representativa da expressão de beta-amilóde no cortex de 
animais CCR2-/- naïve. (D) Marcação de núcleo com DAPI no cortex de animais CCR2-/-. As imagens são 

representativas de um animal por grupo experimental.  
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Figura 7.25. Expressão de proteína amiloide β no hipocampo de animais CCR2-/- (C) e C57BL6 (A) idosos. Os 
animais C57BL6 (A) e CCR2-/- (C) com um ano e meio de idade, foram perfundidos com salina. O cérebro dos 

animais CCR2-/- e C57BL6 foi dissecado e preparado para a realização de criocorte. Os cérebros foram fatiados em 
criostato, com a espessura de 20 micrometros. Realizamos a imunohistoquímica da proteína beta-amilóide no cérebro 
dos animais. As lâminas contendo os cérebros foram analisadas em microscópio de fluorescência. (A)  
Imunohistoquímica representativa de beta-amilóde no hipocampo de animais C57BL6. (B) Marcação de núcleo com 
DAPI  no hipocampo de animais C57BL6. (C) Imunohistoquímica representativa da expressão de beta-amilóde no 
hipocampo de animais CCR2-/-. (D) Marcação de núcleo com DAPI  no hipocampo de animais CCR2-/- naïve.  As 

imagens são representativas de um animal por grupo experimental. 
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Como a proteína amiloide β se acumula ao redor dos vasos (El Khoury e 

cols., 2007) e existem vários dados na literatura que comprovam que a proteína 

amiloide β acumulada ao redor dos vasos leva a angiopatia (Miao e cols., 2005), nós 

resolvemos analisar a perfusão cerebral, o rolamento e adesão de leucócitos nos 

vasos (Figura 7.26). Como podemos observar na figura 7.16, os animais C57BL6 e 

CCR2-/- apresentam perfusão cerebral, densidade capilar cerebral, rolamento e 

adesão de leucócitos nos vasos cerebrais semelhantes. No entanto, os animais 

idosos apresentam redução significativa da perfusão cerebral e da densidade 

capilar, e um aumento do rolamento de leucócitos nos vasos do cérebro. Esse 

aumento do rolamento de leucócitos pode ser justificado pela redução da perfusão 

tecidual, com redução da velocidade do fluxo sanguíneo cerebral e consequente 

maior rolamento de células no endotélio vascular. Em pacientes com Alzheimer que 

apresentam quadro de déficit cognitivo, ocorre a vasculite amiloideana, 

acompanhada de hemorragia cerebral e os pacientes apresentam também áreas 

isquêmicas no cérebro. Futuramente iremos analisar a barreira hematoencefálica 

dos animais CCR2-/- e a analisar se ocorre a presença de áreas hemorrágicas no 

cérebro dos animais.  
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Figura 7.26. Perfusão cerebral do animais CCR2-/- e C57BL6. Os animais C57BL6 e CCR2-/- com 10 

semanas e um ano e meio de idade tiveram sua perfusão cerebral avaliada, o rolamento e adesão de leucócitos 
nos vasos cerebrais quantificada e a densidade capilar verificada. N= 3 animais no grupo C57BL6 jovem,   
CCR2-/- jovem e CCR2-/- idoso e 2 animais no grupo C57BL6 idoso. Os grupos experimentais CCR2-/- (jovem e 
idoso) e C57BL6 (jovem) consistem de 3 animais. O grupo experimental C57BL6 idoso consiste de 2 animais. Os 
resultados representam a média + E.P.M. (Erro padrão da média). O asterístico (*) representa diferença 
significativamente estatística entre o grupo CCR2-/- e o grupo C57BL6, com p≤0,05 (teste T). 
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8. Conclusão 

   Nossos resultados sugerem que o CCR2 é importante para o processo de 

cognição, estando envolvido com o aprendizado e com a formação das memórias de 

curto prazo e de longo prazo, das memórias contextuais e aversivas. O CCR2 é 

importante para o processo de eliminação da proteína amiloide β. Como a proteína 

amiloide β se acumula na região perivascular, os animais geneticamente deficientes 

para o CCR2 apresentam alteração da perfusão sanguínea, aumento do rolamento 

de leucócitos na parede dos vasos ao longo do envelhecimento. No entanto, esses 

leucócitos não migram para o tecido cerebral. Mais investigações são necessárias 

para identificar o papel do CCR2 no Alzheimer, analisar se o CCR2 é importante 

para a eliminação da proteína amiloide β via ativação e atração de micróglia. 

Futuramente também iremos tratar os animais com amantina e verificar como fica a 

cognição dos animais. Além disso, para investigar o papel do CCR2 no processo de 

consolidação de memória, iremos tratar animais com o antagonista do CCR2 antes 

de realizar o ensaio de comportamento, tanto na esquiva passiva quando na natação 

forçada.  

  A compreensão do papel fisiológico do CCR2 no sistema nervoso central é 

fundamental, uma vez que existem poucos dados na literatura falando sobre o papel 

das quimiocinas no processo de consolidação de memória e aprendizado, bem como 

seu papel na liberação de neurotransmissores, envolvidos com a consolidação de 

memória. Além disso, futuramente avaliaremos se os animais CCR2-/- poderão ser 

utilizados como modelo de estudo para o Alzheimer, uma vez que os animais 

apresentam acúmulo de proteína beta amiloide no cérebro, acompanhada de déficit 

de aprendizado, que são características do Alzheimer.  
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ANEXO VI 

(ARTIGO EM PREPARAÇÃO) 

THE CCR2 IS IMPORTANT TO CONSOLIDATION OF SHORT TIME MEMORY AND 

LONG TIME MEMORY 

Teixeira-da-Cunha, M.G.; Alves-Júnior, S.C; Chaves, D.; Albuquerque, D.; Magno, F.; 

Veronez, T.; Rajao, M.; Guercio, G.; D’Avila, J.C.P.; Piazinuti, R.; Mendez-Otero, R.; 

Pamplona, F.; Reis, P.A.; Bozza, P. T. ; Bozza, F.A.;                                                   

Castro-Faria-Neto, H.C. & Gomes, R.N. 

ABSTRACT 

The CCR2 is a chemokine receptor and your major ligand is the CCL2, in which is 

severely associated with neuroinflammatory response in infection process, brain trauma, 

Alzheimer, multiple sclerosis. The CCR2 and CCL2 are expressed and released by 

immune cells and constitutively expressed in important places of the central nervous 

system, such as in hippocampus. Studies show that the CCL2/MCP-1 treatment 

increased the calcium levels inside of the neurons from the hippocampus and cortex. 

The CCL2 can induce the excitation of neurons from the hippocampus. No study has 

shown, so far, the role of CCR2 in memory consolidation in physiological conditions. To 

elucidate this problem, we investigated the role of CCR2 in learning and memory 

consolidation. CCR2 deficient mice were subjected to water maze test to evaluate 

contextual memory; subjected to passive avoidance test to analyze the aversive 

memory; subjected to open field and PPI to examined both motor response and reflex 

response, and we analyze the swimming velocity in water maze test. In summary the 

absence of CCR2 was correlated with the impaired in the memory consolidation of 

contextual memory and of aversive memory in comparison with wild type animals; in 

delayed learning process, the CCR2-/- require more trials to learn in passive avoidance 

test. The cognitive dysfunction is not associated to motor and reflex impaired response 

and the swimming velocity was similar between CCR2-/- mice and wild type mice. 

Decreased the expression of ERK phosphorylated 1 hour after training in passive 

avoidance test and decreased expression of mature BDNF in hippocampus 12 hours 

after training in passive avoidance test. In CCR2 deficient mice we observed decreased 

co-localization of PSD 95 and Synaptophysin, explained by lower expression of 

synaptophysin in hippocampus in comparison with WT. These data suggest that the 

CCR2 is important to fisiological function of synapsis in hippocampus, to neuronal 

function involved with learning process and to sustentation of the memory. 
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