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“What is perhaps the most intriguing question of all is whether the brain is powerful enough 

to solve the problem of its own creation”. (Gregor Eichele, 1992) 

 

“Human truths, however valuable they seem, are always open to challenge, revision, to 

refinement, to refutation, to repeal. Only the question is eternal.” (Andre Geurard) 
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RESUMO 

 

PAPEL DO RECEPTOR B2 DE CININAS NA PATOGÊNESE E PROGRESSÃO DA 

DOENÇA DE ALZHEIMER EXPERIMENTAL: DA RESPOSTA IMUNE À 

COGNIÇÃO 

 

AUTORA: Fernanda Tibolla Viero 

ORIENTADORA: Micheli Mainardi Pillat 

 

A doença de Alzheimer (DA) é uma doença neurodegenerativa complexa e progressiva 

caracterizada pelo declínio e perda das funções cognitivas, sendo a mais comum das demências.  

As principais características histopatológicas da DA são a presença de placas amilóides, 

compostas por agregados do peptídeo beta-amilóide (βA) e emaranhados neurofibrilares 

(ENFs) formados principalmente por proteínas tau hiperfosforiladas. Em meio a vários fatores 

que estão envolvidos na patogênese e progressão da DA, a neuroinflamação é um processo 

inerente à patogênese da doença de Alzheimer (DA). Estudos demonstram que o sistema de 

cininas é estimulado pelo peptídeo patológico βA em pacientes com DA. Os efeitos desse 

sistema são mediados principalmente pela bradicinina (BK) e seu receptor B2 de cininas (B2R) 

e compreendem a ação direta na permeabilização da barreira hematoencefálica (BHE) e na 

inflamação. Assim, investigamos os possíveis efeitos do bloqueio do B2R em diferentes 

modelos de DA: camundongos machos (n= 6 a 8) duplos transgênicos como modelo da DA 

familiar (APPswe / PS1dE9) e injeções de peptídeo βA oligomérico em machos C57BL6 

(n=10), ambos expressando ou não B2R ou pré-tratados com antagonista de B2R: HOE-140. 

Atividade da acetilcolinesterase e a permeabilidade da BHE foram verificados após injeção com 

oligômero de β-amilóide (AβOs). Adicionalmente, testes de reconhecimento de objeto foram 

realizados em animais de 3, 6 e 9 meses para o genótipo APPswe/PS1dE9 e 48 horas e 7 dias 

em animais injetados com AβOs. Os dados obtidos mostram a primeira evidência de que os 

AβOs aumentaram a permeabilidade da BHE e o HOE-140 proporciona proteção significativa 

contra o efeito dos AβOs. Similarmente, o antagonista de B2R reduziu a atividade da 

acetilcolinesterase (AchE), sugerindo que a modulação de B2R pode atuar como uma nova 

estratégia terapêutica para a DA, já usada na clínica para tratar o angioedema hereditário. 

Curiosamente, tanto HOE-140 quanto o knockout genético de B2R (B2R-/-) impediram o 

declínio da memória de longo prazo nos camundongos modelos da DA. Coletivamente, estes 

resultados sugerem que o bloqueio de B2R pode ser um alvo de tratamento profilático na 

desaceleração da neurodegeneração. 

Palavras-chave: Receptor B2 de cininas; Camundongos nocaute; camundongos 

APPswe/PS1dE9; acetilcolinesterase. 

 

 

 

 

 



8 
 

ABSTRACT 

 

ROLE OF KININ RECEPTOR B2 IN THE PATHOGENESIS AND PROGRESSION 

OF EXPERIMENTAL ALZHEIMER DISEASE: FROM IMMUNITY RESPONSE TO 

COGNITION 

 

AUTHOR: Fernanda Tibolla Viero 

ADVISOR: Micheli Mainardi Pillat 

 

Alzheimer's disease (AD) is a complex and progressive neurodegenerative disorder 

characterized by the decline and loss of cognitive functions, and it is the most common of 

dementias. The major pathological features of AD are the presence of amyloid plaques which 

consist of aggregates of amyloid beta peptide (Aβ) and neurofibrillary tangles formed mainly 

by hyperphosphorylated tau proteins. Among several factors that are involved in the 

pathogenesis and progression of AD, neuroinflammation is an inherent process in the 

pathogenesis of AD. Studies show that the kinin system is stimulated by the pathological Aβ in 

AD patients. The effects of this system are mainly mediated by bradykinin (BK) and its kinin-

B2 receptor (B2R) and include the direct action of blood-brain barrier (BBB) permeabilization 

and inflammation. Thus, we investigated the possible effects of B2R blockade on different AD 

models: double transgenic male mice (n = 6 to 8) as a family AD model (APPswe / PS1dE9) 

and oligomeric Aβ peptide injections in C57BL6 males (n = 10),  expressing B2R or not and 

pretreated with saline or B2R antagonist: HOE-140. Acetylcholinesterase levels and BBB 

permeability were verified after injection with β-amyloid oligomer (AβOS). In addition, object 

recognition testing was performed on animals aged 3, 6 and 9 months for APPswe / PS1dE9 

genotype and 48 hours and 7 days on animals injected with AβOS. The data obtained show the 

first evidence that AβOS increased BHE permeability and HOE-140 provided significant 

protection against AβOS effect. Similarly, the B2R antagonist reduced acetylcholinesterase 

(AchE) activity, suggesting that B2R modulation may act as a new therapeutic strategy for AD, 

already used clinically to treat hereditary angioedema. Interestingly, both HOE-140 and B2R 

knockout (B2R-/-) prevented long-term memory decline in AD models. Collectively, these 

results suggest that B2R blockade may be a target of prophylactic treatment in 

neurodegeneration deceleration. 

 

Keywords: kinin-B2 receptor; Knockout mice; APPswe/PS1dE9 mice; acetylcholinesterase. 
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APRESENTAÇÃO 

O trabalho será organizado da seguinte forma: primeiramente são apresentados 

INTRODUÇÃO, JUSTIFICATIVA, OBJETIVOS e REVISÃO BIBLIOGRÁFICA. As seções 

MATERIAIS E MÉTODOS, RESULTADOS, DISCUSSÃO e REFERÊNCIAS 

BIBLIOGRÁFICAS encontram-se no artigo submetido no periódico Brain, Behavior and 

Immunity e representam a íntegra deste trabalho. Os itens DISCUSSÃO e CONCLUSÕES 

encontrados no final desta dissertação apresentam interpretações e comentários gerais sobre o 

artigo científico contido neste trabalho. O item REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS refere-se 

somente às citações que aparecem nos itens INTRODUÇÃO, JUSTIFICATIVA, REVISÃO 

BIBLIOGRÁFICA E DISCUSSÃO desta dissertação. 
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1 INTRODUÇÃO  

  

O aumento da longevidade da população mundial teve como consequência uma maior 

incidência de doenças neurodegenerativas, dentre as quais se destaca a doença de Alzheimer 

(DA), responsável por aproximadamente 80% de todos os diagnósticos de demência (CROUS-

BOU et al., 2017). No Brasil, a estimativa é que a DA acometa até 1,1 milhão de pessoas 

(BRASIL, 2010) sendo portanto, de interesse para a saúde pública (QUERFURTH; LAFERLA, 

2010). 

A DA caracteriza-se por ser um distúrbio heterogêneo e complexo, no qual fenômenos 

genéticos e ambientais podem estar em cooperação para à disfunção cerebrovascular 

(CACABELOS, 2008), depósitos de β-amiloide (Aβ), hiperfosforilação da tau e emaranhados 

neurofibrilares (ENFs), os quais são características da DA (BRAAK; BRAAK, 1991). Além 

disso, foi demonstrado diminuição da concentração de acetilconesterase (AchE) no cérebro de 

pacientes com DA, sendo sugerido tal fato estar em associação as placas amilóides e a ENFs 

(ULRICH et al., 1990). 

Em meio a vários fatores que estão envolvidos na patogênese e progressão da DA, a 

neuroinflamação merece destaque e, portanto, sinais que a promovam podem apoiar ou atuar 

como gatilhos para a instauração da patologia (ROJO et al., 2008). Nesse sentido, o sistema de 

cininas é intimamente relacionado com respostas imunes, já que é (i) um potente mediador da 

inflamação, (ii) favorecendo a polarização de linfócitos para o perfil Th1 e (iii) aumento a 

permeabilização da barreira hematoencefálica (BHE). Interessantemente, Zamolodchikov et al., 

(2015) Ashby, Love e Kehoe (2012) demonstraram que a cascata proteolítica das cininas, a 

começar pelo fator de contato XII (FXII), está excessivamente ativada tanto nos modelos 

murinos quanto em pacientes com a DA. De fato, pacientes com tal demência apresentam alta 

atividade da calicreína plasmática (enzima que cliva o cininogênio em bradicinina) no 

parênquima cerebral (ASHBY; LOVE; KEHOE, 2012) e o FXII está associado às placas de 

Aβ, observado no cérebro pós-morte (YASUHARA; WALKER; MCGEER, 1994). Ainda, a 

estimulação do sistema de cininas se inicia com o FXII, sendo diretamente ativado pelo βA, 

visto que esse último apresenta carga negativa (BERGAMASCHINI et al., 2001; 

ZAMOLODCHIKOV et al., 2015). 

Os efeitos do sistema de cininas são mediados, principalmente, pela bradicinina (BK) e 

seu receptor B2 (B2R). Em cérebros post mortem de indivíduos com a DA observou-se uma 

expressão aumentada de B2R no córtex e no hipocampo, região responsável pelo 

processamento da memória e o primeiro domínio cognitivo afetado pela DA (YASUHARA; 
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WALKER; MCGEER, 1994). Entretanto, o papel da sinalização BK/B2R nos processos 

inerentes da patogênese e na progressão da DA são desconhecidos. Adicionalmente, não 

existem alternativas terapêuticas eficazes para impedir a progressão da DA, cuja incidência 

tende a aumentar proporcionalmente à expectativa de vida da população mundial. Assim, 

buscamos entender o papel do B2R e seus mecanismos a jusante envolvidos na inflamação 

neural e déficit de memória em dois modelos experimentais da DA [camundongos transgênicos 

APPswe/PS1dE9 que super expressam a mutação sueca de APP em conjunto com PS1 suprimido 

no éxon 9, o qual tem sido amplamente utilizado na pesquisa de AD familiar (BORCHELT et 

al., 1997; JANKOWSKY et al., 2001) e injeção i.c.v de Aβ]. Para evidenciar o papel do B2R 

nesta patologia, tratamos os camundongos com o fármaco antagonista do B2R HOE-140 

(atualmente empregado no tratamento de angioedema hereditário) e utilizamos camundongos 

knockout para o B2R, afim de avaliar possíveis diferenças entre os modelos experimentais e 

esclarecer as alterações neurobiológicas envolvidas tanto na patogênese, quanto na progressão 

da DA.  

 

1.1 HIPÓTESE 

 

BK atua como uma molécula chave nos processos observados na DA, via receptor B2. 

Sendo assim, em ambos modelos experimentais, tanto animais knockout para o B2R contendo 

mutações para a DA familiar (APPswe/PSldE9+/- B2R-/-) quanto em animais injetados com 

oligômero de Aβ (AβOS) e HOE-140, apresentam melhora de parâmetros como: 

permeabilidade da barreira hematoencefálica (BHE), atividade da AchE e cognição em 

comparação aos animais com genótipo APPswe/PSldE9+/- B2R+/+ ou animais somente injetados 

com oligômero de Aβ, sem antagonista de B2R. 

 

1.2 OBJETIVOS  

 

1.2.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar o papel da sinalização BK/B2R, bem como seus mecanismos a jusante, em 

processos inerentes da patogênese e na progressão da doença de Alzheimer experimental em 

modelo animal. 

 

 



17 
 

1.2.2 Objetivos Específicos 

 

 Estabelecimento de camundongos transgênicos knockout para o receptor B2 de cininas 

contendo as mutações para doença de Alzheimer familiar, APPswe/PS1dE9+/- B2R-/-

(cruzamentos e genotipagens).  

 

Em camundongos com 3 e 6 meses de vida, separados nos grupos de estudo:  

1) Selvagem (WT) 

2) B2R-/- 

3) APPswe/PS1dE9 

4) APPswe/PS1dE9/B2R-/- 

5) Vh - injeção de oligômeros de Aβ (AβOS) 

6) Vh-HOE 140 

7) AβOS/HOE 140 

8) WT/Vh 

 

 

 Avaliar a permeabilidade da barreira hematoencefálica pelo método de fluorsceína de 

sódio em 48 horas e 7 dias após a injeção de oligômero Aβ ou Veículo (Vh) nos grupos: 

Selvagem, AβOS, HOE-140 e AβOS/HOE 140. 

 Quantificar a atividade da enzima Acetilcolinesterase no encéfalo de animais, após injeção 

de oligômero de Aβ ou Vh em 48 horas nos grupos: Selvagem, AβOS, HOE-140 e 

AβOS/HOE 140. 

 Estimar o déficit cognitivo de todos os animais abrangentes dos grupos descritos acima. 

 

1.3 JUSTIFICATIVA  

 

Considerando a DA uma doença neurodegenerativa que afeta milhões de pessoas em 

todo o mundo, e sua incidência tendendo a aumentar em igual proporção ao aumento da 

expectativa de vida da população, é iminente a preocupação quanto às alternativas terapêuticas 

eficazes para esta doença (JAKUBS et al. 2008). Descobertas de terapias eficientes que 

impeçam ou retardem a patogênese da DA são especialmente importantes para indivíduos 

portadores de mutações específicas (geralmente nos genes da APP e PS1) que originam a DA 

do tipo familiar, pelo fato de que estes indivíduos poderiam recorrer a intervenções terapêuticas 

antes que essa possa se instaurar. Portanto, vias capazes de desencadear processos relacionados 

a DA, ou se a eliminação dessas vias poderia prevenir ou retardar o início da patogênese e, tão 
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logo, o declínio cognitivo, são de especial interesse, tanto no entendimento da patogênese da 

DA, assim como no desenvolvimento de intervenções terapêuticas. 

Alguns estudos epidemiológicos sugeriram que os medicamentos anti-inflamatórios 

não-esteroides (AINEs) reduzem o risco de desenvolver a patologia. Entretanto, estudos 

clínicos randomizados, controlados por placebo, demonstram que estes medicamentos falham 

em estabilizar ou prevenir o início da demência (SZEKELY; ZANDI, 2012). Assim, outros 

componentes ou vias mediadoras da inflamação/resposta imune na DA, que não são alvos dos 

AINEs, precisam ser investigados almejando obter intervenções terapêuticas eficazes. 

Em meio a estas circunstâncias, estudos independentes sobre os processos implicados 

na patogênese da DA e sobre os efeitos da sinalização BK/B2R em outras condições 

fisiopatológicas apresentam resultados similares e convergem no sentido de apontar a 

sinalização BK/B2R com importante papel mediador dos processos inerentes da patogênese 

dessa demência. Portanto, o B2R pode ter protagonismo na patogênese da DA e dessa forma, 

atuar como alvo promissor para futuras intervenções medicamentosas. Essa hipótese ganha 

ainda mais relevância tendo em vista que o sistema de cininas é estimulado pelo peptídeo βA e 

está excessivamente ativado em pacientes com a DA. (ASHBY, LOVE e KEHOE, 2012; 

BERGAMASCHINI et al. 2001). Entretanto, apesar de todas estas evidências, até os dias atuais 

pouco se sabe acerca da sinalização de BK/B2R na patogênese da DA.  

 

2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 DOENÇA DE ALZHEIMER 

 

Com mais de 35 milhões de pessoas acometidas em todo o mundo, a DA é a forma mais 

incidente de demência (QUERFURTH; LAFERLA, 2010). No Brasil, igualmente, a 

prevalência da DA apresentou 55% dos casos que incluíam idosos com 65 anos de idade 

(HERRERA JR et al., 2002) 

A DA é uma desordem neurodegenerativa progressiva caracterizada pelo declínio e 

perda das funções cognitivas, que pode ser subdividida em: doença familiar, de início precoce 

ocasionada por mutações genéticas específicas, e doença esporádica, de início tardio. Os genes 

associados a DA familiar incluem três mutações autossômicas: proteína precursora amilóide 

(APP), presenilina 1 (PS1) ou presenilina 2 (PS2) (LIN; SCOTT, 2012). A APP é expressa em 

diversos tipos celulares e pode sofrer diferentes regulações pós-transcricionais e pós-

traducionais de acordo com a sinalização celular (GRALLE; FERREIRA, 2007). Já, PS1 e PS2 
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são as subunidades catalíticas do complexo enzimático γ secretase. Este complexo cliva a APP 

no fragmento patogênico β-amiloide (Aβ) em diferentes locais, gerando diferentes formas de 

Aβ, que diferem em seus tamanhos (39, 40, 42 ou 43). A forma mais abundante é a forma Aβ1-

40, mas Aβ1–42 é mais hidrofóbica e propensa à agregação, que levam eventualmente a  formação 

de placas compostas de Aβ característica da DA (QUERFURTH; LAFERLA, 2010).  

 

Figura 1- Processamento amiloidogênico APP 

 

Fonte: LaFerla (2002) adaptado. 

 

A relação entre DA e sua origem hereditária é complexa. Assim, em síntese, pode ser 

dividida de acordo com a idade em que os sintomas aparecem: início precoce e início tardio 

(CACABELOS, 1996).Embora sejam clinicamente indistinguíveis, a DA de início precoce tem 

o aparecimento dos sintomas clínicos antes dos 65 anos de idade, sendo caracterizada por um 

declínio acelerado das funções cognitivas. Esse tipo de DA corresponde a cerca de 10% e inclui 

número substancial de variantes fenotípicas que diferem da apresentação amnésica usual da DA 

típica (MENDEZ, 2019). Além disso, para Karch e Goate (2015) apenas cerca de 11% daqueles 

acometidos com DA de início precoce está associada a uma das mutações conhecidas: APP, 

PS1 e PS2. Nesse seguimento, estudos de rastreamento desses genes em pacientes com DA tipo 

familiar apontam prevalência de 0,8% para APP, 1,1% para PS1 e até 13% para potenciais 
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variantes da PS2, que podem ser manifestado mesmo após os 65 anos de idade.  

(BLAUWENDRAAT et al., 2016; NICOLAS et al., 2016). 

Para Bekris e colaboradores (2010), pacientes com DA de início precoce, relacionada a 

um padrão de transmissão autossômica dominante ligada aos cromossomos 1, 14 e 21 não só 

têm um risco aumentado para o desenvolvimento de DA entre familiares, mas também podem 

apresentar características clínicas atípicas, incluindo mioclonia, convulsões, anormalidades da 

marcha e hiperreflexia. (GERRITSEN et al., 2016; SOLOMON; AUGUSTINE; YOON, 2010). 

Ainda, indivíduos com a Trissomia do cromossomo 21, característica de portadores da 

síndrome de Down, apresentam cópia adicional do gene APP, que é responsável pela produção 

adicional em 50% da proteína APP, consequentemente, aumentando a produção de βA e 

conduzindo a DA de início precoce (REITZ; MAYEUX, 2015). 

Já a DA de início tardio ou de forma esporádica (90% dos pacientes), acomete pacientes 

acima dos 65 anos de idade e está associada a uma progressão mais lenta da patologia clínica. 

Ao contrário da DA familiar, a DA de forma esporádica não apresenta nenhuma mutação 

associada, descrita até este período. No entanto, estudos longitudinais de agregação familiar e 

estudos com gêmeos, apontam que mutações em alguns genes específicos constituem fatores 

de risco no desenvolvimento deste tipo de DA (REITZ; MAYEUX, 2015). Nesse sentido, 

destaca-se como potencial fator de risco genético polimorfismos no gene que codifica a 

apolipoproteína E (APOE). A APOE tem um importante papel no metabolismo, sendo 

responsável pelo transporte de lipoproteínas e colesterol no sangue, e é o principal transportador 

de colesterol do cérebro. A APOE tem três alelos comuns: ε2, ε3 e ε4 (LIU; KANEKIYO; XU, 

2013). Entretanto, somente a APOE ε4 está associada a um risco aumentado, cerca de 20 vezes 

maior de desenvolvimento de DA, reduzindo a idade média do início dos sintomas. (LIU; 

KANEKIYO; XU, 2013; NEU et al., 2017; REITZ; MAYEUX, 2015).  

Adicionalmente, a APOE ε4 contribui para o risco de DA através de uma variedade de 

mecanismos, incluindo agregação aumentada de Aβ, aumento da fosforilação da tau; redução 

do metabolismo vascular e função mitocondrial. (LIU; KANEKIYO; XU, 2013). Morris et al., 

(2010) demonstraram através de imagenologia PET-PiB e de biomarcadores de Aβ no LCR, 

que qualquer indivíduo homozigótico para o alelo ApoE ԑ4, independentemente da faixa etária, 

apresenta níveis reduzidos de Aβ42 no LCR e elevada deposição de Aβ no parênquima cerebral. 

Ainda, estudos de interações entre todo o genoma identificaram muitas variantes genéticas 

comuns que modificam o risco de DA de início tardio. (CARMONA; HARDY; GUERREIRO, 

2018). Tais genes convergem em vias biológicas envolvendo o metabolismo lipídico e 

imunidade inata. Além disso, constatou-se que os efeitos de cada gene quanto ao risco da 
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instauração da DA são pequenos e não clinicamente significativos. Nesse sentido, a 

genotipagem da APOE não é indicada na avaliação clínica de pacientes com suspeita de DA, 

uma vez que o alelo ε4 não é um gene determinante e sim, um fator de risco.(KNOPMAN et 

al., 2001) 

Além do fator de risco genético, estudos, apontam para desequilíbrio no metabolismo 

endócrino adquirido ao longo da vida como um importante fator que parece contribuir 

estabelecimento da DA tardia (DAVIGLUS et al., 2011; FELICE, 2013).Portanto, a etiologia 

da DA ainda não está totalmente clara, mas possivelmente é resultado de um conjunto de 

diversos fatores (ROBERSON E MUCKE, 2006).  

 

2.2 CARACTERÍSTICAS PATOLÓGICAS 

 

Através de exame macroscópico do encéfalo post mortem, há tipicamente, atrofia dos 

lobos temporais e do córtex cerebral. Quanto ao exame microscópico, evidencia-se perda 

sináptica e (em menor grau) neuronal. (CALDERON-GARCIDUEÑAS; DUYCKAERTS, 

2018) 

A hipótese da cascata amilóide propõe que alterações na proteína tau e formação dos 

ENFs são provocados por altas concentrações do peptídeo Aβ (ZHANG et al., 2011). Sendo 

assim, essas duas lesões patognomônicas da DA estabelece o diagnóstico neuropatológico da 

patologia. As placas senis correspondem a depósitos extracelulares compostos principalmente 

por peptídeos Aβ1-42 agregados. Já, os ENFs são constituídos por proteína tau hiperfosforilada 

anormalmente e possuem inclusões intracelulares que demarcam o corpo celular, podendo 

alterar a funcionalidade dos neurônios (BALLARD et al., 2011; D’SOUZA et al., 2002; 

HASEGAWA; SMITH; GOEDERT, 1998).  

Para Kapogiannis e Mattson (2011) a anormalidade funcional dos neurônios, deve-se 

tanto aos axônios, quanto as sinapses serem seletivamente vulneráveis ao acúmulo intracelular 

de substratos patológicos, podendo assim, se iniciar um processo de morte celular. A 

distribuição dos ENFs aparece tipicamente, primeiro no córtex transentorinal e entorrinal (a 

fase pré-clínica da DA ou assintomática - estágios Braak I e II), seguido por regiões límbicas, 

conhecidas por um início insidioso de declínio da memória episódica e de outras capacidades 

cognitivas que, geralmente são despercebidos pelo doente, familiares e pessoas próximas. 

(KNOPMAN; BOEVE; PETERSEN, 2003). Nessa fase, a maioria dos doentes com DA passam 

por um estado de transição intermédio, que se situa entre o envelhecimento cognitivo normal e 

o estado de demência instalado. (estágios Braak III e IV) (BRAAK; BRAAK, 1991). Já, os 
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estágios Braak V e VI ou isocorticais o processo neuropatológico encontrar-se estabelecido, 

sendo o córtex entorrinal e o hipocampo bastante deteriorados (BRAAK; BRAAK, 1991). 

Nessa fase, há um comprometimento progressivo da linguagem, compreensão e fluência verbal. 

Nesse sentido, os sintomas cognitivos relacionados a DA se correlacionam mais fortemente 

com a carga e a distribuição dos ENFs do que com Aβ (NELSON et al., 2012).  

Ainda, resultados experimentais indicam que o acúmulo de βA precede a agregação da 

tau. Além disso, a degeneração induzida por Aβ em culturas de neurônios juntamente com 

acentuada diminuição da atividade de Ach (ROY; DIXIT; SAXENA, 2008) confirmam o déficit 

cognitivo observado em camundongos com DA. (QUERFURTH; LAFERLA, 2010). As 

proteínas Aβ e tau atuam adicionalmente, como padrões moleculares indutores de vias de 

sinalização inflamatórias e acabam levando à produção e liberação de mediadores 

inflamatórios, ativação de micróglias em fenótipo M1, astrócitos reativos, crescente produção 

de citocinas, quimiocinas, e espécies reativas de oxigênio (SOCHOCKA; DINIZ; LESZEK, 

2017). 

A ativação persistente dessas células do sistema imune inato, leva à resposta 

inflamatória crônica que desencadeia os processos neurotóxicos (neuroinflamação) 

relacionados a DA (HENEKA et al., 2015; SOCHOCKA; DINIZ; LESZEK, 2017). As 

micróglias, as primeiras células efetoras da neuroinflamação podem assumir diferentes 

fenótipos e estados de ativação, como: (i) estado de repouso; (ii) ativação M1 (que produz 

citocinas pro-inflamatórias como IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-12 e TNF-α); e (iii) ativação M2, (que 

produz citocinas anti-inflamatórias como IL-4, IL-10, IL-13 e TGF-β e se torna mais apta para 

realizar fagocitose, por exemplo, de Aβ). Estudos têm se referido a grande importância do 

estado M2 das micróglias na DA e os seus modelos murinos (HICKMAN; ALLISON; 

KHOURY, 2008; STREIT; MRAK; GRIFFIN, 2004). Igualmente, níveis elevados de TNF-α 

foram identificados no LCR e no cérebro de pacientes DA (TOBINICK, 2007), bem como em 

modelos de animais transgênicos para a doença (RUAN et al., 2009). 

Vom Berg e colaboradores (2012) observaram que a progressão da patologia e o declínio 

cognitivo foram inibidos em camundongos knockout IL12-/-, sugerindo o papel chave da 

resposta imune celular mediada pelo infiltrado de linfócitos, nessa patologia. De fato, observou-

se uma superexpressão das citocinas IL-12 e INFγ e uma expressão diminuída de IL-4 no córtex 

de camundongos transgênicos APPSwe (ABBAS et al., 2002).   

Além disso, o perfil M1 das microglias ativa os astrócitos, outra importante célula glial 

que respalda o funcionamento dos neurônios. Em conjunto, como um passo sequencial da 

neuroinflamação e da patogênese de doenças neuroinflamatórias, essas células gliais podem 
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colaborar para a disfunção do sistema de proteção do SNC, a barreira hematoencefálica (BHE) 

e recrutar leucócitos do sangue (GÖBEL et al., 2019; LE PAGE et al., 2018; SALLUSTO; 

LARONI, 2012; SOCHOCKA; DINIZ; LESZEK, 2017).  

A disfunção da BHE é uma fronteira relativamente nova na pesquisa da DA 

(MONTAGNE; ZHAO; ZLOKOVIC, 2017; NELSON et al., 2016; ZLOKOVIC, 2014). Em 

modelo animal para DA, além da disfunção da BHE, observa-se diminuição do fluxo sanguíneo 

cerebral na patogênese da DA (NIWA et al., 2002; ZLOKOVIC, 2008). Estas alterações 

poderiam facilitar a infiltração de células do sistema imune periférico, além de alterar o tráfico 

de Aβ entre o sangue e o SNC (VOM BERG et al., 2012). Corroborando tal fato, estudos com 

pacientes e modelo animal da DA sugerem a ocorrência de células T ativadas infiltradas no 

SNC (TOGO et al., 2002; TOWN; NIKOLIC; TAN, 2005). 

 

2.3 TRATAMENTO FARMACOLÓGICO 

  

Em pacientes com DA, além do acúmulo de Aβ e ENFs, a concentração de acetilcolina 

(ACh) na transmissão de impulsos neuronais é acentuadamente reduzida (ROY; DIXIT; 

SAXENA, 2008). Igualmente, elevada atividade de AChE têm sido encontrados em amostras 

de cérebro post-mortem em pacientes acometidas por essa patologia (CHAIYANA; 

OKONOGI, 2012). Nesse sentido, buscando alternativas para tratar a DA, foi sugerida a 

hipótese do déficit colinérgico no prosencéfalo basal (CAMPS; MUNOZ-TORRERO, 2005). 

A terapia colinérgica, segue atualmente como uma das principais estratégias para o tratamento 

da DA. Entretanto, as terapias farmacológicas usuais estão restritas à melhoria parcial e 

transitória dos sintomas cognitivos (inibidores da acetilcolinesterase e memantina) e 

comportamentais (antidepressivos, antipsicóticos e ansiolíticos)  (BIRKS, 2006; WONG, 

2016). 

Uma abordagem racional do tratamento medicamentoso para DA inclui os fármacos 

inibidores da acetilcolinesterase (AChEIs) na demência leve e a adição de memantina quando 

os pacientes entram no estágio moderado da doença (WONG, 2016). Aprovados pela Food and 

Drug Administration (FDA) em 1993, os AChEIs aumentam a transmissão colinérgica, através 

do mecanismo de inibição das suas enzimas catalíticas (acetilcolinesterase e 

butirilcolinesterase), permitindo assim, a manutenção do gradiente de concentração da Ach 

durante os processos de transmissão sináptica e a capacidade da Ach estimular os receptores 

nicotínicos e muscarínicos cerebrais (BECKER, 1985). Alguns AChEIs, além da função de 

inibição da AChE, possuem também ação neuroprotetora. Adicionalmente, estas drogas atuam 
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de forma negativa no processo de fosforilação da proteína Aβ, inibindo a clivagem da APP e 

consequentemente a formação de placas amilóides (RACCHI et al., 2004; SAMADI et al., 

2010).  

Os principais AChEIs usadas na prática clínica são: rivastigmina, donepezil e 

galantamina (AISEN et al., 2012; ZHANG et al., 2009). A galantamina e o donepezil são 

inibidores reversíveis da AChE, de duração intermediária e longa, respetivamente. Por sua vez, 

a rivastigmina, é um inibidor pseudoirreversível (ou lentamente reversível), que tem duração 

intermédia. A rivastigmina, além da inibição da AChE, inibe também a butirilcolinesterase, o 

que pode culminar em maior incidência de efeitos colaterais. Por outro lado, a inibição de ambas 

enzimas catalíticas, pode representar benefícios adicionais ao tratamento, uma vez que a 

butirilcolinesterase também parece estar envolvida na maturação das placas neuríticas 

(KADUSZKIEWICZ et al., 2005). 

Embora considerados clinicamente significativos, os efeitos dos AChEIs são modestos. 

Rogers e colaboradores (1998) mostraram que a administração AChEIs em paciente com DA 

leve ou moderada, resulta em discretos benefícios a nível cognitivo e comportamental, em 

relação aos pacientes controle. Por outro lado, o mesmo estudo também detectou que os 

modestos benefícios apresentados por AChEIs são geralmente observados a partir de doze a 

dezoito semanas e, possivelmente, desaparecem após seis a oito semanas da interrupção do 

tratamento. (ROGERS et al., 1998) Além disso, estudos demonstram que estes medicamentos, 

em geral, são bem tolerados e com efeitos adversos resultantes da hiperativação colinérgica 

periférica, tais como: cefaleias, dores generalizadas, fadiga, náuseas, vômitos, anorexia, 

cãibras, insônia, tonturas, depressão. (BAUMANN; JAMESON, 2013) 

Adicionalmente a hipótese colinérgica, tem sido admitida a possibilidade de que a 

ativação glutamatérgica, através dos receptores NMDA (N-metil-D-aspartato), contribua para 

a evolução da DA. Em regiões do encéfalo associadas às funções cognitivas e à memória, o 

glutamato demonstrou ser o principal neurotransmissor excitatório cerebral. Em regiões 

corticais e subcorticais que contêm neurônios e receptores do glutamato, esse neurotransmissor, 

quando presente em níveis elevados por períodos longos, gerou perdas estruturais e funcionais, 

pela sua característica excitotóxica que provoca a morte neuronal (JARVIS; FIGGITT, 2003). 

Nesse sentido, para o tratamento de demência moderada a severa na DA, a memantina, 

um antagonista não-competitivo do receptor NMDA, é comumente utilizada (AISEN et al., 

2012). Contudo, semelhante aos AChEIs, o benefício desse fármaco é meramente sintomático, 

tendo como potenciais efeitos adversos a constipação, tontura, dor de cabeça e sonolência. 
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Ensaios avaliando o benefício da terapia de combinação com AChEIs e memantina versus 

monoterapia resultaram em resultados contraditórios (SCHMIDT et al., 2015). 

Quanto ao tratamento dos sintomas comportamentais na DA, como depressão e 

ansiedade, esse representa um desafio clínico (GAUTHIER et al., 2010). Os AChEIs podem 

melhorar parâmetros comportamentais, particularmente depressão e apatia, enquanto a 

memantina demonstrou melhorar a agitação e a irritabilidade (GAUTHIER et al., 2010). Ainda, 

como terapia para depressão e ansiedade, pode-se associar uso de antidepressivos como por 

exemplo, inibidores seletivos da recaptação da serotonina (IRSS) ou inibidores seletivos da 

recaptação da serotonina e norepinefrina (ISRSN).  

Assim, considerando a DA sendo multifatorial, há necessidade de um plano 

farmacológico abrangente, em que diferentes elementos dessa fisiopatologia complexa sejam 

atingidos sinergicamente para que realmente o processo neurodegenerativo da DA possa ser 

modificado (RABINOVICI, 2019). Para compor tal plano, o bloqueio do sistema de cininas 

principalmente via BK e B2R, induzidos por Aβ, poderia fazer parte de futuras intervenções 

terapêuticas que retardem ou previnam a instauração da DA. Assim, destaca-se o medicamento 

Icatibant (Firazyr, Shire), cujo princípio ativo é um antagonista seletivo do B2R denominado 

HOE-140, já utilizado na clínica, sob forma injetável, para o tratamento de ataques agudos de 

angioedema hereditário (AHE), um distúrbio autossômico dominante raro (prevalência 

estimada 1: 10.000-50.000) (CABALLERO et al., 2011; CICARDI et al., 2014). 

 

2.4 MODELOS ANIMAIS PARA ESTUDO DA DA  

 

Considera-se que 95% dos casos de DA são de origem esporádica (RABINOVICI, 

2019). Entretanto, os modelos animais amplamente utilizados na pesquisa são, de fato, padrões 

baseados na genética da DA familiar, pelo fato de que há dificuldades no desenvolvimento de 

modelos para forma esporádica da DA devido o desconhecido iniciador do início da doença 

(ROWLAND; HOOPER; KELLETT, 2018).  Em contrapartida, com exceção do tempo de 

início da doença, as características patológicas entre as formas são semelhantes, com 

abundantes acumulações de placas e emaranhados nas mesmas áreas do cérebro, bem como 

altos níveis de perda sináptica e neuronal (TURNER, 2006). 

A DA tem sido amplamente estudada em diferentes modelos experimentais, afim de se 

obter insights sobre vários aspectos da patologia, bem como, avaliação de vias que poderiam 

fazer parte de futuras intervenções terapêuticas. De fato, modelos in vitro, injeção direta de 

oligômero de Aβ em murinos, e com o desenvolvimento de métodos de biologia molecular, tem 
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sido gerada uma ampla gama de modelos de camundongos transgênicos baseados na expressão 

de APP e PS1  (ASHE; ZAHS, 2008; JANKOWSKY; ZHENG, 2017). Apesar de sua extensa 

validade na busca pelo entendimento da patogênese da DA, nenhum dos 100 tipos de modelos 

desenvolvidos até agora, é capaz de mimetizar a extensa perda neuronal e todas as demais 

características neuropatológicas da DA humana (AMRAM; FRENKEL, 2017). Assim, torna-

se essencial considerar a questão experimental em estudo para a escolha do modelo a ser 

utilizado.   

Genericamente, modelos de murinos transgênicos podem apresentar declínio cognitivo, 

disfunção e perda sináptica, placas amiloides, deposição de ENFs e inflamação, além de atrofia 

e morte neuronal (BALDUCCI; FORLONI, 2011; JANKOWSKY; ZHENG, 2017). Nesse 

sentido, aqui, optou-se por avaliar diferentes aspectos da DA abrangidos pelo modelo 

APPswePS1dE9, associados ao início precoce da DA. 

O modelo APPswe/PS1dE9, descrito por Jankowsky et al. (2004), superexpressa a mutação 

sueca de APP, junto com PS1 deletado no éxon 9. A superexpressão da construção do transgene 

leva à superprodução de APP e PS1 com aumento concomitante na carga de Aβ no parênquima. 

Apesar desse modelo não demonstrar uma perda neuronal extensa, formação de ENFs e 

inclusões tau-positivas, o modelo murino APPswe/PS1dE9 exibe uma variedade de outros 

sintomas semelhantes a DA humana (JANKOWSKY et al., 2004). Estes incluem 

anormalidades neuríticas leves (GARCIA-ALLOZA et al., 2010), aumento da mortalidade 

neuronal, neuroinflamação, disfunção da BHE e declínio cognitivo robusto (KELLY et al., 

2015; MINOGUE et al., 2014) 

 Götz et al., (2007) demonstram que embora esse modelo não apresente formação de 

ENFs, muitos mostram aumento da hiperfosforilação da tau. Isso pode ser devido (1) o acúmulo 

de Aβ humano não ser presente o bastante para causar a formação de ENFs; (2) tau de murino 

possui uma composição e encadeamento diferentes que podem não ser propensas a formação 

de agregados; (3) média de vida dos camundongos não é prolongada o suficiente para permitir 

a hiperfosforilação/agregação suficiente à medida que essas patologias se desenvolvem ao 

longo de décadas em seres humanos; ou (4) uma combinação destes.  (GÖTZ et al., 2007) 

Quanto a avaliação cognitiva, Webster et al.(2014) demonstram que esse modelo 

murinho possui déficit na memória de trabalho desde os primeiros estágios da DA.  Em fases 

posteriores, Ferguson et al., (2013) observaram diminuição da memória espacial. De fato, 

alguns estudos observam o início dos défices cognitivos relacionados a níveis de 

Aβ correlacionam-se com déficits comportamentais em camundongos APPswePS1dE9 com dois 

e três (PILLAY; KELLAWAY; KOTWAL, 2008; VÉGH et al., 2014), quatro  (BONARDI et 
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al., 2011) ou cinco (ZHU et al., 2017) meses de vida, embora a grande maioria dos estudos 

observam tais défices aos 6 e 7 meses de vida desses animais (JANKOWSKY et al., 2004; 

SHEN et al., 2017). Mais precocemente, as anormalidades de circulação sanguínea neural e 

neuroinflamação já são evidenciadas com dois meses de vida dos animais deste genótipo 

(BISCARO et al., 2012). Além disso, observa-se disfunção da barreira hematoencefálica na 

patogênese da DA (KELLY et al., 2015; MINOGUE et al., 2014). Estas alterações são 

observadas em pacientes com a DA e, portanto, o modelo APPswePS1dE9 é capaz de abranger 

grande parte dos mecanismos celulares, moleculares e sistêmicos da patologia. Assim, a sua 

utilização é uma excelente ferramenta para estudos que buscam o entendimento e/ou terapias 

para a DA.  

A despeito do outro modelo experimental utilizado neste trabalho, a administração i.c.v 

de oligômero de Aβ solúveis (AβOS) em murinos, tem seu efeito baseado na capacidade de 

agregação do peptídeo Aβ em pequenos oligômeros ser uma das características mais 

importantes da patologia de DA. (BEYREUTHER; MULTHAUP; MASTERS, 1996). De fato, 

estudos identificaram os AβOS em concentrações significativamente mais altas em cérebros 

acometidos com DA comparados com indivíduos controles, e revelaram ainda, que as 

características físico-químicas destes AβOS endógenos são análogas a dos sintetizados in vitro 

(GONG et al., 2003; DE FELICE et al., 2008).  

Haass e Selkoe (2007), Viola e Klein  (2015) demonstraram que a forma oligomérica 

do peptídeo Aβ são muito neurotóxicas, mesmo na ausência dos depósitos de grandes agregados 

de amiloides e, causam uma série de eventos como: dano imediato as sinapses neuronais 

(LAMBERT et al., 1998), ativação de diferentes vias de sinalização, perda da homeostase 

iônica, resposta inflamatória (DE FELICE et al., 2008; FIGUEIREDO et al., 2013; JANG et 

al., 2013) e consequente declínio cognitivo dos pacientes com DA.  

Apesar de diversos estudos demonstrarem um maior potencial tóxico dos AβOs para as 

sinapses, já foi demonstrado que a perda de sinapses é mais proeminente nas imediações das 

placas senis sugerindo que estas placas podem ser um reservatório de oligômeros sinaptotóxicos 

(DOROSTKAR et al., 2014; SHANKAR; WALSH, 2009). Lambert et.(1998), em estudo 

precursor, demonstraram que os AβOs (também conhecidos como ADDLs, do inglês Aβ-

Derived Diffusible Ligands), danificam mecanismos de plasticidade sináptica por bloquear a 

potenciação de longa duração no hipocampo, evento fisiológico crucial para a aquisição e 

formação de memória (KOFFIEA et al., 2009). Corroborando esses estudos, Nimmrich et 

al. (2008) mostraram que os AβOS contribuem na alteração do fluxo de cálcio pré-sináptica do 

tipo P/Q, que está relacionadas à neurotransmissão e à plasticidade sináptica, tanto nas sinapses 
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glutamatérgicas, quanto nas sinapses do ácido gama-amino-butírico (GABA)(NIMMRICH et 

al., 2008). Estudos revelam que o efeito dos AβOS sobre as sinapses representa uma extensa 

redução do número de espinhas dendríticas (DE FELICE et al., 2009; KNOBLOCH; 

MANSUY, 2008; WEI et al., 2010). Como essas estruturas são espículas dos dendritos nas 

quais ocorrem as sinapses excitatórias, o impacto dos AβOS nas sinapses sugere ser a base do 

déficit cognitivo observado nos pacientes com a DA causados principalmente, por perda da 

conectividade neural. Lacor e colaboradores, (2007) e Li e colaboradores, (2017) demonstram 

que os efeitos deletérios sobre as sinapses observados na DA são possivelmente consequência 

da capacidade dos AβOS de se ligarem com grande especificidade a sítios sinápticos 

excitatórios.  

Eventos adicionais causados pelos AβOS, que também intervêm em processos 

sinápticos relevantes, incluem a fosforilação aberrante de tau em resíduos que 

característicamente estão hiperfosforilados em cérebros de pacientes com DA (DE FELICE et 

al., 2008; ŠIMIĆ et al., 2016), além de estresse oxidativo (BUTTERFIELD; BOYD-

KIMBALL, 2018; DE FELICE et al., 2007). Portanto, estudos sugerem que as sinapses são o 

principal alvo dos AβOS, e que esta interação resulta na disfunção sináptica, provavelmente 

responsável pelo declínio cognitivo inicial que acomete indivíduos com DA (FERREIRA; 

KLEIN, 2011; SELKOE, 2002). Ainda, estudos validam através de modelo in vitro e em 

animais, a influência do modelo AβOS afim de complementar os esforços para determinar o 

mecanismo e como alvo terapêutico para DA (KNOBLOCH et al., 2007; LAMBERT et al., 

1998).   

 

2.5 BRADICININA 

 

A bradicinina (BK) é um oligopeptídeo de nove aminoácidos (Arg1- Pro2-Pro3-Gly4-

Phe5-Ser6-Pro7-Phe8-Arg9), que compõe a cascata metabólica do sistema calicreína-cininas. 

Este sistema inclui as enzimas calicreinas (serino-proteases) tecidual e plasmática, α-globulinas 

com múltiplos domínios denominados cininogênios e por fim, as cininas bioativas: bradicinina 

(BK) e calidina. A calicreína plasmática, pode ser ativada pelo fator de contato XII, clivando 

os cininogênios e liberando as cininas (MARCEAU; REGOLI, 2004; MOREAU et al., 2005; 

ZAMOLODCHIKOV et al., 2015).  

O sistema de cininas atua como mediador pró-inflamatório principalmente a nível 

periférico (WALKER; PERKINS; DRAY, 1995), causando principalmente, dor, aumento da 

permeabilidade vascular, produção de óxido nítrico, citocinas, radicais livres (FRANCEL, 
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1992), direcionamento de linfócitos para a polarização Th1(ALIBERTI et al., 2003; IFUKU et 

al., 2007). Além disso,  o sistema de cininas é amplamente conhecido tanto em cérebro de 

murinos (LI et al., 1999) como de humanos (BHOOLA; FIGUEROA; WORTHY, 1992). 

Assim, novas funções relacionadas à neuroinflamação têm sido descritas, entre elas a 

quimioatração de micróglias, edema cerebral (RAIDOO; BHOOLA, 1998), e disfunção da 

BHE (ALBERT-WEISSENBERGER; SIRÉN; KLEINSCHNITZ, 2013; GÖBEL et al., 2019; 

THORNTON et al., 2010). Nesse sentido, a BK está intimamente relacionada a patologias como 

angioedemas hereditários e adquiridos, cirrose hepática com ascite e doenças 

neurodegenerativas como a DA (GOLIAS et al., 2007; LEEB-LUNDBERG et al., 2005; 

MOREAU et al., 2005).  

Os efeitos biológicos desse sistema são mediados através de dois tipos de receptores 

transmembrana acoplados à proteína G, denominados B1R e B2R, descritos há mais de 20 anos 

(REGOLI; BARABE, 1994). Os receptores do referido sistema foram caracterizados 

inicialmente com base em critérios farmacológicos de ordem de potência dos agonistas em 

experimento com órgão isolado. Posteriormente, esta classificação foi ratificada através de 

estudo com agonistas e antagonistas seletivos (STEWART et al., 1999). Nesse seguimento, o 

B2R é um receptor constitutivo que tem alta afinidade por BK e sensibilidade a baixas 

concentrações do seu antagonista sintético seletivo HOE- 140.  

 

Figura 2- Sistema de Cininas 

 

 

 

Fonte: Gomes et al. (1999) adaptado. 
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De fato, B2R está presente em uma grande variedade de tecidos, como no músculo liso, 

tecido nervoso e inclusive no sistema nervoso em desenvolvimento, conforme observado em 

embriões de camundongos (TRUJILLO et al., 2012) onde leva à formação de histamina e 

prostaglandinas (STERANKA et al., 1988).  

Os receptores B1R e B2R são muito similares entre si, sendo umas das poucas 

características que os diferenciam, é o fato que B1R praticamente não sofre dessensibilização 

pós-ativação e apresenta alta afinidade pela des-Arg9BK (MATHIS; CRISCIMAGNA; LEEB-

LUNDBERG,1996). Sendo assim, B1R apresenta ação de amplificar e perpetuar a sinalização 

iniciada pela estimulação do B2R para os distintos padrões de sinalização celular (LEEB-

LUNDBERG et al., 2005).  

Quanto a ação da BK após ligação aos seus receptores, essa induz uma cascata de 

transdução de sinal, que envolve preferencialmente a proteína Gq, mas também pode envolver 

as proteínas Gs ou Gi (BLAUKAT et al., 1999; LIEBMANN et al., 1996) que, por sua vez, 

podem desencadear a ativação de diversas vias (BLAUKAT et al., 1999; LIEBMANN et al., 

1996; PILLAT et al., 2016). Dessa forma, ressalta-se que a sinalização intracelular decorrente 

da ativação de B2R pode ser bastante intricada e ter grande amplitude de acordo com o tipo e 

contexto celular, visto que, a eficácia de acoplamento de determinadas famílias de proteínas G 

varia com esses aspectos. Assim, Hanke e colaboradores (2006) demonstraram que em células 

COS-7, em ausência de estímulos miogênicos, o B2R atua aumentando a produção de Inositol 

trifosfato (IP3) e 3’5’-adenosina-monofosfato-cíclico (AMPc). Já em neurônios da medula 

espinhal, observa-se a elevação na AMPc induzida por BK (KOHNO et al., 2008).  

Ainda, a ativação das cininas pode estar relacionada à estimulação direta ou indireta de 

diversas vias de sinalização intracelular, como ativação da fosfolipase C, que leva à hidrolise 

do IP3, aumento do cálcio (Ca2+) intracelular, à translocação da proteína quinase C (PKC) para 

a membrana, a ativação da óxido nítrico sintetase endotelial (eNOS), e da neuronal (nNOS) e 

da fosfolipase A2 (ALBERT-WEISSENBERGER; SIRÉN; KLEINSCHNITZ, 2013). Há 

também um aumento na produção de ácido araquidônico (XING; TAO; INSE, 1997) e, 

consequentemente, uma maior síntese de prostaglandinas, principal responsável pelo efeito 

mais conhecido das cininas, a vasodilatação (ALBERT-WEISSENBERGER; SIRÉN; 

KLEINSCHNITZ, 2013; MARCEAU; REGOLI, 2004; MOREAU et al., 2005). Além disso, o 

B2R promove a fosforilação transitória de tirosina a partir de proteínas quinases ativadas por 

mitógeno (MAPK) (LIEBMANN; BOHMER, 2000) especificamente a quinase regulada por 

sinal extracelular (ERK)1/2 e p38 (PILLAT et al., 2016; SABATINI et al., 2013), bem como a 

ativação do gene JAK/STAT em células endoteliais (JU et al., 2000). 
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2.6 BRADICININA E DA 

 

Dentre vários fatores, a neuroinflamação está envolvida na patogênese e progressão da 

DA (ROJO et al., 2008). Dessa forma, a BK conhecida pelo seu papel mediador pró-

inflamatório central (AUSTINAT et al., 2009; COUTURE et al., 2001; GIMPL et al., 

1992)  tem sido associada também na regulação da inflamação cerebral (HENEKA et al., 2015). 

Ainda, em estudo recente foi demonstrado a modulação da BHE de um modo dependente do 

receptor ativado por protease 2 (PAR2), também denominado como fator receptor de 

coagulação II (trombina) que medeia respostas inflamatórias, amplificando o tráfego de 

leucócitos para o SNC. (GÖBEL et al., 2019)   

Nesse sentido, diversos elementos do sistema calicreína-cininas apresentam uma 

expressão aumentada no encéfalo dos pacientes com essa demência. (RAIDOO; BHOOLA, 

1997; CHEN et al., 2000). De modo especial, foi observada uma regulação positiva de B2R em 

ratos infundidos com Aβ, principalmente em hipocampo e o córtex, o que sugere o possível 

envolvimento de cininas em DA (VIEL et al., 2008). 

Corroborando esses estudos, Ashby, Love e Kehoe, (2012) têm demonstrado que a 

cascata proteolítica das cininas, a iniciar pelo fator de contato XII (FXII), está demasiadamente 

ativada nos modelos murino e em pacientes acometidos pela DA. De fato, pacientes com tal 

demência exibem alta atividade da calicreína plasmática no parênquima cerebral (ASHBY; 

LOVE; KEHOE, 2012). Ainda, a estimulação do sistema de cininas se inicia com o FXII sendo 

diretamente ativado pelo Aβ visto que esse último apresenta carga negativa 

(ZAMOLODCHIKOV et al., 2015).  

Adicionalmente, em estudo post-mortem, foi determinado um aumento na transdução 

do sinal iniciado pela BK em fibroblastos humanos isolados de cérebros de portadores da DA, 

ocasionando uma hiperfosforilação da Tau. Ainda, de maneira interessante, Racchi e 

colaboradores (1998) demonstraram que a exposição de BK em fibroblastos promove um 

aumento na secreção da APP e ativação da via da MAPK e fosforilação ERK1 e ERK2 (KHAN; 

ALKON, 2006; VIEL; BUCK, 2011). Outros estudos identificaram mudanças em canais de 

potássio (K+) que são sensíveis a interações com Aβ1-42, mobilização de cálcio mediada pela 

BK na fosforilação da MAPK (ZHAO et al., 2002). De maneia interessante, a incubação de 

células endoteliais expostas a proteína Aβ também demonstraram aumento significativo na 

concentração de cininas nesta cultura (WIRTH et al., 1999). Huang e colaboradores (1998) 

demonstraram também, que a exposição da proteína Aβ em cultura de linhagem neuronal do 

tipo PC12 promove um aumento na produção de IP3 e elevação dos níveis de cálcio citosólico 
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induzidos pela BK. Portanto, estes estudos apontam para a existência de uma possível 

retroalimentação em que o peptídeo Aβ atua aumentando a secreção de cininas ativando os 

receptores de BK que, por sua vez, podem estimular a produção de Aβ (IORES-MARÇAL et 

al., 2006). 

Nesse seguimento, Viel et al. (2008) consideram que a o aumento da densidade de sítios 

de ligação para o B1R e B2R nas áreas relacionadas ao aprendizado e retenção de memória 

pode ser associado à neurodegeneração causada pela infusão Aβ. Em trabalho realizado com 

animais knockouts foi demonstrada a atuação do B2R como neuroprotetor (LEMOS et al., 

2010). Ainda, Bicca e colaboradores (2015) e Prediger et al. (2008) demonstram que o bloqueio 

farmacológico do B2R melhora índices de memória, reduz o número de micróglias ativadas e 

os níveis de COX-2 e NOS. 
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ABSTRACT 

 

Neuroinflammation is inherent processes to the pathogenesis of Alzheimer’s disease (AD), and 

therefore signs that promote this process can act as initial deleterious triggers. In this context, 

recent data show that the kinin system is stimulated by the pathologic amyloid-β (Aβ) in AD 

patients. The effects of this system are primarily mediated by bradykinin (BK) and its kinin-B2 

receptor (B2R) and comprehend the direct action permeabilization of the blood-brain barrier 

and inflammation. Still, the role of BK/B2R modulating in the processes AD pathogenesis and 

its progression is not completely understood. Thus, the aims of this study were demonstrated 

effects of B2R blockage in different AD models: transgenic double mice as a model of the 

familial AD (APPswe/PS1dE9) and  injections of oligomeric Aβ-peptide in wild type C57BL6, 

both expressing or not B2R, or pretreated with B2R antagonist: HOE-140. The data obtained 

show the first evidence, that Aβ oligomers increased BBB permeability from blood and HOE-

140 provided significant BBB protection against Aβ oligomers. In addict, the B2R antagonist 

reduced acetylcholinesterase (AchE) activity, suggesting that B2R modulation can actuate as a 

novel therapeutic strategy for AD, already used to treat Hereditary Angioedema. Interestingly 

also, both HOE-140 and the absence of B2R (B2R-/-) prevented long memory loss. 

Collectively, these results suggest that BK seems to be protagonist molecule in the processes 

observed in AD by B2 receptor. Therefore B2R blockage could be a target of prophylactic 

treatment in slowing DA neurodegeneration. 

 

 

Keywords: kinin-B2 receptor; Alzheimer’s disease; Knockout mice; APPswe/PS1dE9 mice. 

 

3.1 INTRODUCTION 

 

Among the many factors that are involved in the pathogenesis and progression 

of Alzheimer's disease (AD), neuroinflammation is noteworthy and, therefore, signals 

that promote it can support  or act as triggers for the establishment of the pathology [1]. In this 

sense, it is noted that the kinin system is closely related to immune responses, since it (i) is 

a potent mediator of the inflammation, (ii) favors the polarization of lymphocytes for the profile 

Th1 and (iii) increases the permeability of the blood-brain barrier (BBB).  Interestingly, the 

kinin system is stimulated by the pathological amyloid-β peptide (Aβ) and is overly activated 

in patients with AD. The effects of kinins are mainly mediated by bradykinin (BK) and its B2 

receptor (B2R). In addition, postmortem brains of individuals with AD revealed increased 

expression of B2R in the cortex and hippocampus (region responsible for memory processing 

and the first cognitive domain affected by AD) [2]. However, the role of BK/B2R signaling in 

the inherent processes of pathogenesis and progression of AD is unknown. Furthermore, there 

are no effective therapeutic alternatives to prevent the progression of this neurodegenerative 
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disease, whose incidence tends to increase proportionally to the life expectancy of the world 

population.  

Thus, we seek to understand the role of B2R and its downstream mechanisms involved 

in neural inflammation and memory deficit in two experimental models of AD (APPswe/PS1dE9 

transgenic mice and i.c.v. injection of  Aβ). To highlight the role of B2R in this pathology, the 

mice were treated with the B2R antagonist HOE-140 (currently employed in the treatment of 

hereditary angioedema), and B2R knockout mice were used in order to evaluate possible 

differences between the experimental models and to clarify the neurobiological alterations 

involved in both pathogenesis and progression of AD. 

 

3.2 MATERIALS AND METHODS  

 

3.2.1 Animals 

 

The experiments were performed using C57BL/6 male mices (20–25 g). Animals 

housed five to a cage, and maintained under controlled light and environment (12h light/dark 

cycle, lights on at 7:00, 22 ± 1 °C, 55% relative humidity) with free access to food and water. 

Behavioral experiments were carried out during the light phase of the cycle (between 9:00 a.m. 

and 5:00 p.m.) where the animals were habituated for 1 h prior to experiments. All experimental 

protocols were designed with the goal of keeping the number of animals used to a minimum, 

as well as their suffering. These protocols were conducted in accordance with national and 

international legislation (guidelines of Brazilian Council of Animal Experimentation – 

CONCEA – and of U.S. Public Health Service’s Policy on Humane Care and Use of Laboratory 

Animals – PHS Policy) and approved by the Ethics Committee for Animal Research of the 

University of São Paulo (Process 5250180515). 

 

3.2.2 Pharmacological treatment 

 

To evaluate the involvement of B2R in the cognitive deficit and molecular alterations 

induced by Aβ 1–42 intracerebroventricular (i.c.v.) injection, some mice were treated with the 

following B2R selective antagonist: antagonist HOE 140, 50 pmol/site (Aventis, Frankfurt 

Main, Germany). 
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3.2.3 Mouse genotyping 

 

Animals were genotyped before the studies using specific primers. APP/PS1 Δ E9 and 

B2-/- was carried out according to standard protocols. Briefly, genomic DNA was extracted 

from sections of mice tails and subjected to amplification using specific forward and reverse 

primers for the respective transgenic construct. Thermal cycling consisted of 35 cycles at 94 °C 

for 1 min, 52 °C for 1 min, and 72 °C for 1 min. PCR products were resolved on a 1.5% agarose 

gel, evidencing specific bands for transgenic animals after ethidium bromide staining. 

 

3.2.4 AβOs 

 

Oligomers were prepared from synthetic Aβ 1–42 as described previously [3]–[5]. The 

Oligomer preparations were routinely characterized by size exclusion HPLC and comprised a 

mixture Aβ dimers, trimers, tetramers, and higher molecular weight oligomers. Protein 

concentration was determined using the BCA assay (Thermo-Pierce). 

 

3.2.5 Brain infusions in mice 

 

 Mice (n=8-10 per group) were anesthetized with 2.5% isoflurane (Cristália) using a 

vaporizer system (Norwell), as described previously [3], [6]. A 2.5-mm-long needle was 

unilaterally inserted 1mm to the right of the midline point equidistant from each eye and 1mm 

posterior to a line drawn through the anterior base of the eye [3], [6]. Two hours prior AβOs 1–

42 or PBS (Vh) i.c.v. injection, the antagonists were administered at a final dose of 50 pmol/site 

for HOE 140. Then, 10pmol AβOs (or vehicle) was injected in a final volume of 3μl and the 

needle was kept in place for an additional 30s to prevent backflow. Precise placement of the 

injection site (needle track) was confirmed by dissecting the brain tissue after behavioral 

experiments. Mice that showed signs of misplaced injections or any sign of hemorrhage were 

excluded from further analysis.  

 

3.2.6 Blood-Brain Barrier (BBB) permeability 

 

The BBB permeability was assessed as described by [7], [8]. Twenty-four hours after 

i.c.v. administration of AβOS, HOE-140 or vehicle, 100μL of fluorescein sodium (0.1mg/mL) 

was injected intraperitoneally. After thirty minutes, the Animals were anesthetized with 
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ketamine/xylazine (50/5 mg/kg, i.p.) and was perfused with 40 ml of sterile phosphate-buffered 

saline (PBS) to remove all vascular content, brain was weighed and homogenized in 0.5 ml of 

PBS. Brain and serum samples were sequentially diluted in PBS (1:10 v/v) and in 20% 

trichloroacetic acid (TCA) (1:10 v/v). Brain samples were centrifuged at 1250g for 5 min, and 

the resulting supernatant was diluted in 20% TCA (1:10 v/v). All samples were incubated at 4 

°C for 16 h and centrifuged at 1250g  for 15 min to remove precipitated protein. The supernatant 

was removed and diluted in 1M Tris (pH 10, 1:2 v/v). The intensity of fluorescence emitted by 

the samples was evaluated by the excitation at 480ηm and detection at 539 ηM in a microplate 

reader (Flexstation). A standard curve for fluorescein quantification in the samples was 

generated by simultaneously analyzing fluorescein solutions prepared in 10% TCA and 0.5 M 

Tris. The degree of BBB permeability was measured as the percentage (w/v) of sodium 

fluorescein in a gram of brain tissue per the amount of sodium fluorescein in a milliliter of 

serum. 

 

3.2.6 Determination of acetylcholinesterase activity in the brain 

 

The AChE enzymatic activity in hippocampus, prefrontal cortex and entorhinal cortex 

was determined by the Ellman et al. method [9] as modified by Rocha et al. (1993) This method 

is based on formation of the yellow 5-thio-2- nitrobenzoic acid, which was measured 

spectrophotometrically at 412 nm for 2 minutes at 25°C. The reaction mixture contained 100 

mM potassium phosphate buffer (pH 7.5), 1 mM 5,5′-dithiobis(2-nitrobenzoic acid) and the 

AChE enzyme (40– 50 μg of protein), which was pre-incubated for 2 minutes. The reaction was 

initiated by adding 0.8 mM acetylthiocholine iodide (AcSCh). The experiment was carried out 

in triplicate, and enzyme activity was expressed as μmol AcSCh/h/mg of protein. 

 

3.2.7 Behavioural testing 

 

Object recognition test were based on the innate preference of rodents to explore 

novelty, and were carried out in an open field arena, measuring 30 × 30 × 30 cm wood chamber 

as described previously  [10], [11]. The arena had its walls painted black, a front wall made of 

Plexiglas and a floor covered with ethyl vinyl acetate sheet. Illumination (about 40 lux) was 

provided by a light bulb hanging 60 cm above the apparatus. The temperature of the room was 

maintained at 22 °C. Total distance and velocity during the 5-minute open field session were 

recorded as measures of locomotor activity; no differences were found among the groups. 
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Animals were trained in a 5-min-long session during which they were placed at the center of 

the arena in the presence of two identical objects. Exploratory behavior (amount of time 

exploring each object) was recorded by trained researchers and performed with the support of 

Any Maze® software. Between each trial the apparatus was cleaned with a 30% ethanol 

solution to avoid odour cue. The retention test was performed at 24 h after the training session. 

In these 5-min test sessions, the animals were individually reintroduced in the OF, and one of 

the objects presented during training was randomly replaced by a new object, the difference 

resides on the shape of the object, not on its color. The time spent exploring the familiar and 

the novel object was recorded. The discrimination index was then calculated, taking into 

account the difference of time spent exploring the new and familiar objects, ([(Tnovel–

Tfamiliar)/(Tnovel + Tfamiliar)] *100 (%)), and used as a memory parameter. 

 Experiments and data analysis were conducted by an experimenter blind to treatment 

conditions. Parametric data with normal distribution were analyzed by Analysis of Variance 

(ANOVA), in this case, two way, followed by Tukey’s post hoc test. Values were plotted as 

mean ± standard deviation. The significance level in all experiments was p <0.05. 

 

3.2.8 Statistical analysis 

 

All analyses were performed with Prism 6.0 (GraphPad) and datasets were assessed for 

normality and group variance before statistical testing. Values are expressed as mean± S.E.M. 

Two-tailed statistical tests are indicated in each figure (*P < 0.05; **P < 0.01). Post-test 

corrections were used every time multiple comparisons were performed (as indicated in each 

figure). 

 

3.3 RESULTS 

 

3.3.1 Establishment by crosses and genotypes of the colony of B2R-/- knockout mice 

containing the mutations for familial AD (APPswePS1dE9+/- B2R-/-). 

 

For the study of the role of B2R in the pathogenesis and progression 

of familial Alzheimer's disease (AD), we used APPswePS1dE9+/- transgenic mice (experimental 

AD model) and B2R knockout mice (B2R-/-), both with C57/BL/6J genetic background. 

To obtain animals with the genotype of interest for the present study (APPswePS1dE9-/+/B2R-/-), 
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APPswePS1dE9-/+ mice were crossed with B2R-/- mice and, at least in the third generation, the 

desired genotype was achieved. 

To make this experimental approach possible, numerous animal genotypes were 

used. To evaluate the B2 receptor, we used specific primers for this target and for resistance to 

Neomycin (Neo). Figure 1 shows the amplicons electrophoretically separated on agarose 

gel. For the evaluation of APPswePS1dE9 transgenes, we used specific primers for this target and 

for the endogenous genomic mouse PrP.  

 

3.3.2 Studies on the integrity of the blood-brain barrier (BBB) in AD model animals 

(AβOs) following B2R pharmacological inhibition. 

 

It is known that BK/B2R signaling, besides triggering inflammatory processes, 

increases the permeability of the BBB. Therefore, we sought to investigate if the increase in 

BBB permeability, observed in AD model animals, occurs through BK/B2R signaling. To this 

end, the test of BBB Permeability to Sodium Fluorescein was performed 24 hours (Figure 2A) 

or 7 days (Figure 2B) after the injection of Aβ oligomers and/or HOE-140 (B2 receptor 

antagonist).  

As can be seen in Figure 2, samples of the brains of mice injected with βA oligomers 

showed a higher relative fluorescence intensity, suggesting that the treatment with βA 

oligomers leads to an increase in BBB permeability. Such evidence, so far never described for 

this experimental model, contributes to expand the understanding of the action of Aβ oligomers 

in AD. On the other hand, the pharmacological inhibitor of the B2 receptor with HOE-

140 reduced the influx of fluorescein in the brain in animals treated with Aβ oligomers. These 

data suggest that alterations in BBB provoked by Aβ oligomers are dependent on the action of 

bradykinin and its B2 receptor. In contrast, as can be seen in Figure 2B, after 7 days of treatment 

with AβOs it is no longer possible to observe the increase in sodium fluorescein levels in the 

brain of these animals. These data demonstrate that this model has a transient influence on BBB 

permeability.  

 

3.3.3 Analysis of the activity levels of the enzyme acetylcholinesterase. 

 

The cholinergic hypothesis of AD describes that damage to cholinergic mechanisms in 

the temporal lobe and other areas of the brain is the basis of pathology [12]. Axons of 

cholinergic neurons originate in nuclei in the basal forebrain, especially the basal Meynert 
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nucleus, projecting into various cortical regions and into the hippocampus. The damages in the 

cholinergic system are related to cognitive symptoms of AD, and blocking the 

acetylcholinesterase enzyme (enzyme that degrades the acetylcholine neurotransmitter) is the 

mechanism of action of one of the most widely used modalities of pharmacological treatment 

for AD [13]. Thus, we quantified the levels of acetylcholinesterase enzyme activity in various 

regions of the brain in animals treated with Aβ oligomers and/or HOE-140 (B2R antagonist). 

Interestingly, treatment with HOE-140 significantly inhibited the levels of acetylcholinesterase 

activity in prefrontal cortex (Figure 3B) of mice. These data suggest that the drug HOE-140 

(already used in the medical clinic for the treatment of hereditary angioedema), may present the 

same action of the first-choice drugs for the treatment of AD. It is also possible to observe a 

propensity of reduction of acetylcholinesterase activity in the hippocampus and entorhinal 

cortex (Figure 3A and C).  

 

3.3.4 Behavioral analyzes of wild mice and AD models (APPswe/PS1dE9 and i.c.v. injection 

of AβOs), knockout or not for B2R.  

  

Considering the deficit in memory as the main clinical symptom of AD, we investigated 

the effect of the genetic and pharmacological deletion of the B2 receptor of kinins in memory 

of the AD model mice. Since a key objective of this work is to investigate the role of B2R in 

the pathogenesis of the disease, OR analyses were conducted in young animals at 3, 6 and 9 

months of age (Figures 4A, B and C respectively). As expected, it was observed 

that APPswe/PS1dE9 animals did not recognize the familiar object and, to our surprise, B2R-/- 

animals did not explore the new object for longer in relation to the familiar one either. 

Surprisingly, mice with the APPswe/PS1dE9/B2R-/- genotype showed a better object recognition 

index, suggesting that blocking the B2 receptor has a beneficial 

effect in preventing the pathogenesis of Alzheimer's disease.  

As a result of the effect per se observed in knockout animals for the B2 receptor of 

kinins (B2R-/-), we questioned whether they had undergone adaptations in their development 

that could influence the memory deficit results observed. To overcome this disadvantage 

of knockout animals and, simultaneously, test a drug already used in the medical clinic (for 

hereditary angioedema), we treated wild-type animals with HOE-140 (a B2R antagonist). OR 

tests were conducted 2 and 7 days (Figures 5A, 5B) after the injection with Aβ oligomers and/or 

HOE-140. Treatment with HOE-140 had no effect per se in the OR, suggesting that animals 

with genetic deletion of B2R show some adaptation due to the absence of the receptor.  
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As expected, animals that received only Aβ oligomers had a low recognition 

index (Figures 5A and 5B). In contrast, animals that were pretreated with the antagonist HOE-

140 showed no damage to memory, suggesting that inhibition of B2R blocks 

the harmful effect of Aβ oligomers and, consequently, blocks the pathogenesis of AD. 

 

3.4 DISCUSSION 

 

AD is interrelated with several mechanisms and pathologies occurring simultaneously. 

Several studies suggest the participation of the kinin system in AD, considering the relationship 

between its activation and interaction with Aβ plaques. Aβ plaques make anionic interactions 

contact factor XII, leading to kallikrein activation and BK formation [14]. In this sense, our 

results suggest the direct influence of BK in murine models of AD. Here, we verify decreased 

BBB permeability, decreased AChE activity and improved long-term memory of both B2R 

knockout animals familial AD mutations (APPswe / PSldE9 +/- B2R-/-) and animals injected 

with AβOS and B2R antagonist, HOE-140.  

Iturria-Medina and colleagues [15] in a data analysis composed of brain images, plasma 

and CSF biomarkers of 1171 patients, proposes that vascular dysfunction precedes βA plaque 

deposition, pathognomonic characteristic of AD. In this away, regarding family-type AD in an 

animal model, Kelly and colleagues [16]  demonstrate BBB modifications in 4- to 5-month-old 

mice. Niwa and colleagues [17] in a study with transgenic APP mice (Tg212) showing to BBB 

dysfunction, observed decreased cerebral blood flow in the pathogenesis of AD. AβOs, here we 

provided new evidence of a connection between pathological peptide and BBB modifications, 

suggesting that infusion with AβOs leads to pro-inflammatory and cytotoxic events that 

contribute to the permeability of BBB in the brain. DA. In addition, we have also showed that 

pharmacological inhibition of B2R, generated by pretreatment with the HOE-140 antagonist, 

consistently prevents BBB dysfunction, demonstrating the involvement of the BK/B2R 

signaling pathway in the mechanism of increased BBB permeability observed in the AβOs 

group. 

The cholinergic hypothesis proposes that cholinergic neuron dysfunction contributes 

substantially to cognitive impairment in animal models [19]. Bartus [12] related this hypothesis 

to Aβ and tau accumulation and cognitive deficit in AD patients. Likewise, Carvajal and 

Inestrosa [20] reported that AChE is able to accelerate the formation of Aβ peptide and amyloid 

plaques, as well as an increase in neurotoxicity of AChE-Aβ complexes in human brains. 

Similarly, in this work with murine model exposed to AβOs we demonstrated increasing AChE 
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activity in hippocampus and entorhinal cortex. Rees and colleagues [21] observed the presence 

of Aβ plaques and behavioral deterioration in the working memory test in a double transgenic 

acetylcholinesterase-APP animal model. Similar to that observed in the present work with 

AβOs injection model, Shi and Holtzman [22] observed an increase of AChE activity in 

entorhinal cortex and hippocampus in APPswe/PSldE9 +/- model. Furthermore, we demonstrate 

that treatment of mice with selective B2R antagonists had an important effect in decreasing 

AchE activity, especially in prefrontal cortex, a region highly associated with learning and 

memory [23]. Further studies are necessary to demonstrate the exact mechanism of AchE 

inhibition observed upon treatment with HOE. However, the effect of HOE-140 on AchE 

observed in this study points to this drug as a therapeutic strategy for AD. This effect is 

especially important since current therapies designed to attempt to reverse cholinergic deficit 

are largely AChE inhibitors that are modestly effective and transient owing to their low efficacy 

and limited duration of cognitive benefit [24], [25]. Indeed, one of the most prominent features 

of AD is memory dysfunction [26]. In order to verify possible symptoms of the pathogenesis 

of AD, we evaluated cognition in the murine APPswe/PS1dE9 genotype model, with age, at 3, 

6 and 9 months, by object recognition task. We observed long-term memory deficits in these 

animals at ages. Similar to that observed in the present study, other researchers observed 

memory deficits in these APPswe/PS1dE9 mice from two months of age [27]–[31]. However, 

several studies have not been able to observe working memory deficits in APPswe / PS1dE9 

mice less than 7 months old [16], [32], [33]. 

Furthermore, we identified the effect per se of B2R-/- animals on cognitive assessment. 

These results corroborate those observed by Lemos and colleagues [34] suggesting that the 

absence of B2R precipitates the installation of neurodegenerative processes. In order to 

overcome this anticipation of neurodegeneration observed in cognitive impairment, we used 

the pharmacological antagonist of this receptor. In fact, treatment with HOE-140 did not result 

in an effect per se in relation to mouse memory. Additionally, we demonstrated memory 

improvement with HOE-140 pretreatment in AβO-infused mice at 48 hours and 7 days after 

AβOS 1-42 infusion. Similarly results were previously obtained, although in these studies the  

model of AD was performed by Aβ1-40 injection [12], [35] and memory assessment was 

performed 14 days after amyloid peptide infusion [36].  

The characteristic mutations of familial AD are present in the individual since 

embryonic development, thus, the absence of B2R in development of APPswe/PS1dE9 mice 

could provide benefits, delaying the early development of the disease. Our study was the first 

to develop and evaluate the effects of APPswe/PS1ΔE9/B2R -/- triple transgenic animals. 
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Collectively, our results show that blocking B2R with the selective antagonist HOE 140 

consistently inhibits BBB breakdown and increase of AChE activity induced by AB in the mice, 

and, hence reduces the cognitive impairment in mouse. These results suggest that B2R blocking 

could be pharmacogical target to DA. 
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Figures Subtitles 

 

Figure 1. Genotyping of B2R knockout mice and Transgenic (Tg) APPswePS1dE9(APP/PS1), 

model of familial Alzheimer's disease. A) Genotyping of wild mice. The genomic DNA of the 

mice was extracted from small biopsies and amplified by PCR with specific primers for a region 

of the B2R and B1R gene. B) Genotyping of B2R-/- mice and a region of the Neomycin 

resistance gene. C) Genotyping of the AD model mice. The genomic DNA was evaluated by 

PCR using the specific primers for a region of the endogenous genomic mouse PrP promoter 

and for the TgAPP695. 
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Figure 2. Detection of fluorescence emitted by fluorescein in the brain of animals, 24h (A) and 

7 days (B) after the treatment with AβOs (100pmol/site), HOE-140 (B2R antagonist) and/or 

vehicle. The increase in percentage of the fluorescence intensity of the brain in relation to the 

blood (100%), detected at 539ηm, reflects the increase in permeability of the blood-brain 

barrier (BBB). Data are expressed as mean ±SEM. (n = 8-10 mice per group). *P < 0.05 

compared to Vh group. #P < 0.05 compared to HOE/Aβ1–42 treated group. Two-way ANOVA 

followed by Tukey’s test. 
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Figure 3. Analysis of activity levels of the acetylcholinesterase enzyme in the (A) 

hippocampus, (B) prefrontal cortex and (C) entorhinal cortex of mice treated with Aβ oligomers 

and/or HOE-140. Data are expressed as mean ± SEM. (n = 8-10 mice per group). *P < 0.05 

compared to Vh group. Two-way ANOVA followed by Tukey’s test. 
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Figure 4. Object Recognition Tests (OR) to observe possible cognitive deficits. The tests were 

carried out in wild-type mice (WT), APPswe/PS1dE9 and APPswe/PS1dE9/B2R-/- with 3 (A) 6 (B) 

and 9 (C) months of age. Data are expressed as mean ± SEM. (n = 6- 8 mice per group). **P < 

0.001 compared to Vh group. Two-way ANOVA followed by Tukey’s test. 
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Figure 5. Cognitive deficit induced by Aβ oligomers is suppressed in animals treated with 

HOE-140 (B2R antagonist).  Object Recognition test (OR) conducted 2 days (A) or 7 days (B) 

after the i.c.v. injection of Aβ oligomers (AβOS; 100 pmol/site) and/or vehicle (Vh) and/or 

(HOE-140) wild-type mice. Data are expressed as mean ± SEM. (n = 8-10 mice per group). *P 

< 0.05 compared to Vh group. #P < 0.05 compared to HOE/AβOS 1–42 treated group. Two-way 

ANOVA followed by Tukey’s test. 
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4 DISCUSSÃO 

 

Vários estudos sugerem a participação do sistema de cininas na DA, visto a relação entre 

a sua ativação e a interação com as placas de βA. As placas βA fazem interações aniônicas com 

agregado de βA do tipo 1-42, levando a liberação de calicreína e consequente formação de BK 

(JOSEPH et al., 1999). Nesse sentido, este estudo apresenta resultados que corroboram a 

influência direta da BK em modelos murinos de DA. Aqui, verificamos a diminuição da 

permeabilidade da BHE, redução da atividade de AChE e a melhora da memória de longo prazo 

tanto de animais knockout para o B2R contendo mutações para a DA familiar (APPswe/PSldE9+/- 

B2R-/-) quanto em animais injetados com AβOS e antagonista de B2R, o HOE-140.  

Para Iturria-Medina et al. (2016) em análise recente de dados composta por imagens 

cerebrais, plasma e biomarcadores de LCR de 1171 pacientes, propõe que a disfunção vascular 

precede a deposição de placa βA, característica patognomônica da DA. Nesse sentido, quanto 

a DA do tipo familiar mimetizada em modelo animal, Kelly et al. (2017) demonstram 

modificações da BHE em murinos com 4 a 5 meses. Niwa et al., (2002) em estudo com 

camundongos transgênicos APP (Tg212) além da disfunção da BHE, observaram diminuição 

do fluxo sanguíneo cerebral na patogênese da DA. Entretanto, em modelo murino injetados 

com AβOs este estudo fornece a primeira evidência de relação entre o peptídeo patológico e 

modificações da BHE, sugerindo que a infusão com AβOs levam a eventos pró-inflamatórios e 

citotóxicos que contribuem para a maior permeabilidade da BHE no cérebro de DA 

(ERICKSON; BANKS, 2013). Além disso, também demonstramos que a inibição 

farmacológica gerada pelo pré-tratamento com o antagonista HOE-140 previne 

consistentemente a disfunção da BHE, evidenciando o envolvimento da via de sinalização 

BK/B2R no mecanismo de aumento da permeabilidade da BHE observado no grupo AβOs.  

A hipótese colinérgica propõe que a disfunção de neurônios colinérgico contribui 

substancialmente para o declínio cognitivo modelos animais (TERRY; BUCCAFUSCO, 2003). 

Bartus (2000) relacionou essa hipótese com o acúmulo de Aβ e tau e o comprometimento 

cognitivo em pacientes com DA. Da mesma forma, Carvajal e Inestrosa (2011) relataram que 

a AChE é capaz de acelerar a formação do peptídeo Aβ e as placas amiloides, bem como um 

aumento na neurotoxicidade dos complexos AChE-βA em cérebros humanos. Similarmente, 

neste trabalho com modelo murino exposto a AβOs demonstramos crescente atividade da AChE 

em hipocampo e córtex entorrinal.  Rees e colaboradores (2005) observaram a presença de 

placas de βA e deterioração comportamental no teste de memória de trabalho em modelo animal 

duplo transgênico acetilcolinesterase-APP. Similarmente ao observado no presente trabalho 
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com modelo de injeção com AβOs, Shi e Holtzman (2018) observaram um aumento da 

atividade da AChE no córtex entorrinal e hipocampo em modelo APPswe/PSldE9+/-. Além disso, 

aqui demonstramos que o tratamento dos camundongos com antagonista seletivo de B2R teve 

efeito importante na diminuição da atividade da AchE, principalmente em córtex pré frontal, 

região altamente associada com aprendizado e memória (HALEY et al., 2010). Mais estudos 

são necessários para demonstrar o mecanismo exato da inibição da AchE observada após 

tratamento com HOE. Entretanto, o efeito de HOE-140 sobre AchE observado nesse estudo 

aponta este fármaco como uma estratégia terapêutica para a DA. Tal efeito é especialmente 

importante visto que as terapias atuais projetadas para tentar reverter o déficit colinérgico são 

em grande parte, inibidores da AChE que se apresentam modestamente eficazes e transitórios, 

devido sua baixa eficácia e duração limitada do benefício cognitivo (BASUN et al., 2002; 

GIACOBIN et al.,2002) 

De fato, uma das características mais proeminentes da DA é a disfunção da memória 

(MCKHANN et al., 2011). Acerca disso, a fim de verificar possíveis sintomas da patogênese 

da DA, avaliamos a cognição no modelo murino de genótipo APPswe/PS1ΔE9, com idade de 

3, 6 e 9 meses, por tarefa de reconhecimento de objeto. Observamos déficits da memória de 

longo prazo nesses animaiss. De forma similar ao observado no presente estudo, outros 

pesquisadores observaram défices de memória nesses camundongos APPswe/PS1ΔE9 a partir 

dois meses de vida (BONARDI et al., 2011; JANKOWSKY et al., 2005; O’LEARY; BROWN, 

2009; PILLAY et al., 2008; SAVONENKO et al., 2005).  Entretanto, vários estudos não foram 

capazes de observar défices de memória de trabalho em  murinos APPswe/ PS1ΔE9 com menos 

de 7 meses de vida. (KELLY et al., 2017; FERGUSON; SARKAR; SCHMUED, 2013; 

FAIVRE; HÖLSCHER, 2013; MCCLEAN et al., 2011).  

Ainda, identificamos o efeito per se de animais B2R - / - em avaliação cognitiva. Esses 

resultados corroboram aos observados por Lemos e colaboradores (2010) sugerindo que a 

ausência do B2R precipita a instalação de processos neurodegenerativos. Afim de superar essa 

antecipação da neurodegeneração observada no déficit cognitivo, utilizamos o antagonista 

farmacológico deste receptor. De fato, o tratamento com HOE-140 não resultou em efeito per 

se em relação memória dos camundongos. Adicionalmente, demonstramos melhora acentuada 

da memória com pré-tratamento do antagonista de B2R: HOE-140 em camundongos infundidos 

com AβOs em 48 horas e 7 dias pós infusão de AβOS 1-42. Resultados semelhantes foram 

previamente obtidos, embora nesses estudos tenha se mimetizado a DA através de injeção Aβ1-

40 (BARTUS, 2000; PREDIGER et al. 2008) e a avaliação da memória ter sido realizada após 

14 dias da infusão do peptídeo amiloide (BICCA et al.,2015). Nesse sentido, apesar da porção 
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1-40 ser mais abundante, a forma Aβ1–42 é mais hidrofóbica e propensa à agregação, que pode 

estimular a formação de placas compostas de βA e consequente declínio cognitivo. 

(QUERFURTH; LAFERLA, 2010).  

Visto que as mutações características da DA familiar estão presentes no indivíduo desde 

o seu desenvolvimento embrionário, a ausência do B2R desde o desenvolvimento de 

camundongos APP/PS1 poderia fornecer benefícios, tardando o desenvolvimento precoce da 

doença. Nosso estudo foi o primeiro a desenvolver e avaliar os efeitos de animais triplo 

transgênicos APPswe/PS1ΔE9/B2R-/-. Assim, a deleção de B2R (B2R-/-) impediu 

significativamente o declínio da memória em camundongos transgênicos para a DA tipo 

familiar, avaliado por reconhecimento de objeto.  Assim, à luz de todos os dados, mostramos 

que o bloqueio de B2R poderia ser um alvo de eficácia profilática na desaceleração da 

neurodegeneração. 

 

5 CONCLUSÕES 

 

 A injeção i.c.v de AβOs em camundongos resulta no aumento transitório da 

permeabilidade da BHE.   

 O bloqueio de B2R previne permeabilidade da BHE desencadeado pelos AβOs. 

 O tratamento com o fármaco HOE-140 resulta na diminuição da atividade da AchE. 

 O prejuízo na memória desencadeado pelos AβOs é dependente da atividade do B2R. 

 O prejuízo na memória observado em camundongos APPswe/PSldE9+/- é mediado pelo 

B2R. 

 A BK, via B2R, atua como uma molécula protagonista nos processos observados na 

DA. 
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ANEXO I 

1 Análise de Campo Aberto 

 

O sistema de monitoramento de atividades em campo aberto avalia de forma abrangente 

os níveis de atividade locomotora e comportamental de camundongos, de modo especial a 

avaliação da ansiedade, sendo um dos testes comportamentais primários (WALSH; 

CUMMINS, 1976).  Além disso, ressalta-se que testes comportamentais podem ser 

influenciados por múltiplos fatores externos. Por exemplo, o teste de campo aberto pode ser 

influenciado por ansiedade, patologias, o ritmo circadiano, os fatores ambientais e a genética 

(WALSH; CUMMINS,1976). Dessa forma, constata-se imperativo conduzir essa análise de 

maneira padronizada com um ambiente controlado.  

Realizamos testes de campo aberto a afim de (i) avaliar a atividade exploratória e 

locomotora dos animais em estudo, fato que poderia influenciar nos demais testes e resultados 

e (ii) avaliar parâmetros de ansiedade em animais nocaute para B2R. Inicialmente, cada 

camundongo foi posicionado no centro de uma caixa (30 x 30cm e 15 cm de altura) e 

permaneceu nela por 5 minutos (75). As sessões foram filmadas e as distâncias que os animais 

percorreram, bem como o tempo de imobilidade foram mensurados. As análises foram 

realizadas pelo software ANY-maze conforme mostrado na Figura 1.1.  

 

 

 

Figura 1.1: Representação do Teste de Campo Aberto para evidenciar possível alterações 

locomotoras. A delimitação da zona da periferia e central é mostrado. Os dados foram 

analisados através do software ANY-maze. 

 

Como pode ser visto na Figura 1.2, todos os grupos tiveram atividade locomotora típica, 

na qual nenhum grupo experimental locomoveu-se por maiores ou menores distâncias em 

A B

https://www.google.com.br/search?q=software&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwjz1cL436nbAhWKF5AKHYDQDTkQkeECCCUoAA
https://www.google.com.br/search?q=software&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwjz1cL436nbAhWKF5AKHYDQDTkQkeECCCUoAA
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relação com controle, bem como, nenhum grupo experimental apresentou diferença em relação 

a episódios de imobilidade, como esperado. 

 

Figura 1.2. Análise da Atividade Locomotora em animais modelo da DA tipo familiar. Teste 

de Campo Aberto para evidenciar possível alterações locomotoras em camundongos selvagens 

(WT), B2R-/-, APPswe/PS1dE9 (representado como APP/PS1) e APPswe/PS1dE9/B2R-/-. Os dados 

são expressos como média ± SEM. (n = 6-8) e analisados em GraphPad Prism 6.0 por ANOVA 

de 2 vias. 

 

Em sequência avaliamos vários parâmetros distinguindo a zona central (Figura 1.3 A, B 

e C) e a zona periférica (Figura 1.3D, E e F) do campo aberto. Através da ANOVA de duas 

vias, identificamos que os animais com o genótipo B2R-/- apresentam uma grande redução no 

número de entradas (Figura 1.3A), no tempo de permanência (Figura 1.3B) e na distância 

percorrida (Figura 1.3C) na zona central. Assim, essa grande diminuição para entrar, 

permanecer e locomover-se na zona central do aparato, sugere que a ausência do B2R 

desencadeia um comportamento ansioso em camundongos. Como esperado, os camundongos 

nocauteados para o B2R permaneceram um tempo maior na zona periférica do aparato (Figura 

1.3E), visto que esta confere uma sensação de maior segurança ao animal com comportamento 

ansioso.  
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Figura 1.3: Avaliação de parâmetros de Ansiedade em aparato de Campo Aberto em 

camundongos selvagens (WT), B2R-/-, APPswe/PS1dE9 (representado como APP/PS1) e 

APPswe/PS1dE9/B2R-/-. Os dados são apresentados como a média ±SEM (n = 6-8) e foram 

analisados através do software ANY-maze e GraphPad Prism 6.0 por ANOVA de 2 vias.  

 

Entretanto, esses dados demonstram ser diferentes dos resultados encontrados da 

literatura. Amaral e colaboradores (2010) avaliaram parâmetros de ansiedade no aparato do 

campo aberto não demonstrou qualquer alteração desse parâmetro em animais noucaute de 

B2R. Além disso, Ferreira e colaboradores (2013) em outro aparato capaz de avaliar ansiedade, 

labirinto em cruz elevado, utilizou a administração do antagonista HOE-140 e esse também 

apresentou efeito no comportamento ansiogênico. Nesse sentido, mais testes devem ser 

realizados afim de confirmar comportamento tipo ansioso dos animais nocaute de B2R. 
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