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RESUMO

A doenca de Alzheimer (DA) é uma enfermidade neurolégica que afeta
grande parte da populacdo mundial. E caracterizada por perda de
memoria, deméncia progressiva, alteragdes de comportamento e
incapacidade para as atividades rotineiras e consistem em duas
particularidades conhecidas atualmente: formacdo de placas B-amildide
(AB) e (2) emaranhados neurofibrilares. Dados do nosso laboratdrio
mostraram que o tratamento com atorvastatina (10mg/kg) durante 7 dias
apos a infusdo de AP protege contra a morte neuronal. A atorvastatina
promove um aumento na expressao dos transportadores de glutamato
GLAST e GLT-1, embora ndo apresente alteracdo na captacdo de
glutamato e melhora no déficit cognitivo causado pela AB. O objetivo
deste estudo foi avaliar se um tratamento com atorvastatina durante 7
dias antes da infusdo de AP apresenta alteragcGes na perda de memoria
cognitiva e parametros do sistema glutamatérgico, colinérgico e
atividades de enzimas antioxidantes. Camundongos albinos Swiss
machos adultos (3 meses/ 40-50q) foram pré-tratados com atorvastatina
10 mg/kg/dia, oralmente, ou veiculo (solucdo salina, 0,9%) durante 7
dias. No sétimo dia a forma agregada de A4 (i.c.v., 400pmol/sitio) ou
PBS (veiculo) foi administrada. No dia 21, os animais foram submetidos
a tarefa de realocacdo de objetos e labirinto aquético de Morris e depois
mortos para a analise bioguimica. Os dados foram analisados por
ANOVA de duas vias seguido do Teste de Newman-Keuls. Na tarefa de
realocagdo de objetos (n=14-21) animais pré-tratados com atorvastatina
apresentaram melhora na cogni¢do quando comparados aos animais A
tanto nos treinos quanto nas sessdes de teste. Na captacdo de glutamato
a atorvastatina ndo reverte a diminui¢do da captagdo promovida pela AP
no hipocampo, ja a liberacdo, a atividade da GS e da AChE ndo
apresentaram qualquer alteracdo entre os grupos. Nas analises das
atividades das enzimas GR e GPx a atorvastatina reverteu um aumento
na atividade de ambas no cortex pré-frontal induzida pela AP. Na regido
hipocampal somente a GR teve alteracdo, sendo que a atorvastatina
aumentou a atividade enziméatica em relacdo aos outros grupos. Estes
resultados indicam que a atorvastatina pode ter um papel ha melhora dos
déficits de memoria e aprendizado de animais infundidos com Ap,
provavelmente devido a uma neuroprotecdo exercida pela droga e
efeitos relacionados a diminuicdo da producdo ou aumento do sequestro
de radicais livres.



Palavras-chave: atorvastatina, peptideo B-amiléide, meméria espacial e
aprendizado, transmissao glutamatérgica, stress oxidativo, neuroprotecéo.



ABSTRACT

Amyloid-beta (AP) peptides’ deposition into specific encephalic
structures has been pointed as an important event related to Alzheimer’s
disease (AD) pathogenesis and such deposits have been associated with
the activation of glial cells, neuroinflammation, oxidative responses and
cognitive deficits. Ap-induced pro-oxidative damage may down-regulate
the activity of glutamate transporters, thus leading to reduced glutamate
uptake and, as consequence, excitotoxic events. Herein, we evaluated
the effects of the pretreatment of atorvastatin, a HMG-CoA reductase
inhibitor, in behavioral and biochemical alterations induced by a single
intracerebroventricular (i.c.v.) injection of aggregated AB;4 in mice.
Atorvastatin (10 mg/kg/day v.0.) was administered through 7
consecutive days before AB;4 administration (single i.c.v. injection,
400 pmol per mouse). APi4 administration caused a significant
cognitive impairment in the object-place recognition task (2 weeks after
the i.c.v. injection) and this phenomenon was abolished by atorvastatin
pretreatment. Although hippocampal glutamine synthetase (GS) activity
were not changed by ApPi.40 administration, a significant decrease of
glutamate uptake was observed in Ap;.4-exposed mice. Atorvastatin,
which decreased hippocampal glutamate uptake per se, did not change
the effects of APy on glutamate uptake. However, AB;.4 treatment
significantly increased the cerebrocortical activities of glutathione
reductase (GR) and glutathione peroxidase (GPx) and these events were
blunted by atorvastatin pretreatment. These results extend the notion of
the potential neuroprotective action of atorvastatin against the neuronal
toxicity induced by ApPi4 demonstrating that a pretreatment with
atorvastatin prevents the spatial learning and memory deficits induced
by ApB peptide in rodents and promote changes in glutamatergic system
in hippocampus and antioxidant system in prefrontal cortex.

Keywords: atorvastatin, amyloid-B peptide, spatial learning and
memory, glutamate transmission, oxidative stress, neuroprotection.
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1. INTRODUCAO
1.1 DOENCA DE ALZHEIMER

A doenca de Alzheimer (DA) é uma enfermidade neurolégica
que afeta grande parte da populacdo mundial. E caracterizada por perda
de memoria, deméncia progressiva, alteracbes de comportamento e
incapacidade para as atividades rotineiras. Foi descrita inicialmente em
1906, pelo médico alemdo Alois Alzheimer, que viria mais tarde
descrever também o0s aspectos histopatoldgicos da doenca, que
consistem em duas particularidades conhecidas atualmente: (1)
formagdo de placas senis promovidas pela agregacdo de peptideos B-
amiléide (AP) e (2) emaranhados neurofibrilares induzidos pela
hiperfosforilagho da tau, proteinas associadas aos microtubulos
(Grundke-Igbal et al., 1986; Haass & Selkoe, 2007). Ainda ndo se
conhece todo 0 mecanismo da neurotoxicidade induzida pelo AB. A
deposicdo dos peptideos AP e a ativagdo de células gliais ao redor das
placas senis em dareas cerebrais envolvidas em fungdes cognitivas,
parecem ser 0s responsaveis pelo inicio de uma cascata de eventos que
resultam em disfuncdo e perda sinaptica, levando a subsequente morte
neuronal (Walsh & Selkoe, 2004).

Essa doenca € resultante de uma combinacdo de fatores
ambientais e genéticos. A forma esporadica da doenca representa cerca
de 90-95% dos casos, onde estdo envolvidos principalmente o avanco da
idade, ocorrendo geralmente ap6s os 65 anos (Poirier, 2005), bem como
fatores externos que podem aumentar o risco associado a doenga, como
por exemplo: sexo feminino, depressdo, diabetes mellitus, hipertenséo
arterial, hiperinsulinemia, tabagismo, inatividade fisica, dislipidemias,
dieta rica em gorduras e fatores genéticos (Cotman & Berchtold, 2002;
Ritchie & Lovestone, 2002; Mattson, 2003; Gorelick, 2004; Luchsinger
& Mayeux, 2004). A forma genética da DA tem heranga autossdmica
dominante e o inicio dos sintomas clinicos geralmente ocorrem antes
dos 65 anos de idade, sendo considerada mais rara (5-10% dos casos)
(Poirier, 2005). Neste caso, estudos apontam a presenca de mutagdes em
genes codificadores para a proteina precursora do peptideo B-amildide
(APP), a presenilina 1(PSEN1) e presenilina 2 (PSEN2), proteinas
associadas com a formagdo dos fragmentos toxicos de amildide, bem
como a apolipoproteina E (ApoE) (especificamente ao alelo €4) e a
proteina relacionada ao receptor de lipoproteina de baixa densidade
(LDL) como os principais responsaveis pelos casos da forma familiar da
DA (Levy-Lahad et al., 1995; Blennow et al., 2006). Entretanto,
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mutacles nesses genes nos casos de doenga esporadica, nao estdo
descartadas.

Ainda ndo foram identificados marcadores biol6gicos ou
caracteristicas clinicas que estabelecam um diagnéstico definitivo e
precoce para a DA. Dessa forma, este diagndstico s6 é obtido com a
demonstracdo de lesBes neuropatoldgicas no cérebro de individuos pos
mortem (Gearing et al., 1995). Do ponto de vista histopatoldgico,
observa-se no cérebro de individuos com a doenca de Alzheimer atrofia
cortical difusa, presenca de grande numero de placas senis e de
emaranhados neurofibrilares, degeneracdes granulo-vacuolares e perda
neuronal (Braak et al., 1998; Uylings & De Brabander, 2002).

As placas senis e os emaranhados neurofibrilares podem ser
encontrados normalmente em cérebros durante o envelhecimento, porém
em menor quantidade e distribuicdo menos extensa quando comparados
com os pacientes portadores de DA (Hardy & Higgins, 1992; Walsh &
Selkoe, 2004). As placas senis e 0s emaranhados neurofibrilares estdo
presentes principalmente, nas regifes do cérebro envolvidas no
aprendizado, meméria e comportamento emocional, como o cortex,
hipocampo e amigdala (Mattson, 2004). Adicionalmente é bem
demonstrado que ocorre perda da conectividade sindptica e perda
neuronal, assim como uma astrogliose na DA (Garcia-Allyon et al.,
2011).

Os emaranhados neurofibrilares sdo constituidos primariamente
de proteina Tau associadas a microtibulos, conferindo estabilidade ao
citoesqueleto neural, sendo esta funcdo regulada por um processo de
fosforilacdo e defosforilacdo. Nos neurbnios que sofrem degeneragdo
em pacientes com DA, as proteinas Tau tornam-se hiperfosforiladas
acarretando uma méa formag&o do neurénio, levando a uma disfuncéo e
possivel morte desta célula (Nagy et al., 1995).

O processo inflamatério estd relacionado a diversas
enfermidades neurodegenerativas, incluindo o DA. Uma disfun¢do na
resposta imune pode levar a anormalidades como a degeneracéo
neurofibrilar na DA. Foi também observado que o peptideo AP pode
induzir a expressao de citocinas como, interleucina-1p (IL-1p), Fator de
necrose tumoral-a (TNF-o) e interleucina-6 (IL-6) em cultura de
astrocitos e células da microglia (Gitter et al., 1995; Chong, 1997). Essa
liberagdo anormal de interleucinas afeta os padrbes da fosforilagdo da
tau e outros eventos intracelulares ligados a neurodegeneracao
(Quintanilla et al., 2004).

Por sua vez, as placas senis sdo depdsitos extracelulares de
fibrilas e agregados amorfos de peptideo AP, o qual € composto
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principalmente por 40 ou 42 residuos de aminoacidos (Glenner &
Wong, 1984). O AP é um fragmento proteolitico formado a partir da
clivagem da proteina precursora amildide (APP), uma glicoproteina
transmembranica, através de enzimas proteoliticas chamadas a-
secretase, [-secretase e y-secretase (Haass, 2007). Quando essa
clivagem ¢ feita pela a-secretase, a resultante € uma proteina com cerca
de 654 a 670 aminodcidos, que pode exercer neuroprotecdo e
neuroplasticidade. Por outro lado, quando a clivagem da APP se da pela
B-secretase e em seguida pela y-secretase, temos como resultado a
producdo de AP. Esses fragmentos amiloidogénicos podem sofrer
agregacdo e deposi¢cdo nos neurdnios, levando a diversos problemas
intra e extracelulares, como o aumento nos niveis de espécies reativas de
oxigénio (EROs) (Butterfield & Lauderback, 2002), disfungdo da
homeostase do célcio intracelular e aumento dos niveis de glutamato na
fenda sinaptica (Harris et al. 1996; Demuro et al., 2010), fazendo com
gue aumente também o dano e morte destas células e células vizinhas.

Outra caracteristica relevante da DA é a ocorréncia de disfuncao
na neurotransmissdo colinérgica, incluindo na enzima acetilcolinesterase
(AChE), responsavel pela degradacdo da acetilcolina (Blennow et al.,
2006). Um recente estudo demonstrou um aumento significativo na
atividade da AChE plasmatica em pacientes com DA quando
comparados a individuos do mesmo sexo e da mesma faixa etaria
(Garcia-Ayli6n et al., 2010).

Novas evidéncias também apontam para a importancia do
colesterol no desenvolvimento e progressdo da DA (Reiss et al., 2004;
Longenberger & Shah, 2011). A ApoE é uma das principais
apolipoproteinas no plasma e a principal proteina transportadora de
colesterol no cérebro, onde foi identificado a variagdo do gene ApoE4
(alelo €4), como um fator de risco para a DA familiar, mostrando um
papel do colesterol na patogénese da DA (Puglielli, 2008). Elevados
niveis de colesterol acarretam em um aumento de AP em modelos
animais e celulares, sendo que drogas como as estatinas apresentam uma
reducdo dos niveis de AP (Whitfield, 2006; Hartmann, et al., 2007).
Esses estudos demonstram que a agregacdo de AP e o metabolismo do
colesterol no cérebro parecem ser eventos associados, sendo que o
aumento nos niveis de colesterol desempenha um papel importante na
agregacdo do peptideo AP e agentes redutores do colesterol, tais como
o0s inibidores da enzima HMG-CoA redutase (responsavel pela sintese
de colesterol), podem reduzir o acimulo do AP por reducdo nos niveis
de colesterol cerebral (Longenberger & Shah, 2011).
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1.2 GLUTAMATO E EXCITOTOXICIDADE

Glutamato ¢ um aminoécido de grande importancia para o
metabolismo dos seres vivos, participando na produgéo de metabolitos como
0 piruvato ou oxaloacetato, envolvidos em vias metab6licas como a
gliconeogénese e a glicélise. Além disso, atua como o0 principal
neurotransmissor excitatorio do sistema nervoso central (SNC) de
mamiferos e desempenha importante papel na manutencdo da atividade
nervosa central e fenémenos plasticos vinculados ao desenvolvimento,
ao aprendizado e a memoria (Meldrum, 2000; Danbolt, 2001). O
glutamato é sintetizado e estocado em neurbnios especializados
denominados glutamatérgicos e liberado sob diferentes estimulos na
fenda sinaptica, onde se une a uma série de receptores situados nas
membranas pré e pos-sindpticas e também na astroglia (Gegelashvili &
Schoushboe, 1997).

Existem dois tipos de receptores de glutamato: ionotrdpicos,
gue formam canais ibnicos e sdo subdivididos de acordo com suas
propriedades farmacoldgicas e fisioldgicas, como os ativados por N-
metil-D-aspartato (NMDA), os que respondem ao &cido cainico (KA) e
0s sensiveis ao acido o.-amino-3-hidroxi-5-metil-4- isoxazolepropidnico
(AMPA) (Michaelis, 1998), e metabotropicos, ligados as proteinas G.
Aos receptores AMPA e cainato é atribuida a neurotransmissao
excitatéria rapida, e os canais formados por estes receptores sao
permeaveis primariamente aos fons sodio (Na*) e potassio (K*). Os
receptores NMDA respondem mais lentamente ao glutamato,
contribuindo com o componente lento das correntes pds-sinapticas
excitatorias, e sdo altamente permeéveis aos fons célcio (Ca*?). Devido a
essas propriedades, os receptores NMDA sdo implicados como
responsaveis pelos processos que envolvem plasticidade, como
aprendizado e memdria. Os receptores metabotropicos agem através da
ativacdo da fosfolipase C ou por modulacdo da enzima adenilato ciclase
(Obrenovitch & Urenjak, 1997).

O glutamato liberado extracelularmente é inativado através da
recaptacdo principalmente pelas células gliais, por um processo mediado
por transportadores de alta afinidade (EAAT) (Struzynska et al, 2005), o
que pode ser modulado pelo estado redox da célula (Trotti et al, 1998).
Nos astocitos o glutamato retirado da fenda sinaptica é convertido em
glutamina através da enzima glutamina sintetase, podendo ser
transportada aos neurbnios para uma nova conversdo a glutamato e
futura neurotransmissdo. Assim, a captacdo de glutamato é essencial
para a finalizagdo da transmissdo sindptica durante condigdes


http://pt.wikipedia.org/wiki/Metabolito
http://pt.wikipedia.org/wiki/Piruvato
http://pt.wikipedia.org/wiki/Oxaloacetato
http://pt.wikipedia.org/wiki/Via_metab%C3%B3lica
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fisiolégicas (Danbolt, 2001; Bonde et al., 2003), pois quando em
excesso na fenda sinéptica, o glutamato pode se tornar uma potente
neurotoxina. As células neurais afetadas por essa excitotoxicidade
glutamatérgica podem liberar glutamato em grandes quantidades através
de processos nao controlados que envolvem a liberagdo vesicular e/ou a
reversdo dos carreadores de membrana (Lipton et al, 1994; Hunter et al,
1998). Quando ocorre essa reversdo dos carreadores, o glutamato em
vez de ser captado é liberado para o meio, aumentando a sua
concentracdo na fenda sinaptica e consequentemente aumentando o dano
celular (Rossi et al.,, 2000; Camacho & Massieu, 2006). Assim, 0
funcionamento adequado dos transportadores € essencial para manter 0s
niveis extracelulares deste neurotransmissor suficientemente baixos e
dessa forma restringir a superestimulagdo dos  receptores
glutamatérgicos prevenindo o dano neuronal. A disfuncdo desses
transportadores resulta em um acimulo de glutamato na fenda sinaptica
induzindo um aumento no influxo de ions calcio, o qual ativa processos
intracelulares como hidrolise protéica, formagdo de radicais livres e
peroxidacdo lipidica, desencadeando assim, a formagdo de uma “onda
excitotoxica” que leva a morte das células neurais circundantes (Sharkey
et al, 1997).

1.3 ACETILCOLINA

A acetilcolina é outro neurotransmissor amplamente distribuido
no sistema nervoso e de grande importancia pelo seu envolvimento no
desenvolvimento cortical do cérebro, atividade cortical, controle do
fluxo sanguineo cerebral e modulagdo da capacidade cognitiva e
processos de aprendizado e memdria (Schliebs et al., 2006). Em
contraste com outras deméncias, na DA, a disfuncdo colinérgica é
acompanhada dos dois grandes marcadores desta patologia, placas
amiléidogenicas e emaranhados neurofibrilares, provocando a pergunta
se esses processos tém papel na inducdo ou mediacdo da disfuncdo
colinérgica nesta doenca (Auld et al., 2002, Yan et al., 2004).

Achados neuroquimicos em cérebros com DA levaram a
formulacdo da “hipdtese colinérgica” para a patologia. Essa hipotese
sugere que ha uma perda de neur6nios colinérgicos em pacientes com
DA (Bartus et al., 1982; Bartus et al., 2000), onde a atividade de
enzimas como, acetilcolinesterase (AChE) e colina acetiltransferase
encontram-se diminuidas, enquanto a captagdo de colina Na'-
dependente de alta afinidade encontra-se aumentada, provavelmente
devido a um mecanismo compensatorio (Slotkin et al.,1994; Bissette et
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al., 1996; Shinotoh et al., 2000; DeKosky et al., 2002). Durante a
progressdo da DA, ocorre intensiva morte neuronal, essa morte pode ser
observada no prosencéfalo onde ha perda de neurdnios colinérgicos, que
¢ acompanhada por progressivo declinio de acetilcolina (Davies &
Maloney, 1976; Perry et al., 1977). Sendo assim, a AChE é considerada
uma enzima chave para o sistema neuronal colinérgico em pacientes
com DA, visto que regula os niveis extracelulares de acetilcolina.

Tem sido sugerido que a reducdo na atividade da AChE que
ocorre em encéfalos de pacientes com DA ndo é causada somente pela
deplecdo colinérgica, ja que a densidade de fibras ricas em AChE
diminui em 4reas corticais dos pacientes com DA ndo sendo
correlacionadas com o nimero de neurdnios ricos em AChE (Heckers et
al., 1992). Portanto, é importante notar que uma alteragédo nos niveis de
AChE podem ndo refletir uma alteracdo na neurotransmisséo colinérgica
(Garcia-Ayllon et al., 2011).

1.4 TRATAMENTO E MODELOS ANIMAIS

O tratamento da DA atualmente inclui estratégias
farmacoldgicas e intervengbes psicossociais para 0 paciente e seus
familiares. InGmeras substancias psicoativas tém sido propostas para
restabelecer ou preservar as funcdes cognitivas dos pacientes (Mount &
Downton, 2006). A reposicdo da acetilcolina tem mostrado eficacia na
melhora da capacidade cognitiva de portadores da doenca. Os
medicamentos usados nesse tipo de terapia sdo os inibidores da AChE
(como a tacrina e a galantamina) e a memantina (antagonista nao-
competitivo de receptores NMDA). Acredita-se também que essas
substancias possam retardar a evolucdo natural da doenca, possibilitando
uma melhora temporaria no estado funcional do paciente (Mount &
Downton, 2006; Blennow et al., 2006).

Como recentemente encontram-se  apenas tratamentos
sintomaticos para essa doenca, novos agentes terapéuticos devem ser
estudados a fim de promover uma melhora no tratamento das
deficiéncias cognitivas causadas pela DA. E é com esse intuito e uma
melhora na compreensdo dos mecanismos fisiopatoldgicos relacionados
a DA, que os modelos animais tém contribuido consideravelmente para
novos avancos, tendo um grande papel na avaliacdo de eventuais drogas
com potencial terapéutico, ndo apenas para combater a degeneracao
neuronal associada a DA, mas também para modificar a progressao que
esta apresenta (Van Dam & De Deyn, 2006).
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Uma série de trabalhos tem descrito um modelo de
neuroinflamacdo induzida por uma Unica inje¢éo intracerebroventricular
(icv) de ABi.40 que mimetiza a fase inicial da DA (Medeiros et al., 2007;
Prediger et al., 2007; 2008; Piermatiri et al., 2010, Dos Santos et al.,
2011). Mesmo sendo incapaz de induzir todas as caracteristicas
patolégicas de DA, como placa amildide, hiperfosforilacdo da tau e
perda neuronal bruta (Van Dam & De Deyn, 2006; Takeda et al., 2009),
essa infusdo aguda de peptideos AP em cérebro de roedores vem sendo
utilizada como um modelo experimental para a caracterizacdo da
toxidade AP, induzindo uma resposta inflamatdria associada a déficits
de aprendizagem e memoria (Medeiros et al., 2007; Prediger et al.,
2007; 2008; Takeda et al., 2009).

Além disso, tem sido demonstrado que a administragdo i.c.v.
destes fragmentos em roedores € capaz de promover prejuizo cognitivo
significativo em diversos testes comportamentais utilizados em
laboratério para avaliar a cogni¢cdo dos animais, como por exemplo,
teste de reconhecimento de objetos (Furukawa-Hibi et al., 2011),
esquiva inibitéria (Giovannelli et al., 1995; Nitta et al., 1994), labirinto
em Y (McDonald et al., 1996) e labirinto aquatico de Morris (Harkany
etal., 1999).

1.5 ATORVASTATINA

Estatinas sdo inibidores da enzima 3-hidroxi-3-methilglutaril-
coenzima A (HMG-CoA) redutase. A HMG-CoA redutase tem como
funcdo reduzir o HMG-CoA em mevalonato na via de biossintese do
colesterol e isoprendides, sendo entdo consideradas como enzimas
marca-passo deste processo (Nelson & Cox, 2000; Lee et al., 2008), por
esse motivo, esses farmacos sdo utilizados atualmente como tratamento
para a hipercolesterolemia. Estudos retrospectivos sugerem que a
prevaléncia da doenca de Alzheimer e deméncia vascular é menor em
pacientes que sdo tratados com estatinas (Jick et al., 2000; Wolozin et
al., 2000), reduzindo até mesmo os niveis de peptideos Ap em um
modelo de trauma cerebral induzido (Abrahamson et al., 2009). Dados
recentes demonstraram efeitos anti-inflamatorios com o tratamento de
estatinas em pacientes com esclerose maltipla, X-adrenoleucodistrofia,
modelos de encefalomielite auto-imune e de lesdo da medula espinhal
em ratos (Stanislaus et al, 1999; Nath et al, 2004; Paintlia et al, 2005;
Pannu et al, 2007), sugerindo um amplo efeito neuroprotetor diante de
diversas condi¢des patoldgicas.
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A atorvastatina, um membro da familia das estatinas, é
relativamente mais lipofilica e possui uma atividade mais prolongada na
inibicdo da HMG-CoA redutase quando comparado a outras estatinas
(Schachter, 2005). Além disso, a seguranca de seu uso, mesmo em altas
dosagens, ja foi demonstrada em pessoas adultas (Waters, 2005).
Atualmente um vasto nimero de trabalhos tem estudado esta estatina em
questdo pelos seus efeitos pleiotropicos, pois este farmaco demonstrou
efeitos neuroprotetores em diversas condigdes patoldgicas, como em
modelos animais de traumatismo crénio-encefalico, reduzindo déficits
neurolégicos e aumentando a sinaptogénese, angiogénese e
sobrevivéncia neuronal em animais tratados por sete dias apds insulto
(Lu et al., 2004) e em modelo de epilepsia induzido por kainato, no qual
pdde ser observado que o pré-tratamento com atorvastatina reduziu a
atividade de crises e morte neuronal no hipocampo de ratos (Lee et al.,
2008).

Em nosso laboratério foi demonstrado que o tratamento de
camundongos com atorvastatina (10 mg/kg, via oral) por sete dias
reduziu o nimero de animais que convulsionaram apés a administracdo
icv de &cido quinolinico, um agonista do receptor NMDA e modulador
do transporte de glutamato. Além disto, a atorvastatina apresentou efeito
neuroprotetor sobre a morte celular hipocampal induzida por este agente
glutamatérgico (Piermartiri et al., 2009).

Também em nosso laboratério, foi demonstrado que o
tratamento de camundongos com atorvastatina (10mg/kg, via oral) por
sete dias consecutivos apos a infusdo de APi4 (i.c.v.), apresenta um
efeito neuroprotetor contra a degeneracdo celular induzida pelo peptideo
B-amildide. Essa neuroprotecdo pode ser devida a uma extensa gama de
respostas encefalicas, tais como, uma reducdo das respostas
inflamatdrias, onde a atorvastatina reverteu o aumento da expressao de
cyclooxygenase-2 (COX-2) (Piermartiri et al., 2010). Na reorganizacao
astrocitaria em resposta ao insulto, visto que a atorvastatina reverteu o
aumento da expressdo de proteina acida fibrilar glial (GFAP), uma
proteina que comple o citoesqueleto astrocitario. Adicionalmente a
atorvastatina pode estar envolvida na captacdo glutamatérgica, através
do aumento da expressdo dos transportadores astrocitarios deste
neurotransmissor (GLAST e GLT-1), visto que, quando em excesso na
fenda sindptica o glutamato gera excitotoxicidade e consequente dano
neuronal.

Outro possivel mecanismo de acédo desta estatina é a reducéo do
estresse oxidativo, jaA que resultados demonstraram uma redugdo nos
niveis de peroxidacdo lipidica em animais que receberam o tratamento



29

por sete dias com a droga. Entretanto, mesmo apresentando tantos
efeitos positivos na neuroprotecdo, a atorvastatina falhou em melhorar
os déficits de memoria espacial e aprendizagem quando testados 15 dias
apos a infusdo do peptideo AP nesses animais (Piermartiri et al.,
2010), o que sugere que sejam estudados com mais detalhes os possiveis
efeitos neuroprotetores e moduladores da alteragdo cognitiva da
atorvastatina em modelos animais de neurodegeneracdo.
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2. JUSTIFICATIVA

Os inibidores da enzima 3-hidréxi-3-metilglutaril coenzima A
(HMG-CoA) redutase tém se mostrado como drogas potencialmente
neuroprotetoras, inclusive na diminuigdo dos niveis de AP e sua
toxicidade em modelos de DA. Este estudo utilizou a atorvastatina visto
gue em relacdo as outras estatinas, ela é relativamente mais lipofilica e
possui uma maior meia-vida de inibicdo da HMG-CoA redutase, além
da seguranca na aplicacdo de altas dosagens em individuos adultos
(Waters, 2005). Além disso, como descrito anteriormente, estudos
demonstraram que o pré-tratamento com atorvastatina reduz a atividade
epiléptica e a morte neuronal no hipocampo de ratos e apresentou efeitos
neuroprotetores frente a isquemia cerebral in vitro, prevenindo a reducédo
nos niveis de antioxidantes, ajudando no combate as espécies reativas de
oxigénio e promovendo aumento na captacdo de glutamato (Martins,
2009). Utilizando como base o trabalho de Piermartiri (2010) onde o
pos-tratamento com atorvastatina ndo apresentou efeito na reversdo do
déficit cognitivo causado pelo peptideo B-amildide e o fato de que uma
mesma estatina pode apresentar diferentes efeitos quando utilizadas em
um pos e/ou um pré-tratamento (Kurimani et al., 2008), verificamos se
um pré-tratamento com atorvastatina em um modelo de DA em
camundongos desempenha alguma mudanga comportamental em
animais com déficit cognitivo promovido pelo peptideo AP, bem como
estudamos a modulagdo do sistemas glutamatérgico, colinérgico e a
defesa antioxidante enzimatica nestes animais.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar se o pré-tratamento com atorvastatina apresenta uma
melhora nos déficits cognitivos em camundongos promovidos pela
infusdo intracerebroventricular do peptideo B-amildide (APBi.40),
observando se este efeito estd relacionado a mudancas no sistema
glutamatérgico, colinérgico ou na atividade de enzimas relacionadas a
detoxificacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Analisar se o pré-tratamento com atorvastatina apresenta uma
melhora no déficit cognitivo observado em camundongos submetidos a
infusdo com peptideos Ap1.40;

- Determinar se o pré-tratamento de camundongos com
atorvastatina apresenta acdo na captacdo e liberagdo de glutamato em
fatias hipocampais ap6s infusdo do peptideo Api.40;

- Avaliar a aclo da atorvastatina sobre a atividade da glutamina
sintetase em fatias hipocampais de camundongos submetidos a infusdo
do peptideo ABy.40;

- Verificar a acdo da atorvastatina sobre as atividades da
glutationa redutase e glutationa peroxidase em hipocampo e cortex
cerebral de camundongos submetidos & infusdo do peptideo AB;.40;

- Determinar se o pré-tratamento com atorvastatina apresenta
acdo na atividade da enzima acetilcolinesterase no hipocampo e no
cortex cerebral de camundongos apés infusdo do peptideo AP;.4.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos albinos Swiss machos adultos (3
meses/ 40-50g), mantidos em temperatura de 22 + 1° C em um ciclo de
12 horas claro (a partir das 7 horas) e 12 horas escuro, em caixas
plésticas com 4gua e racdo disponiveis ad libitum. Os protocolos para
experimentos com animais foram projetados de maneira que o animal
tenha o minimo de sofrimento possivel e com limite de animais
sacrificados (conforme protocolo aprovado pela CEUA/UFSC -
PP00575). Os experimentos foram realizados durante o periodo diurno
para evitar a variacdo circadiana.

4.2 PROTOCOLO DE TRATAMENTO

Foi preparada uma solugdo de APi.40 humano (Tocris, Ellisville,
MO, USA) em concentragdo de 1 mg/ml em 0,1 M de um tampéo salina
tamponado por fosfato (PBS) (pH 7.4) estéril e aliquotas foram
armazenadas a -20°C. Solugdes de Ap foram incubados a 37° C por 4
dias antes do uso para agregacdo dos peptideos, como descrito
previamente (EI Khoury et al., 1996). A forma agregada de AP;.49 (400
pmol/camundongo) ou PBS (veiculo) foi administrada i.c.v. como
descrito anteriormente (Medeiros et al., 2007; Prediger et al., 2007;
2008). Os camundongos foram anestesiados com isoflurano a 0,96%
(0,75 CAM; Abbot Laboratérios do Brasil Ltda., RJ, Brasil) usando um
sistema vaporizador (SurgiVet Inc., WI, E.U.A.)) e, em seguida,
suavemente retidos por mao para a administracdo i.c.v. A esterilizacédo
do local da injecdo foi realizada com uma gaze embebida em 70% de
etanol. Sob anestesia leve (ou seja, apenas o0 necessario para a perda do
reflexo postural), a agulha foi introduzida unilateralmente 1mm a direita
do ponto equidistante médio de cada olho e 1 mm posterior a uma linha
tracada através da base anterior dos olhos (usada como referéncia
externa). Um volume de 3 ul de AB;.49 0u solucdo de PBS foi injetado
no ventriculo lateral, com as seguintes coordenadas do bregma: antero-
posterior (AP) = -0,1 mm, médio-lateral (ML) = 1 mm, e dorsoventral
(DV) = - 3 mm. A localizacdo exata do local da injec&o foi confirmada
no momento da dissecacdo dos animais para a realizacdo dos testes
bioquimicos. Resultados de camundongos apresentando qualquer sinal
de hemorragia cerebral foram excluidos da andlise estatistica. Para
estudar o papel das estatinas nas alteragbes moleculares e
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comportamentais induzidas por AB1-40, os animais foram tratados via
oral (v.0.) com atorvastatina (Lipitor atorvastatina célcica, Pfizer) 10
mg/kg/dia dissolvida em salina, uma vez por dia durante sete dias
consecutivos antes da infusdo de AB;.4 ou PBS. Um grupo de animais
controle foram tratados com veiculo (NaCl a 0,9%) via oral no mesmo
periodo. O tratamento foi feito pela administragdo de 10 ul/g de peso
dos animais, tanto para as solugdes de atorvastatina como para as de
salina. O protocolo experimental deste estudo esta apresentado na Figura
1.

Salina ou Tarefa
Atorvastatina (10mg/kg/dia, v.0.) ) comportamental
1 2 3 4 5 6 7 21 22 23 24 25

2

Treino | Treino

Ensaios
PBS ou AB;.40 Bioquimicos

(400pmol/camundongo, i.c.v.)
Teste

Teste
(120min ap6s treino)

Figura 1. Visdo geral da sequéncia dos procedimentos
experimentais.

4.3 TAREFA DE REALOCACAO DE OBJETO

A realocacdo de objetos (RO) é uma tarefa baseada no
comportamento natural de roedores (preferéncia pelo novo), um instinto
inato que leva os animais a aprender sobre seu ambiente (relacdo de
discriminacdo). Além disso, foi relatado por outros trabalhos que esta
tarefa envolve regides de aprendiazado e memoria do encéfalo, como
hipocampo e cortex pré-frontal (Binder et al., 2012). O RO foi realizado
em um aparato constituido por uma camara de acrilico de pequeno
porte: 25 cm x 25 cm x 40 cm. Antes das sessBes experimentais, 0s
animais foram habituados para a sala de experimental por 90 & 120 min
em condi¢des de luz ndo ofuscantes. Uma lampada de luz vermelha foi
ligada durante as sessGes experimentais. A intensidade de luz foi igual
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em todo o aparelho. Os objetos foram colocados equidistantes a partir de
dois cantos, 6 cm a partir da parede. Camundongos foram colocados
individualmente dentro da cdmara e executaram a tarefa durante 5
minutos. Em sessbes de treino, 2 objetos semelhantes foram utilizados.
Em sessbes de testes, realizados 120 min depois, um objeto foi
deslocado para outro canto da camara. Os objetos utilizados foram dois
Legos apresentando a mesma textura, tamanho, forma e cor. Os objetos
ndo sdo conhecidos por ter significAncia etologica para os camundongos.
A relacdo de discriminacdo foi expressa pela relagdo TN / (TN + TF),
(TN tempo de exploracdo do objeto relocado, TF tempo de exploracéo
do local familiar), tanto nas sessfes de treinamento quanto nas de teste.
Entre as sessGes, 0s objetos foram limpos com solugéo de etanol 10%. A
exploragdo foi definida pela direcdo do nariz para o objeto a uma
distancia inferior a 1 cm e / ou tocar o objeto com 0 nariz ou patas
dianteiras. O tempo de exploragdo foi medido por 2 observadores-cegos
(ndo cientes dos tratamentos de cada animal), com o0 uso de
crondmetros. Animais que exploraram os objetos por menos de 1,5s em
uma sesséo foram excluidos do estudo.

4.4 LABIRINTO AQUATICO DE MORRIS

O labirinto aquético de Morris consiste em um tanque circular
(diametro = 97 cm; altura = 60 cm) contendo agua a 22 + 2° C. A
plataforma alvo(10 x 10 cm) estava submersa a 1 cm abaixo da
superficie e localizada em uma posic¢éo fixa, equidistante do centro e da
parede do tanque, em algum dos quadrantes. O tanque encontra-se
localizado em uma sala de testes contendo varios elementos visuais de
destaque. Camundongos foram submetidos a uma versao de referéncia
da memoria espacial do labirinto aquatico de Morris, como descrito
anteriormente (Medeiros et al., 2007; Prediger et al 2007; 2008). Uma
sessdo de treino foi realizada 14 dias ap6s a infusdo de APi4 que
consistiu de dez treinos consecutivos, onde os animais foram deixados
com a face voltada para a parede e permitidos nadarem livremente até a
plataforma. Os animais que ndo encontraram a plataforma em um
periodo de 60s foram guiados até ela. O animal teve que manter-se na
plataforma por 10s para ser retirado do tanque. Ap6s 10 min de
descanso, o0 animal era colocado em um novo ponto de partida. Esse
procedimento foi repetido 10 vezes para cada animal. A sessdo de teste
foi realizada 24h ap6s o treinamento descrito anteriormente. Essa sessdo
de teste consistiu de uma Unica prova, onde a plataforma foi retirada e o
animal deixado durante 60s no tanque. O tempo gasto no quadrante



38

correto (onde a plataforma estava localizada na sesséo de treinamento),
bem como o nimero de vezes que o animal cruzou o quadrante foi
gravado e analisado pelo programa ANY -maze.

4.5 PREPARACAO E INCUBACAO DAS FATIAS DE HIPOCAMPO

Animais foram mortos por decapitacdo e 0s hipocampos
rapidamente removidos e mantidos em tampdo Krebs-Ringer
bicarbonato (KRB = NaCl 122 mM; KCI 3 mM; CaCl, 1,3 mM; MgSO,
1,2 mM; KH,PO,4 0,4 mM; NaHCO3; 25 mM; D-glicose 10 mM) gelado
e gaseificado com carbogénio (95% O, - 5% CO,) para atingir o pH 7,4.
As fatias (0,4 mm de espessura) foram obtidas utilizando-se um fatiador
de tecidos Mcllwain, seguido por transferéncia e separagdo em fatias
individuais para uma pré-incubagdo em KRB durante 30 min.

4.6 CAPTAGCAO DE GLUTAMATO

A captacdo L-[*H]glutamato foi realizada segundo descrito por
Molz et al., 2005. Apds a incubacdo, o meio contendo tampao KRB foi
retirado e as fatias foram incubadas com HBSS (CaCl, 1,29 mM, NaCl
136,9mM, KCI 5,36 mM, MgSO, 0,65 mM, Na,HPO, 0,27 mM,
KH,PO,4 1,1 mM, Glicose 2 mM, Hepes 5 mM) ou HBSS colina (para
retirar Na*, o NaCl e Na,HPO, foram substituidos por Cloreto de colina
(137 mM) por 15 min. A captacgdo foi iniciada ap6s a adicdo de 0,33
uCi/ml L-[*H]glutamato e glutamato n&o marcado na concentracéo final
de 100 uM, por 7 min. Apobs esse periodo o meio foi descartado e as
fatias lavadas 2 vezes com HBSS ou HBSS-colina gelados. Em seguida
as fatias foram solubilizadas em uma solucdo de 0,1 N NaOH/0,01%
SDS. A determinacéo do contelido intracelular de [*H]L-Glutamato foi
avaliada em um contador de cintilagao liquida.

4.7 LIBERACAO DE GLUTAMATO

A liberacdo de glutamato foi realizada segundo descrito por
(Molz et al., 2008). Ap6s a incubacdo, 0 meio contendo tampdo Krebs-
Ringer foi retirado e as fatias incubadas com HBSS por 15 min. Em
seguida foi adicionado 0,33 pCi/ml de D-[*H]Aspartato - um analogo
do glutamato que ndo é metabolizado pelas células, fazendo com que
tenhamos uma medida mais precisa da quantidade de glutamato liberado
durante o processo reverso dos transportadores - (concentragdo final 100
KM) por 7 min iniciando a captacdo. Apds esse periodo as fatias foram
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lavadas 3 vezes com HBSS gelado para a retirada do excesso de D-
[*H]Aspartato ndo captado. As fatias foram novamente incubadas por 15
minutos em 300 pl de HBSS, o sobrenadante coletado foi utilizado para
medir a quantidade de D-[3H]Aspartato liberado. As fatias foram
solubilizadas em uma solucdo de 0,1 N NaOH/ 0,01% SDS. A
determinacéo do contetido intracelular e extracelular de D-[°H]Aspartato
foi avaliada em um contador de cintilagdo liquida e a porcentagem de
aspartato liberado foi expresso em relacdo a quantidade total de D-
[BH]Aspartato.

4.8 GLUTAMINA SINTETASE

O ensaio da enzima glutamina sintetase (GS) foi adaptado a partir
de Shapiro & Stadtman (1970) e Stanimirovic et al. (1999). A mistura de
ensaio continha: 80mM de tampdo imidazol-HCI (pH 7,0), 30mM
glutamina, 3mM MnCI,, 30mM hidroxilamina-HCI (pH 7,0), 20 mM
arsenato de sédio (pH 7,0), 0.4mM de ADP e 50ul de homogenato do
tecido. O ensaio foi interrompido ap6s 30 min a 37 °C por adigdo de
100ul de uma mistura contendo 4/1/0.5/6.5 (viviviv), de 10% (w/v) de
cloreto férrico, 24% (w / v) de &cido tricloroacético, 6M HCI e dgua. A
cor do produto da reagdo, y-glutamil hidroxamato, foi medida a 540nm
usando um leitor de Elisa e convertido para a quantidade do produto
formado por comparagdo com uma curva padrdo. A atividade enzimatica
foi expressa como unidade(s) por miligrama de proteina na amostra.

4.9 PREPARAQAO DOS TECIDOS PARA  ANALISES
ENZIMATICAS

Os animais foram mortos por decapitacédo e o cortex pré-frontal e
hipocampo removidos. O cortex pré-frontal e duas fatias de hipocampo
foram homogeneizadas (1:10 w/v) em tamp&o HEPES (20 mM, pH 7,0).
Os homogeneizados de tecido foram centrifugados a 3000 x g, a4 ° C
durante 5 min e uma aliquota do sobrenadante de baixa velocidade foi
utilizado para a determinagdo da atividade da acetilcolinesterase
(AChE). Posteriormente, os sobrenadantes da primeira centrifugacéo
foram centrifugados novamente a 16.000 x g, a 4 °C durante 20 min e 0s
sobrenadantes obtidos foram utilizados para a determinacdo das
atividades de glutationa redutase (GR) e glutationa peroxidase (GPx).
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4.10 ATIVIDADE DA ACETILCOLINESTERASE (ACHE)

A atividade da AChE foi medida utilizando iodeto de
acetiltiocolina como substrato. O método baseia-se na producdo de
tiocolina, a partir da hidrolise do iodeto de acetiltiocolina. Isto é
acompanhado por uma reagdo da tiocolina com acido 5°,5 — ditiobis-2-
nitrobenzdico (DTNB) para produzir o anion acido 2-nitro-5-mercapto -
benzdico (TNB) com cor amarela, o qual é medido em
espectrofotdmetro em 412nm (Ellman et al., 1961).

4.11 ENZIMAS ANTIOXIDANTES

A atividade da glutationa redutase (GR) foi medida através de um
ensaio de reducdo do NADPH, conforme protocolo desenvolvido por
Carlberg e Mannervik (1985), utilizando dissulfeto de glutationa
(GSSG) como substrato. A atividade da GR foi monitorada pela
diminuigdo da absorbancia do NADPH a 340 nm a 37 °C em uma
Leitora Multifuncional de Microplacas, Infinite M200, TECAN (Tecan
Group Ltd., Ménnedorf, Suica). Os resultados foram baseados em um
coeficiente de extingdo molar para 0 NADPH de 6,22 x 103 M-1 cm-1.
A atividade da glutationa peroxidase (GPx) foi medida utilizando um
ensaio de reducdo do NADPH conforme a técnica de Wendel (1981). O
sobrenadante tecidual (em torno de 200 ug de proteina) foi adicionado a
uma mistura de reagdo contendo glutationa reduzida, glutationa redutase
e NADPH em tampao fosfato (pH 7,4). A reacgdo foi iniciada pela adicao
de terc-butil hidroperéxido e a diminuicdo da absorbancia foi
monitorado a 340nm a 37 °C em uma Leitora Multifuncional de
Microplacas, Infinite M200, TECAN (Tecan Group Ltd., Mannedorf,
Suica). A atividade obtida na auséncia das amostras foi subtraida. Os
resultados foram baseados em um coeficiente de extin¢gdo molar para o
NADPH de 6,22 x 103M-1 cm-1.

4.12 DOSAGEM DE PROTEINAS

As dosagens de proteinas para 0s experimentos de captacéo de L-
[3H]glutamato, atividade da AChE, GR e GPx, foram realizadas através
do método de Lowry et al. (1951), utilizando albumina de soro bovino
como padrao.
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4.13 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram avaliados através da andlise de
variancia de uma ou duas vias (ANOVA), seguido do Teste de
Newman-Keuls, quando necessério. Os resultados foram considerados
significativos quando p < 0,05.
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5. RESULTADOS

Em nosso trabalho analisamos o pré-tratamento com atorvastatina
em um modelo de DA, onde é administrada a forma agregada do
peptideo P-amildide (APi40) i.c.v. em camundongos. Este modelo
mesmo sendo incapaz de induzir todas as caracteristicas patoldgicas de
DA, como placa amildide, hiperfosforilacdo da tau e perda neuronal
bruta (Van Dam & De Deyn, 2006; Takeda et al., 2009), vem sendo
utilizada como um modelo experimental para a caracterizacdo da
toxidade do AP, induzindo uma resposta inflamatéria associada a
déficits de aprendizagem e memoria (Medeiros et al., 2007; Prediger et
al., 2007; 2008; Takeda et al., 2009).

A realocacdo de objeto (RO) é uma tarefa com base no
comportamento natural de roedores, visto que estes animais exploraram
0 ambiente a que sdo expostos e apresentam capacidade de aprender
sobre este ambiente (relacdo de discriminacdo). Os dados da RO foram
separados em Relacdo de Discriminagdo e Tempo Total que 0s animais
gastaram para explorar ambos 0s objetos e analisados por ANOVA de
medidas repetidas. No treinamento, todos 0s grupos apresentam o
mesmo desempenho na tarefa, despendendo 50% do tempo explorando
cada um dos objetos, indicando o interesse destes animais pela novidade
e auséncia de preferéncia por um local especifico. Na sessdo de teste
pode ser observado que o grupo controle passa a explorar 60% do tempo
0 objeto que foi realocado, indicando o aprendizado sobre o ambiente.
Os animais tratados somente com Ap;.49 apresentam déficit cognitivo,
despendendo novamente 50% do tempo explorando cada um dos
objetos, ndo reconhecendo o objeto no local que ja Ihe era familiar. Este
déficit cognitivo foi revertido no grupo em que os animais infundidos
com A4 foram tratados previamente com atorvastatina. Também é
demonstrado que a atorvastatina per se ndo afetou a resposta
comportamental dos camundongos (Figura 2A). Todos 0s grupos
apresentaram um tempo similar de exploracdo nos dois objetos em
ambas as sessdes. Estes resultados demonstram que a APy € @
atorvastatina, ou a associagdo dos dois, ndo alteram o interesse dos
animais pelos objetos e sua locomogdo nas duas sessdes desta tarefa
(Figura 2B). Estes resultados, assim como o de estudos prévios, nos
levaram a estudar regides encefalicas relacionadas & atividade de
memoria e descartar regides ligadas a locomogéo.
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Figura 2. Efeito do pré-tratamento da atorvastatina em camundongos
infundidos com AP, , sobre a tarefa de realocacdo de objeto (A) e tempo
total gasto na exploracdo de ambos os objetos (B). Animais foram tratados
por 7 dias consecutivos com atorvastatina (10mg/kg, v.0.) ou salina e injetados
i.c.v. com A4 (400pmol/sitio) ou PBS. A avaliagdo do teste comportamental
foi realizada 14 dias ap6s infusdo do AP;.4. Resultados avaliados por ANOVA
de medidas repetidas seguida pelo post-hoc de Newman-Keuls. Os valores estdo
expressos como média + E.P.M. (n=14-21), * P<0,05 quando comparado com
grupos controle (Salina + PBS).

(A)Pré-tratamento [F(1,57) = 4,65, P <0,05], tratamento [F(1,57) = 1,76, P =
0,19] e interacdo [F(1,57) = 0,79, P = 0,38].

(B)Pré-tratamento [F(1,56) = 0,001, P = 0,97], tratamento [F(1,56) =
1,05, P =0,31] e intera¢do [F(1,56) = 0,003, P = 0,95].



45

Outro teste comportamental bastante descrito na literatura (Nitta
et al., 1994; Harkany et al., 1999; Prediger et al 2007; 2008) e utilizado
para avaliar a memdria espacial dos animais pré-tratados com
atorvastatina e infundidos com AP ¢ o labirinto aquatico de Morris. Os
dados deste teste foram separados em laténcia para a chegada a
plataforma durante o treino, nimero de vezes em que 0S animais
cruzaram o quadrante onde se encontrava a plataforma e tempo gasto
neste mesmo quadrante na sessdo de teste. Os resultados foram
analisados por ANOVA de medidas repetidas no treino e ANOVA de
duas vias no teste. Como pode ser observado na figura 3A, 3B e 3C 0s
animais infundidos com A4 NA0 demonstraram déficits de memoria e
aprendizado nesta tarefa, ndo apresentando diferenca estatistica em
nenhum dos parametros analisados em relacdo ao grupo controle.

Um dos principais sistemas envolvidos na memoria e
aprendizado € o sistema glutamatérgico. Assim, utilizamos alguns
protocolos para observar se a melhora cognitiva observada na tarefa de
realocacdo de objetos em animais pré-tratados com atorvastatina ocorre
devido ao envolvimento deste sistema. No ensaio da captagdo de
glutamato (Figura 4) observou-se uma reducgéo significativa nos grupos
atorvastatina ou AP em relagdo ao grupo controle. O grupo de animais
pré-tratados com atorvastatina e infundidos com AP ndo apresentou
diferenca estatisticamente significante quando comparado com o grupo
controle e tampouco com 0s grupos atorvastatina e AP.

No ensaio de liberagdo do glutamato (Figura 5) ndo foi
demonstrada nenhuma mudanca significativa entre os grupos, porém se
comparado apenas 0 pré-tratamento, nos animais tratados com
atorvastatina ocorre um pequeno aumento da liberacdo em relacdo aos
grupos tratados com salina.

O préximo ensaio realizado foi 0 da glutamina sintetase. Esta
enzima é de grande importancia e tem a finalidade de converter o
glutamato retirado da fenda sindptica em glutamina. Esse processo
ocorre nos astrdcitos, onde ap6s ser convertida, essa glutamina podera
ser transportada aos neurdnios para uma nova conversao a glutamato e
futura neurotransmissdo, dando continuidade ao ciclo. Ap6s analise dos
dados, observamos que nenhuma mudanga significativa ocorreu entre os
diferentes tratamentos utilizados em nosso protocolo de estudo (Figura
6).
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Figura 3. Efeito do pré-tratamento da atorvastatina em camundongos
infundidos com AP, 4 sobre a tarefa do labirinto aquatico de Morris: (A)
Laténcia de chegada na plataforma no treino, (B) Idas ao quadrante
correto (C) Tempo no quadrante correto na sessao do teste. Animais foram
tratados por 7 dias consecutivos com atorvastatina (10mg/kg, v.0.) ou salina e
injetados i.c.v. com AP;4 (400pmol/sitio) ou PBS. A avaliacdo do teste
comportamental foi realizada 14 dias ap6s infusdo do APi4. Resultados
avaliados por ANOVA de medidas repetidas seguida pelo post-hoc de Newman-
Keuls no treino e por ANOVA de duas vias seguida pelo post-hoc de Newman-
Keuls no teste. Os valores estéo expressos como média + E.P.M. (n=10).
(B)Pré-tratamento [F(1,35) = 0,60, P = 0,44], tratamento [F(1,35) = 0,48, P
0,49] e interacdo [F(1,35) = 0,39, P = 0,54].

(C)Pré-tratamento [F(1,35) = 1,11, P = 0,30], tratamento [F(1,35)
0,01, P =0,91] e interacdo [F(1,35) = 0,009, P = 0,92].
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Outro sistema bastante importante envolvido com memodria e
aprendizado é o sistema colinérgico, do qual faz parte o
neurotransmissor acetilcolina, muito estudado na doenca de Alzheimer e
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envolvido nos principais tratamentos atuais para pacientes que sofrem
desta patologia. Em nosso trabalho utilizamos duas principais regides
encefalicas envolvida no processo cognitivo para verificar a atividade da
enzima acetilcolinesterase, enzima que degrada a acetilcolina liberada
na fenda sinaptica. Tanto no cértex pré-frontal (Figura 7A) quanto no
hipocampo (Figura 7B) ndo foram observadas diferencas estatisticas
entre 0s grupos.
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Figura 4. Efeito do pré-tratamento da atorvastatina em camundongos
infundidos com Ap;, sSobre a captacdo de glutamato em fatias de
hipocampo. Animais foram tratados por 7 dias consecutivos com atorvastatina
(10mg/kg, v.0.) ou salina e injetados i.c.v. com A4 (400pmol/sitio) ou PBS.
Analise realizada 18 dias apds infusdo do AP;.4. Resultados avaliados por
ANOVA de duas vias seguida pelo post-hoc de Newman-Keuls. Os valores
estdo expressos como média + E.P.M. (n=4), * P<0,05 quando comparado com
grupos controle (Salina + PBS).

Pré-tratamento [F(1,12) = 0,12, P = 0,31], tratamento [F(1,12) = 5,21,
P<0,05] e interacdo [F(1,12) = 5,11, P<0,05].
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Figura 5. Efeito do pré-tratamento da atorvastatina em camundongos
infundidos com AP, sobre a liberacdo de glutamato em fatias de
hipocampo. Animais foram tratados por 7 dias consecutivos com atorvastatina
(10mg/kg, v.0.) ou salina e injetados i.c.v. com AP;4 (400pmol/sitio) ou PBS.
Analise realizada 18 dias apds infusdo do APi.4. Resultados avaliados por
ANOVA de duas vias seguida pelo post-hoc de Newman-Keuls. Os valores
estdo expressos como média + E.P.M. (n=5).

Pré-tratamento [F(1,16) = 5,04 P<0,05], tratamento [F(1,16) = 0,38, P =
0,54] e interacdo [F(1,16) = 0,08, P = 0,78].
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Figura 6. Efeito do pré-tratamento da atorvastatina em camundongos
infundidos com AP, 4 sobre a atividade de glutamina sintetase em fatias de
hipocampo. Animais foram tratados por 7 dias consecutivos com atorvastatina
(10mg/kg, v.0.) ou salina e injetados i.c.v. com AP.4 (400pmol/sitio) ou PBS.
Analise realizada 18 dias apos infusdo do AP;.. Resultados avaliados por
ANOVA de duas vias seguida pelo post-hoc de Newman-Keuls. Os valores
estdo expressos como média + E.P.M. (n=5).

Pré-tratamento [F(1,16) = 0,11, P = 0,74], tratamento [F(1,16) = 0,16, P
= 0,69] e interacdo [F(1,16) = 5,03, P<0,05].
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Um processo que pode vir a agravar a morte neuronal e
consequente perda de sinapses, levando a maiores problemas cognitivos
em diversas doencas neurodegenerativas é a producdo de EROs.
Partindo deste principio, analisamos as atividades de duas enzimas
antioxidantes, responsaveis por detoxificar radicais livres reduzindo ou
impedindo danos oxidativos nas células do SNC. Novamente utilizamos
em nossos ensaios o cortex pré-frontal e o hipocampo. Na atividade da
glutationa redutase (GR) no cortex (Figura 8A) ocorreu um aumento
significativo desta enzima no grupo infundido com o peptideo B-
amiloide, que foi prevenido totalmente no grupo em que 0s animais
foram tratados anteriormente a infusdo com atorvastatina. Ja no
hipocampo (Figura 8B), o grupo atorvastatina mais AP, teve um
aumento significativo na atividade da GR em relacéo a todos os grupos.
Os animais que receberam atorvastatina e os animais infundidos com A}
ndo demonstraram diferengas em relacdo ao grupo controle.
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Figura 7. Efeito do pré-tratamento da atorvastatina sobre a atividade da
acetilcolinesterase em homogenato de cortex pré-frontal (A) e hipocampo
(B) de camundongos infundidos com Ap;.4. Animais foram tratados por 7
dias consecutivos com atorvastatina (10mg/kg, v.0.) ou salina e injetados i.c.v.
com A4 (400pmol/sitio) ou PBS. Anélise realizada 18 dias apés infuséo do
AP1.40. Resultados avaliados por ANOVA de duas vias seguida pelo post-hoc de
Newman-Keuls. Os valores estdo expressos como média + E.P.M. (n=5).
(A)Pré-tratamento [F(1,16) = 0,22, P = 0,64], tratamento [F(1,16) = 0,74, P =
0,40] e interacdo [F(1,16) = 1,51, P = 0,24].

(B)Pré-tratamento [F(1,16) = 0,49, P = 0,49], tratamento [F(1,16) =
2,59, P =0,13] e intera¢do [F(1,16) = 0,64, P = 0,43].
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Figura 8. Efeito do pré-tratamento da atorvastatina sobre a atividade da
glutationa redutase em homogenato de cértex pré-frontal (A) e hipocampo
(B) de camundongos infundidos com AP, . Animais foram tratados por 7
dias consecutivos com atorvastatina (10mg/kg, v.0.) ou salina e injetados i.c.v.
com A4 (400pmol/sitio) ou PBS. Andlise realizada 18 dias ap6s infuséo do
AP1.40. Resultados avaliados por ANOVA de duas vias seguida pelo post-hoc de
Newman-Keuls. Os valores estdo expressos como média + E.P.M. (n=5), *
P<0,05 quando comparado com grupos controle (Salina + PBS), # P<0,05
guando comparado com grupo Abeta (Salina + AP;_4).

(A)Pré-tratamento [F(1,16) = 0,38, P = 0,54], tratamento [F(1,16) = 16,38,
P<0,01] e interacéo [F(1,16) = 6,82, P<0,05].

(B)Pré-tratamento [F(1,16) = 6,28, P<0,05], tratamento [F(1,16) = 7,58,
P<0,05] e interacdo [F(1,16) = 0,76, P = 0,39].
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Em relagdo & atividade enzimética da glutationa peroxidase,
observamos que o grupo AP apresentou um aumento na atividade desta
enzima e a atorvastatina novamente aboliu este aumento aos niveis do
controle no cdrtex pré-frontal (Figura 9A). No hipocampo a atividade da
GPx ndo apresentou diferenca estatisticamente significante entre
nenhum dos grupos, apesar de ser possivel notar uma diminuicdo da
atividade desta enzima nos animais pré-tratados com atorvastatina e
infundidos com PBS (Figura 9B).
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Figura 9. Efeito do pré-tratamento da atorvastatina sobre a atividade da
glutationa peroxidase em homogenato de coértex pré-frontal (A) e
hipocampo (B) de camundongos infundidos com A, ,. Animais foram
tratados por 7 dias consecutivos com atorvastatina (10mg/kg, v.0.) ou salina e
injetados i.c.v. com A4 (400pmol/sitio) ou PBS. Andlise realizada 18 dias
apo6s infusdo do AP;.4. Resultados avaliados por ANOVA de duas vias seguida
pelo post-hoc de Newman-Keuls. Os valores estdo expressos como média +
E.P.M. (n=5), * P<0,05 quando comparado com grupos controle (Salina +
PBS), # P<0,05 quando comparado com grupo Abeta (Salina + AB1.40).
(A)Pré-tratamento [F(1,16) = 0,67, P = 0,42], tratamento [F(1,16) = 3,16, P
0,09] e interacdo [F(1,16) = 8,82, P<0,01].

(B)Pré-tratamento [F(1,16) = 0,79, P = 0,39], tratamento [F(1,16)
0,53, P =0,47] e interacdo [F(1,16) = 1,19, P = 0,29].
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6. DISCUSSAO

Neste estudo, demonstramos que uma infusdo i.c.v. de ABi40
promove uma diminuigdo no desempenho dos camundongos na tarefa de
realocacdo de objetos e o pré-tratamento com atorvastatina reverte este
déficit cognitivo, porém estes resultados ndo foram reproduzidos na
tarefa do labirinto aquatico de Morris. Adicionalmente, demonstramos
que a infusdo deste mesmo peptideo acarreta em mudangas no sistema
glutamatérgico. Os tratamentos com Apy4 € com atorvastatina
promovem uma diminui¢do na captacdo de glutamato. Na liberacdo de
glutamato, quando comparado apenas 0 pré-tratamento, a atorvastatina
promove um aumento na libertacdo deste neurotranmissor em relacdo
aos grupos salinas, porém é necessario ressaltar que este ensaio nao
apresentou diferengas estatisticas significantes entre os grupos. Foi visto
ainda que os tratamentos com ApP;.4 € atorvastatina ndo provocaram
mudancas na atividade da AChE no hipocampo e cortex pré-frontal 18
dias apds a infusdo.

Perda de memoria e disfungbes cognitivas sdo sintomas
observados em pacientes com DA. Nossos achados demonstraram que
0s camundongos infundidos com ApPi.4 apresentam dificuldade no
aprendizado e perda de memoria de curto prazo na tarefa de realocacéo
de objeto, corroborando outros estudos, onde a DA acarreta um déficit
cognitivo envolvendo a regido do hipocampo. O pré-tratamento com
atorvastatina por 7 dias consecutivos, consegue prevenir o déficit de
memoéria induzido pela infusdo de APi4. Além disso, demonstramos
gue a atorvastatina por si sO, ndo causa mudancas nas respostas
comportamentais dos camundongos nesta tarefa. Em outro estudo
realizado em nosso laboratério, a atorvastatina (10mg/kg, v.0.)
administrada por 7 dias ap6s a infusdo i.c.v. de AB;.4o falhou em reverter
os déficits de aprendizado e memdria espacial na tarefa do labirinto
aquatico em camundongos. Em nosso estudo, ndo observamos qualquer
prejuizo cognitivo desencadeado pela infusdo do peptideo APi4 NO
teste do labirinto aquatico de Morris, diferentemente do que foi relatado
previamente na literatura (Prediger et al., 2007; 2008; Piermartiri et al.,
2010). Os animais infundidos com A4 Na0 apresentaram déficits
cognitivos em nenhum dos parametros analisados. Porém, na literatura
existem alguns estudos que demonstram este mesmo problema neste
tipo de tarefa. Arendash e colaboradores (2001; 2007) ndo obtiveram
sucesso em dois trabalhos com camundongos transgénicos para a DA no
labirinto aquético de Morris padrdo, porém os animais apresentaram
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déficits cognitivos em outras tarefas comportamentais, como por
exemplo, no labirinto aquético radial.

Por outro lado, em um estudo utilizando a fluvastatina, membro
da familia das estatinas, foi observado que ela é capaz de prevenir o
déficit cognitivo gerado pela infusdo de AB;.4 na tarefa de procura por
agua (Water Finding Task) quando administrada antes aoc modelo da
doenca. Entretanto a reversdo do déficit cognitivo gerado pelo Api.40
ndo foi observada com um pds-tratamento com esta mesma estatina
(Kurinami et al., 2008). Adicionalmente o0s tratamentos com
simvastatina ou pravastatina por quatro semanas, apds a infusdo i.c.v. de
estreptozotocina sdo capazes de reverter o déficit cognitivo na tarefa do
labirinto aquatico em ratos (Tramontina et al., 2011). Nossos dados
corroboram a idéia que diferentes membros da familia das estatinas sdo
capazes de reverter déficit cognitivo em modelos de DA, sendo que esta
reversdo pode depender também do momento em que este farmaco €
utilizado. Adicionalmente, reforcamos a necessidade de entender melhor
0 mecanismo de acdo das estatinas frente as alteragdes cognitivas
promovidas pelo peptideo AB;4 como uma possivel estratégia para a
prevencdo ou tratamento da DA.

Atualmente, estudos tém demonstrado disfungdo da transmissao
glutamatérgica na DA (Piermartiri et al., 2010, Cassano et al., 2011).
Em camundongos transgénicos 3XTg-AD, que apresentam deposi¢édo de
AP, tau hiperfosforilada e, desta forma, sdo considerados como um
modelo animal que mimetiza a DA em humanos, foi demonstrado que a
liberacdo de glutamato diminui no cértex frontal e hipocampo e o
imunocontelido da proteina pré-sinaptica SNAP-25 e transportadores de
glutamatoVGLUT-1, GLAST e GLT-1 diminui no hipocampo (Cassano
et al., 2011). Outro estudo, utilizando um modelo de DA pela
administragdo de estreptozotocina, foi observado que a atividade da
glutamina sintetase (GS), uma enzima que possui a finalidade de
converter o glutamato retirado da fenda sindptica em glutamina, diminui
no hipocampo de ratos (Tramontina et al., 2011). Para corroborar a idéia
desta disfuncdo do sistema glutamatérgico em DA, demonstramos que
ocorre uma diminui¢do na captagdo de glutamato no hipocampo ap6s a
injecdo de APBi.40. Além disso, 0 modelo de uma Unica injecdo i.c.v. de
APi14 promove diminuicdo na expressdo de transportadores de
glutamato GLAST e GLT-1 no hipocampo destes camundongos
(Piermartiri et al., 2010).

Entretanto, em nosso estudo o pré-tratamento com atorvastatina
e a infusdo de APi.4 N80 exercem papel na mudanca da atividade da
enzima glutamina sintetase. Por outro lado, quando analisamos a
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captacgdo de glutamato o pré-tratamento com atorvastatina apresenta uma
tendéncia em aumentar a captacdo em animais que foram infundidos
com APi.40, apresentando valores de captagéo igual ao grupo AP e ao
grupo controle. Em nosso estudo a atorvastatina por si s0 acarretou em
uma diminuicéo significativa da captacdo em relagdo ao grupo controle,
porém outros membros da familia das estatinas apresentam efeitos
distintos na captacdo de glutamato. Por exemplo, a simvastatina, que
apos quatro semanas aumenta a captacdo e a pravastatina ndo altera este
pardmetro (Tramontina et al.,, 2011). Adicionalmente é bem
demonstrado que diferentes estatinas sdo protetoras da morte celular
causada por insultos glutamatérgicos. Por exemplo, trés dias de
tratamento com rosuvastatina protege células de cultura primaria de
cortex cerebral da morte celular induzida por glutamato (Domoki et al.,
2010).

Um ponto chave nesta questdo parece ser o envolvimento
astrocitario na transmissdo glutamatérgica em modelos animais para
DA, visto que, a infusdo de APi4 promove aumento na
imunoreatividade para GFAP no hipocampo de camundongos, indicando
uma reorganizacdo do citoesqueleto astrocitario, adicionalmente a
captacdo de glutamato é diminuida no mesmo modelo, assim como a
imunorreatividade a dois transportadores astrocitarios de glutamato
GLAST e GLT-1 (Piermartiri et al., 2010). Por outro lado, em nosso
trabalho a atorvastatina mesmo ndo alterando a liberagdo de glutamato
entre 0s grupos, parece ter uma tendéncia a aumentar a liberagdo deste
neurotransmissor quando comparamos apenas 0 pré-tratamento recebido
pelos animais. Estes dados reforcam a necessidade de se entender
melhor o envolvimento astrocitario e seu papel na transmissdo
glutamatérgica para melhor compreender os eventos associados a
toxicidade do peptideo Ap, os quais podem desencadear a patofisiologia
da DA.

Portanto, com a diminui¢do na captacdo e uma tendéncia de
aumento da liberacdo de glutamato pela atorvastatina, seria esperado
uma maior gquantidade deste neutrotransmissor na fenda sinaptica. Deste
modo, podemos pensar no fenémeno da neurotoxicidade acarretada por
este aumento da transmissdo glutamatérgica. Entretanto o que nos
parece mais provavel é que esta quantidade aumentada de glutamato na
fenda pode estar promovendo uma melhora nos déficits cognitivos
induzidos pelo APi.4. Em nosso laboratério foi visto por Piermartiri
(2010) que o pos-tratamento com atorvastatina aumenta a expressao de
transportadores de glutamato em animais infundidos com A, entretanto
a diminuicdo da captacdo de glutamato provocada pelo AP ndo ¢
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revertida pela atorvastatina. Neste sentido sdo necessarios mais estudos
para compreender o envolvimento temporal das estatinas em especial a
atorvastatina com o sistema glutamatérgico.

Adicionalmente a DA altera a transmissdo colinérgica,
promovendo principalmente a perda do neurotransmissor acetilcolina e
uma subsequente diminuicdo nas funcdes colinérgicas (Auld et al.,
2002). Atualmente os tratamentos da DA sdo em sua maioria baseados
em inibidores da AChE, que diminuem a degradacdo da acetilcolina na
fenda sinaptica, gerando assim um aumento na transmissdo colinérgica.
Entretanto estes farmacos apresentam efeitos terapéuticos modestos e
muitas vezes apenas temporarios para 0s pacientes (Giacobini, 2002;
Kaduszkiewicz et al., 2005). Nossos resultados mostram que ndo
ocorrem mudangas na atividade da enzima AChE no hipocampo e no
cortex pré-frontal apos 18 dias da infusdo de APi.40, assim como nao
ocorre alteracbes nos animais tratados com atorvastatina durante 7 dias
consecutivos e no grupo atorvastatina seguido de AB;.4o.

Estudo realizado em humanos demonstrou que, quando um
diagndstico confiavel de pacientes em estdgios iniciais da doenca foi
disponibilizado, pesquisadores examinaram marcadores colinérgicos em
cérebros humanos idosos com déficit cognitivo de média intensidade, os
quais foram comparados com cérebros de pacientes com DA em estagio
tardio da doenca. Neste caso, foi observada uma redugdo dos
marcadores nos pacientes em estagios tardios da DA, mas ndo em
estagios iniciais desta patologia, levando & conclusdo que a disfuncéo
colinérgica pode ndo ocorrer até estgios mais avancados da doenca
(Davis et al., 1999, Tiraboschi et al., 2000). Em nosso modelo os
animais comecam a apresentar disfuncdo cognitiva 7 dias apds a
administragdo de AP (Prediger et al., 2008) e os estudos bioquimicos
foram feitos 18 dias apds essa administracdo. Talvez o tempo de
exposicdo a toxidade do AP ainda ndo tenha sido o suficiente para
modificar os pardmetros na atividade enziméatica da AChE, ou ainda,
pode estar ocorrendo um efeito compensatorio entre a atividade e a
sintese desta enzima.

O estresse oxidativo em modelos e pacientes com doengas
neurodegenerativas é um grande causador de um aumento da disfungéo
sinaptica e mortalidade de células neuronais. Espécies reativas de
oxigénio também podem ter um papel na deposi¢do amildide na DA, ja
que condigoes de oxidacdo causam “cross-linking” de proteinas,
agregagdo de AP e tau (Mariani, et al., 2005). E também sabido que
agregacdo de AP estimula a producdo de EROs, podendo levar a um
dano oxidativo ciclico. Deste modo, optamos por avaliar a atividade de
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algumas enzimas antioxidantes presentes no encéfalo que possam estar
atuando para uma melhora nestes parametros em nosso modelo de DA.

Apobs andlise de nossos resultados observamos um aumento
significativo da atividade da GR no cortex dos animais infundidos com
o peptideo B-amildide, sendo que o pré-tratamento com atorvastatina
preveniu completamente este aumento. Trabalhos ja existentes na
literatura mostram um aumento da atividade da GR no cértex pré-frontal
de camundongos 24h apos a infusdo de APi4o (Prediger et al., 2007).
Com nosso trabalho mostramos que os niveis de GR continuam
aumentados mesmo 18 dias apés a infusdo de APi.4, ISto nos levou a
pensar que este aumento na atividade desta enzima em animais AP
ocorre devido a uma resposta do sistema de defesas antioxidantes do
organismo em combate a EROs, ja que é de amplo conhecimento que o
peptideo AP pode acarretar em formacdo de radicais livres e
subsequente dano oxidativo (Butterfield and Lauderback, 2002).
Enquanto a reversdo promovida pela atorvastatina pode ser explicada
através da inibicdo da producdo de EROs. Neste sentido ja é bem
demonstrado que a fluvastatina é capaz tanto de inibir a atividade da
NADPH oxidase quanto de exercer funcdo como sequestro de espécies
reativas de oxigénio (Cumaoglu et al., 2011). Sendo assim, a reverséo da
atividade da enzima GR no cortex pré-frontal dos animais infundidos
com A4 € pré-tratados com atorvastatina pode estar relacionada a um
efeito da atorvastatina na diminuicdo da producdo ou aumento do
sequestro de radicais livres.

E bem demonstrado que 24 horas apds a infusdo de APio
ocorre aumento na produgdo de EROs no hipocampo (Bicca et al.,
2011). Entretanto, nossos resultados demonstram que a atividade da GR
em animais tratados com APj.4 Nd0 é alterada no hipocampo. Neste
Caso 0 pré-tratamento com atorvastatina em animais infundidos com Af
foi o Unico grupo que apresentou aumento da atividade desta enzima.
Nesta regido o pré-tratamento com atorvastatina promove protecdo
aumentando a atividade de GR, provavelmente na tentativa de combater
maiores niveis de EROs provocados pela AP. Estes dados se
diferenciam de resultados obtidos com o pds-tratamento desta mesma
estatina, onde ela ndo apresentou mudancgas na atividade desta enzima
(Piermartiri et al., 2010). Nossos resultados mostram novamente que 0
pré-tratamento com estatinas se diferencia do pds-tratamento,
acarretando em diferentes mudancas nos parametros bioquimicos que
podem levar a neuroprotecéo.

De mesmo modo, analisamos a atividade da enzima GPx, onde
o grupo AP apresentou novamente aumento da atividade enzimatica no
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cortex pré-frontal, que foi também prevenido pela atorvastatina. Como a
GPx participa do mesmo sistema antioxidante da GR, a mesma
explicacdo pode ser dada neste caso. Prediger (2007) também
demonstrou aumento da atividade da GPx no cdrtex pré-frontal de
camundongos 24h apds a infusdo de APi.4. N0Ossos resultados mostram
gue este aumento da atividade da GPx esta presente mesmo ap6s 18 dias
da infusdo de APi.40 Nestes animais. Em nosso ensaio da atividade da
GPx no hipocampo de camundongos, ndo encontramos diferenca
estatistica entre grupos.

Resumindo, podemos observar que a infusdo de AP;.49 promove
déficit cognitivo na tarefa de realocacdo de objeto, sendo o pré-
tratamento com atorvastatina capaz de prevenir este déficit.
Adicionalmente demonstramos que o APi49 promove diminuicdo da
captagdo de glutamato, sendo que o pre-tratamento com atorvastatina
possui uma tendéncia de aumentar a liberagdo deste mesmo
neurotransmissor. Por outro lado, a atividade da enzima
acetilcolinesterase ndo esta alterada em nenhum grupo, o que nos leva a
pensar que o sistema colinérgico possa estar envolvido em uma fase
posterior da toxicidade do peptideo APi;4 em nosso protocolo
experimental. Além disso, vimos que o ABj.49 Provoca um aumento na
atividade da GR e GPx no cortex pré-frontal de camundongos, onde a
atorvastatina reverte esse aumento. Com este trabalho, mostramos que o
pré-tratamento com atorvastatina apresenta um papel na melhora de
déficits de memoéria e aprendizagem de camundongos submetidos a
infusdo com o peptideo APi1.49, podendo ser uma opcao de farmaco ndo
apenas para o tratamento desta doenca, mas também para possivel
prevencao.
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7. CONCLUSAO

O pré-tratamento com atorvastatina preveniu o déficit cognitivo
observado 14 dias apds a administragdo do peptideo B- amildide (i.c.v.)
na tarefa de realocacdo de objetos, mostrando-se um farmaco com
possivel potencial na prevencdo de doencas que apresentam disfuncéo
na memoria e no aprendizado, como a doenga Alzheimer;

A infusdo de APi.4 provoca uma diminuicdo na captacdo de
glutamato, que ndo é prevenida pelo pré-tratamento com atorvastatina.
Além disso, a infusdo deste peptideo ndo altera significativamente a
liberacdo deste neurotransmissor e a atividade da glutamina sintetase 18
dias apds a injecdo i.c.v. do peptideo;

Quando comparado apenas 0 pré-tratamento, a atorvastatina
promove um aumento na libertacdo deste neurotranmissor em relacéo
aos grupos salinas, este aumento de glutamato na fenda pode estar
promovendo uma melhora nos déficits cognitivos induzidos pelo AB;.40;

O pré-tratamento com atorvastatina preveniu 0 aumento da
atividade das enzimas antioxidantes glutationa redutase e glutationa
peroxidase induzidos pela administracdo i.c.v. do peptideo B-amildide
no cortex pré-frontal de camundongos, mas ndo no hipocampo destes
animais, mostrando um possivel efeito da atorvastatina na diminuicao da
producgdo ou aumento do sequestro de radicais livres.
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PERSPECTIVAS

Determinar se o0 pré-tratamento de camundongos com
atorvastatina apresenta acdo na viabilidade e/ou morte celular em fatias
hipocampais e corticais ap6s infusdo do peptideo p-amildide;

Avaliar a acdo da atorvastatina em um estudo temporal da
atividade colinérgica em no hipocampo e cortex pré-frontal de
camundongos submetidos a infusdo do peptideo p-amildide;

Verificar a acdo da atorvastatina sobre a formagdo de espécies
reativas de oxigénio no hipocampo e cértex pré-frontal de camundongos
submetidos a infusdo do peptideo B-amildide;

Avaliar se o pré-tratamento de camundongos com atorvastatina
exerce papel neuroprotetor frente a sinaptotoxicidade apés infusdo do
peptideo B-amildide.
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