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RESUMO

A doenca de Alzheimer (DA) é uma das desordens neurodegenerativas mais comuns
na idade avancada). Esta condicdo neuroldgia progressiva e irreversivel é
caracterizada por perda cognitiva e da funcdo ou morte de células neuronais. A maior
parte dos casos de DA (90% a 95%) € de inicio tardio ou esporadica (DAe). As
principais caracteristicas fisiopatologicas sao a deposi¢cao de peptideo B-amiloide (BA)
e emaranhados neurofibrilares, porém a DAe também esta relacionada a outros
eventos patolégicos como a neuroinflamacgéo, o polimorfismo da apolipoproteina E
(ApoE), déficit colinérgico, e estresse oxidativo. A causa da DAe ainda é
desconhecida, mas tem sido associada a varios fatores de risco, como o0 avang¢o da
idade, o tabagismo, e as doencas cronicas graves, como diabetes mellitus,
hipertensdo e hipercolesterolemia. Estudos epidemiol6gicos sugerem uma forte
ligacdo entre altos niveis de colesterol sanguineo e a DAe, bem como uma baixa
prevaléncia e um menor risco para a DAe em individuos que fazem uso de estatinas,
farmacos usados eficazmente no controle da hipercolesterolemia. Além das estatinas,
o tratamento com bisfosfonatos, usados no tratamento da osteoporose, também tem
sido relacionado com menor chance de desenvolver a doenca. Nesse sentido, este
trabalho teve como objetivo avaliar o possivel efeito neuroprotetor da sinvastatina e
do alendronato sobre modelo de DAe induzido por administracédo
intracerebroventricular (ICV) de estreptozotocina (STZ) em ratos Wistar adultos. A
administracdo oral de sinvastatina e alendronato reverteram o déficit cognitivo
induzido pela infusdo ICV-STZ, avaliado pelo teste de reconhecimento de objetos;
bem como alteracdes metabdlicas cerebrais, com a diminui¢éo da captacao de glicose
em fatias hipocampais; o aumento de marcadores de reatividade de astrocitos,
analisado pelo conteudo hipocampal de GFAP, a reducéo da capacidade redox das
células hipocampais analisados pelo conteudo de glutationa reduzida (GSH) e a
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs); e o contetdo de colesterol de
membrana no hipocampo. Portanto, a sinvastatina e alendronato demostraram um
efeito neuroprotetor em modelo animal, reforcando o potencial terapéuticos desses
dois farmacos na DAe.

Palavras-chave: doenca de Alzheimer, Alendronato, Astrdcitos, Estreptozotocina,
Sinvastatina.



ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is one of the most common neurodegenerative diseases in
old age. This progressive and irreversible neurological condition is characterized by
cognitive loss and neuronal cell function or death. Most cases of AD (90% to 95%) are
late-onset or sporadic (SAD). The main pathophysiological features are B-amyloid
peptide (BA) and neurofibrillary deposition, but SAD is also using other pathological
events such as neuroinfection, apolipoprotein E polymorphism (ApoE), cholinergic
deficit and oxidative stress. The cause of SAD is still unknown, but it has been
associated with several risk factors such as advancing age, smoking and serious
chronic diseases such as diabetes mellitus, hypertension, and hypercholesterolemia.
Epidemiological studies suggest a strong link between high blood cholesterol and SAD,
as well as a low prevalence and lower risk for SAD in individuals who use statins, drugs
that are effectively used to control hypercholesterolemia. In addition to statins,
bisphosphonate used to treat osteoporosis was also related to the lower chance of
developing a SDA. In this sense, the objective of this study was to evaluate the possible
neuroprotective effects of simvastatin and alendronate in a model of SDA in adult
Wistar rats induced by streptozotocin intracerebroventricular. Oral administration of
simvastatin and alendronate reversed cognitive impairment in ICV-STZ model,
assessed by the object recognition test; as well as cerebral metabolic alterations, with
decreased glucose uptake in hippocampal slices; increased astrocyte reactivity
markers analyzed by hippocampal content of GFAP, a reduction in redox capacity of
hippocampal cells analyzed by controlled glutathione content (GSH) and a production
of reactive oxygen species (ROS); and the membrane cholesterol content in the
hippocampus. Therefore, simvastatin and alendronate demonstrated a
neuroprotective effect in the animal model, reinforcing the therapeutic potential of
these two drugs in SDA.

Keywords: Alzheimer's, Alendronate, Astrocytes, Streptozotocin, Simvastatin.
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1 INTRODUCAO

1.1 DEMENCIA

A populacdo mundial vem passando por uma transicdo demografica,
principalmente nas Ultimas duas décadas, as sociedades estdo deixando de serem
formadas em sua maioria por populacdes jovens e maduras, e se tornando sociedades
cada vez mais idosas. Atualmente o Brasil possui mais de 28 milhdes de pessoas na
faixa etéria de 60 anos ou mais, o que representa 13% da populacdo do pais, com
estimativas de que esse percentual ird dobrar nas proximas décadas, chegando a um
quarto da populacédo (IBGE, 2018).

O envelhecimento € um processo biolégico natural complexo e que envolve a
reducdo progressiva de varias fun¢des morfoldgicas e bioquimicas. Este processo tem
impacto significativo na saude humana, aumentando a suscetibilidade a diversas
doencas, tais como o cancer, disturbios cardiovasculares, distarbios metabdlicos,
como diabetes, e as doencas neurodegenerativas (PAL E TYLER, 2016).

As doencas neurodegenerativas sao patologias caracterizadas pela morte
irreversivel de neurbnios, que leva a perda progressiva e incapacitante de
determinadas fun¢des do sistema nervoso central (SNC). Algumas dessas doencas
sdo consideradas hoje as maiores causas de deméncia no mundo (MCMACKIN et al,
2019).

Deméncia é definida pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), como uma
sindrome em que ocorre uma deterioracéo da funcéo cognitiva além do esperado para
individuos que estédo no processo de envelhecimento, afetando a memoria, orientacao
espacial, compreensdo, calculos, capacidade de aprendizagem, linguagem e
julgamento. Sendo esta, uma das maiores causas de incapacidade e dependéncia de
pessoas idosas. A OMS estima que as deméncias atinjam, na atualidade, 47,5 milhdes
de pessoas, sendo descobertos 7,7 milhdes de novos casos a cada ano (“‘OMS |
Deméncia”, [s.d.]).

Existem varios tipos de deméncia, estas podem ser primarias, isto €, ndo é
decorrente de nenhuma outra doenca; ou secundarias, que ocorre em consequéncia
de determinadas patologias, como a infec¢do pelo virus HIV, traumatismo craniano e
a Doenca de Parkinson (LEVY E CHELUNE, 2007). Dentre os tipos mais incidentes



de deméncia priméria, estdo a doenca de Alzheimer (DA), a deméncia vascular e a
deméncia frontotemporal (SHAGAM, 2009). A forma mais prevalente de deméncia &
a DA (NIH, 2011). De acordo com a OMS, a DA é responsavel por cerca de 70% dos
casos de deméncia no mundo, cuja prevaléncia global é estimada em 35,6 milhdes de
pessoas com mais de 65 anos, podendo chegar a 115,4 milhdes até 2050 (OMS,
2019). No Brasil a doenca acomete cerca de 1,2 milhdes de individuos (ABRAz, 2019).

A medida que ocorre o aumento da expectativa de vida da populacéo, é natural
gue aumente a incidéncia de doencas relacionadas ao envelhecimento. Ha previsdes
de um elevado crescimento nos casos de deméncia entre a populagéo acima dos 60
anos no mundo todo, principalmente a DA. Portanto, a DA ja € considerada um grave
problema de salde publica e um enorme custo governamental e a busca por
estratégias neuroprotetoras e preventivas tornam-se extremamente relevante e
emergencial (OLIVEIRA, 2019).

1.1.1 Doenca de Alzheimer

A DA é a principal doenca neurodegenerativa relacionada a idade, esta é
definida como uma doencga progressiva e irreversivel, e clinicamente caracterizada por
severo prejuizo de memodria e cognicdo, perda de habilidades sociais e das
habilidades de linguagem, alterac6es comportamentais e emocionais (ARMSTRONG,
2013; MUNOZ E FELDMON, 2000). Classifica-se a DA em dois tipos: hereditaria (tipo
), que esté relacionada exclusivamente a fatores genéticos, como os genes da
proteina precursora amiloide (APP) e das presenilinas, e representa 1-2% dos casos,
onde os individuos sdo acometidos a partir dos 40 anos de idade; e o tipo esporadica
(tipo Il — DAe), a qual todos os individuos estédo sujeitos a medida que envelhecem,
sendo essa Ultima a mais prevalente (90-95% dos casos), apresentando sintomas
apoés os 65 anos (CASSERLY E TOPOL, 2004; NAIDU et al., 2002).

As principais caracteristicas histopatologicas da DA s&o a formacéo das placas
neuriticas extracelulares (placas senis) compostas por depdsitos insollveis do
peptideo B-amiloide (BA), um fragmento com capacidade de agregacéo da proteina
precursora amiloide (APP) (SCHACHTER E DAVIS, 2000); e emaranhados
neurofibrilares  (NFT)  intracelulares, decorrentes da  hiperfosforilagcéo,

poliubiquitinagdo e dobramento anormal da proteina tau, uma proteina envolvida na



formacao e estabilizacdo de microtibulos nas células (GLENNER E WONG, 1984;
GRUNDKE-IQBAL et al., 1986).

Acompanhando estas caracteristicas histologicas, ocorrem varios eventos que
levam a disfuncé@o neuronal, sobretudo de neurdnios colinérgicos, nas areas limbicas
do lobo temporal, envolvidas na cognigdo e memoéria, como no hipocampo e no cortex
pré-frontal, juntamente com suas regides associadas. Cria-se deste modo um quadro
de desequilibrio neuroquimico onde ha sinais de neurodegeneracao,
neuroinflamacéo, estresse oxidativo, déficit colinérgico, alteracbes no metabolismo de
glutamato, aumento de sinalizagdo pré-apoptotica, alteragdes na homeostase do
calcio e disfuncdo mitocondrial, causando prejuizo na transmissdo sinaptica e
alterando o equilibrio de diversos neurotransmissores (CANDORE, et al., 2010;
SELKOE, 2002; MATTSON E CHAN, 2003b; WANG et al.,2009).

Ha diversas hipbéteses sobre o desenvolvimento da DAe, tais como a
oligomérica, metalica, do estresse oxidativo, vascular, do diabetes, da excitotoxicidade
glutamatérgica, do colesterol, porém as trés principais sdo a do BA (HARDY e
HIGGINS, 1992), a hipdtese da hiperfosforilacdo da proteina tau (GRUNDKE-IQBAL
et al., 1986; PATRICK et al., 1999) e a hipdtese colinérgica (ZAMMER et al., 2019).

Além das evidéncias histopatoldgicas e das hipéteses formuladas sabe-se que
a DAe é uma doenca neurodegenerativa relacionada ao envelhecimento metabdlico
(CUNNANE et al., 2011; JACK et al., 2010; REIMAN et al., 1996; SMALL et al., 1995).
Estudos mostraram que prejuizo no metabolismo encefélico de glicose, bem como na
sua utilizacao, contribuem para as alteragbes na DAe, ainda que ndo esteja clara a
relacdo da reducdo do metabolismo de glicose na causa ou consequéncia da
patogénese da DA (BUTTERFIELD, HALLIWELL, 2019; CALSOLARO, EDISON,
2016; DURAN-ANIOTZ, HETZ, 2016).

A susceptibilidade a DAe tem sido associada a uma complexa sequéncia de
fatores etiologicos (BARONE et al, 2014). Os fatores de risco relacionados a DAe
compreendem: baixa escolaridade, traumatismo craniano associado a perda de
consciéncia, sexo feminino, depressao, diabetes mellitus (DM), hipertenséo arterial,
fumo, hiperinsulinemia, inatividade fisica, fibrilacdo atrial, infeccbes e a
hipercolesterolemia (COTMAN E BERCHTOLD, 2002; GORELICK, 2004;
LUCHSINGER E MAYEUX, 2004; MATTSON, 20032; RITCHIE E LOVESTONE,

2002). No entanto, a etiologia da doenca ainda ndo é conhecida, principalmente as



vias moleculares pelas quais as alteracdes patolégicas originam prejuizos aos

dominios cognitivos associados ao aprendizado e a memoria.

1.2 METABOLISMO DE GLICOSE E DOENCA DE ALZHEIMER

Em repouso, o cérebro, coragdo, figado e os rins de uma pessoa adulta
consomem aproximadamente 60% da energia ingerida. Sendo o cérebro dentre estes,
0 6rgdo que apresenta uma maior necessidade energética, consumindo em torno de
25% da energia total do corpo (CUNNANE et al., 2011). Para a geracao de energia
pode ser utilizados como substratos cetonas, glicogénio, aminoacidos, porém a
principal fonte de energia cerebral € a glicose (CALSOLARO, EDISON, 2016).

Estudos realizados in vitro e in vivo tém demonstrado que a maior parte da
glicose consumida pelo cérebro é usada para manutencao dos gradientes i6nicos pré
e pés-sinapticos, 0s quais sdo responsaveis pelas neurotransmissfées excitatorias e
manutencdo do potencial de repouso dos neurdnios (ATTWELL, IADECOLA, 2002;
SHULMAN et al., 2004).

A regulagcdo do metabolismo de glicose cerebral envolve dois processos:
transporte através da BHE e catabolismo intracelular (CALSOLARO, EDISON, 2016).
O transporte da glicose através da BHE ocorre por meio de transportadores de glicose
(GLUT) (SHAH et al., 2012). Os GLUTs séo responsaveis pela captacao de glicose
do sistema vascular para o cérebro por um processo de trés etapas: transporte através
do endotélio componente da BHE pela isoforma GLUT1, transporte para o astrécitos
por uma segunda isoforma do GLUT1 e transferéncia para os neurdnios pelo GLUT3
(CUNNANE et al., 2011). A captacao da glicose pelo cérebro depende da expressao
e atividade dos GLUTSs, porém, o mais importante para a regulacdo dessa captacéao é
a concentragao de glicose nos dois lados da BHE (DUELLI E KUSCHINSKY, 2001).
O catabolismo intracelular depende da glicélise e via das pentoses fosfato no
citoplasma, e do ciclo intracelular de Krebs e da cadeia respiratéria mitocondrial
(CALSOLARO, EDISON, 2016).

O metabolismo de glicose cerebral tem sido encontrado diminuido em
pacientes com DA (CUNNANE et al., 2011). A reducéo do metabolismo de glicose nos
estagios iniciais da DA ocorre no hipocampo e cértex cingulado posterior, espalhando-

se para o cortex temporal e parietal com a progresséo da doenga com maior extenséo



nos cortex frontal e occipital. Juntamente com a diminuicdo do metabolismo de glicose
nesta regides, € encontrado alteracfes na densidade e fungdes sinpticas, sugerindo
uma relacdo direta entre as regides afetada e o comprometimento cognitivo
(CALSOLARO, EDISON, 2016).

O metabolismo de glicose cerebral € influenciado por insulina, um hormdonio
produzido pelas células B pancreéaticas que é capaz de atravessar a BHE, mas
também é sintetizada no tecido cerebral (SESTI, 2006; WOODS et al., 2003). O
sistema de transducéo de sinal da insulina exerce papel importante ha manutencéo
dos niveis e na regulacdo do metabolismo neuronal de glicose na geracéo de energia,
e ha manutencao dos processos de aprendizagem e memoria (GEROZISSIS, 2003;
HOYER, 2004; PARK, 2001; SCHULINGKAMP et al., 2000).

A insulina ao se ligar ao seu receptor (IR — do inglés insulin receptor)
desencadeia a fosforilagdo do substrato-1 do receptor de insulina (IRS-1 — do inglés
insulin receptor substrate-1) resultando na ativacdo da fosfatidilinositol-3-cinase
(PISK) e nas respostas celulares a jusante facilitando o crescimento neural,
sobrevivéncia neuronal, plasticidade sinaptica, aprendizado e memoéria (BEDSE et al.,
2015). Estudos tém demonstrado que alteragdes no metabolismo de insulina e na
sinalizagao dos seus receptores afetam o metabolismo do peptideo BA e da proteina
tau, favorecendo a formacdo das placas senis e emaranhados neurofibrilares
respectivamente, que sdo marcadores neuropatoldgicos da DA (RIVERA et al., 2005)
(Figura 1).

Portanto, sugere-se que alteracées no metabolismo cerebral de insulina podem
ser um fator patolégico para doencas neurodegenerativas, como a DA (DE LA MONTE
E WANDS, 2008; STEEN et al., 2005). Assim como, a correcao dos niveis de insulina

levam a uma melhora das fun¢des cognitivas (CRAFT et al, 2000).
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Figura 1. Sinalizacdo de insulina cerebral. Sinaliza¢do de insulina no cérebro normal (A) e no cérebro
com doenga de Alzheimer (DA) (B). Em condicdes fisiologicas, a insulina ao se ligar em seu receptor
(IR) desencadeia a fosforilagdo do substrato 1 do receptor de insulina (IRS-1), resultando na ativagéo
da fosfatidilinositol 3-cinases (PI3K) e nas respostas celulares a jusantes que facilitam o crescimento e
sobrevivéncia neural, plasticidade sinaptica e aprendizado e memoéria. A resisténcia a insulina reduz a
expressdo da enzima degradadora de insulina (IDE), proporcionando diminuicdo na degradacdo de
peptideo B-amiloide (BA), e o seu acumulo leva ao aumento dos niveis de fatores de necrose tumoral
alfa (TNF-a) e ativagao de cinases de estresse (1). Aresisténcia a insulina reduz a expressao da enzima
degradadora de insulina (IDE) o qual também realiza a degradacao de BA (2). A sinalizagdo da insulina
reduzida aumenta a atividade da glicogénio sintase cinase 3 (GSK-3[), aumentando a fosforilagdo
anormal da tau (3). A sinalizacdo deficiente de insulina leva ao comprometimento do crescimento
nervoso, plasticidade sinaptica, aprendizado e memoria (4) (Adaptado BEDSE et al., 2015).

Neste contexto, um modelo animal ndo-genético induzido por administracao
intracerebroventricular (ICV) de estreptozotocina (STZ) tem sido amplamente utilizado
para estudar as alteraces neuroquimicas e comportamentais prevalentes em
individuos da DA, uma vez que a STZ-ICV na concentracdo de 1-3 mg/kg causa uma
espécie de dessensibilizagdo dos receptores de insulina (IR — do inglés insulin
receptor) resultando em alteracfes bioquimicas e fisiopatoldégicas semelhantes as
encontradas na DA (DE LA MONTE et al., 2009; HOYER et al., 2000). Tais alteragcbes
séo resisténcia a insulina no cérebro, diminuicdo do metabolismo de glicose, danos
colinérgicos, estresse oxidativo, gliose, taupatia e acumulo do BA, resultando em

reducdo na aprendizagem e provocando déficits de memoria (SALKOVIC-PETRISIC
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E HOYER, 2007; SALKOVIC-PETRISIC et al., 2009; SALKOVIC-PETRISIC et al.,
2013).

Além das alteracdes no metabolismo de glicose, estudos tém demonstrado que
modificacdes na homeostase do colesterol também estdo associados a um maior risco
de desenvolvimento da DAe (GAMBA et al., 2019; SATO, MORISHITA, 2015).

1.3 COLESTEROL E DOENCA DE ALZHEIMER

O colesterol é uma molécula organica membro da familia de compostos
policiclicos conhecidos como esterdis. Esta molécula € um componente essencial da
membrana plasmatica de todas as células, determinando propriedades biofisicas das
mesmas, devido a diminuicdo na permeabilidade e regulacéo da fluidez, e também é
precursor biossintético de acidos biliares, vitamina D, e de horménios esteroides (por
exemplo, progesterona e aldosterona) (MAXFIELD, van MEER, 2010; STEFANI e
LIGURI, 2009). Além disso, o colesterol também define propriedades funcionais de
proteinas de membranas, como canais i6nicos e receptores, devido as interacdes
colesterol-proteinas (BASTIAANSE, 1997; BURGER et al., 2000; YEAGLE, 1985).
Desta forma, o suprimento continuo de colesterol para as células dos principais
tecidos do corpo é de extrema importancia.

O colesterol pode ser obtido por meio da alimentacdo ou sintetizado pelo
préprio organismo, principalmente no intestino e figado. Grande parte do colesterol
usado pelo corpo humano é enddgeno e sintetizado a partir da via do mevalonato
(ZIPP et al., 2007). A via do mevalonato, também é chamada de via dos isoprendides,
pois além de sintetizar colesterol, também gera produtos intermediarios como 0s
isoprendides (precursores de moléculas envolvidas na sinalizacdo e resposta
inflamatdria) e ubiquinona (coenzima Q10, um componente da cadeia transportadora
de elétrons envolvida na geracéo de energia na forma de ATP) (CANEVARI E CLARK,
2007). A via se inicia com a formag&o do HMG-CoA (3-hidroxi-3-metilglutaril CoA) que
serareduzido a mevalonato pela enzima HMG-CoA redutase (enzima limitante da via),
e este através de uma série de reacdes de ciclizacdo e isomerizacao sera convertido
em colesterol (ZIPP et al., 2007).

As moléculas de colesterol sdo parcialmente insollveis em meio aquoso,

portanto ndo podem ser transportadas diretamente pela corrente sanguinea ou pela
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linfa. A circulagdo do colesterol em diferentes fluidos do corpo ocorre através de
vesiculas produzidas pelos hepatdcitos e astrécitos denominadas de lipoproteinas,
que sdo complexos vesiculares compostos por um nudcleo hidrofébico que contém
triglicerideos e colesterol esterificados, envolvido por fosfolipidios, colesterol livre e
proteinas (apolipoproteinas) (MAXFIELD, VAN MEER, 2010).

As apolipoproteinas (Apo) sdo classificadas como: Apo A (ApoA-I, ApoA-Il e
ApoA-1V), Apo B (ApoB-100 e ApoB-48), Apo C (ApoC-I, ApoC-II, ApoC-Iil) e ApoE, e
variam no tamanho e na composicédo quimica (NOVAK; BYDLOWSKI, 1996). Essas
podem ser transferidas entre diferentes classes de lipoproteinas e sao responséaveis
pela regulagédo da atividade de enzimas responsaveis pelas caracteristicas dessas
lipoproteinas (tamanho, composicéo lipidica e conteudo de apolipoproteinas), bem
como, a captura das lipoproteinas através da ligacdo a receptores de membrana
(DOMINICZAK; CASLAKE, 2011).

As lipoproteinas diferem-se pela proporcao de triacilglicerdis, colesterol
esterificado e proteinas, e podem ser classificadas como quilomicrons, lipoproteinas
de muito baixa densidade (VLDL - do inglés very low density lipoprotein) e as
lipoproteinas de baixa densidade (LDL - do inglés low density lipoprotein) que
transportam os triacilglicerois e colesterol do figado aos outros tecidos, como por
exemplo, o tecido muscular e o tecido adiposo; e as lipoproteinas de alta densidade
(HDL - do inglés high density lipoprotein), que por meio da interacdo com as outras
lipoproteinas, coletam colesterol dos tecidos e o traz de volta ao figado para excrecao
na bile em um processo conhecido como transporte reverso de colesterol (LEDESMA
E DOTTI, 2012).

As lipoproteinas carreadoras de colesterol ndo sao capazes de transpassar a
barreira hematoencefalica (BHE), portanto ndo é possivel a captacéo de colesterol da
circulacdo para o cérebro, ou seja, 0 cérebro sintetiza essencialmente todo o
colesterol necessario ao mesmo, ndo dependendo do colesterol periférico (DIETSCHY
E TURLEY, 2001). Apesar do SNC corresponder a apenas 2% de toda a massa
corporal, este contém aproximadamente 25% de todo o colesterol livre do corpo
(BJORKHEM et al., 1998).

O colesterol no SNC é um importante componente da mielina, e das
membranas de células gliais e de neurdnios (PFRIEGER, 2003b). Em membranas

celulares, o colesterol estd concentrado em microdominios de membrana resistentes
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a solubilizacdo com detergentes, denominados balsas lipicas, do inglés “lipid rafts
(Figura 2). Estes ‘lipid rafts” determinam propriedades funcionais de fatores
neurotroéficos, canais idnicos e receptores de neurotransmissores, bem como as suas
localizacBes em sitios especificos nas membranas, criando assim uma plataforma
para iniciagdo, propagacdo e manutencdo de eventos de transdugdo de sinal
(PARATCHA E IBANEZ, 2002).

Microdominios de membranas ricos em colesterol - Lipidis Rafts

:'“‘ Y'Y

Matriz extracelular /

Fosfolipidios

Esfingolipidio ~ Colesterol Proteinas
transmembrana

Figura 2. Microdominios de membrana plasmatica - "Lipids Rafts". Microdominos de membranas séo
constituidos principalmente de colesterol e esfingolipidios (Adaptado de WAHEED, FREED, 2010).

O colesterol também apresenta um papel importante no crescimento neuritico,
na sinaptogénese, na manutencédo da integridade das sinapses e na liberacdo de
neurotransmissores. A membrana vesicular sinaptica contém altas concentracdes de
colesterol, quando comparada com outras organelas (THIELE et al., 2000;
PFRIEGER, 2003a). Além disso, o envolvimento do colesterol na interacdo colesterol-
proteinas nas membranas e em microdominios favorece a curvatura da vesicula e a
seguinte liberacdo do conteudo na fenda singptica (HUTTNER E ZIMMERBERG,
2001). Estes dados em conjunto sugerem que é necessaria grande quantidade de
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colesterol para a sintese, transporte e liberacdo do conteddo de vesiculas pré-
sinapticas.

Nos microdominios também estdo localizados canais proteicos permeaveis a
agua como aquaporinas, e proteinas de juncéo oclusiva, como a ocludina, que sao
componentes fundamentes para manutencdo da BHE (NUSRAT et al., 2000).
Consequentemente, alteracdes na homeostase de colesterol podem levar a um
colapso nos microdominios e culminar em perturbacdo da BHE, alterando sua
permeabilidade (MORGAN et al., 2014; TAKECHI, et al., 2013). Podemos observar
que a manutencdo da integridade da BHE, bem como a plasticidade sinaptica séo
sensiveis as alteracbes na concentracdo de colesterol cerebral, portanto uma
perturbacdo da BHE decorrente de alteracdes na homeostase de colesterol, poderia
resultar em um comprometimento da funcado sinaptica, o que poderia levar a danos
cognitivos (DO et al., 2014; ZLOKOVIC, 2005).

Ao longo das ultimas duas décadas vem se acumulando evidéncias que
apontam para uma associacao dos altos niveis de colesterol no sangue e a DAe (KUO
et al., 1998; SOLOMON et al., 2007; SPARKS et al., 1990; SPARKS et al., 1994). A
primeira associagao do colesterol com o desenvolvimento da DAe foi descrito por
Larry Sparks e colaboradores em 1990, ao observarem que cerca de 70% dos
individuos que faleceram em decorréncia de doenca arterial coronariana também
apresentavam placas amiloides em seus cérebros, uma das caracteristicas patologica
qgue definem a DA, contudo, individuos de mesma idade e que haviam falecido de
outras causas eram bem menos susceptiveis a desenvolverem placas amiloides
cerebrais (SPARKS et al., 1990).

Posteriormente, os autores mostraram que coelhos alimentados com uma dieta
rica em colesterol, por pelo menos, quatro semanas desenvolviam placas amiloides
cerebrais e outros sinais patoldgicos relacionados a DA, esses dados juntamente com
o estudo anterior (SPARKS et al., 1994), levaram Sparks a sugerir uma relacdo entre
os altos niveis de colesterol plasmatico, fator de risco vascular, e a predisposi¢éo ao
desenvolvimento de DA. Outros estudos também observaram o acumulo de colesterol
associado a placas neuriticas no cérebro de paciente com DA e em modelos de
animais transgénicos da doenca (MORI et al., 2001).

A ligacéo entre o colesterol e a DAe ganhou um novo impulso em decorréncia

de um novo estudo de ligagcdo genética realizado por Allen Rose e colaboradores em
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1993 (ROSES, 2006). Identificou-se neste estudo uma variante particular de um gene
que codifica para a apolipoproteina E (ApoE) como um fator de risco para DAe.

Existem em humanos trés alelos principais do gene ApoE, decorrentes de duas
modificagdes no DNA, definidos como €2, €3 e €é4. No SNC, as ApoE sao as principais
apolipoproteinas responsaveis pelo transporte de colesterol, apresentando um
importante papel na mobilizagdo e redistribuicio do mesmo, e de outros lipideos
cerebrais, assim como, na reparacdo, crescimento e manutencdo das células
nervosas (KIVIPELTO et al., 2002).

Depois do figado, o cérebro é o maior produtor de ApoE (SINGH, P.P., SINGH,
M., MASTANA, 2002). De forma interessante, estudos mostraram que individuos que
possuem o alelo 4 da ApoE (ApoE-4) apresentam um risco aumentado para o
desenvolvimento da DAe (CHEN, H. K. et al., 2011; CORDER et al., 1993; EVANS et
al., 2000). O alelo ApoE-4 pode atuar por conferir altos niveis de colesterol, facilitando
a secrecao de proteina amiloide BA-42 a partir da APP, aumentando a formacéo de
placas senis (MANN et al., 2004).

Foi demonstrado num estudo em modelo animal de submissao a longo prazo a
uma dieta rica em colesterol um aumento da expressdo da ApoE decorrente da
ativacdo astrocitica (astrogliose) na regiao do hipocampo (CHEN et al., 2016). A
astrogliose foi demonstrada em estudos realizados em modelo animal de STZ-ICV e
em paciente com DA (SANTOS et al., 2018, OSBORN et al., 2016).

1.4 ASTROCITOS E NEURODEGENERACAO

Em 1858, observou-se pela primeira vez a existéncia de uma substancia
intersticial no SNC pelo patologista Rudolf Virchow, que ele denominou neuroglia
(GOMES, TORTELLI, DINIZ, 2003). Atualmente a neuroglia séo divididas em dois
grupos principais: a microglia, composta por células fagociticas envolvidas nas
respostas inflamatérias; e a macroglia, composta por oligodendrécitos, células que
sintetizam mielina e auxiliam na formagé&o da bainha de mielina presente no axénio de
neurénios, as celulas ependimais, que revestem o0s ventriculos cerebrais e 0s
astrocitos (Figura 3) (PEREA E ARAQUE, 2010).

Por muito tempo as células gliais eram reconhecidas pelo seu papel de suporte

no SNC, enquanto os neurdnios eram considerados os elementos responsaveis pelo
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processamento da informac@o. No entanto, nas Ultimas décadas estudos tém
demonstrado que as células da glia sdo componentes ativos em funcfes cerebrais
essenciais e ndo apenas atuam como elementos de suporte neuronal (PEREA E
ARAQUE, 2005; VAN ELDIK E WAINWRIGHT, 2003).

Oligodendrocito

Axoénio

Bainha de Mielina |

Figura 3. Principais grupos celulares do sistema nervoso central (SNC). As principais células do SNC
sdo os neurdnios, as células da microglia, os oligodendrécitos, as células ependimarias e as mais
numerosas células do SNC, os astrocitos. Adaptado de www.indiana.edu

A microglia e os astrocitos atuam no processo neuroinflamatorio, estas sdo
consideradas células do sistema imune inato do cérebro (TANSEY et al., 2007). A
neuroinflamacdo € uma complexa resposta celular e molecular a diversos tipos de
danos causados por patégenos, liberacdo de debris celulares ou proteinas
intracelulares devido a exposi¢cao a um ambiente nocivo, como hipdxia, baixo suporte
energético, neurotoxicidade, estresse oxidativo, entre outros. O objetivo principal da
neuroinflamacdo € auxiliar na prevencdo da lesdo e na recuperagdo do tecido
danificado (GLASS et al., 2010). No entanto, a resposta inflamatéria crénica tem sido
cada vez mais associada com desordens neuroldgicas e doencas

neurodegenerativas, incluindo a DA (ELLWARDT & ZIPP, 2014; FRIEDMAN &
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DINGLEDINE, 2011; GLASS et al., 2010). A presenc¢a de emaranhados neurofibrilares
e placas BA na DA sao responsaveis pelo aumento de células envolvidas na
neuroinflamacéo, microglia e astrocitos, bem como dos niveis de mediadores anti e
pré-inflamatérios em paciente com DA (LEE et al., 2010).

No SNC, os astrécitos sao as células gliais mais abundantes, correspondendo
a 50% da massa cerebral, e estas tem recebido uma atencdo especial, devido a
proxima relacdo com os neurdnios e sinapses (PEREA E ARAQUE, 2010). Estas
células se comunicam por jun¢des comunicantes (do inglés - gap), formando um
grande sincicio e seus prolongamentos atingem as sinapses neuronais, interagindo
com 0s neurdnios e participando da regulacdo e organizagcdo da transmissao
sinaptica, ou seja, a sinapse ndo € um evento que inclui apenas os neurdnios,
atualmente a sinapse é caracterizada por ser tripartite (PEREA; ARAQUE, 2010).

As células astrociticas possuem um alto grau de plasticidade, cabendo-lhe
diversas fungdes, como por exemplo: direcionar e participar das funcdes das sinapses
durante o desenvolvimento; ser a principal fonte de proteinas da matriz extracelular e
moléculas de adesdo no SNC; participar da BHE, mediando o transporte de
substancias entre o sangue e o encéfalo; tamponar os niveis de ions, como K* e Na*
e, também, de lactato, preservando a atividade neuronal; possui papel critico na
captacdo e metabolismo de neurotransmissores, como glutamato e acido gama-
aminobutirico (GABA); participar na resposta imune cerebral; realizar sintese e
liberacdo de glutationa; produzir fatores tréficos, como GDNF (do inglés glial cell line-
derived neurotrophic fator) e BDNF (do inglés brain-derived neurotrophic fator) e
estocar glicogénio como fonte de reserva energética (JESSEN, 2004; RODRIGUEZ-
ARELLANO et al., 2015).

Os astrécitos também respondem rapidamente a um processo de injaria
cerebral, em decorréncia de moléculas sinalizadoras de leséo, e esta resposta €
conhecida como astrogliose. A astrogliose tem sido relacionada com a
neurodegeneracdo (ENG et al, 1992; HOL & PEKNY, 2015; MARAGAKIS,
ROTHSTEIN, 2006), pois os astrécitos reativos podem continuar a se proliferar, a
liberar citocinas e fatores tréficos, bem como se deslocar para o local inicial da leséo
tecidual, formando a cicatriz glial, causando por tanto a uma resposta inflamatéria e
remodelacéo tecidual (BUFFO et al., 2010; SOFRONIEW, 2009). Algumas proteinas

especificas podem ser usadas como marcadores de astroliose, especialmente a
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proteina glial fibrilar &cida (GFAP) e a proteina ligante de calcio, a S100B. Podemos
também avaliar a funcao astrocitéria pela analise da atividade da glutamina sintetase
(GS), bem como os niveis de glutationa reduzida (GSH).

A GFAP (do inglés glial fibrilar acidic protein) é o principal filamento
intermediario de astrécitos maduros do SNC, esta é considerada um dos principais
antigenos utilizados para a identificacdo e estudo do comportamento astrocitico. A
reativacao glial, em resposta a injuria, envolve mudancas em seu conteudo, e o
aumento da sua expressado, pode ser interpretado como sinal de astrogliose, o que
também é encontrado em pacientes com DA (MRAK E GRIFFIN, 2005; PEKNY;
PEKNA, 2014).

A S100B é uma proteina soltuvel pertencente a familia de proteinas ligantes de
calcio, expressa e secretada principalmente por astrécitos (ROTHERMUNDT et al.,
2003), mas sua expressdo também ja foi identificada em oligodendrécitos em
maturacdo e algumas populacdes de neurdnios (DONATO et al., 2009). A S100B
intracelular regula o metabolismo induzindo a diferenciacdo, mitose e plasticidade do
citoesqueleto, e ao ser secretada para o meio extracelular desempenha efeitos
paracrinos sobre neurdnios e micrdglia, e autrocrinos sobre os astrécitos (DONATO,
2003). Dentre estas acdes, estdo a regulacdo da proliferacéo, diferenciacdo e
morfologia celular, homeostase do Ca?*, fosforilacdo e transcricdo de proteinas,
atividade enzimatica e metabolismo (DONATO, et al., 2009; GONCALVES et al.,
2008).

Estudos in vitro demonstraram que a proteina S100B em niveis micromolares
a nanomolares atua como um fator neurotréfico, promovendo o crescimento de
neuritos, modulacdo sinaptica e sobrevivéncia neuronal (VAN ELDIK E
WAINWRIGHT, 2003), mas em concentracbes mais elevadas, micromolar a molar,
esta pode ter efeitos tdxicos levando a ativacdo da sinalizagdo de injurias tecidual,
resposta inflamatoria e apoptose (DONATO, et al., 2009; GONCALVES et al., 2008).
Sua secrecgédo elevada sinaliza dano tecidual e reatividade astrocitica em condi¢des
onde ocorre um processo inflamatério (DE SOUZA et al., 2009; GUERRA et al., 2011).
O aumento da S100B é frequentemente encontrado em tecido cerebral de pacientes
com DA, principalmente associados as placas amiloides, sugerindo que esta proteina
pode ser um fator importante na génese e evolucdo dessas placas (MRAK E GRIFFIN,
2001; VAN ELDIK E GRIFFIN, 1994).
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A glutamina sintetase (GS) é uma enzima especifica de astrécitos e esta
envolvida no metabolismo glutamatérgico. O glutamato é captado pelos astricitos e
através da acao da enzima GS, é convertido em glutamina, esta entdo é liberada para
0 meio extracelular, sendo captada pelos neurbnios, onde ira regenerar o glutamato
(DALBOLT, 2001). Este mecanismo € de extrema importancia para o turnover do
neurotransmissor no SNC, portanto, a manutencdo dos niveis extracelulares de
glutamato realizada pelos astrocitos, através da captacdo do glutamato, € um
mecanismo vital para a prevencdo da excitotoxicidade (VERKHRATSKY, 2010).
Desse modo, uma diminuicdo do conteudo e atividade da GS est4 associada com a
excitotoxicidade glutamatérgica e morte neuronal (EID et al., 2004), e esta reducao
tem sido encontrada em pacientes com DA (BUTTERFIELD, 2002) e em modelo de
injecado intracerebroventricular (ICV) de estreptozotocina (STZ) (DOS SANTOS et al.,
2018; TRAMONTINA et al., 2011).

Através da sintese e secrecao da glutationa (GSH), os astrécitos também
provém um importante sistema antioxidante ao SNC (DRINGE, 2000). A glutationa é
um tripeptideo (y-glutamilcisteinilglicina) que atua direta ou indiretamente em muitos
processos biolégicos (POPE; MILTON; HEALES, 2008), e € essencial para a remogao
de espécies reativas de oxigénio (ERO), podendo sofrer acdo enzimatica ou nao
enzimatica na conversdao do peréxido de hidrogénio em &gua. Portanto, o
comprometimento desse sistema pode influenciar na sobrevivéncia de neurénios em
certas condicdes patolégicas que envolvem danos oxidativos. Ha estudos que
mostram que ocorre uma diminuicdo do conteido de GSH com o envelhecimento
(CUDKOWICZ et al., 1999). Na DAe é encontrada uma reducédo do contetudo de GSH
e de seus precursores (CALABRESE et al., 2006).

Os astrocitos também sé@o conhecidos por estocarem glicogénio, e fornecerem
glicose para os neurbnios na forma de lactato; estudos demonstraram que em
pacientes com DA em estagio inicial, ha uma diminuicdo da captacéo glial de glicose
(FREEMANTLE et al., 2006). Além de atuar no metabolismo de glicose, os astrécitos
também atuam na sintese de colesterol, internalizacdo e reciclagem do colesterol
liberado de terminais nervosos em degeneracdo, devolvendo-o aos neurdnios
(PFRIEGER, 2003b; STEFANI E LIGURI, 2009).

A sintese de colesterol pelos astrdcitos € modulada principalmente pela

ativacao dos receptores X do figado (do inglés Liver X receptor - LXR), 0s quais séo
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ativados por moléculas oxidadas de colesterol, os oxiestérois, como o 24-
hidroxicolesterol (24-OH) e o 27 hidroxicolesterol (27-OH). A formacéo do 24-OH a
partir do colesterol ocorre principalmente pelas células neuronais e a ap0s sua
producao, esta pode agir diretamente na sintese de componentes proteicos cruciais
ao colesterol nos astrocitos, ou transpassar a BHE, e ser metabolizado no figado
(RUSSEL et al., 2009). O 27-OH também pode ser produzido no encéfalo, porém a
sua producdo ocorre principalmente nos tecidos periféricos em decorréncia do
aumento dos niveis de colesterol plasmatico, e assim como o 24-OH também
atravessa a BHE para o SNC, sendo este um dos possiveis mecanismo pelos quais
os niveis de colesterol periféricos podem modular o colesterol do SNC (Figura 4)
(HEVERIN et al., 2015; ZHANG, M. et al., 2016).
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Figura 4. Metabolismo do colesterol no sistema nervoso central (SNC). Os astrécitos sintetizam
colesterol e este é transportado para os neurbnios através do seu acoplamento a apolipoproteina E
(ApoE), processo este controlado por membros da familia dos transportadores do cassete de ligacéo a
molécula de adenosina trifosfato (ATP - ABCAL e ABCGL1). O complexo colesterol-ApoE é capturado
por neurbnios por meio de receptores de lipoproteina de baixa densidade (LDL). O excesso de
colesterol cerebral é eliminado do SNC, na forma de oxiesterdis, como o 24-hidroxicolesterol (24-OH),
gue ao contrario do colesterol é capaz de transpassar a barreira hematoencefalica (BHE) (MOREIRA,
2015).
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1.5 NEUROPROTECAO

Doenca de Alzheimer € conhecida por afetar milhdes de pessoas em todo o
mundo, com projecdes de que o0 numero de pessoas afetadas sejam ainda maiores
chegando a 115,4 milhdes até 2050, e até 0 momento ndo existe uma cura nem um
tratamento especifico. Atualmente os tratamento utilizados em pacientes com DA sdo
meramente paliativos e ndo impedem a progressao da mesma (FOLCH et al. 2016).

Portanto, varias estratégias terapéuticas tém sido estudadas para amenizar o0s
danos causados pela doencga e para neuroprote¢cao. Algumas dessas substancias sao:
aminoguanidina (AG) (RODRIGUES, et al., 2009), a n-acetil-cisteina (NAC)
(SULTANA, et al.,, 2011), as estatinas (TRAMONTINA, A. C. et al., 2011) e os
bisfosfonatos (ZAMMER, et al., 2019). Neste trabalho foi dado enfoque em dois
desses farmacos, a sinvastatina (estatina) e o alendronato (bisfosfonato).

1.5.1 Estatinas

Estatinas sao farmacos inibidores competitivos especificos e reversiveis da
enzima HMG-CoA redutase, principal enzima da sintese de colesterol pela via do
mevalonato. Esses farmacos atuam promovendo a reducéo do colesterol plasmatico
por meio do bloqueio da enzima HMG-CoA redutase, bem como pelo aumento da
proporcao HDL:LDL e, portanto, tém sido amplamente utilizados como tratamento da
hipercolesterolemia, e doencas coronarianas (MCFARLAND et al., 2014).

Terapeuticamente as estatinas s&o usadas como lactonas (sinvastatina,
lovastatina, atorvastatina e cerivastatina) ou acidos livres (fluvastatina, mevastatina e
pravastatina). As lactonas sao lipofilicas, e necessitam da transformacédo hepatica
para a forma acida, que representa a forma farmacolégica ativa; os acidos livres sao
substancias hidrofilicas (ECKERT, WOOD E MULLER, 2005).

Além da inibicdo da sintese de colesterol, as estatinas atuam na regulacédo da
funcdo endotelial, diminuicdo do estresse oxidativo e inflamag&o, aumento da
estabilidade de placas ateroscleroticas e diminuicdo da resposta trombogénica. As
estatinas também tém efeitos extra-hepaticos benéficos no sistema imune, 6sseo e
no SNC (GREENWOOD, STEINMAN E ZAMVIL, 2006; LIAO E LAUFS, 2005;

YOSHILDA, 2003). Esta variedade de efeitos pleiotrépicos sugerem que esses
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compostos possam ser utilizados em inUmeras desordens, desde doencas auto-
imunes a deméncia (MIIDA; TAKAHASHI E IKEUCHI, 2007).

Atualmente, tem-se demonstrado uma baixa prevaléncia e um menor risco para
a DA associada ao uso de estatinas (SCHULTZ, PATTEN, BERLAU, 2018; CHU et
al., 2018), porém os estudos sao ainda controversos (ANCELIN et al., 2012; BENITO-
LEON et al., 2010; ZHOU, TERAMUKAI, FUKUSHIMA, 2007). Chu e colaboradores
(2018) sugerem que alguns fatores podem contribuir para a discrepancias entre os
estudos, tais como, estagio da DA; o tempo e a dose utilizada nos tratamentos e o
gendtipo da ApoE. Wanmasae e colaboradores (2017) ao analisarem a relagédo dos
poliformismos da ApoE com os lipidios séricos em paciente hipercolesterolémicos
tailandeses tratados com sinvastatina, observaram que o tratamento foi mais eficiente
nos individuos portadores dos alelos 2 e 3 em comparacédo com os portadores do alelo
4.

Os estudos que tém demonstrado que as estatinas podem ter um possivel
efeito neuroprotetor, sugerem que estas estariam atuando por diferentes vias, como,
por meio da modulacdo da atividade de biomarcadores como as fosfolipases A2
(PLA2); da redugédo do nivel de diferentes fragdes do peptideo BA insolavel e
consequente limitacdo na formacdo de placas neuriticas; a reducdo da oxidacao
mediada via 6xido nitrico (NO) e dos processos inflamatérios neuronais (SILVA,
GIRARDI, RAPOSO, 2010). As estatinas lipofilicas atravessam eficientemente a BHE
podendo esta solubilidade ser relevante para os seus efeitos sobre a DA (ECKERT,
WOOD E MULLER, 2005; LENNERNAS E FAGER, 1997).

Os efeitos pleiotrépicos das estatinas tem sido associados a reducédo dos niveis
circulantes de isoprendides (HOGLUND E BLENNOW, 2007), pois a via de sintese de
colesterol, é também responsavel pela producédo de isoprendides, como o farnesil
pirofosfato (FPP) e o geranilgeranil pirofosfato (GGPP) (VAN DER MOST et al., 2009),
compostos esses gque atuam na modificacdo pos traducional de proteinas (LIAO E
LAUFS, 2005). Uma das proteinas-alvo da isoprenilacdo séo as GTPases (Ras, Rho
Rac), que séo cruciais para regular uma variedade de processos e fungdes celulares,
como crescimento celular, proliferacdo, sinalizacdo intracelular, rearranjo do
citoesqueleto, fagocitose e fungdes dos osteoclastos (Figura 5) (CORDLE et al., 2005,
LI, L. etal., 2012).
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Figura 5. Via de biossintese de colesterol e isoprendides (Via do Mevalonato). HMG-CoA redutase
(HMGCR) é a enzima limitante na via, que inicia a partir de acetil-CoA e acetoacetil-CoA, que sao
convertidos em HMG-CoA. Esse substrato € entdo convertido a mevalonato, que por sua vez é
convertido em isopentenil pirofosfato (IPP), que pode ser isomerizado a dimetilalil difosfato (DMAPP).
Os dois isdbmeros atuam na sintese dos isoprendides geranil pirofosfato (GPP), farnesil pirofosfato
(FPP) e geranilgeranil pirofosfato (GGPP). As estatinas atuam inibindo a enzima HMG-CoA redutase,
e os bisfosfonatos agem na enzima FPP, reduzindo os niveis de colesterol e isoprendides. (Adaptado
ZIPP et al.2007).

1.5.2 Bisfosfonatos

Bisfosfonatos (BFs) sdo analogos estaveis do pirofosfato inorganico. Estes
compostos sao potentes inibidores da reabsorcdo 6ssea osteoclastica, sendo assim
amplamente utilizados no tratamento de disturbios associados a reabsor¢cdo 0ssea
excessiva mediada por osteoclastos, como osteoporose, metastase 0ssea osteolitica,
hipercalcemia e doenca de Paget (COXON, THOMPSON E ROGER, 2006;
WHITAKER et al., 2012).

Esta classe de farmacos é dividida em dois grupos conforme o seu mecanismo
de acdo e estrutura quimica, sendo eles os BFs ndo nitrogenados (no-BFN -
etidronato, tiludronato e clodronato) que atuam por incorporacdo ao ATP; e os BFs
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nitrogenados (BFN - pamidronato, ibandronato, riserdronato, zoledronato e
alendronato) que agem na via do mevalonato (ARFA, 2013).

Os BFN inibem a enzima farnesil pirofosfato sintase (FPPS) responsavel pela
conversdo de isopentenil-5-pirofosfato (IPP) para farnesil pirofosfato (FPP) e
geranilgeranil pirofosfato (GGPP) (Figura 5), assim como as estatinas diminui a
sintese de colesterol enddgeno e a prenilagédo de proteinas, que estdo implicadas na
fisiopatologia de doencas como a DA, doenca de Huntington (HD), doencas
cardiovasculares e cerebrovasculares, doencas 0sseas e alguns tipos de cancer
(KARAMUSTAFA E CELEBI, 2006, LI, L. et al., 2012).

Recentemente, um estudo demonstrou que o Alendronato, BFN capaz de
atravessar a BHE, pode ter um impacto positivo em doencas neurodegenerativas
como a DA. Num modelo animal de DAe induzido por STZ-ICV, o tratamento com
alendronato levou a uma melhora dos déficits cognitivo, aprendizagem e memoaria,
atribuida a atenuacédo da neuroinflamacao (interleucinas -IL-6, IL-13; e de TNF-a, do
estresse oxidativo (NO, catalase (CAT), superéxido dismutase (SOD) e da deposicéo
do peptideo BA-42, observadas (ZAMMER et al., 2019).
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2 JUSTIFICATIVA

O crescimento da expectativa de vida média da populacdo mundial tem sido
acompanhado do aumento na prevaléncia de doencas neurodegenerativas,
caracteristicas do envelhecimento, como a doenca de Parkinson, isquemia cerebral
(popularmente chamada de derrame) e, especialmente, a Doenga de Alzheimer (DA)
(IRVINE et al, 2008).

A DA é uma doenca neurodegenerativa e progressiva das células nervosas. O
diagnostico desta doenca em vida € uma formulagéo probabilistica que depende da
caracterizacdo do quadro clinico e da exclusao de outras causas de deméncia (DE LA
MONTE, WANDS, 2008).

Ha um grande interesse social e econdbmico em desenvolver terapias que
auxiliem a prevencdo ou reversdo dos danos causados pela DA, desse modo, o
modelo de doenca de Alzheimer do tipo esporadica induzida por infusGes cerebrais
de estreptozotocina tem-se demonstrado promissor no processo de entendimento dos
mecanismos celulares na patogénese da doenca de Alzheimer, por induzir um estado
encefalico de resisténcia a insulina e alteracdes comportamentais e moleculares
semelhantes a DA (RODRIGUES et al., 2009). Apesar dos recentes progressos na
compreensao do mecanismo de neurodegeneracéo na DA, ainda ndo existe nenhuma
terapia totalmente eficaz.

Alteracbes no metabolismo de colesterol tém sido associadas ao
desenvolvimento da DA, e as estatinas e os bisfosfonatos, ambas classes de
medicamentos que atuam sobre a via biossintética do colesterol, e que séo utilizados
em tratamentos de hipercolesterolemia e osteoporose respectivamente, podem ser
um mecanismo terapéutico para a DA. Ha estudos utilizando modelo de DA do tipo
esporadica e estatinas que demostraram resultados promissores relacionados a

neuroprotecao conferidos por este medicamento (TRAMONTINA et al., 2011).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o possivel papel neuroprotetor de sinvastatina e alendronato sobre
modelo de Doenca de Alzheimer do tipo esporadica (DAe) induzido por administracao

intracerebroventricular de estreptozotocina em ratos Wistar adultos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar nos animais expostos ao modelo de doenca de Alzheimer por injecéao
intracerebroventricular de estreptozotocina e submetidos ao tratamento com
sinvastatina e alendronato, os seguintes parametros:

e Deéficit cognitivo;

e Metabolismo energético hipocampal (captacéo de glicose);
e Marcadores de astricitos (S100B e GFAP);

e Marcadores de atividade astroglial (GS e GSH);

e Conteudo de BDNF;

e Estresse oxidativo hipocampal;

e Conteudo de colesterol sérico e hipocampal.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Neste trabalho foram utilizados ratos da col6nia Wistar machos com 90 dias de
idade provenientes do biotério do Departamento de Bioquimica da UFRGS. Este
estudo foi realizado ap6s aprovacéo do Comité de Etica na Utilizac&o de Animais, da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, sob normas de ética para pesquisa em
modelos animais (N° 33940), com cuidados especiais para a utilizagdo do menor
namero destes e para manejo da dor e sofrimento. Todos os procedimentos foram
realizados de acordo com o preconizado pela Lei Arouca (lei n°® 11.794, de 08 de
outubro de 2008), pelas diretrizes do CONCEA que dispde sobre procedimentos e
métodos de eutanasia em animais entre outras providéncias, e pela Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio.

Os animais, foram mantidos em padrdo sanitario convencional no Biotério de
Departamento de Bioquimica. Os animais foram alojados em gaiolas de plastico em
grupos de 3 animais por caixa (dimensoes: dimensdes 410 x 340 x 160 mm; 1110
cm2; 14,5 cm altura), mantidos em temperatura ambiente controlada (22 + 2°C), com

ciclo claro/escuro de 12 horas, agua e racdo comercial ad libitum.

4.2 INDUCAO DO MODELO

A infusdo de STZ foi realizada intracerebroventricular como descrito
previamente (RODRIGUES et al. 2009; SHARMA E GUPTA, 2001). No dia da cirurgia
0s animais foram anestesiados por injecao intraperitoneal de cetamina (75 mg/Kg) e
xilazina (10 mg/Kg). ApO6s a anestesia os animais foram posicionados num
esteriotaxico, e realizou-se uma incisdo sagital na linha média do couro cabeludo e
perfuracdes, utilizando uma broca, as quais foram feitas no cranio de ambos os lados
sobre os ventriculos laterais. Os ventriculos laterais foram acessados usando as
seguintes coordenadas: 0,9 mm posterior ao bregma; sutura lateral a sagital de 1,5
mm; 3,6 mm abaixo da superficie do cérebro (DOS SANTOS et al., 2018). Os animais
receberam uma injecdo ICV bilateral de estreptozotocina (3 mg/kg) ou veiculo
(Solugéo salina balanceada de Hank — HBSS — contendo em mM: 137 NaCl; 0,63
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Na2HPO4; 4,17 NaHCOs; 5,36 KCI; 0,44 KH2POg4; 1,26 CaClz; 0,41 MgSO0Oa4; 0,49 MgClI2
e 10 glicose, pH 7,4), no volume de 5 pL por hemisfério, utilizando uma seringa
Hamilton de 10 uL. ApGs a cirurgia, 0s animais permaneceram em gaiolas aquecidas
para a manutencao da temperatura corporal a 37,5 + 0,5 °C até total recuperacéao da

anestesia.

4.3 TRATAMENTO

A Sinvastatina e o Alendronato foram diluidos em etanol 50%, e administrados
por via oral (gavagem). Durante o tratamento os animais receberam 0,2 mL, em dias
intercalados, de Sinvastatina (5mg/Kg), Alendronato (3mg/Kg) ou veiculo (etanol
50%). O tratamento foi iniciado apos sete dias do procedimento cirargico, e foi
realizado em dias intercalados por trés semanas (21 dias) (SLIWINSKI et al., 2004;
TRAMONTINA et al., 2011).

4.4 DESENHO EXPERIMENTAL

Transcorrido 7 dias da cirurgia e recuperacdo dos animais, foi iniciado o
tratamento com sinvastatina e alendronato. Foram administradas por gavagem doses
de sinvastatina na concentracdo de 5 mg/Kg de peso corporal, no volume de 0,2 mL,
ou alendronato na concentracdo 3 mg/Kg de peso corporal, também no volume de 0,2

mL, em dias intercalados por um periodo de 21 dias (Figura 5).

STZ-ICV (;3 mg/Kg) Tratamentos
10 pL bilateral SV (5 mg/Kg) e AL (3 mg/Kg)
dias intercalados - 21 dias
| Dia1 [ Dias26 | Dia 7 | Dias 26-28 | Dia29
RO
Eutanasia

Analises bioquimicas

Figura 5. Desenho experimental. A figura mostra o cronograma experimental, incluindo data do
procedimento cirdrgico, tratamento medicamentoso e analises comportamentais e bioquimicas. ICV —
intracerebrovetricular; STZ — estreptozotocina; SV — sinvastatina; AL — alendronato; RO — teste de
reconhecimento de objetos.
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Os animais foram divididos de forma randomizada, compondo 4 grupos de
acordo com o tratamento recebido, tabela 1:

Tabela 1. Divisdo dos grupos experimentais

Grupos Intervengao
I SHAM + Veiculo
Il STZ + Veiculo
[l STZ + SV (5mg/KQ)
A\ STZ + AL (3mg/Kg)

Fonte: Autor, 2019. STZ: estreptozotocina; SV: sinvastatina; AL: alendronato

4.5 AVALIACAO COGNITIVA

4.5.1 Teste de reconhecimento de objeto

Apos o término do tratamento, foi realizado o teste de reconhecimento de
objetos, com o objetivo de avaliar o déficit cognitivo (memoria) dos animais, Este
paradigma foi realizado como descrito inicialmente (ENNACEUR E DELACOUR,
1988) e adaptado (BIASIBETTI, et al., 2017).

O teste comportamental é dividido em trés fases: habituacdo, treinamento e
teste. A habituacdo teve duracdo de 10 minutos, o treinamento e teste teve duracéo
de 5 minutos cada e foi realizada num aparelho de campo aberto (caixas pretas com
lado de 50 cm).

Na fase de habituacdo os animais foram colocados no centro do aparelho e
permitido explorar livremente a arena de campo aberto na auséncia de objetos. Vinte
e quatro horas apos a fase de habituacao, os animais foram submetidos a fase de
treinamento: o rato retornou ao aparelho que continha dois objetos de amostra
idénticos (A + A). Apdés 1 hora e 24 horas apoOs a fase de treinamento, os ratos
retornaram ao aparelho para testar a memoria de curto prazo (MCP) ou de longo prazo
(MLP), respectivamente. Na sessao de teste, o rato foi devolvido a arena de campo
aberto que continha dois objetos; 1 o objeto era idéntico a sessao de treinamento e 0
outro era novo (A + B). Para MLP, o objeto 'B' foi substituido por um terceiro e o0 objeto
'‘A' foi mantido o mesmo. O tempo gasto pelos ratos em explorar os objetos foi

monitorado por um sistema de video. O indice de reconhecimento em cada sessao foi
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calculado da seguinte forma: exploracdo do tempo o novo objeto x 100/tempo
explorando os dois objetos. Exploragao foi definida como cheirar ou tocar o objeto com
o focinho (distancia <2cm) e/ou patas dianteiras.

Todos os experimentos comportamentais foram realizados no periodo noturno,
em sala livre de som e com intensidade luz de 12(Ix). Entre um animal e outro, o
aparato e os objetos foram limpos com solugéo de etanol 70% e secos com papel

toalha.

4.6 ANALISES BIOQUIMICAS E IMUNOLOGICAS

Apos 12 horas do teste comportamental, os animais foram anestesiados com
injecado intraperitoneal de cetamina (75 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) para a coleta de
amostras do fluido cerebrospinal, hipocampo e soro. Apés anestesiados 0s animais
foram eutanasiados por decapitagcdo com guilhotina.

4.6.1 Obtencao do fluido cerebrospinal, amostras de soro e hipocampo

Apdbs serem anestesiados os animais foram posicionados em um aparelho
estereotaxico e o liquido cefalorraquidiano (LCR) foi obtido por uma puncdo na
cisterna magna usando uma seringa de insulina (27 gauge x 1/2 polegada). Usando
uma seringa de 3 mL, foi realizada uma puncéao intracardiaca para a retirada de
sangue. O sangue entdo foi transferido para um tubo de coleta de sangue no qual
repousou por 30 minutos e em seguida foi centrifugado (3000 rpm, 5 min) para a
obtencéo do soro. Ambas as amostras foram congeladas a -80°C até posterior analise.
Posteriormente, os animais foram eutanasiados por decapitacdo, os cérebros foram
removidos e colocados em uma solucao de tampao fosfato de soédio (em mM). 51,33
NaCl; 19,13 NaH2PO4-H20; 81,01 NazHPOg4; pH 7,4. O hipocampo foi dissecado e
fatias com 300 um de espessura foram obtidas através de um equipamento de corte
(Mcllwain Tissue Chopper®). As amostras foram congeladas a -80°C para posterior
analises ou foram utilizadas para técnicas de captacao de glicose (VICENTE, et al.,
2007; TRAMONTINA, F. etal., 2007).
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4.6.2 Captacdao de glicose

A captacdo de glicose foi realizada em fatias hipocampais conforme Schuck,
2007. As fatias foram colocadas numa placa de 24 pocos (uma fatia por poco), e
incubadas a 35°C em 300 pL de solucéo salina equilibrada de Hanks (HBSS), por 20
minutos. Posteriormente, foi adicionado 20 puL de 2-H3-Deoxi-D-glicose (0,1 uCi) por
poco e apds 30 min a incubacéo foi finalizada pela remocao do meio e lavagem das
células trés vezes com HBSS gelado. Os valores foram corrigidos pela captacéo
inespecifica de glicose medida pela incubacéo de 10 uM de citocalasina b (inibidor do
transportador de glicose GLUT1), por 5 minutos antes do inicio da incubacgédo de 2-H3-
Deoxi-D-glicose, realizado em gelo. Apdés 15 minutos das lavagens com HBSS, as
fatias foram lisadas com NaOH (0,5 M), posteriormente foi adicionado liquido de
cintilagéo, e a radioatividade foi medida em um contador de cintilacdo. Os valores

foram corrigidos pelo valor de proteinas totais das fatias.

4.6.3 Contelido de S100B

A conteudo da S100B hipocampal e no LCR foi realizada por meio da utilizacao
de um imunoensaio previamente descrito (LEITE, et al., 2008): 50 yL de amostra
(fatias hipocampais previamente lisadas ou licor na diluicdo de 1:100) e 50 uL de
tampéo Tris 50 mM foram incubados por 2h numa placa de 96 pocos (previamente
revestida durante a noite com anticorpo monoclonal anti-S100B). Posteriormente, foi
incubado o anticorpo policlonal anti-S100B com peroxidase conjugada por 1h a 37 °C.
A reacdo colorimétrica foi lida a 492 nm com o-fenilenediamina em um
espectrofotdmetro (Spectra Max GEMINI XPS, Molecular Devices, EUA). Os dados de
contetdo de S100B hipocampal foram corrigidos pelo valor de proteinas totais e

expressos em ng/ug de proteina.

4.6.4 Contelido de GFAP

O conteudo de GFAP em fatias de hipocampo foi realizada através de um
imunoensaio previamente descrito (TRAMONTINA, F. et al. 2007): a fatias foram
homogeneizadas em 300 pL de solucéo de lise (PBS, PMFS 100 mM e EGTA 100
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mM). Numa placa de 96 pocos foram pipetados 100 puL de amostra contendo 70 pg
de proteina e incubada durante a noite a 4° C. Posteriormente 0os pog¢os foram
incubados com um anticorpo policlonal anti-GFAP (Dako, Carpinteria, CA, EUA) de
coelho por 2 h, seguido da incubacdo com um anticorpo secundario conjugado com
peroxidase por 1 h, em temperatura ambiente; a curva padrao de GFAP (Calbiochem,
San Diego, CA, EUA) variou de 0,1 a 10 ng.mL™. A reacédo colorimétrica foi lida a 492
nm com o-fenilenediamina em um espectrofotdmetro (Spectra Max GEMINI XPS,
Molecular Devices, EUA). Os dados de conteudo de GFAP foram corrigidos pelo valor

de proteinas totais e os valores foram expressos em ng/pg de proteina.

4.6.5 Atividade da glutamina sintetase (GS)

O ensaio enzimético para glutamina sintetase (GS) foi realizada em fatias
hipocampais, como descrito anteriormente por MINET, et al., 1997. As fatias de
hipocampo foram homogeneizadas em 50 mM de tampdao imidazol. Os homogenatos
foram entdo incubados com (mM): 50 imidazol, 50 hidroxilamina, 100 L-glutamina,
25 arsenato de sddio dibasico hepético, 0,2 ADP e 2 cloreto de manganés, pH 6,2
por 15 min a 37 ° C. As reacdes foram encerradas pela adicdo de 0,2 ml de FeCls
0,37 M, acido tricloroacético 200 mM, e HCI 670 mM. Apds a centrifugacdo, a
absorbancia do sobrenadante foi medida em um leitor de placas (Spectra Max
GEMINI XPS, Molecular Devices, EUA), a 530 nm. O acido y-glutamil-hidroxamato
padrao (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) variou de 0,1 a 10 mmol/mL. Os dados
foram corrigidos pelo valor de proteinas totais e a GS atividade foi expressa em

pmol/h/mg de proteina.

4.6.6 Conteudo de glutationa reduzida (GSH)

O conteudo de glutationa foi determinado como descrito por ALLEN, S. e
colaboradores (2000) em fatias hipocampais. As fatias do hipocampo foram
homogeneizadas em tampéo fosfato de sodio 100 mM, pH 8.0, contendo 5 mM de
EDTA e a proteina foi precipitada com 1,7% de acido metafosforico. O o-ftalaldeido
(1 mg.mL"! de metanol) foi adicionado ao sobrenadante a temperatura ambiente por

15 min. A fluorescéncia foi medida em um leitor de placas (Spectra Max GEMINI XPS,
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Molecular Devices, EUA), usando comprimentos de onda de excitagdo e emissao de
350 e 420 nm, respectivamente. Uma curva de calibragao foi realizada com solucdes
GSH padrao em concentragcfes que variam de 0 a 500 M. Os dados foram corrigidos
pelo valor de proteinas totais e as concentracdes de GSH foram calculadas como

nmol/mg de proteina.

4.6.7 Producao de espécies reativas de oxigénio (ERO)

A andlise geral da producdo de espécies reativas de oxigénio em fatias
hiopcampais, pode ser realizada usando um composto ndo fluorescente, 2°-7°
diacetato de diclorofluoresceina DCF-DA. O DCF-DA € hidrolisado por esterases
intracelulares e depois oxidado por ERO a um composto fluorescente, 2’-7’-
diclorofluoresceina (DCF). Foi adicionado DCF-DA (300 uM) em fatias hipocampais
homogeneizadas em tampéao fosfato-KCl por 30 min a 37 ° C. ApGs a exposi¢cao ao
DCF-DA foi adicionado Triton X-100. A fluorescéncia foi medida em um leitor de placas
(Spectra Max GEMINI XPS, Molecular Devices, EUA) com excitacdo a 485 nm e
emissao a 520 nm (DE ALMEIDA, et al., 2007). Os dados foram corrigidos pelo valor
de proteinas totais.

4.6.8 Contelildo de BDNF

Para a quantificacdo do BDNF, fatias hipocampais foram homogeneizadas com
solucéo de lise: 100 mM Tris/HCI (pH 7,0), albumina bovina 2% (BSA), 1M NaCl, 4
mM EDTA.Naz, 2% Triton X-100, 0,1% azida sédica e inibidor de proteases. O
homogenato hipocampal foi centrifugado a 14000 Xg por 30 minutos a 4°C. Apés a
centrifugacéo a quantificagdo do BDNF do sobrenadante e o liquido cefalorraquidiano
(LCR) foram analisados por método de ELISA, utilizando um kit comercial da Millipore
e lido a absorbancia a 450 nm em espectrofotdbmetro (Spectra Max GEMINI XPS,

Molecular Devices, EUA). Os dados foram corrigidos pelo valor de proteinas totais.

35



4.6.9 Dosagem do colesterol hipocampal

Afim de analisarmos no hipocampo o colesterol de membrana plasmatica
(predominantemente presentes em microdominios), utilizamos o composto metil-
ciclodextrina (MCD). O MCD é um composto que se liga ao colesterol possibilitando a
sua remocdao das células, a sua acéo é estritamente superficial, sendo assim este age
seletivamente no colesterol da membrana plasmatica, e, portanto, tem sido
amplamente utilizado no estudo de deplecdo de colesterol e desorganizacdo de
microdominos de membrana (BARMAN; NAYAK, 2007). Para analise de colesterol de
membrana em fatias hipocampais, adicionou-se 100 pL de MCD (20 pM) a microtubos
contendo 2 fatias de hipocampo por 20 minutos em banho-maria a 37 °C.
Posteriormente foi coletado 2 puL do sobrenadante e pipetado numa microplaca de 96
pocos para realizacdo da dosagem do colesterol removido, presente principalmente
em microdominos de membrana. Posteriormente foi retirada toda a solu¢cdo de MCD
restante, e as fatias foram homogeneizadas em 100 pL de solucdo de tampéo fosfato
de sédio (em mM). 51,33 NacCl; 19,13 NaH2PO4-H20; 81,01 NazHPO4; pH 7,4, entédo
novamente foram coletados 2 pL para a microplaca de 96 poc¢os. A dosagem de
colesterol foi realizada por kit colorimétrico da Bioclin do Brasil, de acordo com as
instrucdes do fabricante, e lido a 500 nm em espectrofotbmetro (Spectra Max GEMINI
XPS, Molecular Devices, EUA).

4.6.10 Dosagens séricas

As dosagens de colesterol total, colesterol HDL (Lipoproteina de Alta
Densidade) e das transaminases, TGO (Transaminase Oxalacética) e TGP
(Transaminase Pirtvica), foram realizadas através de kits colorimétricos da Bioclin do
Brasil, de acordo com as instru¢des do fabricante.

4.6.11 Determinacédo de proteina

O conteudo de proteina foi analisado pelo método de Lowry, modificado por

Peterson, usando albumina bovina como padrdo (PETERSON, 1977).
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4.7 ANALISE ESTATISTICA

A anadlise estatistica dos dados obtidos foi realizada utilizando-se o software
GraphPad Prism verséo 8.0.2. Para a andlise do comportamento foi realizado o teste
de t de Wilcoxon, e nos parametros bioquimicos foi utilizado analise de variancia
unidirecional (ANOVA), seguida pelo teste de multipla comparacéo de Tukey. Valores
de p <0,05 foram considerados significativos. Os dados foram apresentados como

meédia + erro padrao.
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5 RESULTADOS

5.1 AVALIACAO COGNITIVA

Na avaliacdo do desempenho cognitivo analisado pela memdria declarativa,
observou-se uma perda de memaria de curto e longo prazo do grupo STZ-veiculo, e
gue tanto o tratamento com sinvastatina, quanto com alendronato foi capaz de reverter
esta perda (Figura 6A e B). O grupo Sham ndo demonstrou nenhuma alteracdo. Os
dados sé@o expressos em porcentagem de exploracdo do objeto novo pelo animal,
sendo considerado que os animais do grupo STZ exploraram igualmente (£50%) os
objetos para eles apresentados. Os animais do grupo Sham e os tratados realizaram

uma maior exploracéo do objeto novo (>50%).

A 1 hora B 24 horas

80+ 80~

Sham STZ STZ/AL STZ/SV Sham STZ STZ/AL STzZ/SV

Figura 6. Desempenho cognitivo dos ratos adultos submetidos a injecdo ICV de STZ (3 mg/Kg) e
tratados com sinvastatina (5 mg/Kg) ou alendronato (3 mg/Kg) via oral. Os animais foram avaliados
pelo teste de reconhecimento de objetos quatro semanas apés o procedimento cirdrgico e tratamento.
A) indice de reconhecimento dos animais 1 hora apds o treino e B) indice de reconhecimento dos
animais 24 horas apos treino. Os dados séo apresentados como média * erro padrdo (N=15-16). Teste
t de Wilcoxon, p< 0,05. A linha representa 50%. * Porcentagem de exploracdo <50%.

5.2 METABOLISMO DE GLICOSE

Para avaliarmos o metabolismo de glicose hipocampal, foi realizado ensaio de
captacao de glicose em fatias frescas de hipocampo. Fatias hipocampais dos ratos do
grupo STZ-veiculo demonstraram uma reducdo na atividade de captacdo de glicose
guando comparado aos grupos Sham e os tratados com sinvastatina ou alendronato

(p<0,05). Nao existiram diferencas entre os grupos de animais tratados e o0 grupo
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Sham, sugerindo que o tratamento reverteu os efeitos induzidos pela STZ
administrada via ICV (p>0,05) (Figura 7).
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Figura 7. Captacéo de glicose no hipocampo de ratos submetidos a injecdo ICV de STZ (3 mg/Kg) e
tratados com sinvastatina (5 mg/Kg) ou alendronato (3 mg/Kg) via oral. Quatro semanas apds o
procedimento cirdrgico e tratamentos, o hipocampo dos animais foi dissecado e realizaram o ensaio de
captacao de glicose em fatias frescas de hipocampo. Os dados sdo apresentados como média + erro
padrdo. * Diferenca significativa entre o STZ e todos os outros grupos (N=8-9). ANOVA unidirecional
seguida do teste de Tukey, p<0,05.

5.3 MARCADORES ASTROCITARIOS

A ativacao dos astrdcitos apo6s a injecdo de STZ-ICV foi avaliada pelo conteudo
da proteina S100B e GFAP. Nao foram observadas alteracdes nos niveis de S100B
no hipocampo dos animais que receberam infusdo ICV-STZ, e que receberam so
salina, quando comparados com o grupo Sham (p = 0,55), mas os tratamentos com
sinvastatina ou alendronato demonstraram uma tendéncia a reducao do seu conteudo
guando comparados com o grupo STZ-ICV (p = 0,083 e p = 0,086, respectivamente)
(Figura 8A).

O contetdo de GFAP apresentou um aumento nos animais STZ-veiculo
guando comparado com 0 grupo Sham e o0s tratamentos com sinvastatina ou
alendronato reverteram este aumento (p<0,05) (Figura 8B).

Foi analisado também a atividade da glutamina sintetase (GS), e pode-se
observar uma tendéncia a redugcéo no grupo STZ-veiculo quando comparado com o
grupo Sham (p = 0,051), e o tratamento com sinvastatina demonstrou um tendéncia a
reverter este efeito (p=0,061 e p=0,098, respectivamente), porém ndo o tratamento

com alendronato (p=0,7) (Figura 8C).
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Figura 8. Conteudo de proteina S100B e GFAP, e a atividade da GS no hipocampo de ratos adultos
submetidos a injecdo de STZ (3 mg/Kg) via ICV e tratados por gavagem com sinvastatina (5mg/Kg) ou
alendronato (3 mg/Kg). Quatro semanas depois do procedimento cirirgico e tratamento, o hipocampo
foi dissecado, posteriormente os niveis de S100B e GFAP e a atividade da GS. A) Conteldo de S100B
no hipocampo, B) Contetido de GFAP no hipocampo e C) Atividade da GS. Os dados sao apresentados
como média + erro padrdo. * Diferenca significativa entre o grupo STZ e todos os outros grupos (N=8-
11, ANOVA unidirecional seguida do teste de Tukey, p<0,05).

5.4 DISFUNCAO ASTROGLIAL

Os astrocitos também atuam no estresse oxidativo, e a sua capacidade
antioxidante foi investigada pela analise do conteddo de GSH e da producao de
espécies reativas de oxigénio que foi analisada pelo conteildo do composto DCF.

A GSH nado é um marcador especifico de astrécitos, porém sua sintese e
reciclagem cerebral dependem da atividade dos astrocitos. O conteudo de GSH
apresentou uma reducdo no grupo STZ-veiculo quando comparado com o grupo
Sham (p<0,05), e a administragéo de sinvastatina ou alendronato proporcionaram a
reversao deste efeito (p<0,05).

O conteudo de DCF apresentou um aumento no grupo de animais que foram
submetidos a injecdo STZ-ICV e que receberam apenas veiculo, quando

comparados ao grupo Sham (p<0,05), e a administracdo oral de sinvastatina e
40



alendronato reverteram parcialmente o efeito do STZ (p = 0,16 e p = 0,19) (Figura
9A e 9B).
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Figura 9. Conteldo de glutationa e producdo de DCF em hipocampo de ratos adultos submetidos a
injecdo de STZ (3 mg/Kg) via ICV e tratados por gavagem com sinvastatina (5 mg/Kg) ou alendronato
(3 mg/Kg). Quatro semanas apés o procedimento cirargico e tratamento, o hipocampo foi dissecado,
posteriormente foi analisado o conteudo de glutationa e producéo de DCF. A) Conteldo de glutationa
no hipocampo e B) Contetido de DCF no hipocampo. Os valores sdo apresentados como média + erro
padrdo. * Diferenca significativa entre o grupo STZ e todos os outros grupos (N=7-8, ANOVA
unidirecional seguida do teste de Tukey, p<0,05). # Diferenga significativa entre o grupo STZ e Sham
(N=8-9, ANOVA unidirecional seguida do teste de Tukey, p<0,05).

5.6 CONTEUDO BDNF

Nas analises do conteido de BDNF no hipocampo, o grupo de animais STZ-
veiculo quando comparado ao grupo Sham, apresentou reduc¢do do contetudo de
BDNF (p<0,05). O grupo de animais tratados com alendronato apresentou aumento
significativo do conteido de BDNF quando comparado com o grupo STZ-veiculo
(P<0,05). O tratamento com sinvastatina demonstrou um aumento significativo
guando comparado com o0s grupos Sham e STZ-veiculo (p=0,006 e p<0,0001,
respectivamente) (Figura 10A).

No LCR o contetudo de BDNF, ndo apresentou diferenca significativa entre os
grupos de animais Sham (p>0,05). Entretanto, os grupos de animais tratados com
sinvastatina ou alendronato apresentaram uma tendéncia ao acréscimo do conteudo
de BDNF em relagéo aos outros grupos Sham (p=0,68 e p=0,89, respectivamente) e
STZ-veiculo (p = 0,65 e p = 0,73, respectivamente) (Figura 10B).
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Figura 10. Contetdo de BDNF no hipocampo e LCR de ratos adultos submetidos a injecdo de STZ-
ICV (3 mg/Kg) e tratados por gavagem com sinvastatina (5 mg/Kg) ou alendronato (3 mg/Kg). Quatro
semanas apos o procedimento cirlrgico e tratamento, o hipocampo foi dissecado e utilizado para
avaliagdo do conteido de BDNF. A) Contetido de BDNF no hipocampo. B) Contetido de BDNF no
liquido cefalorraquidiano. Os valores sdo apresentados como média + erro padrdo. * Diferenca
significativa entre o grupo STZ e os grupos Sham e STZ/AL (N=6-7, ANOVA unidirecional seguida do
teste de Tukey, p<0,05) ** Diferenca significativa do grupo STZ/SV e o grupo Sham (N=6-7, ANOVA
unidirecional seguida do teste de Tukey, p<0,006). # Diferenca significativa do grupo STZ e o grupo
STZ/SV (N=6-7, ANOVA unidirecional seguida do teste de Tukey, p<0,0001).

5.7 DOSAGEM DE COLESTEROL HIPOCAMPAL

Em fatias hipocampais foi avaliado o colesterol de microdominios de
membrana, analisado através da utilizacdo do composto MCD que realiza a deplecéo
do colesterol da membrana plasmatica, que se encontra predominantemente em
microdominios de membrana, e foi encontrado um acréscimo significativo no
colesterol no grupo STZ-veiculo comparado com o grupo Sham (p<0,0001), e os
tratamentos com sinvastatina ou alendronato reverteram significativamente este
aumento (p<0,05) (Figura 11A).

Foi avaliado também o colesterol que nao foi extraido pelo MCD, considerado
como colesterol celular, e este ndo apresentou alteracdo em nenhum dos grupos
(Figura 11B). Porém, a soma dos resultados — extraido com MCD e né&o extraido —
considerado como colesterol total da fatia mostrou assim como o colesterol de
microdominios um aumento no grupo STZ-veiculo quando comparado com 0 grupo

Sham (p<0,05), mas os tratamentos ndo demonstraram o mesmo efeito (Figura 12C).
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Figura 11. Colesterol presente nos microdominios, celular e total do hipocampo de ratos adultos
submetidos a injecdo de STZ-ICV (3 mg/Kg) e tratados por gavagem com sinvastatina (5 mg/Kg) ou
alendronato (3 mg/Kg). Quatro semanas apés o procedimento cirdrgico e tratamento, o hipocampo foi
dissecado e utilizado para avaliacdo do contetdo de colesterol por kit comercial. A) Colesterol de
microdominios de membrana, B) Colesterol celular, C) Colesterol Total. Os valores sdo apresentados
como média + erro padréo. * Diferenga significativa de entre os grupos Sham e STZ (N=6-9, ANOVA
unidirecional seguida do teste de Tukey, p < 0,05), ** Diferenca significativa do grupo STZ e o Sham
(N=6-9, ANOVA unidirecional seguida do teste de Tukey, p < 0,0001). # Diferenca significativa entre o
grupo STZ e os grupos STZ/AL e STZ/SV (N=6-9, ANOVA unidirecional seguida do teste de Tukey, p
<0,05).

5.8 DOSAGENS SERICAS

Na andlise do soro dos animais nao foi encontrada alteracdes no colesterol total
séricos em nenhum dos grupos avaliados, porém houve um aumento do conteudo de
colesterol HDL nos grupos de animais tratados tanto com sinvastatina, quanto com
alendronato, quando comparado com os grupos Sham e STZ. As enzimas TGO e TGP

também néo apresentaram alteragdes (Tabela 2).
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Tabela 2. Pardmetros bioquimicos de soro de ratos quatro semanas apds a
submissdo destes a injecdo de STZ-ICV e administracdo de sinvastatina ou

alendronato.

Sham STZ STZ/AL STZ/ISV
Colesterol Total (mg/dl) 49,86+4,47 55,01+5,87 56,96+3,10 56,85+3,89
Colesterol HDL (mg/dl)  26,75+2,34 25,17+1,19 41,34+6,05* 37,72+4,18**
TGO (UI) 11,86+0,56 11,78+1,09 12,21+0,82 13,07+1,4
TGP (Ul) 51,16+1,41 51,42+0,95 54,01+1,43 53,08+1,60

HDL - lipoproteina de alta densidade, TGO - Transaminase Oxalacética, TGP - Transaminase Pirlvica.
Dados expressos como média + erro padréo. * Diferenca do grupo Sham e os grupos STZ/AL e STZ/SV
(N = 11-13, ANOVA unidirecional seguida do teste de Tukey, p<0,05), # Diferenca significativa entre os
grupos STZ e os grupos STZ/AL e STZ/SV (N = 11-13, ANOVA unidirecional, seguida do teste de
Tukey, p<0,05).
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6 DISCUSSAO

A DAe, é uma doenca neurodegenerativa progressiva e irreversivel
intimamente associada ao processo de envelhecimento, que leva a deterioracdo das
funcdes cerebrais. Esta doenca afeta milhdes de pessoas em todo o mundo, e apesar
do conhecimento de suas caracteristicas histopatoldgicas e bioquimicas, a sua causa
na maioria dos casos ainda é desconhecida (ARMSTRONG, 2013).

Os pacientes com DA apresentam prejuizo de memoaria e cognicao, alteracées
comportamentais e emocionais (ARMSTRONG, 2013; MUNOZ E FELDMON, 2000),
sintomas estes que ocorrem por um longo periodo de tempo, resultando na
necessidade de desenvolver métodos terapéuticos para retardar e prevenir a
progressdo da doenca. As principais caracteristicas fisiopatoldégicas da DA, é a
presenca de depdésitos amiloides e da proteina tau fosforilada, porém também ocorre
o desenvolvimento de estresse oxidativo, alteragcbes no metabolismo de glicose,
alteracdes de neurotransmissores e uma extensa perda neuronal (DE LA MONTE E
WANDS, 2008).

Nos ultimos anos vém se acumulando evidéncias clinicas e epidemioldgicas
sobre uma maior susceptibilidade de individuos para desenvolver a DAe, como
alteracdes no metabolismo de lipidios, e também a presenga do alelo €4 para a ApoE
(KIVIPELTO et al., 2001). Partindo da possibilidade do colesterol estar envolvido na
patogénese da DAe, diversos grupos de pesquisa tém avaliado os efeitos de drogas
gue atuam no metabolismo de colesterol, tais como as estatinas e os bisfosfonatos,
como métodos terapéuticos na reducdo da incidéncia da DAe em modelos animais
transgénicos e ndo transgénicos (PIERMARTIRI, et al., 2010; ZAMMER et al., 2019).

As estatinas e os bisfosfonatos atuam inibindo enzimas da via do mevalonato,
reduzindo os niveis de colesterol, bem como a producdo de isoprendides
intermediarios, tais como o FPP (farnesil pirofosfato) e o GGPP (geranilgeranil
pirofosfato), que sdo essenciais para a modificacdo pds-traducional lipidica de
proteinas, e que tem sido encontrada aumentada em pacientes com DA e em modelos
animais da doenca (HOFF et al., 2008; LIAO; LAUFS, 2005). A reducao da sintese
desses isoprendides afeta diretamente as proteinas da familia das GTPases,

proteinas estas que possuem inumeras fungdes celulares (CORDLE et al., 2005).
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Para os estudos de formas terapéuticas da DAe, tem sido amplamente utilizado
0 modelo animal pela infusdo ICV de STZ, um modelo n&o transgénico, pois este
apresenta caracteristicas semelhantes as encontradas em pacientes com a DAe, tais
como, déficit cognitivo, deposicao BA, hipometabolismo de glicose, neuroinflamacéao,
e estresse oxidativo (DOS SANTOS, VIZUETE, GONCALVES, 2019; ZAMMER et al.,
2019).

No presente trabalho utilizando o modelo animal ndo-transgénico da DAe por
infusdo de STZ-ICV, foram analisadas a memoria e alteracdes bioquimicas do modelo;
bem como os efeitos do tratamento por gavagem com sinvastatina e alendronato
nestes parametros. De acordo com estudos prévios, demonstramos que 0s animais
do grupo STZ-veiculo, apresentaram um prejuizo cognitivo (BIASIBETTI et al., 2017;
CLARK, ZOLA E SQUIRE, 2000), que foi analisado pela aplicacdo de um teste
comportamental utilizado para acessar memoria declarativa em roedores (BIASIBETTI
et al., 2017). Este teste baseia-se na tendéncia natural do animal em explorar mais o
objeto novo do que o familiar, em um contexto conhecido.

Em nossos resultados, observamos que a administracdo oral de sinvastatina
ou alendronato foi capaz de reverter o déficit cognitivo causado pelo STZ, assim como
observados em outros estudos (HU et al., 2018; TRAMONTINA, A. C. et al. 2011;
ZAMMER et al., 2019). Contudo, os efeitos das estatinas no desempenho cognitivo
em pacientes com DAe ainda sao controversos. Alguns autores, por exemplo,
demonstraram que as estatinas levam a uma melhora na memoéria em modelos
experimental e reduz a incidéncia de deméncia em pacientes, mas outros nao
encontram tais resultados (KURINAMI et al., 2008; PIERMARTINI et al., 2010;
WILLEY E ELKIND, 2010).

Partindo da hipotese que altos niveis colesterol sérico (hipercolesterolemia),
estdo relacionados ao desenvolvimento da DAe, analisamos o colesterol total
plasmatico do grupo de animais que receberam a injecéo de ICV de STZ, assim como
0S animais tratados com sinvastatina e alendronato. Nenhum dos grupos
apresentaram alteracdes quando comparados com o grupo Sham, resultados estes
também encontrados em estudos prévios (TRAMONTINA, A. C. etal., 2011; ZAMMER
et al., 2019).

O transporte de colesterol através dos tecidos é realizado por meio de

lipoproteinas, tal como, a lipoproteina HDL, que é um dos principais transportadores
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de colesterol, que proporcionam 0 seu transporte principalmente entre tecidos
periféricos e figado, e o influxo de colesterol nas células (YAO e PAPADOPOULOS,
2002). Estudos epidemiolégicos observaram que niveis mais elevados de HDL e da
ApoA-1 (principal componente proteico da HDL) plasmatico atenuam o risco para o
desenvolvimento da DAe, uma vez que seus nhiveis mais baixos foram encontrados
em paciente com a doenca (BUTTON et al., 2019). Atzmon e colaboradores (2002)
demonstraram também uma correlacéo positiva entre os niveis de HDL plasmatico e
uma funcgéo cognitiva superior em pessoas centenarias.

Portanto, o contetudo de HDL também foi analisado, e ndo encontramos
diferengas entre o grupo STZ e o grupo Sham, porém os tratamentos com sinvastatina
e alendronato apresentaram um acréscimo significativo quando comparados tanto
com o grupo STZ, quanto com o Sham. Trabalhos tém demonstrado que a sinvastatina
e o alendronato per se, aumentam os niveis de HDL no soro (ADAMI et al., 2000;
MONTAGNAMI et al., 2003).

Observa-se que muitas proteinas associadas ao HDL estdo presentes no
parénquima cerebral, no LCR e na intima cerebrovascular das artérias
leptomeningeas, dentre essas estdo a ApoA-I, ApoJ, ApoE, ApoC-Illl, ApoD e ApoA-
IV. E os niveis dessas proteinas no LCR se correlacionam moderadamente com o0s
seus respectivos niveis no plasma, com excecdo da ApoE, sugerindo que ocorre o
transporte ou difusdo da periferia para o cérebro (BUTTON et al.,, 2019). Estudos
demonstraram que a HDL pode ser transportada através de células endoteliais
microvasculares do cérebro humano por meio de receptores sequestradores (SR)-BI
— do inglés Scavenger receptor type B class | (FUNG et al., 2017).

No entanto, 0s mecanismos pelos quais 0s niveis mais elevados de HDL podem
estar relacionado com um menor risco de desenvolvimento da DA ainda sé&o
desconhecidos, mas sugere-se que a HDL pode estar influenciando indiretamente na
saude do cérebro como um fator circulante atuando principalmente a partir do limen
cerebrovascular e da intima (BUTTON et al., 2019).

Os efeitos neuroprotetor da HDL na DA, também tem sido associado a sua
capacidade de regular o metabolismo e deposicdo da BA nos vasos cerebrais
conhecidos como angiopatia amiloide cerebral (CAA — do inglés cerebral amyloid

angiopathy); suprimir a inflamagéo vascular induzida por BA ou citocinas pro-
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inflamatorias; estimular a producéo de NO a partir de células endoteliais do cérebro e
atrasar a fibrilacdo de BA (BUTTON et al., 2019; SINGH-MANOUX et al., 2008).

Goldman e colaboradores (2018) observaram também que niveis elevados de
HDL em modelo transgénico de DA proporcionou um efeito protetor a BHE, e que tal
acao poderia estar relacionada aos efeitos antioxidantes ja apresentado pelo HDL,
bem como seu efeito na restauragcdo da funcdo endotelial em condi¢des
hiperglicémicas.

O colesterol periférico ndo € capaz de atravessar a BHE, portanto, o contetdo
de colesterol no SNC, é independente do conteudo de colesterol periférico, ou seja,
mesmo que o colesterol total periférico ndo sofra alteracdo, pode ocorrer alteracdes
no conteudo de colesterol cerebral, e estas também tem sido estudadas na incidéncia
no desenvolvimento da DAe (MCFARLANE, KEDZIORA-KORNATOWSKA, 2019). A
administracao de sinvastatina e alendronato, que sao capazes de atravessar a BHE,
tém sido associados a alteracBes na biossintese de colesterol cerebral (CIBICKOVA
et al., 2009).

O colesterol no SNC encontra-se principalmente na mielina e membrana
plasmaticas de astrécitos e neurbnios, para a manutencdo de sua morfologia e
transmissao sinaptica (ZHANG, J. E LIU, 2015). Na membrana plasmatica o colesterol
encontra-se predominantemente nas regifes denominadas microdominios de
membranas ou balsas lipidicas (do inglés lipids rafts), e alteracdes de colesterol
desses dominios tém sido associados a patogénese da DAe, pois uma pequena
fragdo da APP, assim como as enzimas y e [-secretase (BACE-1) se encontram
nestes microdominios (CHEN, T. Y. et al, 2006), portanto, estes estdo envolvidos no
processamento de APP e na geragao do peptideo BA.

Sugere-se que a enzima a-secretase, a qual previne a formacgao de BA, precisa
de uma membrana com menos colesterol, como os dominios fosfolipidicos ricos em
acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa, os quais sdo mais fluidos (KOJRO et
al., 2001). Desse modo, o aumento do colesterol estaria causando um aumento da
clivagem da APP aumentando a producao de BA, enquanto a sua redugao cause uma
reducdo da atividade da y-secretase, reduzindo assim a deposicado do peptideo BA e
a formacdo de placas (DE CHAVES E NARAYANASWAMI, 2008; KIVIPELTO e
SOLOMON, 2006; VASTO, et al.,, 2008). Um trabalho realizado por Kalvodova e

colaboradores (2005) demonstrou que o colesterol estimula a atividade proteolitica da
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BACE-1. Em um estudo mais recente Zammer e colaborados (2019) demonstraram
em modelo animal de DAe induzido por STZ-ICV também um aumento da BACE-1, e
que o tratamento com alendronato reverteu este acréscimo.

Neste contexto, foi analisado em fatias hipocampais o colesterol da membrana
plasmética, presente predominantemente em microdominios de membrana, extraido
por MCD, o qual observamos um aumento no conteudo de colesterol no grupo STZ
comparado com o grupo Sham, e este acréscimo foi revertido com o tratamento com
sinvastatina e alendronato. Também foi avaliado o contetdo de colesterol que nao foi
extraido pelo MCD, o qual admitimos como celular, e este ndo apresentou alteracoes,
porém quando realizamos as soma do colesterol extraido e ndo extraido (colesterol
total), observamos que ocorre um aumento no grupo STZ quando comparado com o
grupo Sham, no entanto, o tratamento com sinvastatina e alendronato néo reverteu
este efeito. As alteracbes no contetddo de colesterol no SNC, principalmente de
microdominios poder estar correlacionada com a melhora do declinio cognitivo, em
decorréncia da relacédo do contetdo de colesterol desses dominios e a sintese de BA,
citada anteriormente.

Experimentos realizados em cultura celular priméria de hipocampo tratadas
com sinvastatina combinado com MCD, por exemplo, demonstraram uma diminuicdo
dos niveis de BA (SIMONS, et al. 1998). Zammer e colaboradores (2019), também
demonstraram num modelo de DAe induzido por STZ-ICV, um aumento da sintese de
peptideo BAi-42, acompanhada da redugdo do conteudo de BACE-1 no cortex e
hipocampo dos animais analisados, e o tratamento com alendronato reverteu estes
parametros.

Microdominios de membrana também estdo envolvidos na regulacdo da
sinalizacao colinérgica, bem como a interacao da acetilcolinesterase (AChE) - enzima
responsavel pela degradacédo de acetilcolina, um neurotransmissor importante nos
processos de aprendizado e memoria - e da sintese de BA. O niveis de colesterol total
cerebral demonstrou correlagao positiva com a quantidade de BA (REFOLO et al.,
2001). E o acumulo de peptideo BA tem sido associado a uma redugéo da transmissao
colinérgica, também caracteristico da DAe, pois este demonstrou ter capacidade de
aumentar a atividade da AChE in vitro e in vivo (HU et al. 2003; ZAMMER et al., 2019).

Niveis elevados de colesterol plasmatico também demonstraram elevar a

atividade da AChE no cértex pré-frontal e hipocampo, juntamente com um
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comprometimento de meméria de curto prazo (MORERIA, et al., 2014). Ja a reducdo
dos niveis de colesterol sérico por meio da administracdo de estatinas levaram a uma
reducao da atividade da AChE, acompanhado de uma melhora na funcdo de memoaria
(GHODKE, POSTO, DEVI, 2012). Apesar de ndo estar elucidado como este evento
ocorre, especula-se que a atividade da AChE é modulada pela alteracéo de colesterol
e lipideos de membrana (MORERIA, et al., 2014).

Em trabalho realizado pelo nosso grupo de pesquisa utilizando o modelo de DA
induzido por STZ, também foi observado um aumento da atividade da AChE no
hipocampo, o qual foi reduzido significativamente em animais tratados com estatinas
(sinvastatina e pravastatina) (TRAMONTINA, A. C. et al., 2011). A administracdo de
alendronato neste mesmo modelo de DAe, também realizou uma reducao da atividade
da AChE no hipocampo e cértex frontal acompanhado de uma reducéo na producao
de BA (ZAMMER et al., 2019). Além disso, foi demonstrado que administracao de
sinvastatina e alendronato tem um efeito “per se”, reduzindo a atividade da AChE em
cortex frontal de ratos (CIBICKOVA et al., 2007). Portanto, a atividade da AChE pode
estar diretamente associada a capacidade da sinvastatina e do alendronato na
reverséo dos danos cognitivos causados pelo STZ.

Na DAe desde os estagios iniciais da doenca também ocorrem outras
alteracdes metabdlicas, como a reducdo da utilizacdo de glicose no cérebro e
alteracdes das vias de sinalizacdo da insulina, podendo ocorrer resisténcia a acao
dessa molécula. AlteracBes estas semelhantes as que ocorrem em pacientes com
DM, o que levou grupos de pesquisas a denominar a DA como “Diabetes tipo 3”
(KRONER, 2009).

A infuséo ICV de STZ tem sido descrita como um modelo que mimetiza bem as
alteracdes encontradas no Diabetes tipo 3, como a alteracdo nas vias de sinalizacéo
da insulina, reducéo dos receptores de insulina (RI) e de IGF (DOS SANTOS et al,
2018; GRUNBLATT et al., 2007), bem como a reducao da atividade de enzimas da
via glicolitica (PLASCHKE E HOYER, 1993). A STZ é uma substancia seletivamente
téxica para células B pancreaticas, que induz diabetes mellitus experimental em ratos
apos a administracao periférica em altas doses (SZKUDELSKI, 2001), e ao ser
infundida no SNC em doses subdiabetogénicas esta modifica 0 metabolismo da

glicose sem alterar a glicemia sanguinea e produzir DM (NITSCH E HOYER, 1991).
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A manuten¢do dos niveis de glicose € um fator importante na fisiologia do
cérebro e para a estimulacao da formacédo de meméria (MESSIER, 2004; PASQUIER
et al.,, 2006). Em nosso trabalho a administracdo de STZ, causou uma reducao da
captacao de glicose, o que corroborou com trabalhos anteriores do nosso grupo de
pesquisa (DOS SANTOS et al.,, 2018; TRAMONTINA, A. C. et al.,, 2011). DOS
SANTOS e colaborados (2018), também encontraram acompanhando a reduc¢éo na
captacdo de glicose uma resisténcia a insulina e déficit cognitivo nos animais que
receberam a infusdo de STZ-ICV. De particular importancia, o tratamento com
sinvastatina e alendronato reverteu a reducao da captacao de glicose induzida pelo
STZ. A capacidade da sinvastatina de reverter a reducdo da utilizacao de glicose em
fatias hipocampais ja foi demonstrada anteriormente (TRAMONTINA, A. C. et al.,
2011), e alguns trabalhos tém demonstrado que as estatinas tém um efeito benéfico
em paciente com DM e em modelo animal da doenga (OLAFSDOTIR et al., 2011;
RIAD et al.,, 2007). O alendronato também tem sido associado a altera¢cdes no
metabolismo de glicose e na reducdo da incidéncia de DM (CHAN et al., 2015;
MAUGERI et al., 2002), porém nenhum trabalho demonstrou o efeito do alendronato
sobre a captacao de glicose em fatias hipocampais.

A glicose é a principal fonte de ATP e acetil-CoA, por meio da via glicolitica, no
SNC (GRUNBLATT et al., 2007), e a reducao na sua captacédo resulta na diminuicéo
desses compostos, podendo assim prejudicar a sintese de acetilcolina (DE LA
MONTE, 2012). Além disso, o comprometimento do metabolismo energético e o
estresse oxidativo estimulam a atividade da AChE (TOTA et al., 2011). O déficit
colinérgico na DA ja é bem descrito e tem sido extensamente associado ao grau de
déficit cognitivo (BOHNEN, et al. 2005), e como mencionado anteriormente a
administracdo de sinvastatina e o alendronato em modelos animais da DA tem
demonstrado reduzir a atividade da AChE. Além do decréscimo dos compostos
energeéticos, as altas concentracdes de glicose circulantes podem levar a sintese de
produto final de glicacdo avancada (AGE), que ird agir aumentando ainda mais a
sintese de ERO, contribuindo para o estresse oxidativo.

O hipometabolismo de glicose cerebral, caracterizado por uma reducao na
captacao e utilizacdo da glicose, € considerado uma caracteristica tipica da DA (VAN
DER VELPEN et al., 2019). O hipometabolismo de glicose na DA esta associado a

reducdo no consumo de glicose neuronal, alteracdes na estrutura funcional da BHE e
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no fluxo da glicose através dos astrocitos. Uma vez que os astrocitos sédo as células
responsaveis pela utilizagdo da glicose na sintese de substratos metabdlicos para o
neurdnio, como glutamina, GSH, colesterol e fonte energética, portanto os astrocitos
desempenha um papel critico nos processos fisioldgicos do SNC, compreendendo a
homeostase do glutamato, fluxo sanguineo cerebral, excitabilidade e suporte
metabdlico dos neurbnios, além do desenvolvimento e plasticidade sinaptica
(RODRIGUEZ ARELLANO et al., 2015). No entanto, ha contradicdes na contribuicéo
0s astrocitos na progressdo de danos no SNC e em doencas neurodegenerativas
como a DA (JALBERT et al.,, 2008). Porém, € encontrado em tecido cerebral de
paciente com DA uma extensa gliose reativa, além da deposicdo de BA e os
emaranhados fibrilares.

A reatividade dos astrocitos pode ser analisado pela sintese das proteinas
ligante de calcio S100B e a proteina estrutural GFAP. J& foi descrito a presenca de
astrocitos reativos na periferia das placas amiloides, e estes apresentaram uma maior
expressdo da proteina S100B, sugerindo o envolvimento desta proteina no
desenvolvimento das placas, colaborando com a visdo atual de que alteracdes
astrogliais antecedem as alteracdes neuronais classicas (LECLERC E ABULROB,
2013; MRAK E GRIFFIN, 2005; VAN ELDIK E GRIFFIN, 1994).

Com a intencdo de analisarmos o envolvimento dos astricitos nas alteragcdes
gue ocorrem no modelo de deméncia por infusdo de STZ-ICV, avaliamos o contetudo
das proteinas GFAP e S100B em hipocampos dos animais. O contetudo da proteina
GFAP, apresentou um aumento no hipocampo dos animais que receberam a injecao
de STZ-ICV, efeito este jA demonstrado em outros trabalhos que utilizaram este
modelo de DAe, bem como em pacientes com doenca (BIASIBETTI et al., 2017,
PRICKAERTS, FAHRIG, BLOKLAND, 1999; RAI et al., 2014; RAO, RAPOPORT, KIM,
2011). Este efeito foi revertido nos animais tratados com sinvastatina e alendronato.
O efeito das estatinas sobre o contetdo de GFAP também foi observado em trabalhos
com sinvastatina e atorvastatina, nos modelos de traumatismo craniano e de STZ-ICV
(AL-ABBASSI et al., 2015; LI, B. et al., 2009). Acreditamos que esta seja a primeira
demonstracao do efeito do alendronato no contetado de GFAP.

O conteudo da proteina S100B n&do demonstrou nenhuma alteragdo no
hipocampo dos animais do grupo STZ, este resultado também foi encontrado por
nosso grupo (BIASIBETTI et al., 2017; TRAMONTINA, A. C. etal. 2011), porém alguns
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trabalhos tem demonstrado que ocorre um aumento da sintese de S100B em modelo
STZ-ICV (DOS SANTOS et al.,, 2018; RODRIGUES, et al. 2009). Nossos achados
reforcam a ideia de heterogeneidade das células gliais e/ou suas respostas frente a
diferentes mudancas no ambiente celular. Os tratamentos com sinvastatina e
alendronato demonstram uma tendéncia a reducgdo da proteinas S100B hipocampal
guando comparado com o grupo STZ. Estudos tem demonstrado que a administracao
de sinvastatina e alendronato inibem a producdo de mediadores inflamatorios, tais
como, ciclo-oxigenase 2 (COX2), interleucina-6 e 1B e TNF-a que sdo amplamente
expressos por astrocitos reativos (MORRIS et al., 2018; ZAMMER et al., 2019).

Além dos marcadores de astrogliose citados anteriormente, foi investigado
também a participacdo de outro marcador cerebral, diretamente dependente dos
astrocitos, a glutamina sintetase (GS). A GS é uma enzima expressa no cérebro por
astrocitos, e é responséavel pela conversao de glutamato, um neurotransmissor, em
glutamina, que serd usada pelos neurdnios para a renovagao desse neurotransmissor.

Alguns trabalhos tém demonstrado uma reducéo da sintese e atividade da GS
tanto na génese da DA, quanto em modelos de STZ-ICV (BUTTERFIELD, 2002; DOS
SANTOS et al.,, 2018; TRAMONTINA, A. C. et al., 2011). No entanto, em nosso
trabalho a administracdo de STZ-ICV demonstrou apenas uma tendéncia a reducéo
da atividade da GS. No grupo tratado com sinvastatina a atividade da GS demonstrou
uma tendéncia a reversao do efeito da STZ, sugerindo, portanto, que a sinvastatina
tem a capacidade de reverter tal efeito, resultado este também demonstrado
anteriormente em modelo STZ-ICV por Tramontina e colaboradores (2011). Por outro
lado, ndo encontramos resultados similares no tratamento com alendronato. Nenhum
trabalho anterior mostrou os efeitos do alendronato na atividade da GS.

A atividade da GS é diretamente modulada por NO (KOSENKO et al, 2003), e
a producdo de NO no SNC em resposta a inflamacao ocorre em astricitos, a partir da
ativacdo da oxido nitrico sintase induzivel (iNOS), e trabalhos tem demonstrado que
0 STZ-ICV causa um aumento na producéo de NO no hipocampo, e que a sinvastatina
foi capaz de prevenir este efeito (TRAMONTINA, A. C. et al., 2011). As estatinas séao
capazes de reduzir a atividade da iNOS, o que seria decorrente da reducdo da
liberacao de citocinas pro-inflamatérias, como o TNF-q, levando entdo a uma reducao
na producédo de NO (HSIEH et al., 2008), o que explicaria o efeito das estatinas sobre

a atividade da GS, pois efeito semelhante foi demonstrado pelo nosso grupo utilizando
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AG, modulando o NO consequentemente causando a reversao na reducéo da GS por
STZ (RODRIGUES et al., 2009).

O modelo de DA esporadica induzido por injecdo ICV de STZ, além de
desenvolver alteracdes cognitivas, alteracdes metabdlicas, com reducao da utilizagéao
da glicose e alteragbes nas vias de sinalizacdo da insulina (GRUNBLATT et al., 2007;
SALKIVIC-PETRISIC et al., 2006), também leva ao desenvolvimento de estresse
oxidativo (SHARMA E GUPTA, 2001; TAHIROVIC et al., 2007).

O STZ leva a uma reducédo da capacidade antioxidante das células, tal efeito
foi demonstrado por nosso resultado, através da reducdo do conteddo de GSH nos
hipocampos dos animais do grupo STZ, corroborando com resultados encontrados
por nosso grupo de pesquisa (DOS SANTOS, et al., 2018, TRAMONTINA, A. C. et al.,
2011), este efeito se deve provavelmente por alteracbes na sintese, reciclagem
astrocitaria e no trdfego de GSH entre os astrocitos e os neurbnios, aumentando a
susceptibilidade das células neuronais a danos e a morte (DRINGEN, 2000;
FERNANDEZ et al., 2012). O tratamento dos animais com sinvastatina e alendronato
foi capaz de reverter a reducdo do conteido de GSH induzido pela STZ. Resulta
semelhante também foi encontrado na administragdo de sinvastatina por Tramontina
e colaboradores (2011).

O efeito das estatinas na sintese de GSH ja foi demonstrado em modelo de DA
em cachorros, neste caso foi realizado tratamento com atorvastatina, o aumento no
conteudo de GSH foi diretamente correlacionado ao aumento nos niveis da heme
oxigenasse-1 (OH-1) (BUTTERFIELD et al., 2012), pois a OH-1 e a y-glutamilcisteina
sintetase, enzima chave da producdo de GSH, tem sua expressdo mediada por Nrf2,
e ja foram demonstrados que as estatinas estimulam este fator (HSIEH, et al., 2008).
Rajasekar e colaboradores (2017), demonstrou que ocorreu uma reducdo da
expressdo do Nrf2 induzido por infusdo ICV de STZ, associando este fator a um
comprometimento da memoria.

A ocorréncia de estresse oxidativo, além da reducdo da GSH, também pode
ser observado pelo aumento na produgcéo de ERO no hipocampo dos animais STZ-
ICV, que foi analisado neste trabalho pela técnica de DCF-DA. A administracao oral
de sinvastatina e o alendronato reduziram parcialmente o efeito da STZ. Outro
trabalho realizado por nosso grupo de pesquisa, também demonstrou um aumento de

ERO no hipocampo no modelo de deméncia induzido por STZ, e a capacidade da
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sinvastatina em reverter totalmente este efeito (TRAMONTINA, A. C. et al, 2011).
Aparentemente nosso trabalho € o primeiro a demonstrar o efeito do alendronato no
conteudo de GSH hipocampal.

Na literatura tem sido demonstrado a acdo antioxidante da sinvastatina, por
meio do aumento da atividade da proteina quinase ativada por AMP (AMPK —do inglés
AMP-activated protein kinase); regulacdo positiva enzimética e ndo enzimética, como
a CAT e a SOD, bem como a tioredoxina e GSH e inibicdo de proteina da familia da
GTPases (MORRIS et al., 2018). Assim como a sinvastatina o alendronato também
demonstrou ter agdo antioxidante num modelo animal de STZ-ICV, reduzindo NO e
aumentando a atividade das enzimas CAT e SOD no hipocampo (ZAMMER et al.,
2019).

O efeito antioxidante do alendronato e da sinvastatina também pode estar
ocorrendo pela alteracdo na ativagcdo da enzima NAPH oxigenase, enzima esta
responsavel pela sintese de ERO. Um fator importante para esta ativacdo da NADPH
oxigenase € a Rac, uma proteina constituinte da familia das GTPases. A isoprenilacéo
da Rac é afetada pela reducdo na producao de isoprendides intermediarios da via do
mevalonato pela acdo das estatinas e dos bisfosfonatos, tais como o FPP e o GGPP
(CORDLE et al.,, 2005; HOFF et al.,, 2008; LIAO; LAUFS, 2005). A reducédo da
isoprenilacao desta proteina pode estar diminuindo a sua fungéo e consequentemente
estar reduzindo a atividade da enzima NADPH oxidase, e levando h4 uma menor
producado de ERO.

Os astrécitos contribuem para a producdo de importantes fatores neurotréficos
do SNC, dentre estes, destaca-se o fator neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF),
uma proteina dimérica, considerada a neurotrofina mais abundante do SNC,
amplamente expressa em varias regides do cérebro, incluindo hipocampo, cortex
cerebral, amigdala, e cerebelo de mamiferos (ADACHI et al., 2013). O BDNF
desempenha um papel critico no desenvolvimento, sobrevivéncia, € manutencao de
neurdnios no SNC, plasticidade neuronal, e na cognigdo e memoria (ALLEN, S. J. et
al., 2013; TONG et al., 2012). Estes efeitos sdo mediados através de interacdes com
a isoforma catalitica de alta afinidade e comprimento total do receptor da cinase B
(TrkB) relacionada a tropomiosina (ALLEN, S. J. et al., 2013).

Os niveis de BDNF podem ser regulados por astrécitos, estes capturam o seu

precursor, reciclam-o e os liberam na forma madura na fenda sinaptica, contribuindo
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para a regulacdo da plasticidade neuronal (BERGAMI et al., 2008; HAYDON,
CAMIGNOTO, 2006). A desregulacao de fatores tréficos no SNC, também é uma
caracteristica importante da DA (COUNTS et al., 2004). Estudos anteriores mostram
uma reducado da expressdo de BDNF no cérebro, especialmente no hipocampo, tanto
em modelo transgénico da DA induzido por BAz1-42, quanto no modelo induzido por STZ
(ZHANG, L. et al., 2015; AFSHAR et al., 2018). Alguns estudos mostraram que AR
pode inibir a expressdao de BDNF (ZHENG, Z., SABIRZHANOV, KEIFER, 2010),
resultando na inducdo ao acumulo de oligbmeros BA sollveis, e que a reducao da sua
sinalizacdo leva a plasticidade sinaptica defeituosa, resultando em um prejuizo
cognitivo e de memoria (WITTY et al. 2012).

A expressao de BDNF tanto no hipocampo, quanto no LCR, dos animais que
receberam injecdo STZ-ICV e foram tratados apenas com veiculo, ndo apresentou
alteracdo, resultados este também encontrados em modelos animais transgénico da
DA (NUNES et al., 2015; STUART et al., 2017), no entanto, os tratamentos com
sinvastatina ou alendronato, demostraram uma tendéncia ao aumento na expressao
de BNDF, tanto no hipocampo quanto no LCR. Outros grupos também demonstraram
que a sinvastatina aumenta a expressao de BDNF no hipocampo (HAN et al., 2012;
WU et al.,, 2008, WANG et al., 2015). A sinvastatina e o alendronato podem estar
realizando uma acao protetora mediada por regulacéo positiva de BDNF, protegendo
os neurbnios da neuroinflamacéo induzida por diferentes mediadores inflamatorios,
como o TNF-a e reduzindo o acumulo de ERO (PRAKASH E KUMAR, 2014).

Um trabalhado utilizando um modelo animal de DA, demonstrou que as
estatinas também tém exibido um efeito neurotréfico, estimulando a expressdo de
neurotrofinas, como o BDNF, resultando numa melhora no aprendizado e memodria,
independente da via do mevalonato e sim pela via PPARa (receptores alfas ativados
por proliferadores de peroxissoma) (ROY et al. 2015). N&o foi encontrada trabalhos
sobre a acdo dos bisfosfonato sobre a sintese de BDNF.

Nesse trabalho observamos experimentalmente que a administracdo de
sinvastatina e alendronato, farmacos que inibem enzimas da via de biossintese de
colesterol, bem como de isoprendides, proporciona uma melhora cognitiva num
modelo animal de DAe, juntamente com a reversao de parametros neurobioquimicos

e estimulacdo da protecao neuronal e glial por fatores de crescimento como o BDNF.
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Os parametros alterados no modelo utilizado no trabalho também tem sido
descrito em pacientes com DAe, desse modo, apesar de restritos serem 0s estudos
sobre a acdo da sinvastatina e, principalmente do alendronato na fisiopatologia da
DAe, acreditamos que estes compostos possuem um papel neuroprotetor, e que o
seu uso pode ajudar na terapia dessa doenca. Porém, mais estudos fazem-se

necessarios.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados encontrados neste trabalho, podemos concluir que a
administracdo oral de Alendronato, bem como, de Sinvastatina, apresentam a
capacidade de reverterem o prejuizo de aprendizado e memdria apresentado pelo
modelo de DAe induzido pela infusdo ICV-STZ, podendo este efeito ser em
decorréncia da atenuacéao das alteracdes no metabolismo de glicose, neuroinflamacéo
e do estresse oxidativo.

Os niveis de colesterol do SNC encontraram-se alterados no modelo de
deméncia induzido por ICV-STZ, demonstrando o possivel envolvimento do mesmo
na patogénese da DAe, uma vez que junto ao seu restabelecimento pela
administracdo de sinvastatina e alendronato, foi acompanhado da reversao do déficit
cognitivo apresentados pelos animais no modelo.

As descobertas discutidas neste trabalho fornecem uma breve visdo do modo
de acdo do alendronato e da sinvastatina, e apesar da necessidade de uma
investigacdo mais aprofundada para elucidar os mecanismos celulares e moleculares
da acdo desses farmacos, 0s mesmos se mostram promissores para prevenir 0S

sintomas e retardar a progressao da DAe.
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS

Avaliar os efeitos da sinvastatina e do alendronato em modelo de doenca de

Alzheimer induzido por estreptozotocina intracerebroventricular nos seguintes

parametros:

Atividade da acetilcolinesterase;

Marcadores de microdominios e sondas de colesterol;

Conteudo de ApoE;

Farnesilacao de proteinas;

Contelido de beta-amiloide;

Contelido de RAGE e AGEs;

Contelido de BACE-1;

Contetido de TNF-qa,

Analisar os efeitos observados por periodo maior.
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