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RESUMO

A doencga de Parkinson (DP) € a segunda doenga neurodegenerativa mais comum
na atualidade, e ainda ndo ha nenhuma terapia eficaz para controlar a progressao
da doenga, os tratamentos atuais apenas aliviam os sintomas. O objetivo deste
estudo foi avaliar a capacidade neuroprotetora das estatinas sobre os neurdnios
dopaminérgicos de ratos com lesdo pela neurotoxina 6-hidroxidopamina (6-OHDA)
como modelo animal da DP. Para testar tal hipétese, os animais foram submetidos a
cirurgia estereotaxica para a infusdo de 6-OHDA no feixe prosencefalico medial
(FPM) a fim de provocar a morte de neurdnios dopaminérgicos. Duas metodologias
diferentes foram empregadas neste estudo para a lesdo dopaminérgica, 1) infusdo
bilateral para os testes de reconhecimento social, preferéncia a sacarose, natagao
forcada e campo aberto, 2) infusdo unilateral para o teste do comportamento
rotatério. Os animais foram tratados durante 10 dias (3 dias antes da cirurgia e por
mais 7 dias apds) com veiculo, sinvastatina ou pravastatina na dose de 10 mg/kg.
Foram testadas duas estatinas com solubilidades diferentes para avaliar se o efeito
acontece apenas sobre o sistema nervoso central ou se ha efeito periférico. No teste
do reconhecimento social os animais dos grupos 6-OHDA tratados com as estatinas
tiveram um desempenho significativamente melhor do que os animais do grupo 6-
OHDA+veiculo. No teste da natacao forgada, os animais do grupo 6-OHDA tratados
com estatinas ficaram menos tempo iméveis quando comparados com os animais do
grupo 6-OHDA+veiculo. No teste do comportamento rotatério, o nimero de rotagdes
contralaterais dos animais lesionados e tratados com as estatinas foi
significativamente menor quando comparado com os animais do grupo 6-
OHDA+veiculo. Esses resultados sugerem que as estatinas possam ter diminuido a
morte de neurdnios dopaminérgicos. Para confirmar essa hipétese, foi realizada a
técnica de Western Blot para a expressao da enzima tirosina hidroxilase (TH) no
FPM. Mais alguns testes precisam ainda ser realizados para confirmar o potencial
neuroprotetor das estatinas.

Palavras-chave: Doenca de Parkinson, estatinas, neuroprotegdo, comportamento



ABSTRACT

Currently Parkinson's disease (PD) is the second most common neurodegenerative
disease, and yet there is no effective therapy to control the progression of the
disease, current treatments only relieve symptoms. The aim of this study was to
evaluate the neuroprotective ability of statins on dopaminergic neurons from rats
injured by the neurotoxin 6-hydroxydopamine (6-OHDA), which was used as an
animal model for PD. In order to test this hypothesis, the animals underwent
stereotaxic surgery for infusion of 6-OHDA into the medial forebrain bundle in order
to cause the death of dopaminergic neurons. Two different methodologies were used
in this study regarding dopaminergic injury, 1) bilateral infusions for tests of social
recognition, preference for sucrose, forced swimming test and open field, 2) unilateral
infusion for test rotational behavior. The animals were treated for 10 days (3 days
before surgery and for 7 days after) with vehicle, simvastatin or pravastatin 10 mg/kg.
Statins with two different solubility were tested to evaluate if the effect occurs only on
the central nervous system or if there is a peripheral effect too. In the social
recognition test the animals 6-OHDA treated with statins had a significantly better
performance than those of group 6-OHDA+vehicle. In the forced swimming test,
animals 6-OHDA treated with statins spent less time immobile compared with animals
of the 6-OHDA+vehicle. In the rotational behavior test the number of contralateral
rotations in animals 6-OHDA treated with statins was significantly smaller when
compared with animals of group 6-OHDA+vehicle. These results suggest that statins
may have decreased the death of dopaminergic neurons. To confirm this hypothesis,
the Western Blot test was performed for expression of the enzyme tyrosine
hydroxylase (TH). It's still necessary to conduct further tests to confirm the
neuroprotective potential of statins.

Key-words: Parkinson’s disease, statins, neuroprotection, behavior
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1 REVISAO DE LITERATURA
1.1 DOENCA DE PARKINSON

A doencga de Parkinson (DP) foi descrita pela primeira vez em 1817, pelo médico
inglés James Parkinson. Neste estudo, ele relatou o caso de quatros pacientes com
sintomas motores parecidos: lentiddo de movimentos, tremor de repouso e rigidez
muscular. Esse trabalho foi publicado sob o titulo de “Ensaio da Paralisia Agitante”,
nome que originalmente deu a doenga (MENEZES e TEIVE, 2003). Em 1875 Jean
Martin Charcot denominou a patologia como Doenga de Parkinson em homenagem
ao pesquisador que a descreveu inicialmente.

Quando a descreveu inicialmente, James Parkinson abordou apenas os sinais
motores da doenga, relatando que a capacidade intelectual dos pacientes n&o era
comprometida. Porém, mais tarde, outros pesquisadores relataram que sintomas
cognitivos também acometiam os doentes, eliminando assim a ideia de que a DP
causava apenas complicagdes motoras aos individuos (DUVOISIN, 1991; MENEZES
e TEIVE, 2003).

1.1.1 Epidemiologia

A DP é a segunda doenga neurodegenerativa relacionada com a idade mais
comum da atualidade, ficando atras apenas da doenga de Alzheimer, sendo
responsavel por um significante aumento da morbidade e mortalidade, afetando a
vida social e econdmica dos individuos e da sociedade (SCHAPIRA e OLANOW,
2004; MANSOURI et al., 2012).

Atualmente atinge cerca de 1 a 3% dos individuos com mais de 60 anos, sendo
a incidéncia em torno de 20 casos/100.000 habitantes/ano (SINGH, PILLAY et al.,
2007). Geralmente acomete pessoas com idade mais avangada (aproximadamente
60 anos), mas existem casos de manifestacdo da doenga em adultos jovens perto
dos 45 anos (LANG e LOZANO, 1998).

A organizagdao mundial de saude (OMS) afirma que devido ao envelhecimento da
populagdo mundial, o numero de casos de DP tende a aumentar, bem como a
importancia da doenga como um problema de saude publica.

De acordo com a Organizagao das Nagdes Unidas, hoje existem 810 milhdes de

idosos no mundo, e em 2020 acredita-se que esse numero chegue a 1 bilhdo de
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pessoas. No Brasil o numero de idosos é de 20,6 milhdes de pessoas, € 0 numero
de casos da doenca pode variar em torno dos 250 mil. Estima-se que existam 100
casos da doenca a cada 100 mil habitantes. E mais comum no género masculino,
com uma razao de homens para mulheres de 3:2 (BARBOSA et al., 2006;
MASSANO, 2011).

O periodo de laténcia para o desenvolvimento da doenca ndao é conhecido, o
mais provavel é que leve de 5 a 7 anos para se instalar completamente, embora
possa variar de acordo com a etiologia (LANG e LOZANO, 1998; SINGH, PILLAY,
2007).

1.1.2 Fisiopatologia

No sistema nervoso central (SNC), os neurbnios dopaminérgicos estao
localizados principalmente em trés regifes: via nigroestriatal — que detém
aproximadamente 75% do contetdo de dopamina (DA) do cérebro, e € composta
por corpos celulares de neurbnios da substancia negra (SN) cujos ax6nios terminam
no corpo estriado; via mesolimbica/mesocortical — cujos corpos celulares dos
neurbnios aparecem em grupos no mesencéfalo; e finalmente a via tuberohipofiseal
— pequeno grupos de neurbnios do hipotalamo que regula as secrecdes da hipofise
(PRZEDBORSKI, 2005).

A DP esta associada com duas areas cerebrais predominantemente: a SN e o
nucleo estriado (nucleos caudado e putamen). Essas estruturas cerebrais fazem
parte de um grupo de massa de substancia cinzenta situada no interior do hemisfério
cerebral denominado nucleos da base (OBESO et al.,, 2000; SULZER, 2007; DA
CUNHA, et al., 2007; DA CUNHA, et al., 2009).

Os nucleos ou ganglios da base constituem um grupo de nucleos subcorticais
que tem por funcao principal o controle dos movimentos voluntarios e o aprendizado
das habilidades motoras, ou seja, eles ajudam na execugao e na preparagao dos
movimentos. Essas estruturas sao: estriado (caudado e putamen), globo palido
interno e externo, nucleo subtaldamico e a SN (pars compacta e reticulada) (BURCH
e SHEERIN, 2005).

A DP é uma doenga neurodegenerativa, caracterizada pela perda progressiva
dos neurdnios dopaminérgicos na substancia negra pars compacta (SNpc), que se

projetam para o estriado, acarretando em diminuicdo dos niveis de DA, alterando
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todo do processamento das informag¢des pelos nucleos da base (OBESO et al.,
2000; SULZER, 2007; DA CUNHA, et al., 2007; DA CUNHA, et al., 2009).

A SN recebe esse nome devido a sua coloragao, pois 0os neurdnios dessa regiao
além de produzirem DA, produzem também neuromelanina (pigmento escuro), que
confere uma coloragcdo escurecida para essa regidao. Por isso, em estudos post
mortem de individuos com a DP, observa-se uma descoloracdo dessa regido, pois
tanto a DA como a neuromelanina deixaram de ser produzidas pelos neurdnios
dopaminérgicos (SPILLANTINI et al., 1997).

Na DP além da neurodegeneragdo na SNpc, ocorre uma neurodegeneragao
progressiva dos neurdnios dopaminérgicos de area tegmental ventral. E além da DA,
a produgcao de outros neurotransmissores também pode ser comprometida na
doenca, devido a morte de outros neurdnios que nao dopaminérgicos (SHAPIRA et
al., 2006).

Por exemplo, pode acontecer morte neuronal no loccus coeruleus prejudicando a
sintese de noradrenalina, no nucleo motor dorsal vagal e nucleo basal de Meynert
(acetilcolina), e nos nucleos da rafe (serotonina) (LIMONGI, 2003; SHAPIRA et al.,
2006).

A fisiopatologia neuroquimica da DP nao é restrita apenas a diminui¢ées na
concentracdo de neurotransmissores, Gerlach e Riederer (1996), relataram que
ocorrem também diminuicdo da atividade da enzima glutamato descarboxilase. Essa
enzima é responsavel pela sintese do acido y-aminobutirico (GABA).

Uma das principais caracteristicas da DP é a deposicdo de corpos de Lewy
na SNpc. Sao depdsitos intracelulares ricos em uma proteina chamada a-sinucleina
(ROY e PAHAN, 2011, WANG et al., 2011, KUMAR et al., 2012). Acredita-se que a
agregacao de a-sinucleina pode ter um papel critico na patogénese da deméncia e
na DP.

1.1.3 Etiologia

Sao varias as hipoteses que visam explicar a causa da DP. Entre essas
hipéteses, o fator ambiental é aquele que é capaz de gerar um gatilho
desencadeante para o processo degenerativo. Essa teoria ambiental considera
estudos que demonstram a elevada frequéncia da doenca em paises

industrializados (poluicdo, radicais livres e estresse oxidativo) e éareas rurais
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(exposicdo a pesticidas). Outras hipoteses seriam: fatores genéticos; processo
natural de envelhecimento, aumento na formacdo de radicais livres ou o
funcionamento inadequado de seus mecanismos neutralizadores; redugcdo dos
estoques de ATP que acabam levando a morte neuronal (PONZONI, 1995).

A causa da DP ainda ndo esta elucidada. Trata-se de uma patologia
multifatorial e ha fortes indicios do papel da neuroinflamagdo na degeneragao
nigroestriatal, do estresse oxidativo, no qual ha produgdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e da excitotoxicidade, levando a morte de células produtoras de DA
na SNpc (KURKOWSKA-JASTRZEBSKA et al., 1999; HALD, LOTHARIUS, 2005;
HIRSCH, HUNOT, HARTMANN et al., 2005; MOSLEY et al., 2006; WERSINGER,
SIDHU, 2006; FUKAE, MIZUNO, HATTORI, 2007, ROY e PAHAN 2011).

A neurodegeneracdo na DP pode ser acompanhada por uma reagao
inflamatoria, caracterizada pela ativagcdo da microglia (macrofagos residentes no
cérebro) levando a producado de uma série de mediadores inflamatorios (ex: NF-kB,
IL-1, IL-6, COX-2) (HUNOT, DUGAS et al.,, 1999) e aumento na expressédo de
diferentes citocinas pro-inflamatorias pelas células da glia (BOKA, ANGLADE et al.,
1994).

A micréglia, uma vez ativada, libera 6xido nitrico (NO) e perdxido de hidrogénio,
e essas substancias conhecidamente causam severos danos aos neurénios,
especialmente aos neurdnios dopaminérgicos que sdo mais suscetiveis aos seus
efeitos (YOUDIM e RIEDERER, 1997).

A ativacao da micréglia € um mecanismo de defesa do SNC. Em contrapartida,
as substancias liberadas pela microglia, no intuito de defender o SNC aumentam a
neurotoxicidade e influenciam a neurodegeneragdo. A SNpc é uma das regides
cerebrais com maior concentragao de microglia (JENNER e OLANOW, 1996).

O estresse oxidativo pode ser o principal causador da neurodegeneragao
dopaminérgica. Os proprios neurdnios dopaminérgicos parecem favorecer o
ambiente para a producido de ROS através do metabolismo da DA, que produz -O-5,
-OH- e -H,0,. Além disso a auto-oxidagao da DA produz DA-quinona, uma molécula
que danifica as proteinas reagindo com residuos de cisteina (DAUER,
PRZEDBORSKI, 2003).

Um marcador anatomopatoldgico da DP s&o os corpos ou corpusculos de Lewy.
Estes sao inclusdes eosinofilicas intracelulares de origem protéica que se acumulam

em neurbnios em processo de degeneragdo, especialmente nos neurdnios
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dopaminérgicos da SNpc (BLANDINI et al., 2000; SULZER, 2007). Eles estéo
presentes em 85% das autdpsias de pessoas com DP diagnosticada. Sdo formados
principalmente pelas proteinas a-sinucleina e ubiquitina, nos neurdnios
remanescentes.

Sabe-se que a agregacgao de a-sinucleina € um fator desencadeante para um
mecanismo celular que leva a morte progressiva de determinadas populagdes
neuronais (SHIMOHAMA et al. 2003; EMBORG, 2004). A a-sinucleina acumula-se
nos neurdnios, e quando ultrapassa uma determinada quantidade, é capaz de
promover uma neurotoxicidade resultando em morte neuronal e diminuicdo da
aferéncia dopaminérgica para o estriado (KOO, LEE, IM; 2008).

Outros fatores de risco também podem favorecer o desenvolvimento da DP. Por
exemplo, a exposi¢ao a pesticidas (paraquat, rotenona), a algumas toxinas (1-metil-
4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), 6-hidroxidopamina (6-OHDA)), ao chumbo
entre outros (ELBAZ, MOISAN, 2008).

1.1.4 Sintomas

1.1.4.1 Sintomas motores

Os sintomas motores da DP comecam a se manifestar quando
aproximadamente 70% dos neurbnios dopaminérgicos da regido nigroestriatal ja
foram perdidos. Além da reducao dos niveis de DA, nota-se uma leve reducao dos
niveis de serotonina e noradrenalina, intensificando sintomas cognitivos, como o
comportamento tipo depressivo (BEZARD et al., 2001; DEUMENS et al., 2002).

Os principais sintomas motores da DP sao a bradicinesia, o tremor de repouso,
rigidez muscular e anormalidades posturais (MELLO, BARBOSA e CARAMELLI,
2007; FRANCARDO et al., 2012). E o diagnostico da doenga é feito considerando

esses sintomas cardinais motores (PADOVANI et al., 2006).
1.1.4.2 Sintomas ndao-motores
Além desses sintomas, ha aqueles ainda chamados de sintomas ndo-motores

como fadiga, depressdo, desordens do sono, prejuizo cognitivo e de memorias

procedurais, hipotensdo ortostatica, incontinéncia urinaria, constipagao intestinal,
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sialorréia, entre outros que também podem aparecer com a evolugdo da doenca
(PAVESE, 2012; MELO, BARBOSA e CARAMELLI, 2007).

E comum os pacientes se tornarem passivos ou retraidos, manifestando falta de
iniciativa, respondem demoradamente a questdes, e 0s processos cognitivos sao
vagarosos (“bradifrenia”) (DAUER, PRZEDBORSKI, 2003; SHAPIRA et al., 2006).

Os mais relevantes e aqueles que mais prejudicam o prognostico da doenga

sao a depressao e o prejuizo de memoria.

1.1.4.2.1 Sintoma depressivo

Cerca de 40% dos individuos com DP sao acometidos desse sinal logo no
inicio da doenca. Ele acontece devido a diminuicdo de DA na regido nigroestriatal,
mas acredita-se que outras vias também possam estar envolvidas (noradrenérgica,
gabaérgica, serotoninérgica) (SCHRAG, 2004; TADAIESKY, 2008).

Muitas vezes os sinais da depressdo sao confundidos com os proprios
sintomas da DP, por isso muitas vezes € negligenciado o que prejudica ainda mais o
tratamento do individuo e acelera o processo de declinio cognitivo (CAMARGO et
al., 2004). E ela esta associada diretamente ao grau de acometimento motor.

Ja foi comprovado a associagao desse sintomatologia com a DP através de
varios estudos com modelos animais utilizando neurotoxinas como o MPTP e a 6-
OHDA (LIMA et al, 2007; REKSIDLER, 2009).

1.1.4.2.2 Prejuizo de memoria

Memoria pode ser definida como o processo de aquisicdo, consolidacao e
evocacao de informacgdes. Existem diferentes tipos de memarias, que dependem da
natureza, do tempo de retencao e do conteudo (IZQUIERDO, 2002).

Existem varias classificacbes de memoarias, variando de acordo com funcéo,
tempo de duragao e conteudo (IZQUIERDO, 2002).

Segundo a fungdo, a memdédria pode ser classificada como memoria de
trabalho (working memory), que € uma memoéria muito breve (alguns segundos a
poucos minutos), e esse tipo de memdria ndo deixa tracos (IZQUIERDO, 2011).

Quanto ao conteudo, a memodria pode ser classificada como memodria

declarativa e procedural. A memoria declarativa € aquela que registra fatos e
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conhecimentos em que ¢€ possivel declarar como essas informagdes foram
adquiridas. Enquanto que a memdria procedural ou de procedimento € aquela que
pode ser chamada de habito, sdo as capacidades/habilidades motoras e sensoriais
(IZQUIERDO, 2011).

Esses dois tipos de memoaria citadas no paragrafo acima, podem ainda serem
divididas em explicitas e implicitas. As memorias de procedimento sdo adquiridas de
maneira implicita, ou seja, sem que se perceba claramente o que esta aprendendo.
Enquanto que as memorias explicitas sdo adquiridas com plena intervencéo da
consciéncia (IZQUIERDO, 2011).

Déficits de varios tipos de memoaria e dificuldade de aprendizado sdo comuns
na DP. Devido a regiao encefalica afetada pela neurodegeneragao, € mais comum
os individuos com DP sofrerem prejuizos nas memorias implicitas e operacionais
(GERLACH e RIEDERER, 1996; MARIE et al., 1999; STEBBINS et al., 1999).

Conforme o avango e o agravamento da DP os pacientes acometidos
desenvolvem deméncia, cujas principais caracteristicas sao a lentificacdo do

processo cognitivo, apatia, prejuizo da memaria e de fungdes executivas.

1.1.5 Tratamentos

Atualmente, ndo ha nenhum farmaco que seja capaz de combater a progressao
da DP (SONSALLA et al. 2012; SCHAPIRA e OLLANOW, 2004). Os medicamentos
disponiveis visam apenas o controle dos sintomas, sem combater o avango da
doenca, além de acarretar varias complicagdes motoras com o uso frequente
(PRASHER e FINDLEY, 1991; ROY e PAHAN, 2011) e eventualmente estes
tratamentos podem falhar (SONSALLA et al., 2012).

O tratamento mais efetivo para a DP envolve a terapia de reposi¢ao da DA, feita
pela administracdo de seu precursor bioquimico, a 3,4-di-hidréxi-L-fenilalanina (L-
dopa ou levodopa) (FIGURA 1).

Tal tratamento melhora de forma efetiva os sintomas associados a DP, porém, a
longo prazo o tratamento com levodopa € pouco eficiente e causa diversas
complicagbes (MAIA, 2009). O uso da levodopa deve ser retardado o maximo
possivel, pois esse medicamento pode causar uma série de efeitos colaterais
indesejaveis ao paciente e tera que ser utilizado pelo resto da vida.
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FIGURA 1: Via de sintese da dopamina

NH,
HO )~ CH,C~COOH
H
L-Tirosina

Tirosina
hidroxilase

HO.
\ NH,

HO y—CH,C~COOH
H
L-DOPA

DOPA
descarboxilase

HO,

HO »—CH,CHoNH,

Dopamina

FONTE: Adaptado de SIEGEL et al., 2006.

Na tentativa de retardar a utilizacado da levodopa, podem ser utilizados farmacos
agonistas dopaminérgicos (quando ha necessidade de se iniciar a terapia
dopaminérgica). O individuo s6 é submetido ao tratamento com levodopa quando
nao responde mais a esses tratamentos. Nesses casos, a levodopa é utilizada
associada a um inibidor periférico da dopa-descarboxilase. O principal efeito
colateral decorrente do tratamento com a levodopa é a discinesia, que prejudica
ainda mais a qualidade de via do paciente (RASCOL et al., 2000).

A TABELA 1 fornece dados sobre as principais classes de medicamentos

antiparkinsonianos.

TABELA 1: Medicamentos utilizados na terapia da doenga de Parkinson

Medicamentos Mecanismo de agao
Levodopa Reposi¢cao de dopamina
Levodopa + carbidopa ou benserazida Reposi¢ao de dopamina + inibidor
periférico da dopa descarboxilase
Bromocriptina, pergolida, pramipexol, Agonistas dopaminérgicos
cabergolina
Selegina Inibidores da MAO B
Amantadina Liberadores de dopamina
Triexilfenidil, biperideno Antagonistas dos receptores
muscarinicos da acetilcolina
Entacapone, tolcapone Inibidores da COMT

FONTE: PORTARIA SAS/MS N° 228 DE 10 DE MAIO DE 2010.
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Outra complicagéo do tratamento farmacoldgico da DP é que frequentemente os
farmacos usados agravam os sintomas cognitivos, podendo levar ao aparecimento
de alucinagbes apos longos periodos de utilizagao.

Muitos autores descrevem que quando o paciente parkinsoniano comeca a
apresentar os sinais motores da doencga, ja perdeu cerca de 70% dos neurdnios
nigroestriatais. Reverter o quadro nestas situagdes € muito dificil, por isso os
tratamentos, tanto cirdrgicos quanto farmacolégicos, reduzem a sintomatologia, mas
nao permitem um prognéstico de cura (MENEZES e TEIVE, 2003).

Devido a muitos efeitos adversos do tratamento para a DP, estudos recentes
vém pesquisando o potencial de certas substancias para atuarem como
neuroprotetores na DP (SCHAPIRA e OLANOW, 2004).

1.2 MODELOS ANIMAIS DE DOENCA DE PARKINSON

Os modelos experimentais sdo capazes de mimetizar, in vitro e in vivo,
caracteristicas histolégicas e/ou bioquimicas da doenca ajudando assim a definir
importantes aspectos de morte celular criticos para a degeneragdo da SNpc (BLUM,
2001).

Para estudar a evolugéo e o tratamento de patologias neurodegenerativas, o
uso de modelos animais torna-se uma ferramenta muito utili e de extrema
importancia. Apesar de ndao seguirem a mesma evolugao da doenga nos humanos,
esses modelos precisam ser fiéis ao que acontece no organismo humano uma vez
acometido destas patologias. Nas doengas neurodegenerativas, os modelos animais
permitem a realizagdo de estudos invasivos, que nao sado viaveis de serem
realizados em humanos (GERLACH, RIEDERER, 1996; RODRIGUEZ et al., 2001).

A DP é uma doenga humana, e ndo se manifesta espontaneamente em
animais, € somente observada através da administracdo de neurotoxinas que
interrompam ou destruam seletivamente o sistema catecolaminérgico, tais como a 6-
hidroxidopamina  (6-OHDA), a metanfetamina, o 1-metil-4fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina (MPTP) e a rotenona (KAHLE et al., 2002).

A 6-OHDA é um analogo hidroxilado do neurotransmissor natural DA (FIGURA
2), e trata-se de uma das neurotoxinas mais comumente usada experimentalmente
para desenvolver degeneragdes in vitro e in vivo em modelos de neurodegeneracgao
associados a DP (YONG et al., 2011).
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FIGURA 2: Estrutura quimica da dopamina e da 6-OHDA
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FONTE: Adaptado de BLANDINI; ARMENTERO, 2012.

As lesbes produzidas pela 6-OHDA ocorrem apdés a administracao
intracerebral direta (diretamente nos ventriculos ou tecidos cerebrais), devido a sua
incapacidade de atravessar a barreira hematoencefalica (BHE) (THOENEN e
TRANZER, 1973; BLUM, 2001; BERNSTEIN et al., 2011).

A 6-OHDA utiliza o0 mesmo mecanismo de transporte que as catecolaminas
(DA, noradrenalina) (THOENEN e TRANZER, 1973); se acumulando no citoplasma
dos neurbnios e induzindo a neurotoxicidade seletiva para os neurbnios
catecolaminérgicos (PALLARES et al., 2007; YONG et al., 2011).

Como a 6-OHDA também apresenta semelhanga estrutural com a
noradrenalina, transportadores desta monoamina também podem captar a 6-OHDA,
levando esses neurdnios a morte. Como o objetivo em um modelo animal de DP é a
morte de neurdnios dopaminérgicos, geralmente se utiliza um farmaco que bloqueie
os transportadores de noradrenalina, juntamente com a administracdo de 6-OHDA.
Os farmacos mais utilizados para tal sdo os antidepressivos ftriciclicos como:
desipramina, nortriptlina e imipramina (SCHOBER, 2004; BOVE, SERRATS, 2005).

Para causar danos nos neurbénios dopaminérgicos pela infusdo intracerebral
de 6-OHDA, microgramas desta neurotoxina podem ser injetadas uni ou
bilateralmente na SNpc ou em outras areas, entdo, consequentemente a isso, ocorre
a morte dos neurdnios dopaminérgicos. A determinagao da intensidade da lesdo nos
neurdnios dopaminérgicos pode ser feita através de analises histologicas ou através
da determinacdo neuroquimica da quantidade residual de DA no tecido lesado, tais
analises podem ser feitas em comparacdo com animais usados como controle, ou
seja, néo lesionados (SCHWARTING e HUSTON, 1996).

Segundo Cicchetti et al. (2002), a administracao intraestriatal de 6-OHDA
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promove um modelo de lesédo nigroestriatal lenta, progressiva e retrograda que muito
se assemelha aos aspectos patogénicos da DP.

Na intencdo de reproduzir modelos experimentais da DP, a 6-OHDA
preferencialmente é injetada no corpo estriado, na SNpc ou no FPM, destruindo
assim neurdnios dopaminérgicos da SNpc e esgotando o corpo estriado de DA,
reproduzindo assim as caracteristicas fisiopatoldgicas responsaveis pelas
deficiéncias motoras da DP. A degeneragéao induzida por inje¢des unilaterais de 6-
OHDA produz um comportamento motor assimétrico e quantificavel apés indugao
pela administragédo sistémica de agonistas dos receptores dopaminérgicos. Devido a
isso se permite um controle facil e confiavel da extensdo da leséo realizada e os
potenciais beneficios de novos tratamentos (PRZEDBORSKI, LEVIVIER et al., 1995;
SCHWARTING, HUSTON, 1996; BLUM, 2001).

Esta toxina pode ser utilizada tanto para realizar lesdes unilaterais como
bilaterais. Em lesdes unilaterais, geralmente se administra uma maior quantidade de
6-OHDA na estrutura cerebral de interesse. O modelo unilateral € mais utilizado para
realizar o teste de comportamento rotatério, sendo que por apresentar um hemisfério
cerebral intacto, quando desafiados com agonistas dopaminérgicos (apomorfina) o
animal tende a rodar contralateralmente a lesdo e quando se administram farmacos
liberadores de dopamina (anfetaminas) o animal roda ipsilateralmente (mesmo lado)
a lesdo. O modelo bilateral (injecdo de 6-OHDA nos dois hemisférios) caracteriza um
modelo mais fidedigno da doenca. A DP acomete, geralmente, os dois hemisférios
cerebrais, por esse motivo, através do modelo bilateral, podem ser avaliados os
sintomas motores e cognitivos da doenca através dos testes que avaliam o
comportamento dos animais (TADAIESKY et al., 2008; GREGORIO et al., 2009;
SANTIAGO et al., 2010)

A 6-OHDA é captada pelo neurdnio através de transportadores, sofre
oxidacdo semelhante a da DA e gera radicais livres (SCHOBER, 2004; BOVE,
SERRATS et al., 2005).

Sachs e Jonsson (1975), Kumar et al. (1995), Soto-Otero et al. (2000) apud
Pallares et al., (2007), sugerem que a 6-OHDA é capaz de promover auto-oxidagao,
rapidamente formando uma série de radicais livres, como o perdxido de hidrogénio
(H202), o anion superoxido e radicais hidroxila. Portanto, o principal mecanismo da
toxina é pelo envolvimento de um estresse oxidativo, levando a efeitos toxicos

seletivos sobre os neurdnios dopaminérgicos, os quais sdo extremamente sensiveis
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(BERNSTEIN et al., 2011).

De acordo com Goren (2009), a 6-OHDA aumenta a geragao intracelular de
radicais livres e inibe alguns mecanismos mitocondriais. Os efeitos toxicos da 6-
OHDA contribuem para a degeneracao de neurénios produtores de DA e estimulam
a liberagdo de superoxido e citocinas. As citocinas estimulam espécies reativas de
oxigénio e a cicloxigenase 2 (COX-2) que por sua vez estimulam a producéo de
prostaglandinas, que podem exercer também um efeito toxico direto em neurdnios
dopaminérgicos.

Além de lesionar os neurdnios da SNpc pela inducédo da producédo de H.0, e
radicais livres, participa da reacdo de Fenton, e é tdoxica para o complexo |
mitocondrial (UNGERSTEDT, ARBUTHNOTT, 1971; GERLACH, RIEDERER, 1996;
BLUM et al., 2001; BETARBET et al., 2002). A 6-OHDA também pode induzir a
ativagao da micréglia (BOVE, SERRATS, 2005; MILLER, JAMES-KRACKE et al.,
2009). A microglia ativada promove a liberacdo de diversos mediadores inflamatérios
(p.ex. NF-xB, IL-1, IL-6, COX-2) responsaveis pela producdo de radicais livres
(MCGEER, MCGEER, 2004; HUNTER, DRAGICEVIC et al., 2007) e posterior morte
neuronal.

A FIGURA 3 representa os provaveis mecanismos de lesdo da 6-OHDA.

FIGURA 3: Provaveis mecanismos de morte neuronal pela 6-OHDA
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Apesar da 6-OHDA induzir o estresse oxidativo, outros aspectos da doenca
nao sao reproduzidos, tais como: precisdo anatdbmica da lesdo, tempo da doenca.
Mas mesmo assim esses modelos ajudam a trazer novas hipoteses para eventos
moleculares que acontecem na DP (BLUM, 2001).

Com o uso deste modelo animal, pode-se estudar alteragdes neuroquimicas
(FERRO et al., 2005; DA CUNHA et al., 2008; TADAIESKY et al., 2008; GREGORIO
et al., 2009), motoras (DA CUNHA et al., 2008; GREGORIO et al., 2009), prejuizos
de memoria (DA CUNHA et al., 2007; TADAIESKY et al., 2008; DA CUNHA et al.,
2009) e depressao (TADAIESKY et al., 2008) associadas a DP.

1.3ESTATINAS

Atualmente nenhuma terapia eficaz esta disponivel para deter a progressdo da
DP, porém, trabalhos recentes sugerem que algumas estatinas tem a capacidade de
modular a neurodegeneracao devido a sua capacidade de atravessar potentemente
a barreira hematoencefalica (BHE) (ROY e PAHAN, 2011), melhorar a funcéo
endotelial, diminuir o estresse oxidativo e a inflamacdo, inibir a resposta
trombogénica e apresentar propriedades imunomodulatorias (SANTIAGO,
HERNANDEZ-ROMERO et al., 2009, VAN DER MOST et al., 2009).

As estatinas sao inibidoras da 3-hidroxi-3-metilglutarii coenzima A redutase
(HMG-CoA redutase), enzima necessaria para a producao de L-mevalonato, produto
intermediario para a sintese de colesterol. Portanto uma de suas principais
aplicagdes é reduzir o colesterol e prevenir doencas cardiacas. Além dessas acgoes,
pode ainda melhorar o fluxo sanguineo, reduzir a coagulagdo, modular o sistema
imune e reduzir danos oxidativos (VAN DER MOST et al., 2009; SANTIAGO,
HERNANDEZ-ROMERO, 2009).

Além do uso classico das estatinas, recentemente elas tém sido utilizadas com
diversas outras implicagbes clinicas, como melhora do quadro cardiovascular
(NAKAMURA et al.,, 2006), e melhora das condigdes clinicas do paciente pos
acidente vascular encefalico (AVE) (OVBIAGELE et al., 2007), além de tratar
quadros de esclerose multiplica (IFERGAN et al., 2006), traumatismo cranio-
encefalico (WANG et al., 2007), doenga de Alzheimer (LI et al., 2007).
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FIGURA 4: Via de sintese do colesterol e ponto de acao das estatinas
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FONTE: VAN DER MOST et al., 2009.
As estatinas pertencem a uma classe medicamentosa bem tolerada, possuindo

poucos efeitos colaterais (VAN DER MOST et al.,, 2009, WANG et al., 2011).
Diversos estudos tém investigado se o tratamento com estatinas pode ser benéfico
para individuos com deméncia e doengas neurodegenerativas ou ainda com risco de
desenvolver tais doengas, porém as conclusdes ainda sao incertas devido a
resultados conflitantes (ZACCO et al., 2003, WOLOZIN et al., 2007, GOSH et al.,
2009, ROY e PAHAN, 2011).

Para este estudo, duas estatinas sao utilizadas: a sinvastatina, que
conhecidamente possui um carater lipofilico, portanto é capaz de atravessar a BHE,
consequentemente, pode realizar seu efeito diretamente no SNC; e a pravastatina,
uma estatina, assim como a sinvastatina, derivada de fungos, porém com menor
lipossolubilidade quando comparada com a anterior.

Devido a essa caracteristica e baseado em dados de um estudo de Van der Most
et al. (2009), esta ndo é capaz de atravessar a BHE. Na TABELA 2 séo
apresentados os diferentes coeficientes de permeabilidade cerebrovascular de

algumas estatinas.
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TABELA 2: Coeficientes de permeabilidade cerebrovascular (uL/min/cm?) através da BHE de ratos e
da cultura de uma monocamada de células do endotélio cerebral de bovinos determinados pelo C** —
comparando as estatinas com a sacarose.

Composto Permeabilidade a BHE do  Permeabilidade a monocamada
rato do endotélio cerebral
Sacarose 0,175+ 0,011 n.a
Pravastatina 0,178 + 0,021 0,0755 £ 0,15
Sinvastatina 27,7+ 3,9 4,76 £ 0,32
Lovastatina 57,9+9,6 8,32 + 0,47
Sinvastatina (acido) 0,653 + 0,058 0,193 + 0,064
Lovastatina (acido) 0,442 + 0,024 0,420 + 0,16

FONTE: Dados adaptados de SAHEKI et al., 1994 apud VAN DER MOST et al., 2009.
n.a: nao aplicado

Tal caracteristica é interessante, pois um dos objetivos deste trabalho foi avaliar
se o efeito neuroprotetor na DP é apenas um efeito central ou pode também ser um
efeito periférico da agdo desses farmacos.

Nenhuma diferencga clinica nas propriedades neuroprotetoras foi relatada entre
as estatinas lipofilicas e lipofébicas (VAN DER MOST et al., 2009).

Acredita-se que a redugao dos niveis de colesterol ndo seja o unico efeito das
estatinas no organismo. Segundo Wierzbicki et al. (2003), Liao e Laufs (2005), Van
der Most et al. (2009), Gosh et al. (2009), Roy e Pahan (2011), ha um outro
mecanismo de acido das estatinas que tem um papel importante na sinalizagao
celular.

O provavel efeito de neuroprotecao sobre o processo patologico na DP deve-se
a diversos efeitos. O primeiro seria pela redugcao de danos oxidativos que ocorre
pela diminuigdo da peroxidagao de lipidios apds privagao de oxigénio e glicose, e da
producao de espécies reativas de oxigénio (GOSH et al., 2009, VAN DER MOST et
al., 2009, ROY e PAHAN, 2011).

Ou ainda, esse provavel mecanismo neuroprotetor das estatinas também se
daria pela supressdo de moléculas pro-inflamatérias, como o fator de necrose
tumoral (TNF-a), 6xido nitrico (NO) e superéxido, interleucina (IL)-18 e IL-6
(SANTIAGO, HERNANDEZ-ROMERO et al., 2008, GOSH et al., 2009, ROY e
PAHAN, 2011, WANG et al., 2011).

Outro possivel efeito neuroprotetor das estatinas relaciona-se a capacidade de
melhorar a fungdo vascular, seja ou pela regulagdo da producdo de Oxido nitrico
como pela inibicdo da coagulacdo (VAN DER MOST et al., 2009, ROY e PAHAN,
2011, WANG et al., 2011).
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O NO age como uma molécula sinalizadora no sistema vascular. Localmente ele
melhora o fluxo sanguineo através de um aumento na resposta vasodilatadora. Esta
molécula pode ser produzida por trés enzimas: Oxido nitrico sintase endotelial
(eNOS), 6xido nitrico sintase neuronial (nNOS) e pela forma induzivel ou inflamatéria
expressa pelos macrogafos (iNOS).

Ha um equilibrio entre as atividades dessas diferentes enzimas. Numa situacao
isquémica, por exemplo, a eNOS ¢ ativada e exerce seu efeito protetor, que é em
grande parte devido a vasodilatagdo. Porém, nos casos de superproducao de NO,
ou seja, quando ha um desequilibrio entre a acdo dessas enzimas, pode ocorrer o
dano oxidativo.

As estatinas provavelmente agem explorando o que de melhor se pode
aproveitar dessas enzimas. Inicialmente ela é capaz de aumentar a sintese de NO
pela eNOS, que € um mecanismo benéfico para as células, enquanto também
impede a superprodugdo de NO, reduzindo a atividade das iNOS (VAN DER MOST
et al., 2009, ROY e PAHAN, 2011, WANG et al., 2011, KUMAR et al., 2012).

Além disso, as estatinas podem ser utilizadas também no tratamento de doencas
inflamatorias. Inumeros estudos sugerem que as estatinas possuem efeitos
imunomodulatérios relevantes, e consequentemente podem ser usadas no
tratamento de condi¢cdes neuroinflamatorias (SANTIAGO, HERNANDEZ-ROMERO,
2009).

Nao ha ainda um mecanismo que explique como se da a agao imunomodulatéria
das estatinas. Um dos primeiros mecanismos estudados e que se acredita que haja
uma relagdo, é através da interferéncia no processo de apresentacéo do antigeno
que resulta na reducao da proliferacao de linfécitos T (VAN DER MOST et al., 2009,
KUMAR et al., 2012).

Agindo sobre os linfécitos T, as estatinas alteram sua caracteristica fenotipica de
forma que essas células reduzem a produgao de citocinas proé-inflamatérias, e
aumentam a secregao de citocinas anti-inflamatérias (VAN DER MOST et al., 2009,
ROY e PAHAN, 2011).

Quanto a acao das estatinas nas células imunes do SNC, pouco foi discutido,
mas sabe-se que o tratamento com as estatinas também consegue reduzir a
ativagao microglial, com isso, ha uma menor geragao de ROS.

Varios estimulos inflamatdrios e degenerativos induzem a producao de ROS pela

ativagdo de fosfato de nicotinamida adenina oxidase (NADPH). As estatinas tém a
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capacidade de atenuar a geracdo de superéxido mediada pelo NADPH oxidase,
diminuindo a formag&o de ROS (ROY e PAHAN, 2011).

As estatinas sao capazes de inibir a fungdo HMG-CoA redutase e assim inibir a
agregacao de metabdlitos intermediarios. Esses metabdlitos, quando formados, sédo
acoplados a transcricdo de varias moléculas proé-inflamatérias através da via da
proteina quinase ativada por mitégeno (MAP). Uma vez inibida a sintese de
colesterol a partir do mevalonato pelas estatinas, a expressao de moléculas pro-
inflamatodrias é reduzida e também a producédo de ROS ¢é atenuada (ROY e PAHAN,
2011).

Além disso, por bloquearem a cadeia de sintese do colesterol, as estatinas
também reduzem a producao de ROS pela NADPH. A proteina que estimula a eNOS
€ ativada pelo fosfatidilinositol (IP3). Coincidentemente, o mevalonato é capaz de
inibir o IP3, portanto reduzindo a concentracdo do mevalonato. As estatinas
provocam um up-requlation na producao de NO derivado de eNOS, causando
vasodilatagcao (ROY e PAHAN, 2011).

Estudos mostram que as estatinas tém se mostrado uteis para suprimir a
agregacao de a-sinucleinas e assim impedir a morte neuronal (BAR-ON, 2008,
SANTIAGO, HERNANDEZ-ROMERO et al., 2008, KUMAR et al., 2012, PREDIGER
et al., 2013).

Experimentos in vivo mostram que o tratamento com estatinas, apds danos
cerebrais, aumenta a neurogénese e sinaptogénese, sem alterar os niveis séricos de
colesterol. Esses dados s6 reforcam a ideia de que as estatinas podem induzir a
neuroprotecdo em doengas neurodegenerativas promovendo a liberagao de fatores
neurotréficos (VAN DER MOST et al., 2009, PREDIGER et al. 2013).

Estudos mostram que ¢é alta a concentragao de metabdlitos de colesterol oxidado
em cérebros de pacientes com DP, sugerindo que o colesterol é provavelmente fator
de risco para esta doenca, portanto, o uso de inibidores deste lipidio mostra-se uma
terapéutica em potencial (BAR-ON, 2008, GOSH et al., 2009, ROY e PAHAN, 2011,
KUMAR et al., 2012).

Como descrito acima, nem todas as estatinas sdo capazes de atravessar a BHE,
e aquelas que atravessam sao em concentragdes relativamente baixas. Tratamentos
a curto prazo com as estatinas nao alteram os indices de colesterol no cérebro.
Comprovando isso, experimentos em ratos e cobaias demonstraram que uma alta

dose de estatinas afeta a produgao de colesterol no cérebro, mas nao o conteudo
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cerebral de colesterol (BOTTI et al, 1991; LUTJOHANN et al., 2004; THELEN et al.,
2006; FRANKE et al. ,2007; VAN DER MOST et al., 2009). Apenas o tratamento a
longo prazo com as estatinas é capaz de reduzir os niveis do colesterol no cérebro
(VAN DER MOST et al., 2009).

Sabe-se que doencas cardiovasculares, hipercolesterolemia, hipertensdo e
diabetes sdo importantes fatores de risco para o desenvolvimento de deméncia e
doengas neurodegenerativas, e que medicamentos utilizados para tratar tais
doencgas estdo associados, de acordo com estudos epidemiolégicos, com a
diminuicdo da deméncia nestes pacientes (WOLOZIN et al., 2007).

Em modelos animais de DP utilizando a 6-OHDA, as estatinas sdo capazes de
reduzir a incidéncia de movimentos involuntarios anormais (SCHUSTER et al., 2008,
WANG et al., 2011).

O tratamento crénico com altas doses de estatinas induz um up regulation dos
receptores D1 e D2 da DA e aumenta a expressdo de eNOS no cértex pré-frontal de
ratos (WANG et al, 2005).

Sabe-se que a excitotoxicidade mediada pelos receptores ionotrépicos do
glutamato é uma forma bem documentada da causa da morte neuronal (SATTLER e
TYMIANSKI, 2001, ZACCO et al., 2003). A superativacao de receptores NMDA esta
associada com excitotoxicidade neuronal, culminando com a morte neuronal (WANG
et al., 2004). Alteracbes nos receptores NMDA no cérebro estdo envolvidas nas
desordens do movimento e alteragdes neuropsiquiatricas (YAN et al, 2011).

Através da utilizacdo de estatinas ocorre uma diminuicdo da quantidade de
colesterol na membrana das células, e esta diminuicdo afeta principalmente os
receptores NMDA. Por isso, acredita-se que o tratamento com estatinas consegue
diminuir a concentragado de colesterol no cérebro e consequentemente a inibicdo da
enzima HMG-CoA redutase protege os neurdnios da excitoxicidade mediada pelos
receptores NMDA (ZACCO et al., 2003).

Resumindo todos os possiveis efeitos das estatinas relacionados a
neurodegeneracao da DP, pode-se afirmar que elas reduzem a agregacao de a-
sinucleina e o estresse oxidativo, diminuem a expressdo da COX-2, reduzem a
liberagcdo de TNF-a e do NF-kB e causam um upregulation dos receptores D1 e D2
no cérebro (BECKER et al.,, 2009, WOOD et al.,, 2010, WANG et al., 2011,
PREDIGER et al.,, 2013). E tais mecanismos podem estar envolvidos no efeito

neuroprotetor associado a DP.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar os efeitos neuroprotetores das estatinas no modelo animal de doenca

de Parkinson induzido pela administracao intracerebral de 6-OHDA em ratos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Avaliar se o efeito das estatinas na doenca de Parkinson acontece a nivel central
ou se esse efeito ocorre a nivel periférico, pela diferenga de solubilidade dos
inibidores da HMG CoA-redutase utilizados neste estudo.

» Avaliar se as estatinas diminuem a lesdo em neurbnios dopaminérgicos da
substancia negra pars compacta pela administragao intracerebral de 6-OHDA.

= Avaliar se as estatinas sdo capazes de restabelecer os niveis de dopamina no
estriado em animais com lesdo nos neurdnios dopaminérgicas da substancia
negra pars compacta induzida pela administracao intracerebral de 6-OHDA.

= Avaliar se as estatinas conseguem reverter/impedir as alteragbes motoras
induzidas pela administragao intracerebral unilateral de 6-OHDA.

» Avaliar se as estatinas sdo capazes de reverter/prevenir o prejuizo de
aprendizado e memdria em animais com lesao de neurdnios dopaminérgicos da
substancia negra pars compacta induzida pela administragdo intracerebral
bilateral de 6-OHDA.

= Avaliar se as estatinas conseguem reverter/prevenir a anedonia em animais com
lesdo de neurdnios dopaminérgicos da substancia negra pars compacta induzida

pela administracao intracerebral bilateral de 6-OHDA.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1ANIMAIS

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no uso de animais para
experimentagdo da UEPG (Processo CEUA- 010/2013, Protocolo UEPG-
3593/2013). Os estudos foram realizados utilizando-se ratos Wistar machos, com
trés meses de idade e peso em torno de 300g, procedentes do biotério da UEPG
mantidos em biotério climatizado (22 + 2° C), com ciclo claro/escuro de 12 horas
(ciclo claro inicia as 07h), com comida e agua ad libitum.

Também foram utilizados ratos Wistar jovens (com um més de idade) para
realizacado do teste de reconhecimento social. Os animais foram divididos de acordo
com os testes realizados.

Foram estudados grupos de animais controle sham-operados tratados com
veiculo, sham-operados tratados com sinvastatina e pravastatina na dose de 10
mg/kg, € animais com lesdo na via nigroestriatal tratados com veiculo, animais com
lesdo na via nigroestriatal tratados com sinvastatina e pravastatina na dose de 10
mg/kg. Os animais do grupo controle sham-operados foram submetidos a todos os
procedimentos cirurgicos dos animais lesados, exceto a injegéo intracerebral de 6-
OHDA.

Essa dose de 10 mg/kg das estatinas foi definida com base nos trabalhos de
WANG et al. (2006), PIERMARTIRI et al. (2009), YAN et al. (2011), KUMAR et al.
(2012) e PREDIGER et al. (2013).

Para os testes de preferéncia a sacarose, reconhecimento social, natacao

forcada e campo aberto, o N final de animais de acordo com os grupos foi:

SHAM+veiculo N=10 6-OHDA+veiculo N=9
SHAM+sinvastatina N=8 6-OHDA+sinvastatina N=10
SHAM+pravastatina N=9 6-OHDA+pravastatina N=10

Para o teste do comportamento rotatério induzido por apomorfina o N final de
animais de acordo com os grupos foi:
SHAM+veiculo N=9 6-OHDA+veiculo N=9
SHAM+sinvastatina N=10 6-OHDA+sinvastatina N=10
SHAM-+pravastatina N=10 6-OHDA+pravastatina N=9
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3.2TRATAMENTO

O tratamento consistiu na administragdo por via oral (gavagem) de
sinvastatina 10mg/kg (genérico Sandoz) e pravastatina 10 mg/kg (genérico
Ranbaxy) solubilizadas em soro fisiologico ou somente soro fisioldgico (veiculo) por
10 (dez) dias, sendo iniciado o tratamento 3 dias antes do procedimento cirurgico até
7 dias ap0s a cirurgia estereotaxica.

Para a solubilizagdo dos comprimidos, estes foram triturados até a
consisténcia de p6 e em seguida armazenados sob as condi¢gdes adequadas para
utilizagcdo. O preparo das estatinas utilizadas era realizado diariamente conforme a
necessidade, de acordo com o peso dos animais.

As escolha das doses das estatinas baseou-se nos resultados de trabalhos
anteriores, em que na dose de 10 mg/kg ja foi possivel observar bons resultados
comportamentais, e de acordo com os resultados de trabalhos mais relevantes da
literatura utilizando essa mesma dose.

Foi escolhida essa forma de tratamento com o objetivo de compreender tanto
a fase pré-cirurgica como a fase pdés-cirurgica, na tentativa de prevenir a morte
neuronal decorrente da administracdo de 6-OHDA.

A FIGURA 5 representa o protocolo experimental para as lesées uni e

bilaterais.
FIGURA 5: Cronograma experimental para lesées uni e bilaterais
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3.3CIRURGIA ESTEREOTAXICA

Todos os procedimentos de lesdo da via nigroestriatal foram realizados
através de cirurgia estereotaxica, para garantir a reprodutibilidade de localizag&do das
administracdes de 6-OHDA no FPM.

Foi administrada nortriptilina (10 mg/Kg), vinte minutos antes da cirurgia
estereotaxica, para evitar a lesdo de neurbnios noradrenérgicos. Devido a
similaridade estrutural entre as catecolaminas e a neurotoxina 6-OHDA, esta ultima
pode ser internalizada pelos transportadores de noradrenalina para dentro dos
neurénios noradrenérgicos causando sua morte, e o objetivo do estudo € lesionar
apenas os neurdnios dopaminérgicos.

Para a lesdao na via nigroestriatal, os animais foram anestesiados com
tiopental (50 mg/Kg) e tricotomizados. Em seguida foram corretamente fixados no
aparelho estereotaxico.

Para fazer a antissepsia local, foi utilizado alcool iodado e em seguida foi
administrado um anestésico local- lidocaina 0,2 mL com 2% de vasoconstritor via
subcuténea (s.c.) logo abaixo da pele que recobre o cranio dos ratos.

Com auxilio de bisturi, a pele e a fascia muscular que recobrem o cranio dos
animais foram afastadas, o bregma (intersecgdo anterior das suturas cranianas) foi
localizado e utilizado como ponto de referéncia para encontrar as coordenadas do
FPM, sendo essas: anteroposterior (AP), - 0,19 cm do bregma; médio-lateral (ML) +
0,19 cm da linha média; dorsoventral (DV), - 0,79 cm do cranio, adaptado de
Paxinos e Watson (2005).

FIGURA 6: Ponto de interseccéo entre as suturas sagital e coronal — o bregma

Interaural Line

FONTE: PAXINOS e WATSON, 2005.
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Com uma broca de baixa rotagao, foram feitas perfuragcdes nos cranios, e por
elas foram inseridas agulhas e 4ug por hemisfério cerebral (para administragdes
bilaterais) ou 8 ug (para administragcées unilaterais) da toxina 6-OHDA, dissolvida em
salina com 0,2% de &cido ascérbico, foram microinjetados no FPM, conforme
procedimento descrito em trabalhos anteriores por DA CUNHA et al., 2008.

Durante a cirurgia, foi administrado bicarbonato de sodio via intraperitoneal
(i.p.) (fArmaco basico), para acelerar a excregao do tiopental (farmaco acido) e evitar
possiveis problemas cardiorrespiratorios no animal durante e apos a cirurgia. Em
seguida foi administrado Pentabiotico de uso veterinario, na dose de 1mg/kg por via
intramuscular (i.m). O Pentabiotico € composto por: benzilpenicilina benzatina
3.000.000Ul, benzilpenicilina procaina 1.500.000Ul, benzilpenicilina potassica
1.500.000UI, diidroestreptomicina base (sulfato) 1.250 mg e estreptomicina base
(sulfato) 1.250 mg. Essa combinagdo de antibidticos tem por finalidade ampliar o
espectro anti-bacteriano e evitar o aparecimento de infecgcbes decorrentes do

procedimento cirurgico.

3.4TESTES COMPORTAMENTAIS

Os testes do reconhecimento social, preferéncia a sacarose, natagao forcada
e campo aberto foram realizados apds lesdo bilateral com 4 ug de 6-OHDA,
enquanto que o teste do comportamento rotatério induzido pela apomorfina foi

realizado apds lesao unilateral com 8 ug de 6-OHDA, os dois tipos de lesdo no FPM.

3.4.1 Teste de reconhecimento social

Passados cinco dias da cirurgia, os animais foram separados individualmente
em cada caixa moradia, com livre acesso a agua e racao. Os testes foram realizados
apods 2 dias da individualizagao para a habituagdo com o novo ambiente.

O experimento foi realizado utilizando o procedimento descrito por Dantzer e
colaboradores (1987), e recentemente padronizado por Prediger e colaboradores
(2003, 2005, 2006). Este modelo padronizado € valido para avaliar a memoria de
curta-duracao.

Para este teste também foram utilizados ratos jovens (aproximadamente 1

més de idade), que 30 minutos antes do inicio dos testes foram separados



39

individualmente em cada caixa.

Este teste consiste em duas apresentagdes sucessivas, de 5 minutos cada,
separadas por um intervalo de tempo variavel (30 minutos, neste caso). Na primeira
apresentacao, um animal jovem foi colocado na caixa do rato adulto, e o tempo de
investigacao/exploragao (cheirar, lamber, aproximacgao, etc.) foi contado. Finalizados
os primeiros 5 minutos, o rato jovem foi retirado da caixa do animal adulto, e voltou
para a caixa onde estava anteriormente sozinho. Apdés 30 minutos de intervalo,
aconteceu a segunda apresentacgao, executada da mesma maneira que a primeira.

Segundo Prediger et al. (2006), neste tipo de experimento, quando se utiliza
um intervalo de tempo menor que 40 minutos entre as duas apresentacgdes, o rato
adulto é capaz de reconhecer o animal jovem com o qual foi previamente
apresentado, verificando-se uma diminuicdo no tempo de exploragao na segunda
apresentacao. Contudo, se esse intervalo entre as duas apresentacdes for superior
a 40 minutos, o rato adulto perde a capacidade de reconhecimento, ndo sendo
observada uma redugao no tempo de exploragao na segunda apresentagao.

Para a interpretacdo dos resultados deste teste, o tempo gasto pelos animais
nas duas investigagdes foi expresso como uma razao entre a segunda e primeira
exposicoes (Ratio of Investigation Duration — RID). Um menor valor de RID significa
uma diminuicdo do comportamento investigativo durante a segunda exposigéo, o
que reflete a capacidade do animal adulto em reconhecer o animal jovem. A
transformacao desse dado foi escolhida como maneira para equilibrar as variagdes
entre os diferentes ratos (PREDIGER et al., 2003).

3.4.2 Teste de preferéncia a sacarose

O consumo de sacarose € frequentemente usado como medida de anedonia
em roedores (CRAFT, DEVRIES, 2006). Este teste foi realizado passados 9 (nove)
dias da cirurgia, com os mesmos animais que foram individualizados no quinto dia
pos-cirurgico e mantidos assim até o 13° dia, e submetidos ao teste do
reconhecimento social.

Numa fase de adaptacgéo, dois bebedouros com agua foram ofertados aos
animais por 24 horas, para que os mesmos se habituassem a beber agua de ambos.
ApoOs essas 24 horas de adaptacdo, um dos bebedouros com agua foi substituido

por uma solucdo de sacarose a 0,8%, como descrito em estudos anteriores por
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Slattery, Markou et al. (2007). Vinte e quatro horas depois, os bebedouros foram
trocados de lado na caixa do animal, para evitar um efeito de perseverancga, ou seja,
evitar que o animal beba de apenas um dos bebedouros.

Esse teste acontece em 48 horas visando minimizar os efeitos de neofobia e
perseveranga a algum local ou lado da caixa. O consumo de agua e de sacarose foi
avaliado simultaneamente nos grupos SHAM e 6-OHDA, através da pesagem dos

bebedouros antes e depois dos testes.

3.4.3 Teste de natacao forcada modificada

O modelo de teste de natagao forgada que foi utilizado € o teste modificado por
Porsolt e colaboradores (1978).

Apos 14 dias da cirurgia e uma vez reagrupados nas caixas-moradias, 0s
animais foram colocados em um cilindro plastico opaco (20 cm de didametro e 50 cm
de altura, com agua a 25 £ 1°C até 30 cm), durante 15 minutos para um pré-teste ou
sessdao treino. Vinte e quatro horas apods o treinamento os animais foram submetidos
ao teste por 5 minutos. A sessdo teste foi filmada e gravada por uma camera
posicionada acima do cilindro para analise posterior.

Os comportamentos de imobilidade (tempo que o animal permanece parado
apenas flutuando na agua ou fazendo apenas os minimos movimentos necessarios
para manter a cabecga fora da agua), de natacao (tempo que o animal permanece
realizando movimentos de natacgdo circular no cilindro) e de escalada (tempo que o
animal permanece realizando movimentos verticais das patas dianteiras na parede
do cilindro) foram quantificados durante esses 5 minutos de teste.

Apos a sessao treino e teste, os animais foram secos e colocados em um
ambiente aquecido por 2 horas, antes de retornar a caixa moradia. A agua do cilindro

foi trocada entre cada animal.

3.4.4 Campo aberto

O principal objetivo do teste de campo aberto é verificar o comportamento
exploratério do animal, sendo que 0 mesmo também pode ser utilizado para avaliar
ansiedade.

Esse teste é importante para observar se existe alteragdo motora nos
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animais, decorrentes da injegao bilateral de 6-OHDA. Apoés realizagdo do teste de
natacgao forgada, no 21°dia apds a cirurgia, os animais foram submetidos ao teste de
campo aberto.

Para tal, utiliza-se uma caixa feita de madeira e férmica, com um chao de cor
branca (100 x 100 cm), dividido em 25 quadrantes de 20 x 20 cm, com paredes de
40 cm de altura. Durante os experimentos, cada rato foi colocado no centro do
campo aberto e mantido sob observagao por 5 minutos. O numero de quadrantes
cruzados, atos de levantar e auto-limpezas foram registrados. O aparelho foi
construido de acordo com o sugerido por BROADHURST (1960).

3.4.5 Comportamento rotatério induzido pela apomorfina

Uma das propostas de reproduzir as caracteristicas da DP in vivo foi feita por
Ungerstedt, em 1968, no qual ele propde que ratos com lesdo unilateral na SNpc
induzida pela infusdo intracerebral de uma neurotoxina, neste caso a 6-OHDA,
apresentariam um comportamento rotatério quando expostos a drogas
dopaminérgicas, tal proposta pode ser usada como modelo animal da DP (Da
CUNHA et al., 2008).

Desde entao este modelo tem sido um dos mais populares na pesquisa de
drogas para o tratamento da DP (Da CUNHA et al., 2008).

A 6-OHDA injetada unilateralmente, constitui um modelo de
hemiparkinsonismo, que é caracterizado por um comportamento motor assimétrico
ap6s a administracdo de drogas dopaminérgicas, devido a um desequilibrio
fisiolégico entre o lado lesado e ndo-lesado, sendo que o lado ndo-lesado atua como
controle interno (BETARBET et al., 2002).

Sete e quatorze dias apds a cirurgia, os animais foram submetidos aos testes
de rotacdo. O comportamento rotatério dos animais com lesao unilateral na SNpc foi
observado em um recipiente cilindrico, cujas rotag¢des ipsilaterais e contralaterais
foram contadas por 60 minutos, apds a administragdo subcutanea (s.c.) de um
agonista dopaminérgico, a apomorfina (1,0 mg/kg), conforme descritos em trabalhos
anteriores por Da Cunha et al. (2008).

As rotagdes no mesmo sentido da lesdo da substancia negra foram chamadas
de ipsilaterais e para o lado contrario foram chamadas de contralaterais.

O experimento foi filmado através de uma camera situada sobre o cilindro, e
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somente depois, analisadas e quantificadas as rotagdes. Buscou-se sempre
confrontar um animal experimental com um animal controle. A ordem de entrada nas

sessdes de comportamento rotatorio foi obtida mediante sorteio.

3.5IMUNODETECGCAO DE PROTEINAS (WESTERN BLOT)

Os resultados desta analise apresentados neste trabalho referem-se aos animais
lesionados bilateralmente pela 6-OHDA (4 ug).

ApoOs a decapitagdo dos animais, seus cérebros foram removidos e dissecados
sobre uma placa de Petri cercada de gelo (tentativa de reduzir possiveis perdas
proteicas nas estruturas coletadas). Foram coletados os estriados que em seguida
foram armazenados em freezer a -80°C até a sua analise.

As amostras foram preparadas segundo Oliveira et al. (2008). Os tecidos
estriatais foram homogeneizados mecanicamente em 400 puL de tampao de
homogeneizacgéo (Tris 50 mM pH 7,0, EDTA 1 mM, fluoreto de so6dio 100 mM, PMSF
0,1 mM, NazVOs 2 mM, Triton X-100 1%, glicerol 10% e Cocktail inibidor de
proteases 1%). Os lisados foram centrifugados (10.000 x g por 10 min, a 4°C) para a
eliminacao de restos celulares, e o sobrenadante (300 ul) diluido 1/1 (v/v) em
solucéo (Tris 100 mM pH 6,8, EDTA 4mM, SDS 8%) e aquecidos a 100°C por 5 min.
Apds homogeneizacdo, uma aliquota foi retirada para a dosagem de proteinas. Em
seguida adicionou-se numa proporcdo de 25:100 (v/v) a solucéo de diluicdo de
amostra (glicerol 40%, Tris 25mM e azul de bromofenol, pH 6,8).

O teor protéico foi estimado através do método descrito por Peterson (1977) e a
concentracdo protéica estimada a partir de uma curva padrdo de soro albumina
bovina. As proteinas (40 ug de proteina total/pogo) foram separadas por eletroforese
em gel de poliacrilamida (concentragdo 12% de acrilamida) contendo SDS (SDS-
PAGE) e gel de entrada com 4% de acrilamida. A seguir, as proteinas foram
transferidas para as membranas de nitro-celulose. Para verificar a eficiéncia do
processo de transferéncia, as membranas foram coradas com Ponceau 0,5% em
acido aceético 1%.

ApoOs este processo, as membranas foram bloqueadas durante 1 hora com
leite em p6 desnatado 5% TBS (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5). O
imunoconteudo de Tirosina Hidroxilase e B-actina foi detectada com o uso de

anticorpos especificos diluidos em TBS-T contendo soroalbumina bovina (Tris 10
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mM, NaCl 150 mM, Tween- 20 0,05%, BSA 2%, pH 7,5) na diluicdo 1:5000 e
1:10000, respectivamente. As membranas ficaram incubadas com o anticorpo de
interesse para tirosina-hidroxilase overnight a 4°C em agitacdo constante. No dia
seguinte, para a deteccdo dos complexos imunes, as membranas foram incubadas
por 1 hora com anticorpo secundario conjugado com peroxidase (1:5000) e a
imunorreatividade das bandas foi revelada por quimioluminescéncia com o reagente
LumiGLO® (Cell Signaling, Beverly, MA, EUA) segundo especificacbes do
fabricante.

Todas as etapas de bloqueio e incubacé&o foram seguidas por trés lavagens (5
minutos cada) das membranas com TBS-T. A densidade 6ptica (DO) das bandas foi
qguantificada usando Scionlmage software® (Frederick, MD, EUA). O imunocontetdo
tirosina hidroxilase foi determinado pela relacdo entre a DO dessa proteinas/DO da
B-actina respectiva. Os dados foram expressos como porcentagem em relacdo ao

controle.

3.6 DOSAGEM DE COLESTEROL TOTAL, TRIGLICERIDEOS, HDL, LDL

Apos decapitacdo dos animais, o sangue foi coletado em tubos heparinizados
(4 pL), centrifugados (2500 rpm por 10 min, 10°C). O sobrenadante/soro foi
separado e armazenado em freezer (-20°C) até a analise.

As amostras foram processadas no aparelho Chemistry Analyzer Selectra JR
(Siemens).

A metodologia de anadlise para colesterol total foi seguida de acordo com o
determinado pelo fabricante dos reagentes (Kovalent). O método € um teste
fotométrico enzimatico, em que a determinacdo do colesterol acontece apos
hidrolise e oxidagcdo enzimatica. O indicador colorimétrico € uma quinonimina que é
gerada a partir da 4-aminoantipirina e fenol pelo peréoxido de hidrogénio sob acéo
catalitica da peroxidase (reacao de Trinder) (ARTISS et al., 1983; RIFAI et al., 1999).

Para a analise dos triglicérides a metodologia também foi de acordo com a
determinacdo do fabricante. O método € um teste colorimétrico enzimatico,
utilizando glicerol-3-fosfato-oxidase que determina o nivel de triglicerideos no
plasma apds o rompimento enzimatico com lipoproteina lipase. O restante da reacao

colorimétrica € o mesmo para a dosagem de colesterol total.
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Ha quatro classes de lipoproteinas: lipoproteinas de alta densidade (HDL),
lipoproteinas de baixa densidade (LDL), lipoproteinas de densidade muito baixa
(VLDL) e quilomicrons. Enquanto o LDL esta envolvido no transporte de colesterol
para as células periféricas o HDL é responsavel pelo transporte reverso das células
para o figado (WIEBE et al., 1997; RIFAI et al., 1999).

A metodologia para a analise do HDL se d& através de uma reacao antigeno-
anticorpo. Anticorpos B-lipoproteina humana formam complexos com LDL, VLDL e
quilomicrons de forma que apenas o HDL reaja enzimaticamente com o colesterol
oxidase e colesterol esterase gerando peroxido de hidrogénio e este ao reagir com
F-DAOS e 4-aminoantipirina sob acdo catalitica da peroxidase, forma um complexo
azul e a intensidade da coloracdo é usada para quantificar o HDL (WIEBE et al.,
1997; RIFAI et al., 1999).

O LDL é calculado a partir da equacdo de Friedewald, representada pela
FIGURA 7 (FRIEDEWALD et al., 1972).

FIGURA 7: EQUACAO DE FRIEDEWALD

Triglicerideos

LDL colesterol mg/dL =Colesterol total-HDL colesterol ( z

FONTE: FRIEDEWALD et al., 1972

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como a média + erro padrdo da média (e.p.m.). Os
resultados foram analisados por analise de variédncia (ANOVA) de duas vias, sendo
avaliadas as variaveis pré-tratamento (tratamento com veiculo, sinvastatina e
pravastatina), tratamento (apds administragdo de soro fisiolégico ou 6-OHDA no
FPM) e a interacéo entre ambas.

Os dados foram analisados com objetivo de avaliar o comportamento apés a
lesdo dopaminérgica, bem como analisar alguma influéncia que o tratamento possa
ter causado nos animais sem lesdo. Posteriormente, os grupos foram comparados
entre si empregando-se o teste post-hoc de Newman-Keuls.

A probabilidade aceita como indicativo da existéncia de diferenca
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estatisticamente significante foi p< 0,05. Todas as comparagdes estatisticas foram

efetuadas utilizando-se o software Statistic 5.0.
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4 RESULTADOS

Todos os testes comportamentais foram realizados com 60 animais, divididos em

dois subgrupos de 30 animais realizados em tempos diferentes.

4. 1TESTE DE RECONHECIMENTO SOCIAL

A FIGURA 8 apresenta os efeitos do pré-tratamento com veiculo, sinvastatina
(10 mg/kg) e pravastatina (10 mg/kg) e do tratamento intracerebral com 6-OHDA
bilateralmente (4 ug em cada hemisfério) sobre o desempenho dos animais no teste
do reconhecimento social, quando se apresentou um rato jovem em ambas as
investigacoes.

Pela ANOVA de duas vias é possivel observar um efeito significativo no pré-
tratamento [F(2,51)=5,51; p<0,001], e na interagdo entre o pré-tratamento e o
tratamento [F(1,51)=8,41; p<0,001].

FIGURA 8: Relacdo entre a primeira e segunda investigagcdo dos grupos SHAM e 6-OHDA tratados
com veiculo, sinvastatina (10 mg/kg) e pravastatina (10 mg/kg), sete dias apds cirurgia bilateral. *** p<
0,001 grupo 6-OHDA+veiculo comparado com o grupo SHAM+veiculo, ### p<0,001 comparado com

0 grupo 6-OHDA+veiculo, # p<0,05 comparado com o grupo 6-OHDA+veiculo (ANOVA de duas,
seguido de teste post hoc de Newman-Keuls).
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O grupo 6-OHDA+veiculo apresentou um valor maior de RID do que o grupo
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SHAM+veiculo (p<0,001, ANOVA de duas vias seguido de teste post hoc de
Newman-Keuls). Ja os grupos 6-OHDA+sinvastatina e 6-OHDA+pravastatina
apresentaram diferengas significativas entre os tempos de investigagbes quando
comparados com o grupo 6-OHDA+veiculo (### p<0,001 comparado com o grupo 6-
OHDA+veiculo, # p<0,05 comparado com o grupo 6-OHDA+veiculo (ANOVA de

duas, seguido de teste post hoc de Newman-Keuls, respectivamente)).

4.2 TESTE DE PREFERENCIA A SACAROSE

Conforme observado na FIGURA 9 ndo houve diferenga significativa no
consumo de agua e sacarose apos pré-tratamento com veiculo, sinvastatina (10
mg/kg) e pravastatina (10 mg/kg) e do tratamento intracerebral com 6-OHDA
bilateralmente (4 ug em cada hemisfério) sobre o desempenho dos animais no teste
da preferéncia a sacarose.

Pela ANOVA de duas vias nao foram encontradas diferengas significativas no
fator pré-tratamento [F(2,51)=1,83; p=0,49]; nem no fator tratamento [F(1,51)=0,75;
p=0,38], e nem na interagéo entre esses dois fatores [F(2,51)=0,98; p=0,89].

FIGURA 9: Consumo de agua e sacarose dos grupos SHAM e 6-OHDA tratados com veiculo,

sinvastatina (10 mg/kg) e pravastatina 10 mg/kg, dez dias apds cirurgia bilateral. Ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos p>0,05 (ANOVA de duas vias).
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Pela FIGURA 10 é possivel observar que também nao houve diferenca
significativa no consumo total de liquidos apds pré-tratamento com veiculo,
sinvastatina (10 mg/kg) e pravastatina (10 mg/kg) e do tratamento intracerebral com
6-OHDA bilateralmente (4 ug em cada hemisfério) sobre o desempenho dos animais
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no teste da preferéncia a sacarose.

FIGURA 10: Consumo total de liquidos dos grupos SHAM e 6-OHDA tratados com veiculo,
sinvastatina (10 mg/kg) e pravastatina 10 mg/kg, dez dias apds cirurgia bilateral. Nao houve diferenca
estatistica entre os grupos p>0,05 (ANOVA de duas vias).
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4.3TESTE DE NATAGCAO FORCADA MODIFICADO

Como parametro indicativo para o comportamento tipo depressivo nesse teste
foi utilizado o tempo de imobilidade dos animais durante os 5 minutos da sesséo de
teste. A analise através de ANOVA de duas vias deste parametro revelou diferencas
significativas entre os grupos experimentais tanto no pré-tratamento [F(6,98)=4,37;
p<0,001] como no tratamento [F(3,49)=4,75; p<0,001], conforme pode ser visto na
FIGURA 11.
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FIGURA 11: Avaliagdo do tempo de imobilidade dos grupos SHAM e 6-OHDA tratados com veiculo,
sinvastatina e pravastatina na dose de 10 mg/kg, 14 dias apds cirurgia bilateral, ** p<0,001
comparado com o grupo SHAM+veiculo, ## p<0,001 comparado com o grupo 6-OHDA+veiculo,
(ANOVA de duas vias, seguido de teste post hoc de Newman-Keuls).
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Esses resultados indicam que os animais do grupo 6-OHDA+veiculo
apresentaram um tempo de imobilidade maior quando comparado com o grupo
SHAM+veiculo (p< 0,001, ANOVA de duas vias seguido de teste post hoc de
Newmann Keuls). E quando os animais do grupo 6-OHDA foram tratados com
sinvastatina e pravastatina na dose de 10 mg/kg houve uma redug¢ao no tempo de
imobilidade, quando comparados aos animais do grupo 6- OHDA+veiculo, conforme
pode ser observado na figura acima.

Quanto ao tempo de natacdo, também foram encontradas diferencas
significativas no pré-tratamento e tratamento. Os animais do grupo 6-OHDA+veiculo
apresentaram uma redugao no tempo de natagdo quando comparados com o grupo
SHAM+veiculo (p< 0,001, ANOVA de duas vias seguido de teste post hoc de
Newmann Keuls). Esta redugéo foi revertida com o tratamento com sinvastatina e

pravastatina na dose de 10 mg/kg, conforme demonstrado na FIGURA 12.
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FIGURA 12: Avaliagdo do tempo de natagdo dos grupos SHAM e 6-OHDA tratados com veiculo,
sinvastatina e pravastatina na dose de 10 mg/kg, 14 dias apos cirurgia bilateral, *** p<0,001
comparado com o grupo SHAM+veiculo, ### p<0,001 comparado com o grupo 6-OHDA+veiculo,
(ANOVA de duas vias, seguido de teste post hoc de Newman-Keuls).
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Em relacdo ao tempo de escalada ndo foram observadas diferencas
significativas entre nenhum dos fatores analisados (pré-tratamento, tratamento e na

interacao entre eles), conforme pode ser visto na FIGURA 13.

FIGURA 13: Avaliacdo do tempo de escalada dos grupos SHAM e 6-OHDA tratados com veiculo,
sinvastatina e pravastatina na dose de 10 mg/kg, 14 dias apds cirurgia bilateral. Ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos p>0,05 (ANOVA de duas vias).
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4.4CAMPO ABERTO

No teste do campo aberto, foram avaliados os numeros de quadrantes cruzados
pelo animal, numero de levantadas, numero de auto-limpezas e numero de bolos
fecais, sendo os resultados destas duas Uultimas observacbes nao foram
apresentados.

De acordo com a FIGURA 14, em relagdo ao numero de quadrantes
cruzados, nado foram observadas diferengcas estatisticas significativas no pré-
tratamento [F(2,51)=0,18; p<0,83], no tratamento [F(1,51)=0,86; p<0,35], € nem na

interagcéo entre os fatores pré-tratamento e tratamento [F(2,51)=2,08; p<0,13].

FIGURA 14: Niumero de quadrantes cruzados dos grupos SHAM e 6-OHDA tratados com veiculo,
sinvastatina e pravastatina na dose de 10 mg/kg, 21 dias apds cirurgia bilateral. Ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos p>0,05 (ANOVA de duas vias).
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Resultados semelhantes ao numero de quadrantes cruzados foram obtidos
através da andlise do numero de levantadas, no fator pré-tratamento [F(2,51)=0,11;
p<0,89], no tratamento [F(1,51)=1,05; p<0,31], e na interagdo entre os fatores
[F(2,51)=0,34; p<0,71], ndo sendo observada diferenga significativa entre os grupos,

conforme representado na FIGURA 15.
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FIGURA 15: Numero de levantadas dos grupos SHAM e 6-OHDA tratados com veiculo, sinvastatina e
pravastatina na dose de 10 mg/kg, 21 dias apds cirurgia bilateral. Nao houve diferenga estatistica
entre os grupos p>0,05 (ANOVA de uma via).
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Os parametros auto-limpeza e numero de bolos fecais também foram avaliados,

porém nao foram observadas diferengas estatisticas entre os grupos.

4.5 COMPORTAMENTO ROTATORIO INDUZIDO PELA APORMOFINA

Pela analise do comportamento rotatério, os animais dos grupos 6-
OHDA+sinvastatina e 6-OHDA+pravastatina apresentaram um numero de rotagdes
contralaterais menor do que os animais do grupo 6-OHDA+veiculo.

De acordo com o fator pré-tratamento houve diferenca significativa entre o
tratamento com as estatinas e veiculo [F(2,50)=7,38; p<0,001]. Com relagao ao fator
tratamento (6-OHDA ou salina) também foram encontradas diferengas significativas
[F(1,50)=27,08; p<0,001]. E na associacdo entre esses fatores também houve
diferenga estatisticamente significante [F(2,50)=8,05; p<0,001], no sétimo dia apds a
cirurgia.

Na FIGURA 16 estdo representados os dados do comportamento rotatério

contralateral dos animais no sétimo dia apds a cirurgia.
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FIGURA 16: Numero de rotagbes contralaterais no 7° dia apds cirurgia unilateral induzidas pela
apomorfina (1 mg/kg, s.c.) nos grupos SHAM e 6-OHDA tratados com veiculo, sinvastatina e
pravastatina na dose de 10 mg/kg. *** p<0,001 comparado com o grupo SHAM+veiculo, ### p<0,001
comparado com o grupo 6-OHDA+veiculo (ANOVA de duas vias, seguido de teste post-hoc de
Newman Keuls).
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Os resultados para o comportamento rotatério do 14° dia apds a cirurgia
foram bem semelhantes aos do 7° dia. A FIGURA 17 representa os resultados do
comportamento rotatério dos grupos do 14° depois da cirurgia.

Foram observadas diferengas significativas nos fatores pré-tratamento
[F(2,50)=5,74; p<0,001], tratamento [F(1,50)=25,04; p<0,001], e na interagcdo entre

esses fatores [F(2,50)=6,18; p<0,001], no décimo quarto dia apds a cirurgia.
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FIGURA 17: Namero de rotagbes contralaterais no 14° dia apds cirurgia unilateral induzidas pela
apomorfina (1 mg/kg, s.c.) nos grupos SHAM e 6-OHDA tratados com veiculo, sinvastatina e
pravastatina na dose de 10 mg/kg. *** p<0,001 comparado com o grupo SHAM+veiculo, ### p<0,001
comparado com o grupo 6-OHDA+veiculo (ANOVA de duas vias, seguido de teste post-hoc de

Newman Keuls).
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As rotagdes ipsilaterais também foram avaliadas, tanto no 7° como no 14° dia

ap6s a cirurgia, porém nao foram observadas diferengas significativas entre os

grupos e entre os fatores avaliados (TABELA 3).

TABELA 3: Numero de rotagdes ipsilaterais

GRUPO MEDIA + EPM MEDIA + EPM
7° DIA 14° DIA
SHAM+VEICULO 6,1+15 3,1+1,3
SHAM+SINVASTATINA 3,6+1,2 56+19
SHAM+PRAVASTATINA 6,124 47+21
6-OHDA+VEICULO 7,331 0,4+0,2
6-OHDA+SINVASTATINA 6,1+21 35+14

6-OHDA+PRAVASTATINA

6,7+2,0

3,117
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4.6 IMUNODETECGCAO DE PROTEINAS (WESTERN BLOT)

No teste do Western Blot foi quantificado a Tirosina Hidroxilase (TH) no
estriado dos animais com lesdo bilateral. A FIGURA 18 expressa uma imagem

representativa do Western Blot para TH em cada um dos grupos.

FIGURA 18: Imagem representativa do Western Blot demonstrando a expressdo de TH em cada
grupo.

Sham Sham Sham 6-OHDA 6-OHDA 6-OHDA

Veiculo Pra Sin Veiculo Sin Pra
Tirosina Hidroxilase — L — S S 60 kDa
B-actina —p- F A S S e e 1S KDa

Como o N utilizado para as analises iniciais do Western Blot foi pequeno
(N=4) ainda nao foram observadas diferencas significativas entre os grupos quanto a
concentracédo de TH.

Ainda se faz necessario o aumento do numero amostral para que se tenha um
resultado mais confiavel e para que seja possivel observar as diferengas entre os

grupos.

TABELA 4: Imunodeteccéo de proteinas (Western Blot) grupos SHAM e 6-OHDA

GRUPO MEDIA + EPM
SHAM+VEICULO 99,9 + 19,7
SHAM+SINVASTATINA 98,7+9,8
SHAM+PRAVASTATINA 123,8 + 8,1
6-OHDA+VEICULO 146,6 + 39,4
6-OHDA+SINVASTATINA 148,0 + 26,3
6-OHDA+PRAVASTATINA 123,4 +12,2

4.7 DOSAGEM DE COLESTEROL TOTAL, TRIGLICERIDEOS, LDL, HDL

Nao foram encontradas diferencas significativas entre nenhum dos grupos
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para nenhum dos parametros avaliados, conforme pode ser observado nas tabelas

abaixo.

TABELA 5: Colesterol total

GRUPO MEDIA + EPM
SHAM+VEICULO 132,6 +7,8
SHAM+SINVASTATINA 139,11+ 5,5
SHAM+PRAVASTATINA 132,9+57
6-OHDA+VEICULO 131,077
6-OHDA+SINVASTATINA 1242 + 6,6
6-OHDA+PRAVASTATINA 136,1+5,9
TABELA 6: Triglicerideos
GRUPO MEDIA + EPM
SHAM+VEICULO 113,5+ 6,3
SHAM+SINVASTATINA 109,3 + 6,9
SHAM+PRAVASTATINA 101,4+7,3
6-OHDA+VEICULO 145,7 + 15,2
6-OHDA+SINVASTATINA 112,1 £ 12,3
6-OHDA+PRAVASTATINA 116,4 + 11,0
TABELA 7: HDL
GRUPO MEDIA + EPM
SHAM+VEICULO 51,6 £ 3,5
SHAM+SINVASTATINA 457 +3,3
SHAM+PRAVASTATINA 47,4 +33
6-OHDA+VEICULO 55,4+ 2,8
6-OHDA+SINVASTATINA 482 +57
6-OHDA+PRAVASTATINA 50,5 + 3,2




TABELA 8: LDL

S57

GRUPO MEDIA + EPM
SHAM+VEICULO 58,3+ 7,6
SHAM+SINVASTATINA 71,3 5,6
SHAM+PRAVASTATINA 64,9 + 54
6-OHDA+VEICULO 46,9+55
6-OHDA+SINVASTATINA 534+75
6-OHDA+PRAVASTATINA 61,9+7,6
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5 DISCUSSAO

Estudos tém demonstrado que as estatinas podem melhorar tanto os sintomas
motores como os sintomas n&o-motores da DP, bem como atenuar a incidéncia e
controlar a progresséo da doenca (WANG et al., 2011).

Os dados desse trabalho corroboram com o que ja foi evidenciado nessas
pesquisas. Existem inumeros trabalhos investigando o potencial neuroprotetor das
estatinas em diferentes regibes do SNC, e seu potencial anti-inflamatério ja foi
observado em diversos modelos de doengas neurolégicas (YAN et al., 2011), e
estudos de Kumar et al. (2012) demonstraram que a neuroinflamacéo e a infiltragao
de células inflamatdrias no SNC s&o inibidas pela acao dos inibidores da HMG-CoA
redutase.

Devido aos diversos mecanismos neuroprotetores das estatinas, elas tém sido
usadas no manejo de diversas doengas neurodegenerativas, como o AVE, a doenga
de Alzheimer.

Os mecanismos mais aceitos envolvidos no potencial neuroprotetor desses
farmacos envolvem além da reducdo dos niveis de colesterol, a supressao da
molécula-1 (ICAM-1) de adesao intracelular, redu¢do da produgéo de -amildide e
dos niveis séricos de apolipoproteina E, efeitos anti-trombdticos, resposta anti-
inflamatdria, modificacdo dos receptores relacionados a cogni¢cdo e o aumento dos
niveis de eNOS com melhora da perfusao cerebral (PAHAN et al., 1997, SELLEY et
al., 2005, HERNANDES-ROMERO et al., 2008, KUMAR et al., 2012, PREDIGER et
al., 2013).

E cada vez maior o nimero de evidéncias clinicas e de pesquisa com animais
dos beneficios dos inibidores da HMG-CoA redutase no tratamento da depresséao
(LUDKA et al., 2012) e da deméncia (JICK et al., 2000, WOLOZIN et al., 2007),
porém O mecanismo exato como isso acontece ainda nao foi esclarecido
(PREDIGER et al., 2013).

Os resultados obtidos neste trabalho estdo em concordancia com outros estudos
que avaliaram o efeito das estatinas no comportamento cognitivo, no comportamento
tipo depressivo (GOSH et al., 2009, YAN et al.,, 2011, PREDIGER et al., 2013) e
também no comportamento motor (GOSH et al., 2009, YAN et al., 2011, KUMAR et
al., 2012)

Pela administragdo bilateral de 6-OHDA no FPM dos animais foi possivel
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observar o surgimento de alguns sintomas cognitivos (quadro tipo depressivo e
prejuizo da memoria procedural de curta duragéo). Esses tipos de sintomas podem
aparecer antes do aparecimento dos sintomas motores da DP.

As vias dopaminérgicas sao responsaveis por inervar diferentes regides do
cérebro que sio responsaveis pela memodria e o aprendizado, como o hipocampo,
estriado e o cortex pré-frontal (SEAMANS et al., 1998). Neste estudo para avaliar a
memoria de curta-duracdo dos ratos foi utilizado o teste do reconhecimento social,
em que € possivel observar prejuizos na memoria desses animais.

A redugcdo de noradrenalina, serotonina e dopamina estdo associadas aos
prejuizos na memoria, e o bulbo olfatério de ratos e humanos apresenta grande
quantidade de neurbnios dopaminérgicos, o que auxilia na distingdo e
reconhecimento de odores (STEBBINS et al., 1999, DAVILA et al., 2003). Portanto,
pela reducdo da atividade de dopamina no estriado e em outras regides cerebrais
que auxiliam no processo de memoria e aprendizado, pode acontecer prejuizo na
memoria de curta duragao.

O teste do reconhecimento social foi utilizado para avaliar a memaria social dos
ratos. Trata-se de um teste que pode ser utilizado para evidenciar possiveis
prejuizos na memoria olfativa de curta duracdo. Inumeros estudos relatam a
influéncia da redugéo de neurotransmissores (noradrenalina, serotonina e dopamina)
no prejuizo de memoarias.

Neste trabalho como medida de avaliagdo do teste do reconhecimento social
optou-se por utilizar o valor de RID, que € uma relagdo entre a segunda e a primeira
exposicao. Observou-se que os animais do grupo 6-OHDA+veiculo apresentarem
um maior valor para RID do que os animais do grupo SHAM+veiculo. Por esse
resultado & possivel afirmar que houve um prejuizo na memoaria de curta duragao
desses animais, causado pela lesdo dos neurbnios dopaminérgicos da via
nigroestriatal.

Outra diferenga significativa encontrada foi entre os tempos da segunda
exploragdo dos animais 6-OHDA+veiculo, 6-OHDA+sinvastatina e 6-
OHDA+pravastatina. O RID para os animais 6-OHDA tratados com estatinas foi
consideravelmente inferior ao RID dos animais 6-OHDA+veiculo. Isto indica que os
animais tratados com as estatinas se lembravam do rato jovem na segunda
exposigao e, por isso, passavam menos tempo investigando-o.

Pelos resultados desse teste, estima-se que o pré-tratamento com as
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estatinas € capaz de promover um menor prejuizo de memoria olfativa de curta
duragdo no modelo animal de DP. E este efeito pode ter relagdo com o possivel
potencial neuroprotetor das estatinas.

Ja é descrito na literatura por Tadaiesky et al. (2008) e Santiago et al. (2010)
que a administracao bilateral de 6-OHDA ¢é capaz de promover um comportamento
tipo depressivo nos animais. E para avaliar os sintomas tipo depressivo foram
aplicados os testes de preferéncia a sacarose e da natacao forgada.

O teste de preferéncia a sacarose tem sido amplamente utilizado como
modelo de anedonia nos animais. Por ele € possivel comparar o consumo de agua,
solucao de sacarose e o consumo total de liquidos desses animais.

Neste trabalho néo foi observado o comportamento de anedonia nos animais,
pois analisando os resultados do teste de preferéncia a sacarose nao foram
encontradas diferencas significativas entre o consumo de agua e sacarose. Este
comportamento de anedonia € esperado quando se trabalha com um
comportamento tipo depressivo.

Nao se pode afirmar que o comportamento tipo depressivo nao foi observado
nos animais desse estudo, pois o teste da natagao forcada € um teste de desespero
comportamental, caracterizado por um aumento no tempo de imobilidade do animal
quando colocado na agua, indicando assim, um estado emocional negativo.

Nesse teste, os animais sado forcados a nadar em um espaco em que nao ha
possibilidade de fuga. Depois de um periodo de natagdo intensa (cujos
comportamentos mais comuns sao a tentativa de fuga, agitacao e inquietagéo), os
animais tendem a ficar iméveis, flutuando na agua.

Para Steru e colaboradores (1985), e Papp e Willner (1991), essa imobilidade
€ decorrente de um estado “depressivo”, caracterizado pelo desespero e
incapacidade de se adaptar ao estresse, quadro esse muito semelhante ao
transtorno depressivo em humanos.

Os resultados deste trabalho demonstram que o tempo de imobilidade foi
significativamente maior nos animais do grupo 6-OHDA+veiculo. Por esse dado é
possivel caracterizar um comportamento tipo depressivo no animal.

Ja os animais dos grupos 6-OHDA+sinvastatina e 6-OHDA+pravastatina
apresentaram uma reducdo no tempo do comportamento imével, ou seja,
mantiveram-se mais tempo em movimento (nadando, escalando). Analisando

resultado é possivel afirmar que houve uma provavel reducdo do estado tipo
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depressivo, quando comparado aos animais pré-tratados com veiculo.

Outro resultado importante a considerar é o resultado do tempo de natagao.
Os animais cujo comportamento tipo depressivo foi provavelmente revertido pela
agao dos inibidores da HMG-CoA redutase passaram um tempo significativamente
maior nadando do que os animais lesionados que receberam apenas veiculo.

E importante salientar também que o pré-tratamento com as estatinas néo
afetou o desempenho dos animais do grupo SHAM no teste da natagado forgada,
demonstrando assim, que o farmaco por si s6 ndo afeta o comportamento dos
animais.

O teste do campo aberto foi utilizado para avaliar o comportamento motor dos
animais. Nesse teste o numero de quadrantes cruzados, numero de levantadas,
numero de auto-limpezas e o numero de bolos fecais liberados pelos animais
durante os 5 minutos de permanéncia dentro da caixa sdo contados.

Esse teste também pode ser utilizado como forma de avaliar a ansiedade nos
animais. Os animais ansiosos tendem a permanecer parados, preferindo os cantos
da caixa, com menor numero de levantadas, maior numero de auto-limpezas e bolos
fecais (indicativos de ansiedade). No presente estudo, somente o comportamento
motor dos animais foi observado através desse teste.

A razado da realizacdo do teste do campo aberto nessa pesquisa foi para
demonstrar que o desempenho dos animais no teste da natacdo forcada néao foi
devido ao comprometimento motor causado pela administracdo da 6-OHDA. O
comprometimento motor causado pela administracido de 6-OHDA ¢é dose-
dependente (DIAZ et al., 2001).

Segundo os resultados encontrados, a concentracao de 6-OHDA administrada
bilateralmente nao foi o suficiente para causar déficits motores nos animais, pois nao
foram observadas diferengas significativas entre a ambulagdo e o numero de
levantadas dos animais no teste (isso pode ser observado através do numero de
quadrantes cruzados e numero de levantas do rato). Porém a concentragéo foi
suficiente para provocar os prejuizos cognitivos que acometem o individuo com DP
nas fases iniciais.

Um aspecto importante a ser considerado como a possivel causa dessa
reducdo do tempo de imobilidade e do valor de RID nos animais lesados e tratados
com as estatinas seria a agdo neuroprotetora desses farmacos, que agiram

reduzindo a morte de neurénios dopaminérgicos provocada pela 6-OHDA através
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dos diversos mecanismos pleiotrépicos dos inibidores da HMG-CoA redutase. Para
justificar se houve um efeito neuroprotetor nesse caso, é necessario a realizagdo de
analises pertinentes que comprovem o mecanismo neuroprotetor das estatinas.

Apesar do mecanismo incerto por tras das estatinas quando essas sao
associadas a melhoras no desempenho cognitivo, ha algumas hip6teses que podem
auxiliar na explicacdo desse fato. Embora o mecanismo ndo seja conhecido, de
acordo com estudos clinicos as estatinas estdo associadas com a reducido na
incidéncia de depressao e ansiedade (YOUNG-XU et al., 2003).

Acredita-se que o comportamento tipo depressivo esteja correlacionado com
alteracdes do nivel da DA no estriado (TADAIESKY et al.,, 2008, CASTRO et al.,
2012).

Os receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), pertencem a familia dos
receptores ionotrépicos para glutamato, e estdo amplamente expressos no cortex
cerebral, hipocampo, nucleo accumbens e estriado (JANSSEN et al., 2005; BECKER
et al., 2009; WANG et al., 2010). E alteragbes na populacédo dos receptores NMDA
no cérebro estao associados com importantes fungdes cerebrais, incluindo apoptose
neuronal (YU et al, 1999), atencdo e movimento (BIl, 2002) e ansiedade e depresséo
(JOHNSON et al., 2006; YAN et al., 2011).

Existe uma interagcdo entre os receptores NMDA e o sistema dopaminérgico
(de BARTOLOMEIS et al., 2005). Alteragdes no sistema dopaminérgico do cérebro
podem levar a alteragcbes nos receptores glutamatérgicos NMDA e vice-versa
(HALLET et al., 2006). Em trabalhos de Fiorentini et al. (2006), foi observado uma
intensa diminuicdo na expressao de receptores D1/NMDA no estriado apds lesao
com 6-OHDA.

E bem documentado ja na literatura que os receptores NMDA no cérebro
estdo relacionados com os disturbios de ansiedade. O efeito ansiolitico e no
comportamento tipo depressivo atribuido as estatinas pode ser correlacionado a
elevacdo do numero de receptores NMDA mediado pelas estatinas em diversas
regides do cérebro, como a amigdala, o estriado, o cértex cingulado, o hipocampo e
o nucleo accumbens (WANG et al., 2009, YAN et al., 2011). No trabalho de Yan e
colaboradores, eles demonstraram que a administragcao de 6-OHDA no FPM reduz a
expressao de receptores NMDA.

Sabe-se que as estatinas sao capazes de reverter o declinio da expressao de

receptores NMDA no hipocampo e na amigdala, e isto pode estar associado a sua
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capacidade de reduzir os sintomas tipo depressivo e o comportamento ansioso dos
animais.

Os inibidores da HMG-CoA redutase podem melhorar os déficits cognitivos na
DP através da modulagao de varios receptores no cérebro (WANG et al., 2009).

Num estudo de Prediger e colabodores (2013), eles utilizaram uma estatina
durante 7 dias para tentar reverter os prejuizos cognitivos dos animais lesados pelo
MPTP. Quando o estriado e o hipocampo desses animais foram analisados,
percebeu-se um aumento nos niveis de NGF (fator neurotréfico).

A administracdo exogena de NGF aumenta os niveis de enzimas
antioxidantes e previne as células da apoptose pela indu¢do de vias de sinalizagao
de genes antiapoptoticos apds a exposigao a 6-OHDA ou ao MPTP (PREDIGER et
al., 2013).

Portanto, acredita-se que o efeito neuroprotetor das estatinas sobre o
comportamento dos animais, se deve em parte, pelo aumento dos niveis de NGF
(PREDIGER et al., 2013).

Os testes de reconhecimento social e de natacédo forgcada foram realizados
em dias diferentes apds a cirurgia, e durante o teste de reconhecimento social os
animais estavam em fase de tratamento com as estatinas e enquanto que no teste
de natagdo forgada o tratamento ja havia terminado, essa observacao reforga a
proposta da atividade neuroprotetora das estatinas.

Para fundamentar os resultados encontrados nos testes comportamentais, foi
realizada a imunodetec¢ao de proteinas, através da técnica do Western Blot, para
avaliar a expressao da enzima Tirosina Hidroxilase (TH) nos estriados dos animais
com lesao bilateral pela 6-OHDA no feixe prosencefalico medial. A TH é uma enzima
fundamental na sintese de catecolaminas (como a dopamina), e por isso é utilizada
como um marcador de neurénios dopaminérgicos.

O modelo de inje¢cao bilateral da 6-OHDA no cérebro do animal é
extremamente utilizado para mimetizar o que ocorre no cérebro humano com
doenca de Parkinson, pois a doenga acomete ambos os lados do cérebro, causando
a morte neuronal. Varios estudos ja demonstraram que a administracédo de 6-OHDA
no cérebro de animais leva a morte neuronal e consequente redugcdo da expressao
da TH em estriado e substancia negra, gerando sintomas semelhantes aos sintomas
que acometem humanos, como os classicos sintomas motores (VAN OOSTEN &
COOLS, 1999; ILUJIC, et al., 2011).
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Analisando os resultados da imunodeteccéo de proteinas observa-se que néo
foram observadas diferengas significativas entre os grupos analisados, e essa
observacgao pode ser devido a intensidade da lesdo causada pela 6-OHDA. Neste
caso, ela pode ndo ter sido suficiente ou muito pequena para causar uma
degeneragdo neuronal observavel no Western Blot, e por isso os resultados
encontrados.

Na imagem representativa se observa uma leve tendéncia a diminuicdo da
expressdo de TH nos animais lesionados com a 6-OHDA e que nao receberam
tratamento, o que poderia justificar o surgimento dos déficits comportamentais
observados nesses animais. Tal tendéncia ndo é observada nos animais lesionados
com a neurotoxina e tratados com as estatinas, sugerindo que estes farmacos
podem estar envolvidos com a diminuigcdo da morte neuronal, e consequentemente a
inibicdo dos déficits comportamentais.

Esses resultados precisam ainda ser mais estudados, aumentando o N para
quantificacdo da TH, bem como quantificar os mediadores inflamatérios e as
especies reativas de oxigénio, que estdo envolvidos no processo de
neurodegeneracdo. A dosagem de dopamina e seus metabdlitos no estriado é outra
opcao para demonstrar a possivel neuroprotecdo, bem como a avaliacdo dos
transportadores de glutamato na tentativa de explicar a associacdo entre as vias
dopaminérgicas e glutamatérgicas na melhoria dos sintomas cognitivos. Outra opgao
ainda, € comparar com os resultados da imunodetecg¢ao de proteinas para as lesdes
unilaterais para observacao da intensidade da lesdo nesse experimento.

Quanto aos resultados da lesao unilateral, a 6-OHDA injetada unilateralmente
constitui um modelo de hemiparkinsonismo, caracterizado por um comportamento
motor assimétrico apds a administragdo de drogas dopaminérgicas, devido a um
desequilibrio entre o lado lesado e o ndo-lesado, sendo que o lado ndo-lesado atua
como controle interno (BETARBET et al., 2002).

O modelo do comportamento rotatério de roedores, produzido pela lesao
unilateral da via nigroestriatal, € uma ferramenta muito utilizada para testar drogas
agonistas e antagonistas dopaminérgicas e ainda para estudos de problemas
motores que mimetizam os sintomas da DP (GERLACH e RIEDERER, 1996).

No modelo animal de DP utilizando a 6-OHDA administrada unilateralmente
no FPM, quando os animais sdo desafiados com um agonista dopaminérgico D1/D2

(como a apomorfina) tendem a apresentar um comportamento rotatério contralateral
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ao lado da lesdo. Esse tipo de comportamento pode ser associado ao nivel da lesédo
na via nigroestriatal (SCHWARTING e HOUSTON, 1996).

A apomorfina atua sobre os receptores dopaminérgicos D1 e D2 e em doses
menores atua sobre 0 auto-receptor pré-sinaptico inibindo a liberacdo de DA
(DELEU et al., 2002). A apomorfina induz rotacdes contralaterais ao lado lesado,
devido a estimulacdo dos receptores D2, supersensibilizados apés a desnervagéo
no estriado (FERRO, 2007).

Os resultados deste trabalho demonstram que a administracéo unilateral de 6-
OHDA no FPM de ratos produz um comportamento rotatorio contralateral ao lado
lesado do animal, apés o desafio com apomorfina, evidenciando a morte dos
neurbnios dopaminérgicos. Resultado esse, condizente com o ja discutido
anteriormente por diversos autores.

Esse comportamento rotatério pode ser explicado pela hiperexpressdo dos
receptores dopaminérgicos na porcdo lesada do estriado, ou seja, as drogas
agonistas como a apomorfina tem seu efeito potencializado pela hiperexpressao dos
receptores (GERLACH e RIEDERER, 1996, SCHWARTING e HOUSTON, 1996).
Essa supersensibilidade pds-sinaptica apenas ocorre quando quase todos os
neurbnios dopaminérgicos na substéncia negra sao eliminados (FERRO et al.,
2007).

O tratamento prévio com as estatinas foi capaz de prevenir esse
comportamento rotatério, provavelmente pela reducdo da morte desses neurdnios
provocada pela 6-OHDA.

A causa do comportamento rotatorio parece estar relacionada ao desequilibrio
entre as sinapses dopaminérgicas nigroestriatais entre os lados direito e esquerdo
do cérebro. Esse desbalanco prejudica os impulsos para iniciar 0s movimentos
promovidos pela conexdo estriado-talamo-cértex motor, os quais sdo modulados
pela via nigroestriatal (SCHWARTING e HUSTON, 1996, NICOLA et al., 2000).

Os resultados apresentados nesse trabalho apontam para um grande numero
de rotacbes contralaterais dos animais do grupo 6-OHDA+veiculo quando
comparado com as rotagdes contralaterais dos animais do grupo SHAM+veiculo.

Baseado nesse resultado é possivel afirmar que a lesdo provocada pela
infusdo da 6-OHDA foi significativa, pois quanto maior a lesdo, maior € o numero de
rotacdes esperado.

Comparando entédo os grupos de animais lesados e tratados com as estatinas
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com o0s animais lesados e que nao receberam tratamento, o numero de rotagdes
contralaterais desses primeiros grupos foi significativamente menor do que dos
animais do grupo que recebeu apenas veiculo.

Além disso, analisando os resultados dos animais do grupo SHAM tratados
com as estatinas ndo foi observado um numero de rotagbes contralaterais
significativo, o que sugere que os inibidores da HMG-CoA redutase sozinho n&o
interfere no comportamento rotatério desses animais.

Os resultados desse trabalho estdo em concordancia com os resultados
apresentados por Wang e colaboradores (2005), onde foi observado que o
tratamento crénico com sinvastatina € capaz de restaurar o downregulation da
expressao de receptores D1/D2 no cérebro de ratos apds a administracdo de 6-
OHDA no FPM.

Umas das hipéteses apontadas como sendo o motivo das estatinas
conseguirem reverter ou diminuir o comportamento rotatério € através da modulagéo
de receptores D1/D2 e da expressao de eNOS nos cérebros dos ratos.

Além dessa, Kumar et al. (2012), coloca como provavel mecanismo
neuroprotetor das estatinas sobre o comportamento motor dos animais a reducéo do
dano oxidativo (pela diminui¢do da peroxidacgao lipidica, diminui¢do da concentragao
de nitrito e da diminuigdo da atividade da glutationa peroxidase), e a preservagao da
atividade das enzimas do complexo mitocondrial (evitando redugao das atividades
do complexo | e Ill). Ainda, as estatinas através da sua atividade anti-inflamatéria
impede a elevacéo dos niveis de IL-6 e de TNF-a.

A administracdo oral de sinvastatina reduz de maneira dose-dependente a
deplecdo de DA e de seus metabdlitos (acido 3,4-dihidroxifenil acético e do acido
homovalinico (HVA)), e ainda previne a formagao de 3-nitrotirosina no estriado de
ratos (SELLEY et al., 2005).

As estatinas possuem efeitos protetores sobre a cadeia respiratéria da
mitocondria (KALONIA et al., 2011, KUMAR et al, 2012). Em estudos do grupo de
Kumar (2012), o tratamento crénico com as estatinas reduziu significativamente as
disfungdes mitocondriais induzidas pela 6-OHDA.

Porém a acdo das estatinas sobre a cadeia respiratéria da mitocdndria pode
ser ainda devido ao seu potencial antioxidante, agindo de maneira citoprotetora e
atenuando a disfungao mitocondrial (WANG et al., 2011, KUMAR et al., 2012).

Zacco e colaboradores (2003) estabeleceram um ranking da capacidade
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neuroprotetora de diferentes estatinas. Esse mesmo ranking vale para o potencial de
inibicdo da enzima HMG-CoA redutase (QUADRO 1).

QUADRO 1: Ranking do potencial neuroprotetor das estatinas

ROSUVASTATINA = SINVASTATINA > ATORVASTATINA = MEVASTATINA > PRAVASTATINA

FONTE: ZACCO et al., 2003.

As duas estatinas utilizadas neste estudo possuem capacidade
neuroprotetora, apesar de no ranking a pravastatina apresentar a menor atividade.
Ambas foram descritas como sendo capazes de prevenir a ativacao de células de
glia, de iINOS, da transcrip¢do do fatos NF-kB e de p21™° (GOSH et al., 2009,
KUMAR et al., 2012).

Inicialmente esperava-se encontrar resultados diferentes entre a sinvastatina
e a pravastatina, devido a suas caracteristicas de lipossolubilidade. Mas analisando
trabalhos na literatura e os resultados desse estudo, nenhuma diferenca
significativamente relevante foi encontrado.

Acredita-se que o efeito das estatinas seja entéo tanto a nivel de SNC quanto
sobre mecanismos anti-oxidantes, anti-inflamatérios e imunomoduladores no
sistema periférico, e estes mecanismos periféricos, de acordo com os resultados
encontrados nas dosagens de colesterol total, triglicerideos, HDL e LDL n&o estao
relacionados ao seus niveis plasmaticos, uma vez que nao foram encontradas
diferengas na concentragao desses indices entre os grupos.

Ou seja, o efeito das estatinas sob a neurodegeneragdo na doenca de
Parkinson € outro, ndo sendo restrito a sua capacidade de reduzir as taxas de
lipideos no sangue.

O que também pode justificar a agdo neuroprotetora da pravastatina € a
capacidade de algumas neurotoxinas, como a 6-OHDA e o MPTP alterarem a
permeabilidade da BHE (GOSH et al., 2009), e assim esse farmaco penetra e age
sobre o SNC.

A FIGURA 19 representa um diagrama com o0s provaveis mecanismos

neuroprotetores das estatinas na DP.
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FIGURA 19: Diagrama representando os possiveis mecanismos neuroprotetores das estatinas.
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FONTE: WANG et al., 2011.

A capacidade de neuroprotegdo esta associada com a resposta anti-
inflamatoria produzida pelas estatinas, incluindo ainda também a diminuicdo da
producao de TNF-a, NO e superoxido, seus efeitos anti-oxidantes e a capacidade de
melhorar a disfungdo mitocondrial causada pelas neurotoxinas.

Ainda ha muito a ser estudado e esclarecido sobre o mecanismo
neuroprotetor dos inibidores da HMG-CoA redutase. Mas os dados encontrados
nesse trabalho sugerem que as estatinas possuem uma capacidade de
reverter/impedir o surgimento de déficits cognitivos pela morte neuronal bem como
de reduzir as complicagdes motoras associadas a doenga de Parkinson, o que

confere a elas um potencial neuroprotetor.
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6 CONCLUSAO

Baseando-se nos resultados disponiveis, € possivel sugerir que o tratamento
com a 6-OHDA foi capaz de reproduzir os prejuizos cognitivos e o déficit motor da
DP descritos em trabalhos anteriores. E que o tratamento com as estatinas foi
responsavel por reverter/impedir boa parte do prejuizo de memdéria/aprendizado, do
comportamento tipo depressivo e do déficit motor (rotagbes contralaterais) dos
animais. Esses resultados podem estar relacionados com a capacidade
neuroprotetora desses farmacos, observada pela melhoria nos quadros
comportamentais e ao que tudo indica pela manutengao dos niveis da enzima TH
nos animais tratados com sinvastatina e pravastatina. Ainda com esses resultados
fica claro que o efeito das estatinas sobre a DP nao acontece apenas sobre o SNC,
pois devido a resultados comportamentais relevantes pelo tratamento com as duas
estatinas (e pelo fato de possuirem caracteristicas de permeabilidade a BHE
diferentes), ha indicios de que esse efeito acontece também a nivel periférico no

organismo.
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