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RESUMO

A doenga de Alzheimer (DA) é a causa mais comum de deméncia que afeta individuos a
partir dos 65 anos. No Brasil, estima-se que em 2025 atinja 1 milhdo e 200 mil pessoas. A DA
¢ caracterizada pelo comprometimento cognitivo, incluindo a perda da memoria, deposicao de
placas senis e emaranhados neurofibrilares intracelulares. Atribui-se essas alteragdes, em
parte, a uma deficiéncia na sinalizacdo da insulina e consequente resisténcia. A
estreptozotocina (STZ) ¢ utilizada na indu¢do de Diabetes mellitus ¢ sua administracio
intracerebroventricular (ICV) sugere relagdo com DA. O presente estudo objetivou padronizar
o modelo de deméncia de Alzheimer esporadica induzida pela inje¢@o intracerebroventricular
de estreptozotocina e avaliar o seu efeito na memoria de camundongos. Foram utilizados
camundongos Swiss machos divididos em dois grupos: Veiculo, injetado com fluido cérebro-
espinhal (CSF); e Deméncia esporadica, injetado com STZ. Os animais foram anestesiados
com xilazina 10 mg/kg e ketamina 90 mg/kg para a realizacdo da cirurgia estereotaxica nos
dias 1 e 3, seguindo as coordenadas: 1,5 mm (ML); £ 3,6 mm (DV); £ 0,9 mm (AP). A STZ,
na dose de 3 mg/kg por dia, totalizando 6 mg/kg nos dois dias, foi injetada, em cada ponto, o
total de 10 pl nos dois dias; e o CSF foi injetado totalizando 10 pl nos dois dias. Os testes
comportamentais foram realizados quinze dias ap6s a segunda administracdo de STZ, sendo
realizados dois esquemas de teste, grupo A e grupo B. No grupo A, foram avaliadas a
memoria de trabalho e a memoria episddica através do teste do labirinto em Y e o teste do
reconhecimento de objeto. No grupo B, foi avaliada a memoria espacial através do teste do
labirinto aquatico de Morris. Os animais STZ ndo apresentaram alteragdes na atividade
locomotora comparados ao grupo CSF. Os animais STZ apresentaram déficits quando
comparados aos animais CSF nas tarefas do Y-maze, reconhecimento de objetos e labirinto
aquatico. Os resultados demonstram que a estreptozotocina compromete a memoria de
trabalho, espacial e episodica, produzindo um bom modelo experimental para as alteracdes

cognitivas de DAE.

Palavras-chave: Doenga de Alzheimer. Estreptozotocina. Deméncia. Memoria.



ABSTRACT

Alzheimer’s disease (AD) is the most common cause of dementia affecting individuals 65
years of age. In Brazil, it is estimated that in 2025 reached 1 million 200 thousand people. AD
is characterized by cognitive impairment including memory loss, deposition of senile plaques
and intracellular neurofibrillary tangles. Attributed to these changes, in part, to a deficiency in
insulin signaling and consequent resistance. The streptozotocin (STZ) is used in the induction
of Diabetes Mellitus and its intracerebroventricular (ICV) administration suggests a
relationship with AD. This study aimed to standardize the sporadic Alzheimer's disease model
induced by intracerebroventricular injection of streptozotocin and evaluate the effect on mice
memory. Swiss male mice were divided into two groups; Vehicle, injected with cerebrospinal
fluid (CSF), and sporadic dementia, injected with STZ. The animals were anesthetized with
xylazine 10 mg / kg ketamine and 90 mg / kg for performing stereotaxic surgery on days 1
and 3 following coordinates: = 1.5 mm (ML); + 3.6 mm (DV); = 0.9 mm (AP). The STZ in a
dose of 3 mg / kg per day, totaling 6 mg / kg two days was injected at each point total of 10 L
two days and injected into the CSF was also 10pl total of two days. Behavioral tests were
performed 15 days after the second administration of STZ, and performed two test schemes,
group A and group B. In group A, was assessed working memory and episodic memory
through the maze test in Y and the Test object recognition. In group B, was assessed spatial
memory through the Morris water maze test. The STZ animals showed no changes in
locomotor activity compared to CSF group. The STZ animals showed deficits compared to
CSF animals in the Y-maze task, object recognition and water maze. The results demonstrate
that streptozotocin compromises the working memory and episodic space, producing a good

experimental model for cognitive EAD.

Key-words: Alzheimer’s disease. Streptozotocin. Dementia. Memory.
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1 INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia do Alzheimer

A doenga de Alzheimer (DA), descrita em 1907 por Alios Alzheimer, ¢ uma
doenca neurodegenerativa progressiva e ¢ a causa mais comum de sindrome demencial, sendo
responsavel por aproximadamente 60-70% de todos os casos de deméncia. Sua prevaléncia
aumenta com a idade: cerca de 1% no grupo etario de 60- 64 anos e 24-33% naqueles com
idade superior a 85 anos. (GAMELLI et al., 2013).

O envelhecimento populacional vem ocorrendo no mundo todo. O Brasil, antes
considerado um pais jovem, hoje conta com um grande nimero de pessoas acima dos 60 anos
de idade, por isso, os idosos ja correspondem a cerca de 8,6% da populagdo brasileira.
(POTTER, 2015).

Dados epidemioldgicos mostram um crescimento mundial na incidéncia de
deméncia, particularmente do tipo Alzheimer, e especialmente nos chamados paises em
desenvolvimento. Ha uma estimativa de que haja 23,4 milhdes de pessoas com algum tipo de
deméncia no mundo, com um aumento em torno dos 4,6 milhdes ao ano. (FERRI et al., ANO
apud RODRIGUES, 2010).

E esperado que, & medida que ocorre um aumento da expectativa de vida dos
individuos, aumente também a ocorréncia de doengas associadas ao envelhecimento. Pode-se
dizer que, de uma maneira ou de outra, todos estdo ou estardo expostos as consequéncias da
deméncia em suas vidas. Previsdes apontam um crescimento astrondmico dos casos de
deméncia, especialmente DA, entre a populacdo acima de 60 anos em todo o mundo.
(LANGA et al., 2004).

Do ponto de vista da saude publica, as deméncias constituem um dos grandes
desafios atuais e futuros. Isso se deve a elevada frequéncia e a enorme repercussao economica
que provocam, transformando-se na terceira enfermidade de maior custo depois das doengas
cardiovasculares e do cancer. Estima-se que, no ano de 2005, mundialmente, foram gastos
diretamente US$ 210 bilhdes com cuidados aos pacientes com deméncia (WIMO, A;
JONSSON, L.; WINBLAD, B., 2007) e tem-se questionado se sera possivel tratar e cuidar do
crescente numero de pessoas com essa enfermidade. (LOVESTONE, 2002).
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1.2 Descricao da Doenca de Alzheimer

A apresentacdo mais comum da DA ¢ o déficit de memoria que envolve uma
dificuldade na aprendizagem e na evocacdo de informagdes recentemente aprendidas. Esse
sintoma evolui insidiosamente e progride lentamente ao longo do tempo. (GAMELLI et al.,
2013). Tal fato leva a doenca a ser um grave problema de saude publica e um enorme custo
para os governos.

A perda de memoria dificulta a aproximacdo das pessoas em suas relacdes
afetivas, sociais e familiares. (ROZENTHAL;ENGELHARDT; LAKS, 1995). Sem lembrar-
se de fatos, de Iugares e de pessoas, diz-se que ha menos da pessoa afetada a cada dia, a qual
fica impossibilitada de se relacionar, cuidar de si, planejar sua qualidade de vida, assim como
perde sua razdo, autonomia e coeréncia. (KAR et al., 2004).

A DA pode se apresentar de duas maneiras. A primeira ¢ a chamada Doenca de
Alzheimer Familiar — DAF, que ocorre geralmente antes dos 65 anos, sua progressdo ¢ mais
acelerada e ¢ caracterizada pela perda de memoria, mudangas comportamentais, déficits de
julgamento e de fluéncia verbal, tendo um grande impacto no ambiente familiar. (HEGER,
2014). A segunda ¢ a Doenga de Alzheimer Esporadica — DAE, que representa a maioria dos
casos e cujo maior fator de risco € o envelhecimento, que € o objetivo do presente estudo.

Dentre os principais fatores de risco correlacionados com a ocorréncia da DA,
estdo a idade e a predisposi¢do genética. Observa-se, entretanto, que a maioria dos casos de
DA sao esporadicos, ou seja, apenas 5% dos pacientes tém a Doenca de Alzheimer Familiar —
DAF, uma forma incomum que tende a ocorrer mais cedo. (ZHAGN; LI, 2014).

Foram também apontados como fatores associados a DA a ocorréncia de diabetes
mellitus, de hiperlipidemia ¢ ainda o uso de tabaco. Dentre os fatores preventivos, estdo a
dieta mediterranea, a atividade fisica, o desenvolvimento da escolaridade, a ingestdo de acido
folico e o consumo moderado de alcool. A existéncia de evidéncias para tais associagdes,
porém, ¢ baixa na literatura médica. (SCARMEAS et al., 2009; MARTHA et al., 2011).

A patologia da DA constitui um quadro complexo, envolvendo a combinacdo de
fatores genéticos, moleculares e ambientais. Estudos genéticos demonstram que mutag¢des nas
presenilinas 1 e 2 (PS1 e PS2) e na APP (Proteina Precursora Amiloide), localizadas nos
cromossomos 14, 1 e 21, respectivamente, estdo associadas a forma familiar da Doenca de
Alzheimer de inicio precoce (FAD — Familial Alzheimer’s Disease). (PUGLIELLI; TANZI;
KOVACS, 2003).
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Histopatologicamente, a doenga caracteriza-se por uma extensa perda neuronal,
com presenga das chamadas placas senis que sdo formadas pelo deposito extracelular do
peptidio beta-amioloide e por emaranhados neurofibrilares intracelulares (Figura 1),
resultantes da deposi¢do anormal de uma proteina associada aos microtubulos, a proteina tau,

hiperfosforilada ou poliubiquitinada. (SELKOE, 2001).

Figura 1 — Alteracdes morfologicas caracteristicas da DA. a) Placas senis constituidas por depdsitos
extracelulares do peptidio beta-amiloide. b) Emaranhados neurofibrilares constituidos por agregados
intracelulares pela forma hiperfosforilada da proteina tau.
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Fonte: HAASS; SELKOE (2007). (adaptada).

Associada a essas caracteristicas morfologicas em particular, ocorre uma série de
eventos que levam a disfun¢do neuronal, especialmente de neurdnios colinérgicos, em areas
relacionadas a cogni¢do e a formacdo de memorias, como o cortex pré-frontal e o hipocampo,
juntamente com suas regioes associadas, levando a uma atrofia nessas areas. (GENG; LUO,
2014).

Assim, cria-se um quadro de desequilibrio neuroquimico, caracterizado por sinais
de neurodegeneragdo, neuroinflamagdo, estresse oxidativo, aumento da sinalizagdo pro-
apoptotica, déficit colinérgico e disfun¢do mitocondrial, com o prejuizo da transmissao
sinaptica e do equilibrio entre diferentes neurotransmissores. (SELKOE, 2001;
EIKELENBOOM et al., 2006).

O diagnostico de DA ¢ baseado primariamente em caracteristicas clinicas
apontadas na anamnese e em um exame clinico detalhado, especialmente neurologico e

psiquiatrico. Exames laboratoriais e de neuroimagem devem ser utilizados no diagnostico
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diferencial entre a DA e outras deméncias. (FROTA et al., ANOapud GAMELLI et al.,
2013).

Dentre os tratamentos atuais da DA, estdo as intervencdes psicossociais (Terapia
Ocupacional, Fonoaudiologia, Fisioterapia e Psicologia) e as farmacoldgicas, as quais
utilizam os farmacos inibidores da enzima acetilcolinesterase (AchE), os anticolinesterasicos
— donepezil, rivastignina e galantamina, que aumentam a disponibilidade da acetilcolina na
fenda sindptica, e os farmacos antagonistas dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA —
memantina. Esses medicamentos s3o incapazes de bloquear a progressdo da doenca, mas
melhoram a qualidade de vida do paciente, existindo, assim, uma grande busca por novas
alternativas terapéuticas que possam ser capazes de atuarem diretamente no processo

neurodegenerativo da DA. (JAHNS et al., 2012; RITTER, 2012).

1.3 Fisiopatologia do Alzheimer

1.3.1 Cascata Amiloide

Durante as ultimas décadas, muitas hipoteses foram geradas para explicar a
fisiopatologia da DA. A Hipodtese da Cascata Amiloide considera como ponto chave, no
desenvolvimento da doenga, os efeitos neurotoxicos do beta-amiloide, pois o acumulo das
formas soluveis desse peptideo leva a toxicidade sinaptica e a neurotoxicidade, ocasionando a
quebra da homeostase do célcio, a inducdo de estresse oxidativo e a disfuncdo mitocondrial.
(XTAN-HUI et al.,2014).

Na Doenca de Alzheimer, a neurodegeneracdo, a partir da “hipotese da cascata
amiloide”, inicia-se com a clivagem proteolitica da proteina precursora amiloide (APP) e
resulta na producdo, agregacdo e deposi¢do da substancia beta-amiloide (Af), bem como na
consequente formagdo de placas senis. Em condi¢des normais, o beta-amiloide ¢ degradado
por enzimas (secretases) (Figura 2) e retirado do encéfalo através de um balango entre efluxo
e influxo, mediados pela proteina receptora de LDL (Lipoproteina de Baixa Densidade) e
receptores para produtos finais de glicosilagdo avancada. Na DA, um desbalango entre a
producdo e o clearence do beta-amiloide levam ao deposito de oligobmeros deste peptideo no
espaco extracelular, o que pode levar a um estresse oxidativo na célula. (GELLA; DURANY,

2009).
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Figura 2 — Secretases que clivam a substancia beta-amiloide.
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Outra caracteristica histologica de DA sdo os emaranhados neurofibrilares (NFT)
que sdo formados a partir da degeneracdo do citoesqueleto neuronal decorrente da
hiperfosforilagio da proteina tau. (GONZALEZ-DOMINGUEZ; GARCIA-BARRERA;
GOMEZ-ARIZA, 2014).

1.3.2 Estressse Oxidativo

O estresse oxidativo € caracterizado como um desbalango entre a producdo de
radicais livres e a capacidade da célula de se defender contra eles. (HALLIWELL, 2006b). A
mitocondria € a principal fonte de espécies reativas e de defesas antioxidantes nas células;
nessa organela, sdo gerados os anions superoxidono espago intermembrana pelo vazamento de
elétrons, que se combinam com o oxigénio molecular no complexo III da cadeia de transporte
de elétrons, em um processo que ¢ dependente do potencial de membrana e na matriz
mitocondrial, através de um local ndo definido do complexo I. (CADENAS; DAVIES, 2000;
HAN; WILLIAMS; CADENAS, 2001).
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O crescimento de relatos clinicos e experimentais mostra que o estresse oxidativo
pode desempenhar um papel importante na degeneracdo neuronal em doengas como a DA,
esclerose lateral amiotrofica, doenca de Parkinson e doenga de Huntington. (MOLLER, 2010;
ALIEV et al., 2013). O estresse oxidativo se manifesta na DA por meio da presenca de
proteinas oxidadas, de produtos de glicosilagdo avancada, da peroxidagdo lipidica e da
formacdo de espécies toxicas, tais como peroxidos, alcoois, aldeidos, carbonilas, cetonas e de
modifica¢des oxidativas no DNA nuclear e mitocondrial. (GELLA; DURANY, 2009).

O alto consumo de oxigénio ¢ o baixo nivel de antioxidantes no cérebro resultam
em uma suscetibilidade maior do tecido cerebral ao dano oxidativo. (HALLIWELL, 2006a).
Além disso, muitas evidéncias sugerem que as mitocondrias tenham um papel central em
doencas neurodegenerativas, em razdao de seu papel na regulacdo da morte celular.
(MICHAEL; LIN; FLINT, 2006).

Na mitocondria, o beta-amiloide reduz o potencial de membrana mitocondrial,
inibe a cadeia transportadora de elétrons, diminui a taxa respiratoria e induz a liberagdo de
espécies reativas, favorecendo a ocorréncia de apoptose (Figura 2). (ALIEV et al., 2013).

O aumento de espécies reativas de oxigénio na DA esta relacionado a oxidacao de
cadeias laterais de proteinas. Os grupos carbonilas sdo introduzidos nas proteinas pela
oxidagdo da hidroxila dos aminoacidos de cadeia lateral dentro de derivados de aldeidos e
cetonas, levando a carbonilag@o dessas proteinas.

Estudos recentes demonstraram um aumento na quebra do DNA em cérebros de
pacientes com DA. Essa descoberta pode ser explicada pelo aumento de espécies reativas de
oxigénio no cérebro, induzindo ao influxo de calcio via receptores de glutamato,
desencadeando uma toxicidade cerebral. Esse processo pode culminar com a morte celular.
(BUTTERFIELD et al., 2007).

Acredita-se que todos esses processos estejam interligados e que um desequilibrio
nessas fungdes possa estar envolvido na fisiopatologia de diversas doengas
neurodegenerativas. (VILA; RAMONET; PERIER, 2008). O estresse oxidativo foi implicado
na progressdo da DA, ocasionando a perda progressiva de populacdes de células neuronais
especificas e associando-se com a formagdo de agregados de proteina, contribuindo para

patogénese da doenca.

1.4. Metabolismo da glicose
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Varios estudos tém mostrado a importancia da glicose como principal nutriente do
cérebro, documentado seu metabolismo e controle, bem como mostrado que regides cerebrais
relacionadas com aprendizado e memoria, tais como hipocampo, amigdala e cortex pré-frontal
exibem aumento da utilizagdo de glicose, evidenciada por estudos que utilizam técnicas de
tomografia por emissdo de positrons. Além disso, esses estudos t€m indicado que a insulina
afeta varias fungdes cerebrais. (HOYER, 2003).

A relagdo entre doenga de Alzheimer esporadica ¢ o metabolismo da glicose
encefalico tem sido considerada em parte pelo fato de pacientes com diabetes mellitus (DM)
apresentarem comprometimento cognitivo, especialmente pacientes idosos com DM tipo 2,
cujo principal fator ¢ a resisténcia a insulina. (BIESSELS; KAPPELLE, 2005). Apesar da
insulina ser produzida em grande parte pelas células beta pancreaticas e atravessar a barreira
hematoencefalica, ela também pode ser produzida localmente, em algumas regides do cérebro
como hipocampo, cortex pré-frontal, cortex entorrinal e bulbo olfatério (HOYER, 2003).
Além disso, o receptor de insulina (IR) também ¢é encontrado em varias areas encefalicas
como bulbo olfatorio, hipotalamo, coértex cerebral e hipocampo. (HENNEBERG; HOYER,
1995).

A sinalizagdo da insulina ¢ mediada por duas vias de transdug¢@o: a via da quinase
fosfatidil-inositol 3 (PI3 quinase) e a via da proteina quinase ativada por mitégeno (MAP

quinase), que controlam a captagdo de glicose pelas células. (JOHNTSON et al., 2003).

1.5 Modelos de Doenca de Alzheimer em animais

Existem diversos modelos animais que visam a mimetizar algumas caracteristicas
neuroquimicas ¢ comportamentais apresentadas na DA do tipo esporadica através de algum
dos diversos caminhos que levam ao seu estabelecimento. Dentre esses modelos, tem-se 0s
classificados como ndo transgénicos, por ndo envolverem manipulagdo dos genes envolvidos
diretamente na DA, sendo eles a infusdo intracerebroventricular (ICV) direta do peptidio beta-
amiloide (LOPES et al., 2010), a destruicdo neurotdxica do nucleo basal e suas eferéncias
colinérgicas corticais (SWAROWSKY et al, 2008), oclusdo permanente e bilateral das
cardtidas comuns, causando uma hipoperfusdo cerebral cronica (VICENTE et al., 2007) e o

modelo por inje¢do intracerebroventricular (ICV) de estreptozotocina, nosso objeto de estudo.

1.5.1 Modelo de deméncia de Alzheimer induzida por injecio STZ
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A estreptozotocina (STZ) (Figura 2) ¢ uma droga de origem antibidtica utilizada
experimentalmente para induzir diabetes, principalmente em roedores. Para isso, ¢
administrada via sistémica e age no pancreas, destruindo permanentemente as células beta
pancredticas produtoras de insulina, originando assim um quadro de diabetes (BAYDAS et
al., 2003). No pancreas, na dose em que a STZ ¢ administrada (50 mg/kg), o mecanismo de
acdo consiste na captagdo de STZ pelas células beta através de transportadores de glicose

(GLUT) do tipo 2.

Figura 3 — Formula molecular da estreptozotocina.
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Quando administrada via intracerebroventricular (ICV), em dose bem menor que a
utilizada para inducdo da diabetes (1-3 mg/kg), a estreptozotocina (STZ) causa uma espécie
de dessensibilizagdo dos receptores de insulina (RI) e dos fatores de crescimento semelhantes
a insulina (IGF), ambos do tipo tirosina cinase, com consequentes alteragdes bioquimicas e
fisiopatologicas semelhantes as encontradas na deméncia do tipo Alzheimer. Por essa razdo,
tem sido amplamente aceita para produzir um modelo experimental para a DA. (HOYES et
al., ANO apud DE LA MONTE, 2009). Como a estreptozotocina nio atravessa a barreira
hematocefalica, ndo  ocorre  comprometimento  sist€émico  quando  injetada
intracerebroventricular.

Estudos indicam que a deficiéncia ou estado de resisténcia de insulina encefalica
sdo caracteristicas tanto do quadro tardio da doenga de Alzheimer do tipo esporadica, quanto
do proprio mecanismo patogénico da doenca, com o aumento do quadro de resisténcia

conforme a patologia progride. (BAYDAS et al., 2006).
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O mecanismo de deficiéncia no funcionamento do receptor de insulina (RI) esta
diretamente relacionado com a transducdo de sinal do RI. Resumidamente, quando a insulina
se liga ao seu receptor, tanto central como periférico, este recruta seu substrato (SRI) no sitio
de ancoramento, tornando-o fosforilado nos residuos de tirosina. Este, por sua vez, torna-se
capaz de recrutar varias moléculas sinalizadoras, dentre estas a enzima fosfatidilinositol-3
cinase (PI3K). (POTTER, 2014). Esta enzima fosforila o fosfoinotidide da membrana que
ancora a proteina cinase B (PKB), a qual promove a transloca¢do do receptor de glicose
GLUT 4 para a membrana plasmatica, promovendo maior aporte de glicose nos tecidos
dependentes de insulina. Por outro lado, a PKB também modula por fosforilagdo a atividade
da enzima glicogénio sintase cinase 3 (GSK 3), que, dependendo da sua isoforma, regula os
peptidios beta-amiloide e a fosforilagdo da proteina tau. (SALKOVIC-PETRISIC et al.,
2000).

Além disso, o receptor GLUT 2, por onde a estreptozotocina parece atuar também
no SNC, esta localizado em éareas especificas do encéfalo, isto explica as semelhangas em
alteracdes hipocampais. Este provavel mecanismo de acdo esta ilustrado na Figura 2.

(POTTER, 2014).

Figura 4 — Provavel mecanismo de a¢do da STZ na célula. 1.
Entrada através do transportados de glicose 2 (GLUT 2).
2.Acdo sobre o receptor de insulina (IR). 3.
Comprometimento da via da enzima GSK 3.
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Fonte: Rodrigues et al. (2010) (adaptado).
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O mau funcionamento do RI resulta também na redu¢do do metabolismo
energético cerebral com consequente estresse oxidativo, o que se reflete em disfungdes
cognitivas, devido, entre outros fatores, a inibicdo da formacdo de ATP e acetil-CoA.
(ISHRAT et al., 2006). Também foram demonstrados comprometimentos de aprendizagem e
memoria, como também a redugdo dos niveis da enzima acetiltransferase, devido a falta de
acetil-CoA, também no hipocamp, o o que leva a uma interferéncia na transmissao
colinérgica. (ISHRAT et al., 2006).

Trabalhos demonstram que a injecdo ICV de STZ em dose subdiabetogénica
reduz de 10 a 30% os niveis de glicose no cortex cerebral e no hipocampo, com diminuigao
significativa das principais enzimas da via glicolitica. (MICHALOWSKA-WENDERet al.,
2014).
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2 JUSTIFICATIVA

A medida que a expectativa de vida torna-se mais elevada, especialmente em
paises desenvolvidos, tem-se observado um aumento da prevaléncia da DA. Atualmente,
estima-se haver cerca de 35,5 milhdes de pessoas com deméncia no mundo. Este numero
praticamente ira dobrar a cada 20 anos, chegando a 65,7 milhdes em 2030 e a 115,4 milhdes
em 2050. (HEGER, 2014).

A DA certamente tem um inicio muito mais precoce, talvez com manifestagdes
subclinicas, que ocorrem décadas antes do surgimento das claras alteragcdes cognitivo-
comportamentais da doenga, com a evolucdo do quadro clinico. (CAVALCANTI;
ENGELHARDT, 2012). O quadro clinico apresenta alteracdes cognitivas e
comportamentais, principalmente relacionadas ao comprometimento da memoria episodica e
espacial. (MENCHOLA; WEISS, 2015). Pela pouca quantidade de modelos eficazes, ¢
importante o desenvolvimento de novos modelos que mimetizam a doenga, para que, a partir
deles, novas substancias neuroprotetoras sejam descobertas. Deste modo, este trabalho se
propde a padronizar o modelo de deméncia de Alzheimer esporadica, avaliando os déficits

cognitivos que esta doenga apresenta.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Padronizar o modelo de deméncia de Alzheimer esporadica (DAE) em

camundongos, cuja memoria serd avaliada.

3.2 Objetivos especificos

e Induzir o modelo de deméncia de Alzheimer eporadica com a injegdo
intracerebroventricular de estreptozotocina.

e Avaliar a memoria dos animais com DAE, por meio dos testes de Labirinto em
Y (memoria de trabalho), Labirinto Aquatico (memoria espacial) e Reconhecimento de

Objeto (memoria episodica).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram usados camundongos machos, adultos, da estirpe Swiss, com peso
compreendido entre 25 a 35 gramas. Os animais mantiveram-se alojados em gaiolas de
pléstico, a temperatura de 22 = 2°C e com um ciclo circadiano de 12 horas de claro e escuro,
60% de umidade relativa e livre acesso a comida e agua.

Todas as experiéncias foram realizadas durante a fase de luz do ciclo, e os animais
estavam acostumados as instalagdes de alojamento por, pelo menos, uma semana antes de

qualquer tratamento.

4.2 Induciio do modelo de deméncia de Alzheimer esporadica

Os procedimentos de lesdo foram realizados através de cirurgia estereotaxica. Os
animais do grupo falso-operado foram submetidos aos mesmos procedimentos cirurgicos, no
entanto, ndo receberam a neurotoxina STZ, foi somente introduzido a agulha nas mesmas
coordenadas estereotaxicas, seguido de infusdo de fluido cerebroespinhal (CSF) estéril
(Tabela 2). Os animais foram anestesiados com xilazina (10 mg/kg via intraperitoneal, i.p.) e
quetamina (90 mg/kg via intramuscular, i.p.) e posicionados no aparelho estereotaxico
(Stoelting®). Foi realizada uma incisdo de aproximadamente 2 centimetros de comprimento
com um bisturi, no alto do cranio, expondo-se as suturas osseas cranianas, com o objetivo de
localizar o bregma. Trés coordenadas de acesso ao corpo estriado foram marcadas de acordo
com o Atlas de Paxinos e Watson (1984) (Tabela 1). O modelo experimental de lesdaofoi
proposto por Lannert (1998).

Foram realizadas perfuracdes nos cranios dos animais com uma broca de baixa
rotag¢do (Dremel), permitindo entrada da seringa Hamilton com a estreptozotocina diretamente
nos ventriculos laterais(Figura 4). As lesdes foram feitas em ambos os ventriculos. Os animais
receberam duas microinjegdes, duas vezes em ambos os grupos, em dias alternados. Em cada
dia, os animais receberam doses de STZ de 3mg/kg, totalizando 6mg/kg nos dois dias. Os

pontos onde foi injetada a toxina situam-se nas coordenadas descritas na Tabela 1.
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Figura 5 — Injecdo de estreptozotocina nos
ventriculos laterais com a seringa de Hamilton.
o

Fonte: Elaboraﬂa:ge_lgs autores (2015).

Apos as injegdes, os cortes foram suturados com fio cirargico de algodado (AP 0,4

15x45 cm) e o local foi desinfetado com povidine.

Tabela 1 — Coordenadas descritas por Sharma and Gupta, 2001.

Ponto 1 Ponto 2

ANTERO-POSTERIOR 0,8 0,8
MEDIO-LATERAL +1,5 1,5
VENTRAL +4,0 +4,0
Fonte:

Tabela 2 — Grupos protocolo experimental

GRUPO TRATAMENTO
1 STZ (6mg/kg, 20 pL intracerebroventricular) + veiculo

2 CSF + Veiculo(CSF)

Fonte:
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4.3 Avaliacao da memoria
Os testes de comportamento foram realizados 15 dias apos a segunda injecdo de
STZ, e os animais foram divididos em dois grupos: Grupo A e grupo B, conforme o protocolo

experimental na Figura 6.

Figura 6 — Protocolo experimental.

GRUPO A
Dia  Dia3 Dia18 Dia19 Dia20 Dia21 Ol 3
Cirurgia 1 Cirurgia 2 Hahituaﬁ;ﬁo Habituagdo Teste2
Rec. Objeto Rec. Objeto Rec. Objeto
Y-maze Habitagdo e Sacrificio
Teste 1 Rec. Objeto
GRUPO B
Dial pia3 Dial8 Dial9 Dia20 Dia21 pija2?
| | | |
. . L WM treino WM teste
c 1 ._ WM treino,
PRS- Carga WM treino WM treino Sacrificio

Fonte: Elaborada pelos autores (2015)

No grupo A, foram realizados os testes do labirinto em Y (Y-maze), para avaliar a
memoria de trabalho, e o teste do reconhecimento de objeto, avaliando a memoria episodica.
No grupo B, foi realizado o teste do labirinto aquatico de Morris (water-maze), para

avaliar a memoria espacial. Depois do teste, os animais foram sacrificados.

4.3.1 Avaliacdo da memoria de trabalho-Labirinto em Y (Y-maze)

A memoria operacional ou de trabalho foi avaliada através do teste do labirinto
em Y (Figura 7). Nesse teste, o animal € colocado em um labirinto em forma de Y, com trés
bracos de madeira, cada um com 16 centimetros de altura, 5 centimetros de largura e 40
centimetros de comprimento (Figura 7) (SARTER et al., 1988). Os animais apresentam forte

tendéncia de alternar a entrada nos diferentes ambientes.
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Para a avaliagdo da memoria, os bragos foram numerados. O animal foi colocado
no aparelho e, durante oito minutos, as sequéncias dos bracos nos quais os animais entraram
foram anotadas. Foi considerado acerto cada vez que o animal entrou em trés diferentes
bragos sem repeti¢do. O resultado foi expresso em porcentagem e obtido através da seguinte

formula matematica:

Alternacdes Numero de acertos

espontaneas (%) Numerototal de entradas - 2

X100

O sucesso do teste ¢ indicado pela alta taxa de alternancia nos grupos controle,
indicando que os animais podem se lembrar em qual brago eles entraram por tltimo (STONE
et al., 1991). Entre cada sessdo, o labirinto foi higienizado com uma solugéo de alcool a 20%

e secado com toalhas de papel.

Figura 7 — Labirinto em Y

Fonte: Elaborado pelos autores. (2015).

4.3.2 Avaliacdo da memoria espacial - Teste do Labirinto Aqudtico (Morris, 1984)

O animal foi colocado de forma aleatéria em uma piscina circular (90 centimetros
de didmetro ¢ 60 centimetrosde profundidade) contendo agua turva (até 30 centimetrosde
altura) com tinta preta ndo toxica, a temperatura de 26 °C, dividida espacialmente em quatro
quadrantes, de forma que o animal deve encontrar uma plataforma (sete centimetrosde

diametro) submersa dois centimetros. O animal teve 60 segundos para achar a plataforma (que
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permaneceu no mesmo local em todos os treinos) e 14 permaneceu por dez segundos (Figura
8). Este treino foi realizado quatro vezes por dia com intervalos de trinta segundos entre os
treinos, durante trés dias consecutivos (aprendizagem). Vinte e quatro horas apds o ultimo
treino, os animais foram submetidos ao teste, agora sem a plataforma, para avaliar a retengao
da memoria. O animal permaneceu na piscina por sessenta segundos, e foi registrado o tempo
em que o animal se posiciona no quadrante em que a plataforma deveria estar, o tempo de
laténcia para encontrar o local da plataforma e o nimero de vezes em que ele cruzar o local

exato da plataforma.

Figura 8 — Labirinto aquatico de Morris. (Water-maze) a) Desenho do inicio do aprendizado (treinos). b)
Desenho da retengao.

Plataforma
escondida Piscina de

b) apds o
aprendizado

a) Antes do
aprendizado

4.3.3 Avaliacdo da memoria episodica (teste de reconhecimento de objeto)

O teste de reconhecimento de objetos foi realizado quinze dias apos a segunda
injecdo STZ. A arena experimental consistiu de uma caixa quadrada (didmetro de 80
centimetros de altura x 30 centimetros de lado) com paredes pretas de acrilico. Dois dias antes
dos testes, os animais foram habituados na arena por 10 minutos por dia, com trés
camundongos no maximo, tempo que pode minimizar o medo do ambiente desconhecido. No
dia do experimento, cada animal ficou trés minutos habituando novamente. Dois objetos
idénticos, A e A, respectivamente, foram colocados na arena, onde os animais foram
colocados individualmente, ¢ o tempo total gasto explorando os dois objetos foi registrada
durante cinco minutos. O comportamento exploratorio foi considerado quando o camundongo

dirigiu o nariz para o objeto a uma distancia de menos de 2 centimetros e/ou tocar o objeto
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com o nariz. Uma hora depois, um dos objetos A foi substituido por um B, desconhecido. Em
seguida, o animal foi colocado novamente na arena, onde pdde explorar o espagco por mais
cinco minutos, em julgamento de retengdo. Depois de 24 horas, intervalo de retencdo, os
camundongos foram colocados novamente na caixa, com o objeto A substituido por um
objeto C. Os camundongos foram deixados a explorar livremente durante cinco minutos e os
objetos foram alternados entre as posicdes da esquerda e da direita, para reduzir o viés
potencial de uma preferéncia de local. Os dois objetos foram colocados em posicao simétrica,
em torno de quinze centimetros de distancia da parede preta. Quaisquer fezes e urina foram
removidos com toalhas de papel, e o chdo foi limpo com etanol (20%) depois de cada ensaio
individual para eliminar sugestdes olfativas. O tempo de exploracdo para cada objeto na
aquisicdo e ensaios de retencdo foi gravada. O indice preferencial (PI) foi calculado da
seguinte forma: [tempo gasto exploracdo do objeto novo / tempo total de exploragdo]. O
indice de discriminagdo (DI) foi assim calculado: [(tempo a explorar o novo objeto  tempo a
explorar o objeto familiar) / tempo total de exploragdo]. Os objetos A, B e C e a arena estdo

ilustrados na Figura 9.

Figura 9 — Arena para teste de reconhecimento de objeto. A) Objeto A/A; B) Objeto A/B; C) Objeto B/C.

Iy

Fonte: Elaborada pelos autores (2015).

4.3.4 Anadlise estatistica

Foram realizados testes ndo paramétricos (Kruskall-Wallis e Mann-Whitney) para a
analise estatistica dos testes comportamentais, sendo os resultados expressos como média +
erro padrdo da média. O critério de significancia utilizado foi de p < 0,05. O programa de

computador usado foi GraphPadPrism® 5.0.
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5. RESULTADOS

5.1 Efeitos da injecdo intracerebroventricular de estreptozotocina sobre o déficit na
memoria de trabalho e na atividade locomotora de camundongos submetidos a cirurgia

estereotaxica.

A inje¢do intracerebroventricular de estreptozotocina na dose de 3 mg/kg
provocou déficits na memoria de trabalho no grupo STZ, mostrando uma diminuigao
significativa na porcentagem de alternagdes espontaneas do grupo STZ em relagdo ao grupo
CSF (Figura 10) (CSF:73,25 +2,34; STZ: 54,44 + 3,12). Em relagdo ao niimero de entradas
em cada braco do labirinto em Y, ndo houve diferenga significativa entre os grupos,
mostrando que ndo ha déficit motor no modelo (Figura 10) (CSF: 41,75 £ 2,00; STZ: 43,67 +
3,99).

Figura 10 — Grafico da avaliagdo da memoria de trabalho através do calculo da
porcentagem de alternagdes espontaneas (n=8) * vs CSF p< 0,05. Testes Kruskall-Wallis e
Mann-Whitney. Os valores representam a média + EPM.
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Figura 11 — Gréfico da avaliagdo da atividade locomotora através do numero de
entradas em cada brago do labirinto em Y (n=8). ANOVA, Testes Kruskall-Wallis e
Mann-Whitney. Os valores representam a média + EPM.
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5.2. Efeito da injecio intracerebroventricular de estreptozotocina sobre o déficit na

memoria episédica de camundongos submetidos a cirurgia estereotaxica.

No teste do reconhecimento de objeto, em relagdo ao parametro tempo total, que
mostra o tempo que cada grupo explorou os objetos na arena, ndo houve diferenca
significativa entre os grupos (p>0,05) (Figura 12) (CSF: 88,38 + 4,32; STZ: 109,8 £ 11,96).
Porém, avaliando o indice de reconhecimento de retencdo, houve diferenca significativa entre
CSF e STZ (p<0,05) (Figura 13) (CSF: 0,26 £+ 0,09; STZ: 0,07 £ 0,04), mostrando que a
injecdo intracerebroventricular de estreptozotocina provocou déficits na memoria episodica.
Podemos ver esse déficit também quando avaliamos o indice de preferéncia de retengdo, o
qual também mostrou diferenga entre os grupos (Figura 14) (CSF: 0,630 = 0,04; STZ: 0,54 +
0,01).
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Figura 12 — Avaliagdo da memoria episodica através do tempo total de
exploragdo (n=8). ANOVA, Testes Kruskall-Wallis ¢ Mann-Whitney. Os
valores representam a média £+ EPM.
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Figura 13 — Grafico da avaliagdo da memoria episddica
através do indice de reconhecimento de retengdo (n=8) * vs
CSF p<0,05. ANOVA, Testes Kruskall-Wallis ¢ Mann-
Whitney. Os valores representam a média + EPM.
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Figura 14 — Grafico da avaliagdo da memdria episddica através do
indice de preferéncia de retengdo (n=8) * vs CSF p<0,05.
ANOVA, Testes Kruskall-Wallis e Mann-Whitney. Os valores
representam a média + EPM.
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5.3 Efeito da injecfo intracerebroventricular de estreptozotocina sobre o déficit na

memoria espacial de camundongos submetidos a cirurgia estereotaxica.

No teste do labirinto aquatico de Morris, foram avaliados os seguintes parametros:
laténcia, tempo que o animal leva para encontrar o local em que a plataforma se encontrava na
reten¢do, e tempo no quadrante, isto €, o tempo que o animal permaneceu no quadrante em
que a plataforma estava. Analisando a laténcia , foi observada diferenca significativa entre os
grupos (Figura 15) (CSF: 11,13 £4,23; STZ: 22,50 £+ 4,870). O tempo no quadrante também
mostrou diferenca significativa entre os grupos STZ e CSF (Figura 16) (CSF: 30,38 + 1,253;
STZ: 21,33 £ 1,70).



Figura 15 — Grafico da avaliagdo da memoria espacial através do tempo de laténcia na
retencdo (n=8) * vs CSF p<0,05. ANOVA, Testes Kruskall-Wallis e Mann-Whitney.
Os valores representam a média = EPM.
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Figura 16 — Grafico da avaliagdo da memoria espacial através do tempo no quadrante na
retencdo (n=8) * vs CSF p<0,05. ANOVA, Testes Kruskall-Wallis ¢ Mann-Whitney. Os
valores representam a média + EPM.
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6. DISCUSSAO

A estreptozotocina (STZ) possui uma estrutura quimica muito semelhante a da
glicose, com diferenca apenas em uma substitui¢do da hidroxila por um grupo nitrosureia no
Carbono 2. Essa semelhanca torna possivel que a droga seja carregada para dentro da célula
através do transportador GLUT 2 (LELOUP et al., 1994). O STZ ¢ uma droga toxica as
células pancreaticas produtoras de insulina (WILSON; LEITER, 1990) e aos receptores de
insulina (KADOWAKI ef al., 1984).

A insulina é produzida em grande parte pelas células beta pancreéticas, que
atravessam a barreira hematoencefalica; ela também pode ser produzida em algumas regides
do encéfalo, como hipocampo, cortex, pré-frontal, coértex entorrinal e bulbo olfatorio
(HOYER, 2003). O receptor de insulina (IR) também ¢ encontrado em diversas areas
encefalicas, como bulbo, hipotdlamo, cortex e hipocampo. (HENNEBERG; HOYER, 1995).

A injecdo intracerebroventricular de STZ tem sido utilizada nas ultimas décadas
como uma forma de desregular o metabolismo encefalico da glicose, gerando um modelo de
deficiéncia na sinaliza¢do de insulina e de resisténcia insulinica do encéfalo, o que pode ter
uma relacdo com a doenga de Alzheimer esporadica (DAE). (DE LA MONTE; WANDS,
2005). Em animais, esse modelo apresenta caracteristicas similares as encontradas em
humanos, incluindo perda de memoria progressiva, deficiéncia no metabolismo da glicose
encefalica, estresse oxidativo, aumento da fosforilagdo da proteina tau, aumento da proteina
beta-amiloide e perda de neurénios, principalmente os colinérgicos (HYMAN et al., 1986).

As pesquisas com STZ no Sistema Nervoso Central sdo relativamente novas, e
ainda ndo se sabe muito sobre a forma de acdo da droga: sabe-se que, uma vez dentro da
célula, a STZ provoca liberagdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(SZKUDELSKI, 2001), as quais, por sua vez, podem ser a causa de processos
fisiopatologicos que expliquem seu mecanismo de agao.

No primeiro processo fisiopatologico, podemos supor que a injecdo de STZ atinja
as c¢lulas do hipocampo que sdo mais suscetiveis aos danos provocados pelas espécies
reativas de oxigénio (EROs), tendo suas fungdes prejudicadas. E observado que, a partir do
primeiro dia de injecdo de STZ, neurdnios nesta regido se degeneram, além disso, esse
processo pode persistir por periodos mais longos, perdurando por até quinze dias

(YAMAMOTO et al, 2007). Apesar disso, sdo observados também neurdnios em
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degeneracdo em regides como hipotalamo e area septal, o que pode ser explicado pela
presenga de GLUT 2 nessas estruturas. (ARLUISON et al., 2004).

Em um segundo processo fisiopatologico, que ¢ mais persistente e que ocorre em
outras regides encefalicas, onde a morte neuronal ocorre de forma mais discreta, as EROs
podem provocar efeitos na cascata de sinalizacdo intracelular de insulina, podendo levar a
formagdo de placas beta-amiloides e emaranhados neurofibrilares de tau fosforilada. A
produgdo de EROs facilita a sinalizagdo de uma resposta dependente de fosforilagdo de
tirosina (MENG et al., 2004). A permanéncia nesse estado facilitado pode levar, apos algum
periodo, a inibi¢do da propria via de sinalizagdo da insulina. Heide e colaboradores (2006)
observaram que o estimulo excessivo ao receptor de insulina provoca decréscimo na
sensibilidade das vias metabdlicas intrinsecas, provocando uma desregulagdao no metabolismo
celular.

Ja é sabido que a injecdo intracerebroventricular de STZ causa reducdo cronica
(10-30%) no metabolismo da glicose e o glicogénio no cortex cerebral e o hipocampo
(PLASCHKE; HOYER, 1993). Esses efeitos sdo associados a um progressivo déficit no
aprendizado, na memoria e no balango energético cerebral. (DUELLI et al., 1994).

A Doenga de Alzheimer Esporadica ¢ associada a dificuldades na aprendizagem e
na memoria (AGRAWAL et al., 2011). Por essa razdo, com o intuito de observar o déficit na
memoria causado pelo modelo através da injecdo de STZ, realizamos testes que avaliaram
memoria de trabalho, memoria espacial e memoria episodica.

O teste do labirinto em Y é um teste utilizado na avaliacdo da memoria de
trabalho dos animais. A memoria de trabalho corresponderia a uma determinada extensdo da
memoria imediata. Essa extensdo compreende um grupo de capacidades da memoria
temporaria que operam em paralelo, ativadas segundo o tipo de estimulo, e que mantém,
durante segundos ou minutos, a informacdo que esta sendo processada naquele momento. A
memoria de trabalho propicia que o gerenciador central de informacdes (executivo central)
determine a relevancia e originalidade de cada novo estimulo para o Sistema Nervoso num
acesso rapido as memorias preexistentes (BADDELEY, 1997). Observando o numero de
alternacdes espontineas corretas realizadas pelo animal. (PLASCHKE; HOYER, 1993). Além
disso, também podemos avaliar a capacidade motora do animal através do grafico do nimero
de entradas. De acordo com Katelin e colaboradores (2010), foi observado um déficit

significativo na memoria de trabalho dos animais, resultado que também foi observado no
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nosso modelo quando avaliamos o grafico do numero de alternagdes espontineas,
confirmando a influéncia do STZ na capacidade cognitiva do animal.

Segundo Belzung e Griebel (2001) e Hoyer (2004), os animais que receberam
STZ intracerebroventricular ndo apresentaram deficiéncia motora, mostrando que o modelo
nao induz déficit motor. Esse resultado foi observado ao se avaliar o nimero de entradas do
teste do labirinto em Y, no qual ndo houve diferenga significativa entre os grupos CSF e STZ,
corroborando, assim, com evidéncias, que ndo ha déficit motor no modelo de inducdo com
STZ.

O teste do labirinto aquatico de Morris avalia a memoria espacial dos animais
através dos critérios de laténcia, isto ¢, o tempo que o animal demora a encontrar a
plataforma, e o tempo no quadrante da plataforma, ou seja, o tempo em que o animal
permanece no quadrante da plataforma durante o periodo do teste (Figura 13). (HOYER,
2004).

Segundo Chen e colaboradores (2013), Agrawal e colaboradores (2011), os quais
utilizaram camundongos da linhagem 3xTg, e Hoyer (2004), nos animais que receberam STZ
intracerebroventricular, foi observado um déficit significativo na memoria espacial, quando
avaliados os critérios de laténcia, o tempo no quadrante ¢ o aprendizado. Nos nossos
resultados, também verificamos déficit na memoria espacial dos animais do grupo STZ em
relagdo ao grupo CSF, quando avaliamos a laténcia e o tempo no quadrante.

Para a avaliagdo da memoria episodica, foi utilizado o teste do reconhecimento de
objeto, através do qual ¢é possivel observar o indice de preferéncia e o indice de
reconhecimento dos animais em relagdo aos novos objetos colocados na arena (WANG et al.,
2011). Corroborando os resultados de Agrawal (2009) e Wang (2011), nos quais foram
observados déficits significativos na avaliagdo da memoria episddica a partir do teste do
reconhecimento de objeto, nossos resultados também mostram uma diferenca significativa
entre 0s grupos, em ambos 0s Critérios.

Dessa forma, nos testes realizados, observamos que houve uma significativa
diferenca entre os grupos, fornecendo déficit na memoria dos animais e mostrando a eficacia
da injecdo de STZ intracerebroventricular como modelo de DAE. (WANG et al., 2011a).

Assim como o modelo de indu¢do de DAE através do peptidio beta-amiloide, um
dos modelos mais utilizados, que mostra alteragdes cognitivas induzidas dezesseis dias apos
uma unica inje¢do intracerebroventricular dos peptideos AP1-40 ou AP25-35 em

camundongos, nos testes de labirinto aquatico, labirinto em Y e reconhecimento de objeto
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(BUTTERFIELD; POCERNICH, 2003), o modelo de indugdo de DAE através do STZ
corrobora esses resultados, bem como também se mostra eficiente em fornecer déficits
cognitivos importantes e caracteristicos da doenca de Alzheimer, podendo ser um modelo

amplamente utilizado.
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7 CONCLUSAO

Concluimos que:

- houve um déficit significativo na memoria de trabalho;
- ndo houve déficit na atividade locomotora dos animais;
- foi observado déficit significativo na memoria episodica;

- houve déficit significativo na memoria espacial.

Portanto, a injecdo de STZ mostrou ser um modelo eficaz, mimetizando os
déficits de memoria observados na deméncia de Alzheimer esporadica (DAE), podendo,
assim, ser amplamente utilizado para testes de drogas neuroprotetoras com o intuito de

impedir a progressdo da DAE.
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