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RESUMO

SANTOS, T.O. Injecdo intracerebroventricular de estreptozotocina gera efeitos
agudos e crbnicos sobre a memoéria e sobre proteinas indicadoras de
neurodegeneragdo em ratos. Sdo Paulo, 2010. 77p. Dissertacdo (Mestrado).
Instituto de Psicologia,Universidade de S&do Paulo.

A Doenca de Alzheimer (DA) é a causa mais comum de deméncia e é
caracterizada clinicamente por comprometimentos cognitivos. Histologicamente é
caracterizada pela formacéo de placas senis e de emaranhados neurofibrilares
intracelulares resultantes de alteracdes do metabolismo do peptideo BA e da
hiperfosforilagdo da proteina tau, respectivamente. Essas alteragcées parecem, em
parte, ser uma decorréncia de uma deficiéncia na sinalizacdo da insulina e
consequente resisténcia do encéfalo a esse hormdnio, sugerindo que a DA
esporadica tenha uma relacdo com o Diabetes mellitus. A estreptozotocina tem
sido utilizada como modelo de inducédo do Diabetes, e mais recentemente como
modelo experimental da DA quando administrado intracerebroventricular. Nosso
objetivo nesse estudo foi o de caracterizar o esse modelo experimental da DA
induzido pela estreptozotocina, avaliando as conseqliéncias agudas e a longo
prazo. Foram utilizados ratos Wistar machos de quatro meses de idade que
receberam injeg¢des intracerebroventriculares bilaterais de estreptozotocina ou de
veiculo. Os animais foram avaliados aguda e cronicamente por testes
comportamentais de memoéria de referéncia e operacional utilizando o modelo do
labirinto aquatico de Morris que visavam avaliar o curso temporal dos prejuizos
cognitivos apos a injecao da droga. Em diferentes tempos apos as injegcdes, 0s
ratos foram sacrificados e regides do encéfalo submetidas a técnica de
immunoblotting para avaliacao de proteinas indicadoras de neurodegeneracao ou
a técnica histoquimica pelo método de Fluoro-Jade C. A avaliagdo da memodria
operacional em periodos agudos mostrou que 0s prejuizos cognitivos parecem se
instalar a partir de 3 horas da injecao de estreptozotocina. A avaliagao cronica das
mem©érias operacional e de referéncia mostrou que os ratos exibiram um prejuizo
marcante no desempenho dessas tarefas ao longo dos testes, embora seja
correto afirmar que esses animais ainda sdo capazes de adquirir informacéao
relevante com relacdo a execucdo da tarefa, particularmente na versao de
memboéria de referéncia. A analise de immunoblotting mostrou haver aumento da
expressdao do peptideo beta amildide significante em regides como amigdala,
cértex entorrinal, nucleos da base e do hipotalamo. Também foi observado um
aumento significativo da fosforilagdo da proteina tau na amigdala, cerebelo,
cortex, prosencéfalo basal e nucleos da base. Foi observada uma diminuicao da
enzima de sintese de acetilcolina, a colina acetil-transferase apenas na amigdala.
Fibras em degeneracdo foram observadas no hipotalamo, na area septal e em
neurénios piramidais na regiao CA1 apéds 1 dia da injecao de estreptozotocina. Ja
apos 15 dias da injecdo podemos observar marcacdo em neurdnios do estriado e
da regiao CA1 do hipocampo e em fibras préximas ao giro denteado. Em resumo
a injecao intracerebroventricular de estreptozotocina parece produzir um bom
modelo experimental da DA, pois reproduz as caracteristicas cognitivas e
histoldgicas encontradas nos pacientes com a doenca.

Palavras chave: Deméncia, Doenca de Alzheimer, desordem cognitiva, memoria,
disturbios de memoria, disturbios do metabolismo.



ABSTRACT

SANTOS, T.0. Intracerebroventricular streptozotocin injection in rats generates
acute and chronic effects upon memory and neurodegenerative markers. Sao
Paulo, 2010. 77p. Dissertacdo (Mestrado). Instituto de Psicologia,Universidade de
Sao Paulo.

Alzheimer’s disease (AD) is the most common cause of dementia in aged
humans. Recent reports have suggested a relationship between the onset of AD
and an insulin-resistant brain condition. In this context, this study aimed at
evaluating the effects of intracerebroventricular (ICV) injection of streptozotocin
(STZ) in rats on behavior and neurodegeneration. Four month-old adult male
Wistar rats were subjected to bilateral ICV injections of either STZ or vehicle and
were tested for both reference and working memories in Morris’ water maze. After
different survival times, rats were subjected to immunoblotting (to evaluate
neurodegeneration markers) or to Fluoro-dJade C histochemistry. A marked
disruption of performance in working memory was already observed after 3 hours
of STZ injections. Immunoblotting analysis showed a significant increase of beta
amyloid peptide expression in the amygdala, entorrinal cortex, basal ganglia, and
hypothalamus. A significant increase of tau phosphorylation was also observed in
the amygdala, cerebellum, cortex, basal forebrain and basal ganglia. Degenerating
fibers were seen in the hypothalamus and septal area 1 day postinjection and in
CA1 pyramidal neurons and close to the hippocampal dentate gyrus after 15 days.
ICV injection of STZ seems therefore to produce an animal model of AD, as it
reproduces the characteristic cognitive and histological changes of the disease.

Key words: Senile dementia, brain disorders, cognition disorders, metabolism
disorders.
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1. Introducao

1.1. Doenca de Alzheimer

A doenga de Alzheimer (DA) descrita em 1907 por Alois Alzheimer, é a
causa mais comum de deméncia que afeta individuos a partir dos 60-65 anos de
idade, atingindo cerca de 20 milhées de pessoas em todo o mundo. No Brasil,
onde ja vivem cerca de 15 milhdes de individuos com mais de 60 anos, estima-se
gue o numero de pessoas que desenvolverdo a DA até o ano de 2025 seja de 1
milhdo e 200 mil (OMS, 2010).

A DA é caracterizada clinicamente por comprometimentos cognitivos e
comportamentais progressivos, como perda de memoria, desorientacdo
geografica, deterioracdo da linguagem, mudancas de comportamento e
complicagdes motoras, afetando o funcionamento ocupacional e social. Fatores
genéticos e ambientais parecem contribuir para o desenvolvimento da doencga,
sendo a idade o principal fator de risco, e que atinge valores préximos de 40%
nos grupos etarios acima de 60 anos de idade. Além da idade, sédo apontados
como fatores de risco, deficiéncia de fatores neurotréficos, defeito mitocondrial,
acumulo de elementos neurotdxicos, aumento na formacao de radicais livres e/ou
estresse oxidativo, defeito no metabolismo energético e defeitos genéticos. Neste
contexto, podemos classificar a DA em dois tipos: a DA de acometimento tardio
em que aparece a partir dos 60 anos de idade e que ocorre de forma esporadica
(DAE), e a DA familiar de acometimento precoce ao redor de 40 anos (Kar et al.,
2004; Spires & Hyman, 2005).

Histologicamente a DA é caracterizada pela formacdo de placas senis e
emaranhados neurofibrilares intracelulares (NFTs) ja descritos por Alzheimer e
que continuam sendo utilizadas como diagnéstico pelos patologistas. As placas
senis parecem resultar do metabolismo anormal da proteina precursora do
peptideo amildide (APP), incluindo a agregacdo do beta amildide (BA) e a
diminuicdo da degradacao do mesmo por proteases (Kang et al., 1987). Os NFTs
sdo formados a partir do colapso do citoesqueleto neuronal, decorrente da
hiperfosforilacdo da proteina associada a microtubulo tau (Radde et al., 2006), e
consequente perda neuronal com diminuicao da massa encefélica.

A neurodegeneracdo ocorre em multiplas regides do encéfalo,

predominantemente no hipocampo, cértex, amigdala, neocértex, varias areas



subcorticais, rafe dorsal e locus ceruleus (Kar et al., 2004). A perda de neurdnios
em grande escala rompe circuitos neuronais contribuindo para o declinio
cognitivo. Os neurdnios piramidais das projecdes corticais sdo particularmente
vulneraveis a esta morte, rompendo conexdes corticais (DeKosky et al.,, 1990;
Morrison & Hof, 1997) como, por exemplo, a conexao entre o cortex entorrinal e a
formagé&o hipocampal (Squire & Zola-Morgan, 1991). Bussiere e colaboradores
(2003) demonstraram que 90% dos neurdnios piramidais no cortex pré-frontal sédo
perdidos nos estagios avangados da doenca. Na regiao do subiculum e CA1 do
hipocampo em meédia 70% dos neurbnios morrem durante a progressdo da
doenca (West et al.,1994). Os neurdnios remanescentes passam por extensivas
mudancas morfologicas, entre elas distrofia neuritica, remodelagao das arvores
ax6nicas e da densidade dos espinhos dendriticos (Spires & Hyman, 2005).
Todas essas mudancas alteram a conectividade dos circuitos de memdéria e
cognicao, sendo responsavel pelos sintomas existentes na DA (Terry et al.,
1991).

As placas senis sdao encontradas no neocoértex, hipocampo, giro para-
hipocampal, amigdala, area entorrinal, nucleo basal e tdlamo anterior (Hyman et
al.,, 1986). Segundo Forlenza (2005) as alteracbes ocorrem desde o inicio da
doenca em estruturas do lobo temporal medial, incluindo o hipocampo e o giro
para-hipocampal, estruturas consideradas essenciais para 0 processo de
mem©éria. Com a evolugdo da doenca o processo degenerativo se espalha para o
neocortex, area entorrinal, amigdala, nucleo basal e tdlamo anterior (Hoogendijk
et al., 1999; Zubenko et al.,1991). Areas limbicas e de associagdes corticais sdo
mais suscetiveis do que o cértex sensorial primario. No neocértex as camadas Il
e lll sdo as mais suscetiveis para a formacao de placas (Ingelsson et al., 2004).
Admite-se que anos antes do inicio da deméncia ja ocorra deposi¢cao do peptideo
BA nestas areas.

OS NFTs sao encontrados na regiao CA1 do hipocampo, cértex entorrinal e
neocortex (Hyman et al, 1986), e em varias areas subcorticais incluindo
amigdala, nucleo basal de Meynert, area tegmental ventral, rafe dorsal, bulbo
olfatério e alguns nucleos talamico e hipotalamicos (Hof et al., 1997; Klucken et
al., 2003). Braak e Braak (1997) caracterizaram a ocorréncia de NFTs em
diferentes regides do encéfalo em varias idades e determinou que os NFTs

formam-se primeiro em regides transitorias e expande totalmente para o cértex



entorrinal e hipocampo. Esta progressdo aumenta até interromper o sistema de
memoéria no lobo temporal (Klucken et al., 2003), contribuindo com a perda de
memoéria. Extensiva perda neuronal ocorre no encéfalo junto com a progressao
da formacao de NFTs (Morrison & Hof, 1997), demonstrando que a densidade de
NFTs tem relacdo direta com a evolucado e gravidade da DA (Arriagada et al.,
1992; Giannakopoulos et al., 2003; Ingelsson et al., 2004).

1.1.1. Doenca de Alzheimer e sistema colinérgico

Na DA, perdas neuronais intensificam as disfuncbes sindpticas e
neuroquimicas. Estudos de investigacdo bioquimica em tecidos retirados por
biopsia e autdpsia evidenciam que varios sistemas de neurotransmisséao,
sobretudo, os sistemas colinérgico, serotonérgico, glutamatérgico e o sistema
endocanabindide, sdo afetados durante a progressao da DA. (Kar et al., 2004).

Racchi e colaboradores (2004) afirmam que a degeneragdo do sistema
colinérgico é a mais dramatica entre os sistemas de neurotransmissao afetados
na DA. De fato, a doenca cursa com a reducdo da funcao colinérgica central,
principalmente em areas limbicas e témporo-parietais. O comprometimento do
sistema colinérgico na DA foi sugerido inicialmente por observacao pds-morte em
encéfalos de pacientes que demonstraram problemas de memdéria e outros
déficits cognitivos durante a vida. Na maioria dos casos, foi observada uma
diminuicdo da enzima responsavel pela sintese da acetilcolina, a colina acetil-
tranferase (ChAT), e perda de neurdnios colinérgicos em varias areas do encéfalo
(Kar et al., 2004).

O motivo da degeneracado dos neurbnios colinérgicos nao é bem conhecido,
porém existem evidéncias da interacao entre o BA e os receptores nicotinicos de
acetilcolina, principalmente a subunidade alfa7 com uma localizagéo
predominantemente pré-sinaptica em terminais colinérgicos (Dineley et al., 2001;
Liu et al., 2001; Pettit et al., 2001; Wang et al., 2000). Dougherty e colaboradores
(2003) demonstraram que a morte de neurbnios colinérgicos ocasionada pelo BA

na DA envolve um aumento no influxo de Ca®*, através desse subtipo de receptor.



1.1.2. Doenca de Alzheimer e células gliais

A gliose também é caracteristica na DA e a medida que a doenca evolui
somam-se reacbes gliais inflamatérias e oxidativas, aumento na ativacdo de
astrécitos e microglias que sdo encontrados em abundancia perto das placas
(Akiyama et al., 2000a, b). Estudos com modelos de camundongos transgénicos
que super-expressam o peptideo BA, demonstram que ha um aumento da
microglia e dos processos inflamatérios nas placas de BA que se formam no
encéfalo (Frautschy et al., 1998; Jantzen et al., 2002; Masliahe et al., 1996). O BA
na DA é um potente ativador de microglia, que quando ativada libera uma
variedade de mediadores pro-inflamatérios os quais podem contribuir para
disfuncao e morte neuronal. No entanto essa ativacao microglial pode ter também
um papel benéfico, uma vez que podem reduzir o acumulo de BA ao aumentar a
fagocitose, remocgédo e degradacao (Rogers, 2001; Takata et al., 2007), criando

um ciclo vicioso de morte celular, neuroinflamacao e fagocitose.

1.2. Utilizacao de glicose pelo Sistema Nervoso

O transporte de glicose nas células de mamiferos € mediado por uma familia
de transportadores de glicose (GLUTs; Glucose Transporter). A expressao dos
transportadores de glicose nos tecidos esta ligada aos diferentes metabolismos
destes, conforme a demanda e utilizacdo a quantidade de transportadores pode
variar. Cada grupo de transportadores possui propriedades cinéticas Unicas,
caracterizando suas funcdes e sua distribuicdo por diferentes tecidos. A maioria
das células expressa um numero diferente de GLUTs em proporgdes distintas. A
familia dos GLUTs € subdividida em classes: Classe | (GLUT 1-4), classe I
(GLUT 5) e classe Il (GLUT 6-9) (Rayner, 1996; Vanucci et al, 1997, 1998).

No encéfalo, a glicose carreada pela corrente sanguinea € transportada
através da barreira hematoencefalica e posteriormente para o interior das células
neurais. Acredita-se que a captacdo da glicose e seu metabolismo passem por
trés etapas intermediarias entre a transferéncia de glicose fora dos microvasos
encefalicos e sua utilizagdo pelos neurbnios (Messier, 2004).

A glicose atravessa o parénquima encefalico via GLUT 1, isoforma de alto
peso molecular (55 kD). A abundancia de GLUT 1 na superficie abluminal das

células endoteliais e o gradiente de concentracao de glicose facilitam o fluxo de



glicose do sangue para as células endoteliais. A glicose entdo é transportada
para fora das células endoteliais no fluido encefélico extracelular. Uma porcéo
substancial da glicose é entao transportada via GLUT 1 isoforma de baixo peso
molecular (45 kD) para os astrécitos que possuem prolongamentos que circulam
os capilares. Finalmente, o transportador de glicose do tipo GLUT 3, presente em
neurdnios, possibilita o transporte da glicose do fluido extracelular para os
neurdnios (Messier, 2004).

O GLUT 3 é a principal proteina transportadora de glicose neuronal (Maher
et al., 1993; Nagamatsu et al., 1992). Grande nimero de estudos tem examinado
mudancas plasticas na expressdo dos GLUTs encefalicos. Em geral estes
estudos sugerem que a expressdao de GLUT é plastica e consistentemente
paralela as mudancas na ativacdo neuronal e utilizagdo de glicose pelo encéfalo.
Em roedores, o GLUT 3 possui localizagdo principalmente encefalica. A
expressao do mRNA deste transportador localiza-se em neurdnios, incluindo o
cerebelo, estriado, cértex e hipocampo (Nagamatsu et al., 1993). J&4 o GLUT 2,
descrito a principio no sistema periférico, foi posteriormente também descrito no
sistema nervoso, nas areas no giro denteado do hipocampo, em diferentes
nucleos do hipotalamo, complexo olivar inferior € nicleos motores (Arluison et al.,
2004).

Além das proteinas transportadoras de glicose citadas anteriormente, o
encéfalo também possui transportadores de glicose do tipo GLUT 4 e GLUT 8,
sensiveis a agédo da insulina. O GLUT 4 além de estar localizado em diversos
locais do organismo (Birnbaum, 1989), também é encontrado no cortex cerebral e
hipocampo (Doré et al.,, 1997). J& o GLUT 8 possui localizacdo principalmente
encefalica, ressaltando-se o hipocampo, nucleo paraventricular do hipotalamo e
amigdala (Reagan et al., 2001; 2002).

1.2.1. Metabolismo de glicose e Doenca de Alzheimer

Varios estudos tém demonstrado o papel da glicose como principal nutriente
do encéfalo, documentado seu metabolismo e controle, bem como mostrado que
regibes cerebrais relacionadas com aprendizado e memoria, tais como
hipocampo, amigdala e cértex pré-frontal exibem aumento da utilizagdo de
glicose, evidenciada por estudos que utilizam técnicas de tomografia por emissao

de poésitrons. Além disso, esses estudos tém indicado que a insulina afeta varias



fungdes cerebrais incluindo cognicao e memdéria (Alkire et al., 1998; Hoyer, 2002;
Kilpatrick & Cahill, 2003; Swartz et al.,, 1995; Talley et al., 2002). Nos ultimos
anos, foi sugerido que a deficiéncia e a resisténcia a insulina no encéfalo podem
estar relacionadas a DAE (de la Monte & Wands, 2005; Gasparini et al., 2002;
Hoyer et al., 2004; Salkovic-Petrisic et al., 2006). Essa relacdo entre a DAE e o
metabolismo de 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, onde o principal fator é a
resisténcia a insulina (Biessels & Kappelle, 2005). Deste modo, hoje em dia é bem
aceita a idéia de que a DAE pode ser o resultado de um estado de deficiéncia de
insulina e resisténcia insulinica do encéfalo (de la Monte & Wands, 2005; Hoyer et
al., 2004; Salkovic-Petrisic et al., 2006, 2007). Apesar de a insulina ser produzida
em grande parte pelas células B pancreaticas e atravessar a barreira hemato-
encefdlica, ela pode ser também produzida localmente em algumas regides do
encéfalo como hipocampo, cértex pré-frontal, cértex entorrinal e bulbo olfatério
(Hoyer, 2003). Além disso, o receptor de insulina (IR) também é encontrado em
varias areas encefdlicas como bulbo olfatério, hipotalamo, cértex cerebral e
hipocampo (Henneberg & Hoyer, 1995).

A sinalizagao da insulina é mediada por duas vias de transducdo: a via da
quinase fosfatidil-inositol 3 (PI3 quinase) e a via da proteina quinase ativada por
mitégeno (MAP quinase) que controlam a captacdo de glicose pelas células
(Johnston et al., 2003). Além disso, a via da PI3 quinase esta relacionada com a
regulacao dos peptideos BA e com a fosforilacdo da proteina tau (Ishiguro et al.,
1993; Phiel et al., 2003; Salkovic-Petrisic et al., 2006). Assim, alteracbes no
metabolismo do BA e na fosforilagdo balanceada da proteina tau geradas por
disturbios das vias de sinalizagédo da insulina poderiam acarretar na DAE.

Neste contexto, a estreptozotocina (STZ) é uma glicosamina derivada de
nitrosouréia que € seletivamente téxica as células produtoras/secretoras de
insulina, sendo amplamente utilizada para induzir DM experimental em ratos com
aplicagdo sistémica (Szkudelski, 2001). No entanto, a STZ em baixas doses
injetada intracerebroventricular (icv) ndo altera os niveis basais de glicose na
corrente sanguinea e ndo induz o DM, mas parece alterar o metabolismo de
glicose encefélico (Salkovic-Petrisic et al., 2006). Considerando a presenca da

insulina e dos seus receptores no sistema nervoso central e que a deficiéncia



nesta via de sinalizacdo no encéfalo podem estar relacionadas a DAE e ao DM, o
uso da STZ icv tem sido utilizado como um modelo experimental de inducao da
DAE em ratos (Biessels & Kappelle, 2005; Henneberg & Hoyer, 1995; Hoyer,
2003; Hoyer et al, 2004; Salkovic-Petrisic et al, 2006). Este modelo,
diferentemente de outros utilizando animais transgénicos (Kar et al., 2004; Spires
& Hyman, 2005) descritos na literatura, pode contribuir para a compreensao da
DAE em humanos, por possuir varias das caracteristicas da doenca e mimetizar a
progressiva deterioracdo cognitiva e do metabolismo energético encefalico
(Grinblatt et al, 2004). Este modelo experimental poderia dar subsidios
morfolégicos e moleculares para o entendimento da DAE em humanos.



2. Objetivos

Caracterizar o modelo experimental da DAE em ratos, induzido pela injecao
intracerebroventricular de STZ, por meio de andlises comportamentais dos
possiveis déficits cognitivos e andlises de proteinas marcadoras de
neurodegeneragdao, do citoesqueleto e do sistema colinérgico tipicamente
alteradas na DA.



3. Material e Métodos
3.1. Animais

Foram utilizados neste estudo ratos Wistar machos adultos (300-350g de
peso), obtidos no Biotério do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de
Sao Paulo. Os animais foram mantidos em ciclo claro/escuro (12/12 hs) e com
acesso livre a agua e racao. O protocolo empregado esta de acordo com o guia
do Colégio Brasileiro para Experimentagdo Animal (COBEA) e foi aprovado pela
Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) do ICB/USP (Protocolo n®
033, fls. 55, livro 02).

3.2. Analise da glicemia

A medida da glicemia foi realizada em todos os animais de nosso estudo,
sendo sua dosagem feita sem restricao alimentar. As dosagens foram feitas
imediatamente antes das cirurgias e 15 e 30 dias apds as injecoes de
estreptozotocina. Com o auxilio de uma tesoura cirurgica estéril, uma gota de
sangue foi obtida através da perfuracdo da ponta da cauda dos animais. Essa
amostra de sangue, foi aplicada sobre a fita teste que foi introduzida para leitura
no glicosimetro (Accu-Chek Active, Roche), sendo os resultados obtidos em
mg/dL. Os valores obtidos da dosagem glicémica foram expressos em média *
S.E.M. e submetidos ao teste estatistico ANOVA e po6s-teste Bonferroni. O nivel
de significancia adotado foi P<0,05.

3.3. Injecao intracerebroventricular de estreptozotocina

Os animais foram anestesiados com uma mistura de quetamina (5 mg/100 Q)
e xilazina (1 mg/100 @), tiveram os pélos raspados da superficie da cabeca e
entao posicionados no aparelho estereotaxico (Kopf Instruments, Tujunga, CA).
Previamente a incisdo no escalpo, os animais receberam uma injecdo subcutanea
de lidocaina (0,2 mL). Uma vez feita a incisdo sagital da linha mediana e exposto
0 cranio, o ponto de cruzamento entre as suturas sagital e coronal foi marcado.
Dois pequenos orificios bilaterais foram feitos no cranio do animal com uma broca
esférica de uso odontolégico nas posi¢cdes onde seriam feitas as inje¢cdes. A partir
do bregma, foram utilizados como medidas os seguintes valores: 0,8 mm no eixo

antero-posterior (AP), 1,4 mm no eixo médio-lateral e 3,4 mm no eixo dorso-



ventral (DV) medidos a partir da superficie do encéfalo ja exposto, coordenadas
seguidas de acordo com Paxinos & Watson (2005).

Os animais foram separados em diferentes grupos para avaliagdo aguda ou
cronica de possiveis alteragcdes cognitivas através de testes de memodria
operacional e de referéncia, de niveis protéicos e de um marcador histolégico de
degeneracao, geradas pela estreptozotocina (STZ) em relagdo ao grupo injetado
com o veiculo (CTL).

Um dos grupos de animais recebeu implantes intraventriculares de canulas
e foi injetado com STZ ou o veiculo imediatamente antes de serem submetidos a
testes comportamentais de memoria que perduravam por até 24 horas, para
avaliacao temporal dos prejuizos cognitivos (efeitos agudos).

Outro grupo recebeu as injecoes e foi avaliado cronicamente nos testes
comportamentais por 17 dias (efeitos crénicos), bem como quanto a alteracées
de proteinas relacionadas a neurodegeneracao e ao sistema colinérgico (30 dias
apos as injecoes).

Um terceiro grupo de animais recebeu as injecdes e foi avaliado por um
método de marcacéo histolégica de degeneracao apoés 1, 3, 7, 15 e 30 dias.

Em todos os casos, os animais que formaram o grupo experimental (STZ)
foram injetados em cada ventriculo com 4 uL de estreptozotocina (Merck) diluida
no veiculo tampéao citrato (0,295 g de citrato de sddio e 0,9 g de cloreto de sddio
em 100 mL, pH = 4,5). Os animais receberam um total de 3 mg da droga/kg de
animal.

Os animais do grupo controle (CTL) foram injetados com o veiculo sem a
droga, obedecendo-se os mesmos volumes utilizados para a inje¢do nos animais

do grupo experimental.

3.3.1. Implante das canulas e injecao intracerebroventricular

No caso do grupo de animais implantados com cénulas, é importante
ressaltar, que os mesmos foram submetidos aos testes comportamentais de
memoria de referéncia previamente ao implante das canulas (ver item 3.4.1).
Ap6s esse periodo, e seguindo-se a incisdo do escalpo, a calota craniana foi
exposta e totalmente seca, e o periésteo raspado visando uma boa adesao do
polimero acrilico dental (Artigos Odontolégicos Classico Ltda., Campo



Limpo, SP) responsavel pela fixacdo das cénulas a serem implantadas nos
orificios da calota craniana. A superficie do osso foi cauterizada quando
necessario. Além disso, dois parafusos de relojoaria foram também fixados nas
proximidades para oferecer uma maior superficie de adesdo ao material acrilico.
As canulas, confeccionadas a partir de agulhas hipodérmicas (23G) de 13 mm de
comprimento e ap6s a retirada da regido contendo o bisel, foram entédo
implantadas nos ventriculos laterais através dos orificios e fixadas com o material
acrilico. Apés um periodo de recuperacao da cirurgia de implante das canulas,
seguido de um periodo de testes comportamentais prévios as injecées (+ 10 dias),
a microinje¢do da droga ou do veiculo foi realizada utilizando-se uma seringa
Hamilton de 5 uL acoplada a um tubo de polietileno de mais ou menos 50 cm de
comprimento contendo a droga ou o veiculo, que por sua vez era acoplado a uma
agulha gengival para ser introduzida na canula guia. O uso do tubo de polietileno,
incorporado as canulas dos animais permitiam que as injecoes fossem realizadas
com os animais despertos, sem a necessidade de anestesiar ou conter o animal,
e de modo a manter sua livre atividade na gaiola durante a injecdo. Os animais

foram entdo avaliados no labirinto aquatico de Morris.

3.3.2. Microinjecao

No caso do grupo de animais injetados e testados cronicamente, foram
usadas micropipetas de vidro com pontas entre 10 e 20 um preenchidas com 4 pL
de STZ ou do veiculo, inseridas através dos orificios na calota craniana e seus
conteudos injetados com o uso de um sistema de injecdo por pressao
(Picospritzer).

3.4. Teste comportamental

Os animais foram submetidos a testes comportamentais no labirinto aquético
de Morris para que fosse avaliado o estado de suas memdérias de referéncia e
operacional. O labirinto aquatico consiste em uma piscina redonda de fibra de
vidro preta, com 200 cm de didmetro e 50 cm de altura, preenchida com agua (26
+1 °C) a uma altura de aproximadamente 25 cm. A agua foi adicionado leite (250
ml), com a finalidade de que a &gua se tornasse opaca. Uma plataforma de

plastico transparente com 9 cm de didmetro, montada sob uma coluna também de



plastico, foi posicionada na piscina de forma que ficasse por volta de 2 cm abaixo
do nivel da 4gua.

Uma camera de video colocada aproximadamente a 290 cm acima do centro
da piscina foi conectada a um dispositivo de rastreamento digital (VP112, HVS
Image Ltd, Hampton., UK). O tragado percorrido pelo animal ao nadar foi
amostrado em unidades de 0,1 segundos por um programa de computador que
coletava e analisava o padrao do nado.

A piscina foi teoricamente dividida em quatro quadrantes iguais. A
porcentagem de tempo gasto pelo animal no quadrante onde a plataforma estava
localizada durante as sessdes de treinamento indica comportamento de
orientagdo. A piscina foi também dividida em anéis concéntricos de 33 cm de
largura (sendo “A” o anel interno, “B” o anel intermediario e “C” o anel externo). A
porcentagem de tempo gasto em cada anel foi usada como indicativos de
estratégias de procura. Como forma mais especifica de se avaliar o
comportamento de orientagdo, delimitaram-se circunferéncias de 27 cm de
didmetro concéntricas as possiveis posi¢cdes da plataforma, ao que se denominou
contador, procedendo-se a uma avaliagdo do tempo relativo gasto na regido

critica quando comparado ao tempo gasto nos outros contadores (Figura 1).
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Figura 1. Esquema demonstrando as areas da piscina utilizada no teste comportamental (labirinto
aquatico de Morris) e suas divisdes, sendo A divisdo dos quatro quadrantes, B divisdo dos trés

anéis concéntricos e C os quatro contadores.



Os parametros de memorias de referéncia e operacional analisados estao

resumidos na tabela abaixo (Tabela1).

Tabela 1. Pardmetros do comportamento de memorias de referéncia e
operacional avaliados.

LAT Laténcia Tempo gasto para o animal achar a plataforma.
CT Comprimento do trajeto Tamanho do trajeto percorrido pelo rato
QD4 Quadrante quatro Porcentagem de tempo que o animal permanecia no

quadrante critico (quatro).
ANB Anel B Porcentagem de tempo que o animal permanecia no anel
critico (B).
QDANT Quadrante critico do dia Porcentagem de tempo que o animal permanecia no
anterior quadrante critico do dia anterior.
TCANT Tempo no contador do dia Percentagem de tempo relativo* que ao animal permanecia no
anterior contador critica do dia anterior.

FANT Frequéncia FreqgUéncia de entrada no contador critico do dia anterior.

*Considera-se como 100% a soma dos tempos gasto nos quatro contadores.

A piscina se encontrava em uma sala de 3,15 X 4,5 m em cujas paredes
apresentavam-se fixados diversos objetos salientes que serviam como pistas de
orientacao espacial.

O teste consistia em posicionar o animal perto da lateral da piscina, virado
para a parede em uma das posi¢coes iniciais, e permitir que ele nadasse
livremente até que a plataforma fosse encontrada. Os dados comecavam a ser
coletados pelo computador assim que o animal era colocado na agua, e, no
instante em que a plataforma fosse encontrada, encerrava-se a coleta de dados,
indicando o fim da tentativa. Se o rato ndo encontrasse a plataforma dentro de 2
minutos, ele era guiado manualmente até a plataforma, onde permanecia por um
periodo de 10 a 15 segundos. Os animais eram retirados da agua e devolvidos as
suas respectivas caixas, onde permaneciam até a proxima tentativa. O intervalo
entre as tentativas (IET) padrao utilizado foi de 10 minutos.

Os testes comportamentais aplicados avaliaram tanto a memodria de

referéncia, quanto a memoria operacional do animal.



3.4.1. Teste comportamental nos animais com cénulas (efeitos agudos)

O grupo de animais implantados com canulas intraventriculares foi
submetido aos testes comportamentais de meméria de referéncia previamente ao
implante das céanulas durante 5 dias, com o intuito de avaliar a homogeneidade
dos animais quanto ao desempenho no aprendizado do teste. Ap6s o periodo de
recuperacao da cirurgia de implante das canulas, os animais foram submetidos a
mais 3 dias de testes de memaria de referéncia e 1 dia no teste de avaliacao, que
visaram avaliar possiveis prejuizos decorrentes do implante da canula e no
desempenho sensério-motor. Apds esse teste de avaliacdo, os animais foram
testados quanto a meméria operacional por 2 dias para aprender a tarefa e entao
seguiu-se a divisdo dos animais em dois grupos, que sé entdo foram submetidos
ao teste final de avaliacdo da memoria operacional apés 30 min, 1h, 2h, 3h, 4h e

24h da microinjecao da droga ou do veiculo (Figura 2).

1° dia 6° dia 13° dia 17° dia 18° dia 20° dia
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Figura 2. Linha do tempo descritiva das fases dos testes de memdrias nos animais implantados

com canulas (efeitos agudos).

3.4.2. Teste comportamental nos animais apds injecdo com micropipetas de vidro

(efeitos crénicos)

AplGs a recuperacao da cirurgia para as injecoes intracerebroventriculares,
os animais foram avaliados cronicamente (por 17 dias), nos testes
comportamentais de memorias de referéncia e operacional. A sequéncia de
realizacdo dos testes durante esse periodo consistiu em: memaria de referéncia

(7 dias), teste de avaliacao (1 dia), memoria operacional com intervalos entre



tentativas de 10 minutos (IET10; 4 dias) e memoria operacional com intervalos
entre tentativas de 0 minuto (IETO; 1 dia) (Figura 3).

1° dia 4° dia 12° dia 13° dia 17° dia 30° dia

1 1 1
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Cirurgia Meméria Teste de Meméria Meméria Sacrificados
de Avaliagdo Operacional Operacional
Referéncia (IET10) (IETO)
4 dias

(recuperagao)

Figura 3. Linha do tempo descritiva das fases dos testes de memarias nos animais que receberam

as microinjecoes (efeitos crénicos). IET = intervalo entre as tentativas.

De maneira mais detalhada, na versao do teste de memoria de referéncia a
plataforma permanecia em uma posicao fixa no centro do quadrante noroeste
(quadrante 4). As posicdes iniciais onde os ratos eram soltos variavam
aleatoriamente entre os pontos cardeais e sub-cardeais sudoeste, sul, sudeste e
leste em cada dia de teste. Ap6s a avaliagdo da meméria de referéncia, um teste
de avaliagao foi realizado e consistia em um treino de tentativa unica com duragéo
de 3 minutos, no qual ndo havia uma plataforma submersa. O objetivo do teste de
avaliacao é basicamente verificar a existéncia de algum problema motor, além de
possibilitar a elucidagdo de duvidas com relacdo a aquisicéo, retencao e resgate
de memoria.

A proxima etapa consistiu na avaliagdo do desempenho dos animais na
versao do teste de memoaria operacional, em que a localizacao da plataforma era
trocada diariamente. Quatro posigdes (tentativas) iniciais foram usadas em
diferentes ordens a cada dia, sendo que o intervalo entre cada tentativa era de 10
minutos. Na primeira tentativa de cada dia de avaliagdo da meméria operacional o
animal encontrava a plataforma por acaso ou por métodos de varredura, ou nao

achavam e eram entdo conduzidos a plataforma manualmente. No entanto, ao fim



da primeira tentativa os animais deveriam reter informagdes sobre a localizacao
da plataforma para que entdo as pudesse utilizar nas proximas tentativas.

Por fim, no décimo terceiro dia de testes, os animais foram submetidos a
uma versao modificada do teste de memdria operacional, versdao na qual o
intervalo entre as tentativas foi reduzido a zero.

Para analise dos dados, utilizou-se uma anadlise de variancia para medidas
repetidas (ANOVA) tendo grupo (STZ e CTL) como fator entre-sujeitos, e dia (1 a
7) e tentativa (1 a 4) como fatores intra-sujeitos (Xavier et al.,1999, 2009)

3.5. Westernblotting

Os animais avaliados cronicamente nos testes comportamentais foram
sacrificados por decapitacao ap6s 30 dias das injecoes intracerebroventriculares,
seus encéfalos removidos e regides como o cértex, hipocampo, hipotalamo,
prosencéfalo basal, amigdala, nacleos da base e cerebelo, foram dissecadas e
rapidamente coletadas e homogeneizadas em tampéao de extragao (Tris, pH 7,4,
100 mM, EDTA 10 mM, SDS 10%, fluoreto de sédio 100 mM, pirofosfato de sédio
10 mM, ortovanadato de sédio 10 mM). As amostras foram centrifugadas por 20
minutos a 12.000 g, o sobrenadante separado e dosado quanto ao conteldo
protéico usando-se uma solu¢do para ensaio colorimétrico (Bio-Rad; Hercules,
CA, USA).

As amostras (50-100 ug de proteina) contendo tampao Laemmli (azul de
bromofeno 0,1%, fosfato de sédio 1 M, pH 7,0, glicerol 50% e SDS 10%) foram
submetidas a eletroforese em gel de acrilamida e apds a separacéao eletroforética,
as proteinas foram eletro-transferidas para membranas de nitrocelulose (0,45 um
de diametro). Apds a transferéncia, as membranas foram incubadas com os
seguintes anticorpos primarios disponiveis comercialmente: anticorpo policlonal
feito em coelho anti-beta amiléide (BA, Santa Cruz Biotechnology), anticorpo
monoclonal feito em camundongo anti-tau total parte (C-terminal, aminoacidos
243-441, Sigma), anticorpo policlonal feito em coelho anti-tau fosforilada
(pSER'™92%2 " Sigma), anticorpo monoclonal feito em camundongo anti-GFAP
(Sigma) e anticorpo policlonal feito em cabra anti-colina-acetiltransferase (ChAT,
Chemicon), como indicadores de neurodegeneracao ocorridas na DA, depois com
anticorpos secundarios anti-camundongo, anti-coelho ou anti-cabra conjugados



com peroxidase e a ligacdo especifica do anticorpo revelada utilizando um kit
quimioluminescente. Finalmente, as bandas foram analisadas quanto a densidade
Optica da imunorreatividade usando-se o programa Scion Image 4.0.2 (Scion
Corporation; Frederick, MD, USA).

Os valores obtidos da densitometria 6ptica foram expressos em média *
S.E.M. e submetidos ao teste t (Student) para amostras independentes. O nivel
de significancia adotado foi P<0,05. Para melhor visualizacdo das diferencas, os
resultados da analise estatistica foram, entao, convertidos em valores percentuais

em relacdo ao grupo controle (considerado 100%).

3.6. Analise histoquimica do Fluoro-Jade C

Utilizamos um método de marcacgéo fluorescente, com Fluoro-Jade C, que
se liga especificamente a neurbnios em degeneracdo (Schmued & Hopkins,
2000).

Apés 1, 3, 7 e 15 dias da injecdo icv de STZ e veiculo os animais foram
profundamente anestesiados com quetamina e xilazina e perfundidos por via
transcardiaca com salina tamponada e paraformaldeido a 4% em tampao fosfato
0,1 M (PB; pH 7,4). Ap6s 4 horas de pos-fixagao, os encéfalos foram transferidos
para uma solucéo de sacarose a 30% em PB para a crioprotecdo. Cortes coronais
(30 um) dos encéfalos congelados foram obtidos (utilizando-se um micrétomo
deslizante de congelacdao) e coletados em PB e montados em laminas
gelatinizadas.

As laminas gelatinizadas contendo os cortes foram deixadas em placa
quente para secar e foram entdo colocados em uma solugdo de alcool 80%
contendo 1% de NaOH por 5 minutos. Em seguida, foram colocados em alcool
70% por 2 minutos e em agua destilada por mais 2 minutos. Apds o processo de
reidratacdo o material foi incubado em uma solugdo de 0,06% de permanganato
de potassio por 10 minutos, sob agitacao, para diminuicdo do ruido de fundo. O
material foi entdo lavado em agua destilada por 2 minutos e incubado com uma
solucdo de Fluoro-Jade C (Chemicon) em acido acético por 20 minutos. Apds a
incubagdo com o Fluoro-Jade C, o material foi lavado por 3 vezes em agua
destilada, deixado por cerca de 20 minutos em estufa para secar, tratado com xilol



por 2 vezes de 3 minutos e coberto com laminula usando-se DPX (Fluka,
Milwaukee, WI, USA). Finalmente, o material foi analisado em microscépio de

fluorescéncia.



4. Resultados

4.1. Aspectos gerais

Nossos resultados, em geral, demonstram que a STZ injetada icv, parece
promover declinio de memaoria observado nos testes comportamentais agudos e
cronicos. Esse declinio pode ser o resultado da morte neuronal observada nas
avaliacoes histologicas pelo método de Fluoro-dade C, que indicaram uma
neurodegeneragao regido-especifica e tempo-especifica. Foram observadas
também mudancas na expressao de proteinas que estado relacionadas a DA, e
que sao utilizadas para diagndstico positivo da doenga, entre elas o peptideo BA
e a fosforilacdo da proteina tau, da enzima de sintese da acetilcolina, a ChAT e
da proteina astrocitica GFAP.

4.2. Analise da glicemia

Foi comparado o nivel da glicemia dos animais antes e depois das injecdes
de STZ e veiculo, e cada animal foi o seu préprio controle. Nao houve diferenca
do nivel da glicemia apds as inje¢des icv de STZ quando comparado ao nivel
antes das injegcdes. Também nao foi observada nenhuma mudancga nos niveis
glicémicos quando comparamos os animais STZ com os animais controles (Figura
4).
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Figura 4. Efeitos da injecdo intracerebroventricular de estreptozotocina sobre a glicemia de ratos
alimentados ad libitum. Os valores glicémicos foram avaliados antes (Pré) e apos (P6s) a injecao

do veiculo (CTL) ou estreptozotocina (STZ). Resultados expressos em média + S.E.M. (ANOVA,

pds-teste de Bonferroni).



4.3. Teste Comportamental

Em todo o teste comportamental, o pardmetro velocidade da natacdo nao
demonstrou diferenca significante entre o grupo controle e experimental. Assim
podemos afirmar que as diferengas nos outros paramentos ndo sdo causadas por

deficiéncia motora e motivacional.

4.3.1. Efeitos aqudos da injecao de estreptozotocina sobre os testes de memdria

Os resultados dos testes de memoaria de referéncia sao mostrados na Tabela

Os testes de memdria de referéncia realizados durante 5 dias antes da
canulacao, mostraram uma curva de aprendizado normal e homogénea em todos
0os parametros avaliados. Apds a cirurgia de canulagdo, os mesmos testes
aplicados por mais 3 dias e 1 dia de teste de avaliacdo, confirmaram a
equivaléncia entre o desempenho pré e pés-cirurgia. O teste de memobria
operacional aplicado na sequéncia por 2 dias para o aprendizado da tarefa
demonstrou que todos os animais foram capazes de aprende-la.

Ap6s a injecao de STZ os testes de memoria operacional aplicados
demonstraram que apés 2 h, 1 h ou 2 hs, ndo houve diferencas significativas no
desempenho desses animais comparados aos do grupo controle, em nenhum dos
parametros observados.

Por outro lado, um declinio da memdéria foi observado a partir de 3 horas da
injecdo de STZ, em comparacao ao grupo controle. Os animais do grupo STZ
obtiveram um pior desempenho no parametro laténcia, isto €, eles demoraram
mais para achar a plataforma ou ndo a encontraram (Figura 5). Também
observamos apdés 3 horas da injecdo de STZ no parametro comprimento do
trajeto, um declinio da memodria, isto é, os animais do grupo STZ nadaram um
percurso maior até achar a plataforma (Figura 5). Esses resultados se mantiveram
nos periodos mais longos do teste comportamental (4 e 24 horas apds a injecao).



Tabela 2. Resultados dos Testes de Memdéria de Referéncia no grupo de

avaliacao aguda.

Grupo Fase Fase/Tentativa/grupo Fase/grupo
F1,10 P F77 P F 21,21 P F77 P
LAT 10,42 0,0091 6,14 0,0002 2,62 0,0054 12,82 <0,0001
Comp 18,27 0,0016 3,84 0,0014  --- 8,17 <0,0001
Continuacao
Fase/Tentativa Tentativa Tentativa/grupo
F 21,21 P F3,3 P F 3,3 P
LAT 3,84 0,0001 81,69 <0,0001 5,38 0,0051
Comp 1,92 0,0113 36,39 36,39 2,99 0,0464
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Figura 5. Efeito agudo da inje¢do intracerebroventricular de estreptozotocina em diferentes

parametros da memdéria operacional em ratos. A média dos valores obtidos foi usada para

expressar 0 desempenho em termos de laténcia e comprimento do trajeto. Para andlise dos

dados, utilizou-se uma analise de variancia para medidas repetidas (ANOVA) tendo sessoes
(antes da injecao, 2 h pds, 2 h pos, 3 h pds, 4 h pds e 24 h pds) como fator intra-sujeitos, e grupo
(STZ e CTL) como fator entre-sujeitos. O nivel de significancia adotado foi de P<0,05.




4.3.2. Efeitos crénicos da injecdo de estreptozotocina sobre os testes de memoria

4.3.2.1. Memdria de Referéncia

Os resultados dos testes de memoria de referéncia sdo mostrados na Tabela
3. Em relacdo aos parametros Laténcia (LAT), Comprimento do trajeto (CT),
Porcentagem de tempo no quadrante 4 (QD4) e Porcentagem de tempo no anel B
(ANB), a analise revelou a existéncia de efeito significante para o fator grupo (F1 16
= 9,64-25,08; P<0,05) e na interacao dia/grupo (Fsgs = 2,63-4,62; P<0,05). Em
relagéo aos parametros LAT, QDC e ANB, a analise revelou a existéncia de efeito
significante em relagéo ao fator Dia (Fsgs = 2,93-8,93; P<0,008). Em relagdo aos
parametros LAT e CT, a analise estatistica confirmou presenca de efeito
significante em relacao ao fator Tentativa (Fs4s = 8,43-13,37; P<0,05). Por fim, em
relacdo aos parametros LAT, a analise revelou a existéncia de efeito significante
em relacdo a interagao tentativa/grupo (Fsz4s = 5,08; P=0,0112). De fato, a Figura
6 ilustra que enquanto os animais do grupo controle exibiram uma reducdo da
LAT (Figura 6A), do CT (Figura 6B), e um aumento da QD4 (Figura 6C) e oo ANB
(Figura 6D) ao longo dos dias de testes, os animais do grupo STZ exibiram
reducédo tardia tanto na LAT quanto no CT, bem como aumento igualmente tardio

ou inconsistente na porcentagem de tempo no quadrante e anel criticos.

Tabela 3. Resultados dos Testes de Memdéria de Referéncia no grupo de

avaliacao cronica.

Grupo Dia Tentativa Dia/ Tentativa/
Grupo Grupo
F1,16 P F6,96 P F3,48 P F6,96 P F3,48 P
LAT 25,08 0,0001 8,93 0,0001 843 0,0010 4,62 0,0004 5,08 0,0112
CT 10,60 0,0050 ------ = ------- 13,37 0,0001 3,42 0,0087 ----- = -----

QD4 16,60 0,0009 3,91 0,0079 2,77 0,0517 3,84 0,0086 --- -
ANB 964 00068 2,93 0,0185 278 0,0610 2,63 0,0309 --- -
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Figura 6. Efeito crénico da inje¢ao intracerebroventricular de estreptozotocina em diferentes
parametros da memoria de referéncia em ratos. A média dos valores obtidos em quarto tentativas
em cada sessdo (t erro padrédo da média das tentativas de um mesmo grupo) foi usada para
expressar o desempenho em termos de laténcia (A), comprimento do trajeto (B), porcentagem de
tempo no quadrante 4 (C) e porcentagem de tempo no anel B (D). Para analise dos dados,
utilizou-se uma andlise de variancia para medidas repetidas (ANOVA) tendo grupo (STZ e CTL)
como fator entre-sujeitos, e dia (1 a 7) e tentativa (1 a 4) como fatores intra-sujeitos. O nivel de
significancia adotado foi de P<0,05.



4.3.2.2. Teste de Avaliacao

Os resultados referentes ao teste de avaliacado sdo mostrados na Tabela 4.
A analise estatistica mostrou existéncia de efeito significativo de grupo para os
parametros Porcentagem de tempo gasto no contador critico 4 (TC4) (Fi7 =
20,07; P=0,0029) e Frequéncia de entrada no contador critico 4 (F4) (Fy7 = 8,95;
P=0,0202).

De fato, ao observarmos os graficos desses parametros (Figura 7A e 7B,
para TC4 e F4, respectivamente), percebemos que o grupo controle vasculha
preferencialmente no primeiro minuto a area onde se encontrava a plataforma
durante todo o teste de referéncia. E igualmente claro que esse comportamento é
gradativamente extinto no segundo e terceiro minutos. Ja o grupo experimental
nao destinou especial atencéo a regiao onde se encontrava a plataforma nos dias
anteriores no primeiro minuto. Ao passar do tempo, no entanto, podemos

perceber um sutil aumento da freqiiéncia e tempo despendidos a regiao critica.

Tabela 4. Resultados do teste de avaliacao

Grupo
F1,7 P
TC4 20,07 0,0029
F4 8,95 0,0202

TC4- Tempo no contador critico (4)

F4- Frequéncia de entrada no contador critico (4)
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Figura 7. Efeito crénico da inje¢ao intracerebroventricular de estreptozotocina em diferentes
parametros do resgate de meméria de referéncia e extingao de comportamento em ratos (Teste de
avaliagao). A média dos valores obtidos em uma tentativa (+ erro padrdo da média) foi usada para
expressar o desempenho em termos de porcentagem de tempo no contador critico (A) e
freqUéncia de entrada no contador critico (B). Para analise dos dados, utilizou-se uma andlise de
variancia para medidas repetidas (ANOVA) tendo grupo (STZ e CTL) como fator entre-sujeitos, e
dia (1 a 7) e tentativa (1 a 4) como fatores intra-sujeitos. O nivel de significAncia adotado foi de
P<0,05.



4.3.2.3. Memdria Operacional (Intervalo de tempo entre as tentativas de 10
minutos (IET10)

Os resultados apresentados na Tabela 5 mostram que, para os parametros
CT, Percentagem de tempo gasto no quadrante critico do dia anterior (QDANT),
Percentagem de tempo gasto no contador critico do dia anterior (TCANT) e
FreqUéncia de entrada no contador critico do dia anterior (FANT), a analise
revelou existéncia de efeito significativo para Tentativa (Fz42 = 7,07-14,63;
P<0,001), para os parametros QDANT, TCANT e FANT a existéncia de efeito
significativo para a interacdo Tentativa/Grupo (F342 = 3,27-9,67; P<0,04) e para o
parametro CT, efeito de grupo (F1,14 = 16,34; P=0,0012).

Observando a Figura 8, podemos claramente observar que o grupo controle
apresentou uma queda no comprimento do trajeto percorrido em funcao das
tentativas, enquanto o grupo STZ nao apresentou melhoras (Figura 8A). Com
relagao aos parametros QDANT (Figura 8B), TCANT (Figura 8C) e FANT (Figura
8D), percebe-se que ha um padrdo que unifica os resultados. As analises desses
parametros refletem uns aos outros, todos mostrando que, enquanto o grupo
controle despende bastante tempo de sua primeira tentativa no quadrante ou
contador onde se encontrava a plataforma no dia anterior, extinguindo esse
comportamento de forma crescente na segunda, terceira e quarta tentativas, o
grupo experimental ndo dedica especial atencao a localizacao da plataforma do
dia anterior, passando pelas regides criticas em percentagem igual a que se

esperaria em uma exploracao totalmente aleatéria.

Tabela 5. Resultados dos Testes de Memaria Operacional (IET10) no grupo de

avaliacao cronica.

Grupo Tentativa Tentativa/Grupo
F1,14 P F 3,42 P F 3,42 P
CT 16,34 0,0012 14,63 0,0001 - e
QDANT - - 7,07 0,0010 3,27 0,0357
TCANT 3,26 0,0924* 10,85 0,0001 9,67 0,0001

FANT - 9,81 <0,0001 5,56 0,0027
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Figura 8. Efeito crénico da inje¢ao intracerebroventricular de estreptozotocina em diferentes
parametros da memoria operacional em ratos. A média dos valores obtidos em cada tentativa nos
quatro dias (+ erro padrdo da média das mesmas tentativas) foi usada para expressar o
desempenho em termos de comprimento do trajeto (A), porcentagem de tempo no quadrante
critico do dia anterior (B), porcentagem de tempo no contador critico do dia anterior (C) e
freqUéncia de entrada no contador do dia anterior (D). Para analise dos dados, utilizou-se uma
analise de variancia para medidas repetidas (ANOVA) tendo grupo (STZ e CTL) como fator entre-
sujeitos, e dia (1 a 7) e tentativa (1 a 4) como fatores intra-sujeitos. O nivel de significancia
adotado foi de P<0,05.



4.3.2.4. Intervalo de tempo entre as tentativas de 10 e 0 minutos (IET10 X IET0)

Na Tabela 6 vemos os resultados da analise dos dados referentes ao teste

aplicado com IET igual a 0. A andlise revelou existéncia de efeito significativo de
grupo e tentativa para os parametros LAT e CT.

Ao compararmos os graficos de Laténcia (Figura 9A) e Comprimento de
Trajeto (Figura 9B) podemos ver que os dois grupos se assemelham bastante no
que diz respeito a melhora da execucdo da tarefa quando o Intervalo entre as
tentativas foi igual a 0. Vemos claramente que o grupo experimental praticamente
nao apresentou melhora quando utilizamos IET 10 e, no entanto, quando

utilizamos IET 0, a melhora ja mencionada foi observada.

Tabela 6. Resultados da comparacao IET 10 X 0.

Tentativa/

Grupo Tentativa
Grupo
F1,14 P F1,14 F1,14 P P
LAT 13,86 0,0023 13,86 13,86 3,52 0,0230

CT 16,34 0,0012 14,63 0,0000 - -
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Figura 9. Efeito crénico da inje¢ao intracerebroventricular de estreptozotocina em diferentes
parametros da memoria operacional em ratos. A média dos valores obtidos em cada tentativa nos
quatro dias (+ erro padrdo da média das mesmas tentativas) foi usada para expressar o
desempenho em termos de laténcia (A) e comprimento do trajeto (B) com intervalos de 0 e 10
minutos entre cada tentativa. Para andlise dos dados, utilizou-se uma analise de variéncia para
medidas repetidas (ANOVA) tendo grupo (STZ e CTL) como fator entre-sujeitos, e dia (1 a 7) e
tentativa (1 a 4) como fatores intra-sujeitos. O nivel de significancia adotado foi de P<0,05.



4.4. Westernblotting

As analises estatisticas da expressdo das proteinas consideraram o0s
valores absolutos obtidos pela densitometria dptica que sdo apresentados nas
tabelas e os valores relativos convertidos em porcentagens aparecem descritos

no texto e nas tabelas.

4.4.1. B-Amildide

A andlise dos niveis de expressao do peptideo BA demonstrou haver um
significante aumento no grupo STZ quando comparado ao controle na maioria das
estruturas encefélicas analisadas. Os resultados estdo resumidos na Tabela 7.

No cértex entorrinal (Figura 10A) dos encéfalos dos animais STZ houve um
aumento de 40,7% (P=0,0089) da expressao do BA quando comparados com 0s
animais controle. Niveis semelhantes de alteragdes foram observados nos
nucleos da base (Figura 10B), com um aumento de 41,8% (P=0,0063) na
expressao da proteina BA no grupo STZ em relacdo ao grupo controle. Outras
estruturas, no entanto, apresentaram diferencas de expressao mais marcantes
como a amigdala (Figura 10C) que apresentou um aumento de 135,81%
(P=0,0107) e o hipotalamo (Figura 10D) onde houve um aumento de 86,6%
(P=0.0001) na expressao do peptideo nos encéfalos dos animais STZ quando
comparados com 0s animais controle.

Ja estruturas como hipocampo, cerebelo, cértex e prosencéfalo basal, ndo
apresentaram diferengas significativas entre os dois grupos, de forma que os
niveis de expressao de BA tanto dos animais do grupo controle quanto dos

animais do grupo STZ mostraram-se 0s mesmos ou muito préximos.



Tabela 7. Expressao do peptideo BA nas diferentes estruturas encefalicas.

Estruturas Dados absolutos % P

n
CTe CTL7482+6175 4 40,7 0,0089
STZ 10530 +510.0 4

NB CTL 111407958 7 4138 0,0063
STZ 15800 + 1163

AM CTL 4557 + 1274 4 135,81 0,0107
STZ 10750 £ 1116

HPT CTL 6683 +520.4 6 86,6 0,0001

STZ 12470 £ 480.1 4

HPC CTL1.073£0.1415 4 - -
STZ 1.738 +0.2970

CT CTL 13990 £824.8 4 - -
STZ 14960 + 1075

Dados absolutos e relativos (porcentagem) das andlises de densidade 6ptica da expressao do
peptideo BA, nos animais controle (CTL) e estreptozotocina (STZ). Os dados foram obtidos como
médias dos numeros absolutos da densidade oOptica + S.E.M. e submetidos ao teste t (Student)
para amostras independentes. O nivel de significancia adotado foi P<0,05. CTe = cértex entorrinal,

NB = nlcleos da base, AM = amigdala, HPT = hipotalamo, HPC = hipocampo, CT = cortex.
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Figura 10. Efeito da injecao intracerebroventricular de estreptozotocina sobre a expressao
do peptideo beta-Amildide (BA) nas diferentes estruturas encefalicas. Os extratos proteicos
(50-100 ng) foram separados em gel SDS—PAGE, transferidos para membrana de nitrocelulose e
estas, incubadas com anticorpo anti-BA. Os resultados sdo expressos como valores percentuais
em relagdo ao grupo controle (considerado 100%), obtidos a partir dos valores absolutos da
densitometria optica. O nivel de significancia adotado apds o teste t (Student) para amostras

independentes foi de *P<0,05.



4.4.2. Razao Tau Fosforilada/Tau Total

N6s observamos um aumento da imunorreatividade da proteina tau total

(proteina tau total parte C-terminal, aminoacidos 243—441), e da tau fosforilada
(tau fosforilada em serina S$'99?%) em algumas areas do encéfalo dos animais
injetados com STZ (resultados ndo demonstrados). Para a andlise da fosforilacao
da proteina tau, foi avaliada a razao entre os niveis de proteina tau fosforilada em
relacdo aos niveis de proteina tau total. Resultados resumidos na Tabela 8.

No cortex entorrinal (Figura 11A), ndés observamos uma diminuicdo de
43,88% (P=0,0052) na fosforilagdo da proteina tau nos animais STZ comparados
aos animais controle. Ja os dados referentes ao cerebelo (Figura 11B), mostram
um aumento de 56,4% (P=0,0438) nos niveis de fosforilagdo da proteina nos
animais STZ, em relagdo ao grupo controle. Um efeito similar foi observado no
cortex (Figura 11C) que apresentou um aumento de 63% (P=0,0212) na
fosforilacdo da proteina tau nos animais STZ quando comparados aos animais
controle. Outras estruturas, no entanto, apresentaram niveis de fosforilagdo da tau
mais marcantes como a amigdala (Figura 11D) com um aumento de 312% (P=
0,0039) e os nucleos da base (Figura 11E) com um aumento de 298,7%
(P=0,0407) nos animais STZ em relagdo aos animais controles. A estrutura que
apresentou o nivel de fosforilacdo da proteina tau mais impressionante foi o
prosencéfalo basal (Figura 11F) com um aumento de 1.436,01% (P=0,0251).
Outras estruturas, por outro lado, ndo apresentaram diferencas significativas entre

os dois grupos, como o hipocampo e o hipotalamo.



Tabela 8. Expressao da proteina tau nas diferentes estruturas encefalicas.

% P
43,88**  0,0052

Estruturas Dados absolutos

CTe CTL 1.347 £0.1327
STZ 0.7560 +0.07380 5

=)

[e2)

CB CTL 1.121 £0.08663 6 56,4 0,0438
STZ 1.753 £ 0.2795 5

CT CTL 2.587 £ 0.5204 5 63 0,0212
STZ 4.218 £ 0.3161
AM CTL 1.332 £0.1380 5 312 0,0039

STZ 5.488 + 1.106

NB CTL 0.9800+0.1896 6 298,7 0,0407
STZ 3.908 + 1.489

PB CTL 0.3567 £0.1313 3 1.436 0,0251
STZ 5.480 * 1.462

HPC CTL 1.073 £0.1415 4 - -
STZ 1.738 £ 0.2970 4

HPT CTL 1.823 £ 0.2400 4 - -
STZ 2.403 £ 0.7150

Dados absolutos e relativos (porcentagem) das andlises de densidade 6ptica da expressao da
proteina tau nos animais controle (CTL) e estreptozotocina (STZ). Os dados foram obtidos como
médias dos numeros absolutos da densidade 6ptica £ S.E.M. e submetidos ao teste t (Student)
para amostras independentes. O nivel de significancia adotado foi P<0,05. **Diminuigdo de
expressdo do grupo STZ em relagdo ao controle. CTe = cértex entorrinal, NB = nicleos da base,
AM = amigdala, HPT = hipotalamo, HPC = hipocampo, CT = cortex.
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Figura 11. Efeito da injecéo intracerebroventricular de estreptozotocina sobre os niveis de
fosforilacao da proteina tau (tau fosforilada/tau total) nas diferentes estruturas encefalicas.
Os extratos proteicos (50-100 ug) foram separados em gel SDS-PAGE, transferidos para
incubadas com anticorpo anti-BA. Os resultados sao
expressos como valores percentuais em relagéo ao grupo controle (considerado 100%), obtidos a
partir dos valores absolutos da densitometria 6ptica. O nivel de significancia adotado ap6s o teste t
(Student) para amostras independentes foi de P<0,05.
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4.4.3. Colina-Acetiltransferase

A amigdala (Figura 12) foi a Unica estrutura entre as estudadas que
demonstrou uma diminuicédo significante, de 75,05% (P=0,0251), na expressao da
ChAT nos animais STZ (n = 6) em relagdo ao grupo controle (n = 6). Todas as
outras estruturas analisadas demonstraram uma expressdo equivalente

comparando os dois grupos.
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Figura 12. Efeito da inje¢ao intracerebroventricular de estreptozotocina sobre a expressao
da colina acetiltransferase (ChAT) nas diferentes estruturas encefalicas. Os extratos
proteicos (50-100 pg) foram separados em gel SDS-PAGE, transferidos para membrana de
nitrocelulose e estas, incubadas com anticorpo anti-BA. Os resultados sdo expressos como valores
percentuais em relacdo ao grupo controle (considerado 100%), obtidos a partir dos valores
absolutos da densitometria éptica. O nivel de significAncia adotado apds o teste t (Student) para

amostras independentes foi de *P<0,05.



4.4.4. Proteina Acidica Fibrilar Glial (GFAP)

Para a proteina GFAP a analise dos niveis de expressao demonstrou haver
um significante aumento no grupo STZ quando comparado ao controle na maioria
das estruturas encefélicas analisadas. Os resultados estdo resumidos na Tabela
9.

Um aumento marcante, de 284,9% (P=0,0003) na expressdo de GFAP, foi
observado no cortex (Figura 13A) do grupo STZ quando comparados com 0s
animais controle. Niveis grandes também de alteragbes foram observados nos
nucleos da base (Figura 13B), com um aumento de 162,80% (P=0,0271) e no
hipocampo (Figura 13C) de 205,71% (P=0,004). Por outro lado, o cértex entorrinal
(Figura 13D) apresentou uma significante diminuicdo de 71,86% (P=0,0010) na
expressao da proteina nos animais STZ comparados aos controles. Na amigdala
e no hipotalamo nao houve diferenca entre os dois grupos na expressao da
proteina GFAP.



Tabela 9. Expressao da proteina GFAP nas diferentes estruturas encefalicas.

Estruturas Dados absolutos n % P

CT CTL 4980 +190.0 2 2849 0,0003
STZ 19170 + 153.5 2

NB CTL 3942 + 663.6 6 162,80 0,0271
STZ 10360 + 2836 4

HPC CTL 4448 £+ 702.7 5 205,71 0,0040
STZ 13600 + 1364

CTe CTL 15620 £ 1011 3 71,86* 0,0010
STZ 4395 + 842.3

AM CTL 12310 £ 2768 6 == 0,4646
STZ 9022 + 3180 4

HPT CTL 12220 + 2805 6 - 0,9126
STZ 12680 + 2639 4

Dados absolutos e relativos (porcentagem) das andlises de densidade éptica da expressao da
proteina GFAP nos animais controle (CTL) e estreptozotocina (STZ). Os dados foram obtidos
como médias dos numeros absolutos da densidade éptica £+ S.E.M. e submetidos ao teste t
(Student) para amostras independentes. O nivel de significAncia adotado foi P<0,05. **Diminuigao
de expressao do grupo STZ em relagdo ao controle. CT = cértex, NB = nlcleos da base, HPC =

hipocampo, CTe = cértex entorrinal, AM = amigdala, HPT = hipotalamo.
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Figura 13. Efeito da injecao intracerebroventricular de estreptozotocina sobre a expressao
de GFAP nas diferentes estruturas encefalicas. Os extratos proteicos (50-100 ug) foram
separados em gel SDS—-PAGE, transferidos para membrana de nitrocelulose e estas, incubadas
com anticorpo anti-BA. Os resultados sdo expressos como valores percentuais em relagao ao
grupo controle (considerado 100%), obtidos a partir dos valores absolutos da densitometria Optica.
O nivel de significancia adotado apds o teste t (Student) para amostras independentes foi de
*P<0,05.



4.5. Fluoro-Jade C

O método de Fluoro-dJade C foi utilizado para evidenciar um possivel
processo de neurodegeneracdo nos animais experimentais. A marcacao
histologica de Fluoro Jade C, foi observada em terminais axonais, visto em forma
de marcagodes de fibras e em corpos celulares nos animais do grupo experimental
sugestivas de neurodegeneracao. Além disso, esses resultados diferiram tendo
uma caracteristica regido-especifica e tempo-especifica.

Apbés 1 dia da injecdo de STZ, observamos marcacdo de fibras em
degeneracdo no hipotalamo, préximo ao ventriculo (Figura 14A e 14B), area
septal (Figura 14C e 14D) e no hipocampo ( Figura 14E e 14F). Ja ap6s 15 dias
da injecdo de STZ, foram observados corpos celulares e fibras marcadas
parecendo ser neurdnios piramidais da camada CA1 do hipocampo (Figura 15A e
15B) e no estriado (Figura 15C e 15D). Observamos em menor quantidade fibras
em degeneracdao nos neurbnios e nas fibras proximas do giro denteado e ao

coértex entorrinal (resultados nao mostrados) ap6és a injecéo de STZ.
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HPT

Area
septal

HPC

Figura 14. Imagens digitais de cortes coronais de encéfalo de rato, ilustrando a marcagéao de
Fluoro-Jade C 1 dia apés a injegao intracerebroventicular de STZ.. (A) Marcagao no hipotalamo,
(C) na é&rea septal e (E) na area CA1 do hipocampo apds 1 dia da injegao. (B), (D) e (F) referem-
se aos respectivos controles. Notar os ndcleos bem marcados (setas) no encéfalo do grupo STZ.

Barra de escalaem B =A = C =D = 20um. Barra de escala em F = E = 50um.
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Figura 15. Imagens digitais de cortes coronais de encéfalo de rato, ilustrando a marcagéao de
Fluoro-Jade C 15 dias apos a injecao intracerebroventicular de STZ.. (A) Marcagdo na area CA1
do hipocampo e (C) no estriado. (B) e (D) referem-se aos respectivos controles. Notar corpos
celulares marcados na area CA1 do hipocampo (setas) no encéfalo do grupo STZ. Barra de escala

em B = A =20um. Barra de escala em D = C = 50um.



5. Discussao

A estreptozotocina (STZ) possui estrutura quimica muito semelhante a
glicose, possuindo como diferenca apenas uma unica substituicao da hidroxila em
C2 por um grupo nitrosuréia. Tal semelhanca torna possivel que a droga seja
carregada para dentro da célula através do transportador de glicose GLUT 2
(Leloup et al,1994). E uma droga toxica as células pancreaticas
produtoras/secretoras de insulina (Wilson & Leiter, 1990) e aos receptores de
insulina (Kadowaki et al., 1984), aparentemente por mecanismos distintos. Por
este motivo, a STZ quando aplicada sistemicamente, tem sido amplamente
utilizada para gerar lesbes das células B pancreaticas induzindo Diabetes mellitus
(DM) experimental do tipo | e Il em ratos (Arulmozhi et al., 2004; Szkudelski, 2001;
Takada et al., 2007).

Apesar de a insulina ser produzida em grande parte pelas células
B pancreaticas e atravessar a barreira hemato-encefalica, ela pode ser também
produzida localmente em algumas regides do encéfalo como hipocampo, cértex
pré-frontal, cértex entorrinal e bulbo olfatério (Hoyer, 2003). O receptor de insulina
(IR) também ¢é encontrado em vdrias areas encefalicas como bulbo olfatério,
hipotalamo, cértex cerebral e hipocampo (Henneberg & Hoyer, 1995). Vérios
estudos tém indicado, ainda, que a insulina afeta varias fungbes cerebrais
incluindo cognicao e meméria (Alkire et al., 1998; Hoyer, 2002; Kilpatrick & Calhill,
2003; Swartz et al., 1995; Talley et al., 2002). E importante ressaltar também que
apesar do GLUT 3 ser considerado como o principal transportador de glicose
neuronal (Maher et al., 1993), o GLUT 2 descrito a principio no sistema periférico,
foi posteriormente também descrito no sistema nervoso, nas areas no giro
denteado do hipocampo, em diferentes ndcleos do hipotalamo, complexo olivar
inferior e nucleos motores (Arluison et al., 2004). Neste contexto, a injecao
intracerebroventricular de STZ tem sido utilizada nas ultimas duas décadas como
forma de perturbar o metabolismo de glicose encefalico, gerando um modelo de
deficiéncia da sinalizagdo da insulina e de resisténcia insulinica do encéfalo, o
que poderia ter uma relagdo com a Doenga de Alzheimer esporadica (DAE) (de la
Monte & Wands, 2005, 2006; Gasparini et al., 2002; Hoyer et al., 2004; Salkovic-
Petrisic et al, 2006). Este modelo animal apresenta caracteristicas

comportamentais € moleculares similares as encontradas em humanos. Em



ambos 0s casos, essas caracteristicas incluem perda de memdéria progressiva,
deficiéncia no metabolismo de glicose encefalica, estresse oxidativo, aumento da
fosforilacdo da proteina tau, aumento de astrécitos, aumento da proteina beta-
Amil6ide (BA) e perda dos neurdnios principalmente os colinérgicos, entre outras
(Hyman et al., 1986; Li & Hdlscher, 2007; West et al., 1994;).

A administracdo icv da droga pode ter acao restrita aos neurdnios e células
gliais que expressam o transportador de glicose do tipo 2 (GLUT 2) ou que
expressam receptores de insulina, provocando uma lesdo mais pontual e
caracteristica, ou pode provocar neurodegeneracdo generalizada, se puder
alcancar o ambiente intracelular através de outros transportadores. De fato, mais
pesquisas sobre o transporte de STZ para dentro dos neurbnios ainda precisam
ser realizadas. Porém, a STZ pode ter uma diferente acdo nos neurbnios em
relacdo aos tecidos periféricos, levando em conta que o pré- tratamento com
inibidores de GLUT 2 de ratos injetados icv com STZ ainda apresentam uma
deficiéncia de memoria, igualmente aos ratos que somente receberam STZ
(Grinblatt et al., 2007). Isso sugere que pode haver uma diferenca entre os
mecanismo dos GLUTSs periféricos e centrais ou que a STZ pode ser carregada
para dentro das células também por outros GLUTs, pelo menos nos neurdnios.
De qualquer forma, é importante ressaltar que como trabalhos anteriores
demonstraram (Biessels et al., 2005; Henneberg et al.,1995; Salkovic-Petrisic et
al., 2006), n6s nao observamos alteracbes nos niveis basais de glicose na
corrente sanguinea nos animais que receberam STZ em baixas doses.

As pesquisas com STZ no SNC sao relativamente novas e ainda nao se
sabe muito sobre a forma de acdo da droga. Na realidade ainda ndo se sabe
exatamente como a STZ entra no neurdnio. Uma vez dentro da célula, sabe-se
que a STZ provoca liberacdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(Szkudelski et al., 2001). Essas espécies reativas podem ser a causa de dois
processos fisiopatolégicos paralelos e distintos que expliguem a sua forma de
acao e que parecem ocorrer em regides e periodos distintos do encéfalo. Como
observamos uma um visivel declinio cognitivo nos testes comportamentais de
memdéria e aprendizagem apenas 3 horas ap6s a injecao de STZ, podemos supor
que o primeiro processo fisiopatolégico atinja as células do hipocampo que sao
mais suscetiveis ao dano provocado pelas espécies reativas de oxigénio (EROs).

Podemos imaginar que de alguma forma isto faca com que os neurbnios do



hipocampo tenham suas funcbes prejudicadas, degenerando depois de algum
tempo. De fato, a partir de 1 dia da injecdo de STZ nds observamos neurdnios em
degeneracao nesta regidao e que persiste em periodos mais longos como, por
exemplo, até 15 dias. Um dos motivos para a maior sensibilidade das células do
hipocampo frente a espécies reativas de oxigénio pode ser a presenca de
grandes quantidades de receptores de potencial transiente nessa estrutura
(Yamamoto et al., 2007) que deflagram a morte da célula quando essas espécies
quimicas atingem concentracdes elevadas. A presenca desses receptores
regulados por espécies reativas de oxigénio e nitrogénio que participam no
processo de neurodegeneracao ja foi demonstrada no hipocampo (Yamamoto et
al., 2007). Ja em outras regides do encéfalo as espécies reativas também causam
dano. Porém, podemos inferir neste caso que em menor escala, ja que
apresentam menores quantidades desses receptores, de forma que os seus
efeitos sobre as vias metabdlicas envolvidas com a BA e a tau poderiam se
manifestar, dando tempo de provocar a deposicdo de placas de BA e
hiperfosforilacdo da tau apo6s periodos mais longos apds a injecdo de STZ.
Apesar disso, observamos também neurdnios em degeneracdo em regiées como
hipotalamo e area septal ap6s 1 dia da injecdo do STZ, o que nao poderia ser
explicado pelas quantidades de receptores de potencial transiente nessas
estruturas. No entanto, essa degeneracdo precoce observada, pelo menos no
hipotadlamo, poderia ser explicada pela presenga de GLUT 2 nessa estrutura
(Arluison et al., 2004).

Em um segundo processo fisiopatolégico mais persistente e que parece
ocorrer em outras regides encefélicas, nas quais a morte neuronal ocorre de
forma menos pronunciada, as EROs podem provocar efeitos na cascata de
sinalizacao intracelular de insulina, o que culminaria na formacgéo de placas de BA
e emaranhados neurofibrilares de tau fosforilada. A producdo de EROs facilita a
sinalizacdo de uma resposta dependente de fosforilacdo de tirosina (caso do
receptor de insulina) (Meng et al., 2004). A permanéncia nesse estado facilitado
pode culminar, apés algum periodo, na inibicdo da prépria via de sinalizacado de
insulina. Heide e colaboradores (2006) demonstraram que excessivo estimulo ao
receptor de insulina provoca decréscimo na sensibilidade de vias metabdlicas
intrinsecas. Nossos resultados vao de acordo com essa hipo6tese, pois nao

observamos processos degenerativos nas outras estruturas estudadas como, por



exemplo, nos nucelos da base e na amigdala, onde ndo observamos
neurodegeneragao apds periodos curtos da injecao de STZ, porém observamos
aumento da quantidade do peptideo BA e da fosforilagdo da proteina tau apés 30
dias da injecdo. Dessa forma explicar-se-ia como a STZ e as EROs, poderiam
provocar as alteragdes metabdlicas que culminariam com a formacao das lesées
caracteristicas da DA. GrlUnblatt e colaboradores (2007) descreveram que
comparado ao hipocampo e ao cortex, o hipotdlamo dos ratos que receberam 1
mg/kg STZ icv ndo apresentou diferencgas significativas na expressao de proteinas
relacionadas a fosforilagdo do receptor de insulina ap6s 3 meses da injecao, e
discute que esta area do encéfalo parece nao ter sido afetada pela injecdo da
STZ, apesar de ser a regido com maior expressdo de GLUT-2. Como ja
mencionado anteriormente, nossos resultados sugerem haver um processo
neurodegenerativo no hipotalamo demonstrado pela marcacao de Fluoro-Jade C
observada a partir de 1 dia da injecdo de STZ. E importante ressaltar, no entanto,
que 0s niveis de expressdao das proteinas estudadas por Grinblatt e
colaboradores (2007), eram bem menores na regido do hipotalamo quando
comparados as outras estruturas, inclusive nos animais controle. Esse resultado
pode significar que essa regiao ja apresentava um processo degenerativo a curto
prazo, com uma menor quantidade de células remanescentes que talvez explique
a auséncia de efeitos gerados pela STZ. Quando observamos os animais apds 15
dias da injecdo nao mais observamos marcacdo indicadora de processos
degenerativos no hipotalamo, mas macroscopicamente esta area aparece menor
com um simultdneo aumento da area do 3° ventriculo. Esses resultados
corroboram com Shoham e colaboradores (2003) que também observaram um
aumento da area do 32 ventriculo ap6s 60 dias da injecao de STZ.

A descricao da deficiéncia de meméria em animais que receberam STZ
intracerebroventricular ja é bem documentada na literatura (Grunblatt et al., 2007;
Lannert et al.,, 1998; Sharma e Gupta, 2002). Porém, em nossos estudos
analisamos a memoéria de referéncia e memoéria operacional em varios tempos
depois da injecao de STZ. Observamos nesses testes que apenas 3 horas apos a
injecdo de STZ, os animais ja apresentaram um visivel prejuizo da memdria
operacional. Estes ratos ndo encontraram a plataforma na primeira tentativa,
sendo que o tempo de intervalo da ultima exposicéo foi de apenas 1 hora, e néo

demonstraram melhora nas tentativas subseqiientes. E muito dificil, em se



tratando deste modelo, relacionar os efeitos comportamentais, principalmente os
obtidos pelo periodo de curto tempo, com a neurodegeneracdo de areas
especificas do encéfalo, uma vez que a toxicidade seletiva da droga ndao é muito
bem esclarecida no sistema nervoso central. A longo prazo, os animais que
receberam a STZ tiveram um grande prejuizo na execucao das tarefas propostas
para a avaliacdo de memoria relacionada a orientacao espacial. Os resultados
obtidos dos padrdes comportamentais se assemelham bastante aos efeitos que
se observam em experimentos cujos objetivos visavam lesdo do tecido
hipocampal em ratos (Xavier et al, 2009). Os resultados demonstraram
claramente que a injecao icv de STZ prejudicou a aquisicdo de memoria de
navegacao espacial de referéncia no teste do labirinto aquatico. Podemos
perceber que ao analisarmos o comprimento do trajeto e o tempo gasto no anel B,
que os animais do grupo STZ ndo melhoraram como os controles na tarefa de
aquisicao. Apesar disso, 0s animais STZ apresentaram uma diminuicdo de
laténcia e aumento do tempo no quadrante critico com o passar do tempo, o que
demonstra também que apesar de menos pronunciadas, 0s animais
experimentais exibiram melhoras com o passar da repeticdo dos treinos. Esses
resultados mostram que os ratos STZ demoraram mais para encontrar a
plataforma do que os controles, e que também exibiram uma estratégia de
procura espacial imprecisa, 0 que se nota pela constancia no comprimento do
trajeto e tempo no anel B. Embora os animais do grupo STZ tenham apresentado
claramente uma disfuncdo na aquisicao de informacao sobre a localizagdo precisa
da plataforma, as melhoras com relagao a laténcia e porcentagem de tempo no
quadrante critico sugerem que eles adquiriram informacao sobre a presenca da
plataforma na piscina, além de terem obtido uma idéia geral de onde encontra-la.
No entanto, uma vez na regido da plataforma, os animais STZ ndo sabiam onde
procurar com precisao.

Ja nos teste de memoria operacional podemos observar que os ratos STZ
nao apresentam uma melhora na execucdo da tarefa quando se compara a
primeira tentativa com as tentativas conseguintes. Além disso, pode-se afirmar
que os ratos controle e os ratos STZ sdo igualmente aptos a encontrar a
plataforma na primeira tentativa de cada dia, o que sugere que a informacéo que
guia os procedimentos necessarios para execucao da tarefa no labirinto aquatico

baseia-se inteiramente na memoria. De forma diferente dos animais controle, os



ratos STZ nao se beneficiam da informagédo adquirida na primeira tentativa sobre
a localizacao especifica da plataforma. O desempenho dos ratos STZ e controle
na primeira tentativa, ambos em termos de laténcia e comprimento de trajeto, nao
diferiram de forma significativa. Esse resultado demonstra que os animais
controle, quando nao sabem a localizagdo da plataforma, apresentam
desempenho igual aos animais STZ, mostrando que, o que diferencia o
desempenho dos dois grupos é a aquisicao e retencao de informacao relevante
sobre a localizacdo da plataforma. Os ratos lesionados podem manter alguma
informacao por um curto periodo de tempo, enquanto desempenham a procura,
mas a descontinuidade representada por encontrarem a plataforma e/ou serem
removidos da piscina para aguardarem a segunda tentativa faz com que eles
percam informacdo critica a respeito da localizagdo da plataforma. De fato,
quando comparamos 0s resultados do teste de memadria operacional com IET
igual a 10 com os resultados do teste com IET igual a 0, podemos claramente
perceber que a memdria operacional dos ratos STZ foi prejudicada somente
quando o intervalo entre a tentativa inicial (tentativa da qual o animal deveria reter
informagdes a respeito da nova localizacdo da plataforma) e as tentativas
seguintes foi de 10 minutos. Quando o intervalo foi virtualmente igual a zero, os
ratos STZ apresentaram uma melhora significativa representada pela diminuicao
marcante na laténcia e comprimento do trajeto. Esse fato sugere que os animais
lesionados apresentam algum tipo de aquisicdo de informacgéo, enquanto seus
mecanismos de retencéo estdo altamente comprometidos.

E importante ressaltar que através do teste de avaliagdo, podemos descartar
a possibilidade de que os grupos STZ e controle diferem em outras eventuais
caracteristicas que poderiam interferir na execucao da tarefa, como por exemplo,
a falta do conhecimento da existéncia de uma plataforma, o controle motor
adequado para nadar e/ou a motivacao.

Uma outra questao importante € que a maioria dos trabalhos que utilizam o
modelo de STZ icv, se utiliza de testes comportamentais, principalmente aqueles
que avaliam prejuizos de memoria, apenas com o intuito de validar o modelo
experimental e correlaciona-lo com a DA em humanos. (Grunblatt et al., 2007;
Hoyer & Lannert, 2008; Lannert et al., 1998; Sharma & Gupta, 2002). Nosso
trabalho, no entanto, avaliou uma série de parametros relacionados ao

processamento cognitivo que envolve aprendizado e memaria, demonstrando, por



exemplo, que ha prejuizos em periodos bem precoces apds a injecao da droga.
Além disso, noés observamos que apesar dos animais STZ apresentarem
prejuizos na retencdo da memoria, como dito anteriormente, eles ainda eram
capazes de adquirir novas informacoes.

Com a progressdao da doenca sao observadas alteragcdes de diversos
sistemas de neurotransmissdo, provavel consequéncia da morte neuronal
progressiva. Desses, 0 mais severamente afetado parece ser o0 sistema
colinérgico (Hoogendijk et al.,, 1999). O sistema colinérgico é responséavel pelo
armazenamento e recuperacao da meméria e seu declinio se correlaciona bem
com a gravidade do comprometimento cognitivo e de memodria. A perda da
inervagao colinérgica, demonstrada pela reducdo da ChAT é bem correlacionada
com o grau da gravidade da doenca e é uma marca neuropatoldégica da DA
(Klucken et al.,, 2003; Ingelsson et al, 2004). Além disso, a redugédo do
metabolismo energético culmina com a diminuicao da sintese de acetil CoA, que
tem como resultado a deficiéncia da sintese de acetilcolina, e talvez isso explique
o declinio de memoéria em ratos injetados icv com STZ. Apesar do
comprometimento no sistema colinérgico ser bastante enfatizado, nossos
resultados demonstraram uma acentuada diminuicdo na expressao da ChAT
apenas na amigdala e ndao em estruturas diretamente envolvidas no
processamento da memoria. Esses resultados podem significar, talvez, que seja
necessario um periodo apos a inje¢do de STZ maior para que possamos observar
uma diminuicdo nas areas relacionadas diretamente com a memoria, como no
hipocampo. Além da disfungcdo da sinalizagcdo dos receptores de insulina, a
injecdo de STZ nos ratos poderia causar prejuizos diretos no sistema colinérgico,
como varios trabalhos tém demonstrado. Por exemplo, Blokland e Jolles (1993)
observaram uma declinio da atividade da enzima ChAT, bem como uma
diminuicdo de sua expressao no sistema septo-hippocampal no modelo de DA
induzida por STZ. Outros trabalhos ainda mostraram uma reducdo de 40% do
peso do septo (Terwel et al.,, 1995), diminuigdo no transporte do fator de
crescimento neural (NGF) do hipocampo para o septo (Hellweg et al., 1992),
ativagdo da microglia e danos especificos em tratos mielinizados do férnix atraves
de geracao de estresse oxidativo, perturbando assim, conexdes septo-hipocampal
(Shoham et al, 2003). Todos esses mecanismos patolégicos parecem

desempenhar um papel no desenvolvimento no envelhecimento e na DA.



Na maioria dos trabalhos que usam modelos in vivo utilizados para a
inducdo da DA, como modelos de animais transgénicos ou modelos com a
aplicagéo icv da STZ, é rara a descricao simultdnea de um aumento da BA ou sua
agregacao e da hiperfosforilacdo da tau. De fato, as similaridades entre a DAE em
humanos e os modelos animais tém sido descritas nos niveis comportamental e
molecular. Especialmente no modelo de aplicacao icv de STZ, nenhum trabalho
demonstrou completamente as caracteristicas histologicas. Esse fato se mostrava
preocupante no uso do modelo para entender os mecanismos da doenga em
humanos. Nosso trabalho demonstrou, no entanto, um aumento significativo da
expressdo da BA no hipotadlamo, amigdala, cértex entorrinal e nos nucleos da
base. A outra grande marca da DA, a hiperfosforilacdo da proteina tau, foi apenas
demonstrada em um estudo utilizando tratamento com STZ em filhotes de ratos,
onde se observou a hiperfosforilagcdo da proteina (Lester-Coll et al., 2006). Além
deste estudo, Griinblatt e colaboradores (2007) mostraram que a inje¢édo icv de
STZ em baixas doses acarreta em um aumento do conteudo total e da versao
fosforilada dessa proteina no hipocampo. No entanto, este trabalho nao foi capaz
de definir esse aumento como hiperfosforilagdo, uma vez que para isso é
necessario se fazer uma razao entre tau fosforilada/tau total. Nés, por outro lado,
apds a analise dessa razao, observamos haver uma hiperfosforilagdo da proteina
neste modelo, no cortex entorrinal, amigdala, cerebelo, cortex, prosencéfalo basal
e nos nucleos da base, apesar de ndo observar essa hiperfosforilagdo no
hipocampo.

Os resultados sobre a expressao da GFAP indicam que pode haver um
leve processo inflamatério especialmente no cértex e nos nucleos da base. O
aumento da GFAP esta associado com reacdes inflamatérias e oxidativas e, de
forma indireta, com neurodegeneragédo. Estudos mostram que, na DA, é comum
uma resposta glial exacerbada, e especialmente um aumento na ativacdo de
astrécitos e microglias nas proximidades das placas (Hoyer, 2003).

Em resumo, os resultados sugerem claramente que a injecao icv de STZ em
ratos acarreta em algum tipo de processo degenerativo com curso temporal
distinto, demonstrada pelos déficits de memoria e por alteragdes moleculares de
curto e longo prazo. Problemas de aquisicao, retencao e resgate de memoria,
bem como um prejuizo na memdria operacional sao caracteristicos de animais

cujo hipocampo foi lesionado (Xavier et al., 1999), mas a progressado do processo



degenerativo parece envolver regides direta ou indiretamente relacionadas a essa
estrutura. De modo geral, podemos dizer que esse parece ser um modelo
experimental de neurodegeneracdo e talvez da DA, e pode contribuir para o
entendimento dessa e de outras patologias degenerativas, bem como servir de
base para futuras intervengdes terapéuticas.

6. Conclusoes



J A injecao intracerebroventricular de STZ em ratos se mostrou um modelo
experimental bastante fiel as caracteristicas comportamentais e
moleculares observadas em pacientes com a Doenca de Alzheimer, no que
diz respeito aos prejuizos relacionados a memoria (aquisicdo e
principalmente retencdo) e aumento do peptideo BA e hiperfosforilacao da

proteina tau.

o Com os presentes dados experimentais ndo €& possivel dizer se a
degeneracdo dos neurdnios ocorre por acao direta da droga ou se a
mesma provoca 0 desencadeamento de processos mais complexos que

culminam na morte desses neurénios.
o A injecédo icv de estreptozotocina acarreta morte de neurénios hipocampais,

do hipotalamo e da area septal, sendo que esta ainda nao havia sido
descrita, com alterag6es moleculares caracteristicas da doenca.
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