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RESUMO

Com o aumento do numero de pessoas com idade avangada na populagéo,
houve também aumento no caso de doengas neurodegenerativas. Essas doencas
afetam sistemas ligados ao armazenamento de memoarias, raciocinio, coordenagao e
até mudangas comportamentais, entre essas patologias podemos citar a Doenga de
Alzheimer (DA). A maior ocorréncia da DA fez urgir a necessidade de implantacao
de métodos que viabilizassem o estudo da mesma em diversas fases do seu
desenvolvimento e que facilitam a obtencdo de amostras teciduais. Com isso foram
desenvolvidas metodologias que utilizam modelos animais. Uma das alternativas faz
uso de ratos induzidos ao desenvolvimento da DA a partir da estreptozotocina (STZ),
farmaco que desencadeia em uma cascata de processos que se assemelham a DA.
Sendo assim, o presente estudo teve por objetivo investigar se a indu¢do da doenca
de Alzheimer em modelo animal é associada a mudancas no padrao de atividade de
enzimas relacionadas a via colinérgica da doenca. Para isso foram utilizados 40
ratos Wistar submetidos a cirurgia para a inje¢cdo da STZ e para estabelecer um
grupo controle. Apdés 30 dias metade dos animais foram eutanasiados e foram
coletadas amostras de figado, cérebro (cortex e hipocampo) e plasma para a
medi¢gdo da atividade das enzimas AChE e BChE, com 120 dias os animais
restantes foram eutanasiados para coleta. Com os dados obtidos com as analises
das amostras foram notadas alteragdes ocasionadas pela inje¢cdo droga nas fungdes
cognitivas dos animais. No desenvolvimento corporal houve uma notavel diferenga
entre os grupos controle (SHAM) e os submetidos a droga (STZ), que tiveram pesos
bem menores, e nas atividades das enzimas AChE e BChE, principalmente na
regidao do hipocampo cerebral, em que houve uma diminuicdo das mesmas,
possivelmente devido a uma tentativa de uma via compensatéria aos efeitos da

droga.

Palavras-chave: Deméncia. AChE. BChE. Ratos Wistar. Estreptozotocina.



ABSTRACT

With the increase in the number of elderly people in the population, there was
also an increase in the case of neurodegenerative diseases. These diseases affect
systems linked to memory storage, reasoning, coordination and even behavioral
changes, among these pathologies we can mention Alzheimer's Disease (AD). The
greater occurrence of AD has urged the need to implement methods that would
enable the study of it at different stages of its development and which facilitate the
obtaining of tissue samples. With that, methodologies were developed that use
animal models. One of the alternatives uses rats induced to develop AD from
streptozotocin (STZ), a drug that triggers a cascade of processes that resemble AD.
Therefore, this study aimed to investigate whether the induction of Alzheimer's
disease in an animal model is associated with changes in the pattern of activity of
enzymes related to the cholinergic pathway of the disease. For this, 40 Wistar rats
underwent surgery for the injection of STZ and to establish a control group. After 30
days, half of the animals were euthanized and liver, brain (cortex and hippocampus)
and plasma samples were collected to measure the activity of AChE and BChE
enzymes, at 120 days the remaining animals were euthanized for collection. With the
data obtained from the analysis of the samples, alterations caused by the drug
injection in the cognitive functions of the animals were noticed. In body development
there was a notable difference between the control (SHAM) and drug-treated (STZ)
groups, which had much lower weights, and in the activities of AChE and BChE
enzymes, especially in the hippocampus region of the brain, where there was a
decrease of the same, possibly due to an attempt at a compensatory route to the

drug's effects.

Key-words: Dementia. AChE. BChE. Wistar rats. Streptozotocin.



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 — PATOLOGIA DA DOENGCA DE ALZHEIMER.........cccoiiiiiiiecee, 15
FIGURA 2 — EXPOSIGAO E PERFURAGCAQ DO CRANIO. .......cccoeeeeereecere 21
FIGURA 3 — REPRESTACAO DO TESTE DO CA. ...oovctiieieeeeeeeee e 22
FIGURA 4 — REPRESENTACAO DO TLO E TRO. ...oovitiieieiceciee e 24
FIGURA 5 — REPRESENTAGCAO DO TLY. w.vitiiieiiiiiieicieeecieee et 25
FIGURA 6 - GRAFICO COMPARATIVO DOS PESOS MEDIOS DOS GRUPOS

SHAM E ST Z. ettt e e e e 30
FIGURA 7 - ATIVIDADE ENZIMATICA DA AChE NO HIPOCAMPO........................ 32
FIGURA 8 - ATIVIDADE ENZIMATICA DA BChE NO HIPOCAMPO........................ 33
FIGURA 9 — TABELAS DE CORRELACAO DAS AMOSTRAS ENTRE O GRUPO
SHAM COM 30 DIAS. ..t e e e e 34
FIGURA 10 — TABELAS DE CORRELAGCAO DAS AMOSTRAS ENTRE O GRUPO
SHAM COM 120 DIAS. ..t 35
FIGURA 11 — TABELAS DE CORRELAGAO DAS AMOSTRAS ENTRE O GRUPO
STZ COM 30 DIAS. ... e e 36

FIGURA 12 — TABELAS DE CORRELAGCAO DAS AMOSTRAS ENTRE O GRUPO
STZ COM 120 DIAS. ... 36



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 — FATORES DE RISCO E PROTETIVOS PARA O DESENVOLVIMENTO

DA DOENGCA DE ALZHEIMER. .....ooiiiiie ettt 17
TABELA 2 — VALORES DE P RELATIVOS A COMPARAGCAO DOS PESOS
MEDIOS DOS GRUPOS SHAM E STZ. ..ot 31
TABELA 3 — DATAS DAS PESAGENS DOS ANIMAIS.......cccoiiiiiii e 31

TABELA 4 - MEDIA DA ATIVIDADE ENZIMATICA E VALORES DE P NA
COMPARAGAQO ENTRE 30 E 120 DIAS......coi ittt 34



LISTA DE SIGLAS

AChE — Acetilcolinesterase.

BChE — Butirilcolinesterase.

CA — Teste de Campo Aberto.

ChEs — Colinesterases.

DA — Doencga de Alzheimer.

DNA — Acido desoxirribonucleico.

STZ — Estreptozotocina.

TLO — Teste de Localizagédo de Obijeto.
TLY — Teste do Labirintoem Y.

TRO — Teste de reconhecimento de Obijeto.
UFPR — Universidade Federal do Parana.

BA — Beta amiloide.



10

SUMARIO
1 INTRODUGAO. .....eeceoeeeeeeeeeeeseeseesseesesesessesaseasesasessessesssssesseeasesasesesasessesaseasssasens 12
1.1 CONTEXTO DO PROBLEMA. ... eeeeeeeeseeee e e eseeeseeeeeeseneeees 12
LT3 0)= N[ 1) VZo 1= 13
1.2.1 OBJETIVO GERAL ..o e e e seeeeens 13
1.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS. ... e eeeeeeeeeeeeeeeseeeee s eeeee s eseseeeseeee 14
1.3 JUSTIFICATIVA. oo oo ee e e e s e e e se e ee e eeeees 14
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA........oooeeeeeeeeseeeseeseesseesseeseeseesesssessesasensesaseessssessemasenns 15
2.1 DOENGA DE ALZHEIMER ......oo. oo sees 15
2. 2COLINESTERASES. .....vo oot eeeeeeeeeeeeeeeeeeee e ee s eesees e eee s es s ese s eeeneees 17
2.3 MODELO ANIMAL ... eeee e e e ee e eee s eeeeee s eeen e 18
3 METODOLOGIA. .....ceeeeeeeeeeeeeeeseeseeeseesseaseseseeseeaseassesessseasesssesesssessesssensesaseaseeasens 21
3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL ... oo oeeeee oo eeeeene e 21
3.2 GRUPOS SHAM E STZ..ooeooeeeeoeeeeeeeee e eeeeseeese s esee e eee s eseeee s 21
3.3 TESTES COMPORTAMENTAIS. ... veeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeee e seeeeeeseeseeeseseeeeeeeens 23
3.3.1 CAMPO ABERTO (CA)...ee oo seeeeee e eseseens 23
3.3.2 TESTE DE LOCALIZACAO (TLO) E RECONHECIMENTO DE OBJETO
L1 ) TP OO 24
3.3.3 TESTE DO LABIRINTO EM Y (TLY)..rrveeerieeeeeeeeeeeeeesee s eeeeeeeesee s s 26
3.4 COLETA E HOMOGENIZAGAO DAS AMOSTRAS.....ove oo 27
3.5 MEDICAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA ... oo 27
3.5.1 ATIVIDADE TECIDUAL ACNE........veoveoeee oo e e eeeeeee e e eeeeer s 28
3.5.2 ATIVIDADE TECIDUAL BCRE........veoveeeeeeee e eeeeeeeeeeeeeeeseeee e e eeeseseseeees 28
3.5.3 ATIVIDADE PLASMATICA DA BCHE ... oo 29
3.6 ANALISES ESTATISTICAS .. oot eeeeee e ene e 30
A RESULTADOS.....eoeveeereeeeeeseseseesesssessssesessesasesssssesssesessssssesasessesasessesasessesasessesasesnes 31
4.1 COMPARACAO DOS PESOS ENTRE OS GRUPOS SHAM E STZ......co......... 31
4.2 COMPARACAO DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS ENTRE GRUPOS SHAM E
ST ettt r e 32
4.3 COMPARACAO DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS ENTRE GRUPOS DE 30 E
20 DIAS ..ot e e e et e et e e e e e et r e er e 33
4.4 COMPARAGCAO ENTRE TECIDOS .. eeveoeeeeeeseeeeeee e eeeeseeeeeeseeseeeseessseeeeeeeseseens 34

4.5 CORRELAGAO ENTRE TIPOS DE AMOSTRAS........ccooveeiteeeieeeieeeeeie e, 35



11

31 05T o U7 .Y o 38
(i 030 1T o3 I £ Y 41

REFERENCIAS



12

1 INTRODUGAO

1.1 CONTEXTO E PROBLEMA

Com o advento da medicina moderna, houve grande impacto a taxa de vida
da populagdo mundial. Com o crescimento da expectativa de vida, a chance de
ocorréncia de doengas neurodegenerativas, que apresentam o aumento da idade
como fator de risco, tem crescimento gradual, tal qual a Doenca de Alzheimer (DA)
(Stelzmann et al., 1995). A DA, descrita em 1907, € a causa mais comum de
deméncia, sendo responsavel por 60-80% de todas as deméncias, e consiste em um
conjunto de disturbios de causa multifatorial que afetam progressivamente fungdes
relacionadas capacidade de memodria, raciocinio claro e pode afetar o rendimento
funcional de atividades tidas por complexas. (Corey-Bloom et al., 1995; Abreu et al.,
2005; WILLIAMS et al., 2010).

Esta pode vir a se manifestar de duas formas variando na idade de inicio dos
sintomas. Uma delas tida como precoce ou familiar, com herangca Mendeliana e
ocorre predominantemente em pacientes com menos de 60 anos. A outra é
considerada tardia, que ocorre em individuos com idade maior que 60 anos, com
menor ou nenhuma agregacao familiar, de acordo com Bertram (2010). Atualmente,
entende-se que a patologia da DA se da por dois principais mecanismos: pelo
acumulo da proteina p-Amiloide, que resulta na formagao de placas proteicas que se
depositam entre as células sinapticas, impedindo o fluxo das sinapses neuronais; e
condigdes anormais da proteina tau, envolvendo grande quantidade ou sua forma
hiperfosforilada (p-tau), que esta relacionada a montagem de microtubulos e sua
disfungao resulta em emaranhados neurofibrilares dentro dos neurénios, impedindo
as fungdes normais da célula ( REITZ et al., 2011; Patterson, 2018).

Devido as grandes diferengas de manifestagcdo e progressdo da DA nos
pacientes, existe a dificuldade no desenvolvimento de tratamentos, sendo assim
toda informagao a nivel genético e ambiental é relevante para predizer o inicio da
doenga, progndstico e abordagem para tratamento (Gauthier et al., 2016).

Uma das principais formas de tratamento para essa condigdo € o uso de
inibidores de colinesterases, o que é associado a uma pequena melhora das
condigbes cognitivas com a diminuicdo da atividade dessas enzimas, de forma a
permitir por mais tempo o sinal transmitido pela acetilcolina nas fendas sinapticas

(Casey et al., 2010). Essas colinesterases sdo responsaveis pela degradacao da
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acetilcolina (Ach) no organismo, sendo elas a acetilcolinesterase (AChE),
relacionada principalmente a regulagdo da neurotransmissdo colinérgica, e a
butirilcolinesterase (BChE), mais relacionada aos niveis extracelulares da Ach.
(Darreh-Shori et al., 2013; Vijayaraghavan et al., 2016).

Variantes no gene BCHE (3926.1), que codifica para a butirilcolinesterase,
sao tratados como fatores de risco a DA uma vez que altos niveis de BchE estéo
relacionado a degradacédo da Ach, acarretando na ativagado das células da glia e a
manutencdo da mielina para favorecer a formacdo da placas BA e a
neurodegeneracao (Reid and Darvesh, 2015).

Com a necessidade de compreensao da doenca e a dificuldade de obtencao
de amostras bioldgicas em variadas etapas do desenvolvimento da doenca, foi
necessario o desenvolvimento de metodologias mais viaveis, utilizando modelos
animais para a obtencdo de informagdes para estudo da doenca. Ja foram
padronizadas metodologias que seguem o desenvolvimento da DA do homem em
animais usados como modelo. Nesse sentido, comumente sdo utilizados ratos
induzidos ao desenvolvimento da Doenga de Alzheimer por meio da ministragdo de
farmacos (Salkovic-Petrisic, 2013).

Um desses farmacos é a estreptozotocina, que quando injetada por vias
cirurgicas promove o desenvolvimento da doengca no animal. Duas vias de
desenvolvimento da DA sao possiveis com a utilizagdo dessa droga, uma delas
ocorre com a inativagéo de receptores de insulina da regido (Grieb et al., 2016) e a
outra por meio da promocgao de estresse oxidativo, resultando em um processo de
neuroinflamacao, ocasionando na morte neuronal (Bassani et al., 2017). Com isso, é
de grande valor pensarmos no efeito da patologia desenvolvida com a utilizagao da
STZ nas enzimas da via colinérgica, uma vez que essas tendem a apresentar maior

atividade em cérebros com a DA se comparados a cérebros saudaveis.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar se a indugdo da doenca de Alzheimer em modelo animal €&

associada a mudangas no padrao de atividade das enzimas relacionadas a via

colinérgica da doeca.
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1.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar se ha diferengas entre os pesos dos grupos SHAM e STZ.

e Comparar as atividades enzimaticas da AChE e BChE, mensuradas a partir de
amostras de cortex, hipocampo e figado, entre ratos controle e ratos modelo da
DA induzidos por estreptozotocina.

e Verificar se ha diferengas entre as atividades enzimaticas das enzimas entre os

ratos eutanasiados com 30 e 120 dias em cada um dos grupos SHAM e STZ.

1.3 JUSTIFICATIVA

Em 2019, de acordo com a Organizagdo Mundial de Saude, mais de 50
milhdes de pessoas em todo o mundo foram diagnosticadas com deméncia. Sendo a
Doenga de Alzheimer a responsavel pela maior parte das causas de deméncias, &
de grande importancia a compreenséo das vias que contribuem no desenvolvimento
da doenca para assim estabelecer tratamentos e métodos para evitar ou retardar o
desenvolvimento da doenga com mais eficiéncia (FETER et al., 2021).

As colinesterases presentes no organismo apresentam grande relagdo com
o desenvolvimento da DA uma vez que sdo as enzimas relacionadas ao
metabolismo de neurotransmissores sinapticos e sado alvo de drogas utilizadas no
tratamento da doenca. Maiores informacdes relacionadas as vias de interacdo da
AChE e BChE com a doenca possibilitam maior sucesso em estudos futuros e
desenvolvimento de novos medicamentos (Casey et al., 2010 Darreh-Shori et al.,
2013; Vijayaraghavan et al., 2016).

A utilizagdo de modelos animais vem com o intuito de viabilizar maior
numero de estudos e analises acerca do desenvolvimento da doenga a nivel celular
e tecidual, afim de suprir essa necessidade de entendimento da DA devido ao

aumento da ocorréncia na populagao.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1DOENCA DE ALZHEIMER

A Doenca de Alzheimer (DA) consiste em uma deméncia de efeito
neurodegenerativo tida como a mais frequente em populacbes de idades mais
avangadas (Stelzmann et al., 1995). Por deméncia, tem-se uma sindrome que, com
nao ocorréncia do comprometimento grave do estado de consciéncia, acarreta em
um declinio progressivo das ag¢des cognitivas de forma a interferir nas atividades do
individuo (Corey-Bloom et al., 1995).

Descrita pelo neurologista alemao Alois Alzheimer no ano de 1907, a DA em
seus estados iniciais ocasiona dificuldade no desenvolvimento de um raciocinio claro,
além de diminuir o rendimento funcional em atividades complexas. Em quadros mais
avancgados o paciente pode vir a perder a capacidade de vivéncia independente e a
situacdo pode ser agravada com o desenvolvimento de sintomas psicéticos ou
alteragbes comportamentais, ocasionando muitas vezes até mesmo desgaste por
parte do paciente (Abreu et al., 2005).

Existem duas principais proteinas vinculadas a ocorréncia do Alzheimer, a [3-
Amiléide (BA), encontrada em altos niveis no cérebro de pessoas com a doenca,
formando placas que se acumulam entre as células sinapticas impedindo a funcao
das mesmas, e a proteina tau que, também em niveis anormais em pessoas
acometidas por essa deméncia, formam emaranhados neurofibrilares dentro dos
neurénios, impedindo a ocorréncia da sua funcao sinaptica. Além da grande
quantidade, a proteina tau quando hiperfosforilada (p-tau) também acarreta no

quadro de formagéo desses emaranhados (REITZ et al., 2011; Patterson, 2018).

FIGURA 1- PATOLOGIA DA DOENQA DE ALZHEIMER
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FONTE: Adaptado de O’'BRIEN; WONG (2011).
NOTA: Secc¢des do cérebro de um paciente com deméncia, coradas com prata.
LEGENDA: a) Placas amiloides

b) Emaranhado neurofibrilar.

A doenca pode se manifestar nos individuos por duas formas distintas, a
precoce, familiar ou também conhecida como early-onset familial AD (EOFAD), que
se manifesta predominantemente em individuos com menos de 65 anos, envolvendo
um mecanismo de Heranga Mendeliana, e a forma tardia, também conhecida como
late-onset AD (LOAD) que ocorre predominantemente em individuos com mais de 65
anos, com menor ou nenhuma agregacao familiar (BERTRAM et al., 2010; Bettens
et al.,, 2013). A minoria dos casos decorre de etiologia familiar, sendo regida por
herangca autossdmica dominante. No mecanismo etiolégico da doenga ha maior
concentragcao da proteina B-Amiloide que gera uma cascata de reagcdes decorrentes
da DA, devido mutagbes que ocorrem nos genes codificantes das proteinas APP
(Proteina precursora amiloide), PSEN1 e PSENZ2 (Presinilina 1 e 2, envolvidas nos
processos de clivagem da APP utilizando da y-secretase). Em casos normais, a APP
€ clivada pela a-secretase, resultando em oligbmeros incapazes de se combinar,
sendo assim facilmente eliminado, sem a formacdo de placas. Quando a APP é
clivada por B-secretase e em seguida por y-secretase, gera os peptideos que se
agregam resultando na toxicidade neuronal (Abuznait and Kaddoumi, 2012; Hardy,
2002; Ho, 1998; Nassif et al., 2005; Takahashi et al., 2017; Wang et al., 2017).

O mecanismo da doencga envolvido na maior parte dos casos relatados, que
sdo a de manifestagéo tardia, € pouco esclarecida, contudo, um gene que acredita-
se muito envolvido em tal processo € o APOE, envolvido na transcricdo de uma
proteina ligadora de lipidios (Weisgraber et al.,, 1981). A proteina transcrita
apresenta trés isoformas correspondentes e trés alelos distintos, APOe2 com menor
frequéncia na populacdo e que confere um fator protetivo para a DA, a APOEe3,
com maior frequéncia na populacéo, e APOEe4 confere um fator de risco para a
doenga. Além do gene APOE, acredita-se que outros genes podem estar
relacionados ao desenvolvimento da DA, tal como os genes ACHE e BCHE, que
codificam as enzimas colinesterases que regulam processos relacionados as
sinapses (Darreh-Shori et al., 2013; Jansen et al., 2015; Vijayaraghavan et al., 2016).

Além dos fatores genéticos existem fatores ambientais que influenciam no

desenvolvimento da doenga de Alzheimer (Tabela 1). Entre eles, podem ser vistos



17

como fatores de risco o avango da idade, algumas patologias e maus habitos. Além
desses, alguns fatores podem ser de carater protetivo ao desenvolvimento da
doenca, como bons habitos alimentares e principalmente o estimulo intelectual e
fisico (Bettens et al., 2013; Reitz and Mayeux, 2014).

TABELA 1 — FATORES DE RISCO E PROTETICOS PARA O DESENVOLVIMENTO DA
DOENCA DE ALZHEIMER.

Fatores de Risco para o Fatores Protetivos para o
desenvolvimento da DA. desenvolvimento da DA.
Avancgo da idade Doengas Dieta balanceada  Atividade fisica

cerebrovasculares

Hipertensao Diabetes tipo Il Atividade Fatores genéticos
Obesidade Dislipidemia intelectual

Sindrome Tabagismo

metabdlica

Injurias traumaticas Fatores genéticos

no cérebro

2.2COLINESTERASES

As colinesterases (ChEs) consistem em enzimas do grupo das hidrolases
presentes nos organismos, responsaveis pela hidrélise de ésteres de colina,
desempenham papel chave na neurotransmissao colinérgica e em outras funcdes
fisiologicas. Nos vertebrados sédo presentes duas enzimas atuantes dessa classe,
AChE e BChE. A acetilcolinesterase (AChE; EC 3.1.1.7) atua principalmente na
hidrésile da acetilcolina, resultando em acetato e colina, interrompendo a
transmissao dos impulsos nervosos pela rapida hidrolise desse neurotransmissor na
membrana pos-sinaptica da jungdo neuromuscular (PATOCKA et al. 2004). Essa é
encontrada na membrana dos eritrécitos, no plasma, sistema nervoso central e
jungdes neuromusculares (JOHNSON; MOORE, 2000; VIJAYARAGHAVAN et al.,
2013). A butirilcolinesterase (BChE; EC 3.1.1.8) tem por preferéncia de substrato a
butirilcolina que, apesar da auséncia de uma fungao fisioldgica critica, esta envolvida
em diversos processos como hidrélise de acetilcolina e sequestro de peptideos ricos

em prolina (LOCKRIDGE, 2015). Tem ampla distribuicdo pelo corpo, porém
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encontrada em maior quantidade no figado, onde é sintetizada, e no plasma
(DELACOUR et al.,, 2014; JOHNSON, 2012). Essas proteinas sdo codificadas,
respectivamente, pelos genes ACHE, presente no cromossomo 7, e BCHE,
localizado no brago longo do cromossomo 3 (q26.1-926.2),

A BChE e a AChE possuem uma homologia de 65% em sua sequéncia de
aminoacidos, e suas estruturas do sitio ativo sdo bastante semelhantes, embora
sejam produtos de genes diferentes (ALLDERDICE et al., 1991). Essa ampla
homologia sugere que os genes dessas enzimas (BCHE e ACHE) possam ter
surgido da evolugdo de um precursor comum (SMALL et al., 1996). Ambas sao
glicoproteinas (MILLARD & BROOMFIELD, 1992) e possuem um residuo de
aminoacido serina no sitio ativo que € essencial para suas atividades cataliticas,
pois realiza a hidrolise do substrato (QUINN, 1987; DARVESH et al. 2003). Ambas
as enzimas podem ser relacionadas a doenca de Alzheimer, uma vez que
apresentam papel fundamental no metabolismo de neurotransmissores e inibidores
de colinesterases sao umas das principais drogas usadas no tratamento da DA
(Bono, et al.,2015).

Na via colinérgica da Doenca de Alzheimer, a AChE é predominante na
regulagdo na neurotransmissdo colinérgica, enquanto a BChE atua principalmente
no controle extracelular desse neurotransmissor, modulando propriedades funcionais
das célula da glia (Darreh-Shori et al., 2013; Vijayaraghavan et al., 2016). Esse
efeito da BChE na via pode ser relacionado com ocorréncias da DA devido a
diminuicdo da acetilcolina em circulagdo quando ha atividade exacerbada da enzima,
prejudicando a transmissao sinaptica, levando a ativagdo de células da glia e
manutencdo da mielina favorecendo a formagdo de placas BA e a

neurodegeneracado (Ramanan et al., 2014; Reid and Darvesh, 2015).

2.3 MODELO ANIMAL

A utilizagdo de modelos animais em estudos acerca da Doenga de Alzheimer
comecgou a ser explorada devido a dificuldade de identificagdo dos portadores da
doenga em fases iniciais, uma vez que o paciente comega a demonstrar sintomas
em estagio mais avancados. O avanco dessa metodologia permite que sejam

avaliados por exemplo: a progressdo dos mecanismos da doenga, as diferengas na
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expressdo de genes associados a nivel proteico e até mesmo baseado em analises
quantitativas de RNA, assim possibilitando também explorar potenciais fatores
protetivos a deméncia estudada (Rostami, 2017).

Um método utilizado para o estudo da DA envolve comumente a aplicagao da
estreptozotocina (STZ) por injec&o intracerebroventricular (ICV) de doses baixas (0,1
a 3 mg/kg) em roedores, tal como ratos Wistar machos entre seu terceiro e quarto
més de vida, com 280 — 350g (KNEZOVIC et al., 2015; SALKOVIC-PETRISIC et al.,
2013; Bassani, 2017) e, mais recentemente, foram realizados estudos utilizando
primatas ndo humanos (PARK et al.,, 2015; YEO et al.,, 2015). A STZ, composto
derivado de bactérias de solo, desenvolvido inicialmente como um agente anticancer,
passou a ser utilizada para induzir diabetes em experimentos com modelos animais.
Desde entdo a aplicacdo sistémica da STZ tornou-se o modelo experimental de
diabetes insulino-dependente (tipo 1) mais estudado. Quando injetada nos
ventriculos laterais do cérebro de animais, a STZ acarreta em vias muito
semelhantes a DA, tal como o estresse oxidativo, neuro inflamagao, danos ao
sistema colinérgico cerebral, aumento da expresséo de tau total/hiperfosforilada e BA,
formacgédo de agregados positivos para a proteina BA entre as células, prejuizos no
metabolismo energético cerebral e disfuncdo nos receptores de insulina cerebrais,
promovendo défictis cognitivos como prejuizo na memdéria e orientagdo espacial.
Estudos comumente aplicam esse modelo para o estudo de fatores relacionados a
DA, utilizando animais nos seus 10 primeiros dias apds a cirurgia. Contudo, ndo sao
encontradas muitas informagdes acerca do método em maior periodo de tempo.
(HOYER et al., 1996; SALKOVIC-PETRISIC et al., 2006; 2011; AGRAWAL et al.,
2009; KRASKA et al., 2012; Grieb, 2016).

Apos a cirurgia de aplicagdo da droga, os animais sdo mantidos em condigbes
constantes de temperatura, luminosidade e disponibilidade de alimento. No periodo
pOs cirdrgico que antecede a eutanasia dos grupos, sido realizados testes
comportamentais nos individuos afim de avaliar o desenvolvimento da DA e da
ocorréncia de outras manifestacdes clinicas que possam vir a acontecer devido ao
uso da droga (Bassani, 2017; Rostami,2017).

A utilizacdo desses modelos que utilizam animais s&o de extrema importancia
pois viabilizam o estudo da Doenga de Alzheimer em diversas etapas do processo
patoldgico, possibilitando e facilitando o uso de recursos bioldgicos para a realizagao

de estudos propostos.
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3 METODOLOGIA

3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O presente estudo foi realizado no Laboratério de Polimorfismos e Ligagdo da
Universidade Federal do Parana (UFPR), localizado no Departamento de Genética,
em parceria com o Departamento de Farmacologia.

Ao todo, foram utilizados inicialmente, 40 animais da espécie Rattus
norvegicus, Wistar, machos. Os animais foram mantidos em caixas com temperatura,
proxima a 25°C, e fornecimento de agua e alimento constante, sob um ciclo claro-
escuro de 12h, provenientes do Biotério do Centro de Ciéncias Bioldgicas da UFPR.
O presente estudo foi aprovado pelo comité de ética (CEUA/BIO — UFPR — R.O.
08/2020 n°1391)

Com aproximadamente 3 meses, o0s animais foram designados
aleatoriamente para um dos dois grupos: STZ (modelo de DA induzido por
streptozotocina) ou SHAM (grupo controle). As cirurgias nos ratos utilizados foram
realizadas entre os dias 11 e 16 de marco de 2021. Apds o procedimento, 10% dos
animais ndo sobreviveu, sendo que ao final do experimento o grupo STZ contou com
22 animais e o grupo SHAM com 14 animais.

Afim de desempenhar um acompanhamento da saude e desenvolvimento dos
animais, esses foram pesados, semanalmente até os 30 primeiros dias apds a
cirurgia, e apos a cirurgia a mensuragado se deu em intervalos maiores até o fim do
experimento.

Ao todo, o experimento durou 120 dias.

3.2 GRUPOS SHAM E STZ

Todos os animais passaram por um procedimento cirurgico, porém, o grupo
submetido ao efeito da estreptozotocina (grupo STZ) recebeu injecédo bilateral de
STZ nos ventriculos laterais (3 mg/kg de peso corporal em solugdo salina estéril;
total de 0,9 mg de STZ em 9 uL, divididos em 4,5 ul por local de injecdo) (ISHRAT et
al., 2009; KRASKA et al., 2012), enquanto o grupo controle (grupo SHAM), passou
pelo mesmo procedimento cirurgico, mas teve o mesmo volume injetado apenas

com uma solugao salina.
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A cirurgia de infusdo da STZ nos animais foi realizada apds a aplicagéo de
1ml de equitesin e 0,3 ml de hidrato de cloral, promovendo a sedacao dos animais, e
0,4ml de atropina, afim de inibir as secrecbes e ressecar as vias respiratérias e as
mucosas, reduzindo também a secreg¢ao gastrica. Apds a sedagcao do animal, o rato
foi posicionado em um aparelho estereotaxico (David Kopf, modelo 957L, EUA) e o
cranio foi exposto com bisturi. Foram ajustadas as seguintes coordenadas
estereotaxicas para os ventriculos laterais relativas ao bregma: antero-posterior, -0,8
mm; mediolateral, £1,5 mm a partir da linha média; e dorso-ventral, -3,8 mm a partir
da superficie do cranio, segundo PAXINOS et al. (1997) (Figura 2). Com o animal
posicionado, foram realizadas pequenas perfuragdes viabilizando o processo de
microinfusdo, realizada utilizando uma agulha conectada a um tubo de polietileno
adaptado a uma microseringa de 10ul (Hamilton, EUA) que foi encaixada em uma
bomba de infuséo (Insight, Brasil).

A STZ foi dissolvida em solugéo salina estéril e gelada, protegida da luz e
mantida em gelo até o momento da infusdo para evitar a sua degradagao. As
microinfusdes de toxina foram realizadas com fluxo de 1 ul/minuto ao longo de 4,5
minuto, mais dois minutos de espera antes de retirar a agulha, apés o fim da infusao,
para evitar refluxo da droga.

O mesmo método foi utilizado para os animais do grupo SHAM, contudo, ao
invés da injegao da estreptozotocina, foi injetada apenas solugéo salina

Apds o procedimento cirurgico, os animais foram mantidos em gaiolas em
ambiente aquecido por 2-4 h para recuperacao da anestesia.

Uma parte dos animais de ambos os grupos foi eutanasiada com 30 dias apos
a cirurgia e outra parte foi eutanasiada apés 120 dias, a fim de avaliar as reagdes

teciduais em maior e menor tempo de atuagao da droga.
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FIGURA 2 — EXPOSIQAO E PERFURACOES DO CRANIO
) o =P

FONTE: O autor, 2021.
LEGENDA: A) Exposi¢ao do cranio com indicagao do bregma.

B) Perfuragdes no cranio.

3.3 TESTES COMPORTAMENTAIS

3.3.1 TESTE DO CAMPO ABERTO (CA)

O teste de campo aberto foi realizado 21 dias apds o procedimento cirurgico
dos animais e teve como objetivo avaliar a atividade locomotora e exploratoria
espontanea dos animais. Para a realizacédo do teste foi utilizada uma arena circular
com 97 cm de diametro e 42 cm de altura, pintada em branco, dividida com linha
pretas em 3 circulos concéntricos e subdividida em 19 quadrantes. Os animais foram
colocados no centro da arena e filmados por cinco minutos, de forma a avaliar
posteriormente o numero de vezes que o animal mudou de quadrante (quando ele
passa com as quatro patas para outro quadrante) e o numero de vezes que 0O
mesmo levantou (quando o animal se apoia somente sobre as patas traseiras, com o
tronco perpendicular ao chao da arena). Apds cada animal, a arena foi limpa com
alcool 10% para evitar que o cheiro e residuos de outros animais influenciassem no

comportamento dos proximos.
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FIGURA 3 — REPRESTAGCAO DO TESTE DO CA.

Teste do
Campo
Aberto

wa/6

LEGENDA — Representagao da arena utilizada para a realizagédo do teste do Campo Aberto.

3.3.2 TESTE DE LOCALIZAGAO (TLO) E RECONHECIMENTO DE OBJETO (TRO)

Os testes de localizagdo e reconhecimento de objetos foram realizados na
semana anterior a eutanasia dos animais e tiveram como objetivo a avaliagdo da
memoria espacial e de reconhecimento de curto prazo. Ambos os testes foram
executados em uma caixa quadrada (60 x 60 x 40 cm), confeccionada em madeira,
pintada de preto. Esses testes foram realizados no decorrer de trés dias
consecutivos. No primeiro dia foi realizada a habituagdo dos animais na caixa ainda
vazia. Cada animal foi deixado por 5 minutos na caixa, sendo colocados nela
sempre voltados para parede, para livre exploragdo. No segundo dia a primeira
etapa consistiu em um refor¢co da ambientacdo, também por 5 minutos na caixa
vazia. Apos 1h de intervalo, para a segunda etapa os objetos foram colocados com
aproximadamente 10cm de distédncia das paredes e os animais puderam explorar
por 5 minutos. Na ultima etapa, o teste de localizagcdo dos objetos, 1h depois do
reconhecimento dos objetos pelos animais, um dos objetos foi deslocado 15cm em
relacdo a posi¢ao original e os animais foram novamente colocados um a um na

caixa para explorar os objetos por 3 minutos. Essa ultima etapa foi gravada para
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posteiros comparagao do tempo que o animal explorou o objeto movido com o
tempo de exploragéo do objeto que permaneceu em sua posigao original (DE BRUIN
et al., 2011).

No terceiro dia foi realizado o teste de reconhecimento de objeto, que constitui
em duas etapas. A primeira, em que foram colocados os mesmos objetos utilizados
no dia anterior, localizados a 10cm das paredes, e os animais tiveram 5 minutos
para explora-los e a segunda etapa, em que houve a troca de um dos objetos
originais por outro diferente e os animais tiveram 3 minutos para explorar os objetos.
A segunda etapa desse teste foi realizada 1h apds a primeira e filmada para
posterior comparagado do tempo que o animal explorou o objeto novo com o tempo
de exploragao do objeto original.

A caixa e os objetos foram higienizados com alcool 10% todas as vezes que
um animal era colocado para a realizagdo dos testes. Os objetos eram

confeccionados em plastico e ceramica, a fim de evitar viés olfatorio.

FIGURA 4 — REPRESENTAGCAO DO TLO E TRO.

E0cm

30cm

Teste de
Localizagdo de < cm—@ Q

Objetos

Teste de

Reconhecimento de Q Q Q

Objetos

G0em

LEGENDA: Arena de realizagéo dos testes de localizagio e reconhecimento de objeto, com um

circulo representando o objeto inicial e um triangulo representando o objeto novo.
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3.3.3 TESTE DO LABIRINTO EM Y (TLY)

O teste do labirinto em Y foi realizado na semana anterior a eutanasia dos
animais, posteriormente ao TRO e TLO. Nesse teste foi utilizado um aparato no
formato da letra Y, confeccionado em madeira e pintado de preto, com trés bracos
separados por angulos de 120°, medindo 50 cm de comprimento, 12 cm de largura e
27 cm de altura. O teste do labirinto em Y ocorre com uma etapa de treino, em que
0s animais foram colocados um por vez, por 5 minutos, com um dos bracos
bloqueados, para livre exploracdo e, apds 1h de intervalo, o animal foi novamente
colocado na arena com os dois bragos abertos, por 3 minutos. A segunda etapa do
teste foi filmada para posterior comparacdo do tempo de exploragdo do brago que
estava inicialmente bloqueado com o tempo de exploracdo do brago que ja se
encontrava disponivel anteriormente. A memoria espacial de curto prazo foi avaliada
pelo tempo gasto por cada animal explorando o brago novo do labirinto. Os bragos
bloqueados foram alternados de animal para animal afim de evitar possivel viés de
preferéncia de exploracao (SIERKSMA et al., 2013). O aparato foi higienizado com

alcool 10% todas as vezes que um animal era colocado para a realizacéo do teste.

FIGURA 5 — REPRESENTAGAO DO TLY.

Teste do
Labirinto em
Y A\
Brago
Braco direito
esquerdo
E
o
[an]
(T3]
Braco

inicial

LEGENDA: Representagao do aparato utilizado para o TLY, com indicagao onde foram fechados os

bragos no decorrer dos testes.
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3.4 COLETA E HOMOGENIZACAO DAS AMOSTRAS

Os animais foram eutanasiados em guilhotina sem anestesia prévia para
evitar mudangas nos padrdes bioquimicos das enzimas estudadas. Imediatamente
apos a eutanasia dos animais, foi coletado sangue em tubos com anticoagulante,
para garantir o bom estado do material para a analise de atividade enzimatica e foi
realizada a dissecac&o do animal, retirando amostras de figado, regido onde ocorre
a sintese da butirilcolinesterase, cortex e hipocampo cerebral, regides relacionadas
a memoria, orientacdo espacial e onde sdo encontrados neurdnios colinérgicos
(WEINSTOCK; SHOHAM, 2004; HANDSON et al. 2011). Os microtubos,
previamente pesados, foram utilizados para guardar as amostras e foram mantidos
em gelo, até o armazenamento em freezer a -80°C ao fim do procedimento.

Em laboratério, os microtubos com o material foram novamente pesados em
balanca de precisao para que, com a subtragcdo do valor obtido da pesagem anterior
do microtubo, fosse calculado o peso do material obtido. Apés a pesagem, foi
adicionado 10x o volume do tecido de Tampéao fosfato (0,1M - pH 7,1) + Triton X (1%)
e, com auxilio de um homogeneizador elétrico, o tecido foi misturado até que néao
restasse grumos. A por¢ao que entra em contato com o tecido do homogeneizador &
lavada a cada amostra processada com alcool 70%, hipoclorito 2% e agua destilada.
Apds a homogeneizagdo o material foi submetido a centrifugagdo por 15 minutos, a
10.000 rpm e 4°C, o sobrenadante resultante da centrifugagao foi passado para
outro tubo é o pellet formado, descartado. O sobrenadante do material

homogeneizado permaneceu sendo mantido a -80°C.

3.5 MENSURAGAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

Todas as leituras foram realizadas na Multileitora Infinite M200 TECAN, a
25°C, com tempo e numero de leituras respeitando cada protocolo.

Apds o calculo da variagdo da absorbancia por minuto (AE/min) de cada
amostra, o valor foi multiplicado pelos respectivos valores calculados a partir de
cada protocolo utilizado, afim de obter o valor relativo a atividade das enzimas em

Unidades/min (U/min), baseado no método de Ellman (1961).
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U/ml= X-Y - AE/min
13,6 - Z

X= Volume total no pogo, em mL.
Y= Fator de diluicao.

Z=Volume de amostra diluida.

3.5.1 ATIVIDADE TECIDUAL DA AChE

Para medicdo da atividade enzimatica da AChE foi utilizada a Etopropazina,
reagente que tem como fungao a inibicdo da atividade da BChE no tecido estudado
durante a leitura realizada por um equipamento, uma vez que essa também atua na
decomposicao da acetilcolina.

Em uma placa ELISA, 96 pocgos de fundo reto, foi adicionado previamente
170ul de tampéao fosfato com DTNB, 10yl de etopropazina e 10ul da amostra
solubilizada. Apds a aplicacdo dos reagentes a placa foi mantida em estufa a 37°C
por 10 minutos para a atuacao da etopropazina.

Apods a incubagcdo em 37°C, necessariamente antes de colocar a placa no
leitor, adicionamos 10 pl do lodeto de Acetilcolina (ACh) para que esse atue como
substrato para a AChE presente na amostra, assim desencadeando uma reagao que
resulta em compostos pigmentados sensiveis ao leitor para mensurar a reagdo. A
leitura foi realizada no aparelno TECAN®, espectrofotdbmetro com leitor de
microplaca, a temperatura de 25°C, configuragcao de 5 ciclos com intervalo de um
minuto, 410 nm de absorbancia e quatro leituras nas extremidades de cada pogo. O
resultado da leitura foi mostrado em uma tabela. Para analisar foi calculado as

diferengas dos valores da absorbancia entre os quatro ciclos.

3.5.2 ATIVIDADE TECIDUAL DA BChE

A metodologia de obtenc¢do da atividade enzimatica da BChE foi baseada na

hidrolise da propioniltiocolina pela BChE, que produz acido propibnico e tiocolina, a
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qual reage com DTNB (acido 5,5-bisditio-2-nitrobenzdico), gerando 5-tio-2-
nitrobenzoato, substancia de coloracdo amarela.

Para a mensuragdo da atividade foi utilizada uma placa de ELISA com 96
pocos. Na placa de leitura, foi adicionado 100 uL do tampao fosfato com DTNB e 15
ML da amostra. Todas as amostras foram preparadas em triplicatas. O substrato foi
adicionado em cada amostra no momento em que foi realizada a leitura, para que
nao houvessem alteragdes nos resultados devido a rapida reagao que ocorre com o
substrato. Foram utilizados 10 pL de propioniltiocolina como substrato em cada pogo.

A leitura foi feita no aparelho TECAN®, espectrofotbmetro com leitor de
microplaca, a temperatura de 25°C, configuragcdo de 4 ciclos com intervalo de um
minuto, 410 nm de absorbancia e quatro leituras em cada pogo (nas extremidades).
O resultado da leitura € mostrado em uma tabela. Para analisar € necessario

calcular as diferencas dos valores da absorbancia entre os quatro ciclos.

3.5.3 ATIVIDADE PLASMATICA DA BCHE

A atividade enzimatica da BChE no plasma sanguineo foi obtida segundo a
metodologia de Dietz et al. (1972), modificada por Evans e Wroe (1978). Essa
metodologia se baseia na hidrdlise da propioniltiocolina pela BChE, produzindo acido
propidnico e tiocolina, a qual reage com DTNB (acido 5,5’-bisditio-2-nitrobenzadico),
gerando 5-tio-2- nitrobenzoato, substancia de coloragdo amarela.

Para a mensuracdo da atividade foi utilizada uma placa de ELISA com 96
pocos onde o plasma sanguineo foi misturado a agua destilada na proporgédo de
1:10 (10 pL de plasma em 100 pL de agua). Na placa de leitura, adicionou-se 220 uL
do tampao fosfato com DTNB e acrescentou-se 25 uL da amostra diluida. Todas as
amostras foram preparadas em triplicatas. O substrato foi adicionado nos pocos
imediatamente antes de colocar a placa no equipamento para realizar a leitura, para
que néao existam alteragdes nos resultados devido a rapida reagdo que ocorre com o
substrato. Foram utilizados 10 uL de propioniltiocolina como substrato em cada poco.

A leitura foi feita no aparelho TECAN®, espectrofotbmetro com leitor de
microplaca, a temperatura de 25°C, configuragcdo de 4 ciclos com intervalo de um
minuto, 410 nm de absorbancia e quatro leituras em cada pog¢o (nas extremidades).
O resultado da leitura € mostrado em uma tabela. Para a analise, € necessario

calcular as diferencas dos valores da absorbancia entre os quatro ciclos.
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3.6 ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas foram realizadas em software R x64 4.1.1.
Primeiramente foi testada a normalidade e variancia dos dados quantitativos,
aplicando o teste de Kolmogorov com correcao de Lilliefors e teste F,
respectivamente (pacote Nortest). A comparagdao das médicas entre os grupos
SHAM e STZ foi realizada aplicando o Teste t de Studant pareado (para as variaveis
paramétricas) e o teste de Wilcoxon (para as variaveis ndo paramétricas). A
comparagao das médias entre os grupos de 30 e 120 dias foi igualmente realizada.

Foi adotado o limiar de significancia de p=0,05.



4 RESULTADOS

4.1 COMPARAGAO DOS PESOS ENTRE OS GRUPOS SHAM E STZ

Foi observado na primeira semana apds a cirurgia, entre o T1 e o T2, no
grupo SHAM, estabilidade no peso dos animais, enquanto no grupo STZ € notada
uma queda na média dos pesos (Figura 6) ocasionando uma diferenca entre as
médias dos grupos SHAM e STZ. Essa diferenga entre os grupos se manteve
significativa até o ultimo dia de pesagem, préximo ao dia da eutanasia dos animais

do grupo de 120 dias, de forma que os animais de ambos 0s grupos ganharam peso
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no decorrer do tempo, mas o grupo STZ teve, em média, pesos menores. (Tabela 2).

FIGURA 6 — GRAFICO COMPARATIVO DOS PESOS MEDIOS DOS GRUPOS SHAM E STZ.

Variag&o do peso ao longo de 120 dias
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TABELA 2 — VALORES DE P RELATIVOS A COMPARAGCAO DOS PESOS MEDIOS ENTRE OS

GRUPOS SHAM E STZ EUTANASIADOS COM 30 E 120 DIAS.

Tempo de eutanasia

Tempo de Eutanasia

Tempo 30 dias 120 dias Tempo 30 dias 120 dias
1 0,97009633 0,206363 6 0,00053846 1,5396E-06
2 0,19332157 0,00059277 7 - 8,8794E-07
3 2,607E-05 3,9451E-06 8 - 1,6327E-06
4 5,4176E-05 1,4007E-07 9 - 1,7306E-05
5 3,2957E-05 6,71694E-07 10 - 0,00023996
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TABELA 3 — DATAS DAS PESAGENS DOS ANIMAIS

Tempo Data Tempo Data
1 10/03/21 6 16/04/21
2 16/03/21 7 28/04/21
3 24/03/21 9 28/05/21
4 31/03/21 10 14/06/21
5 07/04/21 11 02/06/21

NOTA: As cirurgias dos animais ocorreram: grupo de 120 dias — 11 e 12 de marco.

grupo de 30 dias — 15 e 16 de margo.

4.2 TESTES COMPORTAMENTAIS

Os testes comportamentais foram filmados para que posteriormente fossem
analisados. No teste de campo aberto, foram contabilizados o niumero de vezes que
0s animais trocaram de quadrante e o numero de vezes em que ficaram apoiados
apenas nas duas patas traseiras afim de verificar a ocorréncia de algum tipo de
lesdo decorrente da cirurgia nos animais capaz de afetar a capacidade motora.
Nesse teste ndo foram observadas nenhum animal aparentemente incapaz de se
locomover e nao houve diferencga significativa entre nenhum dos grupos analisados.

Ao comparar os resultados obtidos dos grupos SHAM e STZ, foi observada
uma diferenga significativa no indice de exploragdo no TLO nos animais de 30 dias
(p=0.00032), em que houve menor exploragao pelos animais do grupo STZ do objeto
movido. Foi encontrada também diferenga entre o grupo SHAM e STZ no TRO nos
animais de 30 dias, em que o grupo STZ demonstrou valores menores nos indices
de discriminagéo (0.001653) e exploragéo (0.000198). Na analise comparativa entre
os grupos de 30 e 120 dias, foram encontradas diferengas no indice de exploragao
no TLO (p=0.01505), em que o grupo de 120 dias STZ apresentou valor maior no
teste (0.21) se comparado ao de 30 (0.13), e no tempo no brago fechado no TLY
(p=0.03568), em que os animais do grupo de 120 dias apresentaram tempo maior

(45.55s e 33.16s) no brago nao explorado previamente.
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4.3 COMPARACAO DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS ENTRE GRUPOS SHAM E
STZ

A atividade da AChE no cortex foi semelhante entre os animais SHAM e STZ
no grupo de animais de 30 dias (p = 0,7936) e no de 120 dias (0,6107). Isso ocorreu
também no figado em animais de 30 (0,4918) e 120 dias (0,4409). Contudo, ao
analisarmos as amostras de hipocampo foi observado que a AChE apresentou
menor atividade no grupo STZ quando comparado ao grupo SHAM (p=0,0256) nos
animais eutanasiados 30 dias apos a cirurgia, e também nos de 120 dias (p = 0,0030)

(figura 7).

FIGURA 7 — ATIVIDADE ENZIMATICA DA AChE NO HIPOCAMPO.
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Na analise da BChE, as atividades enzimaticas ndo apresentaram diferencas
significativas entre os grupos SHAM e STZ em amostras de cortex (p = 0,3855 e
0,7712), figado (p = 0,5316 e 0,2218) e de plasma (p = 0,1112 e 0,4824), nos grupos
de 30 e 120 dias. Nas amostras de hipocampo, o grupo de 30 dias, apesar de nao
apresentar diferenca significativa (SHAM com 3,9474 e STZ com 2,8744), foi
proxima a significancia (p = 0,0628). Contudo, no grupo de 120 dias €& notada
diferenga entre as atividades dos grupos (p = 0,0083), em que a atividade do grupo
STZ é novamente menor que no grupo SHAM (médias de atividade da BChE 5,54 31
e 3,4320, figura 8).
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FIGURA 8 - ATIVIDADE ENZIMATICA DA BChE NO HIPOCAMPO.
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4.4 COMPARACAO DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS ENTRE GRUPOS DE 30 E
120 DIAS

Na comparagao entre os grupos de animais que foram eutanasiados com 30 e
120 dias, foi possivel notar que o grupo submetido a indugdo da droga (STZ)
apresentou diferengas significativas no cortex, na atividade da AChE e BChE, com
atividade das enzimas menores no grupo de 120 dias. Foram notadas também
atividades menores no grupo de 120 dias na atividade da BChE no plasma. No
grupo STZ, a atividade da AChE também apresentou uma diferenga significativa no
figado, contudo, a média menor das atividades € vista em 30 dias. No grupo SHAM,
apenas na analise da BChE do hipocampo e figado apresentaram uma diferencga

significativa, em ambos os casos apresentando médias maiores no grupo de 120

dias (Tabela 3).
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TABELA 4 — MEDIA DA ATIVIDADE ENZIMATICA E VALORES DE P NA COMPARAGAO
ENTRE 30 E 120 DIAS.

Grupo Tecido Enzima 30 dias 120 dias  Valor de p

AChE 4,6577 3,5087 0,0239*

Cortex
BChE 2,8169 2,1813 0,0105*
H AChE 4,0471 2,5891 0,1147

ipocampo

ST1Z BChE 2,8744 3,4320 0,4369
) AChE 0,3383 0,5658 0,0105*

Figado
BChE 1,6583 1,8617 0,5395
Plasma BChE 0,6152 0,0448 0,0071*
] AChE 4,8517 2,5205 0,2796

Cortex
BChE 3,8082 2,3640 0,8113
. AChE 6,1597 5,3655 0,3934

SHAM Hipocampo

BChE 3,9474 5,5431 0,0028*
) AChE 0,4748 0,6074 0,6088

Figado
BChE 1,5178 2,4117 0,0175*

e

Nota: Valores de p significativos foram marcados com *”.

4.5 CORRELAGAO ENTRE TIPOS DE AMOSTRAS

Ao testar as correlagdes entre os tecidos e o plasma nos grupos SHAM e STZ
com 30 e 120 dias foi possivel notar que, nos grupos SHAM de 30 e 120 dias é
encontrado maior numero de correlagao entre os tecidos, plasma e enzimas quando

comparado aos animais de 30 e 120 dias do grupo STZ (Figuras 9 e 10).
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FIGURA 9 — CORRELAGAO DAS ATIVIDADES DA BChE E AChE NO O GRUPO SHAM COM 30
DIAS.
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FIGURA 10 — CORRELAGAO DAS ATIVIDADES DA BChE E AChE NO O GRUPO SHAM COM 120

DIAS.
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Quanto a analise do grupo STZ, sdo notadas correlagdes mais fracas entre
alguns tipos de amostras, ao compararmos com as correla¢gdes em animais do grupo
SHAM. Ainda nessa analise comparativa dos grupos SHAM e STZ, as correlagdes
com maior coeficiente de correlagdo que sédo entre enzimas e tecidos do cérebro,
como € o caso do grupo STZ com 30 dias, em que as principais correlagdes estao
entre as enzimas AChE e BChE no cortex e AChE e BChE no hipocampo (Figura
11). No dos animais STZ de 120 dias, prevalecem as correlagdes encontradas entre

BChE no hipocampo e no cértex e entre AChE e BChE no hipocampo (Figura 12).

FIGURA 11 — CORRELAGAO DAS ATIVIDADES DA BChE E AChE NO O GRUPO STZ COM 30

DIAS.
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FIGURA 12 — CORRELACAO DAS ATIVIDADES DA BChE E AChE NO O GRUPO STZ COM 120

DIAS.
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5 DISCUSSAO

A partir dos resultados obtidos com a analise do teste de Campo Aberto,
podemos notar que os animais ndo apresentaram problemas oriundos da cirurgia
que afetassem a locomogao para a realizacdo dos demais testes. Nos testes
comportamentais, 0 grupo de animais STZ de 30 dias apresentou um declinio
cognitivo similar ao desenvolvido na Doenga de Alzheimer, uma vez que esses
animais apresentaram valores menores no indice de exploracido no TLO e no TRO,
de forma a mostrar que esses animais exploraram de forma similar o objeto original
e 0 objeto movido ou trocado. Isso esta relacionado a uma perda da memoria de
curto prazo, uma vez que o esperado para animais saudaveis € que com a
ambientagdo, esses tivessem uma lembrangca de como € o objeto n&o alterado e
explorassem mais o objeto novo ou movido (DE BRUIN et al., 2011). Com a analise
comparativa entre os grupos STZ de 30 e 120 dias, a estreptozotocina mostrou surtir
efeito maior nos primeiros 30 dias do animal, se comparados aos de 120 dias.

A injecdo da STZ, além de desempenhar determinada influéncia no

comportamento cognitivo dos animais, ela também afetou negativamente o
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crescimento dos animais submetidos a droga. O percentual de ébito dos animais, em
fungcdo do procedimento cirurgico, provavelmente foi associado a diferengca de
reacao e sensibilidade do organismo com a quantidade utilizada de anestésico.

Ao tratarmos da atividade das enzimas, uma vez que as diferencas na
comparagao entre os grupos SHAM e STZ sao vistas apenas no hipocampo,
notamos que a droga utilizada apresenta efeito maior na atividade das
colinesterases somente regido do cérebro. Nessa mesma analise, a menor atividade
encontrada no grupo STZ nos tempos analisados pode ser explicada como uma
forma de compensagado do organismo a reestabelecer as condi¢gdes normais apos a
injecao da droga.

Um estudo que buscou compreender os efeitos do uso da estreptozotocina
em modelo animal relata o funcionamento da droga em trés fases, sendo a primeira
correspondente a uma resposta aguda a STZ, seguida de um periodo proximo ao 1°
e 3° més apds a injecdo em que ha uma tendéncia de o organismo tentar
reestabelecer as suas condi¢dées normais e um terceiro periodo em que ha um
agravamento lento e progressivo das alteracdes ocasionadas pela inje¢do, ao longo
de 6 a 9 meses (Grieb, 2016).

Dessa forma, € possivel relacionarmos os resultados obtidos nos testes
comportamentais e as médias dos animais eutanasiados com 30 e 120 dias com a
segunda fase de atuacdo da droga relatada por Grieb, uma vez que a baixa
atividade da AChE e BChE no hipocampo em 30 dias e 120 dias, do grupo STZ,
pode ser uma tentativa do organismo do animal de amenizar os efeitos da droga.
Uma vez que, as colinesterases tem como fungao o metabolismo da acetilcolina nas
vias sinapticas, a alta atividade da AChE e BChE esta relacionada ao menor tempo
de atuagdo desse neurotransmissor nas células. Nessa via anormal promovida pelo
uso da estreptozotocina nos ratos, em que ha o desenvolvimento de uma patologia
que dificulta as vias sinapticas, a diminuicdo das colinesterases é tida como uma
alternativa metabdlica para amenizar os dados promovidos pela droga (Darreh-Shori
et al., 2013; Vijayaraghavan et al., 2016).

Essa ideia é ainda corroborada com a comparacéo da atividade das enzimas
nos grupos de animais de 30 e 120 dias. O aumento da atividade da BChE
observado no hipocampo e no figado nos animais do grupo SHAM pode ser
relacionado ao processo natural relacionado ao envelhecimento. Contudo, a

diminuicdo da atividade com avangar do tempo no grupo STZ, no caso da AChE e
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BChE no cortex e da BChE no plasma, pode ser relacionada a ideia do periodo de

tentativa de compensacéao dos efeitos da droga no organismo a médio prazo.
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6 CONCLUSOES

O presente estudo serviu para a melhor compreensdao dos efeitos da
estreptozotocina utilizando ratos Wistar como modelo, principalmente em relagdo ao
tempo de efeito, de forma a notarmos maior influéncia em animais de 30 dias, se
comparados a animais de 120 dias.

Foram notadas alteragdes ocasionadas pela injecao intraventricular da droga
nas fungdes cognitivas dos animais, que vieram a ser testadas pela aplicagdo dos
testes comportamentais de campo aberto, reconhecimento de objeto, localizagdo de
objeto e labirintoem Y.

A dose utilizada de estreptozotocina claramente afetou o desenvolvimento
corporal dos animais, devido as diferengcas de peso encontradas nos animais do
grupo SHAM e STZ.

No modelo aplicado para o estudo da doenca de Alzheimer, as atividades das
enzimas AChE e BChE foram afetadas, principalmente na regido do hipocampo
cerebral, em que houve diminuicdo das mesmas, possivelmente devido a uma
tentativa de uma via compensatoria aos efeitos da droga, diminuindo a atividade das

enzimas afim de estabilizar o sinal promovido pela acetilcolina nas vias sinapticas.
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