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RESUMO

As relagbes entre metabolismo, comportamento e cognicdo s&o complexas e
multifatoriais, assim compreender tais interagdes requer investigacdo cientifica
extensa e minuciosa. Neste trabalho foram avaliados, a partir de dois estudos distintos
e nao diretamente conectados, como diferentes interferentes metabdlicos, dietéticos
e farmacoldgicos, podem influenciar em processos comportamentais e cognitivos de
roedores. No estudo apresentado no primeiro capitulo foram avaliados os efeitos
metabdlicos, comportamentais e cognitivos em camundongos submetidos a dieta
hiperlipidica (DHL) por diferentes periodos (15, 25 e 35 dias). Demonstrou-se que os
camundongos alimentados por 15 dias com DHL, apresentaram prejuizo da
habituacao exploratéria, acompanhada de aumento significativo da massa adiposa
visceral, além de impactos no metabolismo glicémico, com aumento da concentragao
plasmatica de glicose, além de maior intolerancia a glicose. Com 25 dias de DHL, os
efeitos metabdlicos se intensificam e os animais passam a apresentar prejuizo na
formagao da memdria de reconhecimento, além de aumento significativo da variagéo
de massa corporal e da concentracdo de triglicerideos e colesterol plasmatico. Por
fim, 35 dias de DHL acarreta intensificagdo dos efeitos ja presentes nos grupos
anteriores acrescida de efeito ansiogénico no campo aberto. Constatou-se que os
efeitos metabdlicos se correlacionam positivamente com as alteragbées e prejuizos
comportamentais. Também se observou disfungdes mitocondriais significativas no
cortex pré-frontal dos animais alimentados por 35 dias com a DHL, indicando pouca
eficiéncia na produgdo energética e maior producdo de espécies reativas,
consequéncias neurais que provavelmente estdo relacionadas aos efeitos
comportamentais. No segundo capitulo o estudo focou em avaliar, através de uma
abordagem experimental e de revisdo sistematica, os possiveis efeitos das estatinas
em processos de aprendizagem e memoria de roedores. Foi observado,
experimentalmente, que a intervencdo aguda com sinvastatina imediatamente antes
do treino impediu a formagado da memoéria de medo em camundongos no paradigma
de esquiva inibitdria. A revisao sistematica da literatura revelou evidéncias de efeitos
positivos e negativos na memoria de roedores submetidos ao tratamento com
estatinas. Os efeitos positivos foram observados em estudos em que avaliaram o
tratamento em insultos ao sistema nervoso ou modelos de diferentes patologias e
associados a diminuicdo do colesterol plasmatico e aos efeitos pleiotropicos anti-
inflamatdrios e antioxidantes. Em outra linha, maior parte dos estudos que avaliaram
o efeito per se das estatinas sobre a memdéria apontam para prejuizos induzidos por
estes farmacos sobre os processos de aprendizagem e mnemonicos, tais efeitos
variam em mecanismos, sendo relacionados principalmente pela diminuigcdo do
colesterol e demais derivados da via do mevalonato nos neurbnios. De forma
interessante ndo parecem existir claras relagdes de dose dependéncia ou dose
especificidade, o que indica que a modulacido destes farmacos sobre processos de
aprendizagem e memoéria € complexa. Estudos mais profundos devem investigar



como diferentes doses de estatinas influenciam em fases de processamento de
diferentes sistemas de memoaria.

Palavras-chave: metabolismo; comportamento; cogni¢cdo; dietas hiperlipidicas;
estatinas.



ABSTRACT

The relation between behavior and cognition are complex, rigorous scientific
investigation is necessary to undestand this interaction. In this work, from two different
and not directly connected studies, we evaluated how different metabolic, dietary and
pharmacological interferences can influence behavioral and cognitive processes in
rodents. Despite many studies showing the long-term impacts of high-fat diets (HFD)
on the organism, the temporal dynamic of behavior and metabolic effects in short
periods of an HFD is poorly known, this was the objective of fist chapter of this work.
In this we show that short periods of HFD (15, 25, and 35 days) differently impacted
behavior and metabolism in Swiss mice. The results suggest that after 15 days of the
diet, animals show alteration of exploratory habituation, accompanied by a significant
increase in visceral adipose mass, fasting glucose, and glucose intolerance. After 25
days of the diet, the metabolic effects intensified, and animals showed impairment in
the recognition memory acquisition, in addition to a significant increase in the variation
of body mass, accompanied by a significant increase in plasma cholesterol and
triglyceride levels. Finally, 35 days of diet resulted in an intensification of the effects
observed in the previous groups, and an anxiogenic-like effect was observed in the
open field test. Moreover, it was found that metabolic effects positively correlate with
behavioral impairments. We also showed that 35 days of HFD induced mitochondrial
dysfunction in the prefrontal cortex. Our data reveal some aspects of the flow of
metabolic disorders and their relation to the HFD’s behavioral changes and cognitive
impairments. In the second chapter, the study focused on evaluating, through an
experimental approach and a systematic review, the possible effects of statins on
learning and memory processes in rodents. It was experimentally observed that acute
intervention with simvastatin immediately before training prevented fear memory
formation in mice in the inhibitory avoidance paradigm. A systematic review of the
literature revealed evidence of positive and negative effects on memory in rodents
undergoing treatment with statins. The positive effects were observed in studies that
evaluated the treatment in insults to the nervous system or models of different
pathologies. Such consequences were normally associated with plasma cholesterol
lowering effects and pleiotropic anti-inflammatory and antioxidant effects. In another
line, most of the studies that evaluated the per se effect of statins on memory point to
losses induced by these drugs on learning and mnemonic processes, such effects vary
in mechanisms, being mainly related to the reduction of cholesterol and other
derivatives of the mevalonate pathway in neurons. Interestingly, there do not seem to
be any clear dose-dependence or dose-specific relationships, which indicates that the
modulation of these drugs on learning and memory processes is complex. Further
studies should investigate how different doses of statins influence the processing
phases of different memory systems.

Keywords: metabolism; behavior; cognition; high fat diets; statins.
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1. INTRODUGAO

As relagbdes entre metabolismo, comportamento e cogni¢do s&do complexas.
Diferentes tipos de interferentes metabdlicos parecem capazes de induzir efeitos
sobre o comportamento. Fatores dietéticos, como a composigao dos nutrientes da
dieta (GOMEZ-PINILLA; TYAGI, 2020), assim como fatores farmacolégicos, como
tratamentos com diferentes farmacos com alvos metabdlicos, como as
estatinas(GHODKE; TOUR; DEVI, 2012; STANCU; SIMA, 2001; STROM et al.,

2015a), acarretam alteragdes nas fungdes neurais e cognitivo-comportamentais.

O consumo de dietas ricas em gorduras saturadas € um conhecido fator de
risco ao desenvolvimento de uma série de prejuizos e alteragdes nas funcdes
cognitivas em diferentes espécies (GAINEY et al., 2016; GREENWOOD; WINOCUR,
2005; PICOLO et al., 2021; PISTELL et al., 2010), e mesmo no desenvolvimento de
doencgas neurodegenerativas em humanos (POPA-WAGNER et al., 2020). Diversas
evidéncias apontam que o consumo deste tipo de dieta esta associado com disturbios
metabdlicos como obesidade, dislipidemia, tolerancia a glicose, resisténcia as agdes
da insulina (CLIFTON, 2019) e mesmo patologias como aterosclerose e doengas
cardiovasculares (WALI et al., 2020). Tais consequéncia metabdlicas relacionam-se a

prejuizos cognitivos e alteragbes comportamentais (YATES et al., 2012).

Se por um lado o consumo exagerado de lipideos pode promover alteracées
comportamentais, por outro, interferir nas vias bioquimicas relacionadas ao
metabolismo lipidico também parecem acarretar alteracbes em fungdes
neuropsicolégicas (KOTTI et al., 2006; MOUTINHO; NUNES; RODRIGUES, 2017).

Este parece ser o caso do tratamento com estatinas, farmacos que interferem no



13

metabolismo do colesterol, que também parece acarretar prejuizos cognitivos, em
especial nos processos de aprendizagem e memoria(CIBI, 2011; GHODKE; TOUR,;
DEVI, 2012; STROM et al., 2015a). Entretanto, a forma como essa classe de farmacos

atua sobre os processos mnemonicos ainda nao esta totalmente esclarecida.

1.1. OBJETIVOS

Avaliar como fatores de diferente natureza, dietéticos (dieta rica em gordura por
curtos periodos) e farmacologicos (tratamento com estatinas), afetam fungdes

comportamentais e cognitivas em roedores.

1.1.1. Objetivo Especifico | - Estudo da Sessao 2

Estudar os efeitos de 15, 25 e 35 dias de dieta hiperlipidica sobre processos
comportamentais, cognitivos, metabdlicos e da fungdo mitocondrial no cérebro de

roedores.

1.1.2. Objetivo Especifico Il - Estudo da Sessao 3

Investigar os efeitos do tratamento com farmacos da classe estatina sobre
processos de aprendizagem e memoria através de abordagem experimental e de

revisao sistematica.
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2. DINAMICA TEMPORAL DOS IMPACTOS METABOLICOS E
NEUROCOMPORTAMENTAIS EM CAMUNDONGOS ALIMENTADOS POR
CURTOS PERIODOS COM DIETA HIPERLIPIDICA.

2.1. INTRODUCAO

2.1.1. Dieta hiperlipidica (DHL) e suas consequéncias gerais para a saude

humana.

A espécie humana durante grande parte de sua historia evolutiva lidou com um
contexto de escassez e competigao por alimentos, normalmente com animais maiores
e mais fortes, ou mesmo, com outros hominideos. Desta forma, processos
metabdlicos e fisioldgicos necessarios para pronta absorcdo e eficiente
armazenamento de nutrientes, economia de energia e preferéncia por alimentos ricos
em calorias, foram caracteristicas adaptativas vantajosas (MALOMO; NTLHOLANG,
2018). Entretanto, com a transi¢ao alimentar da cacga, coleta e agricultura de alimentos
organicos, para o consumo de alimentos industrializados e hipercal6ricos, o sucesso

de nossos ancestrais se tornou um grande problema moderno (WELLS, 2012).

Assim, ainda que preocupante, ndao € estranho o fato de as sociedades
humanas atuais sofrerem de verdadeiras pandemias de obesidade (MITCHELL, N.
CATENACCI, V. WYATT, HR. HILL, 2011). Alimentos ricos em calorias, em especial
em carboidratos e gorduras, antes raros e dificeis de conseguir, hoje podem ser
facilmente encontrados nas prateleiras de qualquer mercado ou em qualquer fast food.

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), 1,9 bilhdes de adultos e idosos
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apresentam sobrepeso, e destes, cerca de 650 milhdes séo obesos’. Em 2016, 39%
dos individuos nesta faixa de idade no mundo todo apresentaram sobrepeso, e cerca
de 13% eram obesos. Embora mais comum em adultos, causa particular preocupacgéo
que o numero de criangas com sobrepeso e obesidade vem aumentando ano apos
ano. Em 2020, cerca de 39 milhdes de criangas com menos de 5 anos apresentavam

sobrepeso ou obesidade (OMS, 2021).

No Brasil, segundo dados do Ministério da Saude apresentados no VIGITEL
2019, a obesidade passou de 11,8% para 20,3% entre os anos de 2006 até 2019.
Esses dados sdao ainda mais preocupantes ao se observar que o0 consumo de
alimentos processados e fast food, normalmente ricos em gorduras saturadas e
agucares, também aumentou, sendo que os niveis de atividade fisica diminuiram no
mesmo periodo. Tais fatos indicam um estilo de vida baseado em consumo de
alimentos ricos em gordura associado ao sedentarismo (MINISTERIO DA SAUDE,

2020).

Este padrdo comportamental e dietético acarreta, em longo prazo, em maiores
riscos de desenvolvimento de uma série de doencgas crénicas como obesidade,
dislipidemia, hiperglicemia, resisténcia as agdes da insulina, além de efeitos deletérios
sobre a fungao cardiovascular (CLIFTON, 2019; WALI et al., 2020). Além disso, esta
relacionada a aterosclerose, hipertensao arterial, infarto agudo do miocardio,

acidentes vasculares encefalicos e mesmo no surgimento e desenvolvimento de

1 Segundo a OMS o sobrepeso (pré-obesidade) é definido por valores de IMC (massa em Kg/altura em
cm) entre 25 e 29,9, para obesidade tipo | entre 30 e 34,9 e para a obesidade tipo Il entre 35 e 39,9.
Por fim, 40 de IMC indicam obesidade grau lll, ou mérbida (OMS, 2021).
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alguns tumores e canceres (EDWARDSON et al., 2012; LUTSEY; STEFFEN;

STEVENS, 2008)

Sabe-se atualmente que o consumo de ditas hipercaldricas ricas em agucares
e gordura saturada também se relaciona com prejuizos nas fungdes cognitivas,
emocionais e comportamentais, incluindo prejuizos de aprendizagem e déficits na
formacao da memoaria de diferentes tipos, alteracbes motoras e de atengao, além de
maior suscetibilidade ao desenvolvimento de transtornos de ansiedade e depressao
(NOUSEN; FRANCO; SULLIVAN, 2014; SKILTON et al., 2007)(Fig. 1). Estes dados
sao deveras relevantes, haja vista que evidéncias clinicas e epidemiologicas apontam
forte relagdo entre dislipidemias e alteragcbes no metabolismo da glicose com o
desenvolvimento da doenca de Alzheimer esporadica (HUANG et al.,, 2014;

KIVIPELTO; SOLOMON, 2006; XU et al., 2009).

umento da
circulagao de
ipideos no sangue

Figura 01. Imagem ilustrativa dos efeitos a longo prazo de dietas hiperlipidicas ricas

em gorduras saturadas. Produzida pelo autor.
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Cabe ressaltar que grande parte da literatura cientifica utiliza o conceito de DHL
para referir dietas ricas em gordura saturada e/ou trans. E este tipo de composicao
lipidica que induz prejuizos em longo prazo. Dietas ricas em O6leos e gorduras
insaturadas podem inclusive servir de estratégicas dietéticas em certas condi¢oes de

obesidade e desbalangos metabdlicos (DINICOLANTONIO; O’KEEFE, 2017).
2.1.2. Estudo dos Efeitos da DHL em Modelos Animais

O estudo das consequéncias de dietas ricas gorduras saturas sobre o
organismo envolve uma série de desafios. Tanto o metabolismo, como o
comportamento e cogni¢gdo, sao fendbmenos complexos, com muitos elementos e
inumeras interagées (MA’AYAN, 2017). Desta forma, estratégias experimentais com
0 uso de animais s&o essenciais para a compreensao dos efeitos dessa dieta sobre o
sistema nervoso e suas repercussdes cognitivo-comportamentais. Diversos modelos
parecem reproduzir, dentro dos limites translacionais, uma série das alteragcdes
metabdlicas e comportamentais observadas em individuos com sindrome metabdlica

(LUTZ; WOODS, 2007).

Neste sentido, modelos experimentais permitem o estudo de estratégias
terapéuticas e farmacolégicas que atuem sobre estes efeitos deletérios ou mesmo
para o entendimento das repercussdes da sindrome metabdlica para o organismo e
comportamento. E notavel que camundongos alimentados com DHL apresentam tanto
alteragdes metabdlicas (ganho de massa corporal, proliferacédo do tecido adiposo,
hiperglicemia, dislipidemia, intolerancia a glicose, resisténcia a insulina, entre outros)
como cognitivo-comportamentais (prejuizos de memoria, alteragbes emocionais),

similares as observadas em humanos (BRAGA et al., 2021; EISINGER et al., 2014;
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PINI et al., 2017; RODRIGUEZ-CORREA et al., 2020; ZEMDEGS et al., 2016). De
modo geral, diferentes protocolos experimentais utilizando DHL s&o encontrados na
literatura da area, sendo as principais variantes a composic¢ao lipidica (variando
normalmente entre 25% e 60% de kcal provenientes de lipidios) e a duragao de curto,
médio e longo prazo, a depender das perguntas do estudo(LUTZ; WOODS, 2007;

OMAR; PACINI; AHREN, 2012).
2.1.3. Efeitos da DHL na proliferacao do tecido adiposo

O consumo de alimentos ricos em gorduras saturadas relaciona-se diretamente
com a proliferagéao do tecido adiposo. Este tecido além de atuar na reserva energética,
também controla diretamente uma série de processos fisiolégicos a partir de suas
fungdes enddcrinas, com a secregcdo de hormdnios pelos adipdcitos e macrofagos
residentes do tecido. O tecido adiposo visceral sofre uma série de alteracdes em razao
do aumento da ingestdo caldrica. Com o aumento da liberacdo plasmatica de
triglicerideos e lipoproteinas pelo figado, devido maior absorgao intestinal, o tecido
adiposo realiza a absor¢ao do conteudo lipidico do plasma para seu armazenamento
(HAUSMAN et al., 2001). Com o aumento da demanda lipidica, os adipécitos sofrem
processos de hiperplasia, aumentando em quantidade, assim como processos de

hipertrofia, aumentando seu tamanho e volume (JO et al., 2009).

Essas alteracbes aumentam a quantidade de adipocinas secretadas por essas
células, em especial as pro-inflamatdrias com a leptina, resistina, fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) e interleucina-6 (IL-6). Com o aumento de adipdcitos mortos o
tecido passa a ser infiltrado por mais macrofagos tipo M2 que passam também a

liberar mais citocinas pré-inflamatérias. O resultado da proliferacdo € um aumento do
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nivel de inflamacgao de forma sistémica e proporcional a quantidade de tecido adiposo

(HAASE et al., 2014).
2.1.4. Consequéncias da DHL sobre o metabolismo glicémico

O consumo de dietas ricas em gordura € capaz de induzir resisténcia a agao
do horménio pancreatico insulina e pode como consequéncia levar a intolerancia a
glicose. Essas alteragdes explicam o risco elevado para o desenvolvimento de
diabetes observado em individuos obesos e que consomem dietas de elevado valor

energético e pobre composicao nutricional (MARSHALL; BESSESEN, 2002).

Um mecanismo importante que esta envolvido com as alteragdes no perfil
glicémico acarretadas pelo consumo de dietas ricas em gordura se da pelo aumento
da secregdo de citocinas proé-inflamatérias como a TNF-a e IL-6 e pela maior
circulacdo de acidos graxos na corrente sanguinea (SHI e colab., 2019). Tais
condi¢cbes acarretam maior atividade de vias intracelulares que resultam na ativagao
das enzimas cinases proteina quinase C teta (PKC-8), c-Jun N-terminal cinase (JNK)
e cinase |IkappaB (IKK) que fosforilam residuos de serina (Ser3%’, Serf'® e Ser?’%) do
receptor de insulina, diminuindo a ativagdo da cascata de sinalizagao intracelular
deste hormbnio e, como consequéncia, diminuindo seus efeitos na absorgado da
glicose plasmatica (FELBER; GOLAY, 2002; HOTAMISLIGIL, 2006; NANDIPATI,

SUBRAMANIAN; AGRAWAL, 2017).

Em longo prazo, as células enddcrinas do pancreas também apresentam
respostas adaptativas as alteragées metabdlicas induzidas pela ingestao exagerada
de alimentos hipercaléricos. Com a diminuicao da eficiéncia da insulina, 0 aumento de

glicose circulante leva a uma elevada atividade compensatoria na produgao deste
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hormonio por parte das células pancreaticas. A manutengao do estado de resisténcia
a acgao da insulina leva a uma sobrecarga destas células que se tornam em longo
prazo incapazes de compensar o desvio, acarretando um quadro de intolerancia a
glicose e elevagao da concentragao deste carboidrato no plasma sanguineo (OMAR;

PACINI;: AHREN, 2012).
2.1.5. Consumo de DHL e mitocondria

As mitocéndrias apresentam papel chave no metabolismo energético e para
uma série de mecanismos fisiologicos. DHL também afetam significativamente a
atividade mitocondrial em diferentes tecidos do corpo. As mitocdndrias do figado de
camundongos alimentados com este tipo de dieta por 16 semanas apresentam
prejuizos na respiragao mitocondrial associada a diminuigdo da atividade do citocromo

c oxidase e perda do potencial de membrana mitocondrial (VIAL et al., 2011).

Estudos também apontam para um efeito deletério da DHL por longos periodos
(1 ano) em mitocéndrias musculares, prejudicando a atividade respiratéria e
aumentando a producao de espécies reativas de oxigénio (SPARKS et al., 2005)
Embora o estudo de Sparks et al. (2005) nao tenha verificado os efeitos nas
mitocondrias cerebrais, outros trabalhos demonstraram que as mitocondrias do
sistema nervoso também sao afetadas pelo consumo de DHL. Em particular, um
estudo de Crescenzo et al. (2019) demonstrou alteragdes no sistema de acoplamento
mitocondrial que leva a aumento do potencial de membrana mitocondrial e elevacao
na producdo de espécies reativas de oxigénio no cérebro de camundongos

alimentados com DHL (CRESCENZO et al., 2019).
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2.1.6. Impacto da DHL sobre o sistema nervoso central

A sinalizagao da insulina tem papel critico na homeostase do tecido nervoso e
plasticidade sinaptica, assim sua acado tem forte influéncia sobre a cogni¢céo e o
comportamento (DE FELICE; BENEDICT, 2015; LEE et al., 2016). Tendo em vista os
efeitos da DHL, a desregulacdo do metabolismo deste horménio tem sido sugerida
como o evento chave que relaciona DHLs com prejuizos cognitivos e alteragdes

comportamentais (KIM; FELDMAN, 2015)

A dislipidemia também €& apontada por diferentes grupos como mecanismo
responsavel por alteracbes comportamentais observadas em animais alimentados
com DHL (KLOP; ELTE; CABEZAS, 2013; LI et al., 2012a; MOREIRA et al., 2014;
THIRUMANGALAKUDI et al., 2008). Em estudos anteriores de nosso grupo de
pesquisa, foi demonstrada uma forte influéncia dos niveis de colesterol plasmatico em
alteracbes locomotoras, emocionais e cognitivas em camundongos. A
hipercolesterolemia, tanto de origem dietética como genética, parece estar
relacionada ao aumento da atividade da enzima acetilcolinesterase em sitios
importantes do cérebro dos camundongos, resultando em prejuizos da modulagéo
colinérgica, como consequéncia no comportamento e processos cognitivos
(MACHADO et al., 2018; MOREIRA et al., 2014). A DHL parece acarretar também
diretamente em prejuizos na potenciagdo de longo prazo no hipocampo, além da
indugao de prejuizos na produgao de sinalizadores de plasticidade importantes, como
o caso do fator de crescimento derivado do cérebro (do inglés BDNF)(NAKANDAKARI

etal., 2019).
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Prejuizos na homeostase redox também sao detectaveis no cérebro de animais
alimentados com DHL. Esses prejuizos incluem inibicao da atividade e diminuigao da
expressao de enzimas como a superoxido dismutase, catalase, além de desregulagao
do sistema glutationa, diminuindo a sua concentragao e prejudicando a atividade das
enzimas glutationa redutase e glutationa peroxidase. Tais desbalangos e prejuizos
funcionais ja foram apontados como consequéncia de DHL em diversos modelos
animais (PISTELL et al., 2010; WANG et al., 2020). Essas alteragdes no sistema redox
estdo relacionadas com disfungdo mitocondrial em especial no hipocampo e cortex

pré-frontal (PINTANA et al., 2012; YUZEFOVYCH et al., 2013).

2.1.7. Efeitos de Curtos Periodos de DHL

Os impactos de dietas hipercaldricas e ricas em agucar e gordura podem ser
detectados mesmo quando a dieta € mantida por curto periodo. No documentario
Super Size Me: a dieta do palhago (2004), o diretor Morgan Spurlock registrou um
experimento com seu proprio corpo se alimentando unicamente de alimentos
comprados no MacDonald por 30 dias. A composig¢ao da dieta variava, mas todos os
alimentos eram ricos em agucar ou gorduras e o resultado foi assustador. Ao final do
experimento Spurlock teve um ganho de cerca de 10% de sua massa corporal, seus
exames de sangue demonstraram elevag¢des nos niveis de colesterol e triglicerideos
plasmatico, além de maior detec¢ao de enzimas hepaticas no sangue, sugerindo dano
neste 6rgdo. De modo interessante em varios momentos do filme Morgan relata humor
deprimido, desmotivagao e alguns episédios maniacos, tendo aparentemente este

periodo de dieta afetado suas fungdes neurais.
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Embora tenha sido um experimento mais comprometido com a arte
cinematografica, do que com a ciéncia, esta reflexdo faz sentido e é importante
reflexdo social e de saude, afinal de contas diversos estudos corroboram que curtos
periodos de dietas hiperlipidicas sao capazes de afetar funcgbes fisioldgicas
importantes, podendo impactar inclusive no comportamento e na cognigdo. Por
exemplo, em um estudo muito interessante, 20 homens sedentarios mantiveram, por
7 dias, uma dieta rica com 74% de kcal provenientes de gordura. Observou-se que
esta dieta elevou significativamente a presenca de acidos graxos livres no plasma
sanguineo. A atividade e fungado mitocondrial também sofreu alteragdes decorrentes
do consumo da dieta, prejudicando sua fungcado através da proteina desacopladora
muscular, acarretando 3% de prejuizo de eficiéncia deste tecido. Notavelmente, além
de tais efeitos fisiometabdlicos, os individuos também apresentaram prejuizos em
seus tempos de reacdo em diferentes testes, além de prejuizos atencionais
(EDWARDS et al., 2011). Em outro estudo, apenas trés dias de consumo de DHL, em
humanos saudaveis, foi capaz de elevar significativamente a concentragcdo de
colesterol plasmatico total, colesterol LDL e de triglicerideos no plasma sanguineo
(GUAY et al., 2012). De forma também notavel, cinco dias de DHL é capaz de induzir
prejuizos na produgdo energeética do miocardio, além de prejuizos na atencao,

memoaria operacional e processamento da informacao visual (BR@NS et al., 2009).

Os roedores também tém seu metabolismo e comportamento afetado por
curtos periodos de DHL. Em um estudo com camundongos adolescentes alimentados
com DHL por 3, 4, e 6 semanas, diferentes efeitos da dieta foram observados para
cada faixa de tempo. O estudo demonstrou que alteracbes comportamentais ja estao

presentes de forma branda a partir de 3 semanas de dieta, e que com 4 e 6 semanas
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intensificam-se. Entretanto, respostas neuroimunoldgicas relacionadas a inflamagao
s6 foram detectadas a partir de 6 semanas de dieta, sugerindo que fatores além da
inflamacado participam do surgimento de prejuizos cognitivos e alteragdes

comportamentais observadas nos animais (WU et al., 2018).

Estudo recente também demonstrou que mesmo 3 e 5 dias com DHL séo o
suficiente para causar prejuizo de memoria e alteragées emocionais em camundongos
(DE PAULA et al., 2021). Curtos periodos de dieta também s&o capazes de interferir
no metabolismo glicémico. Em estudo de 2011, Lee e colaboradores demonstraram
que 3 dias de dieta sdo capazes de induzir resisténcia a agao da insulina em
camundongos mesmo na auséncia de marcadores de inflamagao detectaveis (LEE et
al., 2011; NAKANDAKARI et al., 2019). O estudo sugere que a condi¢ao inicial de
intolerancia a glicose inicia antes do aumento da inflamacéao, que apenas intensificaria
a resisténcia ao horménio. Mesmo peixes parecem ter seu comportamento impactado
por curtos periodos de DHL estudo recente foi demonstrado que peixes Zebra (Danio
rerio) apresentam prejuizo cognitivo, aumento de comportamentos agressivos e
comportamento tipo ansioso quando alimentados por 15 dias com dieta enriquecida

com gordura (PICOLO et al., 2021).
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2.2. HIPOTESE E JUSTIFICATIVA

A compreensdo de como o consumo de dietas ricas em gordura relaciona-se
com alteragdes metabdlicas, comportamentais e neuroquimicas € essencial, haja vista
os impactos de tais dietas na saude humana. Desta forma, o entendimento de como
se da a dindmica temporal dos efeitos de dietas hiperlipidicas em nivel metabdlico e
comportamental, em especial por curtos periodos, é essencial para poder entender e
intervir sobre os impactos neurocomportamentais do consumo deste tipo de dieta. A
hipétese deste trabalho é que as alteragdes metabdlicas precedem e correlacionam-
se positivamente com as alteragbes comportamentais, mesmo em curtos periodos de
dieta, induzindo alteragdes significativas na homeostase e metabolismo do sistema

Nnervoso.
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2.3. OBJETIVO
2.3.1. Geral
Analisar a dindmica temporal dos efeitos metabdlicos e neurocomportamentais

em camundongos alimentados por curtos periodos de DHL.

2.3.2. Especificos
Investigar os efeitos da DHL em trés diferentes curtos periodos, 15, 25 e 35

dias nos seguintes parametros:

2.3.2.1. Comportamentais
e Locomocgao espontanea e Emocionalidade no teste do campo aberto.
e Memoria de reconhecimento de curto prazo através do teste de

reconhecimento de objetos.

2.3.2.2. Metabdlicos
e Massa Corporal,
e Massa Adiposa Visceral,
e Glicose em Jejum;
e Tolerancia a Glicose;
e Colesterol Total;
e Triglicerideos;

e Func¢des Mitocondriais.
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2.4. MATERIAL E METODOS

2.4.1. Animais

Na realizagao deste trabalho foram utilizados camundongos (Mus musculus) da
linhagem Swiss, machos, e com idade entre 3 e 4 meses. Os animais foram mantidos
em caixas plasticas, com agua e comida ad libitum. As caixas foram colocadas em
estantes com umidade e temperatura controladas. O ciclo claro-escuro foi mantido
com 12 horas de luz (comegando as 06h:00min) e 12 horas no escuro (comegando as
18h:00min). Os procedimentos experimentais envolvidos neste estudo foram
delineados de tal maneira a minimizar ao maximo o sofrimento dos animais. Além
disso, foi utilizado tamanho amostral minimo e adequado para as analises estatisticas,
possibilitando a obtengdo do maximo de informacdes relevantes para o cumprimento
dos obijetivos propostos de acordo com Diretivas dos Cuidados e manejo de animais

de laboratério. Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica.
2.4.2. Dietas

Dois tipos de dieta comerciais para roedores foram utilizadas neste trabalho: a
dieta padrao para roedores (DP) (Proteinas 22%, carboidratos 46,5% e lipideos 20%,
Nuvilab CR1, Nuvital; Quimtia Nutrientes SA, Colombo, PR, Brasil) e DHL (Proteinas
12%, carboidratos 27% e lipideos 61%, Rhoster Industria e Aragoiaba da Serra, SP,

Brasil), mesma utilizada em Braga, 2021 (BRAGA et al., 2021).



28

2.4.3. Desenho Experimental

2.4.3.1. Experimento 1

Neste trabalho os animais foram divididos em 4 grupos experimentais, sendo o
DP, alimentado com dieta padrao de roedores, enquanto os outros trés grupos
alimentados com DHL por diferentes periodos (DHL 15, 25 e 35 dias). No primeiro dia
experimental, iniciou-se a DHL no grupo que a receberia por 35 dias e se iniciou a
dieta do grupo DP. No décimo dia experimental, iniciou-se a DHL no grupo que a
recebeu por 25 dias. Por fim, no vigésimo dia experimental, iniciou-se o grupo que
receberia a dieta por 15 dias. Do trigésimo dia até o trigésimo terceiro dia foi realizado
o teste de habituagdo ao campo aberto, servindo também como ambientagdo ao
aparato para o teste de reconhecimento de objetos, no trigésimo quarto dia os animais
os animais foram treinados e testados para memoaria de curto prazo no teste de
reconhecimento de objetos. Por fim no trigésimo quinto dia os animais passaram pelo
teste de tolerancia a glicose e no trigésimo sexto, foram eutanasiados por decapitagao

e 0 sangue e tecido adiposo coletados para futuras analises.

2.4.3.2. Experimento 2

Neste experimento os animais foram separados em dois grupos DP e DHL, e
tratados com as respectivas dietas por 35 dias. Apos o periodo da dieta cértex pré-
frontal, os animais foram eutanasiados por decapitagao e tiverem sangue e cortex pré-
frontal coletadas e congeladas para realizagdo de andlises bioquimicas e parte

coletada para o ensaio de respirometria de alta resolucao.
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2.4.4. Teste do Campo Aberto

Neste paradigma permite-se aos animais livre exploragdo uma caixa de 50 cm
x 50 cm x 40 cm de volume, em uma exposi¢ao diaria de 5 minutos por trés dias.
Foram avaliados os seguintes parametros comportamentais: cruzamentos totais,
refletindo a atividade locomotora, habituagao exploratéria e o tempo de permanéncia
no centro do aparato, este ultimo relacionado a emocionalidade haja vista a
aversividade desta area para o animal (BOLIVAR et al., 2000; PRUT et al., 2003;

SEIBENHENER; WOOTEN, 2015).

2.4.5. Teste de Reconhecimento de Objetos

Para avaliagcdo da memdria de curto prazo e reconhecimento, foi utilizado o
teste de reconhecimento de objetos. O protocolo consiste em uma sessao de treino
de 5 minutos seguida apds 30 minutos de uma sessao de teste de 5 minutos. Durante
a sessao de treino, 0os animais sao expostos a dois objetos com propriedades idénticas
em cor, forma e textura. Espera-se que durante esta sessdao os animais explorem
ambos os objetos com mesma frequéncia e duracéao, tendo em vista que sao idénticos
e nao haja preferéncia justificavel. Na sessao de teste o animal é reexposto ao
contexto na presenga de um dos objetos ja conhecidos e um objeto novo, cuja cor,
forma e textura diferem dos objetos da sessdo de treino. Nesta sessao espera-se
maior frequéncia e duracdo de comportamentos exploratérios no objeto novo, haja
vista a tendéncia natural de preferéncia pela novidade e o fato de terem formado
memoria de um dos objetos durante a sessdo de treino, uso da memoria de

reconhecimento (VOGEL-CIERNIA; WOOD, 2014).
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2.4.6. Mensuragao da Massa Corporal e Adiposa

A massa corporal dos animais foi avaliada no inicio e final do experimento para
a analise da variagao durante o periodo experimental. Apds a eutanasia dos animais,
a massa adiposa visceral da regido abdominal foi dissecada e pesada em balanga de

precisao.

2.4.7. Teste de Tolerancia a Glicose

Para avaliacado da curva de tolerancia a glicose, os animais foram mantidos em
6h de jejum caldrico seguido da coleta da glicemia de jejum (glicose basal - tempo 0)
através da retirada de uma gota de sangue pela cauda dos animais realizando a
analise por meio de glicosimetro (Accu-Chek Performa®). Apds a primeira coleta, foi
feito aplicacao via i.p. de D-(+) -glicose (Sigma Aldrich, St Louis, MO) na concentragao
de 2g/kg de peso corporal e a concentragao de glicose no sangue aferida nos tempos
15, 30, 60 e 120 min apo6s a aplicagao. Os resultados foram expressos em mg/dl. O

protocolo foi o mesmo que o utilizado em Braga, 2021 (BRAGA et al., 2021).
2.4.8. Ensaios Bioquimicos de Sangue

Para a determinacao de lipideos plasmaticos foi realizada a quantificagao do
colesterol total e triglicerideos no plasma dos camundongos através de reagentes
comerciais (Bioclin, Belo Horizonte, MG, Brasil), seguindo as especificagbes do

fabricante. Os resultados sdo expressos em mg/dl.
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2.4.9. Respirometria de alta resolugao

Para avaliar o consumo de oxigénio mitocondrial em homogenato de cortex
cerebral, 2mg/ml de tecido fresco obtidas de cada grupo experimental foram
transferidos para oximetro 2K (respirometria de alta resolugdo, por Oroboros
Instrumentos, Austria) com 2 ml por camaras, e foram determinados a taxa de
consumo de Oz (TCO) ou fluxo de O2 por massa de tecido (pmol O2/s/mg), mensurado
em tempo real utilizando o software DatLab (OROBOROS INSTRUMENTS,
Innsbruck, Austria), como descrito anteriormente (Mancini et al., 2020).
Primeiramente, foi avaliada a taxa de consumo de O:2 basal (BASAL), que foi
mensurada em meio suplementado com albumina bovina sérica (1mg/ml) e apés a
estabilizagcédo do fluxo de O2 seguida a adicdo das amostras as camaras de registro
do oxigrafo contendo tampao de respiragao (pH 7.4, sacarose 300 mM, EGTA 10 Mm,
MOPS 5 mM, KH2PO4 5 mM). Em seguida, a taxa de consumo de O2 associado ao
LEAK foi determinada adicionando Piruvato (5 mM), Malato (0,5) e Glutamato (10mM).
O estado mitocondrial de LEAK é uma condi¢cdo na qual as mitocéndrias consomem
O2, sem sintetizar ATP (nao fosforilante), para compensar a fuga de prétons e elétrons.
Para avaliar a TCO associada a sintese de ATP foram adicionados ADP (2mM) e
succinato (10mM). Por fim, o consumo de O2 mitocondrial foi inibido de forma
irreversivel pela adicdo de Rotenona (0,5 uM) e Antimincina (2,5 uM) inibidores dos
complexos | e lll, respectivamente. Nesta ultima etapa, a taxa de consumo de O2
residual resultante representa o consumo de Oz extramitocondrial, ou seja, 0 consumo
realizado por outras organelas e processos bioquimicos celulares independentes da
mitocdndria, ou pelas reagdes de oxidagcdo. Protocolo conforme Mancini e

colaboradores, 2021(MANCINI et al., 2021).
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2.4.10. Escore padrao (Z-escore) comportamental e metabdlico

Tanto os resultados comportamentais como metabdlicos foram normalizados
para seu escore padrao. Este procedimento matematico simples permite a integracao
de diferentes varidveis experimentais em uma unica variavel de escore padréo,
permitindo uma analise integrada dos dados experimentais. Neste sentido, os
parametros obtidos nas diferentes etapas experimentais foram calculados a partir da

(x—u)
o

seguinte equacéao: z = , sendo x o valor individual do animal para algum

parametro experimental, © a média do grupo para o parametro e ¢ o valor do desvio
padrao observado para o grupo. Foram calculados os escores padrao de cada animal
para cada parametro comportamental (locomog¢ao e habituagcdo no campo aberto,
tempo no centro no campo aberto e indice de reconhecimento na sesséo de teste do
reconhecimento de objetos) e metabdlico (massa corporal, variagdo de massa, massa
adiposa, triglicerideos, colesterol, glicose em jejum, area sobre a curva do teste de
tolerancia a glicose). Assim serdo integrados em valores unicos, um z-score
comportamental e um z-score metabdlico. Por fim, foi feita a média dos escores para
comparagao estatistica e correlagdes. Protocolo similar ao utilizado em Zemdegs,

2016(ZEMDEGS et al., 2016).
2.4.11. Estatistica

Os resultados serédo apresentados como a média + erro padrao da média. As
diferengas estatisticas entre os grupos experimentais foram detectadas com analise
de variancia (ANOVA) de uma via seguida do post-hoc Dunnet. Para avaliacdo de
dados de habituagao e curva de tolerancia a glicose foi aplicado o teste de ANOVA

com medidas repetidas. Valores de p < 0,05 foram considerados como indicativos de
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significancia. Para avaliar o grau de correlagao entre os escores metabdlicos e

comportamentais foi realizado o teste de correlagao de Pearson.
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2.,5. RESULTADOS
2.5.1. Andlise da Massa Corporal e do Tecido Adiposo

Em relacdo a massa corporal dos animais ndo houve diferenca significativa
entre os grupos no inicio dos experimentos (ANOVA de uma via, F (3, 28) =0,7672, p
> 0,05) (Fig. 1A). Ao final dos experimentos a ANOVA indicou efeito da dieta (ANOVA
de uma via, [F (3, 28) = 28,71, p < 0,0005]) na variagdao da massa corporal (Fig.1B),
e o post-hoc detectou aumento significativo nos grupos alimentados por 25 e 35 dias
com DHL (Dunnet, p < 0,00005). Na avaliagao da massa adiposa visceral (Fig1.C) a
ANOVA indicou efeito significativo da dieta (ANOVA de uma via, [F (3, 28) = 27,81, p
< 0,0005]). Este aumento ocorreu em todos os grupos que receberam DHL (post-hoc

Dunnet, p < 0,0005***, p < 0,00005****).
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Figura 2. Analise da Massa Corporal e do Tecido Adiposo. A) A massa dos animais

no inicio dos experimentos nao apresentava diferengas significativas (p > 0,05, n = 8).

B) A variagdo de massa corporal dos grupos alimentados com DHL por 25 e 35 dias

foi significativamente diferente do grupo alimentado com dieta padrao (p < 0,00005, n
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= 8).C) Diferengcas na massa adiposa visceral dos animais. Todos 0s grupos
alimentados com DHL apresentaram aumento significativo de massa adiposa (p <

0,0005***, p < 0,00005****, n = 8). Dados expressos em média e erro padrao.

2.5.2. Locomocgao, Habituagdo e Emocionalidade no Campo Aberto

Para avaliacdo da locomocédo e habituagdo espacial foi utilizado o teste do
campo aberto. A ANOVA nao indicou efeito da dieta na locomocéo durante o primeiro
dia (Fig.2A) de campo aberto ([F (3, 28) = 0,5743, p > 0,05]) e segundo dia (Fig.2B)
(ANOVA [F (3, 28) =0,5721, p > 0,05). No terceiro dia (Fig.2C), A ANOVA de uma via
indicou efeito da dieta (ANOVA, [F (3, 28) = 4,154, p < 0,05], n = 8) e o post-hoc
confirmou aumento significativo na locomogado em todos os animais que receberam
DHL em comparagédo ao grupo DP (Dunnet, p < 0,05). A avaliagdo da emocionalidade
foi realizada a partir da mensuragao do tempo de permanéncia dos animais no centro
do aparato no primeiro dia de exposi¢gédo ao campo aberto (Fig.2D). A ANOVA indicou
efeito da dieta (ANOVA, [F (3, 28) = 3,743, p < 0,05]) e o teste post-hoc indicou que
apenas o grupo que recebeu DHL por 35 dias apresentou diminui¢ao significativa no

tempo de permanéncia no centro do aparato (Dunnet, p < 0,005).
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Figura 3. Locomogao, habituagdao e emocionalidade no campo aberto. A) No
primeiro e B) segundo dia de exposicdo ao campo aberto ndo houve diferencas
significativas na locomogéo dos animais (p > 0,05). C) No terceiro dia de habituagéo
ao campo aberto os animais alimentados com DHL apresentaram locomogéo
significativamente maior que os animais alimentados com DP (p < 0,05, post-hoc

Dunnet). D. Verificou-se uma diminuigéo significativa (p < 0,005, post-hoc Dunnet) no
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tempo de exploragao no centro do aparato no primeiro dia de campo aberto no grupo
alimentado por 35 com DHL (p < 0,005**, post-hoc Dunnet). Dados expressos em

meédia e erro padréo.

2.5.3. Efeitos da DHL na Formagao da Meméria de Reconhecimento de Curto

Prazo

Na verificagcdo da memodria de reconhecimento de curto prazo foi utilizado o
teste de reconhecimento de objetos. Durante a sesséo de treino (Fig3.A) ndo houve
diferengas significativas entre os grupos em relagéo ao tempo esperado de 50% de
exploragdo em cada objeto (teste t contra o valor hipotético de 50%, p > 0,05). Na
sessdo de teste (Fig3.B) verificou-se que os grupos que receberam DHL por 25 e 35
dias apresentaram prejuizos na formagdo da memodria de reconhecimento, tendo
apenas o grupo DP e DHL por 15 dias aprendido a tarefa (teste t contra o valor

hipotético de 50%, p < 0,05).
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Figura 4. Avaliagcao da Meméria de Reconhecimento de Curto Prazo. A) Sessao
de treino. Durante o treino nenhum dos grupos apresentou diferengas significativa em
relacdo ao valor hipotético de 50% de exploracdo dos objetos (teste t, p > 0,05),
salientando auséncia de preferéncia dos animais pelos objetos. B) Sessao de teste.
Durante o teste os animais alimentados com DHL por 25 e 35 dias ndo aprenderam a
tarefa, apenas os grupos DP e DHL 15 dias apresentaram diferencga significativa entre
o valor de 50% de exploragéo dos objetos (teste t, p < 0,05%, p < 0,005**). Dados

expressos em média e erro padrao.

2.5.4. Efeitos no Metabolismo

Na avaliagdo da glicose em jejum, a ANOVA demonstrou efeito da dieta
(ANOVA de uma via, F (3, 28) = 8,792 p < 0,0005, n = 8) (Fig.5A). O teste post-hoc
indicou que todos os grupos alimentados com DHL apresentaram aumento
significativo em sua glicemia em jejum (post-hoc Dunnet, p < 0,005). Na avaliagcéo da
curva de tolerancia a glicose (Fig.5B), a ANOVA de medidas repetidas indicou efeito
da dieta [F (3, 28) = 13,26, p < 0,0005], do tempo [F (3,229, 90,40) = 259,8, p < 0,0005]
e da interagdo dieta x tempo [F (3, 28) = 28,53, p < 0,0005], indicando elevagdes
significativas dos animais alimentados com DHL em relagéo ao grupo DP nos tempos
30, 60 e 120 (post-hoc Dunnet p < 0,00005). A ANOVA demonstra que a area sobre
a curva (Fig.5C) de tolerancia a glicose também teve efeito da dieta (ANOVA de uma
via, F (3, 28) = 28,53 p < 0,0005, n = 8). O teste post-hoc indicou aumento significativo
gradual em todos os grupos alimentados com DHL (Dunnet, p < 0,0005***, p <

0,00005****, n = 8).
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Figura 5. Avaliacao do Metabolismo Glicémico. A) Todos os grupos alimentados
com DHL, indiferente do periodo, apresentaram glicose em basal em jejum elevada
em relagao ao grupo alimentado com DP (p < 0,005). B) A curva de tolerancia a glicose
demonstra aumento significativo na glicemia dos grupos alimentados com DHL nos
tempo 30, 60 e 120 (p < 0,00005) C) A curva de tolerancia a glicose e a area sobre a
curva nos revelam que todos os grupos alimentados com DHL apresentaram uma
maior intolerancia a glicose que os animais alimentados com DP (p < 0,0005***, p <

0,00005****). Dados expressos em média e erro padrao.

2.5.5. Analise do perfil lipidico no sangue

Na avaliacdo do perfil lipidico do plasma sanguineo foram avaliadas as
concentracgdes de triglicerideos e colesterol total plasmatico. A ANOVA indicou efeito
da dieta (ANOVA de uma via, F (3, 28) = 13,18 p < 0,0005, n = 8) para concentragéo
de triglicerideos plasmaticos (Fig.6A). O teste post-hoc demonstrou que os grupos
que receberam DHL por 25 e 35 dias apresentaram elevagdes significativas graduais
na concentragdo de triglicerideos plasmaticos (post-hoc Dunnet p < 0,005**, p <
0,00005). Em relagdo a concentragdao de colesterol plasmatico total (Fig.6B), a

ANOVA indicou efeito da dieta (ANOVA de uma via, F (3, 28) = 7,855 p < 0,005, n =
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8), o teste post-hoc revelou que os grupos alimentados por 35 dias com DHL
apresenta elevacgao significativa na concentragao de colesterol plasmatico (post-hoc

Dunnet p < 0,05%,p < 0,0005, n = 8).
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Figura 6. Avaliacao dos Triglicerideos e Colesterol Plasmaticos. A) Os grupos
alimentados 25 e 35 dias com DHL tiveram a concentracdo de triglicerideos
significativamente aumentado em relagao ao grupo DP (p < 0,005**, p < 0,00005****).
B) Os animais alimentados por 25 e 35 dias com a DHL apresentaram aumento
significativo nos niveis de colesterol plasmatico total em relagéo ao grupo DP (p < 0,05

*, p < 0,0005***). Dados expressos em média e erro padrao.
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2.5.6. Analise de Escore Padrao e Correlagoes Comportamentais x Metabdlicas

Para investigar mais profundamente as relagbes entre as alteragdes
metabdlicas e comportamentais observadas neste estudo, foram realizadas analises
a partir dos valores de escore padrdao (z-score) comportamental e metabdlico.
Primeiramente comparou-se a média dos escores padrao de cada grupo experimental.
A ANOVA detectou efeito da dieta no escore comportamental (ANOVA, [F (3, 28) =
7,173, p <0,001) e o teste post-hoc demonstrou que os grupos alimentados com DHL
por 15, 25 e 35 dias apresentaram aumento significativo no escore padrao
comportamental (p < 0,005, post-hoc Dunnet) (Fig.7A). A ANOVA demonstrou efeito
significativo da dieta no escore metabdlico ([F (3, 28) = 48,64, p < 0,0005]) (Fig. 7B)
que aumentou significativamente em todos os grupos alimentos com DHL néo
importando o periodo conforme demonstrado no teste post-hoc (p < 0,00005, Dunnet).
O teste de correlagdo de Pearson mostrou que os escores comportamental e
metabdlico estdo correlacionados positivamente nos grupos experimentais (p < 0,05,

r = 0,40, correlagao de Pearson) (Fig.7C).
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Figura 7. Andlises a partir dos z-score metabdlico e comportamental. A) Os

animais dos grupos DHL 15, 25 e 35 dias apresentaram aumento significativo no z-
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score comportamental (p < 0,005). B) Os animais DHL 15, 25 e 35 dias apresentaram
z-score metabdlico significativamente maior que os animais do grupo DP (p <
0,00005). C) Houve correlagao positiva entre o z-score comportamental com o z-score
metabdlico (correlagao de Pearson, p < 0,05, r = 0,40). Dados expressos em média e

erro padrao.

2.5.7. Andlise do consumo de oxigénio no Coértex Pré-Frontal: investigando

efeitos no balango oxidativo e fungao mitocondrial

A taxa de consumo de oxigénio mitocondrial basal no cortex pré-frontal do
grupo DHL por 35 dias elevou-se significativamente em relagdo ao grupo DP (teste t,
p < 0,05). A taxa de consumo de oxigénio associada a fosforilagdo oxidativa no cértex
pré-frontal do grupo DHL por 35 dias foi significativamente menor do que no grupo DP
(teste t, p < 0,05). Nao houve diferengas na taxa maxima de consumo de oxigénio e

na reserva mitocondrial (teste t, p > 0,05).
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Figura 8. Respirometria de Alta Resolugao. A) Consumo de O2Basal no cértex pré-
frontal dos animais alimentados com DHL por 35 dias aumentou significativamente (p
< 0,005). B) Os animais alimentados com DHL por 35 dias apresentaram Taxa de
consumo de O2 associada a sintese de ATP diminuida em relagéo ao grupo DP (p <
0,05). C) Nao ha diferenga na taxa maxima de consumo de Oz (p > 0,05). D) N&o ha
diferengcas na reserva mitocondrial (p > 0,05). Dados expressos em média e erro

padrao.
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2.6. DISCUSSAO

Dietas hipercaldricas ricas em agucares e gorduras, associadas a um estilo de
vida sedentario de pouco gasto energético, impactam drasticamente o metabolismo.
Como dito na introdugao deste trabalho, dietas baseadas nestes tipos de alimentos,
mesmo que por curtos periodos, podem acarretar proliferagcdo do tecido adiposo,
dislipidemia e prejuizos no metabolismo da glicose, como hiperglicemia, intolerancia
a glicose e resisténcia a agdo da insulina (KLOP; ELTE; CABEZAS, 2013;
RODRIGUEZ-CORREA et al., 2020). Essas alteracdes metabdlicas sistémicas
impactam o sistema nervoso, sendo estas condi¢gdes associadas ao desenvolvimento
de alteragbes comportamentais e cognitivas, transtornos psicologicos (SKILTON et
al., 2007) e de condi¢bes neuropsiquiatricas (PANZA et al., 2010; VANHANEN et al.,
2006). Neste trabalho investigamos como se da o curso do desenvolvimento das
alteracbes metabdlicas sistémicas induzidas por DHL e como tais alteracbes
metabdlicas relacionam-se com as alteragdes comportamentais induzidas por este

tipo de dieta.

Os dados de aumento de massa corporal estdo de acordo com o periodo de
dieta. A variacdo de massa dos animais é significativa, em relagdo ao grupo controle,
com 25 e 35 dias de DHL. De acordo com estudos anteriores, este tipo de dieta rica
em gordura é capaz de induzir ganho de massa significativo em camundongos
(BRAGA et al., 2021; LUTZ; WOODS, 2007). Também foi observado aumento
significativo da massa de tecido adiposo visceral, sendo verificado tal aumento em
todos os grupos de animais alimentados com DHL. Evidéncias acumuladas
corroboram esse achado, sugerindo que a proliferagdo do tecido adiposo precede a

maior parte dos efeitos da dieta (ENGIN; ENGIN, 2017; GEPSTEIN; WEISS, 2019).
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Todos os grupos alimentados DHL apresentaram glicemia em jejum
significativamente maior que o grupo DP. A partir de 15 dias de DHL a area sobre as
curvas do teste de tolerancia a glicose apresentou um aumento significativo. Estes
dados sao corroborados por outros achados de nosso grupo que indicam a
capacidade de curtos periodos de dieta desencadearem aumento da glicemia em
jejum e intolerancia a glicose em camundongos (BRAGA et al., 2021). Um mecanismo
importante relacionado ao consumo de DHLs que explica as consequéncias sobre o
metabolismo glicémico é a capacidade de tais dietas induzirem uma diminuigdo nos
transportadores de glicose tipo 4, em especial no musculo esquelético e no préprio
tecido adiposo (IKEMOTO et al., 1995). Essa diminuigao acarreta menor absorgao da
glicose para as fibras musculares através da estimulagao da insulina, o que tende ao
aumento da glicemia sanguinea e desenvolvimento de tolerancia a glicose e
resisténcia as agdes da insulina (HRIBAL; ORIENTE; ACCILI, 2002). Além disso, com
o aumento da disponibilidade lipidica o figado também passa a liberar mais glicose no
plasma, o que contribui para o desenvolvimento da intolerancia a esta molécula e

manutencgao de altos niveis de glicemia (BRANS et al., 2009; SOLTIS et al., 2017).

Em nosso modelo também, detectamos dislipidemia a partir de 25 dias de DHL,
esse aumento de lipideos plasmaticos esta normalmente associado ao aumento da
ativagao de vias proé-inflamatérias, a partir de maior liberacao plasmatica de citocinas
como TNF-a, IL-1 B e IL-6 e adipocinas, como a resistina, que inibem as vias de acao
da insulina em uma série de tecidos, como tecido muscular, adiposo e hepatico
(SAMUEL; PETERSEN; SHULMAN, 2010; SHI et al., 2019). Aos 25 e 35 dias houve
aumento significativo na concentracdo de colesterol total no sangue dos animais.

Outros estudos demonstram que camundongos alimentados com dietas ricas em
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gordura apresentam aumento de triglicerideos e colesterol plasmatico (EISINGER et
al.,, 2014). Esse aumento refere-se diretamente a maior circulacdo de lipideos
oriundos da absorgao da dieta e distribuicdo hepatica (SOLTIS et al., 2017; VIAL et

al., 2011).

Estudos anteriores ndo sdo conclusivos acerca dos efeitos da DHL na
exploragéo e locomogao de animais no teste do campo aberto, com evidéncias tanto
para aumento na atividade locomotora, como para diminuigdo no mesmo tipo de teste
(WONG et al., 2015). Neste trabalho n&o foram identificadas diferengas no primeiro
dia de exposicao dos animais a arena do experimento. Ainda assim, no terceiro dia de
exposi¢ao, os animais alimentados com DHL por qualquer periodo apresentaram
locomogao significativamente maior que o grupo que recebeu dieta padréo. Duas
explicagcbes para essa alteragdo comportamental sdo possiveis: (i) prejuizo na
aprendizagem por habituacdo, hipotese reforcada pelos prejuizos na memoria
espacial observadas em animais alimentados com DHL (VALLADOLID-ACEBES et
al.,, 2011) e também pelo fato de os animais no primeiro dia ndo apresentarem
diferencgas significativas na locomogao em nenhum grupo; (ii) alteragdes locomotoras,
nao necessariamente relacionadas a memoria, como também apontado por estudos
anteriores (GELINEAU et al., 2017). Alteragdes no proprio metabolismo muscular
podem estar envolvidas com estas diferencas, haja vista a influéncia negativa dos
efeitos da dieta sobre a absorgao da glicose, o metabolismo energético e mitocéndrias

deste tecido (YUZEFOVYCH et al., 2013).

No teste de campo aberto, também se avaliou possiveis efeitos emocionais

relacionados ao conflito exploracdo x aversdo. No primeiro dia de exposi¢cado ao campo
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aberto foi observado a uma diminuicéo significativa no tempo de permanéncia no
centro dos animais alimentados com DHL por 35 dias em relagdo ao grupo dieta
padrdo. Este dado sugere um tipico efeito ansiogénico por parte da DHL, que é
corroborado por diferentes estudos (GAINEY et al., 2016; PINI et al., 2017; ZEMDEGS
et al., 2016). Assim, apenas quando submetidos por 35 dias com a dieta os animais
apresentam alteragcbes emocionais significativas. Estes dados sugerem que as
alteragcbes emocionais sejam as consequéncias comportamentais mais tardias
induzidas pela dieta, entretanto seriam necessarios mais testes comportamentais para
emocionalidade e ansiedade de forma a confirmar tal inferéncia. Estudos apontam a
inflamagdo como um ponto chave para os desfechos emocionais da dieta, por
exemplo, em trabalho de Noronha e colaboradores, foi demonstrado que alteragbes
emocionais em ratos alimentados com DHL acompanham aumento de TNF a e IL-6
na regiao da amigdala, nucleo cerebral envolvido diretamente com o comportamento
emocional relacionado a ansiedade e ao medo (NORONHA et al., 2019). Uma
possibilidade é que o grau de inflamacgao até 25 dias de DHL n&o seja o suficiente
para desencadear tal alteragcdo em nivel do sistema amigdalar e que com 35 dias a

resultantes sistémica chegue a tal patamar.

A memoria de reconhecimento de curto prazo também foi afetada nos grupos
alimentados com DHL por periodos de 25 e 35 dias, estes animais ndo aprenderam a
tarefa, demonstrando um prejuizo na formacao da memoaria de reconhecimento. Estes
dados corroboram dados anteriores da literatura que indicam prejuizo cognitivo em
animais que recebem este tipo de (GAINEY et al., 2016; MCLEAN et al., 2018; TRAN;
WESTBROOK, 2017; WATSON et al., 2020). Entretanto, nao se verificou tal efeito em

animais que receberam a dieta por apenas 15 dias, este resultado vai de encontro
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com alguns estudos que demonstraram prejuizos de memoria em animais
alimentados com DHL por menor periodo (DE PAULA et al., 2021; KHAZEN et al.,
2019). Essa discrepancia pode ser explicada por metodologias experimentais
diferentes, ainda assim, impactos na memodria normalmente requerem danos
significativos a nucleos cerebrais especificos, neste caso, € plausivel inferir que 15
dias de DHL, seja curto periodo para acarretar prejuizo cognitivo detectavel pelo teste

de reconhecimento de objetos.

Entretanto, detectou-se prejuizo cognitivo a partir de 25 dias de DHL,
persistente com 35 dias. Estes achados vao de encontro com resultados de nosso
proprio grupo em trabalho de Braga, 2021, onde sé se detectou prejuizo de memoria
nos animais alimentados por 12 semanas com DHL, ainda assim, as diferengas nas
linhagens de camundongos utilizados em cada trabalho podem justificar tal
incongruéncia. De fato, a linhagem C57BL/6 utilizada em nosso trabalho anterior
costuma apresentar melhor desempenho nos testes de memoria padronizados em
nosso laboratério, podendo demonstrar maior resisténcias aos prejuizos induzidos

pela dieta.

De forma interessante, a intolerancia a glicose precede o0s prejuizos na
memoria de reconhecimento. Esses resultados sugerem que a tolerancia glicose
surge anteriormente as alteragdes cognitivas mais relevantes e pode relacionar-se
com desbalangos na regulagdo metabdlica e de sinalizagédo da insulina, que também
podem impactar diretamente o tecido nervoso e o comportamento (AYUBI; SAFIRI,
2017; MA; WANG; LI, 2015; NEERGAARD et al., 2017). A sinalizagéo da insulina além

de regular a glicemia, atua também como mediador quimico em diferentes fun¢des no
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sistema nervoso, por exemplo, nos neurdnios a insulina € importante em diferentes
processos de plasticidade sinaptica servindo como modulador de receptores e

interferindo em processos de neuroplasticidade (LEE et al., 2016).

Elevacdes do colesterol plasmatico em roedores, assim como quadros de
hipercolesterolemia em humanos, estdo associados a prejuizos cognitivos e
alteragdbes emocionais (SCHREURS, 2010). Em modelos animais, a
hipercolesterolemia parece relacionada a prejuizos em diferentes testes cognitivos e
comportamentais em roedores, além de alteragdes neuroquimicas como o aumento
da atividade da enzima acetilcolinesterase (GHODKE; TOUR; DEVI, 2012;
MACHADO et al., 2018; MOREIRA et al.,, 2014). Tais mecanismos podem se

relacionar ao desenvolvimento das alteragdes emocionais e do prejuizo cognitivo.

Estudos demonstram também que quadros de obesidade induzidos por DHL
acarretam diminuicdo na expressao e concentracao de Fator Neurotrofico Derivado
do Cérebro (do inglés brain derived neurotrophic factor — BDNF) em sitios cerebrais
como hipocampo, hipotalamo e cértex pré-frontal. A diminuicdo deste fator de
crescimento esta relacionada tanto a prejuizos cognitivos, assim como em alteragdes
emocionais. Em estudo de 2021, Malheiros e colaboradores demonstraram que dietas
hipercaldricas induzem comportamentos tipo depressivo e tipo ansioso em ratos
associados a diminuigdes significativas na expressdo de BDNF no hipocampo

(MALHEIROS et al., 2021),

Para aprofundar o entendimento das relagdes entre os efeitos metabdlicos e
cognitivos da DHL, foram realizadas andlises a partir da normalizagdo de escores

padrdo para as alteragdes comportamentais e metabdlicas observadas. Como
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explicado na sessado de métodos, o z-score integra as informagdes de diferentes
variaveis podendo assim ser um valor representativo do impacto total da dieta sobre
o0 comportamento e sobre a cogni¢ao, de forma que quanto maior o valor do escore
padrdo mais significativo € o impacto sobre as duas dimensdes analisadas
(comportamento e metabolismo). Observou-se que o z-escore comportamental e o z-
escore metabdlico dos grupos alimentados com DHL encontram-se significativamente
elevados em comparagdo ao grupo DP. Também se verificou que os z-scores
comportamentais e metabdlicos se correlacionam positivamente, sugerindo que
quanto maior o grau do impacto metabdlico, maior grau de impacto comportamental

(ZEMDEGS et al., 2016).

A funcdo mitocondrial é critica para a fungdo neuronal e para
neuroplasticidade(CHENG; HOU; MATTSON, 2010; KANN; KOVACS, 2007). Estudos
anteriores sugerem que 8 semanas de DHL é capaz induzir alteragbes significativas
na funcdo mitocondrial cerebral. Mancini e colaboradores demonstraram que este
periodo de dieta diminui o consumo basal de oxigénio de hipocampal, além de afetar
negativamente a taxa maxima de consumo de Oz e a reserva mitocondrial (MANCINI
et al., 2021). Tendo em vista tal achado resolvemos investigar se 35 dias de dieta ja
era o suficiente para acarretar alteracdes significativas na funcdo mitocondrial
cerebral. Neste trabalho, em vez do hipocampo, o cértex pré-frontal dos animais foi
verificado, haja vista sua contribuicdo funcional tanto tarefas de memdéria, como
reconhecimento de objeto, assim como as respostas emocionais relacionadas a
ansiedade, ambos alterados apdés 35 dias de DHL(ADHIKARI, 2014; MORICI;

BEKINSCHTEIN; WEISSTAUB, 2015).
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Foi observado que 35 dias de DHL induziu um aumento do consumo basal de
oxigénio, além de uma diminuicdo significativa no consumo de O2 durante a
fosforilagao oxidativa, tanto a taxa maxima de consumo e a capacidade mitocondrial
nao foram afetadas. Tais dados indicam que o tecido nervoso dos animais alimentados
com DHL apresenta um consumo de oxigénio elevado e parece sugerir prejuizos na
eficiéncia de consumo de O2 nos processos bioenergéticos com alto consumo basal
provavelmente oriundo de consumo por espeécies reativas sendo produzidas por
vazamento exagerado de elétrons (JASTROCH et al., 2010; ZHAO et al., 2019) e com
baixo consumo durante a fosforilagdo oxidativa, reforcando a ideia de baixa eficiéncia
(CAVALIERE et al., 2019; CRESCENZO et al., 2019; DE OLIVEIRA et al., 2011).
Como consequéncia temos aumento do estresse oxidativo e neurotoxicidade, tais
repercussdes podem estar relacionada as alteracbes comportamentais e cognitivas

observadas (PICARD; MCEWEN, 2014).
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2.7. CONCLUSOES

As conclusdes deste trabalho estdo apresentadas na figura abaixo (Fig. 9).
Nossos resultados indicam um possivel fluxo temporal das alteragdes metabdlicas e

cognitivo-comportamentais observadas em camundongos alimentados com DHL.
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Diferenca Estatistica x Dieta Padrao

15 25 35 Dias

Figura 09. Sintese dos Efeitos dos Diferentes Periodos de DHL.

Neste trabalho, foi possivel acompanhar o curso temporal do desenvolvimento de
uma série de disturbios metabdlicos e suas relagdes com prejuizos e alteragdes
comportamentais em camundongos alimentados com DHL. Também se observou
relacdo entre os impactos deste tipo de dieta na homeostase redox e na funcao
mitocondrial do coértex pré-frontal, consequéncia que ajuda explicar os efeitos
comportamentais observados. Futuros estudos devem aprofundar o entendimento de
como as alteracbes metabdlicas periféricas sdo capazes de influenciar no

metabolismo mitocondrial cerebral.
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3. EFEITO DE FARMACOS DA CLASSE ESTATINA NA APRENDIZAGEM E
MEMORIA EM ROEDORES: UM ESTUDO EXPERIMENTAL E DE REVISAO
SISTEMATICA.

3.1. INTRODUGAO

3.1.1. Estatinas

Estatinas sdo medicamentos amplamente utilizados para tratamento da
hipercolesterolemia e apresentam grande eficiéncia na preveng¢ao e diminuicao de
risco e na mortalidade de doengas cardiovasculares como a aterosclerose, doengas
renais, diabetes, dentre outras (ADHYARU; JACOBSON, 2018). Os efeitos das
estatinas na disponibilidade lipidica no sangue sao drasticos, tratamentos com estes
farmacos sao capazes de diminuir a concentragao plasmatica de colesterol LDL, a
concentracdo plasmatica de triglicerideos, além de promover aumento na
concentracao plasmatica de colesterol HDL(EDWARDS; MOORE, 2003). Tais efeitos
sdo extremamente benéficos para atenuar as consequéncias de diversas patologias
e disfungbes metabdlicas, como, obesidade, dislipidemia, diabetes e hipertensao

arterial (ZHOU; LIAO,2020).

As estatinas sdo farmacos originalmente descobertos e extraidos de fungos e
posteriormente desenvolvidas e sintetizadas em laboratério. As moléculas
pertencentes a esta classe de farmacos possuem trés caracteristicas quimicas
especificas: i. estrutura analoga ao HMG-CoA; ii. uma estrutura ciclica que liga a
estatina a enzima; iii. Uma cadeia lateral que determina a solubilidade da molécula.
Quanto a solubilidade, as estatinas podem ser dividias em dois tipos: lipofilicas

(Sinvastatina, Fluvastatina, Lovastatina, Pitavastatina e Atorvastatina) (Fig. 10A) e
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hidrofilicas (Pravastatina e Rosuvastatina) (Fig. 10B) (CLIMENT; BENAIGES;
PEDRO-BOTET, 2021). Essas diferengas sao importantes no que se refere ao acesso
destes farmacos a membrana celular e barreiras teciduais, tais como a barreira
hematoencefalica, e pode ter relagdo com possiveis eventos benéficos ou deletérios

destes farmacos sobre o sistema nervoso (CIBI, 2011; WOOD et al., 2010).
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Figura 10. Principais farmacos da classe das estatinas. A. Principais estatinas

lipofilicas. B. Principais estatinas hidrofilicas. (Produzida pelo autor.)
3.1.2. Mecanismos de Ac¢ao das Estatinas

A via do mevalonato é o principal alvo das estatinas. Esta rota bioquimica é
produtora de diversas moléculas criticas ao metabolismo em todos os dominios da
vida. Em animais, € a via de biossintese do colesterol e de mais centenas de
compostos. A enzima HMG-CoA redutase (HMGCR) realiza a catalisagdo da reagao

de reducao de uma molécula de HMG-CoA a mevalonato. Este evento é fase limitante
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da via e sua inibicdo, por meio das estatinas, leva a uma diminuigdo global dos
produtos derivados dela. Assim, pode-se concluir que a atividade da enzima reflete a
atividade da via do mevalonato e, que ao ter sua atividade inibida, ocasiona uma

diminuicdo de atividade da via (LENNERNAS; FAGER, 1997).

A via inicia-se com a ligacdo de uma acetoacetil-CoA a uma acetil-CoA
formando, através da reacdo da HMG-CoA sintase, uma molécula de HMG-CoA.
Através da atividade da enzima HMGCR, o HMG-CoA é reduzido a mevalonato.
Seguindo a via, o mevalonato é convertido a pirofosfato de isopentelino (Pl). O Pl pode
ser convertido a pirofosfato de geranilo (PG), posteriormente em pirofosfato de
farnesilo (PF) e finalmente pirofosfato de Geranilogeranilo (PG). Dentro da via do
mevalonato, o PF & convertido em esqualeno que apos varias reagdes de ciclalizagao
e isomeragao dara origem ao colesterol. Necessario ressaltar que existem varias
ramificacdes desta via, sendo responsavel por varios subprodutos metabdlicos e que
a concentracao celular de acetil-CoA e colesterol sao os principais fatores reguladores
desta via (Fig. 11) (GOLDSTEIN; BROWN, 1990; MOUTINHO; NUNES;

RODRIGUES, 2017).
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Figura 11. Principais fases da via do mevalonato com indicacdo do efeito das

estatinas. (Produzida pelo autor.)

A inibicdo da producdo endogena de colesterol, que as estatinas induzem,
exerce efeitos na concentragdo de lipoproteinas no sangue. Nos hepatdcitos, por
exemplo, com a diminui¢gdo da produgao endoégena de colesterol ocorre aumento da
expressao de receptores para lipoproteinas de baixa densidade (do inglés low density
lipoprotein — LDL), mecanismo que induz diminuicao nas lipoproteinas sanguineas do
tipo LDL e lipoproteinas de muito baixa densidade (do inglés very low density
lipoprotein — vLDL), vLDL. Outro mecanismo de diminuigdo na circulagao lipidica
ocorre por diminuigdo na produgdo da Apolipoproteina B-100 (APOB-100), o que
acarreta diretamente em uma diminuigédo na liberagao de circulagédo de lipoproteinas

contendo triglicerideos (STANCU; SIMA, 2001).
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Além disso, muitos estudos apontam efeitos secundarios importantes do
tratamento com estatinas através mecanismos pleiotropicos, que atuam por pelo
menos 3 mecanismos: (i) regulando da expresséao a atividade de enzimas e proteinas
importantes para vias anti-inflamatérias e antioxidantes, (i) induzindo
imunomodulagao na liberagao de citocinas, favorecendo as citocinas anti-inflamatodrias
e diminuindo citocinas pro-inflamatérias; e (iii) efeito antitromboético e de protecéao

vascular (LIAO; LAUFS, 2009; ZHOU; LIAO, [s.d.]).

3.1.3. Memoria

Para compreensao de como as estatinas podem impactar os processos
mnemaonicos, primeiro é preciso discutir e definir bem alguns conceitos. Memoéria € a
funcdo cognitiva pela qual os animais adquirem, armazenam e evocam informacgdes
provenientes de seu ambiente interno e externo. Tais informagdes tornam possivel
alteracdes na probabilidade de diferentes comportamentos no futuro. Ressalta-se que
o termo memoaria ndo se refere a uma entidade unitaria, mas sim a um conjunto de
diferentes sistemas variando quanto sua dindmica informacional, temporal e em sua
natureza de aprendizagem (KANDEL; DUDAI; MAYFORD, 2014). Podem-se
classificar diferentes sistemas de memdéria quanto a sua duragéo (memdarias de curto
prazo vs. memorias de longo prazo), natureza (associativa vs. ndo associativa),
evocagao (declarativa vs. nao declarativa) e conteudo (espacial, aversiva,
reconhecimento etc.). Para avaliagdo destes diferentes tipos de memoaria, uma vasta

gama de tarefas de aprendizagem e testes de memoaria sdo utilizados.

A hipotese neurobiolégica mais aceita para o armazenamento de novas

memorias em diferentes organismos € a remodelagcdo de conexdes entre diferentes
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vias neuronais no sistema nervoso, fendbmeno que € parte da plasticidade neural.
Assim, estimulos apresentados em um intervalo de tempo e condi¢gdes adequadas,
podem reforgar conexdes entre neurbnios responsaveis por seu processamento e
estruturar uma rede neuronal correlata aquela experiéncia. Os processos envolvidos
com a formagao desta rede neuronal sdo eventos de facilitagdo, potenciagao e
depressao na transmissao sinaptica e sdo mediados principalmente pela atividade do
sistema glutamatérgico (HELL, 2016; VORHEES; WILLIAMS, 2006). A populagéo
neuronal que sofre remodelagao durante a experiéncia de aprendizagem, forma um

traco fisico da memdria no sistema nervoso do animal — o engrama(POO et al., 2016).

A fase inicial de formacdo de memérias é a fase de aquisicdo. E nesta etapa
que a partir de estimulos internos e do ambiente, alteragdes na transmissao sinaptica
no sistema nervoso sao eliciadas. No caso de memorias associativas, é durante a fase
de aquisicdo em que ocorre o pareamento entre diferentes estimulos, o que reforga
conexdes entre neurdbnios do sistema nervoso central associado ao seu
processamento (TYLER et al., 2002). Em testes comportamentais, com roedores, esta
fase ocorre durante o momento de treino do animal em uma determinada tarefa, o que
pode necessitar de uma ou mais sessdes de repeticdo. Depois de adquirida, uma
memoéria pode ser mantida por curto prazo (por segundos a horas) ou por longo prazo
(de horas a vida inteira do organismo). A formagdo e a manutengao de memdrias
estardo diretamente relacionadas a experiéncia de aquisicao da informacao. Além
disso, a formacao destes tipos de memdria também difere em seus mecanismos

fisiologicos (BARROS, 1999).
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Memodrias de curto prazo sdo adquiridas por meio da facilitagdo na transmissao
sinaptica pela atividade de segundos mensageiros e da fosforilagdo e remodelagao
de canais na membrana de diferentes sistemas neurotransmissores. Por outro lado,
memorias de longo prazo, além de acarretar tais diferengas na intensidade da
transmissao, também ocasionam sintese de novas proteinas de membrana e
sinalizagao, que proporcionam a manutencao do engrama formado. Este periodo de
sintese de novas proteinas é chamado consolidacdo e a janela temporal deste
fendmeno varia conforme a espécie e teste comportamental utilizado (6-12 horas)

(ALBERINI, 2005; IZQUIERDO; MEDINA, 1997; TYLER et al., 2002)

Durante a consolidagéo, a memoaria de longo prazo encontra-se em estado labil
e suscetivel a interferéncias comportamentais e farmacolégicas. A inibicao do sistema
glutamatérgico, por meio de antagonistas dos receptores do tipo N-metil D-Aspartato
(NMDA) (e.g., MK801), e a inibicdo da sintese de novas proteinas, por meio de
farmacos como a cicloheximida e anisomicina, acarreta amnésia retrégada quando
aplicada nesta janela temporal em diferentes espécies. Entretanto, apds consolidada,
a nova memoria torna-se resistente a interferéncias e pode, durante a evocagao, ser
recrutada. A evocagcado de uma memoaria € a unica forma de confirmar sua formacéo.
Em testes com roedores, tal evento acontece com a reexposi¢do do animal em uma
sessao de teste a um dos estimulos que originou o trago da memaria durante a sessao

de treino (IZQUIERDO et al., 2006; IZQUIERDO; FURINI; MYSKIW, 2016)

3.1.4. Plasticidade e Meméria

O hipocampo € uma das regides do encéfalo criticas para a formagao de novas

memorias. Sua circuitaria neuronal € um dos principais sitios de plasticidade sinaptica
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no encéfalo de roedores (ANAGNOSTARAS; GALE; FANSELOW, 2001; BLISS;
COLLINGRIDGE, 1993; LEUNER BENEDETTA; FALDUTO JACQUELINE; SHORS
TRACEY J., 2003; PHILLIPS; LEDOUX, 1992). Diferentes mecanismos moleculares
nesta regido estdo envolvidos nas fases da memoaria. Sendo assim, manipulagdes
farmacolégicas que interfram na homeostase hipocampal podem impactar nos
mecanismos moleculares relacionados a formacao de novas memoarias. Processos
neuronais especificos parecem atuar na formagao e ativagao do engrama durante a
aquisicao, consolidagao e evocacao de uma determinada memoéria (ALBERINI, 2005;

IZQUIERDO et al., 2006; TYLER et al., 2002).

A ativagdo do sistema glutamatérgico, principalmente mediada pelos
receptores do tipo a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropiénico (AMPA), e mesmo
o trafego entre as subunidades deste receptor na membrana, sdo mecanismos
moleculares presentes no hipocampo de roedores durante a evocagao de memdrias
(HENLEY; WILKINSON, 2013). Intervengdes farmacolégicas na atividade de
diferentes neurotransmissores desta estrutura acarretam alteracbes nos processos
relacionados a formacgao e evocagao de memorias de curto e longo prazo, assim como
nas fases de consolidacao e reconsolidacdo de memodrias de longo prazo (ALBERINI,
2005; IZQUIERDO; FURINI; MYSKIW, 2016; IZQUIERDO; MEDINA, 1997

TRONSON; TAYLOR, 2007).

Os eventos moleculares observados no hipocampo de roedores durante as
etapas do fendmeno mneménico sdo similares aos evidenciados em paradigmas
experimentais de potenciagéo de longo prazo (do inglés long term potentiation — LTP)

(POO et al., 2016). Tal evento é considerado o correlato fisioldégico da formagao de
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novas memdarias em variadas regides do encéfalo, e.g., de mamiferos. De um modo
geral, as alteragdes sinapticas envolvidas na LTP s&o principalmente mediadas pelo
influxo do ion calcio (Ca?*) no botdo pds-sinaptico, por meio da abertura dos canais
dos receptores AMPA e NMDA ativados ap6s a liberagéo do glutamato pré-sinaptico.
O Ca?* ativara vias de fosforilagdo que alteram a condutancia dos canais AMPA na

membrana modificando o peso de suas sinapses (ECCLES, 1983).

Os mecanismos de plasticidade associados aos processos mnemonicos
envolvem complexas mudangas estruturais na membrana dos neurdnios envolvidos
na formagao do trago da memoadria (MARTIN; GRIMWOOD; MORRIS, 2000). Estes
processos requerem reorganizagao das macromoléculas proteicas que formam o
citoesqueleto neuronal, assim como a composi¢ao lipoproteica de membrana
(HERING; LIN; SHENG, 2003; SCHWECHTER; TOLIAS, 2013). A formagao de novos
espinhos dendriticos no hipocampo esta relacionada com a formagdo de novas
memorias (ENGERT; BONHOEFFER, 1999; LEUNER BENEDETTA; FALDUTO
JACQUELINE; SHORS TRACEY J., 2003). E a perda de espinhos hipocampais
devido a diferentes estimulos estressores acarreta prejuizos na memoéria (CHEN et
al., 2010). Essa relagcdo entre a formacdo de espinhos e memoria fica clara
observando-se que eventos de LTP promovem a formagao de sinapses em espinhos
dendriticos (TONI et al., 1999). De fato, mesmo altera¢cdes morfoldgicas nos espinhos
sao observadas durante a LTP na regido CA1 do hipocampo de roedores (ENGERT;
BONHOEFFER, 1999). A familia Ras de GTPases parece ser critica nestes eventos
envolvendo a formacado, eliminagcdo e estabilidade dos espinhos dendriticos

hipocampais (TADA; SHENG, 2006).
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3.1.5. Estatinas e Memoéria

Apesar de seu total sucesso no tratamento da hipercolesterolemia e prevencao
de uma série de doencas, alguns estudos de caso e estudos clinicos parecem apontar
para um possivel efeito deletério das estatinas sobre a cogni¢cdo, em especial nos
processos de aprendizagem e memoria. Em uma analise com mais de 60 estudos de
caso, uma revisao de 2003 revelou que mais que 50% dos pacientes tratados com
estatinas apresentaram efeitos colaterais negativos sobre a cogni¢cao, em especial
perda de memoria, sendo que tais efeitos foram revertidos com a interrupgao do
tratamento(WAGSTAFF et al., 2003). Outro estudo, de 2015, demonstrou efeito agudo
negativo das estatinas sobre a memoria ao revisar os dados de pacientes tratados
com esta classe de farmacos(STROM et al., 2015b). Além disso, diferentes evidéncias
relacionam o uso de estatinas com maior risco para o desenvolvimento de deméncias,
incluindo a doencga de Alzheimer(CHU et al., 2018; GREEN et al., 2006; JEONG et al.,
2021b). Por outro lado, revisdes sistematicas e meta-analiticas dos casos, e estudos
clinicos, ndo apontam para efeitos deletérios significativos das estatinas sobre a
cognicao. Inclusive alguns estudos apontam para efeitos benéficos sobre meméoria e
mesmo protecao contra declinio cognitivo e deméncia (MCGUINNESS et al., 2016;

POLY et al., 2020; SCHULTZ; PATTEN; BERLAU, 2018).

Os estudos com roedores também parecem inconclusivos. Alguns apontam
para efeitos benéficos das estatinas para a aprendizagem e memaria, em especial os
estudos que avaliam o tratamento de estatinas em diferentes insultos e modelos
patolégicos do sistema nervoso. Entretanto alguns estudos ndo observaram tal efeito

ou, ainda, parte da literatura sugere que estatinas sdo capazes também de prejudicar
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diferentes tipos de memdria em roedores. Assim, ndo esta claro como, e se, as

estatinas interferem no processamento da memoaria.

Se por um lado o tratamento com estatinas poderia interferir positivamente nos
processos de memoria através de seus efeitos benéficos na circulagao lipidica e por
seus efeitos pleiotropicos anti-inflamatdrios, antioxidantes e na plasticidade sinaptica,
por outro, a inibicdo da via do mevalonato nas células neuronais poderia acarretar
menor producao de colesterol e outros derivados da via. No SNC, tanto neurdnios
como astrocitos sintetizam compostos através da via do mevalonato. Entretanto, a
sintese de colesterol oriunda desta rota bioquimica € menor nos neurdnios do que
nestas células gliais (MOUTINHO; NUNES; RODRIGUES, 2017). Em um estudo de
Korade e colaboradores, a equipe demonstrou que neurdnios do encéfalo de
camundongos adultos possuem a enzima HMGCR e a enzima 7-desidroxicolesterol
redutase (7DHCR), primeira e Uultima enzimas, respectivamente, da via do
MEVALONATO. Interessantemente, as regides que contam com maior expressao de
tais enzimas foram as regides corticais, em especial, o hipocampo (KORADE et al.,

2007; KORADE; KENWORTHY; MIRNICS, 2009)

Entretanto, ainda que em baixa quantidade, o colesterol produzido pela via do
mevalonato nos neurdnios também é importante para processos de plasticidade. Este
lipideo pode alterar importantes propriedades de membrana, como a fluidez,
compressibilidade e espessura, além disso, € essencial para a homeostase bem como
para arranjo de proteinas através da membrana plasmatica (POO et al., 2016). O
colesterol e outros lipideos (esfingolipidios) também sao importantes na formagéao de

microdominios na membrana neuronal, conhecidos como as balsas lipidicas, que sao
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associadas as proteinas, tais como a proteina de densidade pds-sinaptica 95 (PSD-
95) e parecem estar envolvidos em diferentes processos de sinalizagao celular e
plasticidade, através da organizagao espacial e trafego de proteinas e de receptores

(BORRONI; VALLS; BARRANTES, 2016; HERING; LIN; SHENG, 2003).

Vale ressaltar que mesmo na presenga de colesterol proveniente de outras
fontes, culturas neuronais parecem realizar transcricdo de novas proteinas da via do
mevalonato ao terem a atividade da 7DHCR inibida, o que sugere que mesmo com
uma demanda exdgena de colesterol (oriunda dos astrocitos, por exemplo) células
neuronais realizam a sintese de outros compostos a partir desta via (KORADE et al.,
2007; KORADE; KENWORTHY; MIRNICS, 2009). Embora a baixa taxa de sintese de
colesterol por esta via nas células neuronais, a sintese deste lipideo e de outros
compostos como FG e PG sao criticas na homeostase deste tipo celular, contribuindo
com sua sobrevivéncia e em mecanismos moleculares referentes a sua fungao
incluindo os de plasticidade sinaptica relacionados aos processos de memoria

(MOUTINHO; NUNES; RODRIGUES, 2017).
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3.2. HIPOTESE E JUSTIFICATIVA

Tendo em vista os possiveis efeitos cognitivos das estatinas e a importéncia da
via do mevalonato na sintese de diversos componentes moleculares necessarios a
homeostase do sistema nervoso, assim como o envolvimento dos seus diferentes
produtos nos eventos de plasticidade sinaptica, nossa hipétese é que a inibicdo desta
rota metabdlica, por meio das estatinas, pode acarretar prejuizos nos mecanismos
fisiologicos correlatos a formagdo e manutengdo de novas memorias interferindo
negativamente no processamento mnemaonico, porém de forma transitoria e passivel
de adaptacao. Por outro lado, os efeitos pleiotropicos das estatinas como os efeitos
anti-inflamatérios e antioxidantes poderiam atuar de forma benéfica atenuando ou
revertendo prejuizos cognitivos associados a danos e insultos ao tecido nervoso.
Como a literatura da area permanece inconclusiva é necessaria uma investigagao

profunda de tais relagdes.
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3.3. OBJETIVOS

3.3.1. Objetivo geral

Investigar os efeitos das estatinas na aprendizagem e memoria de roedores

através de abordagem experimental e de revisdo sistematica da literatura.

3.3.2. Objetivos especificos

3.3.2.1. Objetivo Especifico 01

Investigar o efeito da administragcéo intraperitoneal de sinvastatina na aquisicao
e consolidagdao de uma memoria de medo contextual e espacial de curto e longo prazo

em camundongos Swiss.

3.3.2.2. Objetivo Especifico 01

Realizar revisao sistematica da literatura cientifica sobre os efeitos das
estatinas em diferentes sistemas de memodrias em roedores, analisando,

especificamente:

a. Estatinas utilizadas.

b. Modelos utilizados.

c. Efeitos das estatinas nos modelos utilizados.
d. Efeitos das estatinas per se.

e. Possiveis Mecanismos.
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3.4. MATERIAL E METODOS
3.4.1. Estudo Experimental

3.41.1. Animais

Foram utilizados camundongos machos Swiss com aproximadamente 3 meses
de idade. Os animais foram mantidos em caixas plasticas com no maximo 5 animais,
alocadas em estante isoladora com temperatura média de 23°C. Os animais tiveram
livre acesso a comida e agua nas gaiolas de moradia. O ciclo de luminosidade foi de

12 h claro e 12 h escuro (06:00-18:00).

3.41.2. Etica

Este projeto foi previamente aprovado junto a CEUA da UFSC e seguiu a risca
a regulamentagdo legal e ética para uso de animais em pesquisa. Todos os
procedimentos foram planejados de forma a causar o menor estresse possivel nos

animais.

3.4.1.3. Drogas

Todas as drogas foram diluidas em solventes adequados como descrito abaixo.
Nas injegbes intraperitoneais foram utilizadas seringas de 1 ml e a solugao ajustada

para 10 ml/kg.

Sinvastatina - A Sinvastatina € um farmaco da classe das estatinas amplamente
utilizado nos quadros de hipercolesterolemia. Foi escolhida principalmente por seu
alto poder de penetragdo na barreira hematoencefalica(SHAH; SWIGER; MARTIN,

2015). Esta estatina também se demonstrou uma das mais eficazes na inibicdo da
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HMGCR no tecido neuronal, tendo sido uma das mais eficientes na reducao dos niveis
de colesterol em neurdnios que outras estatinas. Em analise in vitro a sinvastatina
demonstrou alto poder de inibicdo da enzima HMGCR em células, hepaticas,
neuronais e gliais (RAMIREZ et al., 2011). A diluicdo da Sinvastatina foi realizada em

salina + tween 80%.

MK 801 - Antagonista ndao competitivo dos receptores NMDA, utilizado como
controle positivo dos testes de memoria, uma vez que a dose de 0,05 mg/kg promove
efeitos amnésicos em diferentes paradigmas experimentais de aprendizagem e
memoria em roedores (CESTARI; CASTELLANO, 1997; SHAPIRO; CARAMANOS,
1990; VAN DER STAAY et al., 2011). A diluicgdo do MK-801 foi realizada em

dimetilsulféxido 5%.

3.4.1.4. Esquiva Inibitoria

O teste de esquiva inibitdria é utilizado para avaliagcdo da memdéria de medo,
através deste paradigma é possivel se avaliar como diferentes fatores alteram fases
da memdria como aquisicao e consolidacado. Nosso protocolo consiste em uma sessao
de treino na qual o animal é colocado em uma plataforma no centro do aparato, assim
que o animal desce da plataforma recebe um choque nas patas, foram utilizadas duas
intensidades 0.2 e 0.4 mA. Apds o0 choque os animais sao retirados do aparato. Na
sessao de treino o animal é recolocado na plataforma e sua laténcia para descida
cronometrada. Duas sessdes de teste foram realizadas uma para avaliagdo da
memoria de medo de curto prazo 1,5 e outra 24 horas para avaliagdo da memoria de
medo de longo prazo. (ANAGNOSTARAS; GALE; FANSELOW, 2001; IZQUIERDO;

MEDINA, 1997 )
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3.4.1.5. Desenho Experimental

Dois experimentos foram realizados neste estudo:

No experimento 01 (Fig.11A) foi realizada a padronizagao do teste de esquiva
inibitéria. Neste experimento os animais foram divididos em 3 grupos. O grupo VEI-
0.2 mA e o grupo VEI-0.4 mA, os quais foram tratados com DMSO 5% 20 minutos
antes da sesséo de treino e receberam choques de diferentes intensidade (0.2 e 0.4
mA) durante a sessao de treino e um grupo MK-801 0,05 mg/kg-0.4 MA que foi tratado
com MK-801 na dose de 0,05 mg/kg 20 minutos antes da sesséo de treino e que

recebeu choque de 0.4 mA.

No experimento 02 (Fig. 11B) os animais foram divididos em 4 grupos: VEI que
foram tratados com salina + tween 80%, SIN 1 mg/kg, que receberam sinvastatina na
dose de 1 mg/kg, SIN 10 mg/kg que receberam sinvastatina na dose de 10 mg/kg e
SIN 50 mg/kg que receberam 50 mg/kg, todos os grupos receberam seus respectivos
tratamentos via intraperitonial 20 minutos antes da sessao de treino e que o choque

aplicado foi na intensidade de 0.2 mA.
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AplicagBo Tratamento Sessio de Treino Sessio de Teste 1,5h Sessio de Teste 24h
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Figura 11. A. Desenho experimental da padronizagéo da tarefa de esquiva inibitoria.
B. Desenho do experimento para avaliagao do efeito agudo de diferentes doses de

sinvastatina na formacao da memoaria na tarefa de esquiva inibitoria.

3.4.1.6. Estatistica

Na avaliacdo dos resultados foi utilizado o teste de analise de variancia para
dados nao-paramétricos Kruskal-Wallis e o post-hoc utilizado foi o teste Mann-Whitney
U. Os dados foram representado em valores de mediana e intervalo interquartil.

Valores de p < 0,05 foram considerados significativos.
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3.4.2. Revisao Sistematica

3.4.2.1. Estratégia de busca e Base de Dados

As buscas na literatura cientifica foram realizadas nas base de dados PubMed
e Web of Science em 21 de dezembro de 2021 e atualizada em agosto de 2022. A
busca foi realizada utilizando as seguintes palavras-chave e condicionais (statin OR
statins OR atorvastatin OR simvastatin OR pravastatin OR rosuvastatin OR fluvastatin)
AND (Learning OR Memory). Antes das etapas de selecao, os artigos de ambas as
bases de dados foram analisados para verificar e remover duplicatas. Na primeira
etapa de selegcao os artigos foram avaliados por seus titulos e resumos por dois
pesquisadores independentes (AM e GM) em caso de desacordo um terceiro (EM) foi
consultado. Nesta fase foram selecionados por conterem os termos “statin” associado
aos termos “Learning” ou “Memory” independentemente do tipo de estudo. Na
segunda etapa os artigos foram selecionados a partir de uma analise mais minuciosa
e considerando os critérios de inclusao descritos a seguir. O processo de selegao e

triagem foi baseado no PRISMA statement.

3.4.2.2. Participantes, Intervencdes e Comparadores

Para ser incluido na revisdo os estudos deveriam estar de acordo com os
seguintes critérios: (1) estudo experimental realizado com roedores; (2) tratamentos
com estatinas, associado ou ndo a outra intervengdo; (3) experimentos de
aprendizagem e memoria com pelo menos um grupo que tenha recebido estatina
associada ou n&o a outra intervencgao; (4) Artigos Experimentais; (5) Artigos em inglés,
portugués ou espanhol. Nao houve limitagdes quanto ao tipo de intervengao, ao tipo

de estatina, ao tipo de experimento de aprendizagem ou memoria e a espécie de
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roedor utilizada no trabalho. Artigos pertinentes ao tépico, mas que nao se
enquadravam nos critérios, também foram incluidos nas discussdes e reflexdes desta

revisdo conforme sua relevancia.

3.4.2.3. Extracdo e Analise dos Dados

Os resultados das buscas foram selecionados a partir do uso de planilhas no
Planilhas Google. Apos a etapa de selecdo os dados e resultados dos artigos inclusos
foram organizados em uma planilha com as seguintes colunas: Espécie, Estatinas,
Dose, Tempo de Tratamento, Modelo Utilizado no Estudo, Testes de Memoaria, Efeito
da Estatina no Modelo, Efeito da Estatina per se e Mecanismo. Desta tabela geral

derivaram as duas tabelas deste capitulo.

3.5. RESULTADOS E DISCUSSAO EXPERIMENTAIS
3.5.1. Experimento 01. Padronizagdo Esquiva Inibitéria: Efeito de duas
intensidades de choque (0.2 e 0.4 mA) e da droga amnésica MK-801, na

dose de 0,05 mg/kg, na aquisicao da memdria.

O tratamento com MK-801, 20 minutos antes da sessdo de treino, reduziu
significativamente o tempo de laténcia no teste de esquiva inibitéria tanto na sessao
de teste 1,5 horas apos treino (Kruskal-Wallis, H (2, N = 7-8) = 12.78225 p < 0,0005),
assim como na sessao de teste 24 horas apds o treino (Kruskal-Wallis, H (2, N= 7-8)
= 10.23879, p < 0,005). O post-hoc demonstrou diferenga significativa nas duas
sessoOes de teste em relagao aos grupos VEI -0.2 mA e VEI — 0.4 mA (teste Mann-
Whitney U, p < 0,05). O post-hoc nao detectou diferengas significativas na laténcia em

relagéo a intensidade do choque (p > 0,05)(Fig. 9).
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Figura 9. Experimento de Padronizagao da Esquiva Inibitéria. O grupo MK-801,
conhecido indutor amnésico neste teste, provocou prejuizo na formagao e
consolidacdo da memoéria para o choque de 0.4 mA (p < 0,005, * comparacgao VEI 0.2
mA e # comparagdo com VEI 0.4 mA). Dados expressos em mediana % intervalo

interquartil.

3.5.2. Experimento 02 - Efeito da Sinvastatina na fase de aquisicao da meméria

do teste de esquiva inibitoria.

O teste revelou efeito do tratamento para o teste de meméria de longo prazo
(Kruskal-Wallis, H (3, N=7-8) =8.709915 p < 0,05), porém sem diferencas no teste de
multiplas comparagdes da média dos postos. O grupo SIN 50 mg/kg apresentou
significativamente menor maior laténcia quando comparado com o grupo VEI mg/kg
(teste Mann-Whitney U, p < 0,05). Nao houve diferenga significativa para as outras

doses em relagao ao grupo VEI (teste Mann-Whitney U, p > 0,05)(Fig. 10).
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Figura 10. Avaliagao do Efeito da Sinvastatina na Memoéria de Medo de Curto e
Longo prazo. O grupo SIN 50 mg/kg apresentou menores valores de laténcia no teste
24 horas apo6s o treino (p < 0,05, * em comparacado ao grupo VEI), sugerindo um
prejuizo na consolidagcdo da memoaria. Dados expressos em mediana * intervalo

interquartil.

3.5.3. Discussao dos Resultados Experimentais

Os resultados experimentais sugerem um efeito negativo dose dependente do
tratamento agudo com sinvastatina aquisigdo da memdéria de medo. Nota-se que
apenas a dose mais alta, de 50 mg/kg, apresentou efeitos prejudiciais sobre a
formagao da memoria. Assim, as doses de 1 e 10 mg/kg ndo parecem induzir qualquer
alteracdo no processo de formacdo da memodria de medo quando administradas de

forma aguda antes do treino. Os efeitos amnésicos sé s&o observados na memoria de
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longo prazo, sugerindo alteragdo na fase de consolidacdo da memdéria € ndo na sua

aquisicao, o que é reforgado pela integridade na evocagao da memoaria de curto prazo.

Podem-se inferir alguns mecanismos relacionados aos efeitos de memoria
observados. A inibigdo da via do mevalonato nas células neuronais de forma aguda e
abrupta através da sinvastatina, poderia acarretar alteragdo momentanea da sintese
de colesterol e demais derivados da via importantes para eventos celulares
necessarios a consolidagao da memoéria(GOLDSTEIN; BROWN, 1990; MOUTINHO;
NUNES; RODRIGUES, 2017). Neste sentido seria necessaria biodisponibilidade do
farmaco em nivel de sistema nervoso para que tais efeitos neuronais pudessem ser
exercidos. Haja vista que embora permeie a barreira hematoencefdlica, a
permeabilidade é limitada (cerca de 25%), assim a quantidade de farmaco necessaria
disponivel no plasma para uma agao sobre o sistema nervoso central deve ser alta, o

que justificaria o efeito observavel apenas na dose mais alta.

A alteracido na sintese do colesterol altera a disponibilidade deste lipideo na
membrana neuronal, fator que regula a atividade de receptores e proteinas pos-
sinaptica envolvidas em processos de plasticidade(CIBI, 2011; KORADE;
KENWORTHY; MIRNICS, 2009; PFRIEGER; UNGERER, 2011). Além do colesterol,
outros produtos da via do mevalonato como o GP e FP sao importantes para
prenilacdo de proteinas, processo também relacionado aos mecanismos de
plasticidade envolvidos com a consolidagdo da meméaria(LI et al., 2012b; SEGATTO
et al.,, 2014; ZHANG; CASEY, 1996). Tais alteragcbes se dédo de forma sutil e

modulatéria sobre os processos de plasticidade mais tardios, o que justifica ndo ser
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observados efeitos sobre a memdria de curto prazo e o efeito amnésico nao ser de

intensidade similar a do MK-801 para memoria de longo prazo.

Outros estudos apontam possiveis prejuizos na memoria de roedores
associados ao tratamento com estatinas. Parte destes estudos sugerem que baixas
doses de estatinas ja sdo capazes de induzir prejuizos de memoéria(MAGGO;
ASHTON, 2014), enquanto outro trabalho sugere efeito dose-especifico vendo
prejuizos na dose de 10 mg/kg mas nao na dose de 30 mg/kg(BAYTAN et al., 2008).
Todavia, Okudam e colaboradores (2020) corroboram nosso achado de que doses
mais altas induzem prejuizos mnemonicos(OKUDAN; BELVIRANLI, 2020). Mesmo
assim, parte da literatura sugere auséncia de efeito ou mesmo efeitos positivos destes
farmacos sobre a memoédria (MAGGO; CLARK; ASHTON, 2012; SEGATTO et al.,
2014). Essa variedade de resultados sugere um possivel efeito complexo das
estatinas sobre a cognicao. Para aprofundar tal questao a proxima etapa deste estudo
€ uma revisao sistematica da literatura de forma a compreender o cenario complexo

dos efeitos das estatinas sobre a aprendizagem e memoaria.

3.6. RESULTADOS E DISCUSSAO DA REVISAO SISTEMATICA

3.6.1. Fluxograma do Prisma

A figura abaixo (Fig.12) representa o fluxograma sugerido pelas orientagdes do

PRISMA statement para revisdes sistematicas e meta-analise.
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Figura 12. Fluxograma da triagem e selecdo da revisdo baseado no PRISMA

Statement.

Na primeira busca na base de dado PubMed foram retornados 706 artigos e na
base de dados Web of Science retornaram 896 registros. A primeira selecao se dé por
meio de analise das duplicatas, nesta etapa foram excluidos 691 artigos repetidos, ou
seja, que retornaram na busca de ambas as bases. Os 911 artigos resultantes da
remocao de duplicatas passaram pela triagem 01, na qual foram analisados a partir
de seus titulos e resumos quanto a relevancia para revisdao. Nesta triagem foram
removidos 669 artigos e restaram 242 artigos para proxima etapa. A triagem 02 foi

realizada com a analise integral dos artigos na verificacdo dos critérios de inclusao.
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Foram removidos da revisao; 63 artigos por ndo apresentarem roedores em sua
abordagem, 53 artigos por nédo serem trabalhos experimentais, 16 artigos nao
continham experimentos de aprendizagem e memdria, 13 ndo incluiam estatinas na
analise. Finalmente, 98 artigos corresponderam aos critérios e passaram para etapa

de andlise e discusséao (Fig. 13).

mm 26 .03% Sem Roedores
21.49% Nao Experimental

6.61% Sem Experimento
de Aprendizagem e Memoria

5.37% Sem Estatina
mm 40.50% Inclusos

Figura 13. Resultados da sele¢ao da segunda triagem.
3.6.2. Quais estatinas mais utilizadas nos estudos?

Considerando todos os experimentos, o grafico abaixo (Fig.14), apresenta a
distribuicdo em (%) das estatinas utilizadas nos estudos. Nota-se que a sinvastatina e
atorvastatina sao foram as mais utilizadas, provavelmente devido serem opc¢des
clinicas como, além de lipossoluveis e cruzarem a barreira hematoencefalica com
maior eficiéncia que estatinas lipofilicas, podendo assim ter efeitos mais diretos sobre

a atividade do sistema nervoso central.
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42 15% Sinvastatina
35.54% Atorvastatina
6.61% Rosuvastatina
4 13% Fluvastatina
3.31% Lovastatina
4 96% Pitavastatina
3.31% Pravastatina

Figura 14. Estatinas mais utilizadas nos estudos incluidos na revisao
sistematica. Nota-se o uso acentuado da sinvastatina e da atorvastatina, sendo estas

as principais estatinas testadas.
3.6.3. Testes de Memoria Utilizados nos Estudos

Diferentes estratégias experimentais para avaliagdo dos processos
mnemonicos foram utilizados pelos estudos analisados nesta revisdo. O grafico

abaixo (Fig.15) representa os principais testes e tarefas de memoaria utilizadas.

48.48% Labirinto Aquatico de Morris

12.12% Reconhecimento de Objetos

3.03% Localizacao de Objetos

1.52% Esquiva Ativa

2.27% Condicionamento de Medo Contextual
9.85% Labirintoem Y

9.09% Esquiva Inibitéria

3.03% Labirinto Radial

1.52% Labirinto de Barnes

9.09% Outros
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Figura 15. Testes experimentais de meméria utilizados nos experimentos dos

estudos incluidos na revisao.

Desta distribuicdo é possivel se estabelecer um panorama geral dos tipos de
memoria avaliados nos estudos da revisdo. Serdao considerados como avaliagao da
memoria espacial os testes: Labirinto Aquatico de Morris, Localizagdo de Objetos,
Labirinto em Y, Labirinto Radial e Labirinto de Barnes. Como avaliagdo da memoria
de reconhecimento, a tarefa de reconhecimento de objetos. E, por fim, como memaria
aversiva as tarefas de esquiva e condicionamento aversivo. O grafico abaixo (Fig. 16)

representa a distribuicdo dos principais tipos de memaria investigados nos estudos.

mm 69 70% Espacial
14.40% Aversiva

== 12.10% Reconhecimento
3.80% Outros

Figura 16. Tipos de memdria investigados nos estudos inclusos nesta revisao.

E possivel observar que maior parte dos estudos, quase 7 em 10, utilizaram

tarefas que envolvem a memoria espacial. Este tipo de memoaria € depende do sistema
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hipocampal (BIRD; BURGESS, 2008) e existe grande literatura disponivel (MARTIN;
CLARK, 2007)sobre suas fases e neurobiologia o que facilita comparagdes e
compreensao mais profunda do sistema, justificando em parte a quantidade grande
de estudos. Além disso o uso tradicional do labirinto aquatico de Morris na
neurociéncia da aprendizagem e memoria € outro fator que favorece o estudo das
memorias espaciais (BRANDEIS; BRANDYS; YEHUDA, 1989). As memodrias
aversivas dependentes do sistema amigdalar também foram objeto de avaliacdo dos
estudos selecionados. O estudo das memorias de aversivas e de medo se tornou
popular com a investigacdo mais profunda da relacido deste fendmeno com o
transtorno do estresse poés-traumatico(DEBIEC; LEDOUX, 2006; FLAVELL, 2017;
IZQUIERDO; FURINI; MYSKIW, 2016). Por fim a memodria de reconhecimento
também foi amplamente utilizada, provavelmente devido a popularizagado e facil
implementagao do teste de reconhecimento de objetos em roedores e a grande base

de literatura sobre suas bases neurais(VOGEL-CIERNIA; WOOD, 2014).

3.6.4. Sintese do Estudos da Revisao

A tabela (Tabela 1) a seguir apresenta todos os 98 estudos incluidos nesta

revisdo, assim como um pequeno resumo de suas caracteristicas.






Espécie

Camund

ongo

Rato

Camund
ongo

Camund
ongo

Rato

Tabela 1 - Sintese dos artigos inclusos nesta reviséo.

Estatinas Dose
Sinvastatina 40
Atorvastatina e
) 20
Rosuvastatina
. . 2,10
Sinvastatina e 50
Sinvastatina 0.5
. . 10e
Sinvastatina 20

Modelo
Utilizado no
Estudo

Modelo
Transgénico
da Doenca de
Alzheimer

Prejuizo
Cognitivo
induzido por
MDMA

Efeito da
Estatina per
se

Hipercolestero
lemia
Genética e
Idade

Neurotoxicida
de do Etanol

Testes de
Memoéria

Labirinto
Aquatico de
Morris

Labirinto
Aquatico de
Morris

Condicioname
nto de
Preferéncia de
Lugar e
Condicioname
nto de
Aversao de
Lugar

Reconhecimen
toe
Localizagéo de
Objetos

Labirinto
Aquatico de
Morris

Efeito da
Estatina no
Modelo

Reversao de
Prejuizo de
Memoria
Espacial

Reversao de
Prejuizo de
Memoria
Espacial

sem modelo

Reversao dos
Prejuizos na
memoria
espacial e de

reconheciment

odecurtoe
longo prazo.

Sinvastatina
preveniu o
prejuizo de

memodria.

Efeito da
Estatina per
se

Sem grupo
controle
estatina

Sem efeito
per se

Prejuizo de
memoria

Sem grupo
controle
estatina

Sem grupo
controle
estatina

Mecanismo

Ativagao da
via Inibitéria
Wnt/B-
catenina da
DKK1
lde espécies
reativas,
peroxidagao
lipidica e na
ativagao das
caspases-3
e-9

Mudanga no
lipidioma em
regides
cerebrais
envolvidas
coma
memoria.

lde
inflamacao
1de BDNF

no
Hipocampo.

tna
atividade
das enzimas
antioxidante
S;

lda
peroxidagao
lipidica e
reducao nos
niveis de
TNF-a

lda
expressao
da caspase-
3 na regiao
CA1 do
hipocampo e
da
concentraga
o niveis de
IBA-1.
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Espécie

Camund
ongo

Camund
ongo

Camund
ongo

Rato

Camund
ongo

Rato

Estatinas

Atorvastatina

Sinvastatina

Fluvastatina

Sinvastatina

Sinvastatina

Atorvastatina

Dose

40

100

5e

Modelo
Utilizado no
Estudo

Prejuizo
Cognitivo
induzido por
Micro
Hemorragia
Cerebral

Prejuizo
Cognitivo
induzido por
dano Vascular
Camundongo
mutantes
superexpressa
ndo TGF-b1

Hipercolestero
lemia Dietética
+ Cobre

Prejuizo
cognitivo
induzido por
isoflurano pré-
natal.

Modelo
Transgénico
da Doenga de
Alzheimer

Prejuizo
cognitivo
induzido pela
administracao
ICV de AB1-
42

Testes de
Memoéria

Reconhecimen
to de objeto e
aprendizado
associativo
utilizando
caixas de
condicioname
nto operante
touchscreen

Reconhecimen
to de objeto e
Labirinto
Aquatico de
Morris

Condicioname
nto da
Membrana
Nictitante

Condicioname
nto de Medo
Contextual e

Labirinto
Aquatico de
Morris

Labirinto
Aquatico de
Morris

Labirinto
Aquatico de
Morris

Efeito da
Estatina no
Modelo

Em machos, a
atorvastatina
melhorou a
memodria
visuo-
espacial/Nao
houve melhora
nas fémeas.

Reversao dos
Prejuizos na
memoria
espacial e de
reconheciment
odecurto e
longo prazo.

Recuperou
80% da
resposta

perdida pelo

efeito da dieta
e cobre.
Reversao dos
prejuizos de
memoria de
medo e
espacial de
longo prazo.

Melhora dos
prejuizos de
memoria
espacial de
longo prazo.

Melhora dos
prejuizos de
memoéria
espacial de
longo prazo.

Efeito da
Estatina per
se

Sem grupo
controle
estatina

Sem grupo
controle
estatina

Sem grupo
controle
estatina

Sem grupo
controle
estatina

Sem grupo
controle
estatina

Sem grupo
controle
estatina

Mecanismo

1 expressao

de BDNF e

seu receptor
TrkBB,

10s niveis de
VEGF e
induziu
ativacéo da
microglia.

Alteracoes
no
metabolismo
da glicose e
alterou a
morfologia
de astrocitos
do
hipocampo.

sem
mecanismos
investigados

lda
Amiloidogén
ese

Promogao
de
neurogénese

| apoptose
hipocampal
e modulacao
da via
ERK/MAPK.

Modulagao
da via
TLR4/TRAF
6/NF-k beta
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Espécie

Rato

Camund
ongo

Camund
ongo

Camund
ongo

Rato

Estatinas

Sinvastatina

Sinvastatina

Sinvastatina

Atorvastatina e

Sinvastatina

Sinvastatina

Dose

10

25e
50

10e

20

50

Modelo
Utilizado no
Estudo

Prejuizo
Cognitivo
induzido por
Escopolamina

Modelo
Transgénico
da Doenga de
Alzheimer

Modelo de
Diabetes
induzido por
Estreptozotoci
na

Modelo de
Sepse

Modelo de
Demeéncia
Vascular
induzido por
L-Metionina

Testes de
Memoéria

Labirinto
Aquatico de
Morris

Labirinto
Aquatico de
Morris

Labirinto
Aquatico de
Morris e
Labirintoem Y

Labirinto
Aquatico de
Morris e
Esquiva
Inibitéria

Labirinto
Aquatico de
Morris

Efeito da
Estatina no
Modelo

Melhora dos
prejuizos de
memoéria
espacial de
longo prazo.

Melhora dos
prejuizos de
memoria
espacial de
longo prazo.

Melhora dos
prejuizos de
memoria
espacial de
longo prazo.

Preveniu
prejuizos na
memoria
espacial e de

medo, de curto
e longo prazo.

Melhora dos
prejuizos de
memoéria
espacial de
longo prazo.

Efeito da
Estatina per
se

Sem grupo
controle
estatina

Sem grupo
controle
estatina

Sem grupo
controle
estatina

Sem grupo
controle
estatina

Sem grupo
controle
estatina

Mecanismo

Inibigéo do
apoptose
hipocampal
e regulacéo
da via
ERK/MAPK.

lde ROS

1da
expressao
proteica no
hipocampo.
Supresséao
do RNAm do
fator
inflamatodrio
APP/PS1.Su
presséo da
expressao
de Inc RNA
n336694,
miR-106b e
APP/PS1.
L na
expressao
de NF-k
beta, p65,
IL-1B, IL-6 e
TNF-a

1da razéo
Bcl-2/Bax

lda
atividade da
caspase-3
no
hipocampo e
cortex preé-
frontal.

lda
neuroinflama
caoe
protecao
vascular.

Efeitos
antioxidante
s, anti-
inflamatério
e
neuroproteto
res.
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Espécie

Camund
ongo

Camund
ongo

Rato

Rato

Rato

Estatinas

Atorvastatina

Sinvastatina

Atorvastatina

Atorvastatina

Sinvastatina

Dose

10

10,
20,
40e
80

10

10

10

Modelo
Utilizado no
Estudo

Modelo
Transgénico
da Doenca de
Alzheimer

Prejuizo
cognitivo
induzido pela
administragao
ICV de AB1-
42

Modelo de
Isquemia por
Oclusao

Modelo de
Isquemia por
Ocluséo

Indugao de
prejuizo
cognitivo por
Aluminio

Testes de
Memoéria

Reconhecimen
to de Objetos
e Labirinto
Aquatico de
Morris

Labirinto
Aquatico de
Morris e
Labirintoem Y

Labirinto
Aquatico

Labirinto
Radial

Labirinto
Aquatico de
Morris

Efeito da
Estatina no
Modelo

Reversao dos
prejuizos de
memoéria de

reconheciment
0 e espacial

de longo
prazo.

Doses de 20 e
40 reverteram
0S prejuizos
de memoria
espacial de
longo prazo e
restaurou a
alternancia
espontanea.

Melhora dos
prejuizos de
memoria
espacial de
longo prazo.

Atenuacgao dos

prejuizos de
memoéria

espacial de

longo prazo.

Melhora dos
prejuizos de
memoria
espacial de
longo prazo.

Efeito da
Estatina per
se

Sem grupo
controle
estatina

Sem grupo
controle
estatina

Sem grupo
controle
estatina

Sem grupo
controle
estatina

Sem grupo
controle
estatina

Mecanismo

|AB1-42 e
fosforilagdo
da proteina

tau.
tdos niveis

de PKB e

GSK3p
(Ser9)
fosforilados
no
hipocampo e
cortex pre-
frontal.
ativagéo da
subunidade

NR2B do

receptor
NMDA e
PKB e
protecao
contra
reducgao da
potenciagao
de longo
prazo.
1 da
atividade da
via PKB

lna
expressao
da caspase-
3

lda

neurodegen

eragao -

Analise
Histologica
ldos niveis
de MDA e

nitrito

tda
atividade de
enzimas
antioxidante
s e inibicao
da ativagao
de TNF-a no
hipocampo.
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Espécie

Rato

Rato

Camund
ongo

Rato

Camund
ongo

Rato

Estatinas

Atorvastatina

Lovastatina

Atorvastatina

Sinvastatina

Sinvastatina

Atorvastatina e

Rosuvastatina

Dose

10

10

40

10e
20

Modelo
Utilizado no
Estudo

Prejuizo
cognitivo
induzido pela
administragao
ICV de AB1-
42

Hipoxia-
Hipercapnia
Intermitente

Crobnica

Prejuizo
cognitivo
induzido por
Litio

Modelo de
Parkinson 6-
OHDA

Prejuizo
cognitivo
induzido pela
administragao
ICV de AB25-
35

Prejuizo
cognitivo
induzido por
Diazepam

Testes de
Memoéria

Labirinto
Aquatico de
Morris

Labirinto
Aquatico de
Morris

Reconhecimen

to de objetos,

Labirintoem Y
e Esquiva
Inibitéria

Labirinto
Aquatico de
Morris

Labirinto
Aquatico de
Morris e
Labirintoem Y

Esquiva ativa
e Esquiva
Inibitéria

Efeito da
Estatina no
Modelo

Melhora dos
prejuizos de
memoéria
espacial de
longo prazo.

Melhora dos
prejuizos de
memoria
espacial de
longo prazo.

Coadministrag

ao de Litio +
Atorvastatina
induziu
prejuizo de
memodria

Melhora dos
prejuizos de
memoria
espacial de
longo prazo.

Melhora dos
prejuizos de
memoria
espacial de

longo prazo. E

melhora na
alternancia no
labirintoem Y.

Atorvastatina
10 mg/kg e
rosuvastatina
10 mg/kg e 20
mg/kg
atenuaram o
prejuizo de
memoria de

medo de longo
prazo nos dois

paradigmas.

Efeito da
Estatina per
se

Sem grupo
controle
estatina

Sem efeito
per se

Sem efeito
per se

Sem grupo
controle
estatina

Sem grupo
controle
estatina

Sem grupo
controle
estatina

Mecanismo

| liberacéo
de citocinas
pro-
inflamatdrias
, € esses
efeitos
podem ser
mediados
pela via p38
MAPK.
Melhora
significativa
em
mecanismos
de
plasticidade
sinaptica

texpressao
de BDNF

tAtivacao de
via nitrérgica

texpressao
de
receptores
M1/M4 no
cérebro dos
animais.
|fosforilagao
da proteina
cinase B
(PKB) e a
fosforilagao
da cinase-2
extracelular
(ERK2) e 1
neuroproteg
&o pela via
da PI3K

sem
mecanismo
investigado
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Espécie

Camund
ongo

Camund
ongo

Camund
ongo

Camund
ongo

Rato

Camund
ongo

Camund
ongo

Estatinas

Atorvastatina e
Pitavastatina

Atorvastatina

Pravastatina,
Lovastatina e
Sinvastatina

Atorvastatina e
Pitavastatina

Sinvastatina

Sinvastatina

Sinvastatina e
Fluvastatina

Dose

30e
3

1,5

30e
3

15e
10

3

Modelo
Utilizado no
Estudo

Modelo
Transgénico
da Doencga de
Alzheimer

Prejuizo
Cognitivo
induzido por
Escopolamina

Modelo de
Traumatismo
Craniano

Modelo
Transgénico
da Doenga de
Alzheimer

Hemorragia
Subaracndéide

Modelo
Transgénico
da Doenga de
Alzheimer

Prejuizo
cognitivo
induzido pela
administracao
ICV de AB1-
40

Testes de
Memoéria

Labirinto
Radial

Labirintoem Y

Labirinto
Aquatico de
Morris e
Labirintoem Y

Labirinto
Radial

Labirinto
Aquatico de
Morris

Labirinto
Aquatico de
Morris

Tarefa de

Localizagéo de

Agua

Efeito da
Estatina no
Modelo

Melhora do
desempenho
na memoria
espacial de
longo prazo.

Melhora da
memoéria de
reconheciment
odecurto e
longo prazo.

Melhora dos
prejuizos de
memoria
espacial de
longo prazo. E
melhora na
alternancia no
labirintoem Y.

Melhora do
desempenho
na memoria
espacial de
longo prazo.

Redugao nos
prejuizos na
memoéria
espacial de
longo prazo.

Reverséo dos
prejuizos na
memoéria
espacial de
longo prazo.

Sinvastatina,
mas nao
Fluvastatina
induziram
reversao no
prejuizo de
memodria

Efeito da
Estatina per
se

Sem grupo
controle
estatina

Sem grupo
controle
estatina

Sem grupo
controle
estatina

Sem grupo
controle
estatina

Sem grupo
controle
estatina

Sem grupo
controle
estatina

Sem grupo
controle
estatina

Mecanismo

lda
Amiloidogén
esee
protecao
vascular.

1 da
atividade da
via do NO

Restauracao
da
integridade
axonal.

Analise
histolégica

lda
Amiloidogén
ese eda
fosforilagéo
da proteina
tau.
lo vaso
espasmo

melhorou a
fungéo
vestibulomot
ora

ta sobrevida
neuronal.

|de dano

1 ativacéo
microglial no
hipocampo.

T ~
preservacao
de neurdnios

|significativa

no acumulo
de AR e
estresse
oxidativo
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Espécie

Rato

Rato

Rato

Rato

Camund
ongo

Estatinas

Fluvastatina

Atorvastatina e
Sinvastatina

Atorvastatina

Atorvastatina e
Sinvastatina

Sinvastatina

Dose

1

10

Modelo
Utilizado no
Estudo

Oclusao
permanente
da artéria
cerebral
média

Modelo de
Traumatismo
Craniano

Modelo de
Traumatismo
Craniano

Modelo de
Traumatismo
Craniano

Modelo de
Parkinson
MPTP

Testes de
Memoéria

Labirinto
Aquatico de
Morris

Labirinto
Aquatico de
Morris

Labirinto
Aquatico de
Morris

Labirinto
Aquatico de
Morris

Labirinto
Aquatico de
Morris

Efeito da
Estatina no
Modelo

Melhora o
desempenho
na memoria
espacial de
longo prazo.

Melhora do
desempenho
na memoria
espacial de
longo prazo.

Melhora do
desempenho
na memoria
espacial de
longo prazo.

Reversao dos
Prejuizos na
memoria
espacial de
longo prazo.

Reversao dos
Prejuizos na
memoéria
espacial de
longo prazo.

Efeito da
Estatina per
se

Sem grupo
controle
estatina

Sem grupo
controle
estatina

Sem grupo
controle
estatina

Sem grupo
controle
estatina

Sem grupo
controle
estatina

Mecanismo

tAngiogénes
e,

sinaptogéne
se

lna
producgao de
espécies
reativas de
oxigénio.

Promogao
de
neurogénese

tda
sobrevivénci
a neuronal
na regiao
CA3 ena
zona limite
da lesao

la perda de
processos
neuronais de
neurdénios
danificados
na regiao
hipocampal
CA3
Atorvastatina
1a perfusado
dos vasos e
reduziu a
coagulagéo
intravascular

reverteu o
aumento da
subunidade
NMDARZ2B,
restaurou a

regulacéo
negativa de

Nur77 e

reduziu a
expressao
de COX-2 e

TNF-a
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Espécie

Camund
ongo

Rato

Rato

Rato

Camund
ongo

Rato

Estatinas

Atorvastatina

Lovastatina

Sinvastatina

Pitavastatina

Atorvastatina

Lovastatina

Dose

ou 12

0.88

Modelo
Utilizado no
Estudo

Dieta
Hiperlipidica

Lesao
Cerebral
nucleo
Magnobasal
(NBM)

Modelo de
Traumatismo
Craniano

Modelo de
Diabetes
induzido por
Estreptozotoci
na

Meia idade

Prejuizo
Cognitivo
induzido por
sevoflurano

Testes de
Memoéria

Reconhecimen
to de Objetos
e Labirinto
Aquatico de
Morris

Labirinto
Aquatico de
Morris

Reconhecimen
to de Objetos

Labirinto
Aquatico de
Morris

Labirinto
Aquatico de
Morris, Tarefa
de separagéao
de padrdes e
condicioname
nto de medo
auditivo

Reconhecimen

to de Objetos

e Labirinto em
Y

Efeito da
Estatina no
Modelo

Reversao dos
Prejuizos na
memoria de

reconheciment

o de curto
prazo e
espacial de
longo prazo.

Reversao dos
Prejuizos na
memoéria
espacial de
longo prazo.

Reversao dos
Prejuizos na
memoria
reconheciment
o de curto
prazo.

Reverséo dos
Prejuizos na
memoéria
espacial de
longo prazo.

Sem efeito na
Memoria

Atenuacao dos
Prejuizos na
memoéria
espacial de
curto e longo
prazo.

Efeito da

Estatina per

se

Sem grupo

controle
estatina

Sem grupo
controle
estatina

Sem grupo
controle
estatina

Sem grupo
controle
estatina

Sem efeito
per se

Sem efeito
per se

Mecanismo

1 Creb1,
Gap-43,
BDNF,
CaMKll e
ERKs

lexpressao
de IL-1,

TNF-a, IL-6,
HMGB1 e

1 a atividade
de SOD,
CAT, e GSH
foi
aumentada.

1 Bcl-2 foi
regulado
positivament
e

| Ac FoxO1,
Ac-p53, Ac-
NF-k beta, e
Bax
| perda de
neurdnios
1 Atividade
da via da Akt
la
fosforilagédo
de p38

Nenhum
mecanismo
investigado

Neuroproteg
éo

Nenhum
mecanismo
investigado

lna
Amiloidogén
ese.
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Espécie

Camund
ongo

Camund
ongo

Camund

ongo

Rato

Rato

Rato

Estatinas

Atorvastatina

Sinvastatina

Atorvastatina

Sinvastatina

Sinvastatina

Atorvastatina

Dose

10

30

5,10,
ou 20

20

1e3

10

Modelo
Utilizado no
Estudo

Prejuizo
Cognitivo
induzido por
leséo na
barreira

hematoencefal

Ica

Estatina per
se

Prejuizo
cognitivo
induzido por
isoflurano

Modelo de
Sepse

Dieta
Hiperlipidica

Dieta Rica em
Sacarose

Testes de
Memoéria

Labirinto
Aquatico de
Morris

Reconhecimen
to de Objetos
e Labirinto
Aquatico de
Morris

Labirinto
Aquatico de
Morris

Reconhecimen
to de Objetos
e
Condicioname
nto de Medo
Contextual

Esquiva
Inibitéria

Esquiva
Inibitéria

Efeito da
Estatina no
Modelo

Reversao dos
Prejuizos na
memoéria
espacial de
longo prazo.

sem modelo

Reversao dos
Prejuizos na
memoria
espacial de
longo prazo.

Protec¢ao no
prejuizo de
memoria de
reconheciment
0 e de medo
de curto e
longo prazo.

Sem efeito na
Memoria

Protecdo no

prejuizo de

memoria de
medo de curto
e longo prazo.

Efeito da
Estatina per
se

Sem efeito
per se

Prejuizo na
memoria de
reconhecime
nto e
espacial de
curto e longo
prazo.

sem efeito
per se

sem efeito
per se

sem efeito
per se

sem efeito
per se

Mecanismo

lativagéo de
NF-kB e
NLRP3
inflamassom
ano
hipocampo

la apoptose
celulare a

permeabilida
de da BBB

lde
colesterol no
hipocampo.

|da ativagao
da via
p38MAPK/A
TF2

linflamacao
1 niveis de
sinaptofisina
no
hipocampo
1 Bcl-2
los niveis de
caspase-3
clivada

Nenhum
mecanismo
investigado

lo acumulo
de gordura
no figado
| estresse
oxidativo e a
atividade
inflamatodria
no cérebro
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Espécie

Camund
ongo

Rato

Rato

Rato

Rato

Estatinas

Atorvastatina

Sinvastatina

Sinvastatina

Rosuvastatina

Sinvastatina

Dose

0.2

10e
20

5,10
e 15

5

Modelo
Utilizado no
Estudo

Modelo de
Sepse

Modelo de
Diabetes
induzido por
Estreptozotoci
na

Modelo de
Diabetes
induzido por
Estreptozotoci
na

Prejuizo
cognitivo
induzido por
dieta rica em
sale
colesterol

Modelo de
Diabetes
induzido por
Estreptozotoci
na

Testes de
Memoéria

Labirinto
Aquatico de
Morris

Labirinto
Aquatico de
Morris e
Labirintoem Y

Labirinto
Aquatico de
Morris

Labirinto
Aquatico de
Morris

Labirinto
Aquatico de
Morris

Efeito da
Estatina no
Modelo

Protegao dos
Prejuizos na
memoéria
espacial de
longo prazo.

Reverséo dos
Prejuizos na
memoria
espacial de
curto e longo
prazo.

Reversao dos
Prejuizos na
memoéria
espacial de
longo prazo.

Reverséo dos
Prejuizos na
memoéria
espacial de
longo prazo.

Reversao dos
Prejuizos na
memoria
espacial e de

medo de longo

prazo.

Efeito da
Estatina per
se

sem efeito
per se

sem efeito
per se

sem efeito
per se

sem efeito
per se

sem efeito
per se

Mecanismo

la
concentraca
o plasmatica
de IL-1B, IL-
4,1L-6, e
TNF-a

| os Niveis

de citocinas

inflamatdrias
no tecido
cerebral

lestresse
oxidativo no
hipocampo

Nenhum
mecanismo
investigado

melhorou a
densidade
neural no
tecido
hipocampal
€ preveniu
a regulacéo
positiva da
expressao
do gene
MMP-9,
redugéo
dano
neuronal no
hipocampo

lda
neuroinflama
¢cao

ta
expressao
de klotho e
MnSQOD e
exibiu um
efeito
neuroproteto
r que pode
estar
relacionado
ao seu efeito
antioxidante
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Espécie

Camund
ongo

Rato

Camund
ongo

Camund
ongo

Camund
ongo

Camund
ongo

Estatinas

Atorvastatina

Atorvastatina

Sinvastatina

Atorvastatina

Atorvastatina e

Sinvastatina

Atorvastatina

Dose

10

20

10

1,10
e 20

10e
20

Modelo
Utilizado no
Estudo

Prejuizo
cognitivo
induzido pela
administragao
ICV de AB25—
35

Prejuizo
cognitivo
induzido por
nicotina

Estatina per
se

Prejuizo
cognitivo
induzido pela
administragédo
ICV de AR1-
40

Estatina per
se

Dieta
Hiperlipidica

Testes de
Memoéria

Labirinto
Aquatico de
Morris e
Labirintoem Y

Labirintoem Y

Labirinto
Aquatico de
Morris

Localizagao de
Objetos

Localizagao de
Objetos

Labirinto em
Y, Labirinto
Hebb-William,
esquiva
inibitoria e
Esquiva ativa.

Efeito da
Estatina no
Modelo

Reversao dos
Prejuizos na
memoéria
espacial de
longo prazo e
na alternancia
espontanea

Reverséao dos
Prejuizos na
memoria
espacial de
longo prazo.

sem modelo

Reverséo dos
Prejuizos na
memoria
espacial de
curto prazo.

sem modelo

Reversao no
prejuizo de
memoria
espacial e de

medo de longo

prazo (com
excegao do
Labirinto
Hebb-William)

Efeito da
Estatina per
se

sem efeito
per se

Diminuigao
da
performance
em relagéo
ao controle.

Melhora na
memoéria
espacial de
longo prazo.

sem efeito
per se

Melhora na
Memoria
Espacial

Curto Prazo.

sem efeito
per se

Mecanismo

potenciagédo
de longo
prazo (PLP)
protegida e
respostas
inflamatorias
inibidas

LFP

1da ativagao
de PI3K/Akt
tdos
receptores
N-metil D-
aspartato

tda
atividade do
monoamina
oxidase-A e
monoamina
oxidase-B
Melhoria a
longo prazo
Potenciagao
em CA1
hipocampal
via
regulacéo
positiva de
a7
Receptor
Nicotinico de
Acetilcolina
lda
captacao de
sodio no
hipocampo e
efeito
antioxidante
efeito
mnemaonico
envolve o
sistema
beta-
adrenérgico

Nenhum
mecanismo
investigado
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Espécie

Rato

Camund
ongo

Rato

Cobaia

Camund
ongo

Estatinas

Atorvastatina

Atorvastatina

Sinvastatina

Sinvastatina e
Atorvastatina

Atorvastatina

Dose

10

0.1

2e1

10

Modelo
Utilizado no
Estudo

Isquemia
Cerebral

Estatina per
se

Estatina per
se

Estatina per
se

Prejuizo
Cognitivo
Induzido por

Pés-operatério

Testes de
Memoéria

Labirinto
Aquatico de
Morris

Labirinto
Aquatico de
Morris

Esquiva
Inibitdria

Labirinto
Aquatico de
Morris

Labirinto
Aquatico de
Morris e
Condicioname
nto de Medo
Contextual

Efeito da
Estatina no
Modelo

Reversao dos
Prejuizos na
memoéria
espacial de
longo prazo.

sem modelo

sem modelo

sem modelo

Reversao dos

Prejuizos na
memoéria
espacial e de

medo de longo

prazo.

Efeito da
Estatina per
se

sem efeito
per se

Prejuizo na
memoéria
espacial de
longo prazo.

sem efeito
per se

Prejuizo na
memoéria
espacial de
longo prazo.

sem efeito
per se

Mecanismo

protege
contra danos
cerebrais
morfoldgicos
e funcionais
e facilita o
aprendizado
espacial de
longo prazo
ea
recuperacao
da meméoria
por um
mecanismo
dependente
da
subunidade
do receptor
GIluN2B
NMDA
lda
expressao
das
proteinas da
vesicula pré-
sinaptica
localizadas
em MLR,
sintaxina-1a
e
sinaptofisina

Nenhum
mecanismo
investigado

I na
Potenciagao
de Longo
Prazo

Sem
reversao
coma
adicao de
colesterol
| Producéo
de IL-1B

| Expressao

da COX-2 e
ativacao da
via NF-«xB

| da

atividade
microglial
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Espécie

Rato

Rato

Rato

Rato

Camund
ongo

Cobaia

Estatinas

Sinvastatina

Sinvastatina e
Pravastatina

Atorvastatina

Atorvastatina

Sinvastatina e
Pravastatina

Sinvastatina e
Atorvastatina

Dose

1.5

10

10

20e
25

Modelo
Utilizado no
Estudo

Estatina per
se

Estatina per
se

Modelo de
Parkinson
MPTP

Prejuizo
cognitivo
induzido pela
administragéo

ICV de AB1-42

Dieta
Hipercolestero
Iémica

Estatina per
se

Testes de
Memoéria

Esquiva
inibitéria

Reconhecimen
to de Objetos

Labirinto
Aquatico de
Morris e
Reconhecimen
to Social

Labirinto
Aquatico de
Morris

Esquiva
inibitéria

Labirinto
Aquatico de
Morris

Efeito da
Estatina no
Modelo

sem modelo

sem modelo

Protecdo ao
prejuizo na
memoria de

reconheciment

o social. Sem
efeito na
memoria
espacial.

Reversao dos

Prejuizos na
memoria

espacial de
curto e longo
prazo.

sem modelo

sem modelo

Efeito da

Estatina per

se

Melhora na
memoria de
medo de
longo prazo.

Prejuizo na
memoria de
reconhecime
nto de curto
e longo
prazo.

sem efeito
per se

sem efeito
per se

Melhora na
memoéria de
medo de
longo prazo.

sem efeito
per se

Mecanismo

la
expressao
de Rab3 e
RhoA

Nenhum
mecanismo
investigado

tos niveis de
NGF no
corpo
estriado e no
hipocampo

lproducéo
de IL-1B, IL-
6 e TNF-a

O tratamento
de curto
prazo com
Sinvastatina
mostrou
aumento
significativo
na atividade
de HMG-
CoAR,
apesar do
nivel de
colesterol
cerebral
inalterado. e
Pravastatina
néao alterou o
nivel de
colesterol
cerebral,
bem como a
atividade
cerebral de
HMG-CoAR.

Nenhum
mecanismo
investigado
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Espécie

Camund
ongo

Rato

Camund
ongo

Rato

Camund
ongo

Estatinas

Atorvastatina

Sinvastatina

Pitavastatina,
Sinvastatina e
Fluvastatina

Atorvastatina

Atorvastatina

Dose

1,5

10

10

10

Modelo
Utilizado no
Estudo

Prejuizo
Cognitivo
induzido por
Escopolamina

Remocgao do
bulbo olfatério

Dieta Hiper
Lipidica +
Modelo de
Diabetes
Induzido por
Estreptozotoci
na

Inflamagéao
induzida por
pentilentetrazo
I

Prejuizo
cognitivo
induzido pela
administracao
ICV de AB1-
40

Testes de
Memoéria

Labirintoem Y

Esquiva
Inibitéria e

Localizagao de

Objetos

Labirinto

Aquatico de

Morris

Esquiva
Inibitéria

Labirinto
Aquatico de
Morris

Efeito da
Estatina no
Modelo

Reversao dos
Prejuizos na
memoéria
espacial de
curto prazo.

Sem efeito na
Memodria

Reverséo dos
Prejuizos na
memoéria
espacial de
longo prazo.

Reverséo dos
Prejuizos na
memoria de

medo de longo

prazo.

sem efeito na
Memoria

Efeito da
Estatina per
se

sem efeito
per se

Melhora na
aquisicao da
memoéria em

ambos os

testes.

sem efeito
per se

sem efeito
per se

sem efeito
per se

Mecanismo

A
atorvastatina
melhorou a
consolidagao
da memoria
em uma via
NO-
dependente;
em
contraste,
afeta a
recuperacao
da memoria
através de
uma via
independent
e de NO

Nenhum
mecanismo
investigado

Efeito
hipocolester
olémico e
antioxidante

Nenhum
mecanismo
investigado

!

astrogliose,
peroxidagao
lipidica e
expressao
de COX-2,
no
hipocampo.
Tna
expressao
de
transportado
res de
glutamato
gliais
I

neurodegen
eracao
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Espécie

Camund
ongo

Rato

Rato

Rato

Camund
ongo

Rato

Camund
ongo

Camund
ongo

Estatinas

Sinvastatina

Atorvastatina e
Pitavastatina

Sinvastatina

Atorvastatina e
Sinvastatina

Sinvastatina

Fluvastatina

Rosuvastatina

Sinvastatina

Dose

20

10

10e
30

50

7.5

40

Modelo
Utilizado no
Estudo

Modelo
Transgénico
da Doenca de
Alzheimer

Modelo de
Demeéncia
Vascular
induzido por
L-Metionina

Estatina per
se

Prejuizo
cognitivo
induzido por
alprazolan,
escopolamina
e dieta
hiperlipidica

Modelo
Transgénico
da Doenga de
Alzheimer

Estatina per
se

Modelo de
Toxoplasmose

Modelo
Transgénico
da Sindrome
de Angelman

Testes de
Memoéria

Labirinto
Aquatico de
Morris

Labirinto
Aquatico de
Morris

Labirinto de
Barnes

Labirinto
Aquatico de
Morris

Labirinto
Aquatico de
Morris e
Habituagao
Campo Aberto

Labirinto de
Barnes

Reconhecimen
to de Objetos

Reconhecimen
to de Objetos

Efeito da
Estatina no
Modelo

sem efeito na
Memoria

Reducgao dos
Prejuizos na
memoria
espacial de
curto e longo
prazo.

sem modelo

Atenuacéo dos
Prejuizos na
memoria
espacial de
longo prazo.

Reversao dos
Prejuizos na
memoéria
espacial de
longo prazo.

sem modelo

Reversao dos
Prejuizos na
memoria de

reconheciment
odecurto e
longo prazo.

Reversao dos
Prejuizos na
memoéria de

reconheciment

o de curto
prazo.

Efeito da
Estatina per
se

sem efeito
per se

sem efeito
per se

Prejuizo na
memoéria
espacial de
longo prazo.

sem efeito
per se

Melhora na
memoria
espacial de

longo prazo.

sem efeito
per se

sem efeito
per se

sem efeito
per se

Mecanismo

Nenhum
mecanismo
investigado

|l no
estresse
oxidativo

| atividade
acetilcolinest
erase

| colesterol
plasmatico.

Nenhum
mecanismo
investigado

Nenhum
mecanismo
investigado

1a
concentraga
o de Akt e P-
Serd73-Akt

Tha
concentraga
o de NO

Nenhum
mecanismo
investigado

Nenhum
mecanismo
investigado

Restauragao
da atividade
da HDAC1/2
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Espécie

Rato

Rato

Rato

Rato

Camund
ongo

Camund
ongo

Rato

Estatinas

Sinvastatina

Sinvastatina e
Rosuvastatina

Rosuvastatina

Rosuvastatina

Atorvastatina

Sinvastatina

Sinvastatina

Dose

88 -
Sinva
statin

ae

150 -
Rosu
vastat

ina

10

10

20

40e
80

Modelo
Utilizado no
Estudo

Dieta
Hiperlipidica

Estatina per
se

Modelo de
Hipertensao
Arterial

Modelo de
Acidente
Vascular por
Oclusédo da
Cardtida

Modelo de
Deméncia por
Idade + D-
galactose

Estatina per
se

Modelo de
Deméncia por
Idade + D-
galactose

Testes de
Memoéria

Labirinto
Aquatico de
Morris

Labirinto
Aquatico de
Morris

Labirinto
Aquatico de
Morris e
Reconhecimen
to de Objetos

Labirinto
Aquatico de
Morris

Reconhecimen
to de Objetos

Labirinto
Aquatico de
Morris e
Labirintoem Y

Labirinto
Aquatico de
Morris

Efeito da
Estatina no
Modelo

Reversao dos
Prejuizos na
memoéria
espacial de
longo prazo.

sem modelo

Reversao dos
Prejuizos na
memoria
espacial e de
reconheciment
o de longo
prazo.

Reversao dos
Prejuizos na
memoéria
espacial de
longo prazo.

Reversao dos
Prejuizos na
memoéria de

reconheciment

o de curto
prazo.

sem modelo

Reversao dos
Prejuizos na
memoria
espacial de
longo prazo.

Efeito da
Estatina per
se

Melhora na
memoéria
espacial de
longo prazo.

Prejuizo na
memoria
espacial de
longo prazo.

Sem grupo
controle
estatina

Sem grupo
controle
estatina

Sem grupo
controle
estatina

Melhora na
memoéria
espacial de
curto e longo
prazo.

Sem grupo
controle
estatina

Mecanismo

Reverséao na
perda de
neurdnios
piramidais

do
hipocampo

ldas
neurotrofinas
e irisina no
hipocampo.

lgraus de
lesdo da

substancia
branca,

texpressao
de proteinas
de jungdes
Claudina-5,
Ocludina, e
Z0-1 no
corpo caloso

ldepésitos
de AB no
cortex e
hipocampo
T
vascularizag
ao e fungéo
sinaptica, e
fatores
neurotroficos

tda
expressao
de SOD e
BDNF

tda
atividade
dos
receptores
a7nACh

ldo estresse
oxidativo no
plasma e
neuroproteg
do
hipocampal
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Espécie

Camund
ongo

Rato

Rato

Rato

Camund
ongo

(i)

Modelos

Estatinas

Sinvastatina

Atorvastatina e
Pitavastatina

Rosuvastatina

Pravastatina e
Atorvastatina

Sinvastatina

Dose

40

30e

0.2e
2.0

10e
10

1,5e
10

Modelo
Utilizado no
Estudo

Modelo
Transgénico

da Doencga de

Alzheimer

Modelo
Transgénico

da Doenga de

Alzheimer

Tratamento
neonatal com
ferro

Estatina per
se

Inflamagéao
induzida por

pentilenotetraz

ol

Testes de
Memoéria

Labirinto
Aquatico de
Morris

Labirinto
Radial

Reconhecimen

to de Objetos

Reconhecimen

to de Objetos

Esquiva
inibitéria e
Labirinto
Aquatico de
Morris

Efeito da
Estatina no
Modelo

sem efeito na
Memoria

Reversao dos
Prejuizos na
memoéria
espacial de
longo prazo.

Reversao dos
Prejuizos na
memoria de

reconheciment

o de curto
prazo.

sem modelo

Reverséo dos
Prejuizos na
memoria
espacial e de
medo de curto
e longo prazo.

Efeito da
Estatina per
se

sem efeito
per se

Sem grupo
controle
estatina

sem efeito
per se

Prejuizo na
memoéria de
reconhecime
nto de curto
e longo
prazo.

Sem grupo
controle
estatina

Mecanismo

Nenhum
mecanismo
investigado

ldos danos
vasculares.

Nenhum
mecanismo
investigado

Nenhum
mecanismo
investigado

TALDH2 e
regulacéo
dos
disturbios
nos niveis
de H2S e
NO via
modulagao
de suas
enzimas
sintéticas
(CBSe
iNOS,
respectivam
ente) e via
de
sinalizagao
BDNF/TrkB

De modo geral diversos modelos foram utilizados, podemos classifica-los em:

da doenca de Alzheimer,

(ii)

Prejuizo  Cognitivo

Induzido

Farmacologicamente (Escopolamina, MDMA, Etanol, dentre outros.); (iii) Estatina per

se; (iv) Intervengdo Metabdlica (dietas ricas em gordura, colesterol, carboidratos e

inducdo de diabetes por estreptozotocina); (v) Modelo de Acidente vascular; (vi)
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Modelo de Sepse; (vii) Modelos de Traumatismo e Lesdes Cerebrais; (viii) Modelo da
Doenca de Parkinson; (ix) Idade; (x) Modelo de Hipertenséo e (xi) Outros. A figura
abaixo (Fig. 17) apresenta um breve resumo da propor¢ao dos modelos nos artigos

incluidos na revisao.

20.41% Modelo da Doenca de Alzheimer
16.33% Prejuizo Cognitivo induzido Farmacologicamente
15.31% Estatina per se

15.31% Intervengao Metabdlica

10.20% Modelo de Acidente Vascular
3.06% Modelo de Sepse

3.06% Modelo da Doenca de Parkinson
8.16% Modelo de Traumatismo

3.06% Idade

4.08% Outros

1.02% Modelo de Hipertenséo

Total=98

Figura 17. Modelos utilizados nos estudos incluidos na revisao.

3.6.5. Efeitos das Estatinas nos Modelos de Patologias e Insultos ao Sistema

Nervoso

Muitos estudos encontraram efeitos benéficos das estatinas na reverséo,
atenuagao ou prevencgao de prejuizos cognitivos em modelos de patologias e insultos
ao sistema nervoso (Tabela 1). Diferentes mecanismos sao elencados como
responsaveis de tais efeitos. Tantos os mecanismos classicos de diminuicdo da
concentracao lipideos plasmaticos, aos efeitos pleiotropicos, principalmente anti-
inflamatorios, antioxidantes e vasculares, sdo descritos como eventos relacionados

aos efeitos positivos das estatinas neste contexto.

Alguns estudos relacionam os efeitos benéficos das estatinas sobre a memoria

diretamente pelo seu papel de diminuicido do colesterol, especialmente em modelos
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dietéticos e genéticos de dislipidemias (YU et al., 2013). A diminuicdo nos niveis de
colesterol plasmatico poderia acarretar menor dano vascular fator relacionado a
prejuizos nos processos de memoria(EL-DESSOUKI et al., 2017; KOLADIYA et al.,
2008; TRIGIANI et al., 2019). De fato, a atenuacgao da dislipidemias pode ter impacto
positivo sobre prejuizos de memoaria induzidos por dietas hipercaldricas, em 2019, Liu
e colaboradores apresentaram evidéncia de que doses de 20 mg, 40 mg e 60 mg de
atorvastatina induziram diminuicdo dose dependente nos niveis de colesterol
plasmatico em um camundongos alimentados com dieta hiperlipidica. Além disso, tais
tratamentos também acarretaram atenuacdo dos prejuizos memoria especial
observados nos animais alimentados com a dieta rica em gordura. A reversao das
consequéncias metabdlicas relacionadas a dislipidemia também induziram altera¢des
positivas para fendbmenos de plasticidade como aumento da expressdao CREB e
BDNF, assim como modulagao positiva sobre enzimas como CAMKII e ERK(LIU et

al., 2019).

Diferentes achados relatam efeitos anti-inflamatdrios e antioxidantes por parte
das estatinas o que diminui o impacto dos danos ao sistema nervoso central e como
consequéncia os efeitos benéficos sobre os processos cognitivos (MARTINS et al.,
2015; MASSAAD; KLANN, 2011a, 2011b; SOLMAZ; ATASQY; ERBAS, 2020). O
efeito anti-inflamatério das estatinas parece se dar por diferentes mecanismos, um
deles é o efeito principal destes farmacos na diminui¢ao do colesterol LDL, que diminui
a inflamacado (JUKEMA; AHMED; TARDIF, 2019). Outros estudos apontam
modulacao de citocinas inflamatdria, associando o tratamento com estatinas com a
diminuicdo de citocinas pro-inflamatérias e aumento de citocinas anti-inflamatorias.
Reversdo e atenuagdo do aumento de citocinas como IL-1B3, IL-6 e TNF-a foram
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observadas em diferentes modelos, como dieta hiperlipidica (LIU et al., 2019), como

sepse (TIAN et al., 2020) e doenca de Alzheimer (WANG et al., 2018).

Os efeitos antioxidantes parecem ser exercidos também por diferentes
mecanismos, alguns estudos sugerem modulagao atividade de enzimas antioxidantes,
por exemplo, em Martins 2015, observou-se que 10 mg/kg de atorvastatina por 7 dias
em camundongos com prejuizo cognitivo induzido por pela administragéo ICV de AR1-
40 reverteu as alteragcdes comportamentais, o que foi acompanhado da diminuigao da
atividade da glutationa redutase e peroxidase(MARTINS et al., 2015). Mesmo a
expressao de enzimas antioxidantes importante pode ser induzida pelo tratamento
com estatinas, Adeli e colaboradores (2017) demonstraram que o tratamento com
Sinvastatina 5 mg/kg induz aumento na expressao da enzima superéxido dismutase
no hipocampo de animais modelo de diabetes induzida pela administracdo de
estreptozotocina (ADELI et al., 2017). Esta enzima é importante no controle espécies
reativas e na manutencdo da homeostase redox e 0 aumento da sua expressao neste
estudo é correlato a reversado dos prejuizos de memoria consequente ao tratamento.
Diminuicdo de dano oxidativo e de espécies reativas de oxigénio foram efeitos
apresentados como consequéncias positivas do tratamento com estatinas e que
contribuem para reversdo dos prejuizos cognitivos e  alteragdes

comportamentais(PIERMARTIRI et al., 2010; SOLMAZ; ATASQOY; ERBAS, 2020).

Outro efeito presente em muitos dos trabalhos (CATALAO et al., 2020; HU et
al., 2018; JAFARI et al., 2021; LIU et al., 2017; NAKANDAKARI et al., 2019; TIAN et
al., 2020) avaliados foi a inibigcdo das vias apoptdticas, muito provavelmente em virtude
aos efeitos neuroprotetores supracitados. Em Cataldo e colaboradores (2019) houve

diminuicao significativa nos na expressao de caspase-3 e aumento na proteinas Bcl-
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2, indicativo de diminuicdo das vias apoptoticas, no hipocampo de animais com
prejuizo cognitivo induzido por sepse e tratados com sinvastatina 20 mg/kg por 14
dias. Tal consequéncia foi acompanhada por reversdo nos prejuizos de memoria de

reconhecimento observado nestes animais(CATALAO et al., 2020).

Efeitos diretos sobre sistemas neurotransmissores e mecanismos de
plasticidade também podem ser observados com tratamento com estatinas sobre a
memoria em modelos patologicos(JEONG et al., 2021a; JIN et al., 2016; MARTINS et
al., 2015; WANG et al., 2008, 2014). Estudos demonstram que as estatinas podem ter
efeito sobre sistemas neurotransmissores como o glutamato e sobre a constituicao
lipidica das membranas neuronais, importante fator para atividade pds-sinaptica e
mecanismos de plasticidade. Um exemplo direto sobre o sistema glutamatérgicos,
critico na plasticidade sinaptica, é o estudo de Jin et al (2010),0 qual demonstrou que
o tratamento com sinvastatina em camundongos reverteu prejuizos cognitivos
induzidos por injecdo do peptideo AR 1-42 aumentou a fosforilagdo da subunidade
NR2B do receptor NMDA e a fosforilagao da proteina Akt, ambos efeitos positivos para
processos de plasticidade adjacentes a formacdo de novas memdrias. De forma
interessante os efeitos foram dose-dependentes e relacionados a diminuicdo de FP
pela inibicio da via do mevalonato (JIN et al., 2016). Outros sistemas
neurotransmissores também parecem ser afetados por tratamento com estatinas e
mediar efeitos positivos para cognigao, incluindo os sistemas colinérgico (WANG et
al., 2008, 2014), adrenérgico (VANDRESEN-FILHO et al., 2015) e dopaminérgico

(JEONG et al., 2021a).

Além disso, efeitos sobre a liberacdo neurotrofinas, também sao efeitos

positivos associados ao tratamento com estatinas em modelos animais. Bergeron e
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colaboradores (2020) verificou que o tratamento com atorvastatina 5mg/kg por 6
semanas reverteu os prejuizos cognitivos em um modelo de acidente vascular
cerebral, tal efeito foi acompanhado de aumento nos niveis de BDNF e no seu receptor
tirosina cinase B (TrkB) e do fator de crescimento endotelial vascular (do inglés
Vascular endothelial growth fator — VEGF) em diferentes sitios cerebrais dos animais
(BERGERON et al., 2021). Don-Doncow também observou um efeito de aumento nos
niveis de BDNF no hipocampo de camundongos com prejuizo cognitivo induzido por
modelo de hipercolesterolemia genética tratados por 2 meses com 0,5 mg/kg de
sinvastatina, tal é correlato a reversdo dos déficits de memodria observados nos
animais, sugerindo que mesmo pequenas doses podem ter feitos benéficos sobre os

processos de plasticidade e de memoéria(DON-DONCOW et al., 2021).

Assim, além dos classicos efeitos na circulagao lipidica, maior parte dos efeitos
benéficos verificados pelo tratamento com estatinas se da por efeitos pleiotropicos,
em grande parte anti-inflamatérios e antioxidantes, além de mecanismos relacionados
diretamente com a transmissao e plasticidade sinaptica também foram observados.
Vale notar que tais efeitos benéficos parecem ser observados com o tratamento de
estatinas em animais que sofreram algum tipo de injuria ou sdo modelos de patologias

do sistema nervoso.

3.6.6. Efeitos das Estatinas na Aprendizagem e Memoéria per se

Alguns estudos focaram especificamente nos efeitos das estatinas sobre a
memoria. A tabela abaixo sintetiza os mesmos e seus efeitos sobre aprendizagem e

memoria.
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Tabela 2 - Estudos focados nos efeitos das estatinas sobre a memodria em roedores

Espécie

Cobaia

Rato

Camundongo

Cobaia

Rato

Rato

Camundongo

Rato

Camundongo

Estatinas

Sinvastatina e
Atorvastatina

Fluvastatina

Atorvastatina

Sinvastatina e
Atorvastatina

Sinvastatina

Sinvastatina e
Rosuvastatina

Sinvastatina

Pravastatina
e
Atorvastatina

Sinvastatina

Dose

0,5e1

7,5

1(SIN) e

2 (ATO)

10 e 30

88 (SIN)
e
150(ROS)

30

10

20

Tempo de
Tratamento

40 Dias

28 Dias

7 Meses

6 Semanas

42 Dias

18 Dias

26 Dias

18 Dias

30 Dias

Testes de
Memoria

Labirinto
Aquatico de
Morris

Labirinto de
Barnes

Labirinto
Aquatico de
Morris

Labirinto
Aquatico de
Morris

Labirinto de
Barnes

Labirinto
Aquatico de
Morris

Reconhecimento
de Objetos e
Labirinto
Aquatico de
Morris

Reconhecimento
de Objetos

Labirinto
Aquatico de
Morris e
Labirintoem Y

Efeito da
Estatina per se

sem efeito per
se

sem efeito per
se

Prejuizo na
memaria
espacial de
longo prazo.

Prejuizo na
memoria de
trabalho
espacial

Prejuizo na
memoria
espacial de
longo prazo
apenas na
dose de 10
mg/kg
Prejuizo na
memoria
espacial de
longo prazo.
Prejuizo na
memoria de

reconhecimento

e espacial de
curto e longo
prazo.

Prejuizo na
memoria de

reconhecimento

de curto e
longo prazo.

Melhora na
memoria
espacial de
curto e longo
prazo.

Mecanismo

Nenhum
mecanismo
investigado

Nenhum
mecanismo
investigado

lda
expressao
das
proteinas da
vesicula pré-
sinaptica
localizadas
em MLR,
sintaxina-1a
e
sinaptofisina
L na
Potenciagao
de Longo
Prazo

Sem
reversao
coma
adicao de
colesterol

Nenhum
mecanismo
investigado

ldas
neurotrofinas
e irisina no
hipocampo.

lde
colesterol no
hipocampo.

Nenhum
mecanismo
investigado

tda
atividade
dos
receptores
a7nACh
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Tempo de Testes de Efeito da

Espécie Estatinas Dose Tratamento Memoéria Estatina per se Mecanismo
Melhora na la
. . Esquiva memoria de expressao
Rato Sinvastatina 1.5 3 Semanas inibitéria medo de longo de Rab3 e
prazo. RhoA

Foram localizados 10 estudos que investigaram diretamente o efeito das
estatinas sobre a memdria, ou seja, focados no tratamento com esta classe de
farmacos e ndo associados a modelos de insultos e patologias do sistema nervoso.
Deste nota-se que 2 dos estudos ndo encontraram efeitos das estatinas sobre os
processos de memoria, 2 dos estudos encontraram efeitos benéficos, de melhora no
desempenho mnemédnico e 6 dos estudos encontraram prejuizos de memdria
associados ao tratamento com estatinas. Nota-se que maior parte das estatinas
utilizadas sé&o Sinvastatina e Atorvastatina, mais comuns nos estudos com roedores
como visto na tabela |. Apenas 2 dos estudos utilizaram estatinas lipofilicas, sendo em
um estudo a rosuvastatina (OKUDAN; BELVIRANLI, 2020) e no outro a
pravastatina(STUART et al., 2013). Nota-se que no ultimo estudo apenas a
pravastatina induziu prejuizos de memoria, sugerindo uma possivel tendéncia a este
tipo de estatina poder causar alteragbes cognitivas, enquanto as lipofilicas néo
apresentariam tais efeitos. Ainda assim, a solubilidade ndo parece ser uma
caracteristica relevante para prejuizos cognitivos e de memoaria quando e se leva em

consideracgao os outros estudos avaliados.

Em relacéo as doses e duracao dos tratamentos, ndo parece haver uma relagao
direta com os efeitos cognitivos. Por exemplo, baixas doses aparentemente séo
capazes de causar prejuizos como observado no estudo de Maggo 2014, o qual

demonstrou alteracdo na memoaria de trabalho espacial em cobaias tratadas com 1
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mg/kg de sinvastatina e 2 mg/kg de atorvastatina (MAGGO; ASHTON, 2014). De
forma interessante o mesmo grupo néao verificou tais prejuizos em estudo anterior no
qual utilizaram doses ainda mais baixas como 0.5 mg/kg (MAGGO; CLARK; ASHTON,
2012). Baytan em 2008 apresenta resultados muito interessantes ao avaliar o efeito
de 10 e 30 mg/kg por 42 dias na memoéria especial de ratos na tarefa do labirinto de
Barnes. O grupo encontrou que 10 mg/kg induz prejuizo neste tipo de memodria,
enquanto o tratamento com 30 mg/kg ndo acarretou alteragbes mneménicas. Assim,
sugerem que possiveis efeitos amnésicos da sinvastatina sdo dose especificos e ndo
dose dependentes, o que segure uma modulacdo fina do farmaco sobre na
aprendizagem no labirinto utilizado no trabalho (BAYTAN et al., 2008). Entretanto,
tratamentos com altas doses também foram associadas a prejuizos cognitivos. No
estudo de Okudan et al (2020) demonstrou-se 88 mg/kg de sinvastatina e 150 mg/kg
de rosuvastatina por 18 dias induziram prejuizos significativos na formacado da
memoria espacial de longo prazo em ratos na tarefa do labirinto aquatico. Além disso,
nossos resultados experimentais também n&o corroboram os achados dose
especificos sugeridos por Baytan 2008, em intervencao aguda apenas alta dose (50
mg/kg) apresentou efeito amnésico na memoria de medo no teste de esquiva inibitoria

(dados experimentais Fig.11).

3.6.7. Possiveis Mecanismos envolvidos com Prejuizos Mnemoénicos

relacionados as Estatinas
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O prejuizo de memdria induzido pelas estatinas nos diferentes estudos
selecionados nesta revisdo apresenta diferentes sugestdes de mecanismos
envolvidos. A inibicdo da via do mevalonato por essa classe de farmacos induz
alteracdo de produtos celulares importantes para a fungcéo neuronal e eventos de
plasticidade, tanto pela sintese de novo de colesterol como por outros de seus

derivados como FP e GP envolvidos em processos de sinalizagédo e prenilagao.

Os lipidios de membrana contribuem para o equilibrio entre a atividade dos
receptores e proteinas sinapticas, mecanismo chave para a plasticidade. Evidéncias
sugerem que as balsas lipidicas fornecem um ponto de encontro espacial e temporal
para receptores e proteinas envolvidos em uma via comum, facilitando sua sinalizagao
intracelular (HERING; LIN; SHENG, 2003). Proteinas pré e pds-sinapticas importantes
organizaram-se em microdominios lipidicos de membrana como as balsas lipidicas e
sua expressao e disponibilidade pode ser alterada com a perturbacdo na formagao
destes ambientes de membrana devido alteragbes na fonte enddégena de colesterol
proveniente da via do mevalonato. Assim ao diminuir a atividade da via, as estatinas
diminuiriam ainda mais a baixa sintese de colesterol pelas células neuronais,
prejudicando o fino controle de disponibilidade do lipidio para eventos de
neurotransmissao e plasticidade. Corroborando tal hipotese Schling e colaboradores
demonstraram que o prejuizo de memédria em camundongos tratados com
atorvastatina 5 mg/kg por 7 meses foi acompanhado por diminui¢cdo de sintaxina 1-a
e sinaptofina, proteinas pré-sinapticas associadas a microdominios lipidicos da
membrana de vesiculas sinapticas, além de desorganizacao estrutural na proteina-95

de densidade pés-sinaptica (SCHILLING et al., 2014).
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Reforcando essa ideia, outro estudo demonstrou que tratamento com
Sinvastatina induz prejuizo na memdria acompanhado de diminui¢ao significativa no
colesterol do hipocampo (GUO et al., 2021). Neste estudo também se demonstrou
prejuizo funcional na eletrofisiologia hipocampal em fatias tratadas com estatina, com
diminuicado na facilitagdo da transmissao sinaptica e potenciagcéo de longo prazo. Os
autores sugerem que a diminuicdo de colesterol no hipocampo induz alteragao
funciona de receptores e canais iGnicos importantes para neurotransmissdo e
plasticidade como, canais de K+, Na+ e Ca2+ dependentes de voltagem e receptores
glutamatérgicos AMPA e NMDA, cujo a literatura demonstra que a atividade pode ser
influenciada pelos niveis de colesterol (KORINEK et al., 2015; LEVITAN; SINGH,;
ROSENHOUSE-DANTSKER, 2014). Assim, a sinvastatina, ao induzir alteragcbées na
produgao do colesterol, acarretaria também em uma alteragao na disponibilidade de
tal lipideo para processos de membrana, que dependem de proteinas ancoradas em

balsas lipidicas ricas em colesterol (GUO et al., 2021).

Entretanto, Maggo e colaboradores (2014) demonstraram que a adigdao de
colesterol nao foi suficiente para reversao dos efeitos prejudiciais das estatinas sobre
os processos de plasticidade avaliados através de eletrofisiologia (MAGGO; ASHTON,
2014). Uma possivel explicagao seria que para além do proprio colesterol outros
derivados da via do mevalonato podem ser importantes para 0os mecanismos
moleculares correlatos a formagcdo e manutencdo de novas memorias. De modo
interessantes nas fatias em que o grupo tratou com metil-B-ciclodextrina, farmaco
depletor do colesterol, também ouve prejuizo na potenciacdo de longo prazo, mas
neste caso, ocorre reversao quando o lipidio é adicionado na fatia, diferente de com o
tratamento com estatinas. Este dado embora n&do corrobore que a deplecdo de
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colesterol seja um dos mecanismos envolvidos com o prejuizo de memdria associado
as estatinas, indique que o lipideo & importante para potenciagao de longo prazo e
pode sugerir que tratamentos diferentes (modelo x dose x frequéncia) possam
também acarretar prejuizos funcionais em neurbnios associados a déficits neste

lipideos.

Ainda assim, diferentes produtos derivados desta rota bioquimica podem atuar
de forma diferenciada na homeostase neuronal e sua diminuigdo pode induzir em
prejuizos nos sistemas de neuroplasticidade. Tanto PF, como o PG, sdo importantes
agentes moleculares no fenbmeno de prenilagdo, o qual envolve a adicdo de grupos
hidrofébicos a estrutura molecular de diferentes proteinas. A modificagdo ocasionada
por tal mecanismo adiciona um grupo farnesil ou geranilgeranil no grupo c-terminal de
diferentes proteinas. As proteinas GTPases de membrana sao os principais alvos dos
processos de prenilacdo (ZHANG; CASEY, 1996). Essas proteinas estao envolvidas
em uma seérie de mecanismos de sinalizagao intra e extracelulares. A adi¢do do grupo
hidrofébico as proteinas preniladas, altera sua interagdo com a membrana e pode
promover a reorganizagao de suas proteinas e influenciar em sua fungdo. A Ras é
uma importante superfamilia de proteinas GTPases envolvidas com os processos de
plasticidade sinaptica e que é diretamente influenciada pelo fenémeno de prenilagao
(GIESE et al., 2001). Esta superfamilia influencia o trafego e a atividade de receptores
NMDA e AMPA através da membrana durante os processos de plasticidade sinaptica.
Alteracbes na homeostase destas proteinas também interferem na formacado e

morfologia de espinhos dendriticos (ZHU et al., 2002).

Assim, a interrupgao abrupta da via do mevalonato poderia desencadear

prejuizo em uma série de compostos moleculares relacionados aos mecanismos de
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plasticidade sinaptica, prejudicando assim os processos de memoria relacionados.
Esse tipo de alteragao é extremamente complexo e de modulacéo fina o que ajuda a
explicar a variedade de achados relacionando o tratamento com estatinas com
interferéncia cognitiva. Tal hipotese explicaria por que na auséncia de condicdo de
insulto ou dano ao sistema nervoso, em vez de melhora na memoria, observa-se

prejuizo em alguns estudos.

Efeitos benéficos sobre a memoria também sdo observados a partir do
tratamento com estatinas. Segato e colaboradores (2014) demonstraram que o
tratamento com sinvastatina induz melhora na memdria espacial associada a uma
diminuicdo na expressdo das proteinas Rab3 e RhoA (SEGATTO et al.,, 2014).
Vandresen-Filho e colaboradores (2015) sugerem um efeito benéfico da atorvastatina
sobre a memoria espacial se da por meio da atividade adrenérgica, haja vista que o
bloqueio dos receptores beta adrenérgicos inibiu os efeitos positivos da estatina

observados neste estudo (VANDRESEN-FILHO et al., 2015).
3.7. CONCLUSAO

Os estudos envolvendo tratamento com estatinas e memadria em roedores
apresentam variedade de resultados, sugerindo que os efeitos desta classe de
farmacos sobre a cognicdo sao complexos. Muitos trabalhos demonstram efeitos
benéficos das estatinas nos prejuizos cognitivos induzidos por uma série de insultos
no sistema nervoso ou presentes em diferentes modelos patolégicos. E provavel que
tais efeitos benéficos se deem, além de pela diminuigdo do colesterol LDL plasmatico,
principalmente pelos efeitos pleiotropicos anti-inflamatérios, antioxidantes e

vasculares que as estatinas apresentam. Entretanto, parte da literatura e nossos
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resultados experimentais demonstram que pode ocorrer prejuizo na formagédo da
memoria oriundo do tratamento das estatinas per se. E provavel que a interferéncia
na via do mevalonato possa alterar mecanismos importantes na homeostase dos
sistemas de plasticidade adjacentes aos fendmenos mneménicos, entretanto tal
alteragcdo € complexa e possivelmente transitéria e adaptavel. Ainda assim, mais
estudos sao necessarios para investigar se tal efeito negativo ocorre em diferentes
fases da memoaria e qual seria a relagao entre dose e inibicao da via do mevalonato

com os processos de plasticidade relacionados aos fendbmenos de meméaria.
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4. CONSIDERAGOES FINAIS

Neste trabalho foram avaliadas como duas intervencgdes distintas sobre o
metabolismo impactam sobre processos comportamentais e de memaria. No estudo
apresentado na sessao 2, avaliou-se os efeitos de DHL por curto periodos. Os
resultados sugerem uma dindmica para as repercussdes metabdlicas e suas
consequéncias cognitivo-comportamentais e servem de base para futuros estudos
que tenham como objetivo a compreensao mais aprofundada de como curtos periodos

de dieta podem afetar as fungdes neurocomportamentais.

Os resultados deste capitulo estdo reunidos no artigo cientifico: “Short periods of
a high-fat diet impact mice’s behavior, metabolism, and mitochondrial brain function.”
(Apéndice A), o qual encontra-se submetido no periddico cientifico: PHYSIOLOGY &
BEHAVIOR. As observagdes e metodologia padronizadas neste estudo serviram de

base aos seguintes trabalhos:

1. DE SOUZA, LETICIA; BARROS, WELLINGHTON DE MEDEIROS; DE SOUZA,
RAUL MARIN; DELANOGARE, ESLEN; MACHADO, ADRIANO EMANUEL;
BRAGA, SARA PEREIRA; ROSA, GIOVANA KAROLINE; NARDI, GEISSON
MARCOS; RAFACHO, ALEX; SPERETTA, GUILHERME FLEURY FINA;
MOREIRA, EDUARDO LUIZ GASNHAR. Impact of different fructose
concentrations on metabolic and behavioral parameters of male and
female mice. PHYSIOLOGY & BEHAVIOR, v. 228, p. 113187, 2021.

2. BRAGA, SARA PEREIRA; DELANOGARE, ESLEN; MACHADO, ADRIANO
EMANUEL; PREDIGER, RUI DANIEL; MOREIRA, EDUARDO LUIZ

GASNHAR. Switching from high-fat feeding (HFD) to regular diet improves
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metabolic and behavioral impairments in middle-aged female mice.
BEHAVIOURAL BRAIN RESEARCH, v. 398, p. 112969, 2021.

. VELOSO, IZOLENE CORREA; DELANOGARE, ESLEN; MACHADO,
ADRIANO EMANUEL; BRAGA, SARA PEREIRA; ROSA, GIOVANA
KAROLINE; DE BEM, ANDREZA FABRO; RAFIQUE, JAMAL; SABA,
SUMBAL; DA TRINDADE, ROBERTH NASCIMENTO; GALETTO, FABIO
ZAZYKI; MOREIRA, EDUARDO LUIZ GASNHAR. A selanylimidazopyridine
(3-SePh-IP) reverses the prodepressant- and anxiogenic-like effects of a
high-fat/high-fructose diet in mice. JOURNAL OF PHARMACY AND
PHARMACOLOGY, v. 73, p. 673-681, 2021.

. DE SOUZA, RAUL MARIN; DE SOUZA, LETICIA; MACHADO, ADRIANO
EMANUEL; DE BEM ALVES, ANA CRISTINA; RODRIGUES, FERNANDA
SILVA; AGUIAR, ADERBAL S.; DOS SANTOS, ADAIR ROBERTO SOARES;
DE BEM, ANDREZA FABRO; MOREIRA, EDUARDO LUIZ GASNHAR.
Behavioral, metabolic and neurochemical effects of environmental
enrichment in high-fat cholesterol-enriched diet-fed mice. BEHAVIOURAL

BRAIN RESEARCH, v. 1, p. 10960, 2018.

No estudo apresentado na sessédo 3 demonstrou-se o estado da arte dos estudos

envolvendo o efeito de estatinas e aprendizagem e memoria de roedores. De forma

geral observou-se que tratamentos com estatinas reverteram e atenuaram prejuizos

de memodria observados em inumeros modelos de insultos e patologias do sistema

nervoso, principalmente devido aos efeitos pleiotrépicos neuroprotetores. Também se

observou que alguns estudos apontam para prejuizos de memoaria e relacionou-se tais

achados com repercussdes negativas da diminuigdo da sintese de derivados da via
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do mevalonato. Futuros trabalhos devem focar em compreender melhor como as
estatinas podem interferir em fases especificas da memaoria e como a via mevalonato
e seus derivados influenciam nos processos de plasticidade adjacentes ao

processamento mnemaonico.
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