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RESUMO

A doenca de Parkinson (DP) é a segunda doencga neurodegenerativa mais comum na atualidade, e ainda ndo ha nenhuma
terapia eficaz para controlar a sua progresséo, os tratamentos atuais apenas aliviam os sintomas. O objetivo desse trabalho foi
avaliar o efeito da sinvastatina no comportamento rotatério de ratos com leséo unilateral pela 6-hidroxidopamina (6-OHDA).
Ratos Wistar machos adultos receberam infusédo unilateral de 6-OHDA no feixe prosencefalico medial (FPM) através de
cirurgia estereotaxica. Em seguida, diferentes grupos de animais receberam diferentes doses de sinvastatina (1, 5 ou 25
mg/Kg) ou veiculo, por via oral, diariamente por 28 dias. No 28° dia apés a cirurgia, todos os animais foram submetidos ao
teste do comportamento rotatério, induzido pela administracdo subcutanea (s.c.) de apomorfina (1 mg/Kg), no qual foram
avaliados o numero de rotacgdes ipsi e contralaterais ao lado lesionado. Os animais do grupo 6-OHDA+veiculo apresentaram
um ndmero maior de rotacdes contralaterais que os animais do grupo SHAM+veiculo. Os animais dos grupos 6-
OHDA+sinvastatina 1 mg/Kg e 6-OHDA+sinvastatina 5 mg/Kg apresentaram um menor nimero de rotacdes contralaterais,
guando comparados com os animais do grupo 6-OHDA+veiculo. Estes resultados sugerem que a sinvastatina pode diminuir
ou impedir a morte de neurénios dopaminérgicos, portanto, possuir um efeito benéfico na doenca de Parkinson. Este efeito
pode estar ligado & conhecida agéo anti-inflamatéria da sinvastatina.
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EFFECT OF SIMVASTATIN ON ROTATIONAL BEHAVIOUR AFTER APOMORPHINE CHALLENGE IN AN ANIMAL MODEL
OF PARKINSON'S DISEASE

ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is currently the second most common neurodegenerative disease, and yet there is no effective
therapy to control its progression, as current treatments only relieve symptoms. The aim of this study was to evaluate the
simvastatin’s pharmacological effect on the rotational behavior in rats unilaterally lesioned by 6-hydroxydopamine (6-OHDA).
Male adult Wistar rats received unilateral administration of 6-OHDA into de medial forebrain bundle, performed by stereotaxic
surgery. Then, different groups received different doses of simvastatin (1, 5 and 25 mg/Kg) or vehicle, orally administrated on a
daily basis for 28 days. On the 28" day after surgery, all animals were submitted to the turning behavior test, induced by
subcutaneous administration of apomorphine (1 mg/Kg), in which the number of ipsilateral and contralateral rotations to the
lesioned side rotations were analyzed. The 6-OHDA+vehicle animals showed an increased number of contralateral rotations
when compared with SHAM+vehicle animals. The 6-OHDA+simvastatin 1 mg/Kg and 6-OHDA+simvastatin 5 mg/Kg animals
showed a lower number of contralateral rotations compared to 6-OHDA+vehicle animals. These results suggest that
simvastatin can reduce or prevent the death of dopaminergic neurons, and thus, have a beneficial effect on Parkinson's
disease. This effect may be related to the well-known simvastatin anti-inflammatory action.

Keywords: Parkinson’s disease; simvastatin; neuroinflammation.
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Efeito da Sinvastatina na doenga de Parkinson

INTRODUGAO |

A Doenca de Parkinson (DP) é uma
doenca neurodegenerativa, caracterizada pela
perda progressiva dos neurdnios
dopaminérgicos na substancia negra pars
compacta (SNpc), que se projetam para o
estriado, acarretando uma diminuicdo dos
niveis de dopamina (DA), alterando todo o
processamento das informacdes pelos nulcleos
da base (1-4).

Essa degeneracdo neuronal leva ao
surgimento dos sintomas motores da doenca,
como a rigidez muscular, bradicinesia, tremor
de repouso e instabilidade postural (5,6,7). Os
sintomas motores da DP comegam a se
manifestar quando aproximadamente 70% dos
neurdnios dopaminérgicos da regido
nigroestriatal ja foram perdidos (8,9).

A neurodegeneracdo na DP ¢é
acompanhada por uma reacdo inflamatoria,
caracterizada pela ativacdo da micréglia
levando a producdo de uma série de
mediadores inflamatérios (ex: NF-kB, IL-1, IL-
6, COX-2) (10,11). Sabe-se que esse
mecanismo neuroinflamatério associado ao
estresse  oxidativo representa um dos
principais mecanismos responsaveis pela
morte neuronal (12,13).

Apesar da relevancia da doenca no
cenario atual, ainda ndo ha nenhuma terapia
eficaz em impedir a progresséo da doenca, 0s
tratamentos  farmacoldgicos atuais sdo
essencialmente sintomaticos (14).

As drogas da classe das estatinas sédo
normalmente usadas no tratamento de
deslipidemias, possuindo poucos efeitos
colaterais (15,16).

A sinvastatina, que é um dos principais
membros dessa classe, além deste efeito, tem
comprovado  efeito  anti-inflamatério e
antioxidante (15,16,17). Ja foram
demonstradas as capacidades da sinvastatina
em reduzir os danos oxidativos, por meio da
diminuicdo da peroxidacao lipidica e geracao
de espécies reativas de oxigénio (ROS)
(15,17,18), e ainda de suprimir a ativacdo de
moléculas pré-inflamatérias, como o fator de
necrose tumoral (TNF-a), 6xido nitrico (NO),
superoxido, interleucina (IL)-18 e IL-6
(13,16,17,18). Isto levanta a hip6tese de que
este farmaco possa ser benéfico para
individuos com deméncia e doencas
neurodegenerativas (17-20).

(s

Para estudar a evolucdo e o
tratamento de patologias neurodegenerativas,
0 uso de modelos animais torna-se uma
ferramenta muito Util e de extrema relevancia.
A DP é uma doenca humana, e nao se
manifesta espontaneamente em animais.
Nestes, sO € observada pela administracao de
neurotoxinas que interrompam ou destruam
seletivamente o sistema catecolaminérgico
(21). O modelo animal de administracédo
unilateral de 6-OHDA, analogo estrutural do
neurotransmissor DA, uma das neurotoxinas
mais comumente utilizada para desenvolver
degeneracdes in vitro e in vivo em modelos de
neurodegeneracao associados a DP (22), foi o
escolhido para esta pesquisa.

As lesdes produzidas pela 6-OHDA
ocorrem apés a administracdo intracerebral
direta (diretamente nos ventriculos ou tecidos
cerebrais), devido a sua incapacidade de
atravessar a barreira hematoencefalica (BHE)
(23,24,25).

Na intencdo de reproduzir modelos
experimentais da DP, a 6-OHDA
preferencialmente é injetada no corpo estriado,
na SNpc ou no FPM, destruindo os neurdnios
dopaminérgicos da SNpc e esgotando o corpo
estriado de DA, reproduzindo assim as
caracteristicas fisiopatolégicas responsaveis
pelas deficiéncias motoras da DP. A
degeneracédo induzida por inje¢des unilaterais
de 6-OHDA produz um comportamento motor
assimétrico e quantificavel ap6s inducéo pela
administracdo sistémica de agonistas dos
receptores dopaminérgicos. Devido a isso, se
permite  um controle facil e confiavel da
extensdo da lesdo realizada e os potenciais
beneficios de novos tratamentos (24,26,27,28).

Nesse estudo, foi avaliado o efeito da
administracdo cronica de sinvastativa no
comportamento rotatério apés o desafio com
apomorfina (agonista dopaminérgico), em
ratos lesados unilateralmente pela 6-OHDA no
FPM.

MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos
procedentes do biotério da UEPG, com trés
meses de idade, pesando entre 280-310 g no
inicio dos experimentos. Os animais foram
mantidos em biotério climatizado (22 + 2° C),
com ciclo claro/escuro de 12 horas (ciclo claro
inicia as 7h), com comida e agua ad libitum.
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Os procedimentos foram aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Ponta Grossa
(CEUA-UEPG 3593/2013).

2.2 Drogas e Tratamentos

Os animais foram distribuidos nos
seguintes grupos: SHAM+veiculo (n=8);
SHAM-+sinvastatina 1mg/Kg (n=8);
SHAM+sinvastatina 5 mg/Kg (n=8);
SHAM+sinvastatina 25 mg/Kg (n=8); 6-
OHDA+veiculo (n=8); 6-OHDA+sinvastatina 1
mg/Kg (n=8); 6-OHDA+sinvastatina 5 mg/Kg
(n=8) e 6-OHDA+sinvastatina 25 mg/Kg (n=8).
Os animais do grupo SHAM passaram pelos
mesmos procedimentos experimentais que 0s
animais do grupo 6-OHDA, exceto a
administracdo de 6-OHDA no FPM. Os
animais foram tratados com as diferentes
doses de sinvastatina durante 28 dias ap6s a
cirurgia, sendo o dia 1 aquele em que foi
realizada a cirurgia.

As drogas e demais compostos desse estudo
foram adquiridas das seguintes fontes: 6-
OHDA e apomorfina (Sigma Chemicals CO,
USA), nortriptiina e tiopental (Cristalia),
sinvastatina (Sandoz), bicarbonato de sdédio
8,4% (Santec) e pentabidtico (Fort Dodge).

A sinvastatina foi triturada e, no
momento do tratamento, foi pesada e
solubilizada em salina.

A 6-OHDA foi dissolvida na
concentracdo de 8 pug/ml em salina com 0,2%
de acido ascorbico.

2.3 Cirurgia

Vinte minutos antes da cirurgia
estereotéxica, 0s  animais receberam
administracdo de nortriptilina (10 mg/Kg, i.p.)
para evitar a morte de neurdnios
noradrenérgicos, devido a similaridade
estrutural entre as catecolaminas e a
neurotoxina 6-OHDA, esta Ultima pode ser
internalizada  pelos transportadores de
noradrenalina causando sua morte. Os
animais foram anestesiados com tiopental (50
mg/Kg, i.p.) e entdo afixados no aparelho
estereotaxico (Insight). Para a localizacdo das
coordenadas do FPM foi utilizada o atlas de
Paxinos e Watson (29). As coordenadas
utilizadas foram: anteroposterior (AP): - 0,19
cm a partir do bregma; meso-lateral (ML): +
0,19 cm a partir do bregma (lesdes podiam
variar para diferentes lados) e dorso ventral
(DV): - 0,79 cm a partir do cranio do animal.
Com a agulha posicionada na FPM dos

animais, um microlitro da solucdo de 6-OHDA
(8 microgramas de 6-OHDA, grupo 6-OHDA)
ou veiculo (grupo SHAM) foi infundido em 4
minutos. Ap6s a infusdo, aguardou-se 2
minutos para remover a agulha, evitando o
refluxo. A infusdo unilateral das substancias foi
realizada por uma bomba de infuséo
automéatica com o fluxo de 0,25
microlitros/minutos (Harvard Apparatus).

Ao final da cirurgia, foi administrado
bicarbonato de sédio 8,4% (i.p.) (farmaco
béasico), para acelerar a excre¢édo do tiopental
(farmaco éacido) e evitar possiveis problemas
cardiorrespiratérios no animal apos a cirurgia.
Em seguida, foi administrado Pentabiético de
uso veterinario, na dose de 1 mg/Kg por via
intramuscular (i.m). Apés a cirurgia, 0s animais
retornaram para caixa-moradia para
recuperacado da anestesia.

2.4 Teste de Rotagéo

O teste de rotacdo, que ocorreu 28
dias apos a cirurgia, foi realizado
imediatamente apés a administracdo de 1
mg/Kg de apomorfina via sub-cutédnea (s.c.),
dissolvida em salina. Os animais foram
confinados em recipientes cilindricos de fundo
cbnico (25 cm de didmetro e 40 cm de altura)
e o numero de rotacdes ipsilaterais (para o
mesmo lado da lesdo) e contralaterais (para o
lado contrario da lesdo) foram registradas
durante 60 minutos.

2.5 Analise Estatistica

Os dados estdo apresentados como
média * erro padrdo da média. Os resultados
foram analisados por teste de ANOVA de uma
via seguido do teste post hoc de Duncan.

RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Modelo de Hemiparkinsonismo

Na figura 1 estdo representados os
resultados do comportamento rotatério no 28°
dia apdés a cirurgia. Conforme observado,
houve diferenca estatistica significativa entre o
namero de rotacdes contralaterais dos grupos
(F(7,56)=2,82, p= 0,01, ANOVA de uma via).
Foram observadas diferencas significativas no
namero de rotagdes contralaterais entre os
grupos  6-OHDA+veiculo e o  grupo
SHAM+veiculo (p= 0,03; ANOVA de uma via,
seguida de post hoc de Tukey) (Figura 1).
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Foi observada também uma diferenca
nas rotagdes contralaterais entre os grupos 6-
OHDA+sinvastatina 5 mg/Kg e 6-
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OHDA+veiculo (p<0,03; ANOVA de uma via,
seguida de post hoc de Tukey) (Figura 1).

Bl IPSI
3 CONTRA

Figura 1. Numero de rotag6es contralaterais no 28° dia ap6s cirurgia unilateral, induzidas pela apomorfina (1 mg/Kg, s.c.) nos
grupos SHAM e 6-OHDA tratados com veiculo e sinvastatina 1, 5 e 25 mg/Kg. *p<0,05 comparado com o grupo
SHAM+veiculo, #p<0,05 comparado com o grupo 6-OHDA+veiculo. ANOVA de uma via seguido de post hoc de Tukey. (s.c.:

sub-cutanea).

N&do houve diferenca estatistica no
namero de rotagdes contralaterais entre o
grupo SHAM+veiculo e os grupos SHAM
tratados com as trés doses de sinvastatina.
Também, ndo houve diferenca estatistica entre
0 numero de rotacdes ipsilaterais em nenhum
dos grupos analisados.

DISCUSSAO

Conforme descrito em  estudos
anteriores, a lesdo unilateral com 8 pg de 6-
OHDA provocou uma lateralizagdo motora nos
animais, que foi evidenciada com o desafio
com apomorfina, um agonista de receptores
dopaminérgicos (28). A 6-OHDA injetada
unilateralmente constitui um modelo de
hemiparkinsonismo, devido a um desequilibrio
entre o lado lesado e o ndo lesado (30,31). Em
lesBes intensas, ocorre hiperexpressdo de
receptores de dopamina, que potencializa a
acdo das drogas agonistas como a
apomorfina, 0 que resulta nas rotacbes
predominantemente  contralaterais, como
apresentado no nosso trabalho (27,30).

No presente estudo, a administracao
de sinvastatina ndo alterou o comportamento

rotatério dos animais do grupo SHAM em
nenhuma das doses analisadas, indicando que
ela por si s6 ndo tem agdo em receptores
dopaminérgicos e nao altera 0 comportamento
rotatério dos animais. Nos animais lesados
com 6-OHDA, observou-se que a sinvastatina
reduziu de forma dose dependente, nas doses
de 1 mg/Kg e de 5 mg/Kg, o nimero de
rotacBes contralaterais de maneira
significativa, quando comparadas ao grupo 6-
OHDA+veiculo. Isto sugere que os animais
que receberam sinvastatina tiveram seus
neurdnios dopaminérgicos lesados com menor
intensidade.

Entretanto, a sinvastatina na dose de
25 mg/Kg nao reduziu o nimero de rotacdes
provocadas pela lesdo com 6-OHDA como
visto nas doses de 1 mg/Kg e 5 mg/Kg. Uma
possivel justificativa pode ser pelo fato de que
varias drogas que atuam sobre o sistema
nervoso central (SNC) apresentam um efeito
em curva em U, ou seja, ha uma dose que
produz um efeito, mas em doses menores e
maiores, o efeito € menor ou inexistente.

Resultados apresentados por Wang e
colaboradores (32) demonstram que o
tratamento crénico com sinvastatina é capaz
de reverter o downregulation da expressao de
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receptores D1/D2 no cortex pré-frontal de ratos
apos a administracdo de 6-OHDA no FPM.
Este efeito reforca que a sinvastatina interfere
no efeito neurotdéxico da 6-OHDA sobre o
sistema dopaminérgico. E, isto pode ser um
dos principais responsaveis pela reversdo do
comportamento rotatorio visto nesse estudo.

O provavel mecanismo neuroprotetor
da sinvastatina sobre o comportamento motor
dos animais se da pela redugdo do dano
oxidativo (pela diminuicdo da peroxidacao
lipidica, diminuicdo da concentragdo de nitrito
e da diminuicdo da atividade da glutationa
peroxidase), e a preservacdo da atividade das
enzimas do complexo mitocondrial (evitando
reducdo das atividades do complexo | e llI).
Ainda, a sinvastatina por meio da sua atividade
anti-inflamatéria impede a elevagdo dos niveis
de IL-6 e de TNF-a (33).

A administracdo oral de sinvastatina
reduz de maneira dose-dependente a deplegéo
de DA e de seus metabdlitos (acido 3,4-
dihidréxifenil acético e do acido homovalinico
(HVA)), e ainda previne a formacdo de 3-
nitrotirosina no estriado de ratos (34).

As  estatinas  possuem  efeitos
protetores sobre a cadeia respiratoria da
mitocéndria (33,35). Em estudos do grupo de
Kumar (33), o tratamento crénico com as
estatinas  reduziu  significativamente  as
disfuncdes mitocondriais induzidas pela 6-
OHDA.

Porém, a acdo das estatinas sobre a
cadeia respiratéria da mitocdndria pode ser
ainda devido ao seu potencial antioxidante,
agindo de maneira citoprotetora e atenuando a
disfuncdo mitocondrial (16,33).

De acordo com estudos de Van der
Most et al. (15), sdo poucos os estudos que

explicam minuciosamente os mecanismos de
neuroprotecdo da sinvastatina associados a
DP. Wolozin et al. (20) afirmam que a
sinvastatina esta associada a uma reducéo na
deméncia e na incidéncia da DP. Porém, os
mesmos autores reforcam que mais estudos
sdo necessarios para determinar se este efeito
encontrado representa realmente uma acgéo
biologica da sinvastatina ou um viés
estatistico.

CONSIDERAGOES FINAIS |

E possivel sugerir que o tratamento
com a 6-OHDA é capaz de reproduzir 0s
prejuizos motores associados a DP descritos
em estudos anteriores. E também, que o
tratamento com a sinvastatina é responsavel
por reverter/impedir boa parte do déficit motor
(rotacbGes contralaterais) dos animais. Esse
resultado pode estar relacionado com a
capacidade neuroprotetora desse farmaco,
mas outras analises sdo necessarias para se
afirmar que existe realmente um mecanismo
neuroprotetor, e ainda, tentar responder como
acontece essa suposta neuroprotegao.
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