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RESUMO

Ao longo dos anos tem sido relatado o aumento dos niveis de ferro em regides encefdlicas de
pacientes acometidos por doengas neurodegenerativas, assim como no envelhecimento normal.
Em estudos prévios realizados em nosso laboratério foi demonstrado que a sobrecarga de ferro no
periodo neonatal induz disfungao cognitiva em ratos adultos. No presente trabalho, nés avaliamos
os efeitos do tratamento com ferro no periodo neonatal sobre a cognicdo em ratos idosos.
Também investigamos os efeitos de um tratamento subcrénico tardio com rosuvastatina em ratos
com déficits cognitivos induzidos por ferro e pelo envelhecimento. Ratos Wistar machos
receberam veiculo ou 10,0 mg/kg de Fe*? por via oral do 12° ao 14° dia de vida pés-natal. Quando
OS animais atingiram a idade de 23 meses, eles receberam inje¢des intraperitoneais de solugao
salina ou de rosuvastatina (0,2 ou 2,0 mg/kg) por 21 dias. Vinte e quatro horas depois da ultima
injecéo, eles foram submetidos ao treino na tarefa de reconhecimento do objeto novo. As sessdes
de teste de retencdo foram realizadas 1,5 e 24 h apds a sessdo de treino, a fim de avaliar a
memoria de curta duragao e longa duragao, respectivamente.

Os resultados indicaram que os animais envelhecidos que receberam ferro no periodo neonatal
apresentaram déficits de memaria mais pronunciados do que os tratados com veiculo, sugerindo
que o ferro potencializa os prejuizos da memoaria associada ao envelhecimento. Nos grupos da
rosuvastatina os déficits na memodria de reconhecimento associados ao tratamento com ferro e ao
envelhecimento melhoraram, fornecendo evidéncias de que as estatinas podem ser consideradas

para o tratamento do declinio cognitivo associado ao envelhecimento.
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ABSTRACT

Increased levels of iron in brain regions have been reported in neurodegenerative
disorders as well as in normal brain aging. We have previously demonstrated that
neonatal iron loading induces cognitive impairment in adult rats. Here, we evaluate
the effects of neonatal iron treatment on cognition in aged rats. We also
investigated the effects of a late subchronic rosuvastatin treatment on iron- and
age-induced cognitive deficits. Rats received vehicle or 10.0 mg/kg Fe®" orally at
postnatal days 12—14. When

animals reached the age of 23 months, they received daily intraperitoneal
injections of saline or rosuvastatin (0.2 or 2.0 mg/kg) for 21 days. Twenty-four
hours after the last injection, they were submitted to novel object recognition
training. Retention test sessions were performed 1.5 and 24 h after training, in
order to assess short-term and long-term memory, respectively. Results indicated
that aged animals that received iron in the neonatal period showed more severe
memory deficits than vehicle-treated ones, suggesting that iron potentiates age-
associated memory impairments. Rosuvastatin improved recognition memory
deficits associated with iron loading and aging, providing evidence that statins may

be considered for the treatment of age-associated cognitive decline.
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1.1. INTRODUCAO

1.1.1. Doencgas neurodegenerativas

Os mecanismos celulares e moleculares subjacentes a patogénese de varias
formas de deméncia foram descritos na ultima década. Embora existam muitas
semelhancgas, também ha diferencas importantes. Assim, ha uma necessidade de
estudos que definam mecanismos de acdo e expressdo destes, objetivando a
busca de tratamentos mais efetivos, que modifiguem o impacto social e
econdmico negativo resultante do mau prognédstico das deméncias. Exemplos
claros deste impacto sdo as doencas de Alzheimer e Parkinson (Braak et al
1998).

A Doenga de Alzheimer é a forma mais comum de deméncia em adultos
(Haag, 2009). Caracteriza-se principalmente pela deposi¢cédo patologica de placas
senis compostas de peptideo B-amildide (ppa) no Sistema Nervoso Central (SNC)
(Blennowet et al., 2006). A deposicdo de pPa esta diretamente relacionada a
patogénese da Doenca de Alzheimer, por preceder outras caracteristicas
patolégicas da mesma, tais como o acumulo de aglomerados de neurofibrilas e
proteina Tau hiperfosforilada, evoluindo com morte neuronal cerebral. O pBa é
derivado da proteina precursora de amildide (APP). A APP é sintetizada no
reticulo endoplasmatico e transportado para o complexo de Golgi, apos a
glicolizag&o pods-transcricional. Durante o processo intracelular, a APP é sujeita a
2 tipos de divisdes proteoliticas (Blennowet et al., 2006). A doenga de Alzheimer é
uma doenga familiar autossbmica dominante. As mutagdes em trés genes da
proteina APP do gene no cromossomo 21, a presenilina 1 (PS1) no cromossomo

14, e a presenilina 2 (PS2) no cromossomo 1, resultam em uma forma



autossdmica dominante que induz a expressdo da doenca tdo cedo quanto a
terceira década de vida (Tanzi et al, 1996). A existéncia de mais de 50 mutacdes
diferentes no PS1 sugere que a mutacdo neste gene seja a principal para
expressao familiar precoce da doenga de Alzheimer (Borchelt et al 1996).

As causas da Doenga de Parkinson (DP) sdo ainda desconhecidas.
Estudos visam encontrar respostas em fatores genéticos, toxinas exdgenas e
endogenas, ou por estresse oxidativo (Hughes et al,1992). O excesso de radicais
livres e espécies reativas do oxigénio, nitrogénio ou cloro podem induzir a faléncia
mitocondrial e, consequentemente, uma intensa liberacdo de radicais livres que
estd associada a injuria isquémica do miocardio e ao envelhecimento celular
(Lucas 1998), bem como DP e DA, ambas associadas a um decréscimo do
conteudo citoplasmatico de glutationa (GSH) e ao aumento da apoptose neuronal
(Merad-Boudia 1998). O estresse oxidativo causa abertura dos canais ibnicos na
membrana da mitocdndria (poros de transigao) e liberacdo da proteina citocromo
c. Este proceso provoca a ativagao das caspases que sdo enzimas executoras da
morte celular apoptética (Ferrari et al, 2002a).

Crescentes evidéncias indicam que a ativagao das caspases e a apoptose
estdo associadas com uma variedade de doengas neurodegenerativas (Zhang et
al, 2008). Neste sentido, sabe-se que o citocromo c liberado, forma um complexo
com a proteina ativadora da apoptose (Apaf-1) que cliva as caspases, enzimas
ricas em cisteina, que clivam o acido aspartico e outros aminoacidos, ativando-os

para a degradacéo do DNA e a morte celular. (Ferrari et al,2002b).

Um dos problemas com novos tratamentos propostos para doengas
neurodegenerativas como a DP e DA, é que muitos dos beneficios sintomaticos

das intervengdes, observados nos estudos, sdo confundidos com neuroprotegéo.



Porém estes tratamentos ndo foram antecipadamente programados para ter um
efeito sintomatico e sim para bloquear a evolugdo ou induzir neuro regeneragéo

(Schapira & Olanow 2004).

1.1.2. Neurodegeneracéo e a concentracdo de ion ferro (Fe*?) no sistema nervoso

central (SNC)

Evidéncias sugerem a existéncia de uma relagao entre as disfungbes nas
vias de manutencdo da homeostasia do Fe™ e a patogénese de doencgas
neurodegenerativas (Martin et al., 1998). Além disso, demonstram a elevagao da
concentracdo de Fe*? na substancia negra (SN) de portadores da DP, que é a
regido cerebral mais afetada pela perda neuronal nessa patologia (Hirsch &
Faucheux, 1998). Acredita-se que o Fe* esteja particularmente envolvido no
mecanismo de morte celular na DP, pois a maioria das reacdes de formacao de
radicais hidroxil, induzidas pelo metabolismo da dopamina, envolve a presenca de
Fe*?. Depositos de Fe*?, também tem sido encontrados no globo palido e SN de
pacientes com a doenca de Hallervorden-Spatz (Galvin et al., 2000), no nucleo
caudado de individuos com doenga de Huntington (Bartzokis et al., 1999) e
circundando das placas senis de pacientes com a doenga de Alzheimer (Lynch et
al.,2000). Os efeitos patoldgicos do Fe*? parecem estar envolvidos com a ataxia
de Friedrich, com a epilepsia e a Esclerose Lateral Amiotréfica (Lieu et al., 2001).
Além disso, estudos revelaram que ha aumento do contetido de Fe*? tanto em
cérebros de ratos velhos como em humanos idosos quando comparados com
individuos jovens, indicando que o processo de envelhecimento por si sé ja
envolve um desequilibrio no metabolismo desse metal (Benkovic & Connor, 1993;

Zecca et al., 2001).



O envolvimento de disfuncbes no metabolismo em diversas doencas
relacionadas ao SNC tem estimulado pesquisadores a tentar entender os
mecanismos envolvidos no aporte, distribuicio e no compartimentar desse
elemento no encéfalo. A medida que estes estudos avancaram, ficou evidente o
impacto do contetido de Fe*? da dieta alimentar sobre o metabolismo desse metal
no SNC. Como o periodo neonatal é critico para o estabelecimento do conteudo
de Fe™ cerebral nos adultos, torna-se importante estudar os possiveis efeitos
toxicos da sobrecarga desse metal nessa fase (Taylor & Morgan, 1990).

De fato, em um estudo anterior (Fredriksson et al., 1999), utilizando
camundongos, descrevemos pela primeira vez, que o tratamento sistémico com
Fe*? durante o periodo de rapido desenvolvimento cerebral (em humanos este
periodo tem duragdo do ultimo trimestre da gestagdo até 1 ano de vida extra
uterina) produz actimulo seletivo de Fe*® nos ganglios da base, além de causar
disfungbes neuro comportamentais. Nossos resultados mostraram ainda que
camundongos (Fredriksson et al., 2000) e ratos (Schrdder et al., 2001) tratados
com Fe™ do 10° ao 12° dia de vida pds-natal apresentam hipo atividade motora,
bem como déficits no aprendizado e memodria em duas tarefas comportamentais,
o labirinto radial de oito bragcos e a esquiva inibitéria. Em estudo realizado por
Kaur e colaboradores (2007), a administracdo de Fe*? em ratos, em periodo
equivalente ao primeiro ano de vida em humanos e dose equivalente a
encontrada em suplementos alimentares para criangas neste periodo, induziu
tardiamente o desenvolvimento de parkinsonismo nestas cobaias.

Recentemente, verificamos que ratos tratados com Fe*? no periodo
neonatal apresentam déficits de memoria de reconhecimento quando adultos (de
Lima et al, 2007). Verificamos também que a administragdo de Fe*® no periodo

neonatal induz um aumento significativo na peroxidacao lipidica na SN, no cortex



e no hipocampo, bem como um aumento de danos oxidativos a proteinas nestas
mesmas regides cerebrais de ratos adultos. A analise aponta, ainda, a diminui¢do
da atividade da superéxido dismutase (enzima antioxidante) na SN, no cortex e no
hipocampo. Esses resultados sugerem que o Fe*? possa estar exercendo seus
efeitos deletérios sobre a cognicédo através da indugdo do aumento do estresse

oxidativo cerebral (de Lima et al., 2005)

1.1.3. Neurodegeneracgao e colesterol

O colesterol € um componente importante de todas as membranas
celulares com fungdo estrutural e como modulador de fluxo. O colesterol é
sintetizado no figado e também obtido pela dieta de produtos derivados animais.
No sangue, € encontrado na forma de lipoproteinas, as quais podem ser divididas
em quilomicrons, lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL), lipoproteinas de
densidade intermediaria (IDL), lipoproteinas de baixa densidade (LDL), e
lipoproteinas de alta densidade (HDL). A sintese de colesterol € iniciada com
Acetil CoA. Trés moléculas de acetato sdo condensadas para formar a 3-hidroxi-
d-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA), que é entdo convertida em &acido
mevaldnico pela HMG-CoA redutase (Nissen et al, 2006). Por uma série de
reagdes, o acido mevalbnico € convertido em colesterol (Liau et al., 2004,
Randomized 4S Trial 1994; Collins et al., 2002). O colesterol ndo pode ser
eliminado por catabolismo, deve ser excretado como colesterol livre na bilis ou
convertido em acidos biliares sendo secretado no intestino. Aproximadamente
50% do colesterol secretado no intestino é reabsorvido e redirecionado para o

figado. O remanescente € eliminado nas fezes. Quase todos os acidos biliares



secretados (97%) séo reabsorvidos do intestino e transportados para o figado e
redistribuidos sistematicamente (Liau et al., 2004).

O nivel sérico de colesterol total evolui com uma elevacédo continua entre
os 20 e 65 anos em ambos os sexos (Sjogren et al., 2005). Depois de 65 anos de
idade, os niveis comegcam a diminuir em homens (Ettinger et al., 1992). Na
menopausa existe uma tendéncia a aumento dos niveis de colesterol total e LDL
em mulheres (Brown et al., 1993; Tremollieres et al., 1999).

Niveis de colesterol no sangue sdo controlados principalmente através da
lipoproteina de baixa densidade (LDL) via receptor de LDL, como é chamado
(Brown et al 1986). Este receptor esta presente na superficie de todas as células
do corpo, incluindo os hepatdcitos, e tem a capacidade de mediar a captacéo de
lipoproteinas ricas em colesterol, por exemplo a LDL. Algumas das lipoproteinas
(apo B100 e apo-E) interagem com o receptor de LDL e facilitam a internalizagao
desta, pelas células. O numero de receptores LDL na superficie das células é
fortemente regulado (Brown et al 1986). Se o teor de colesterol de uma célula é
elevado, menos receptores séo sintetizados (ou seja, a expressao do receptor é
regulada). Por outro lado, se uma célula requer colesterol, a expresséo de
receptores de LDL aumenta a sintese de receptores (up regulation). Este sistema
mantém a concentragcdo de colesterol intracelular e impede o excessivo e
constante acumulo de LDL, que tem potencial toxico (Pape et al, 1995).

Estudo publicado por Saczynski et al (2007) nos sugere uma relagéo entre
os genotipos Apo1 e ApoE e riscos diferenciados quanto ao desenvolvimento de
deméncia. O estudo sugere que o gendtipo isolado de ApoA1 pode ser fator
independente de protecdo para deméncia, magnitude esta, n&o observada
quando associado ao genotipo de ApoE. He et al (2006) sugerem em seu estudo

que a permeabilidade cerebral das estatinas pode ser neuroprotetora por limitar



0s niveis de oxiesterol nas areas cerebrais em evolu¢gdo degenerativa. Sugere
também associacio entre niveis séricos de colesterol, permeabilidade do mesmo
no SNC e consequente evolugdo e progressao da neurodegeneragao.

Existe interesse crescente na relagdo potencial dos niveis de colesterol
sérico e a patogénese da DA (Li et al, 2010). Realmente, esta contribuicdo pode
ser considerada da perspectiva de duas importantes questées. A primeira € se a
modificacdo na homeostase do colesterol € um fator causal de doengas
neurodegenerativas como a DA. A segunda se a homeostase do colesterol é um
objetivo a ser alcangado em individuos portadores de DA, por exemplo (Gibson et
al., 2003). Dados de estudos clinicos em colesterol e DA indicam que aqueles
pacientes em tratamento para hipercolesterolemia, com estatinas, tém um risco
mais baixo de desenvolver DA quando comparados com individuos que nao

utilizam (Wolozin et al., 2000; Jick et al., 2000).

1.1.4. Estatinas

Os inibidores da HMG-CoA redutase, conhecidos como estatinas, sédo o
grupo de farmacos mais potentes e eficazes para reduzir o colesterol LDL. Desde
que foram aprovadas para uso no tratamento da hipercolesterolemia pelo FDA em
1987, diversos estudos clinicos vém demonstrando que esses medicamentos sao
capazes de reduzir eventos cardiovasculares, quer na prevengao primaria quer na
prevencgao secundaria da doenca arterial coronariana (DAC) (Almuti et al., 2006).

Existem evidéncias crescentes sugerindo que os beneficios das estatinas
nao sao limitados para efeitos em colesterol sérico (Liau et al., 2004). Pacientes
tratados tém risco significativamente mais baixo de desenvolver doenga vascular
cerebral (DVC) e infarto agudo do miocardio (IAM) quando comparados a

pacientes utilizando outros agentes hipolipemiantes, apesar dos niveis de



colesterol alcangados semelhantes (Liau et al., 2004; Randomized 4S 1994;
Collins et al., 2002; et al., 2005).

Tem sido sugerido que os efeitos das estatinas, ndo dependentes da
reducdo dos niveis de colesterol, incluem uma reducdo do estresse oxidativo e
reducdo da presenca de marcadores inflamatorios sistémicos, realgadas no
equilibrio da funcao endotelial, e na maior estabilidade de placas aterosclerdticas
(Liao et al, 2002; Mason et al., 2003; Massy et al., 2001). Estudos epidemioldgicos
retrospectivos observaram que aqueles pacientes tratados com estatinas tiveram
reducdo na incidéncia de DA ou deméncia, o que nao foi observado com outras
categorias de hipolipemiantes (Wolozin et al., 2000; Jick et al., 2000; Rockwood et
al., 2002.; Kumar et al., 2005). Entre as estatinas mais utilizadas até o momento,
nas suas principais indicagdes, temos a Sinvastatina, Pravastatina, Lovastatina,

Fluvastatina, Atorvastatina e Rosuvastatina (Laufs et al, 2002).

1.1.4.1. Rosuvastatina

A Rosuvastatina € a mais potente estatina quanto a sua eficacia na
reducdo do LDL colesterol. Uma dose de 10 mg diariamente produz, em
humanos, uma redugdo média de 43-49% no LDL. A Rosuvastatina ndo € um
substrato para o citocromo P450 3A4 (CYP 3A4), portanto, ndo interage com
potentes inibidores do CYP 3A4 (Nissen et al. 2006). A Rosuvastatina é
distribuida predominantemente no plasma ligada a proteinas (aproximadamente
90%), principalmente a albumina. Estudos “in vitro” demonstram que o
metabolismo da Rosuvastatina em hepatdcitos € minimo, e ocorre principalmente
pelo Citocromo P450 2C9 e com menor contribuicdo feita pelo Citocromo P450
2C19. O maior metabdlito formado pelo Citocromo P450 2C9 é o N-desmetil

rosuvastatina, que possui cerca de 50% da atividade inibitéria do componente
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ativo. Ha pouco ou nenhum metabolismo via Citocromo P450 3A4, indicando
reduzido potencial para interacbes com substancias metabolizadas por esta
enzima (Chong et al., 2002).

A Rosuvastatina € predominantemente excretada como composto primario
nas fezes, com aproximadamente 90% da dose oral de farmaco excretada de
forma inalterada. O remanescente € excretado pela urina (Chong et al., 2002).

Até o presente momento ndo existem estudos na literatura investigando

uma possivel atividade neuroprotetora da rosuvastatina.

1.1.5. Neurodegeneragao e estatinas

Estudos demonstraram que as estatinas ndo so regulam a produgédo de
amiléide como também as respostas inflamatorias mediadas pela microglia em
placas que contém pBa (Lynch et al., 2000). Na DA encontramos uma intensa
resposta inflamatéria nas placas de pBa mediada pela microglia (Lee et al, 2010),
que acredita-se exacerbe o processo primario da doenca. As estatinas causam
alteragdes do citoesqueleto e mudangas morfolégicas da microglia (Cordle &
Landreth, 2005). Estes efeitos podem ser revertidos por suplementagdo exogena
de mevalonato, mas nao por colesterol. Deste modo, as acdes antiinflamatdrias
das estatinas sdo independentes da atividade redutora de colesterol. Além disso,
as estatinas inibem a reacgao, levando a supresséo da fagocitose pfa microglial e
desempenhando possivelmente um papel protetor central no desenvolvimento da
DA (Cordle et al., 2005). Li e colaboradores (2010) observaram que a terapia com
estatina em idade precoce, mas ndao em idade tardia, pode ser associada a um
menor risco de DA. A relagdo entre o uso de estatina e DA foi consistente em

todos os gendtipos da APO E.

A reducédo de colesterol com estatinas melhora a memédria em alguns
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casos. Porém, ha controvérsia sobre o uso da estatina para reduzir os problemas
de memoaria na DA. Correlagdes entre os niveis de colesterol e a fungao cognitiva
sdo ainda inconclusivas (Zandi et al, 2005). Estudos de associagdo encontraram
alguns polimorfismos genéticos que estédo relacionados com a fungdo cognitiva,
mas outros ndo, mantendo importantes questionamentos baseados em uma série
de resultados aparentemente contraditérios e muitas complexidades (Zani et al,
2004). No entanto, os efeitos do colesterol sobre a aprendizagem e a memoria
sdo muito importantes para serem ignorados (Schreurs et al, 2010). Ghribi et al
(2006) em seu estudo utilizando coelhos, administrando dieta rica em colesterol,
observaram um maior acimulo de Fe* cerebral e de beta-amildide, sugerindo
uma relacéo entre o desequilibrio dos niveis de colestrol e ou lipidios e os niveis
de Fe'?, aumentando o risco do desenvolvimento de doencas

neurodegenerativas.

Em nosso estudo, o modelo de administracdo de Fe*? no periodo nenonatal
(descrito no capitulo 3) foi utilizado como um modelo animal para o estudo de
doenga neurodegenerativa — a disfungédo congnitiva foi utilizada como marcador
bioldgico de dano ou protegao induzidos pelo Fe*, e pela utilizaco terapéutica de
rosuvastatina. Embora existam alguns estudos na literatura investigando os
efeitos das estatinas sobre os déficits de memoria induzidos pela deméncia
vascular (Koladiya et al., 2008); leséo cerebral traumatica (Wu et al., 2008; Lu et
al., 2007) e injecdo de beta-amildide (Kurinami et al., 2008), bem como em
modelos de DA em camundongos transgénicos (Li et al., 2006), os efeitos da
rosuvastatina sobre o declinio da memoria associado a idade ndo foram
investigados. Um estudo prévio mostrou que a rosuvastatina, nas doses de 0,2 e
2,0 mg/kg, exibe efeitos neuroprotetores em ratos (Laufs et al., 2002) sem reduzir

os niveis de colesterol. Os efeitos neuroprotetores de 2,0 mg/kg de rosuvastatina

12



foram equivalentes aos de 0,2 mg/kg. Nesse contexto, propusemos o estudo
“‘Déficits de Memodria Associados ao Envelhecimento e ao Acumulo de Ferro
Cerebral: Uso de Rosuvastatina na Estratégia de Neuroprotecdo” a fim de
analisarmos o possivel efeito neuroprotetor da Rosuvastatina sobre os déficits de

meméria induzidos pelo tratamento neonatal com Fe*? e pelo envelhecimento.
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1.2 Objetivos
1.2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito protetor do tratamento com rosuvastatina sobre os déficits de

meméria induzidos pelo tratamento neonatal com Fe*? e pelo envelhecimento.

1.2.2 Objetivos Especificos

1.2.2.1 Avaliar os efeitos do tratamento neonatal com ferro sobre o prejuizo de

memoria de reconhecimento associado ao envelhecimento.

1.2.2.2 Avaliar os efeitos do tratamento com rosuvastatina sobre os déficits de

memoria de reconhecimento induzidos Fe*? no periodo neonatal.

1.2.2.3 Avaliar os efeitos do tratamento com rosuvastatina sobre os déficits de

memoria de reconhecimento induzidos pelo envelhecimento.
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Increased levels of iron in brain regions have been reported in neurodegenerative disorders as well as in
normal brain aging. We have previously demonstrated that neonatal iron loading induces cognitive
impairment in adult rats. Here, we evaluate the effects of neonatal iron treatment on cognition in aged
rats. We also investigated the effects of a late subchronic rosuvastatin treatment on iron- and age-
induced cognitive deficits. Rats received vehicle or 10.0 mg/kg Fe?* orally at postnatal days 12-14. When
animals reached the age of 23 months, they received daily intraperitoneal injections of saline or rosuvast-

ﬁ?;lwords: atin (0.2 or 2.0 mg/kg) for 21 days. Twenty-four hours after the last injection, they were submitted to
Aging novel object recognition training. Retention test sessions were performed 1.5 and 24 h after training,
Recognition memory in order to assess short-term and long-term memory, respectively. Results indicated that aged animals
Statins that received iron in the neonatal period showed more severe memory deficits than vehicle-treated ones,

suggesting that iron potentiates age-associated memory impairments. Rosuvastatin improved recogni-
tion memory deficits associated with iron loading and aging, providing evidence that statins may be con-

Rosuvastatin
Neurodegeneration

Rats sidered for the treatment of age-associated cognitive decline.

© 2010 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Neuroimaging techniques and pathological studies have dem-
onstrated that iron accumulates in the brain during the aging
process (Benkovic and Connor, 1993; Xu et al., 2008), having impli-
cations for age-related cognitive decline (House et al., 2006; Droge
and Schipper, 2007). However, despite years of investigation, it is
still not known why iron levels are abnormally high in some brain
regions in neurodegenerative disorders. Also, it is unclear whether
iron accumulation in the brain is an initial event that causes neu-
ronal death or a consequence of the disease process.

Although iron plays a central role in neural development as an
essential component of oxidative metabolism and a co-factor for
numerous enzymes involved in myelin synthesis and neurotrans-
mitters metabolism (Andrews, 1999; Zecca et al., 2004; Youdim,
2008), it has been suggested that excessive iron in brain regions
might be associated to neurotoxicity via free radical formation
(Thomas and Jankovic, 2004; Berg and Youdim, 2006; Ke and Qian,
2007). In fact, it has been reported that iron levels are increased in
the substantia nigra of patients suffering from Parkinson’s disease
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(PD) (Kienzl et al., 1995; Ebaldi et al., 1996; Griffiths et al., 1999;
Gerlach et al., 2006; Kosta et al., 2006; Wallis et al., 2008). In Alz-
heimer’s disease (AD), iron accumulation has been shown to occur
in brain regions vulnerable to AD, including the hippocampal for-
mation and association cerebral cortices (Smith et al., 1997). At
the microscopic level, it has been demonstrated that iron accumu-
lates in senile plaques (Lovell et al., 1998).

It is now well documented that the neonatal period is critical for
the establishment of iron content in the adult brain, and iron up-
take by the brain is maximal during the neonatal period (Moos,
2002). Thus, we developed an animal model that enabled us to
demonstrate that neonatal deposition of iron in the brain produces
cognitive dysfunction in adult life, assessed by different learning
and memory paradigms (Fredriksson et al., 1999, 2000; Schréder
et al.,, 2001; de Lima et al., 2005a) and that this cognitive dysfunc-
tion was possibly related with increased levels of oxidative stress
(Dal-Pizzol et al., 2001; de Lima et al., 2005a). Previous studies
have also demonstrated that iron exposure increases the vulnera-
bility to neurotoxic injury in adult life (Fredriksson et al., 2001).
Over the years, our research group has evaluated the effects of dif-
ferent pharmacological strategies to protect and/or reverse iron-in-
duced recognition memory deficits in this animal model. For
instance, we showed that selegiline (a MAO inhibitor with antiox-
idant properties) and rolipram (a type 4-specific phosphodiester-
ase inhibitor) reversed the iron-induced recognition memory
deficits (de Lima et al., 2005b, 2008b). Interestingly, we showed
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that aged rats presented impairments in long-term recognition
memory when compared to young adult animals and the same
treatments restored recognition memory in aged animals (de Lima
et al., 2005c, 2008b). Here, we analyzed for the first time the effects
of neonatal iron treatment on recognition memory in aged rats
(24 months old), aiming to evaluate whether iron overload would
potentiate age-induced memory impairment.

The class of drugs known as statins [3-hydroxy-3-methylglut-
aryl-CoA (HMG-CoA) reductase inhibitors], which reduce choles-
terol synthesis are beginning to show benefits in a wide range
of neurologic conditions, including AD and PD (Zipp and Aktas,
2006; Orr, 2008; McGuinness et al., 2009). Observational studies
have indicated that statin therapy may reduce the risk of demen-
tia and AD. However, no randomized controlled clinical trials
have been conducted (Middleton and Yaffe, 2009). Although
there are a few studies in the literature investigating the effects
of statins on memory impairments induced by vascular dementia
(Koladiya et al., 2008); traumatic brain injury (Wu et al., 2008;
Lu et al, 2007); and amyloid beta injection (Kurinami et al.,
2008); as well as in transgenic mouse model of AD (Li et al.,
2006), the effects of rosuvastatin on age-associated memory
decline has not been investigated. A previous study has shown
that rosuvastatin at the doses of 0.2 and 2.0 mg/kg displays neu-
roprotective effects in rats (Laufs et al., 2002) without lowering
cholesterol levels. The neuroprotective effects of 2.0 mg/kg rosu-
vastatin was equivalent to that of 20.0 mg/kg (a cholesterol-low-
ering dose). Thus, we hypothesized that rosuvastatin could be
beneficial and that protective effects of rosuvastatin on brain
function could be observed at doses lower than those required
to reduce cholesterol. Results have shown that iron loading in
the neonatal period potentiates age-induced memory deficits,
which were reversed by rosuvastatin.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Pregnant Wistar rats were obtained from Fundagdo Estadual de
Pesquisa e Producdo em Satde, Porto Alegre, Brazil. After birth,
each litter was adjusted within 48 h to contain eight rat pups. Each
pup was maintained together with its respective mother in a plas-
tic cage with sawdust bedding in a room at a temperature of
22 +1°Cand a 12 h light/dark cycle. At the age of 4 weeks the pups
were weaned and the males were selected and raised in groups of
four rats. At postnatal treatment, the animals were supplied with
standardized pellet food and tap water ad libitum. All experimental
procedures were performed in accordance with the NIH Guide for
the care and Use of Laboratory Animals, and the Brazilian Society
for Neuroscience and Behavior (SBNeC) recommendations for ani-
mal care. The protocol for this research was approved by the Insti-
tutional Ethics Committee of the Pontifical Catholic University of
Rio Grande do Sul.

2.2. Neonatal iron treatment

The neonatal iron treatment has been described in detail else-
where (Fredriksson et al., 1999, 2000, 2001; Schroder et al.,
2001; de Lima et al., 2005a,c, 2007, 2008a). Briefly, 12-day-old rats
pups received a single oral daily dose (10.0 ml/kg solution volume)
of vehicle (veh; 5% sorbitol in water) (control group) or 10.0 mg/kg
of body weight of Fe?* (Ferromyn®, AB Hissle, Goterborg, Sweden;
iron concentration in the solution was 1.0 mg/ml) via a metallic
gastric tube, for 3 consecutive days (postnatal days 12-14), result-
ing in a total dose of 30 mg/kg (10 mg/kg daily x 3).

2.3. Rosuvastatin treatment

At the age of 23 months, rats received a single daily intraperito-
neal injection of saline or rosuvastatin (Crestor®, AstraZeneca) di-
luted in saline solution (at the doses of 0.2 and 2.0 mg/kg) for
21 days. The doses were chosen based on pilot experiments per-
formed in our laboratory.

2.4. Open-field behavior

Behavior during exploration of an open field was performed as
previously described (de Lima et al., 2005c, 2008a; Pieta Dias et al.,
2007). Open-field behavior was assessed 24 h after the last rosu-
vastatin administration. The open field was a 40 x 45 x 60 cm are-
na surrounded by 50 cm high walls, made of plywood with a
frontal glass wall. The floor of the arena was divided into 12 equal
squares by black lines. Animals were placed in the rear left corner
and left to explore the field freely for 5 min. Latency to start loco-
motion, line crossings, rearings and the number of fecal pellets pro-
duced were counted.

2.5. Novel object recognition task

Twenty-four hours after open field exploration, animals were
trained and tested in a novel object recognition task. The novel ob-
ject recognition task was chosen based on previous studies per-
formed in our laboratory indicating that this type of memory is
consistently affected by iron neonatal treatment (de Lima et al.,
2005a,c, 2007, 2008a) and aging (de Lima et al., 2005b, 2008b;
Pieta Dias et al., 2007). The same open-field apparatus used to ac-
cess open-field behavior was used to perform the novel object rec-
ognition task, except that the arena floor was covered with
sawdust during the recognition memory task training and test tri-
als. On the first day, rats were given one training trial in which they
were exposed to two identical objects: A1 and A2 (Duplo Lego
toys). The objects were positioned in two adjacent corners, 9 cm
from the walls. The rats were allowed to freely explore the objects
until they had accumulated 30 s of total inspection time or for a
maximum of 20 min. On the short-term memory (STM) testing
trial (1.5 h after the training session), rats were allowed to explore
the open field for 5 min in the presence of two objects: the familiar
object A and a novel object B. On the long-term memory (LTM)
testing trial (24 h after the training session), rats were allowed to
explore the open field for 5 min in the presence of two objects:
the familiar object A and a third novel object C. These were placed
in the same locations as in the training session. All objects pre-
sented similar textures, colors, and sizes, but distinctive shapes.
Between trials the objects were washed with 10% ethanol solution.
Object exploration was measured using two stopwatches to record
the time spent exploring the objects during the experimental ses-
sions. Exploration was defined as follows: sniffing or touching the
object with the nose. Sitting on the object was not considered as
exploration. A recognition index calculated for each animal was ex-
pressed by the ratio Ty/(Tr+ Tyn) [T =time spent exploring the
familiar object; Ty = time spent exploring the novel object].

2.6. Statistical analysis

Data of open-field behavior were expressed as mean + S.E.M.
Comparisons among groups were performed using one-way ANO-
VA followed by Tukey HSD post hoc tests. Data of novel object rec-
ognition task were expressed as median (interquartile ranges).
Comparisons among groups were performed using a Kruskal-Wal-
lis analysis of variance and Mann-Whitney U-tests. Comparisons
between training and retention tests recognition indexes within
each individual group were performed by Wilcoxon tests. p Values
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of less than 0.05 were considered to indicate statistical

significance.

3. Results
3.1. Open-field behavior

The effects of rosuvastatin on open-field behavior in aged rats
treated neonatally with iron are shown in Table 1. Aged iron-trea-
ted rats that received rosuvastatin (at both doses) showed a de-
creased number of crossings when compared to the iron + saline
group (p=0.027 and p=0.007, respectively), but not when
compared to the veh+saline group (p=0.381 and p=0.183,
respectively) (Table 1). There were no statistically significant dif-
ferences among groups regarding the other parameters evaluated
(data not shown).

3.2. Novel object recognition task

The effects of rosuvastatin on recognition memory in aged rats
treated neonatally with iron are shown in Fig. 1. In order to exclude

Table 1
Number of crossings in the open field in neonatal iron and rosuvastatin-treated aged
rats.

Group N Mean * S.E.M.
Vehicle (oral) + saline ip 07 369+6.4
Vehicle (oral) + ros 0.2 mg/kg ip 08 35.7+34
Vehicle (oral) + ros 2.0 mg/kg ip 10 26.2+4.4
Iron 10.0 mg/kg (oral) + saline ip 10 452 +5.1
Iron 10.0 mg/kg (oral) + ros 0.2 mg/kg ip 09 23.9+3.5"
Iron 10.0 mg/kg (oral) + ros 2.0 mg/kg ip 10 215+3.7"
Total 54 31521

Open-field behavior was evaluated 24 h after the last injection of rosuvastatin in
aged rats (24 months old). Data are expressed as mean * S.E.M. Differences in the
number of crossings between iron plus saline group from other groups are indicated
as: *'p<0.05 and **p < 0.01 (Tukey HSD post hoc tests).
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the possibility that the effects of iron, aging or rosuvastatin would
alter general behavioral parameters that could interfere with the
memory acquisition process, we used a training protocol in which
rats had to accumulate 30 s of total exploration of both objects.
Statistical comparison of latency to reach the criterion of 30s
exploring both objects during the object recognition training ses-
sion was used as an index of motor and exploratory activity. Krus-
kal-Wallis analysis of variance revealed no significant differences
in the latency to reach criterion among groups (H = 2.784, df =5,
p=0.733), Table 2.

Our previous results demonstrated that aged rats presented
long-term recognition memory deficits when compared to young
animals, although they presented normal short-term recognition
memory (de Lima et al., 2005c, 2008a,b). Here, we replicated these
findings, since Wilcoxon comparisons showed that the aged rats
that received vehicle in the neonatal period presented significant
preference towards the novel object in the STM retention test
(p = 0.005), while they did not in the LTM retention test (p = 0.445).

Interestingly, Mann-Whitney comparisons demonstrated that
aged rats that received iron in the neonatal period and saline in
the adulthood showed a poorer performance in the STM retention
test when compared to rats that received vehicle in the neonatal
period and saline in the adulthood (p = 0.019), in addition to the al-
ready expected impairment in LTM retention test, suggesting that
iron loading potentiates the naturally occurring age-associated
memory impairment.

Aged rats that received vehicle in the neonatal period and rosu-
vastatin (0.2 mg/kg) presented a better performance in the LTM
retention test than animals given saline, as Mann-Whitney com-
parisons showed that their recognition indexes were higher than
the veh +sal group (p=0.043). The higher dose of rosuvastatin
(2.0 mg/kg) had not the same beneficial effect, since Mann-Whit-
ney comparisons showed that the recognition indexes of this group
were not significantly different from aged rats that received vehicle
in the neonatal period and saline in the adulthood (p =0.315 for
LTM retention test).

Aged rats that received iron in the neonatal period and rosu-
vastatin (0.2 mg/kg) in the adulthood presented a better
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Fig. 1. Effects of neonatal iron and rosuvastatin treatment on recognition memory in aged rats. Behavioral testing was carried out when animals were 24 months old. The
recognition memory task was performed 24 h after the open-field behavior evaluation. Short-term memory retention test was performed 1.5 h after training and long-term
memory retention test 24 h after training. The proportion of the total exploration time that the animal spent investigating the novel object was the “Recognition Index”
expressed by the ratio Tn/(Tr + Tn), Tr = time spent exploring the familiar object and Ty = time spent exploring the novel object. Data expressed as median [interquartile
ranges], N=7-10 per group. Differences between vehicle + saline vs other groups are indicated as: p <0.05 (Mann-Whitney U-test); and between iron + saline vs other

groups as: 'p < 0.05 (Mann-Whitney U-test).
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Table 2

Latency to reach the criterion of 30s exploring both objects during the object
recognition training session in aged rats submitted to neonatal iron and rosuvastatin
treatment in old age.

Group N Mean + S.E.M.
Vehicle (oral) + saline ip 07 339.0+40.4
Vehicle (oral) + ros 0.2 mg/kg ip 08 346.4+35.8
Vehicle (oral) + ros 2.0 mg/kg ip 10 350.7+35.4
Iron 10.0 mg/kg (oral) + saline ip 10 356.3+35.0
Iron 10.0 mg/kg (oral) + ros 0.2 mg/kg ip 09 345.2 +45.6
Iron 10.0 mg/kg (oral) + ros 2.0 mg/kg ip 10 425.2 +43.1
Total 54 362.4+15.9

Novel object recognition training session was performed 24 h after the open-field
behavior evaluation in aged rats (24 months old). Statistical comparison of latency
to reach the criterion of 30 s exploring both objects during the object recognition
training session showed no statistically significant differences among experimental
groups. Data are expressed as mean + S.E.M (s).

performance in STM retention test than animals given iron and
vehicle, as Mann-Whitney comparisons showed that their recogni-
tion indexes were higher than the iron + veh group (p = 0.028). The
higher dose of rosuvastatin (2.0 mg/kg) was also ineffective in the
group that received iron in the neonatal period (p = 0.247 for STM
retention test and p = 165 for LTM retention test in comparison to
vehicle + saline; p = 0.529 for STM retention test and p = 0.631 for
LTM retention test in comparison to iron + saline). Taken together,
these results indicate that rosuvastatin ameliorates memory
impairments induced by aging and iron loading.

4. Discussion

We have previously shown that neonatal iron exposure induces
long-term recognition memory deficits in adult life (de Lima et al.,
2005a,b, 2007, 2008b) and that aged rats naturally present recog-
nition memory deficits (de Lima et al., 2005c, 2008a; Pietd Dias
et al., 2007). Previous studies determined that a 3-day iron admin-
istration regimen dose-dependently produces iron accumulation in
the substantia nigra of adult rats (Schroder et al., 2001) and basal
ganglia of adult mice (Fredriksson et al., 1999, 2000). Although in
the present study we have not measured iron levels in brain re-
gions, we used the same dose and time schedule of administration,
known to induce iron accumulation in the brain. Object recognition
memory is known to rely on the integrity of the striatum (Schroder
et al., 2003). Also, evidence has indicated that the hippocampus
plays a key role in object recognition memory formation (Rampon
et al., 2000; de Lima et al., 2006). Accordingly, recent studies from
our laboratory have indicated that neonatal iron treatment in-
creases apoptotic markers and induces gliosis in the hippocampus
of adult rats (submitted manuscript), which might be related to
iron-induced memory deficits.

Here, we extended these findings by demonstrating for the first
time that aged animals that received iron in the neonatal period
presented more severe memory deficits. These findings are in
agreement with the idea that the age-related cognitive decline
could be related to the increased levels of iron reported in healthy
elderly subjects (Drége and Schipper, 2007; House et al., 2006) and
in elderly subjects affected by neurodegenerative diseases, in
which there is more pronounced brain iron accumulation accom-
panied by more severe cognitive decline (Kienzl et al., 1995; Ebaldi
et al., 1996; Griffiths et al., 1999; Lynch et al., 2000; Pratico et al.,
2002; Ong and Farooqui, 2005; Kosta et al., 2006; Quintana et al.,
2006; Gerlach et al., 2006; Wallis et al., 2008; Ding et al., 2009).
It is also noteworthy that rosuvastatin was not able to rescue
long-term memory in aged animals treated with iron, supporting
the concept that iron administration worsened age-associated rec-
ognition memory impairment.

The training protocol used in the present study, in which ani-
mals are trained to meet the criterion of 30 s exploring objects
was chosen in order to overcome the possible motor and motiva-
tional/exploratory effects induced by aging or pharmacological
treatments. Although we found a significantly decreased number
of crossings in groups treated with iron plus rosuvastatin com-
pared to iron-saline group, it is unlikely that this alteration influ-
enced the animals’ capacity to explore the objects, since there
was no difference among groups in the time required to reach cri-
terion. Moreover, the number of crossings performed by rats given
iron plus rosuvastatin and the control group treated with vehicle
plus saline did not differ, and the number of rearings, another
parameter related to motor and exploratory activity, was not
altered.

Over the years, our research group has evaluated the effects of
different pharmacological strategies to protect and/or reverse
iron-induced recognition memory deficits in our animal model
based on neonatal iron loading. Thus, we showed that selegiline
(a MAO inhibitor with antioxidants properties), and rolipram (a
type 4-specific phosphodiesterase inhibitor) treatments were able
to reverse the iron-induced recognition memory deficits (de Lima
et al., 2005b, 2008b). Interestingly, we showed that aged rats pre-
sented impairments in the long-term recognition memory when
compared to young animals and that selegiline and rolipram treat-
ments also restored recognition memory in aged animals (de Lima
et al., 2005¢, 2008b).

Here we show that rosuvastatin reversed the age-associated
long-term memory impairment as well as the short-term memory
impairment produced by the combination of neonatal iron treat-
ment and aging. Statins are known to reduce cholesterol levels
by inhibiting HMG-CoA reductase, a key enzyme in cholesterol bio-
synthesis. It has been suggested that the beneficial effects of statins
on neurodegeneration may not be only due to their cholesterol-
lowering effects, but also, to their cholesterol-independent or
pleiotropic effects, such as improving blood-flow, reducing coagu-
lation, modulating the immune system, reducing oxidative damage
(Zipp and Aktas, 2006; Stefani and Liguri, 2009; van der Most et al.,
2009). Although we have not measured cholesterol levels, the pre-
clinical pharmacology of rosuvastatin indicates that the dose re-
quired to completely inhibit hepatic synthesis of cholesterol in
rats is much higher (12 mg/kg) than the doses used in the present
study (McTaggart et al., 2001). Thus, we believe that the effects
found in the present study may be, at least in part, unrelated to
cholesterol-lowering effects.

Accordingly, increasing evidence has shown that statins are able
to protect against oxidative damage by inhibiting different steps of
the free radical generation pathways and enhancing the expression
of antioxidant defense enzymes (Koladiya et al., 2008; Kumagai
et al.,, 2004; Bosel et al., 2005; Hayashi et al., 2005). Rosuvastatin
have also been shown to possess anti-oxidative effects in in vitro
and in vivo models (Otto et al., 2006; Ajith et al., 2008; Schupp
et al., 2008). In addition, statins can stimulate neurogenesis and
neuronal survival via other mechanisms that do not necessarily de-
pend on lowering cholesterol, including up-regulation of brain-de-
rived neurotrophic factor (BDNF), activation of protein kinase
pathways, and increased phosphorylation of cAMP-binding re-
sponse element (CREB) (Wu et al., 2008).

Although the role of cholesterol synthesis inhibitors as neuro-
protective agents is still controversial, a few clinical studies have
indicated that they could exert beneficial effects in the treatment
of the age-related cognitive decline (Bernick et al., 2005; Cramer
et al., 2008; Sparks, 2009) and the cognitive decline associated
with neurodegenerative diseases (Wolozin et al., 2007; Wahner
et al., 2008; Arvanitakis et al., 2008; Haag et al., 2009). Here we
show that rosuvastatin improved recognition memory deficits
associated with iron loading and aging. We hypothesized that
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one possible mechanism by which rosuvastatin promoted the cog-
nitive improvement seen in our study may be associated with its
anti-oxidative properties. In previous studies we have demon-
strated that neonatal iron treatment is associated with increased
oxidative stress in brain regions related to memory formation (de
Lima et al., 2005a), and that reduction of oxidative damage to pro-
teins in the cortex and hippocampus in aged rats was associated
with amelioration of age-induced memory impairment (Pieta Dias
et al., 2007). While further studies will be required in order to pre-
cise understand the mechanisms by which rosuvastatin amelio-
rated iron-induced memory deficits, we do not know why the
lowest dose used in the present study was effective and the highest
was not. However, a number of studies examining the effects of
injections of both memory-enhancing (McGaugh, 1989) and mem-
ory-impairing drugs show that many treatments produce an in-
verted-U dose-response curve where specific doses are optimal
whereas both lower and higher doses are ineffective.

In summary, the present study supports the view that cognitive
deficits associated with aging and neurodegenerative disorders
might be related to the deleterious effects of iron accumulation
in the brain and provides the first evidence that statins ameliorate
age-associated memory dysfunction.
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Consideracoes Finais

Mostramos previamente que a exposi¢ao neonatal ao ferro induz déficits de
memoria de reconhecimento a longo prazo na vida adulta (de Lima et al., 2005a,b,
2007, 2008b) e que os ratos velhos apresentam naturalmente déficits de memoéria
de reconhecimento (de Lima et al., 2005c, 2008a; Pieta Dias et al., 2007). Estudos
prévios determinaram que um regime de administragcdo de ferro por trés dias
produz acumulo de ferro de maneira dose-dependente na SN de ratos adultos
(Schroder et al.,, 2001) e nos ganglios da base de camundongos adultos
(Fredriksson et al., 1999, 2000). Embora no presente estudo ndo tenhamos
medido os niveis de ferro nas regides do cérebro, usamos a mesma dose e
regime de administragdo que sabidamente induzem acumulo de ferro no cérebro.
Sabe-se que a memodria de reconhecimento de objetos depende da integridade do
estriado (Schroder et al., 2003). Além disso, evidéncias indicam que o hipocampo
desempenha um papel chave na formagcdo da memodria de reconhecimento de
objetos (Rampon et al., 2000; de Lima et al., 2006). Da mesma forma, estudos
recentes de nosso laboratério indicaram que o tratamento neonatal com ferro
aumenta os marcadores de apoptose e induz gliose no hipocampo de ratos
adultos (Miwa et al., 2010; Fernandez et al, 2010) que poderiam estar
relacionados a déficits de memoadria induzidos pelo ferro. Aqui, ampliamos estes
achados demonstrando pela primeira vez que os animais velhos que receberam
ferro no periodo neonatal apresentaram déficits de memdéria mais severos. Estes
achados estdo em concordancia com a idéia de que o declinio cognitivo
relacionado a idade poderia estar relacionado aos niveis aumentados de ferro
relatados em individuos idosos saudaveis (Droge e Schipper, 2007; House et al.,

2006) e em pessoas idosas afetadas por doengas neurodegenerativas, em que ha
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um acumulo mais pronunciado de ferro no cérebro, acompanhado por um declinio
cognitivo mais severo (Kienzl et al., 1995; Ebaldi et al., 1996; Griffiths et al., 1999;
Lynch et al., 2000; Pratico et al., 2002; Ong e Farooqui, 2005; Kosta et al., 2006;
Quintana et al., 2006; Gerlach et al., 2006; Wallis et al., 2008; Ding et al., 2009).
Também deve-se notar que a rosuvastatina nao foi capaz de recuperar a memoaria
de longo prazo em animais velhos tratados com ferro, suportando o conceito de
que a administracao de ferro pioraria a deficiéncia de memdéria de reconhecimento
associada a idade

No decorrer dos anos, nosso grupo de pesquisa avaliou os efeitos de
diferentes estratégias farmacoldgicas para proteger e/ou reverter os déficits de
memoéria de reconhecimento induzidos pelo ferro em nosso modelo animal,
baseado na carga de ferro neonatal (de Lima et al, 2008b). Assim, mostramos que
os tratamentos com selegilina (um inibidor da MAO com propriedades
antioxidantes) e roliprame (um inibidor especifico da fosfodiesterase tipo 4) foram
capazes de reverter os déficits de memoria de reconhecimento induzidos pelo
tratamento com ferro neonatal em roedores (de Lima et al., 2005b, 2008Db).
Demonstramos que os ratos velhos apresentaram deficiéncias na memdéria de
reconhecimento de longa duragdo quando comparados aos animais jovens, e que
os tratamentos com selegilina e roliprame também restauraram a memoria de
reconhecimento nos animais velhos (de Lima et al., 2005c, 2008b).

Aqui, mostramos que a rosuvastatina reverteu o déficit de memoaria de
reconhecimento de longa duragdo associado a idade, bem como o déficit de
memoéria de curta duragcdo produzido pela combinagcdo do tratamento neonatal
com ferro e do envelhecimento.

Sabe-se que as estatinas reduzem os niveis de colesterol pela inibicdo da

HMG-CoA redutase, uma enzima chave na biossintese de colesterol. Foi sugerido
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que os efeitos benéficos das estatinas sobre a neurodegeneragéo podem nao ser
resultantes somente de seus efeitos redutores de colesterol, mas também de seus
efeitos colesterol-independentes ou pleiotropicos, como a melhora do fluxo
sanguineo, redugdo da coagulagdo, modulagdo do sistema imune, reducdo da
lesdo oxidativa (Zipp e Aktas, 2006; Stefani e Liguri, 2009; van der Most et al.,
2009). Embora ndo tenhamos medido os niveis de colesterol, a farmacologia pré-
clinica da rosuvastatina indica que a dose requerida para inibir completamente a
sintese hepatica do colesterol em ratos (12 mg/kg) € muito maior que as doses
usadas no presente estudo (McTaggart et al., 2001). Assim, acreditamos que os
efeitos encontrados no presente estudo podem ser, ao menos em parte,
independentes dos efeitos redutores do colesterol.

Da mesma forma, evidéncias crescentes tém demonstrado que as
estatinas sdo capazes de proteger contra danos oxidativos, inibindo diferentes
etapas das vias de geragdo de radicais livres e aumentando a expressao de
enzimas de defesa antioxidantes (Koladiya et al., 2008; Kumagai et al., 2004;
Bosel et al., 2005; Hayashi et al., 2005). Porém, estudos recentes, realizados com
simvastatina, ndo demonstraram melhora quanto a memodria de pacientes com
déficit cognitivo e memdéria (Serrano-Pozo 2010, Benito-Leon 2010). A
rosuvastatina também mostrou possuir efeitos anti-oxidativos em modelos in vitro
e in vivo (Otto et al., 2006; Ajith et al., 2008; Schupp et al., 2008). Além disso, as
estatinas podem estimular a neurogénese e sobrevivéncia neuronal por outros
mecanismos que nao dependem necessariamente da reducdo do colesterol,
incluindo a regulagéo positiva do fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF),
vias de ativacdo da proteina quinase e fosforilagdo aumentada do elemento de
resposta a ligagdo do AMPc (CREB) (Wu et al.,, 2008). Embora o papel dos

inibidores da sintese do colesterol como agentes neuroprotetores ainda seja
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controverso, alguns estudos clinicos indicam que eles poderiam exercer efeitos
benéficos no tratamento do declinio cognitivo relacionado ao envelhecimento
(Bernick et al., 2005; Cramer et al., 2008; Sparks, 2009) e do declinio cognitivo
associado a doengas neurodegenerativas (Wolozin et al., 2007; Wahner et al.,
2008; Arvanitakis et al., 2008; Haag et al., 2009). Aqui, mostramos que a
rosuvastatina melhorou os déficits de memoria de reconhecimento associados a
sobre carga de ferro e ao envelhecimento. Propomos a hipdtese de que um
mecanismo possivel pelo qual a rosuvastatina promoveria a melhora cognitiva
observada em nosso estudo poderia estar associado a suas propriedades anti-
oxidativas. Em estudos prévios, demonstramos que o tratamento neonatal com
ferro esta associado ao estresse oxidativo aumentado em regides do cérebro
relacionadas a formagédo da memoria (de Lima et al., 2005a), e que a redugéo dos
danos oxidativos as proteinas no cortex e hipocampo em ratos velhos foi
associada a uma melhora do prejuizo de meméria induzida pela idade (Pieta Dias
et al., 2007).

Uma das preocupacdes quanto ao uso de estatinas em pacientes com DA
€ a sugestdo de possiveis efeitos cognitivos deletérios associados a redugdo do
colesterol (Stépien et al, 2005). Estudo randomizado, comparando a lovastatina e
placebo em adultos saudaveis com niveis de colesterol LDL elevados demonstrou
um efeito negativo pequeno, mas significativo, sobre as medidas de velocidade
psicomotora e atengdo nos pacientes que receberam lovastatina (Muldoon et al,
2000). Outro ensaio envolvendo reducéo do colesterol através da modificagdo da
dieta mostrou um efeito negativo sobre uma unica medida da fungéo cognitiva em
pacientes com a maior declinio nos niveis de colesterol mostrando um maior
prejuizo cognitivo (Wardle et al, 2000). Estudos epidemioldgicos de diferentes

modelos e populacdes de pacientes mostraram uma reducéo de 40-70% do risco

26



de DA, associada a ingestao de estatinas (Jick et al, 2000; Rockwood et al, 2002;
Wolozin et al, 2000). Apesar das limitagdes inerentes a esses dados para atribuir
uma relagdo causal entre o uso de estatina e uma diminuigdo risco de DA, a
magnitude e a consisténcia dos efeitos observados sao notaveis. Outros dois
estudos randomizados recentes, placebo controlados, n&o mostraram um
beneficio da terapia com estatina em declinio cognitivo associado ao
envelhecimento. A critica a estes resultados foi o curto periodo de seguimento de
3 anos e 5 anos, respectivamente (Heeschen et al, 2002; Shepherd et al, 2002).

Em 2004, Zamrini et al relataram uma reducdo de 39% em o risco de
Alzheimer em usuarias de estatinas em comparagdo com os ndo-usuarios (RC =
0,61; 95% 1C:0,42-0,87). Dados da coorte do Cache County Study demonstraram
nao houve reducgéao significativa no risco de DA com uso de estatina, mas permitiu
observar que alguns beneficios poderdo ser concedidos com uso de estatinas a
por longo prazo. Em contraste, o estudo das Trés Cidades, com 9294 individuos
identificados na Franga, mostrou uma redugao significativa no risco da doenga de
Alzheimer com o uso de estatina (RC = 0,61;95% IC, 0,41-0,91) (Zandi et al,
2005).

Em suma, baseado nos resultados obtidos, nosso estudo suporta a idéia de
que os déficits cognitivos associados ao envelhecimento e as doencgas
neurodegenerativas podem estar relacionados aos efeitos deletérios do acumulo
de ferro no cérebro, e fornece a primeira evidéncia de que as estatinas melhoram

a disfungdo de memoria associada a idade.
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