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Resumo

Os avancos na medicina possibilitam, cada vez mais, a longevidade da populacéo
mundial. Porém, o aumento no nimero de pessoas idosas traz como consequéncia diversos
problemas de salde comuns nessa faixa etaria. A principal teoria que explica o surgimento
da doenca de Alzheimer (DA) é o acumulo de um peptideo chamado -amiloide (BA). O
acumulo deste peptideo no espaco extracelular forma um composto insolavel que inicia uma
cascata de eventos neuroinflamatorios, com ativacao da micréglia e astrocitos, culminando na
perda de neurbnios e extensos déficits nas funcdes executivas. Atualmente, ndo esta
disponivel para a terapia um farmaco que consiga reverter ou mesmo impedir a progressao
da DA. Por isso, sdo importantes as pesquisas para o desenvolvimento de novos farmacos
focadas nesta area. Este trabalho busca avaliar a acdo de anti agregacao dos peptideos
sintéticos fraternina-10 e octovespina em um modelo murino da DA, induzida pela agregacéo
do peptideo BA. Para o modelo experimental, os animais foram divididos em sham, doentes
e tratados por uma semana com a fraternina-10 (trés doses) ou com a octovespina (uma
dose), todos administrados via subcutédnea. Para a avaliacdo de déficits cognitivos, os
individuos foram desafiados em trés ensaios comportamentais: campo aberto (CA),
reconhecimento de objeto novo (RON) e o labirinto aquético de Morris (LAM), que avaliam o
comportamento espontaneo, a memoria de curto e de médio prazo. Ap0s 0S ensaios
comportamentais, os cérebros dos animais foram marcados com Tioflavina T e DAPI para a
quantificagdo dos agregados de BA. As administragdes de ambos os peptideos resultaram em
uma melhora cognitiva dos animais. O CA mostrou que o tratamento ndo causou
comprometimento motor nos animais. J& 0 RON mostrou que os animais tratados com a dose
de 12mg/kg de fraternina-10 e com a octovespina tiveram uma melhora significativa quando
comparados ao grupo doente. Porém, essa melhora ndo se manteve durante todos os dias
dos ensaios comportamentais. Uma possivel explicacdo é que os peptideos devem ter sido
degradados pelo corpo dos animais e, ao final de 144 horas sem receber tratamento, a
biodisponibilidade dos peptideos jA ndo era suficiente e os sinais da DA reestabelecidos.
Apesar disso, as analises histolégicas mostraram que houve uma pequena redugdo no
numero de agregados de BA tratados com 12 mg/kg de fraternina-10 e 4mg/kg de octovespina.

Palavras-chave: Doenca de Alzheimer, peptideos, Vespas sociais, anti amiloidogénico.



Abstract

Advances in medicine make possible to increase the longevity of the world's
population. However, the increase in the number of elderly people results in several common
health problems in this age group. The main theory that explains the emergence of AD is the
accumulation of a peptide called B-amyloid. The accumulation of this peptide in the
extracellular space forms an insoluble compound that initiates a cascade of neuroinflammatory
events, with activation of the microglia and astrocytes, resulting in the loss of neurons and
extensive deficits in the executive functions. Currently, a drug that reverses or even prevents
the progression of AD is not available for therapy. Therefore, there are important research for
the development of new drugs focused in this area. To this end, the researchers look for
compounds that have affinity in the central nervous system, like peptides found in the venom
of arthropods. These animals have been used as a source of new drugs for many years, now
being purified and having their functions better defined. The aim of this work is to evaluate the
anti-aggregation action of synthetic peptides fraternina-10 and octovespina in a murine model
of AD, induced by the aggregation of the BA peptide. For the experimental model, the animals
were divided into sham, BA and treated for one week with a fraternina-10 (three doses) or with
octovespina, all administered subcutaneously. In the evaluation of cognitive deficit, subjects
were challenged in three important behaviors tests: open field (OF), new object recognition
(NOR) and the Morris water maze (MWM), which assess spontaneous behavior, short and
medium term memory. After the behavioral assays, the animals' brains were labeled with
Thioflavin T and DAPI for a quantification of the aggregates of BA. The administrations of both
peptides resulted in better cognition of the animals. OF showed that the treatment did not
cause motor impairment in animals. NOR, however, showed that animals treated with the 12
mg / kg dose of fraternina-10 and octovespina had a significant improvement when compared
to the sick group. However, this improvement did not last for all the days of the behavioral
tests. One possible explanation is that the peptides must have been degraded by the animals'
bodies and, at the end of 144 hours without treatment, the bioavailability of the peptides was
not enough and the AD signs reestablished. Despite this, histological analyzes showed that
there was a small reduction in the number of AR aggregates treated with 12 mg / kg of
fraternina-10 and 4 mg / kg of octovespina.

Keywords: Alzheimer's disease, peptides, social wasps, anti amyloidogenic.
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1. Introducéo

Ha muitas décadas, os pesquisadores tentam determinar os diversos aspectos
etioldgicos da Doenca de Alzheimer (DA). Ela, uma doenca complexa e de deteccao tardia,
vem afetando cada vez mais individuos na populacdo mundial (Muller, 2017), totalizando
aproximadamente 40 milhdes de pessoas diagnhosticadas. Mesmo assim, o nimero real deve
ser muito maior, uma vez que seus primeiros sinais sé aparecem depois de décadas do inicio
da doenca (Selkoe, 2016).

A DA é uma patologia neurodegenerativa, responséavel pela maior parte dos casos de
deméncia senil, representando de 50-75% dos casos (Cavanaugh, 2014). Com o
envelhecimento da populacdo mundial, acredita-se que o nimero de casos desta doenca
aumente em grandes proporcdes nas proximas décadas. Além disso, por ndo haver um
medicamento efetivo para o tratamento e a cura da DA, esta patologia gera grandes custos
diretos e indiretos ao paciente e ao Estado. Estima-se que, no ano de 2010, foram gastos
aproximadamente 600 bilhdes de ddlares no tratamento de pacientes com a DA em todo o

mundo, niumero que deve triplicar até 2050 (Huang, 2012; Lundkvist, 2014).

Em 1907, Alois Alzheimer, psiquiatra e neuropatologista alemao, descreveu o
resultado de uma andlise post mortem de uma mulher que sofreu de deméncia pré-senil
progressiva. Nesse estudo, ele descreve que sua paciente teve uma rapida e crescente perda
de memoria, além da perda da orientacdo no tempo e espaco, e que faleceu quatro anos e
meio apOs o estabelecimento da doenca. Durante a necropsia, Alzheimer verificou que o
cérebro de sua paciente estava atrofiado, com volume reduzido, com patologia neurofibrilar e
presenca de depdsitos proteicos no cortex. Este estudo foi pioneiro para a descoberta e
caracterizacdo desta doenca, que hoje leva o nome de Doenca de Alzheimer (Small et al
2006).

Inicialmente, a DA é caracterizada por lapsos de meméria, seguida do declinio de
outras fungdes cognitivas (Go6tz, 2008). A forma mais comum ocorre em pacientes idosos,
acometendo cerca de 10% de pessoas acima de 65 anos e aproximadamente 50% de
pessoas acima de 85 anos. Quando a doenca comeca a se manifestar em idade mais
avancada, ela é classificada como DA esporadica. Além disso, aproximadamente 5-6% dos
casos ocorre precocemente em pessoas com idade inferior a 65 anos. Estes casos possuem
uma forte influéncia genética e sao classificados como DA Familiar (Kumar, 2016; Cavanaugh,
2014; Van Dam, 2011).

Em todos os casos, a DA é assintomética em seu inicio. Sua progressdo pode ser
dividida em trés estagios: pré-clinico (sem sinais ou sintomas), comprometimento cognitivo

leve e deméncia (Kumar, 2016). Durante o estagio pré-clinico, que pode durar décadas, o
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paciente ndo apresenta sinais clinicos evidentes da doenca, mas durante esse periodo, ocorre
0 acumulo do peptideo B-amiloide (BA) e formacdo de emaranhados neurofibrilares da
proteina TAU. Com a sua progressao, 0s primeiros sinais de esquecimento e dificuldade com
atividades cotidianas se iniciam. Os sinais da doenca vao se tornando gradativamente mais
evidentes e frequentes, como problemas severos de memoria, desorientacdo espacial e
visual, falta de equilibrio, problemas nas fun¢cdes motoras, entre outros. Além do déficit
cognitivo, ha também uma série de comportamentos e sinais psicoldgicos relacionados ao
inicio da deméncia, por exemplo sinais de agressao e agitacdo, depressao, ansiedade, além
de alucinacdes. Com a progressao da doenca, 0 paciente, jA em estagio avancado de
deméncia, muitas vezes fica retido em uma cadeira de rodas ou acamado, devido a problemas
de locomocédo. Geralmente, quando ocorre o diagnostico da DA, a expectativa de vida do

paciente tende a se estender por mais cinco a sete anos (Cavanaugh, 2014; Selkoe, 2003).

O déficit de meméria € um sinal marcante da DA, pois tipicamente € o primeiro a se
manifestar nesta doenca. Porém, nem todos os tipos de memoéria sdo afetados nesta
condicdo. Além disso, problemas de evocagdo na memoéria episoddica (autobiogréfica) e na
memoaria de procedimento sdo frequentes em pessoas saudaveis, podendo ser influenciada
por fatores como estresse e depressao. Com isso, quando uma pessoa com DA apresenta
estes pequenos lapsos de memoria, dificilmente ela associa a um problema neuroldgico,
dificultando o diagnéstico precoce. No entanto, as causas fisioldgicas desse gradual déficit de

memodria ainda estdo em controvérsia (Selkoe, 2003; Faucher, 2016).

Analises post mortem do cérebro de individuos com a DA ajudam a elucidar a causa
dos problemas de memdria como primeiros sinais desta doenca. A memdria episodica esta
associada a regido da formacao hipocampal, ja a de procedimento esta associada ao cortex
pré-frontal medial, regides muito afetadas nesta doenca (Faucher, 2016). Amostras do cérebro
de individuos com DA em estagios mais avancados mostram que também h& o
comprometimento de estruturas subcorticais como o complexo amigdaloide e o nicleo basal
de Meynert (GoOtz, 2008), justificando o comprometimento motor decorrente do avanco da

doenca.

A DA é ocasionada por uma interacao entre diversos fatores genéticos, epigenéticos
e ambientais, que resultam em neuroinflamacéao e processo apoptoético anormal, bem como a
formacéao de placas de B-amiloide (BA) e emaranhados neurofibrilares (ENF) (Huang, 2012;
Gotz, 2008; Bagyinszky, 2017). Vale ressaltar que o acumulo progressivo da amiloide é
responsavel por causar diversas doencas, como artrite reumatéide, psoriase e doenca de
Crohn (Selkoe, 2016).
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1.1. Areas acometidas pela DA

Inicialmente, a memdéria estd associada a regido hipocampal. Esta regido esta
localizada no lobo temporal medial, sendo composta pelo subiculo, giro denteado, Corno de
Amon (dividido em CAL, CA2 e CA3) e o cortex entorrinal. A DA esta fortemente associada a
um processo acelerado de atrofia da regido hipocampal e do cértex cerebral. Além destas
regides, também séo afetadas o complexo amigdaloide, substancia nigra, tAlamo, hipotalamo,
formacdo reticular e nucleos do tronco encefélico. Células ndo neuronais também sao
afetadas pela DA: astrocitos, oligodendrdcitos, micréglia e vasos sanguineos. Porém, os
sinais dessa doenca ndo se iniciam apenas apés a morte celular. A disfuncdo sinaptica se

inicia desde o comeco da doenca, resultando em uma perda sinptica (Kocahan, 2017).

Giro )
Denteado Cas Hipocampo
CAl

\.J

Subiculo

. Coértex Entorrinal
Cortex

Perirrinal  Cgrtex
Entorrinal

Figura 1: Esquema representativo das regides do cérebro responsaveis pela formagéo e armazenamento de alguns
tipos de meméria (fonte prépria)

Estudos em roedores mostraram que a area relacionada com a memoria de
reconhecimento de itens especificos é o cértex perirrinal, localizado no lobo temporal medial.
Ainda em roedores, a &rea do cérebro relacionada a identificar a localizagdo espacial de um
item previamente apresentado é a formacgao hipocampal. Isso mostra que diferentes areas do
cérebro estdo relacionadas com diferentes tipos de memoéria. Porém, apesar dessa
especializacdo em diferentes regides, é evidente que o funcionamento codessas regides,
somado a garantia da comunicagdo entre elas, sdo fundamentais para o processamento da
memoria (Warburton, 2015).

Para a formacao de novas memorias ou durante o processo de aprendizado, ocorre 0

fortalecimento de sinapses que ja existiam anteriormente ou ha a formacdo de novas
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comunicacgdes entre 0os neurdnios. Dois processos estdo associados a isso: 0 potencial de
longa duracdo (long term potential — LTP) e o potencial de longa depresséo (long term
depression — LTD). Ambos causam alteracdes morfoldgicas e elétricas na transmissao

singptica.

O LTP é dependente da ativacdo glutamatérgica do receptor pos-sinaptico NMDA.
Uma vez ativado, esse receptor permite o influxo de célcio, dando inicio uma cascata
bioquimica com a ativacdo da proteina kinase calcio-calmodulina dependente, gerando
modificagbes pos-transcricionais. Com isso ha o aumento de receptores AMPA na membrana
plasmatica do neurbnio pos-sinaptico, intensificando a comunicagéo entre esses neurbnios.
Mutacbes no receptor glutamatérgico NMDA levam a um bloqueio do LTP e gera um déficit
de aprendizado associado a problemas de memdria (Lisman, 2018).

JA o LTD também estd associado a este receptor, porém gerando resultados
contrérios. Neste processo, os receptores do tipo AMPA, necessarios para ativagdo do NMDA,
sofrem endocitose, o que diminui a forca sinaptica (Banko, 2006, Izquierdo, 1997). Deste
modo, € possivel ver a importancia de sinapses excitatérias na formacdo da memaoria e como

a regulagéo desses processos bioquimicos sédo essenciais para a célula.

Pessoas com DA possuem uma diminuigdo nessas reacdes bioquimicas, pois a BA e
a TAU interferem diretamente nesses processos. Os emaranhados de TAU sdao muito
encontrados na regido do subiculo e CAl, além de os neurdnios colinérgicos da formacéo

hipocampal serem sensiveis ao processo inflamatério na DA (Hyman, 1984).

1.2. Hipé6teses etioldgicas da DA
As principais hipéteses sobre os mecanismos moleculares que levam ao declinio
cognitivo na DA sdo: o acumulo e agregacdo do peptideo BA, a perda de neurbnios

colinérgicos e a hiperfosforilagdo da proteina TAU.

1.2.1. Hipodtese colinérgica

A hip6tese mais antiga que tenta explicar os acontecimentos ao longo da progresséo
da DA é conhecida como colinérgica. Pacientes com essa doenca mostraram reducdo na
atividade da colina acetiltransferase (ChAT), da acetilcolinesterase (AChE) e na sintese e
liberacdo de acetilcolina (ACh). Essa hip6tese surgiu da andalise post mortem de individuos
com DA, em que mostrava uma reducao no numero de neurénios colinérgicos, especialmente

na regiao do nucleo basal de Meynert (Figura 2) (Bohnen, 2018).
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Figura 2: Via colinérgica que irriga as regifes responsaveis pela memdria no lobo temporal medial (fonte prépria).

A ACh possui diversas fun¢des no corpo, como a contracdo dos musculos do sistema
digestério, contracdo da bexiga e pupila, vasodilatacdo e diminuicdo do ritmo cardiaco. A
resposta gerada pela estimulagéo colinérgica vai depender do tipo de receptor que a Ach se
liga. Os receptores colinérgicos pés-sinapticos sao divididos em muscarinicos e nicotinicos.
Quando liberada no espaco sinaptico, a Ach é metabolizada pela AchE, decompondo-a e

colina e &cido acético (Silva, 2015).

Uma das metodologias utilizadas para determinar a funcdo da ACh em funcgbes
cognitivas consistia em tentar induzir sinais através da administragcéo de farmacos especificos,
como a escopolamina. Foi possivel observar que, em um mesmo teste de memoria, a
administracdo de farmacos bloqueadores de receptores muscarinicos gerou problemas
cognitivos e estados de amnésia transitdria, enquanto que o grupo que nao recebeu o farmaco
se manteve estavel. Isso sugeriu que a ACh tem um papel importante no processo cognitivo
(Hampel, 2018).

Em 1976, foram analisados cérebros de pacientes que faleceram em decorréncia da
DA e comparados a pacientes sem DA. O primeiro grupo apresentava a enzima ChAT com
atividade significativamente reduzida (entre 60 a 90%) quando comparados ao grupo sem a
doenca (Coyle, 1983). Pouco tempo depois, um estudo concluiu que determinadas dosagens
de fisiostigmina, um bloqueador da AChE, resultavam em uma melhora da memodria em
primatas idosos. Isso gerou a hipotese colinérgica para a disfuncdo de memaoria em idosos
em 1982, por Bartus e colaboradores. A DA mostrou ter uma relacdo direta com o dano

colinérgico. Desta forma, animais com lesdes colinérgicas e que apresentavam problemas
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cognitivos, foram caracterizados como modelos de DA. Pouco tempo depois esta passou a

ser a hipotese colinérgica para a DA (Hampel, 2018).

Estudos mostraram que a diminuicdo da atividade colinérgica ocorre pela inatividade
da enzima ChAT. Essa inativacdo ocorre devido a interacdo da ChAT com a BA de diferentes
isoformas, ndo estando diretamente relacionada com o processo inflamatoério que ocorre na
DA. Além disso, a AChE acelera a formagao de agregados de BA, formando um complexo BA-
AChE (Dinamarca, 2010). Esse complexo altera a funcéo sinaptica na formacgao hipocampal
e aumenta a concentracdo de Ca"* intracelular. Também foi comprovado que h4 uma elevada
afinidade entre a BA e neurbnios colinérgicos, diferente do que ocorre em neurbnios
gabaérgicos, sobre o qual a BA possui pouco ou nenhum efeito. Deste modo, a via colinérgica
que irriga a regido hipocampal fica comprometida. Nao havendo a sintese de ACh, ndo ha
ativacdo dos receptores colinérgicos e nem despolarizagdo dos neurdnios desta regido
(Coyle, 1983; Pedersen, 1996).

Essa teoria ainda é reforgada por estudos que mostraram que a reducéo da quantidade
de receptores muscarinicos e nicotinicos, alvos da ACh, diminui a fungdo cognitiva.
Comprovando ainda mais a aplicabilidade desta teoria, a maior parte dos farmacos atuais

existentes para o tratamento da DA sao inibidores da AChE ou agonistas colinérgicos.

1.2.2. Hipotese da hiperfosforilacdo da proteina TAU

Uma vez que a hipétese colinérgica ainda néo foi totalmente confirmada, ha uma outra
hip6tese que tenta explicar o aparecimento da DA: a hipétese da proteina TAU. Esta é uma
proteina de membrana, hidrofilica, associada a microtibulos, sendo encontrada
principalmente em neurbnios e células da glia, abundantemente nos axbénios e em menor
quantidade nos dendritos. Ela é estavel em meio acido e em altas temperaturas, faz parte da
composicao do citoesqueleto e, além disso, se mostra muito versatil. Essa proteina também
se associa a filamentos de actina, proteinas motoras e quinases, estando no citosol ou no
meio externo aos neurdnios e interagindo com diferentes alvos. Porém, mudancas nesta
proteina podem desestabilizar o citoesqueleto da célula, alterando sua conformacdo e
interacdes, destruindo sinapses e causando a morte neuronal (Kriiger 2016; Nisbet, 2015). O
acumulo de proteina TAU no cérebro de pacientes com DA foi descrito pela primeira vez em
1986 (Kocahan, 2017).

O gene MAPT, responsavel por esta proteina, esté localizado no cromossomo 1721
e, através de splicing alternativo, pode formar seis isoformas de TAU. A estrutura de suas
diferentes isoformas € marcada por trés ou quatro sitios de ligacdo com microtibulos bem

conservadas e, desde o desenvolvimento embriondrio até a fase adulta, essas regides
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recebem uma molécula de fosfato, processo chamado de fosforilagdo (Andreeva, 2017;Nisbet,
2015). Também ha em sua estrutura diversos residuos de aminoacidos que potencialmente

podem ser fosforilados, especialmente serina, treonina e tirosina (Dansokho, 2017).

Diversas enzimas realizam essa funcéo de fosforilagdo da TAU, como por exemplo a
MAPquinase, proteina quinase A e a calcio-calmodulina proteina quinase 2. Porém, quanto
mais fosforilada esta regido estiver, menor ser4d a sua afinidade com o microtabulo.
Observando as formas encontradas, a TAU em fetos humanos apresenta aproximadamente
sete fosfatos, enquanto que em um adulto h& apenas dois fosfatos por molécula. Quando
hiperfosforilada, essa proteina pode ter oito fosfatos ligados a sua estrutura. Este numero
pode variar, pois também h& atuacdo de fosfatases, enzimas que retiram a molécula de
fosfato, durante o periodo do 6bito até a coleta das amostras do cérebro para os estudos.
Mesmo sem saber ao certo o numero de fosfatos, na DA, a TAU é fosforilada especialmente
em regifes de ligagdo com microtubulos, rompendo sua interacdo e desestabilizando o

citoesqueleto (Barage, 2015; Kocahan, 2017).

A fosforilacdo possui um importante papel na regulagédo do funcionamento da TAU,
que tem por consequéncia a funcao de regular a estabilizagdo e montagem dos microtubulos,
portanto sua desregulacdo pode causar uma série de efeitos nocivos a célula. Uma
possibilidade é a disfuncao sinaptica, uma vez que a TAU hiperfosforilada danifica a ligacédo
entre o axénio e o compartimento somatodendritico, além de déficit no transporte axonal. Além
disso, a adicdo de fosfato pode alterar a degradacdo de TAU, além de ser um fator que

potencializa sua agregacéo (Wang, 2016).

N&o se sabe explicar ao certo o motivo da hiperfosforilacdo desta proteina, porém
estudos sugerem que a inflamacéo, o estresse oxidativo e a excitotoxicidade glutamatérgica
séo fatores que podem causar alteragfes na TAU. Essa hiperfosforilagcdo também aumenta a
capacidade dessa proteina de se auto agregar, formando oligdmeros, fibrilas, pareamentos
helicoidais sollveis e emaranhados neurofibrilares (ENF) (Kruger, 2016; Barage, 2015).
Apesar destas possiveis conformacdes, a forma solivel de TAU é mais toxica ao organismo
do que os ENF, uma vez que estudos ja mostraram que houve recuperacdo da memoria de
animais mesmo naqueles individuos com os ENF (Blennow, 2006). Porém, é inegavel que os
ENF também possuem efeitos negativos no cérebro, se associando em filamentos helicoidais

hiperfosforilados e desestabilizando o citoesqueleto, podendo levar a morte celular.
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1.2.3. Hipotese amiloidogénica

Desde a descoberta de Alois Alzheimer, um traco marcante da doenca foi a presenca
de depdsitos no cérebro de pessoas doentes. Em 1984, Glenner e Wong publicaram um
estudo em que sequenciaram um peptideo torcido em folha-beta (BA) quase que unicamente
encontrado nos vasos sanguineos de pessoas diagnosticadas com DA (amiloidose
cerebrovascular), sendo um marcador biolégico dessa patologia. Masters e colaboradores
(1985) isolaram este mesmo peptideo retirado do parénquima cortical. Uma vez isolado e
sequenciado, seria possivel identificar um unico precursor do peptideo BA e proporcionar um

diagnéstico especifico para a DA.

Para compreender a hiptese amiloidogénica, € necessario conhecer a origem deste
peptideo. Kang (1987) conseguiu identificar o gene responsavel pela origem da BA e que este
fragmento é originado de uma proteina receptora da superficie celular. A BA é originada da
protedlise da Proteina Precursora de Amiloide (PPA). A PPA é uma proteina altamente
conservada, que pode ser encontrada no cérebro de diversos animais. Ndo se sabe ao certo
o seu funcionamento, mas ela esta associada a importantes processos de desenvolvimento
embrionario do cérebro, plasticidade neuronal, formagdo das sinapses, memoria e
neuroprotecdo (Mdller, 2017). A PPA é codificada pelo gene PPA (cromossomo 21) que,
através do splicing alternativo, gera algumas isoformas da PPA. Uma mutacdo neste gene
esta relacionada com o aparecimento precoce da DA, devido ao aumento da producgao de A

ou a uma alteragao na razao das isoformas de BA (Karran, 2016).

A PPA é uma proteina transmembranica composta por um grande dominio C-terminal
extracelular e uma curta cauda N-terminal citoplasmatica. Neurbnios excitatérios e
interneurdnios gabaérgicos expressam a PPA, havendo uma alta concentragédo desta proteina
nas regides do cortex e da formacgéo hipocampal. Ela passa por processos proteoliticos muito
complexos, mas que ocorrem naturalmente nas células, sem relacionamento com nenhum
tipo de doenca (Karran, 2016). Esse processo pode seguir por dois caminhos: a via

amiloidogénia e a ndo-amiloidogénica (Figura 3).

Na via ndo-amiloidogénica, a PPA é clivada pelas enzimas a-secretase, que libera um
grande dominio extracelular, e pela y-secretase, que libera o peptideo p3 para o espaco
extracelular e o AICD para o intracelular. Nenhum desses fragmentos sdo téxicos ao
organismo. Ja na via amiloidogénica, a PPA é quebrada pela B-secretase, que também libera
uma grande porcao para o espaco extracelular, porém diferente do que aquele formado pela
a-secretase. A y-secretase também atua na via amiloidogénica, porém a sua atuacdo depois
da B-secretase libera o peptideo AICD intracelular e a BA extracelular. Outras vias cataliticas

também atuam na PPA, porém estas sdo as mais comuns (Vaucher, 2001; Andreeva, 2017).
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Figura 3: Vias cataliticas da PPA. A atuacdo da alfa-secretase e da gama-secretase liberam peptideos que néo
sd0 nocivos ao cérebro. J4 na via amiloidogénica, a atuacdo da beta-secretase, seguida pela gama-secretase,
origina o peptideo beta-amiloide no meio extracelular (fonte propria).

Como resultado da via amiloidogénica, ha a liberacdo do peptideo BA no espaco
extracelular, porém ele ndo é uniforme. Ele pode ser formado por 36 a 43 aminoacidos
aproximadamente (Querfurth, 2010; Heneka, 2015). No cérebro humano, as duas
composi¢cdes mais encontradas sdo BA40 e BA42 (Faucher, 2016). Essas diversas isoformas
da BA comegam a se aglomerar de diversas formas no espacgo extracelular. Sua longa cadeia
e a presencga de amino&cidos hidrofébicos aumentam a propenséo de agregacao. (Karran,
2016). Sao formados mondmeros e fibrilas amiloides insoltveis, além de dimeros, trimeros e

oligbmeros soluveis.

Estudos mostraram que, diferente do esperado, as formas de BA solluveis sdo muito
mais toxicas ao cérebro do que as insollveis, porém seu mecanismo de toxicidade ainda nao
é totalmente elucidado. Deste modo, a severidade da doenca vai depender da quantidade de
oligbmeros formados, e ndo da quantidade total do peptideo BA (Querfurth, 2010, Huang,
2012).

Este peptideo possui um dominio N terminal, composto de aminoécidos hidrofobicos
(17LVF20F). Mudancas nessa sequéncia podem mudar as propriedades deste peptideo e sua

conformacgdo. A adicdo do aminoacido prolina, por exemplo, a esta sequéncia impede a
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formacdo de folhas-beta tdo caracteristicas da BA (Soto, 1998). Esta regido entre os
aminoacidos 17 e 20 possui varios aminoacidos hidrofobicos e, a adicdo ou substituicdo
destes por aminoacidos hidrofilicos impede a agregacao da BA, sugerindo que seu processo

de agregacao ocorre devido a interagdo destas regides do peptideo (Figura 4) (Soto, 1996).

Essa conformacdo adotada pela BA € importante para a sua agregacgdo. Estudos
testaram esse fato através da incubacao em diferentes pH, concentragédo de peptideo e com
a adicdo de solventes. Algumas dessas condi¢des resultaram na formacdo de a-hélice ao
invés da tradicional folha-B. Isso fez com que os peptideos em a-hélice se agregassem de

forma muito mais lenta do que aqueles em folha-$ (Soto, 1996).

A BA é um peptideo com elevada toxicidade, o que leva os oligdmeros de BA iniciarem
0 processo apoptdtico ao se ligarem a receptores de membrana da célula. Além disso, o
acumulo leva a oxidacdo de acidos nucleicos, lipidios e proteinas, dano as organelas e
desregulacdo na entrada de calcio na célula, reacdes essas que podem levar a morte celular
por diferentes vias. Esse peptideo também causa danos fisicos ao cérebro, induzindo o déficit
na plasticidade neural, formacéo de novos circuitos e cognigdo. Esses problemas parecem se

iniciar antes de haver morte celular no cérebro de pessoas doentes (Canter, 2016).

Estudos indicam que a BA42 é mais téxica que a BA40. Apesar de suas estruturas so
possuirem 2 aminoacidos de diferenga, a BA42 tem mais facilidade de se agregar e formar
oligbmeros pois em sua regido C-terminal, ha a adicdo de mais amino&cidos hidrofobicos. Isso
faz com que esses residuos se tornem mais amiloidogénicos, que sao muito téxicos para o
organismo. Em condig¢des fisiolégicas normais, a BA40 representa cerca de 90% dos
peptideos formados, e apenas 5% sao de fA42 (Sun, 2015). Acredita-se também que a BA40

€ metabolizada mais facilmente pelo organismo do que a BA42 (Kocahan, 2017).

1DAEFR 6HDSGY 11EVHHQY16KLVFFR21AEDVG 26SNKGA 31IIGLM 36VGGVVV 41142A

Regido
hidrofobica

Figura 4: Sequéncia de aminoacidos do peptideo beta-amiloide 42 e a sua principal regido hidrofébica sendo
destacada (fonte prépria).

Todos esses processos ocorrem normalmente no cérebro de pessoas saudaveis, uma
vez que 0 organismo possui inumeros mecanismos para degradar a BA formada e acumulada.
Diversas proteases participam desta limpeza, como a neprisilina, a enzima degradante de

insulina e a enzima conversora de angiotensina (Qiu, 2015; Andreeva, 2017). Porém, na DA,
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ocorre uma desregulacdo da remocido da BA e ela se acumula no cérebro iniciando um

processo neuroinflamatdrio.

Nao se sabe ao certo qual o papel da BA no corpo humano, porém existem varios
exemplos de que a agregacao de proteinas € um processo normal. Quase todos os peptideos,
sob determinadas circunstancias, conseguem formar agregados e alguns possuem funcdes
especificas. J& foram encontrados agregados funcionais em bactérias, fungos e mamiferos.
Esses agregados ndo sdo toxicos ao organismo e possuem uma gama de funcionalidades.
Apesar de 90% de similaridade do gene APP dos humanos com outros animais, nao foram

encontradas, nenhuma das mutacdes relacionadas com a DA familiar (Andreeva, 2017).

1.2.4. TAU x BA

Apesar dos diversos avangos na elucidagéo da DA, muitos cientistas debatem qual
seria o principal fator que leva ao comprometimento cognitivo. As pesquisas focam
principalmente na hipétese amiloidogénica e na da proteina TAU, sempre questionando qual

surge primeiro.

Analisando separadamente estas hipoteses, principalmente em modelos transgénicos
de ratos e camundongos, um dos fatores que o0s pesquisadores tentam entender é o caminho
que estas proteinas percorrem no cérebro (Figura 5). O acimulo de TAU se inicia no cortex
entorrinal, chegando a formacg&o hipocampal e, por fim, se espalhando no cortex cerebral. Ja
a BA faz o caminho inverso. E certo de que a primeira e principal regido do cérebro afetada
na DA é da formacé&o hipocampal e o cortex entorrinal. Mas na analise pdés mortem do cérebro
de alguns individuos, foi possivel ver um grande acumulo de ENF, sem que a pessoa
apresentasse nenhum problema cognitivo. Porém, aqueles que apresentavam acumulo de BA
e TAU, manifestaram sinais tipicos da DA. Um dos fatores que pode explicar esse fato é que
0os ENF ndo séo tdo toxicos aos neurbnios, e uma das hipoteses é que sua formacao ocorre
justamente para que nao haja um ataque agudo de monémeros sollveis e toxicos de TAU
(Andreeva, 2017; Wang, 2016; Jucker, 2011).

Consistente com a hipétese amiloide, estudos mostraram que pacientes com DA
familiar desenvolvem primeiro aglomerados de BA. Somente depois aparecem agregados de
proteina TAU, perda neuronal e deméncia, comprovando a importancia desta teoria para
explicar o inicio da DA (Musiek, 2015). Apesar de a hiperfosforilagdo da TAU ser mais
condizente com a neurodegeneracao e dano sinaptico, alguns casos clinicos de DA mostram

pouco ou nenhum ENF. Além disso, casos de DA somente com placas senis ndo sao
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clinicamente diferentes daqueles que possuem ambos, ENF e placas senis, apenas possuem

uma velocidade de progresséo da doenca menor (Andreeva, 2017).

Jé& outros pesquisadores dizem que a hipétese amiloide ndo esta elucidada e que néo
se sabe ao certo se ela é o fator determinante para o desenvolvimento da DA. Com isso, seria
errado classificar pacientes com o acumulo de placas amiloides, porém sem sinais da doenca,
no estégio pré-clinico, uma vez que este estagio da doenca é caracterizado de acordo com o
surgimento da BA. Alguns ainda afirmam que os cientistas adequam os acontecimentos da
DA de acordo com a hipétese amiloide ja estabelecida, ao invés de alterar a hipotese, e que

isto seria muito perigoso para as pesquisas (Herrup, 2015; Musiek, 2015).

Outro fator que pode explicar o padrédo de neurodegeneracdo no cérebro € que os
neurdnios da formagé&o hipocampal, neurénios colinérgicos, estdo em alta concentragéo e sdo
muito sensiveis ao processo inflamatorio, sendo degradados mais rapido do que os da regido
do cértex. Ja sobre neurbnios gabaérgicos, agregados de TAU ou BA nao possuem efeito.
Outro fator agravante na neurodegeneracdo esta relacionado com a composicdo do
citoesqueleto das células hipocampais. Células da regido cortical piramidal possuem um
citoesqueleto com alta concentragdo de actina, enquanto que os neurdnios da regido

hipocampal possuem mais microtabulos.

BA
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Figura 5: Esquema representativo da propagacao da beta-amiloide e da proteina TAU ao longo do desenvolvimento
da doenca de Alzheimer. A coloragéo indica as areas do cérebro afetadas. Em amarelo ha dano leve, em laranja
moderado e vermelho representa dano grave a regido (fonte propria).
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Apesar de a discussao para definir se a TAU ou a BA causam prioritariamente a DA,
diversos estudos ja mostraram que pessoas com formacado ENF e oligbmeros de TAU néo
possuiam nenhum tipo de deméncia. Esse fato também foi comprovado em animais (Kriger,
2016). Também ao analisar amostras histoldgicas de pacientes com DA, observou-se que o

ENF nado é suficiente para a neurodegeneracdo, pois muitas células do cortex cerebral

acabam morrendo antes da formag&o dos ENF.

Um outro fator que faz questionar a atuagdo da TAU na DA € que, até o momento,
nenhuma mutacdo no gene MAPT esté relacionada com a DA (Andreeva, 2017; Wang, 2016).
Mutacdes nesse gene estdo relacionadas com o aparecimento de deméncia frontotemporal
(Canter, 2016). Enquanto que na hipotese amiloidogénica, sabe-se de, pelo menos, trés
genes que estao relacionados com a BA e o aparecimento precoce de sinais da DA. O gene
PPA codifica a Proteina Precursora de Amiloide, e uma mutagdo dominante ou duplicacdo
desse gene esta relacionada com a manifestacdo da doenca. Pessoas portadoras da
Sindrome de Down possuem trés cépias do gene PPA e também desenvolvem sinais da DA.
Além dele, outros dois genes, PSEN1 e PSENZ2, ligados a via catalitica da PPA, também estao
relacionados com a DA precoce. Esses genes codificam os peptideos Presenilina-1 e
Presenilina-2, que compde a enzima B-secretase e aumentam a formacao da BA (Canter,
2016).

E importante ressaltar que ainda ndo se sabe ao certo qual é o fator determinante da
DA, nem se pode listar todos os processos de surgem no decorrer da doenca. Mas enquanto
iSsS0, € necessario investir e testar diferentes tratamentos que atuam em diferentes processos
da DA.

Independente de qual dos dois seja o fator determinante, uma comparacao que ocorre
com muita frequéncia é que a DA se espalha no cérebro dos individuos de maneira
semelhante a prions. Prions sado proteinas defeituosas ricas em folhas-beta que induzem o
erro de moldagem para outras proteinas. As moléculas que foram corrompidas se tornam pré-
dispostas a autoagregacao, podendo se tornar prejudiciais aos neurbnios. Ha ainda
evidéncias de que os prions podem ser transmitidos de um neurénio para outro através de
transporte sinaptico. Ha evidéncias que esse mecanismo funciona para a BA e in vitro para a

TAU (Jucker, 2011; Andreeva, 2017).

1.3. Fatores de risco
Diversos fatores de risco j4 foram enumerados para a DA. Esses fatores podem levar
a manifestacdo da DA de forma precoce ou tardia. A DA familiar possui uma forte influéncia

genética e comecga a se manifestar quando o paciente atinge cerca de 30 anos. O fator mais
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significativo para o desenvolvimento da DA esporadica € o envelhecimento, sendo 10% de
chance para pessoas acima de 65 anos e 50% de chance para pessoas acima de 85 anos.
Fatores de risco vascular, como obesidade e altas taxas de colesterol, além de doencas
vasculares, como hipertensdo e acidentes vasculares encefalicos, estdo associadas a um
aumento na probabilidade de manifestacdo da DA esporadica. Fatores psicossociais, como a
baixa escolaridade, também estdo associados ao risco de desenvolver a DA (Cavanaugh,
2014; Calero, 2015; Kocahan, 2017).

Apesar de estar relacionada a alelos autossGmicos dominantes, a DA familiar
representa 1% dos casos diagnosticados, enquanto que a DA esporadica abrange os 99%
restante. Dentre as alteracdes genéticas relacionados com a manifestacdo da DA, trés delas
estdo ligadas ao aparecimento precoce dos sinais da DA, que sdo o gene da PPA e dois

genes relacionados a presenilina (Calero, 2015).

Como descrito anteriormente, a PPA é codificada por um Unico gene presente no
cromossomo 21. Composto por 19 exons, 0 processo de splicing alternativo consegue
determinar diversos mMRNA para esta proteina. Uma mutacao pontual neste gene leva a uma
expressao errdnea desta proteina, associado aos casos de DA familiar. Porém pessoas
portadoras da Sindrome de Down, por possuirem uma trissomia desse gene, possuem uma
super expressao desta proteina, apresentando agregados de BA desde muito jovens, mas

sem a concomitante presenca de ENF.

Pessoas com micro duplicacdo do cromossomo 21 foram analisadas, como nos casos
de Sindrome de Down por translocagdo. Foi possivel perceber que individuos que néo
apresentavam o gene da PPA no cromossomo translocado tinham a Sindrome de Down,
porém ndo desenvolviam DA. Ja em casos raros, no qual ocorre uma microduplicacao
somente do gene PPA (e ndo de todo o cromossomo 21), o individuo desenvolvia DA, porém
nao possuia Sindrome de Down. Isso comprova que o0 gene da PPA esta diretamente

relacionado com a doenca (Selkoe, 2016).

A mutacao relacionada a DA familiar faz com que haja uma alteracdo no sitio de
clivagem das enzimas a, B e y secretase, alterando a atuacdo dessas enzimas (Yamada,
2000). Um estudo de grande relevancia foi o realizado por Jonsson (2012). Ele mostrou que
uma mutagao na APP resulta em diminui¢do da sua clivagem pela B-secretase e individuos
com esse tipo de alteracdo ndo apresentavam formacgéo de placas senis e nem declinio

cognitivo tipico da DA. Esses fatores corroboram com a hipétese amiloidogénica.

Outro gene que esta relacionado com a DA é o codificante da proteina ApoE. Pesando
34kDa, essa glicoproteina esté relacionada com o armazenamento, transporte e metabolismo

do colesterol, sendo produzida e secretada no SNC pelos astrdcitos. Porém, quando liberada
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no espaco extracelular, ela se liga aos ENF e as placas senis. O gene ApoE esta localizado
no cromossomo 19 e os alelos ApoE 2, ApoE3 e ApoE4 sdo as trés isoformas mais
encontradas dessa proteina, mas a frequéncia do alelo ApoE4 é significativamente maior em
casos de DA esporadica (Karran, 2016; Calero, 2015; Yamada, 2000). Embora este alelo
aumente a chance de desenvolvimento da doencga, ele ndo é necessario nem suficiente para
explicar o desenvolvimento da DA (Cavanaugh, 2014). Aproximadamente 20-25% da

populacdo carrega uma copia do alelo ApoE4, e 2% carregam duas cépias.

N&o se sabe ao certo a fungéo desta glicoproteina no cérebro, mas estudos mostraram
que ela esta envolvida no transporte do colesterol e outros lipideos. Ela também esté ligada
ao metabolismo da BA. ApoE4 promove a deposigdo e agregacdo da BA, enquanto que
pessoas com o alelo ApoE2 possuem menos chance de desenvolver a DA (Calero, 2015).
Estudos também mostraram que individuos portadores do alelo ApoE4 e que
concomitantemente possuem infeccdo do virus da herpes simples tipo 1, tem maior chance
de desenvolver a DA. Este virus ativa o catabolismo da APP pela via amiloidogénica e que o

alelo desta glicoproteina potencializa a aglomeragéo de A (McManus, 2017).

TREM2 é um tipo de proteina transmembrana que é expressa em osteoclastos,
macréfagos e também age como receptor na micréglia. Em duplicacdo, uma mutacdo que
causa a perda da funcdo de TREM2 esta ligada a doenca de de Nasu Hakola, que é
caracterizada por deméncia. Este ativador de micréglia se liga a diversos tipos de ligantes,
como bactérias e fosfolipideos. Uma teoria € que o alelo inativador de TREM2 impede a

ativagdo da microglia para fagocitar os depdsitos de BA (Strooper, 2016; Selkoe, 2016).

Os casos de DA precoce estdo em sua maioria relacionados a uma alteracdo nas
proteinas presenilinas PS1 e PS2, com seus genes localizados nos cromossomos 14 e 1,
respectivamente. Mas de 50 mutacdes para o gene PS1 ja foram reportadas (Yamada, 2000).
Investigando o complexo da y-secretase na progressao da DA, pesquisas descobriram que a
presenilina € importante para a estabilidade desta enzima e que os genes da presenilina
codificam o sitio ativo da enzima y-secretase. Em ambos 0s genes, as mutagfes alteram a
taxa de clivagem da APP, tendo como produto peptideos maiores, mais hidrofébicos e com
maior chance de agregacéo, como a BA42 (Kuruva, 2016; Selkoe, 2016). Porém estudos
recentes analisaram as mutacdes conhecidas da PS1 e concluiu-se que 75% das mutacdes
analisadas tem como efeito a diminuicdo da producdo de BA, sendo algumas delas
responsaveis por uma diminuicdo significativa do nivel deste peptideo (Kuruva, 2016; Sun,
2017).
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1.4. Neuroinflamacao e neurodegeneragéo

Uma vez acumulada no espacgo extracelular, a BA comeca a se aglomerar em
diferentes formas. Essa agregacao ocorre, pois a BA é instavel na forma de mondmero. Além
disso ha inducédo do meio, fazendo com que a BA se ligue com a AchE (Karran, 2016, Qiu,
2015). Isso pode levar a efeitos toxicos, como estresse oxidativo, excitotoxicidade,
neuroinflamacgéo, aumento da permeabilidade da membrana, mudanca no citoesqueleto e

ativacao de vias apoptoticas.

A neurodegeneracdo se caracteriza por mudancas na expressdo de
neurotransmissores, numero reduzido de neutréfilos, dano sinaptico, acimulo de BA, além da
morte neuronal em larga escala e atrofia neural nos estagios finais da doenca (Kocahan,
2017).

Uma das primeiras consequéncias do acumulo dos oligbmeros de BA e dos ENFs de
TAU é o inicio da atividade inflamatéria da microglia. A sua ativagdo € acompanhada de uma
elevada producao de citocinas e quimiocinas pro-inflamatdrias. A reagao inflamatéria se torna
tdo severa que passa a afetar os neurdnios, sua estrutura e sobrevivéncia. Sabe-se também
que a ativacdo dessa célula ocorre muito antes da manifestagdo dos primeiros sinais
(Spangenberg, 2016; Minter, 2016).

A micréglia é uma célula da glia responsavel pela atividade fagocitica no SNC, atuando
de forma semelhante a um macrofago. Ela também é responsavel pela sustentacdo dos
neurdnios, formacao de sinapses e pela plasticidade neural (Dansokho, 2017;Minter, 2016).
A origem da micréglia difere das outras células da glia, pois ela é formada a partir de células
no saco vitelinico que migram para o cérebro antes da formacé&o da barreira hematoencefalica.
Desta forma, a micrdglia se autorrenova constantemente para manter o nimero de células

durante toda a vida, sem depender das células da medula 6ssea (Bolos, 2017).

Durante a manutencdo da homeostase no cérebro, a microglia apresenta o estado de
repouso e o estado ativo. A mudanca desses estados ocorre a partir da ativacao da micréglia
e liberacdo de citocinas e lipopolissacarideos. A forma ativa da micréglia ainda pode ser
classificada em M1 (inflamatéria) e M2 (neuroprotecdo), mas acredita-se que as células
alternem entre esses estados (Figura 6). As células em M1 predominam no local da injuria,
enquanto que M2 aparece depois, mais relacionada com o processo de reparo (Bolés, 2017,
Minter, 2016).
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Figura 6:Esquema representativo da ativagcdo da microglia, podendo alterar seu estado para M1 ou M2. Cada
estado ativado libera substancias diferentes e possuem funcdes diferentes no cérebro (fonte prépria).

Nos estagios iniciais da doenga, a producéo de citocinas pro-inflamatérias tem como
objetivo otimizar a retirada dos oligdbmeros de BA do cérebro, sendo efetiva na limpeza e
manutencdo da homeostase. Porém, com o desenvolvimento da DA, a microglia se torna
ineficaz nesta limpeza. O aumento na concentracdo destes peptideos estimula mais ativacao
de micrdglia, que libera mais citocinas e fator de necrose tumoral, intensificando o processo
inflamatério (Bagyinszky, 2017; Spangenberg, 2016). Através da analise do cérebro de
pacientes com tomografia de emissao de poésitrons (PET), foi possivel verificar que a ativacao
e 0 processo inflamatério no cérebro comecam antes da manifestacdo dos sinais da DA
(Spangenberg, 2016).

A ativacdo da micréglia induz a uma resposta imune inata, marcada pela liberacéo de
citocinas pro-inflamatérias e fatores quimiotaticos. Estes fatores ajudam na entrada de
leucdcitos circulantes no CNS. Porém, com a progressao da doenga, a atividade fagocitica da
micréglia fica cada vez mais ineficiente, e a liberacéo de citocinas cada vez mais intensa, fator

gue agrava o processo inflamatério no cérebro de pessoas com DA (Zenaro, 2017).

O acumulo de BA também estimula a ativacéo de astrécitos. Estas sao as células mais
abundantes no SNC, ajudando na manutengcdo da barreira hematoencefélica (BHE), do
controle ibnico e da distribuicdo de nutrientes para os neurénios. Porém, uma vez ativado, ele
também sustenta o processo inflamatério, com a producao de citocinas (IL-1B e IL6) e com

estresse oxidativo (Bagyinszky, 2017; Zenaro, 2017).

Astrécitos estdo ao redor de grande parte da BHE, se conectando as células

endoteliais. Estes mesmos astrocitos também se comunicam diretamente com 0s neuroénios,
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fazendo com que tenha uma comunicacao entre essas duas células. Essa comunicacao entre
0s astrdcitos e as células endoteliais permite que ele consiga regular muitas caracteristicas
da BHE e, consequentemente, alterar sua permeabilidade. A a¢do destas células da glia pode
tornar as juncdes entre as células mais rigidas (barreira fisica), alterar a expressdo e
localizacao de proteinas transmenbranicas que atuam como canais (barreira de transporte) e

a atuacao de um sistema enzimatico especializado (barreira metabdlica) (Zenaro, 2017).

TAU também pode participar da ativacdo da microglia e de astrocitos, porém os ENFs
ndo sao a forma que mais os ativa, mas sim oligdmeros de TAU. Células M1 séo facilmente
encontradas préximas aos emaranhados neurofibrilares, fato que se justifica pela atividade
fagocitica da micréglia. Porém, este mecanismo de protecao pode influenciar no alastramento
da doenca para outras regides do cérebro (Bagyinszky, 2017; Kriger, 2016). Na Figura 6 esta
um esquema representativo da ativacao da microglia, podendo alterar seu estado para M1 ou
M2. Cada estado ativado libera substancias diferentes e possuem fungfes diferentes no

cérebro.

Além disso, dentro da micréglia ocorre a ativagdo da enzima COX-1 que estimula a
liberacdo de mediadores inflamatérios. Recentemente, cientistas verificaram que a ativacao
ocorre pela ligagao da BA extracelular com a PPA da membrana da micréglia, atribuindo mais

uma funcéo para a PPA (Bol6s, 2017).

Com o desenvolvimento da doenga, mais BA e TAU se acumulam no cérebro e mais
micréglia é ativada com o objetivo de tentar fagocitar esses peptideos. Porém, esse processo
se torna ineficiente. Sabe-se que a BA e Tau estimulam um processo inflamatdrio crénico. As
placas senis e os emaranhados neurofibrilares ficam cercados de microglia ativada e
astrocitos reativos, eles servem como uma fonte continua de produtos da neuroinflamacéao,
gue ativam mais células, aumentando a producéo de citocinas pro-inflamatdrias, entrando em

um loop de reforgo positivo (Niranjan, 2013).

Com isso, além de nao conseguir diminuir a quantidade de BA, a micrdglia ativada
libera no cérebro varios fatores neurotoxicos, tais como fator de necrose tumoral, 6xido nitrico
e espécies reativas de oxigénio, que levam ao processo de neurodegeneracdo. Com o
agravamento da doenga, o processo inflamatorio comeca a se retroalimentar, de forma que

mesmo que se retirasse a BA, ele continuaria.
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1.5. Excitotoxicidade glutamatérgica, estresse oxidativo e cascata apoptoética

Além da neuroinflamac&o, um outro processo importante que ocorre em pacientes com
DA é a excitotoxicidade glutamatérgica. O glutamato € o principal heurotransmissor excitatério
do SNC e possui um papel fundamental na plasticidade neural e formacéo de memaria (Mehta,
2013).

Os neurbnios poés-sinapticos possuem dois tipos de receptores para o glutamato:
metabotrdpicos e ionotrépicos. Receptores ionotrépicos sdo aqueles que funcionam como
canais e, ao se abrirem, permitem a passagem de ions pela membrana plasmatica da célula
de forma rapida. Ja os receptores metabotropicos também podem abrir canais idnicos, mas
de forma diferente. Uma vez ativado, o receptor metabotrépico ativa a proteina G, que atua
como segundo mensageiro, gerando uma resposta celular como, por exemplo, a abertura de
um canal ibnico. Existem 8 tipos de receptores metabotrépicos, que séo divididos em 3 grupos:
grupo 1 (mGlu 1 e 5), grupo 2 (mGlu 2 e 3) e grupo 3 (mGlu 4, 6, 7 e 8) (Revett, 2013).

A presenca de BA e TAU desregulam a sinapse glutamatérgica. Estudos mostraram
que a presenca destas proteinas aumenta a concentracdo de glutamato na sinapse, além de
eles conseguirem interagir com o receptor NMDA e ativa-lo. Esse processo leva a um influxo
de calcio intensificado em relacdo ao que normalmente ocorre. Uma vez no citoplasma, o
excesso de célcio passa a inibir enzimas que participam da respiracdo celular. A inibicao da
atividade mitocondrial leva a liberacao de espécies reativas de oxigénio (ERO) e 6xido nitrico,
se somando aos que sao produzidos pela micréglia. Um outro efeito que ocorre na mitocondria

é a formacao de um poro e liberacdo do citocromo C (Kamat, 2016; Mehta, 2013).

O dano mitocondrial é acoplado ao estresse oxidativo. O estresse ocorre por diversos
fatores. Os radicais livres podem ser resultantes dos processos inflamatérios que estdo
ocorrendo no cérebro devido ao acumulo de BA, ou podem ser formados durante o
metabolismo oxidativo normal (Niranjan, 2013). Uma vez acumulados no meio intracelular, os
radicais livres comecam a oxidacdo de proteinas e lipideos, modificando a sua estrutura.

Essas alterag6es comprometem as vias antioxidantes da célula.

Estudos mostram que os radicais livres no citoplasma também oxidam DNA e RNA,
que danificam o funcionamento do nucleo, mitocondria e outras organelas da célula. A BA
possui um aminoacido que é facilmente oxidado. Com o acumulo de BA, mais ela sera
oxidada, liberando radicais livres e intensificando os sinais da doenca (Butterfield, 2013).
Outro fator que agrava a DA é que o estresse oxidativo aumenta a atividade da enzima (3-

secretase, levando ao aumento da produgéo de BA (Niranjan, 2013).

Com o processo inflamatério iniciado pela micréglia e a excitotoxicidade

glutamatérgica nos neurénios, a quantidade de radicais livres se torna muito grande e eles
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passam a danificar diversas estruturas da célula. A oxidac&o de acidos nucleicos, lipideos da
membrana plasmatica e de organelas membranosas séo tao extremos que a célula inicia o

processo de necrose (Kamat, 2016; Mehta, 2013).

A morte celular também ocorre por ativacdo da via das caspases. Esse grupo de
proteinas estdo relacionadas com o processo apoptético. Apoptose e necrose sdo dois
processos em que ha a morte celular, porém eles possuem vias diferentes. Quando a morte
celular ocorre de forma programada, a chamamos de apoptose. Quando a morte celular ocorre
por disfungcéo energética, influxo de célcio e dano a membrana plasmética, a classificamos
como necrose. Outra diferenca é que apos a necrose, ocorre a liberacdo de componentes

citoplasméaticos no meio extracelular, ja na apoptose tudo é degradado (Dias, 2014).

As caspases podem se iniciadoras (caspase 8, 9 E 10) ou efetoras (caspase 3,6 e 7),
sendo bem conhecida a sua fungédo no processo apoptético (Burguillos, 2011). Como dito
anteriormente, a excitotoxicidade glutamatérgica gera o influxo abundante de calcio. Este ion
inativa a funcao mitocondrial e causa a liberacdo de espécies reativas de oxigénio e oxido
nitrico, levando ao estresse oxidativo. Também ocorre a liberagdo do citocromo C, proteina
existente na membrana interna das mitocéndrias e que participam da etapa final do processo
de respiragao celular. A liberagdo do citocromo C no citoplasma ativa a Caspase 9, que ativa
a Caspase 3. Para a efetivacdo do processo apoptotico, a Caspase 3 produz e libera diversos
mediadores pré-inflamatérios, como a IL 18, TNFa e ON. Também ha atuagédo da Caspase 1
no processo inflamatorio, pois ela é necessaria para a ativagéo das interleucinas IL 1B e 18,

que foram produzidas pela micréglia e astrocitos (Heneka, 2015; Dias 2014).

Recentemente, pesquisas comprovaram que a BA também é capaz de induzir o
processo apoptoético. Uma vez internalizados pelos neurénios, a BA pode causar a ativagao o
fator de transcricdo 4. Esse fator inicia a transcricdo e tradugéo de uma série de genes pro

apoptéticos e leva a degradacéo celular (Nisbet, 2015).
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Figura 7: Esquema representativo dos processos que ocorrem na célula ap6s o acimulo de beta-amiloide e TAU.
Diferentes reac¢des se iniciam no cérebro, como a ativacao da micrdoglia e astrocitos, que produzem citocinas pro-
inflamatdrias, interleucinas, 6xido nitrico, espécies reativas de oxigénio e fator de necrose tumoral, que podem
levar a morte celular, além de retroalimentar a fosforilacdo de TAU. Outra via é iniciada com a hiperativagcao do
receptor NMDA, que resulta na excitotoxicidade glutamatérgica. Isso intensifica o estresse oxidativo, levando a
necrose e inicia a cascata apoptotica (fonte propria).

1.6. Tratamento

A busca de medicamentos para a DA é intensa, porém poucos possuem resultados
eficientes. Os farmacos ja presentes no mercado para a DA séo: donezepil, rivastigmina,
galantamina, tacrina e memantina. Todos estes farmacos possuem apenas a funcao de
retardar o avanco da doenca e atenuar os sintomas. Atualmente ndo ha nenhum medicamento

gque consiga parar ou reverter os danos da DA (Canter, 2016).

Os quatro primeiros farmacos citados atuam na via colinérgica, sendo inibidores da
acetilcolinesterase, buscando aumentar a concentragédo de acetilcolina no espaco sinaptico e
estimular a transmissdo nervosa. Como apresentado anteriormente, a via colinérgica é
importante para a formagédo da memoria e foi a primeira hipétese criada para tentar explicar o
surgimento da DA. Porém, como néo impedem a progressao da doenca, esses farmacos so
séao eficientes por um curto periodo, no qual ele ameniza a manifestacao dos sinais da DA em

que ha a diminuigédo do fornecimento de ACh nas sinapses.
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O primeiro farmaco comercial para o tratamento foi a tacrina, aprovada em 1993. Ela
atua na inibicdo da AchE. Porém, devido a sua elevada toxicidade hepética e muitos efeitos
adversos, ela passou a ser utilizada em ultimo caso, quando o paciente ndo responde aos
demais tratamentos. Donezepil e a rivastigmina atuam de forma semelhane a tacrina, porém
possuem efeitos muito menos toxicos. A galantamina atua como agonista de receptores
nicotinicos pré-sinaptico, estimulando a liberacdo de mais ACh e inibindo a AChE. A AChE é
a enzima com maior eficiéncia catalitica, por isso ela se tornou o alvo de tantos farmacos.
Quando os inibidores de AchE n&o sdo mais suficientes para retardar a doenga, uma

alternativa encontrada no mercado é a memantina (Canter, 2016; Dias 2015; Ventura, 2009).

Sabe-se que h& uma hiperativacao dos receptores NMDA ao longo da progressao da
doenca, e que isso leva a um influxo excessivo de ions de calcio para o meio intracelular. O
calcio desregula a homeostase e pode levar a morte celular. Este medicamento atua como

um antagonista do receptor NMDA e retarda a desregulagédo e morte celular (Kumar, 2016).

Por ser uma doenca extremamente complexa e com alguns processos que ainda nao
foram totalmente elucidados, uma alternativa para o tratamento da DA é uma estratégia
terapéutica chamada polifarmacologia, na qual ha a combinacédo de varios farmacos em uma
Unica formulacao ou o uso de coquetéis medicamentosos. Essa técnica ja € utilizada para o
tratamento de algumas doengas como cancer e tuberculose. Como forma de minimizar os
custos, as pesquisas para novos farmacos buscam combinar em uma Unica molécula que

atue em varios alvos de forma simultanea (Dias, 2014)

Diante de todos os processos que ocorrem durante a DA, varias sdo as alternativas de
alvos farmacoldgicos. Muitas pesquisas focam em trés principais alvos: PPA, B-secretase e a
BA. Pesquisas com a [3-secretase ndao conseguem obter resultados eficientes por dificuldade
dos medicamentos passarem a barreira hematoencefalica e problemas na especificagdo do
alvo farmacologico, além de estudos sem testes cognitivos ou sem a comparagdo da
concentracao de BA apds o tratamento (Canter, 2016). Alguns medicamentos conseguiram
obter mais sucesso através da inibicdo desta enzima e estdo em fase de teste: AZD3293
(fases II/1l), MK-8931 (fases IlI/1ll), E2609 (fases II/1ll), e HPP854 (fase 1) (Kuruva, 2016).

Inibidores da y secretase foram muito estudados nos ultimos anos. Eles podem ser
divididos de acordo com o local em que se ligam a enzima: sitio ativo da enzima, ancoragem
de substrato ao sitio de ligacdo e ligante alternativo para a enzima. Porém, muitos
medicamentos na sua fase de teste foram descartados por n&o passarem a barreira

hematoencefélica ou por causarem efeitos adversos (Kuruva, 2016; Dias 2014).

Alguns estudos mostraram que o uso de anti-inflamatérios nédo-esteroidais inibem a

enzima COX no cérebro e diminuem o processo inflamatério, mas esses medicamentos nao
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sdo suficientes para o tratamento da DA. Entretanto, alguns outros farmacos tém como alvo
receptores de micréglia, do tipo-toll ou de reconhecimento de padrdes. Estes medicamentos,
em fase de teste, conseguem atuar diretamente nas células produtoras de mediadores pro-

inflamatorios e diminuir a inflamagé&o (Dansokho, 2017).

GSK3 e CDK5 séo proteinas que regulam a fosforilagdo de proteinas, como a TAU, e
podem ser uma boa fonte de novos farmacos. A GSK 3 atua como regulador da fosforilagéo
dos aminoé&cidos serina e treonina. Ja CDK5 séo enzimas que atuam no desenvolvimento do
SNC e consolidacdo da memoria. Quando as células sdo expostas a um estimulo patoldgico,
essas enzimas ficam hiperativadas, causando hiperfosforilagdo anormal de proteinas, como
a proteina TAU. Portanto, a sua inibicdo pode ser uma boa opcao de alvo farmacologico para
tratamento da TAU (Kuruva, 2016).

Atualmente, uma alternativa que esta mostrando resultados promissores é a
imunizacao contra a BA. Porém, esses resultados s6 estao sendo verificados em pessoas com

DA em estagio inicial e nenhum para fases mais avancadas (Kumar, 2016).

A memantina é o Unico medicamento que atua como antagonista de NMDA, com isso,
varias pesquisas buscam outras moléculas que tenham a mesma atuacao e que sejam mais
eficientes (Kumar, 2016). Além de diminuir a ativacdo de receptores glutamatérgicos, a

memantina mostrou diminuir a fosforilagdo da TAU (Andreeva, 2017).

Outros medicamentos visam a TAU como alvo ou a estimulacdo cerebral direta, que €
uma metodologia ndo invasiva como 0 objetivo de aumentar o ndmero de terminais
dendriticos, induzindo a plasticidade neural e reparando circuitos neuronais e

reestabelecendo a meméria de pacientes (Canter, 2016).

Os monémeros de BA sdo menos tdxicos ao organismo do que os agregados que
formam as placas senis. Por isso, uma possibilidade de medicamento seria um que evitasse
a agregacao deste peptideo. A regido hidrofébica é utilizada como guia para agregacéo e,
uma possibilidade de farmaco € um que impega essa unido. Algumas proteinas ja foram
testadas para inibir essa agregagao, como a AB5. Esta mostrou uma diminuigao da agregacao
da BA em folhas-f3, tanto na BA40 quanto na BA42. Ja na atuagao em fragmentos de BA, como
BA17-21, BA1-16, BA 17-22 ndo houve efeito (Soto, 1998). Ja Austen (2008) projetou
peptideos que se ligam a regido hidrofébica da BA, porém também testando uma sequéncia
em que diminuisse a probabilidade deste peptideo se autoagregar. OR1 e OR2 foram testados
e OR1 mostrou maior tendéncia de agregacdo. Ja OR2 conseguiu diminuir o niamero de

agregacoes de BA40.
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Uma outra opcao de tratamento sdo farmacos que visam diminuir 0 processo
inflamatério. Pesquisas revelaram que medicamentos anti-inflamatérios nao-esteroides
contribuem retardando a progressdo da DA, embora ndo sejam suficientes para impedir
completamente a progressao (Vlad et al., 2008). Com tudo isso, é importante perceber que os
atuais medicamentos ndo contemplam as pessoas que ja estdo com a DA em estagio
avancado, e que neste estagio da doenca, uma das possibilidades é acabar ou diminuir a
neuroinflamacéo. Peptideos presentes na peconha de animais e seus analogos sintéticos sdo
muito visados como uma nova fonte de farmacos, uma vez que esses peptideos possuem
grande afinidade com o SNC, sendo uma esperanca para desordens neurodegenerativas
(Silva, 2015)

Recentemente, o nosso grupo do Laboratério de Neurofarmacologia isolou alguns
peptideos da pec¢onha da vespa Parachartegus fraternus. Dentre eles, a fraternina, assim
chamada pelo grupo, composta por 24 residuos de aminoécidos, totalizando 2748 Da. Ela
apresentou efeito neuroprotetor dose-dependente e evitou a neurodegeneracao de células da
via nigroestriatal, apds a indug&o da doenca de Parkinson em camundongos Swiss (Biolchi,
2013). Neste modelo, a doenca de Parkinson foi induzida pela administracdo de 6-
hidroxidopamina (40 pg/animal) via intraestriatal, recebendo tratamento 1h, 72h e 120h via
intracerebroventricular apds a neurocirurgia. Nesta condicdo, a fraternina apresenta alto
potencial com modelo para desordens neurodegenerativas, ja que mostrou uma diminuicao

da resposta inflamatéria.

Para o desenvolvimento de um farmaco pequeno, de menor custo, mas que ainda
mantenha a acdo neuroprotetora, a estrutura quimica da fraternina foi modificada e foi
sintetizado um peptideo analogo, denominado fraternina-10, que apresenta somente 10
residuos de aminoacidos e 1204,49 Da. A fraternina-10 foi testada com 0 mesmo protocolo
citado anteriormente para a doenca de Parkinson e a dose de 4,1nmol teve diferenca
significativa em relacdo aos animais doentes nos testes de laténcia de queda do rotarod
(Biolchi, 2018).

A cascata inflamatéria que ocorre na Doenca de Parkinson apresenta, em partes,
mecanismos analogos aos apresentados na DA, como a ativacao de microglia e astrdcitos,
liberacdo de mediadores pré-inflamatdrios, excitotoxicidade glutamatérgica, desregulacao do
calcio intracelular, dano mitocondrial e ativacdo da cascata apoptética. Portanto espera-se

que estes peptideos também apresentem resultados significativos neste estudo.

Um outro peptideo foi isolado da vespa Polybia occidentalis. A peconha desnaturada
de insetos deste género apresentou atividade antiepiléptica em modelos de epilepsia induzida

por &cido cainico, picotroxina e bicuculina, além de crises provocadas por antagonistas
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gabaérgicos (Siqueira, 2005; Couto 2012). A Occidentalina-1202 foi isolada da vespa P.
occidentalis, com massa molecular de 1202 Da e 9 residuos de aminoacidos. Esse peptideo
apresentou um efeito potente contra convulsdes por crises induzidas por agonistas
glutamatérgicos e antagonistas gabaérgicos (Mortari, 2007). A partir dela foi desenvolvido um
peptideo, denominado Neurovespina. Além de possuir efeito anticonvulsivante 6 vezes mais
potente, este peptideo também apresentou efeito neuroprotetor em crises epiléticas e na

Doenca de Parkinson (Carneiros, 2013; Campos 2016).

A selecao de um peptideo do banco de dados do Laboratério de Neurofarmacologia
da UnB buscou um composto que tivesse a capacidade de inibir a agregacédo da BA. Sua
sequéncia bésica possui aminoacidos hidrofébicos que tendem a interagir com a regido
também hidrofébica da BA (Figura 4). Ele foi modificado a partir da sequéncia da
Occidentalina-1202, substituindo alguns aminoacidos para tornar o peptideo mais hidrofébico.
Este novo peptideo foi chamado de octovespina. Camargo (2017) testou este peptideo em
um modelo murino da DA através da inducao pelo peptideo beta-amiloide, e obteve resultados
significativos na melhora cognitiva dos animais através dos testes de reconhecimento de
objeto novo e do labirinto aquéatico de Morris. Porém a administracdo dele foi via
intracerebroventricular o que o torna inapropriado para a comercializagdo. Buscando uma

melhor via de administracéo, a octovespina foi testada via subcutanea no presente trabalho.

A peconha de artropodes € rica em componentes biologicamente ativos e com diversos
alvos moleculares, tendo uma afinidade grande pelo SNC sendo, portanto, uma fonte de
novos farmacos para o tratamento de distarbios neurodegenerativos (Monge-Fuentes, 2015;
Mortari, 2007).

Sendo assim, o principal objetivo do presente trabalho é avaliar o efeito anti agregacéo
dos peptideos fraternina-10 e octovespina, em um modelo murino que mimetiza a DA, através

da injecdo tratamento via subcutanea.
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2. Objetivos
Este projeto busca avaliar a acdo antiamiloidogénica dos peptideos sintéticos
fraternina-10 e octovespina em um modelo murino da DA induzida pela aglomeracéo de (3-

amiloide.

2.1. Objetivos especificos

e Verificar a capacidade de os peptideos fraternina-10 e octovespina em ultrapassarem

a barreira hematoencefélica, através da administracdo do tratamento via subcutanea.

e Testar a acdo antiamiloidogénica da fraternina-10 e da octovespina no modelo murino

da DA induzido pela injecao do peptideo B-amiloide

e Verificar o efeito do tratamento com os peptideos na reducao dos déficits cognitivos
induzidos pela BA em modelos comportamentais de aprendizado e memoria: campo

aberto, reconhecimento de objeto e labirinto aquatico de Morris.

o Verificar a agregacao do peptideo BA no cérebro dos camundongos através de analise

histologica, utilizando a marcac¢éo com Tioflavina.
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3. Material e métodos

3.1. Animais

Para avaliar a acdo antiagregacdo da BA da fraternina-10 e da octovespina foram
utilizados camundongos Swiss machos, entre 5 e 6 semanas de idade, com peso entre 20 e
30g aproximadamente. Os animais foram mantidos no biotério do Instituto de Biologia da
Universidade de Brasilia (UnB), acomodados em estufas isoladas com temperatura (25°C) e
umidade (55%) controladas, ciclo claro/escuro de 12 horas cada, além de 4gua e comida ad

libitum.

O procedimento com animais foi aprovado pela Comisséo de Etica em Uso Animal
(CEUA/ IB) da UnB, e seguiu os Principios Eticos na Experimentacdo Animal (CONCEA) e a
Lei Arouca (Lei 11794) (Anexo 1).

3.2. Protocolo experimental

Para a inducédo do déficit cognitivo nos animais foi utilizada a BA (Sigma-Aldrich®,
EUA) diluida em PBS, injetada através de canula guia no ventriculo lateral direito. O peptideo
foi previamente incubado por 4 dias a 37°C para a formagéo dos agregados. Cada aliquota
de BA continha 100 microgramas do peptideo e estava armazenada a -80°C a seco. No dia
da incubacgao, a BA era ressuspendida com 76,5 L de solu¢do PBS. Depois do periodo de
incubacao, foi realizada a neurocirurgia. A partir de estudos realizados previamente no
laborat6rio de Neurofarmacologia, essas condicbes sdo suficientes para induzir o déficit

cognitivo nos animais através da agregacao parcial da BA.

No dia da cirurgia, os animais foram anestesiados com uma solugédo de quetamina
(Dopalen Ceva®, 75 mg.kg-1) e xilazina (Anasedan Ceva®, 15 mg/kg), por via intraperitonial.
Quando anestesiados, foram colocados em um esterotaxico (Insight Equipamentos®) para
realizacdo da neurocirurgia. O local onde foi feita a incisdo foi limpo previamente com
iodopolvidona e, em seguida, injetado localmente o cloridrato de lidocaina a 30 mg/mL com
hemitartarato de norepinefrina a 0,04 mg/mL (Lidostesim® 3%) para uma anestesia e

vasoconstricdo local.

Para a insercdo da canula guia, o cranio foi exposto e tirada as medidas necessarias
para a localizacao do ventriculo lateral direito a partir do bregma: antero-posterior: -0,2 mm;
meso-lateral: -1,0 mm; dorso-ventral: -2,3 mm, de acordo com o Atlas de Franklin & Paxinos

(1997) (Figura 8). Para a injecao da BA, foi utilizada uma bomba de infusédo (Harvard
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Apparatus®) que inoculou 3uL (400pmol BA/camundongo) na regido do ventriculo lateral

cerebral para a indugéo da DA. Nos animais sham foi injetado 3pL solugéo PBS.

Interaural 3.34 mm

LI 1D 2

Figura 8: Representacgdo do local de insercdo da canula guia para a inje¢do da beta-amiloide no ventriculo direito
(fonte Atlas de Franklin & Paxinos 1997).

Os animais comegaram a receber o tratamento 1 hora ap0s a neurocirurguia, por
injecdo subcutanea. O tratamento persistiu por mais 6 dias e, durante esta fase, ndo foi
realizado nenhum tipo de teste comportamental. Apds esse periodo, 0s animais foram
avaliados através de trés testes cognitivos, que buscam avaliar a memoéria de curto e médio
prazo dos animais: Campo aberto (CA), Teste de Reconhecimento de Objeto Novo (RON) e
Labirinto Aquatico de Morris (LAM).

No sétimo dia houve a ultima administracdo do tratamento e o inicio dos ensaios
comportamentais. Neste dia, os animais foram habituados durante 15 minutos na arena do
CA. Houve também a habituagdo do aparato onde ocorre o teste de RON (5 minutos). No
oitavo dia foi realizado o teste do CA e também o teste do RON. No nono dia iniciou-se 0
treinamento do LAM e perdurou até o 12° dia. Por fim, no 13° dia houve o teste no LAM e a

perfusao (Figura 9).
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Durante a realizacdo dos ensaios comportamentais, havia ao menos um animal
pertencente ao grupo sham, um animal do grupo doente e um animal que recebeu o

tratamento com um dos peptideos.

Todos os ensaios comportamentais foram gravados (Intelbras HDCVI 3004, camera
VHD 3030B) e posteriormente analisados no software Anymaze (Stoelting Co®, Reino Unido)

e serdo explicados com mais detalhes a seguir.

Com a finalizacdo dos ensaios comportamentais, os animais foram perfundidos para a
retirada do cérebro e posterior andlise histoldégica. Cada camundongo teve seu cérebro
armazenado, fatiado e a partir desses cortes, foram feitas técnicas de marcagdo com
Tioflavina T e DAPI para a contagem de agregados de BA e de nucleo de neurdnios,

respectivamente. As amostras foram comparadas para analise dos resultados.

Tratamento Ensaios comportamentais

Diss ?E]E]E]E]E]?TE]

Neurocirurgia

RON Perfusao

Figura 9: Esquema representativo do cronograma utilizado neste estudo. O tratamento se inicia no dia 1, logo
apos a neurocirurgia, e segue até o dia 7. Apdés a administracdo da Ultima dose, comegam 0s ensaios
comportamentais: campo aberto (CA), reconhecimento de objeto novo (RON) e finalizando com o labirinto aquético
de Morris (LAM). Ao final dos ensaios comportamentais, 0os animais sdo perfundidos para posterior analise
histologica (fonte prépria).

3.2.1. Grupos experimentais

Os animais que fizeram parte dos ensaios comportamentais foram divididos em 8

grupos:
Neurocirurgia Tratamento N° de animais
Naive - - 5
Sham PBS Salina 10
BA40 BA40 Salina 7
BA42 BA42 Salina 5
Fraternina-10 BA40 Fraternina-10 4 mg/kg 7
Fraternina-10 BA42 Fraternina-10 8 mg/kg 9
Fraternina-10 BA42 Fraternina-10 12 mg/kg 8
Octovespina BA42 Octovespina 4 mg/kg 10
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N&o houve diferencas significativas nas analises dos grupos naive e sham, portanto o
grupo naive foi retirado das analises. Também nao houve diferenca entre os animais que
receberam a BA40 e a BA42. Apesar de a BA42 ser considerada mais téxica, em um modelo
agudo da DA ndo ha tempo suficiente para ter a manifestacao significativa dessa maior
toxicidade. Com isso, houve a unido entre esses dois grupos, formando um Unico denominado
BA.

3.2.2. Teste do Campo Aberto (CA)

Para a execucao do teste do CA, os animais foram colocados individualmente em uma
arena circular constituida por varios quadrantes, delimitada por um aparato circular de acrilico
escuro, com raio de 60 cm, que nao permitia que 0s animais visualizassem o ambiente
externo. Vinte e quatro horas antes do teste, ha um periodo de habituacdo a arena por 15
minutos. No dia seguinte, os animais foram colocados novamente na arena por 15 minutos e
0S seus comportamentos espontaneos foram avaliados. Para a analise do comportamento
espontdneo dos animais, com base em Speller & Westhy (1996), foram quantificados os

seguintes comportamentos:

¢ Autolimpeza: limpar o focinho, as garras, as patas anteriores e posteriores, as genitais,

a cauda, a cabeca, o0 dorso e o ventre;
e Elevacao: ficar sobre as patas traseiras apoiado ou ndo nas paredes da arena;
e Locomocgédo: caminhar pela arena;

¢ Imobilidade: quando o animal permanece imével, podendo movimentar apenas a

direcdo da cabeca

Para andlise dos videos foi utilizado o software Anymaze (Stoelting Co®, Reino Unido),
porém os comportamentos foram marcados manualmente na andlise de cada video no
software. O tempo de autolimpeza e elevagéo eram contabilizados assim que o animal iniciava
0 comportamento. Ja o comportamento de imobilidade s6 era contabilizado depois de meio
segundo que o animal permanecia assim, de modo que paradas muito rapidas, como para

mudar de direcdo, ndo foram contabilizadas.

Para tentar obter mais informac¢des sobre o peptideo, o teste do CA também foi
utilizado para verificar possiveis sinais de ansiedade. Para isso, a arena do CA foi dividida em
duas regides: o circulo mais interno foi denominado centro e 0 mais externo foi denominado

periferia. Sabe-se que camundongos evitam a parte central da arena do CA, tendendo a



42

permanecer mais tempo na periferia. Esse comportamento esta relacionado a um medo inato
de predadores e ansiedade (Romeo, 2003; Chen, 1994).

Figura 10: Foto do ensaio campo aberto. O animal foi colocado na arena no dia anterior por 15 minutos para
adaptacdo. No dia do teste, o animal foi colocado na arena novamente por 15 minutos e foram analisados seus
comportamentos espontaneos, como elevacéo, imobilidade e autolimpeza (fonte prépria).

Para que nao haja interferéncia no comportamento dos camundongos, a sala na qual
foi realizada o0 ensaio estava a 25°C e a arena sempre foi limpa com alcool 70% entre cada

um dos animais. A habituacao e o teste foram gravados para posterior analise.

3.2.3. Teste de Reconhecimento de Objeto Novo (RON)

O RON possui uma metodologia bastante padronizada, sendo amplamente utilizado
para avaliar a memoria e a atencdo em roedores. Ele pode ser utilizado em diferentes versdes.
Na versao utilizada neste trabalho, o teste foi composto por duas sessfes de 5 minutos cada,

e busca avaliar a memaria de curto prazo dos animais.

Inicialmente, o animal foi colocado em uma caixa (22,8 x 28,4 x 40,3 cm) preta fosca,
gue ndo permite a visualizacdo do ambiente externo. Para que ndo houvesse interferéncia no
teste, os animais foram colocados na caixa por 5 minutos para a habituacdo. Apés 24h se

inicia o teste.

Na primeira sessao, cada animal foi colocado na caixa por 5 minutos e foi apresentado
a ele dois objetos idénticos (Objeto Familiar). Apés um intervalo de 15 minutos, o animal foi
colocado novamente na caixa por 5 minutos, mas agora com um Objeto Familiar (OF) e um
Objeto Novo (ON). Para verificar apenas se 0s animais conseguiriam distinguir os objetos
apresentados, os objetos foram colocados no mesmo local na primeira e na segunda sesséao,

ndo havendo mudanca no local onde os objetos foram posicionados.
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Figura 11: Fotos do teste RON. O animal foi colocado na caixa vazia no dia anterior ao teste para habitua¢do. No
dia do teste, 0 animal foi apresentado a dois objetos iguais (Objeto Familiar) por cinco minutos. Apos um
intervalo de 15 minutos, o animal foi colocado novamente na caixa, agora com um Objeto Familiar e um Objeto
Novo (fonte prépria).

O reconhecimento de um objeto novo em detrimento a um familiar requer uma
habilidade cognitiva preservada, portanto, espera-se que animais saudaveis consigam
reconhecer esta diferenca entre os objetos e que os lesionados com a BA explorem os dois
objetos na mesma proporc¢édo. Para avaliar o comportamento do animal, a exploragdo de cada
objeto foi cronometrada e o tempo de cada um foi aplicado na férmula (ON-OF)/(ON+OF), que
verificou o indice de discriminacdo entre os objetos. A agdo de explorar cada objeto foi
determinada quando o focinho do animal estava bem préximo e direcionado ou quando tocava
0 objeto (Leger, 2013).

Fatores externos podem influenciar a exploracdo do animal. Para evitar qualquer
influéncia, a sala de ensaios foi mantida a 25°C, além de a caixa e os objetos serem limpos
com alcool 70% entre um animal e outro para eliminar odores. Todo o ensaio foi gravado e a
andlise foi feita a posteriori, na qual foi quantificado o tempo de exploragdo dos objetos
(Capurro, 2013; Antunes, 2012).

3.2.4. Labirinto Aquatico de Morris (LAM)
O terceiro teste comportamental € amplamente utilizado com roedores e avalia sua
memoria espacial e memoéria de médio prazo. Diferente dos outros testes, o LAM necessita

de um periodo de treinamento dos animais antes da realizagdo do teste.

Para sua realizacdo, um reservatorio circular (100,0 cm de didmetro x 35,0 cm de
altura) foi demarcado com quatro quadrantes, sendo que para cada um deles havia uma pista
visual diferente, colocada na parede do ambiente. Ainda no reservatério, em um dos
quadrantes havia uma plataforma submersa de plastico incolor (14,5 cm de altura x 4,5 cm de

diametro). O reservatério foi preenchido com 4gua a 25-28°C até ultrapassar a altura da
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plataforma em aproximadamente 1,0 cm. O intuito deste teste é que o animal associe a pista

visual ao quadrante que possui a plataforma e reconheca a localizacéo da plataforma.

Figura 12: Esquema da sala onde ocorreu o LAM. Os animais foram colocados em um recipiente com agua, no
qual havia uma plataforma. O animal deveria usar as pistas visuais nas paredes como referéncia e memorizar o
quadrante em que a plataforma se encontrava. Apés 4 dias de treinamento, a plataforma era retirada e o animal
permanecia por 60 segundos no recipiente e depois retirado (fonte propria).

Durante a fase de treinamento, cada animal foi colocado na agua e teve 60 segundos
para encontrar a plataforma de apoio. Caso encontrasse e ficasse na plataforma por 5
segundos, ele eraretirado da 4gua e seu tempo anotado. Caso ndo encontrasse, o animal era
conduzido até a plataforma e la permanecia por 30 segundos, a fim de que ele observasse as
pistas visuais e as associasse com o local da plataforma. Em cada dia foram 6 sessfes de
treinamento para cada animal, variando o quadrante em que o animal era colocado no inicio

de cada sesséao.

Ap6s quatro dias de treinamento, o teste foi realizado de maneira semelhante, porém
sem a plataforma. Animais saudaveis tendem a ficar por mais tempo no quadrante em que
antes havia plataforma. Além disso, espera-se que, na fase de teste, os animais com a BA
figuem mais tempo buscando a plataforma em comparacéo aos saudaveis. O teste e os dias
de treinamento foram filmados e as laténcias para encontrar a plataforma registradas (Yun,
2014).

3.2.5. Anédlises histoldgicas
Finalizado os ensaios comportamentais, cada animal foi eutanasiado e perfundido para

a remocdo do cérebro. Cada animal recebeu anestesia com Tiopental sodico (60 mg/kg,



45

Cristalia, Brasil) via intraperitoneal. Quando o animal ndo respondia mais a estimulos, ele foi
imobilizado e teve a sua caixa torcica aberta. Feito isso, o ventriculo esquerdo do animal
recebeu um influxo de 10mL de solucdo PBS e, sem seguida, 10mL de solucao fixadora de

formaldeido a 4%.

Apés a perfusdo, os cérebros foram cuidadosamente retirados da caixa craniana e
armazenados em formaldeido 4% a 4°C por alguns dias para a fixagdo completa dos tecidos.
Dois dias antes da realizac@o dos cortes histolégicos, os cérebros foram retirados da solucao
de formaldeido e colocados em uma solugdo de sacarose 30% para manter integra a

composigao do tecido cerebral.

Para a realizacdo dos cortes, cada cérebro foi fixado ao micrétomo de vibragéo (KD-
400 Vibration Microtome, Zhejiang Jinhua Kedi Instrumental, China). Na regido da formacgéo
hipocampal, as amostras foram cortadas em direcao sagital com 30 um de espessura e
separados. Os cortes foram armazenados em solugdo anti-freezing até o momento da

montagem das laminas.

Para verificar os neurénios e os agregados de BA, os cortes dos cérebros dos animais
foram submersos em solugcdo PBS e posicionadas em laminas previamente. Cada corte foi
lavado duas vezes com solucdo PBS por 10 minutos. Em seguida eles foram incubados com
solucéo de tioflavina T (Sigma-Aldrich®, EUA) e &cido cloridrico a 0,5%, na concentracéo de
10 pg/mL por 15 minutos. Por ser fluorescente, a preparagéo com tioflavina foi realizada em
camara Umida e protegida da luz. Os cortes foram lavados novamente com PBS por 5 minutos,
depois lavados com agua destilada por mais 5 minutos. Finalizado o processo, foi adicionado
DAPI (Fluoroshield Mounting Medium With DAPI, ab104139, Abcam®, EUA) e as fatias foram

cobertas por laminulas e seladas.

A regido CA1 da formacgao hipocampal foi selecionada para a andlise histolégica. As
imagens foram realizadas por uma camera digital (DFC310 FX, Leica Microsytems,
Alemanha) conectada a um microscopio de epifluorescéncia (DM 2000, Leica Microsystems,
Alemanha) e a um computador. A partir das imagens captadas foi contabilizado manualmente

0 numero de agregados fluorescentes de tioflavina.
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Figura 13: Representagéo da regido CA1 da formagdo hipocampal, de onde foram tiradas as fotos para andlises
histologicas (fonte Atlas de Franklin & Paxinos 1997).

3.2.6. Andlise estatistica

Os resultados obtidos dos testes comportamentais e das andlises histolégicas foram
analisados no software GraphPad Prism® 6.0 (San Diego, EUA). Os dados foram submetidos
a andlise de distribuigdo normal (Shapiro-Wilk, Kolmogorov-Smirnov e D’Agostino & Pearson).
Para a analise dos parametros do CA e do RON foi realizado o teste estatistico ANOVA
seguido pelo pos-teste de Tukey. Para os resultados do LAM, os dados foram submetidos a
ANOVA de duas vias, seguida pelo Bonferroni. Para todos os dados, foram consideradas

significancias para p<0,05.
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4. Resultados e discussao

4.1. Campo Aberto
Para a analise do teste de CA foram consideradas algumas atividades para parametro
do comportamento espontadneo dos animais: distancia percorrida, tempo imével, tempo de

autolimpeza, tempo de elevagdo, tempo no centro e tempo na periferia.

Na analise do peptideo fraternina-10, ndo houve diferencga estatistica nos dados de
distancia percorrida [F (4, 35) = 0,6931; P = 0,1064], o que revela que ndo havia

comprometimento motor de nenhum dos grupos analisados (Figura 14).
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Figura 14: Grafico da distancia percorrida, em centimetros, pelos animais na area do CA. A andlise estatistica
realizada foi a ANOVA, porém ela ndo mostrou diferenga entre os grupos controle e tratados com fraternina-10.

Esperava-se que, por ja terem passado pelo periodo de habituacdo no dia anterior, 0s
animais sham fossem permanecer mais tempo em imobilidade em relagdo aos doentes.
Porém n&o houve diferenca entre os grupos na analise do tempo imoével (Figura 15) [F (4, 40)
= 0,8064; P = 0,1797]. Dvorkin (2008) fez um estudo sobre a memoria de camundongos em
um aparato do CA e conseguiu utilizar esse ensaio como um teste de memaria. Ele testou
dois modelos de animais transgénicos: C57BL/6, que é considerado com boa memdria
espacial, e DBA/2, que ndo apresenta boa memdria. Entretanto, para chegar a esse resultado,
Dvorkin utilizou pistas visuais no aparato ao redor da arena. O niumero de paradas perto da
pista visual foi contabilizado e um maior nUmero de paradas foi indicativo da preservacao da
memoria, do tipo espacial. No presente estudo, este procedimento foi utilizado de modo
semelhante no LAM e RON, contudo no CA néo havia nenhum tipo de pista visual ou objeto

para os animais.
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Figura 15: Grafico da andlise do tempo (em segundos) em que os animais ficaram imdveis no teste do CA. A
andlise estatistica realizada foi a ANOVA, porém, este teste ndo mostrou diferenga entre os grupos.

Dentre os comportamentos espontaneos também foram avaliados o de autolimpeza e
de elevacdo. A partir das definicdes de Speller & Westby, foi verificado o tempo de
autolimpeza e o tempo de elevacgdo, que estdo ilustrados nas Figuras 16 e 17). Nao houve
diferenca entre os grupos [F (4, 41) = 0,7272; P = 0,6433 e F (4, 41) = 0,5919; P = 0,3444,

respectivamente] na andlise destes dois parametros.
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Figura 16: Representacdo, em segundos, do tempo de autolimpeza dos animais controle e tratados com a
fraternina-10. A ANOVA nédo mostrou diferenga entre os grupos representados.
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Figura 17: Andlise do tempo de elevacédo dos animais durante o teste do CA. A ANOVA nao mostrou diferenca
entre os grupos analisados.

Além da distancia percorrida total, outros dois critérios que podem ser analisados para
avaliar o comportamento de ansiedade séo: tempo no centro e tempo na periferia. O circulo
mais externo da arena foi denominado periferia e o circulo mais interno foi denominado centro.
Camundongos tendem a ndo ficar muito tempo em areas muito abertas, tendo preferéncia por
cantos e quinas. Esse comportamento esta relacionado com as reacdes de medo e
ansiedade. Acredita-se que 0 mecanismo central dessas duas condi¢des € processado pela
mesma regido do cérebro. Desta forma, € possivel fazer uma relacédo entre a permanéncia do
animal no centro e periferia da arena com ansiedade. (Tovote, 2015; Romeo, 2003; Chen,
1994).

N&o houve diferenca no tempo no centro entre os grupos (Figura 18), mostrando que
0 peptideo ndo possui acdo ansiolitica [F (4, 31) = 4,604; P = 0,0937]. Os animais também se
comportaram de forma semelhante no tempo na periferia (Figura 19), reforcando que néo
houve alterac6es nos critérios de ansiedade [F (4, 35) = 0,9175; P = 0,2896].
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Figura 18: Representagdo do tempo que 0s animais permaneceram no circulo central do aparato do CA. A analise
estatistica realizada foi a ANOVA, porém ela ndo mostrou diferenga entre os grupos analisados.
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Figura 19: Representacéo do tempo que 0s animais permaneceram no circulo mais externo do aparato do CA. A
andlise estatistica realizada foi a ANOVA, porém ela ndo mostrou diferenga entre os grupos analisados

Durante a andlise do peptideo octovespina, ndo houve diferenca significativa [F (2, 26)
=1,706; P = 0,0970] na distancia total percorrida pelos animais, revelando que o0s animais
ndo possuiam nenhum tipo de comprometimento motor. Também nao houve diferenca no
tempo imovel [F (2, 27) = 0,03886; P = 0,2010] (Figuras 20 e 21, respectivamente). Outros
estudos (Deacon, 2009 e Whyt 2018) também ndo obtiveram sucesso ao usar o teste do CA

como teste de memodria, corroborando com a hipétese de que este teste € muito eficiente na
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analise de comprometimento motor e ansiedade, mas existem outros testes com resultados

mais eficientes para verificar a memoria dos animais.
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Figura 20: Analise da distancia percorrida da arena do CA para observar os efeitos da octovespina. A ANOVA
realizada ndo mostrou diferenca significativa entre os grupos analisados.
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Figura 21: Grafico da analise do tempo em que os animais ficaram imoveis no aparato durante o teste do CA.
ANOVA foi realizada e ndo mostrou diferenga entre os grupos.

Dos resultados mostrados nas figuras 22 e 23, ao analisar o comportamento de
autolimpeza, ndo houve diferenca entre os grupos analisados [F (2, 28) = 0,5046; P =0,5772].
Porém, no comportamento de elevacdo, houve uma diferenga entre o grupo sham e o grupo
tratado com a octovespina [F (2, 28) = 2,21; P = 0,0204]. Novos estudos devem ser realizados
para compreender melhor o motivo deste peptideo ter alterado o comportamento de elevacéo

dos animais. Uma possibilidade é que este comportamento, associado a um leve aumento na
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analise da distancia percorrida, seja resultado de um efeito ansiolitico do tratamento.
Entretanto ndo houve diferenga no tempo em que 0s animais permaneceram no centro e na

periferia da arena do CA (Figura 24 e Figura 25).
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Figura 22: Representacdo, em segundos, do tempo de autolimpeza dos animais tratados com octovespina em
comparacgédo aos grupos controle. A ANOVA ndo mostrou diferenga entre os grupos representados.
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Figura 23: Andlise do tempo de elevacédo dos animais durante o teste do CA. O grupo octovespina mostrou
diferenca significativa em relagdo ao grupo sham em a ( P < 0,05)

Os dados sobre o tempo de permanéncia dos animais no centro e na periferia ndo
possuem diferenca [F (2, 23) = 0,1592; P = 0,2274 e F (2, 26) = 0,3484; P = 0,5348,
respectivamente], assim como na analise da fraternina-10. Desta forma, pode-se afirmar que
0 peptideo octovespina também nao causa alteracdo nos comportamentos associados a
ansiedade dos animais.
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Figura 24: Representacéo do tempo que 0s animais permaneceram no circulo central do aparato do CA. A
andlise estatistica ANOVA nédo mostrou diferenga entre os animais tratados com octovespina e os demais
grupos.
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Figura 25: Representagdo do tempo que os animais permaneceram no circulo mais externo do aparato do CA. A
andlise estatistica ANOVA nao mostrou diferenca entre os animais tratados com a octovespina e 0s demais grupos.

4.2. Reconhecimento de Objeto Novo

O segundo teste comportamental foi o RON, que foi realizado no mesmo dia do teste
do CA. O indice de exploracao foi determinado pela formula (N-F)/(N+F), no qual N representa
0 tempo que o animal explorou o objeto novo, e F o tempo de exploracdo do objeto familiar.
Quanto mais préximo de 1 for o valor do indice, mais o animal teve interesse pelo objeto novo.
Quando mais préximo de -1, o indice mostra que houve uma preferéncia pelo objeto familiar.

O valor do indice igual a 0 representa que o animal néo teve preferéncia por nenhum dos dois
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objetos. Para garantir que o resultado ndo fosse influenciado pelos objetos, metade dos
animais teve uma garrafa de cultivo de células como objeto familiar e um apontador como
objeto novo. Ja a outra metade foi 0 oposto, teve 0 apontador como objeto familiar e a garrafa

como objeto novo.

Outro fator determinante para a realizacdo deste ensaio foi a escolha dos objetos.
Para a validacéo deste teste, é importante que ambos 0s objetos tenham o mesmo nivel de
atracdo. Caso um objeto seja mais interessante que o outro, o animal pode explora-lo mais,

independente de lembrar se o objeto € novo ou familiar. Para isso, varios objetos foram

testados previamente para verificar se eram adequados para a realizagdo do experimento.

Neste teste, 0 grupo sham foi capaz de lembrar qual era o objeto novo em detrimento
ao objeto familiar (indice = 0,3957), 0 que ndo ocorreu no grupo de animais que receberam a
administracdo de BA (indice = -0,1263) [F (4, 39) = 0,6403; P = 0,0030]. Desta forma, foi
possivel verificar uma diferenca significativa entre estes dois grupos (P = 0,0025).
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Figura 26: indice de exploracdo dos animais, mostrando quando ha uma diferenca pelo objeto novo ou pelo objeto
familiar. A ANOVA mostrou diferenca significativa entre os grupos sham e BA representado em c* (P < 0,01) e
entre os grupos BA e Fra-10 12mg/kg, representado em b (P < 0,05)

A administrac@o do peptideo fraternina-10 na dose de 12 mg/kg também fez com que
eles tivessem preferéncia em explorar o objeto novo (indice = 0,2956), havendo diferenca

significativa entre o grupo BA e o tratado com fraternina-10 na dose de 12 mg/kg (P = 0,0266).

O tratamento nas doses de 4 mg/kg e 8 mg/kg de fraternina-10 também resultaram
nos animais preferindo o objeto novo (indice = 0,04029 e indice = 0,1264, respectivamente).

Porém, ao comparar esses dados individualmente com o dos animais do grupo BA, ndo houve
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diferenca estatistica entre eles (P= 0,7609 e P = 0,3186, respectivamente). Apesar de nao
haver uma curva dose-dependente, € notavel que a administracdo de todas as doses de
fraternina-10 melhorou a capacidade dos animais em distinguir qual era o objeto novo. Neste
teste, também foi possivel verificar que o peptideo consegue ultrapassar a barreira

hematoencefélica.

Na analise do RON dos animais tratados com a octovespina, foi possivel ver que 0s
animais sham e os tratados com a dose de 4 mg/kg se comportaram de maneira semelhante
(indice octovespina = 0,2171), mostrando diferenga significativa entre o grupo BA e o
tratamento (P = 0,0226). Por ter sido testada somente uma dose, ndo é possivel afirmar que
essa é a melhor dose para o tratamento com a octovespina via subcutédnea, porém é possivel
verificar que o peptideo ultrapassa a barreira hematoenceféalica. Outros estudos deverao ser
realizados para verificar qual a melhor dose de administracdo do peptideo octovespina via

subcutanea.
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Figura 27: indice de explorac&o dos animais, mostrando quando h& uma diferenca pelo objeto novo ou pelo
objeto familiar. A ANOVA mostrou diferenca significativa entre os grupos sham e BA, representado em c* (P <
0,01) e entre os grupos BA e Fra-10 12mg/kg, mostrado em b (P < 0,05)

4.3. Labirinto Aquatico de Morris

O LAM é dividido em fase de treinamento e fase de teste. Esperava-se que os animais
aprendessem a localizacdo da plataforma e, com o passar dos dias, levassem cada vez
menos tempo para acha-la. O treinamento iniciou no dia seguinte ao RON e seguiu por mais
trés dias. O gréafico de treinamento foi feito a partir da média do tempo que os animais levavam

para encontrar a plataforma em cada um dos dias de treino.

Em média, nos dois primeiros dias de treinamento, os animais estdo aprendendo a

localizacdo da plataforma e entendendo que eles devem permanecer nela para serem
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retirados do aparato. Os resultados sdo mais nitidos a partir do terceiro dia de treino. Logo, a
analise (ANOVA de duas vias) mostrou resultados significativos para o efeito do tempo [F
(3,144) = 12.32; p<0,0001] e para o tratamento [F (4,144) = 4.675; p=0.0009], sendo que para
a interacdo do tratamento-versus-tempo [F (12,144) = 1.042; p=0.4144] nédo foi observada
significancia.

Apos bons resultados do RON, esperava-se que 0s animais tratados com a fraternina-
10 lembrassem o local da plataforma ao longo dos dias de treinamento. Mas os animais que
receberam o peptideo ndo apresentaram melhora progressiva na laténcia da plataforma.
Apesar de ter mostrado uma melhora significativa no teste do RON, os animais que receberam
a dose de 12 mg/kg tiveram um desempenho semelhante aos que receberam BA durante os
dias de treinamento do LAM [F (,40) = 3 p<0001], do tem200) = 7.511; p<0,0001].

Animais que receberam 4 mg/kg também nao apresentaram melhora na laténcia
durante os dias de treinamento. Ja a dose de 8 mg/kg mostrou a média do tempo
semelhante ao grupo sham. Porém esse comportamento ndo se manteve ao longo dos 4
dias. A partir do terceiro dia, os dados mostram que h& uma regresséo no aprendizado dos
animais. Ao final do treinamento, todos os grupos tratados com a fraternina-10 estdo com a

laténcia semelhantes ao grupo BA.
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Figura 28: Representacao do tempo que 0s animais demoraram para encontrara a plataforma ao longo dos dias
de treinamento. A ANOVA de duas vias mostrou que houve diferenca significativa entre o grupo sham e BA nos
dias 3 e 4 de treinamento, representado por c (P < 0,05).

O comportamento observado nos animais tratados com 8 mg/kg de fraternina-10 foi
semelhante ao que aconteceu com o0s animais tratados com 4 mg/kg de octovespina. Nos

primeiros dias de tratamento, os animais tratados se comportaram de modo igual aos animais
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sham. Porém essa semelhanca n&o ocorreu até o final do tratamento. E possivel observar
que, tanto com a octovespina quanto com a fraternina, o grafico dos animais que receberam
os tratamentos, que antes estava semelhante ao sham, sobe e se aproxima do grupo BA.
Esse acontecimento pode ser explicado pois, ho quarto dia de treino, os animais ja estdo a 4
dias sem receber nenhum tratamento. A analise (ANOVA de duas vias) mostrou resultados
significativos para o efeito do tempo [F (3,64) = 15.00; p<0,0001], para o tratamento [F (1,64)
= 14.76; p=0.0003] e para a interacdo do tratamento-versus-tempo [F (3,64) = 2.886;
p=0.0424]. As diferencas se referem aos grupos controles, o grupo BA se mostrou diferente
do grupo sham no terceiro e quarto dia, mostrando que os animais sham aprenderam a

localizacdo da plataforma e reduziram significativamente o tempo para encontrar a plataforma.
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Figura 29: Laténcia do tempo em que os animais demoraram para achar a plataforma ao longo dos dias de treino
do LAM. A ANOVA de duas vias mostrou que houve diferenca significativa entre o grupo sham e BA nos dias 3 e
4 de treinamento, representado por ¢ (P < 0,05).

Recentemente, uma pesquisadora nosso grupo do Laboratério de Neurofarmacologia,
testou a atividade da octovespina em modelo murino da DA. Camargo (2017) obteve
resultados muito bons, mostrando uma melhora significativa nos animais que receberam
tratamento, porém todos os seus testes foram com administracéo do peptideo viai.c.v. Ainda,
pesquisas do Laboratério de Neurofarmacologia, desenharam modelos anélogos ao peptideo
selvagem fraternina, criando a fraternina-10 e a fraternina-14. Seus testes avaliaram a acdo
destes peptideos (também via i.c.v) em um modelo murino da doenca de Parkinson, na qual

também obteve resultados satisfatérios (Biolchi, 2018).
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Buscando uma melhor aplicabilidade dos compostos e a criacdo de farmacos que
possam ser comercializados, o presente projeto testou o efeito dos peptideos por uma
administracdo sistémica, e possivelmente, a capacidade dos peptideos de ultrapassarem a
barreira hematoencefalica. Ambos os peptideos tiveram sucesso neste quesito, sendo
administrados via subcutanea durante todo o estudo. Entretanto, houve uma mudanca na via
de administracdo, mas ndo houve uma mudanca no protocolo criado por Camargo (2017). Ela
mostrou que, aplicando o peptideo por 7 dias consecutivos via i.c.v., ele conseguia manter
sua eficacia por, pelo menos, 6 dias apos o fim do periodo de tratamento. Nestes 6 dias
posteriores foram realizados 0s ensaios comportamentais. Seu trabalho apresentou

resultados constantes e coerentes até o Ultimo ensaio comportamental.

No presente trabalho foi possivel observar que os animais responderam ao tratamento
com a fraternina-10 e a octovespina durante o RON (24 horas sem tratamento) e
apresentaram uma curva de aprendizado durante os dois primeiros dias de treino do LAM (72
horas sem tratamento), jA que possuem comportamento semelhante aos animais do grupo
sham. A fraternina-10 j& ndo mostrou resultados consistentes a partir do terceiro dia de
treinamento (96 horas sem tratamento), chegando ao quarto dia de treino com resultados
semelhantes ao grupo BA. Ja no grafico da octovespina é possivel verificar que sua eficiéncia
persistiu até o terceiro dia de treino, mas no quarto dia (120 horas sem tratamento) houve

uma piora no tempo dos animais.

Fazendo uma analogia deste estudo com os anteriores, é possivel verificar que, na
menor dose administrada, os animais ndo tiveram uma melhora consistente durante todos os
dias de treinamento. A dose de 0,05 nmol de octovespina administrada via i.c.v. melhorou a
laténcia dos animais em achar a plataforma, entretanto, a partir do terceiro dia de treinamento
(96 horas sem tratamento), o grafico apresenta uma leve alteragdo, e comeca a se aproximar

mais do grafico dos animais doentes com a BA.

Esta analise é importante para explicar os resultados obtidos no teste do LAM. Apés 4
dias de treinamento, os animais foram submetidos ao teste do LAM. Cada animal foi colocado
uma Unica vez no aparato aquatico por 60 segundos, porém agora sem a plataforma. Para a
andlise deste teste, o aparato foi dividido em 4 quadrantes, sendo um deles o quadrante em
gue se encontrava a plataforma. A partir disso, foram analisados trés parametros: Distancia
Total Percorrida, Numero de Entradas no Quadrante da Plataforma e o Tempo no Quadrante

da Plataforma.

Ao observar o gréafico de Distancia Total Percorrida (Figura 30), ndo é observada
diferenca entre os grupos estudados [F (4, 37) = 0,9571; P = 0,9711]. Assim, pode-se afirmar

que os animais ndo possuem nenhum tipo de comprometimento motor. Este dado ja havia
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sido analisado no teste de CA, no qual também n&do mostrou diferenca entre os grupos. Entao,
pode-se afirmar que essa caracteristica ndo foi alterada ao longo dos dias dos ensaios

comportamentais.
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Figura 30: Distancia percorrida em centimetros pelos animais no aparato aquatico. Ndo houve diferenca entre os
grupos segundo a analise ANOVA

No gréfico de niumero de entradas na plataforma (Figura 31), foi possivel observar
diferenca na ANOVA [F (4, 32) = 0,8301; P = 0,0117]. Este fato serd analisado melhor na
analise histoldgica. Ao realizar o pés-teste entre os grupos sham e BA, é possivel ver que ha
uma diferenca entre os grupos (P = 0,0151). No teste T entre 0s grupos sham e tratamento
de 8 mg/kg e entre sham e tratamento 12 mg/kg, ndo houveram diferencas (p = 0,9166 e p =
0,7294 respectivamente), mostrando que ha uma grande semelhanca comportamental entre
0s grupos. O pos-teste entre os grupos BA e o tratamento de 8 mg/kg também mostrou
diferenga entre esses grupos (P = 0,0273), porém o teste entre BA e o tratamento de 12 mg/kg
ndo mostrou diferenca estatistica entre os grupos (P = 0,0517). Essas doses melhoraram o
desempenho dos animais, mesmo ap6s 144 horas sem receber tratamento. Estes resultados
possivelmente seriam melhores se ndo houvesse um periodo tdo grande entre a

administragcdo da Ultima dose e o teste do LAM.
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Figura 31: Representacdo grafica do nimero de entradas no quadrante em que se encontrava a plataforma
durante os dias de treino. Nao houve diferenca entre os grupos segundo a ANOVA.

Ao avaliar o tempo no quadrante da plataforma, o teste ANOVA mostrou diferenca
entre os grupos [F (4, 28) = 0,9453; P = 0,0499]. O tempo dos grupos sham e BA se
assemelham aos encontrados por Camargo (2018) em seu estudo, fato que corrobora com o
bom funcionamento do teste. Analisando os resultados do teste T, sham e tratamento de 8
mg/kg possui valor de P = 0,4794, mostrando comportamento semelhante entre os grupos.
Por outro lado, sham e BA possui P = 0,0020, e o tratamento de 8 mg/kg com a BA possui 0
valor de P igual a 0,0480. Neste caso pode-se inferir que os animais que receberam essa
dose de fraternina-10 tiveram um bom aprendizado ao longo dos quatro dias de treinamento.
Este aprendizado talvez seja restrito ao local da plataforma, ja que os animais passaram tanto
tempo neste quadrante quanto o grupo sham. O fator que ndo foi aprendido durante o
treinamento € que o animal deveria parar na plataforma para ser retirado do aparato aquatico.
Por isso a laténcia dos animais tradados durante o treinamento se assemelha ao grupo BA.

Mas isso ndo descarta o fato de o animal saber qual é o quadrante da plataforma.
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Figura 32: Tempo que o0s animais permaneceram no quadrante em que estava a plataforma. Estes dados
corroboram com o trabalho de Camargo (2017). A ANOVA mostrou diferenga significativa entre o grupo BA e o
tratado com 4 mg/kg de fraternina-10, representado por b (P < 0,05).

O mesmo teste foi realizado com os animais tratados com 4 mg/kg de octovespina.
Comparando a distancia total percorrida, ndo ha diferenca entre os grupos [F (2, 26) = 0,6939;
P = 0,8179], mostrando que estes animais também nao desenvolveram problemas de

locomocéo ao longo dos ensaios comportamentais.
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Figura 33: Distancia percorrida em centimetros pelos animais no aparato aquatico, comprovando que nao houve
comprometimento motor ao longo dos dias de ensaio comportamental. Nao houve diferenca significativa entre os
grupos analisados segundo a ANOVA.
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A ANOVA do Numero de entradas no quadrante da plataforma mostra uma diferenca
significativa [F (2, 22) = 1,849; P = 0,0236] entre o grupo sham e BA (P = 0,0187). Apesar de
nao haver diferenga entre os grupos BA e octovespina (P = 0,2291), também nao hé diferenca
entre sham e octovespina (P = 0,4452). O peptideo gera uma melhora no aprendizado do
animal, contudo estes resultados sédo decorrentes de um periodo de 144 horas sem a
administragdo do tratamento. Possivelmente haveria uma diferencga significativa entre o grupo

de animais doentes e os tratados caso nao houvesse este lapso.

-
o
1

[+
1

N° de entradas no quadrante

%‘\o@ Al ﬂg

Figura 34: Distancia percorrida em centimetros pelos animais no aparato aquatico. A ANOVA mostra diferenga
entre os grupos sham e o grupo BA, representado por c (P < 0,05).

O ultimo critério analisado foi o tempo no quadrante da plataforma. A ANOVA mostrou
diferenca estatistica entre os trés grupos analisados [F (2, 21) = 0,1739; P = 0,0199].

Entretanto, o teste T mostra um valor de P = 0,0151 entre o grupo sham e o grupo doente.
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Figura 35: Tempo que o0s animais permaneceram no quadrante em que estava a plataforma. Estes dados
corroboram com o trabalho de Camargo (2017). A ANOVA mostrou que ha uma diferenga entre os dados do grupo
sham e BA, representado por c (P < 0,05) e também entre os grupos BA e o grupo tratado com a octovespina,
representado por b (P < 0,05).

4.4. Analises histoldgicas

ApOs o0s ensaios comportamentais, os animais foram perfundidos e tiveram seu
cérebro retirado para a analise histolégica. Fatias de 30 um foram incubadas com solucao de
Tioflavina T a 10%, para a marcacao dos agregados. No inicio do século XX, o principal
corante para a BA era o vermelho Congo. Porém, este corante demanda muita experiéncia de
uso, além do uso de luz polarizada. Por fim, a afinidade deste corante ndo é tdo intensa
(Picken, 2012).

Em 1959, foi publicado um artigo com o uso da Tioflavina T para marcagéo histolégica
dos agregados da BA. O mais marcante foi o fato da mudanga de emisséo de fluorescéncia
deste corante, o que facilita sua visualizacdo em cortes. Outro fator que aumenta a
credibilidade do uso da Tioflavina é que ela se liga a follha-B, estrutura bem marcante da A
(Malmos, 2017; Picken, 2012).

Sendo assim, no presente trabalho, a andlise dos cortes histologicos possibilitou
verificar os agregados de BA marcados com Tioflavina T. Os agregados foram contados
manualmente e a ANOVA seguida pelo teste de Tukey foi realizada para verificar a diferenca

significativa entre os grupos.
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Figura 36: Amostras dos cortes histolégicos feitos com a marcacao de DAPI e Tioflavina T
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Figura 37: Média da quantidade de agregados de BA encontrados nas amostras histologicas. A analise estatistica
ANOVA mostrou diferenca significativa entre os grupos sham e BA, representada por ¢ (P < 0,05); diferenca
significativa entre o grupo sham e a dose de fraternina-10 de 4 mg/kg (no qual a representa valos de P < 0,05) e
entre o grupo sham e o grupo tratado com a dose de 8 mg/kg de fraternina-10, representado por a* (P < 0,01).

Apesar de o protocolo utilizado ser suficiente para a indugéo do déficit cognitivo nos
animais, ele ja& mostrou que ndo € suficiente para verificar morte neural na formacgéo
hipocampal em um modelo agudo da DA (Camargo, 2017). Novos estudos devem ser
realizados para determinar um protocolo para o modelo crénico desta doenca e verificar

guanto tempo é necessario para que seja possivel detectar morte de neurénios.

Foi possivel verificar uma diferenca significativa entre os grupos [F (4, 45) = 2,715, P
= 0,0004]. O numero de agregados foi maior no grupo BA em relagdo ao grupo sham,
mostrando um valor de P = 0,0030. Além disso, comparando com o grupo sham, fraternina-
10 na maior dose ndo mostrou diferenca significativa. Ao compararmos o grupo sham e 4
mg/kg, verificamos um valor de P igual a 0,0069, enquanto que comparado ao grupo de 8
mg/kg, o valor de P é de 0,0007, mostrando que nestas doses ndo houve um efeito

desagregador.

A ANOVA também verificou diferenca significativa entre os grupos durante o
tratamento com a octovespina [F (2, 23) = 3,389; P = 0,0080]. Porém essa diferenca so6 foi
entre o grupo sham e o grupo BA (P = 0,059). Entretanto foi possivel verificar que nao houve
uma diferenca no nimero de agregados do grupo tratado com a octovespina em relacao ao

grupo sham, mostrando uma reducéo parcial dos agregados.
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Figura 38: Representacdo da quantidade de agregados de BA nos cortes histolégicos comparando 0s grupos com
o tratamento com octovespina. A ANOVA mostrou que ha uma diferenca significativa no nimero de agregados dos
grupos sham e BA, representado por ¢ (P < 0,05).

O numero de agregados no protocolo utilizado € muito inferior se comparado a um
modelo de animal transgénico para BA (Urbanc, 2002). Isso faz com que a visualizagéo dos
agregados de tioflavina seja mais dificil. Além disso, os grupos tratados tanto com a fraternina-
10 quanto com a octovespina ndo apresentaram diferenca significativa quando comparados
ao grupo BA. O estudo realizado por Camargo (2017), no qual a octovespina foi administrada
via i.c.v, mostrou uma reducdo no numero de agregados, porém esta diferenca ndo foi
significativa entre os grupos. No presente estudo, como ja discutido anteriormente, ao finalizar
0S ensaios comportamentais, 0s animais ja estavam a seis dias sem receber tratamento.
Desta forma, uma possivel explicacdo é que a octovespina foi metabolizada pelo organismo,
diminuindo a sua disponibilidade. Assim, os agregados de BA novamente se reagrupando,
gerando os resultados apresentados. Novos estudos devem ser realizados para verificar se,
com a continuidade do tratamento ao longo dos dias dos ensaios comportamentais, se a
octovespina consegue diminuir significativamente o niumero de agregados de BA. Outra
alternativa, é utilizar a octovespina em um modelo crénico da DA e verificar sua agao.

4.5. Analise dos peptideos

As pesquisas por novos farmacos para o tratamento da DA s&o inUmeras, uma vez
gue ndo existe um medicamento efetivo para a cura desta doencga. Outra razdo € que a
guantidade de alvos farmacol6gicos possiveis é extensa, jA que a DA é extremamente
complexa e ndo se sabe ao certo qual é o elemento-chave causador desta doenca.

Mesmo varios estudos mostrando que a BA ou a TAU séao os fatores determinantes
para a doenca, estudos mostraram que o processo inflamatério instalado em estagios
avancgados da doenca € tao intenso que somente a retirada da TAU e BA nao seria suficiente
para a cura. Sendo assim, dois tratamentos interessantes seriam: a criagdo de um farmaco
que conseguisse desagregar os aglomerados de BA no cérebro de pacientes ou um farmaco

que diminuisse o processo inflamatorio estabelecido no cérebro de pacientes na DA.
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Varios estudos conseguiram compreender como ocorre a agregacao da A, sendo a
sua regidao hidrofébica (17KLVF20F) a mais importante para este processo. Soto (1996) e
Austen (2008) conseguiram sintetizar peptideos que diminuiram a agregacao da BA. Ambos
criaram peptideos que se unem a essa regido e impedem a polimerizacdo da BA e, desta

forma, a degradagéo da BA pode ser realizada pelo cérebro do paciente.

Convergindo com este pensamento, o peptideo octovespina foi sintetizado a partir do
peptideo selvagem occidentalina. Porém sua sequéncia foi alterada para poder se ligar a
regido hidrofébica da BA. Camargo (2018) mostrou em seu estudo que essa alteragcdo no
peptideo foi eficiente e que o numero de agregagdes de BA na regido CA1 no cérebro de
camundongos diminuiu se comparado ao grupo doente. No presente trabalho também houve
a diminuicdo no numero de agregados, porém mais estudos sdo necessarios para verificar a

melhor dose administrando o peptideo por via subcutanea.

Adicionalmente, Biolchi (2018) buscou em seu trabalho determinar qual seria o alvo
farmacologico da fraternina e seus derivados. Ao comparar este peptideo com outros isolados
de vespas, a fraternina apresentou semelhangca com peptideos que possuem acgéo
neuroprotetora. Por isso, este peptideo foi selecionado pelo nosso grupo para ser testado. A
fraternina e todos os seus derivados possuem uma conformagdo em a-hélice e nao foi
desenhada pensando na interagdo com a BA, como foi o caso da octovespina. Apesar disso,
ela possui 4 aminoacidos hidrofébicos, que podem interagir com a BA. Os ensaios realizados
por Biolchi (2018) mostraram que a fraternina ndo esta relacionada com o bloqueio de
receptores glutamatérgicos, com a memantina. Portanto, este peptideo atua em outras vias

que impedem a morte neural.

Os resultados obtidos no presente estudo mostram que ambos o0s peptideos
conseguiram passar a barreira hematoencefalica, fato que facilita sua administracdo. A maior
dose da fraternina-10 demonstrou efeitos significativos no teste RON e na diminuicdo dos
agregados de BA. Porém mais estudos sdo necessarios para saber se esses efeitos vieram
em decorréncia da interagdo da fraternina-10 com a BA ou se a fraternina-10 diminuiu o
processo inflamatdério instaurado no cérebro dos camundongos e isso determinou um melhor
desempenho no ensaio comportamental de RON, além de auxiliar o processo fagocitico

realizado pela micréglia.
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5. Conclusao

A partir dos dados apresentados, pode-se concluir que:

e Ambos os peptideos ultrapassam a barreira hematoencefélica, podendo ser
administrados via subcutanea

e A acdo da octovespina de impedir a formacdo de agregados de beta-amiloide se
mantém preservada quando administrada por esta via.

e Afraternina-10 consegue proteger o cérebro contra os efeitos da Doenca de Alzheimer
em modelo agudo da doenca

o O protocolo utilizado ndo foi eficiente para verificar o real potencial dos peptideos,
sendo necessario novos estudos para a criagdo de um novo protocolo experimental e,
desta forma, determinar a melhor dose de administracdo de ambos os peptideos por
esta via de administragéo.
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