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RESUMO

A doenca de Alzheimer (DA) € o disturbio neurodegenerativo com maior incidéncia no
mundo. O papel dos receptores metabotrépicos de glutamato (mGIuRs) na morte
neuronal, que é observada na DA, ndo € completamente compreendido. Dados
recentes indicam que o CDPPB, um modulador alostérico positivo de mGIuR5, tem
efeitos neuroprotetores em outras patologias do sistema nervoso central. Assim, o
presente trabalho teve como objetivo investigar o efeito do tratamento com CDPPB
em alteragcBes patoldgicas induzidas por amiloide-g (AB) e em um modelo murino de
DA. O peptideo AB induziu morte em culturas de neurénios hipocampais preparadas
a partir camundongos C57Bl/ 6 recém-nascidos, o que foi prevenido pelo CDPPB (1
nM). Camundongos C57BI/ 6 machos foram submetidos a cirurgia estereotaxica para
injecdo unilateral intra-hipocampal de AB, que induziu déficit de memoria na tarefa de
reconhecimento de objetos e no medo condicionado ao contexto; bem como
neurodegeneracado. O tratamento dos animais com CDPPB durante 8 dias (1 ou 5 mg/
Kg, i.p.), comecando no mesmo dia da cirurgia ou apos 1 semana, foi capaz de
reverter os déficits cognitivos, a neurodegeneracao, e aumentar os niveis de BDNF
hipocampal. Camundongos transgénicos Thyl-APPLond/Swe™* (T41) com 14 meses
de idade apresentaram déficits cognitivos e alteraces comportamentais, reducao da
viabilidade neuronal, gliose e acumulo de AB. O tratamento com CDPPB (5mg / Kg,
i.p.) por 28 dias nédo foi capaz de reverter o déficit cognitivo. No entanto, o CDPPB
aumentou a viabilidade neuronal e reduziu parcialmente a gliose, sem induzir
hepatotoxicidade. Assim, apesar de ndo prevenir a perda de memoria em
camundongos transgénicos, o CDPPB melhorou a cognicdo apos a injecao de AB, e
tem um potencial efeito neuroprotetor, associado especialmente a prevencao da perda

neuronal, devendo ser considerada a avaliacao adicional em estudos mais cronicos.

PALAVRAS-CHAVE: Doenca de Alzheimer, mGIuR5, CDPPB, neurodegeneragéo,

neuroinflamacao.



ABSTRACT

Alzheimer’s disease (AD) is the most incident neurodegenerative disorder. The role of
metabotropic glutamate receptors (mGIuRSs) in neuronal cell death observed in AD is
not completely understood. Recent data indicates that CDPPB, a positive allosteric
modulator of mGIuR5, has neuroprotective effects in other central nervous system
pathologies. Thus, the present work aimed to investigate the effect of CDPPB
treatment in amyloid-B (AB) induced pathological alterations and in an AD mouse
model. AB induced cell death in cultures of hippocampal neurons prepared from
newborn C57BIl/ 6 mice, which was prevented by CDPPB (1nM). Male C57BI/6 mice
underwent stereotaxic surgery for unilateral intra-hippocampal AR injection, which
induced memory deficit in the object recognition task and contextual conditioned fear,
as well as neurodegeneration. Treatment with CDPPB for 8 days (1 or 5 mg / kg, i.p.),
starting either on the same day of surgery or after 1 week, was able to reverse cognitive
deficits, neurodegeneration, and to increase BDNF hippocampal levels. Thyl-
APPLond/Swe* (T41) transgenic mice at 14 months of age presented cognitive deficits
and behavioral changes, reduction of neuronal viability, gliosis and A accumulation.
Treatment with CDPPB (5mg / kg, i.p.) for 28 days was not able to reverse cognitive
deficit. However, CDPPB increased neuronal viability and partially reduced gliosis
without inducing hepatotoxicity. Thus, despite not preventing memory loss in
transgenic mice, CDPBB improved cognition after AB injection, and has a potential
neuroprotective effect, especially associated with the prevention of neuronal loss.
Therefore, it should be considered additional evaluations of the drug in more chronic

studies.

KEYWORDS: Alzheimer's Disease, mGIuR5, CDPPB, neurodegeneration,

neuroinflammation.
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1 INTRODUCAO

1.1 Doenca de Alzheimer

A Doenca de Alzheimer (DA) foi descrita pela primeira vez, em 1906, pelo
médico alemao Dr. Alouis Alzheimer, ao relatar o caso de uma paciente com profunda
perda de memoria e alteracdes psicoldgicas. Na autopsia dessa paciente foi também
possivel identificar uma reduc&o do volume cerebral e depdsitos anormais no entorno
e no interior de células nervosas, mais tarde identificados como agregados do
peptideo amiloide-B (AB) e da proteina tau, respectivamente (SHAMPO; KYLE;
STEENSMA, 2013).

A DA é uma doenca neurodegenerativa progressiva, cujos principais sinais sao
falhas de memoria que se agravam com declinio cognitivo e funcional progressivos,
culminando em deméncia (KUMAR; DHULL; MISHRA, 2015; MOODLEY; CHAN,
2014). E também a forma mais prevalente de deméncia, sendo responsavel por 60 a
80% dos casos dessa condicao e afetando principalmente pessoas com 65 anos ou
mais (COLOVIC et al., 2013; KNOWLES et al., 2013; PREDIGER et al., 2007).
Deméncia é caracterizada por declinio cognitivo, funcional e comportamental
progressivos, que impactam na independéncia e no convivio social (MOHAMMAD et
al., 2017; REEVE et al., 2017). Dentre os sintomas de deméncia estdo perda de
memoria, prejuizo de raciocinio e julgamento, e dificuldade de comunicacdo (REEVE
et al.,, 2017). No ano de 2015, cerca de 46,8 milhbes de pessoas apresentavam
deméncia, e estima-se que este nUmero aumentara para 74,7 e 131,5 milhdes em
2030 e 2050, respectivamente (PRINCE, 2016; SUBRAMANIAM et al., 2015).

Com o passar dos anos, 0 aumento da incidéncia da DA tem sido relacionado
com o aumento da expectativa de vida e com a mudanca de habitos da populacéo
mundial. Esses dados indicam a doenca como um problema de saude publica
(PRINCE, 2016; SUBRAMANIAM et al., 2015). No Brasil, a mortalidade anual devido
a DA aumentou 8,4% em mulheres e 7,7% em homens com idades entre 60 e 79
anos; e 15,5% em mulheres e 14% em homens com idade superior a 80 anos, entre
0s anos de 2000 e 2009 (TEIXEIRA, J. B. et al., 2015).

Os fatores de risco da DA se dividem entre ambientais e genéticos, levando ao
aparecimento da DA esporadica ou familiar, respectivamente. Dentre os fatores de

risco esporadicos estdo baixa escolaridade, doengas cardiovasculares, diabetes,
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obesidade, tabagismo e sedentarismo, sendo o principal fator de risco o
envelhecimento. A incidéncia da doenca aumenta a partir da idade de 65 anos,
caracterizando a DA de inicio tardio (DE BRUIJN; IKRAM, 2014; IMTIAZ et al., 2014;
POVOVA et al., 2012). Além disso, estima-se que a prevaléncia seja maior em
mulheres do que homens em diversos estudos (FIEST et al., 2016). As possiveis
causas tem sido associadas a fatores como diferencas na reserva cognitiva,
resiliéncia, genética e alteracdes cerebrais funcionais e estruturais (LAWS; IRVINE;
GALE, 2018). Aléem disso, a reducdo de hormodnios esteroides associada ao
envelhecimento pode aumentar a predisposicdo a DA, o que no caso de mulheres
estd relacionada a uma diminuicdo rapida de estradiol e progesterona com a
menopausa (BARRON; PIKE, 2012; LI, R.; SINGH, 2014; VEST; PIKE, 2013).

Apesar da maioria dos casos tardios de DA ser esporadica, mutacdes genéticas
estdo associadas com uma parte dos casos dessa forma da doencga. A maior parte
das mutacdes envolvidas no aparecimento do Alzheimer nessa fase da vida ocorre
em genes implicados no metabolismo de colesterol, em resposta imune, em
endocitose e em transporte mediado por vesiculas. Dentre eles, as mutacdes no gene
que codifica a apolipoproteina e (APOE) séo o fator de risco genético mais prevalente
para incidéncia tardia da DA (CARMONA; HARDY; GUERREIRO, 2018).

O diagndstico anterior a 65 anos de idade caracteriza a DA de inicio precoce.
Apesar de ocorrerem casos esporadicos antecedendo essa idade, a maioria dos
casos de DA de inicio precoce esta associado com mutacdes genéticas (MENDEZ,
2017). A maior parte das mutagdes associadas com essa forma da doencga ocorre nos
genes que codificam a proteina precursora de amiloide (APP, amyloid precursor
protein), a presenilina (PSEN) -1 ou a PSEN-2 (KUNKLE et al., 2017; LANOISELEE
et al., 2017).

As alteracdes fisiopatoldgicas da DA se iniciam anos antes do aparecimento
dos sinais. Ja foi demonstrado que uma das principais causas da doenca é o aumento
da producéao do peptideo AR, formado a partir da APP (Figura 1) (GRIMM et al., 2013;
HAMILTON et al., 2014; JIANG et al., 2014; KUMAR et al., 2015; LAZZARI et al.,
2015; ROBINSON et al., 2014). A APP é uma proteina transmembrana que possui
funcdo na transducdo de sinais, alongamento axonal, adesdo e migracao celular,
transporte de proteinas e sinaptogénese (JIANG et al., 2014), além da funcéo de seu
dominio C-terminal na regulacdo de expressdo génica e sobrevivéncia neuronal

(MOKHTAR et al., 2013). Ela sofre clivagem proteolitica sequencial pelas enzimas [3-
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e y-secretase. Sua clivagem amiloidogénica ¢é iniciada pela B-secretase, o0 que gera
um fragmento ligado & membrana que contém 99 residuos do fragmento C-terminal
da APP. Este fragmento passa por clivagem adicional pela y-secretase, uma protease
composta por PSEN-1, PSEN-2, nicastrina, APH-1 (do inglés anterior pharynx-
defective 1) e PEN-2 (do inglés presenilin enhancer 2), gerando residuos de AB. O
local de clivagem pela y-secretase é impreciso (CARMONA et al., 2018; MURPHY;
LEVINE, 2010), gerando residuos contendo entre 37 e 42 aminoacidos (Figura 1) (XU
et al., 2016). Os residuos mais frequentes sao de AB 1-40 (80-90%), seguidos por de
AB 1-42 (5-10%), sendo este ultimo mais hidrofobico, fibrinogénico e neurotdxico
(LAZZARI et al., 2015; MURPHY; LEVINE, 2010). Acredita-se que a clivagem pela (3-
secretase € a etapa limitante da via amiloidogénica, processando aproximadamente
10% da APP celular (MURPHY; LEVINE, 2010). A APP pode também sofrer clivagem
nao-amiloidogénica, que € realizada pela enzima a-secretase, que gera a proteina
sAPPa, a qual possui papel protetor por promover a clivagem proteolitica da
sequéncia peptidica da AB na APP, inibindo a producéo do peptideo (WANG, Y. Q.;
QU; WANG, 2016).

A DA também é caracterizada pela formacao de emaranhados neurofibrilares
(Figura 1), compostos pela proteina tau hiperfosforilada. A tau se encontra
naturalmente associada aos microtibulos, estando envolvida na estabilizacdo desta
organela (SPILLANTINI; GOEDERT, 2013). Essa proteina também possui importancia
em processos de aprendizagem e formacdo memdéria de curta duracdo, sendo que
sua auséncia pode causar déficits cognitivos (BIUNDO et al., 2018). Na DA e em
outras condi¢Bes patoldgicas, ocorre a hiperfosforilacdo da tau, o que a torna incapaz
de interagir com os microtubulos (SPILLANTINI; GOEDERT, 2013). Em decorréncia
disso, ocorre sua agregacdo e acumulo em conjunto com filamentos helicoidais
pareados, formando os emaranhados neurofibrilares (MOKHTAR et al., 2013).

Estudos tém demonstrado que a AR soluvel pode induzir a hiperfosforilagao de
tau por agao de diferentes quinases (CORTES et al., 2018; LLORET et al., 2015), e
gue as alteragles iniciais presentes na doenca possivelmente sao decorrentes das
interagcdes entre a proteina tau e o peptideo AB (MOKHTAR et al., 2013). Evidéncias
indicam que, apesar da toxicidade induzida por AB ter inicio anterior aos danos
causados pela tau, o peptideo AB acarreta a disfungdo sinaptica dependente da
proteina tau (BLOOM, 2014).
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Figura 1. Formacgéao de AB e tau. A APP é clivada pelas enzimas (8 e y secretase para formar
peptideos em sua maioria contendo entre 40 e 42 residuos de aminoacidos. A proteina tau é
hiperfosforilada, se acumulando e formando os emaranhados neurofibrilares (LIM et al., 2016).

A neurotoxicidade da AB na DA pode ser causada tanto pelo acumulo de formas
soluveis quanto de formas insollveis, causando eventos citotoxicos, desencadeando
morte celular, comprometendo a integridade das células por interacdo direta com a
membrana celular (OW; DUNSTAN, 2014), e interrompendo a transmisséo sinaptica
devido a ligacéo a sitios na membrana de neurdnios em certas sinapses (RENNER et
al., 2010). Além disso, a interagao de AR com receptores microgliais pode causar
neuroinflamacédo, bem como acredita-se que o peptideo causa peroxidacéo lipidica e
a producao de vérias espécies reativas de oxigénio (EROs) (OW; DUNSTAN, 2014).
Ainda, ja foi demonstrado que, em sua forma patoldgica, a tau prejudica a transmissao
sinaptica atraves da interagdo de seu dominio N-terminal com vesiculas sinapticas,
impedindo a liberacédo normal de neurotransmissores (ZHOU et al., 2017).

A toxicidade neuronal que ocorre como consequéncia do acumulo de A e da
hiperfosforilacdo de tau acarreta perda sinaptica, morte neuronal e atrofia cerebral
(KOCAHAN; DOGAN, 2017; LAZZARI et al.,, 2015), principalmente no cortex



23

entorrinal e nos hipocampos (HAMPEL et al., 2002; HOLTZMAN; MORRIS; GOATE,
2011). A diminuicdo da densidade sinaptica observada nas regides mesotemporais
ainda em estagios iniciais da DA se correlaciona com o aparecimento dos déficits
cognitivos, (BROUILLETTE, 2014), bem como o grau de declinio cognitivo se
correlaciona com a extensao da perda sinptica (SELKOE, 2002), especialmente nas
regibes que sdo responsaveis pela formacdo e armazenamento de novas
informacdes. O circuito mais vulneravel é a via perforante medial, que se origina na
camada Il do cértex entorrinal e termina na camada molecular externa do giro
denteado (GD) do hipocampo, e que possui como principal neurotransmissor
excitatorio o glutamato (KOCAHAN; DOGAN, 2017). Os mecanismos envolvidos nas
perdas sinaptica e neuronal induzidas por AB podem envolver a desregulagao de
receptores glutamatérgicos e proteinas scaffold que resultam em alteracbes
mitocondriais e no transporte axonal de vesiculas sinapticas, que, por sua vez, levam
a alteracbes dendriticas e espinhais, distrofia axonal e perda neuronal (OVERK;
MASLIAH, 2014). Ocorre perda neuronal e atrofia da camada Il do CE, bem como
perda sinaptica no GD e neurodegeneracao e atrofia do corno de Ammon (CA) 1 no
hipocampo (BROUILLETTE, 2014), comprometendo o processo de codificacdo da
memo©éria espacial, que estd associado com as regides CAl, CA3 e GD (MOORTHI et
al., 2015). A degeneracgao da via perfurante medial se correlaciona com a atrofia do
complexo subicular, ja que € por onde as proje¢des da via penetram no hipocampo
(CARLESIMO et al., 2015).

Evidéncias sugerem que as memadrias sdo mantidas temporariamente na regido
do hipocampo, possivelmente através de vias originadas da amigdala para outras
regibes do cérebro, através da potenciacdo de longa duracdo (LTP, long-term
potentiation), o que permite 0 armazenamento de memoria de curta duracéo através
de um circuito neuronal. O hipocampo, suas regides associadas que projetam para o
neocortex e a amigdala atuam em conjunto para consolidar as informacgfes da
memoéria de curta duracdo a memoria de longa duracdo (MOORTHI et al., 2015).

A plasticidade sinaptica, bem como a formacao e a consolidacdo de memodria
sdo dependentes de LTP e de depressao de longa duragédo (LTD, long-term
depression). A LTP aumenta a eficacia da transmissdo sinaptica, chamada forca
sinaptica, e esta presente nas sinapses hipocampais da via perfurante, no CA1 e GD,
possuindo uma fase curta e outra longa, e sendo dependente de receptores

glutamatérgicos. Ja a LTD diminui a forca sinaptica, mesmo em sinapses



24

potencializadas. Sendo assim, as medidas de LTP e LTD s&o importantes marcadores
da integridade e performance das sinapses (MA, T.; KLANN, 2012; PEINEAU et al.,
2018). Dependendo do padrao de ativacao sinaptica e do nivel geral de excitacéo da
rede neural, a forca sinaptica é alterada dinamicamente, levando a formacéo de
circuitos neurais (VITUREIRA; GODA, 2013). Vérios estudos ja demonstraram que
altas concentragdes do peptideo AB, ao comprometerem a fungdo sinaptica,
prejudicam esses processos importantes para a formacédo de memoaria, levando a uma
perda de LTP e aumento de LTD (MA, T.; KLANN, 2012; PEINEAU et al., 2018).

Com a progressao da doenca, ha aumento da neurodegeneracao hipocampal
e cortical, além de acometimento de outras areas cerebrais, resultando no
aparecimento de outros sintomas, como dificuldade de planejamento, de julgamento
e de realizacdo das tarefas cotidianas, confusdo espacial, problemas de linguagem,
isolamento social e alteragcbes de humor e personalidade (ALZHEIMER'S, 2011,
BROUILLETTE, 2014). Além disso, o hipocampo € uma das poucas regiées cerebrais
capazes de produzir novos neurdnios na vida adulta. Dessa maneira, ha prejuizo
também da neurogénese hipocampal na DA (TEIXEIRA, C. M. et al., 2018).

A perda de neurdnios colinérgicos do prosencéfalo basal é outra anormalidade
da DA, e também se correlaciona com o déficit cognitivo (BROUILLETTE, 2014). O
envolvimento do sistema colinérgico é reforcado por estudos que demonstram
antagonistas colinérgicos prejudicando a meméria de animais, bem como por déficits
de memoria acarretados por lesées que comprometem a integridade das projecdes
colinérgicas para o hipocampo e neocoértex. Além da degeneracdo dos neurbnios
colinérgicos, a captacdo de colina, a atividade da colina acetiltransferase e a sintese
de acetilcolina (ACh) também estdo reduzidas na DA, contribuindo para a reducao da
neurotransmissao colinérgica (Figura 2) (PARSONS et al., 2013).

O hipocampo recebe ndo apenas aferentes glutamatérgicos e colinérgicos, mas
também dopaminérgicos, noradrenérgicos e serotoninérgicos (JEON et al., 2018). A
degeneracdo de neurdnios dopaminérgicos provenientes da substancia negra (SN)
esta associada ao déficit cognitivo e disfuncdo da neurogénese na DA. A diminuigdo
da noradrenalina proveniente do locus coeruleus (LC) também compromete a
cognicdo. Ja o comprometimento das sinapses serotoninérgicas, originadas na rafe
dorsal, est4 associado com o0s sintomas neuropsiquiatricos da DA, como agitacao,
depresséao e ansiedade (JEON et al., 2018).
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Outro fator que contribui para a excitotoxicidade € a desregulacdo da
sinalizacdo do fator neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF), uma neurotrofina
amplamente expressa no sistema nervoso central (SNC) que, através da ativacao de
seu receptor de tirosina-quinase B (TrkB), desempenha um papel crucial na
sobrevivéncia e diferenciacdo celular, alongamento axonal, crescimento dendritico e
plasticidade sindptica, necessarios para aquisi¢céo e consolidagdo da memaoria. Na DA
ha alteracdes nos niveis e na expressdo de BDNF por agao da AR (SONG; YU; TAN,
2015; TANQUEIRO et al., 2018).
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Figura 2. Mecanismos de disfuncdo sinaptica na DA. Desenho esquematico mostrando o
papel do AB na neurotransmissdo na DA. A AB induz neurodegeneracdo, com diminuigdo dos
terminais sinapticos (esquerda) nas células principais e nos interneurdnios inibitérios O
declinio inicial da memoria esté correlacionado com a disfungéo sinaptica induzida por A nos
receptores excitatorios e inibitérios e na neurotransmissdo (NAVA-MESA et al., 2014).
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Acredita-se que a presenga do peptideo AR induza a ativagdo microglial,
iniciando o processo neuroinflamatorio presente na DA (CORTES et al., 2018). No
SNC, a micrdglia é considerada o componente mais importante da resposta imune
inata (HENEKA, 2014), e sua presenca no entorno das placas amiloides é reportado
tanto em humanos quanto em modelos transgénicos da DA (RAJENDRAN;
PAOLICELLI, 2018). O peptideo AB pode interagir com diferentes receptores
microgliais, induzindo essas células a um estado inflamatério e promovendo a
fagocitose do peptideo (BAMBERGER et al.,, 2003; EL KHOURY et al., 1996;
STEWART et al., 2010). Isso indica um papel protetor em estagios iniciais da doenca
(HICKMAN; ALLISON; EL KHOURY, 2008; KRABBE et al.,, 2013). Contudo, o
acumulo excessivo no entorno das placa amiloides (CRAS et al., 1990), que ocorre
com a progressdo da DA, sugere que a microglia perca a capacidade de processar o
excesso do peptideo AR (DE CALIGNON et al., 2012). Em um estado hiperativado, a
microglia associada a placas de AB apresenta expressao aumentada de varios genes
associados com processo inflamatorio (YIN et al., 2017). Além disso, a proteina tau
também pode ativar a micréglia (DE CALIGNON et al., 2012).

A micréglia ativada pode produzir e secretar diversos mediadores inflamatérios,
como fator nuclear kB (NFkB, nuclear factor kB), citocinas, quimiocinas e EROs,
levando a ativacdo de receptores neuronais. Como consequéncia, pode ocorrer
aumento de expressdo do complexo CDK5/p35, GSK3-B, hiperfosforilacdo e
agregacao de tau e consequente neurodegeneracao, que pode promover a reativagao
de células microgliais, formando uma cascata de ativacdo continua (CORTES et al.,
2018). Essas substancias ainda inibem a expresséo de receptores de ligacdo da AR e
a atividade de enzimas que processam esse peptideo (GIOVANNINI et al., 2002;
HICKMAN et al., 2008; KRABBE et al., 2013). Ademais, estudos recentes sugerem
que a remocao de sinapses mediada por microglia, geralmente presente na fase de
desenvolvimento cerebral, pode ser reativada durante o envelhecimento e a DA,
sendo dependente dos mediadores do complemento Clq e C3 (RAJENDRAN;
PAOLICELLI, 2018).

Os astrocitos também possuem papel importante na degradacdo de AP
(WYSS-CORAY et al., 2003). Fatores inflamatérios podem regular receptores de
reconhecimento de padrao (PRRs, pattern recognition receptors) em astrocitos, como
0s receptores tipo toll (TLR, toll-like receptors) 2, 3 e 4 (HAMBY et al., 2012; HOLM,;
DRAEBY; OWENS, 2012; ZAMANIAN et al., 2012). Entretanto, a astrogliose se inicia
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em estagios iniciais da DA, acompanhando a progressédo da doenca (RODRIGUEZ-
VIEITEZ et al., 2016). A propria microglia ativada pode induzir a ativa¢do de astrécitos,

que podem, por sua vez, secretar neurotoxinas ou liberar componentes do

complemento que contribuem para a perda sinaptica (LIDDELOW et al., 2017).
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Figura 3. O circulo vicioso que leva a neuroinflamacéo, perda de LTP e degeneragéo neuronal
durante a DA. Em condic¢@es fisiologicas (esquerda), a ativacao sinaptica de receptores pés-
sinapticos de NMDA leva a entrada de Ca?* e & ativacgéo de varios sistemas de transducéo de
sinal, resultando em potenciagéo duradoura da forca sinaptica. A produgdo e acumulo de AB
(direita) induz danos neuronais através de multiplos mecanismos, incluindo processos
oxidativos e excitotéxicos, ativacdo de micréglia e astrocitos, com subsequente liberacdo de
mediadores inflamatérios. Esses mediadores, por sua vez, promovem o acumulo de AB,
desencadeando um circulo vicioso. AB prejudica LTP através de efeito direto efeito na
sinalizacdo do glutamato e das proteinas quinases, ou indireto, através da acdo de
mediadores pré-inflamatérios (IL1-8, TNF-a, IL-6, ROS ou NO). O circulo vicioso
desencadeado acaba por resultar na disfuncdo sinaptica e comprometimento de LTP,
resultando, portanto, no aparecimento dos sintomas cognitivos presentes na doenca (DI
FILIPPO et al., 2008).

Os mediadores inflamatorios secretados por células ativadas na DA contribuem
para a progressdo da doenca (Figura 3). Tanto as citocinas pré-inflamatérias, como
interleucina (IL)- 1B, IL-18, e IL-33, quanto as anti-inflamatérias, como IL-10 e IL-13,
possuem expressao aumentada no cérebro de pacientes com DA (MORIMOTO et al.,
2011). Além disso, algumas citocinas e moléculas relacionadas a elas, como o

antagonista de receptor IL-1 (IL-1Ra, IL-1 receptor antagonist), a enzima conversora
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de IL-1 (ICE, IL-1 converting enzyme), IL-2, IL-6, IL-8, o fator de necrose tumoral a
(TNF-a, tumor necrose factor a), o fator estimulante de colénia de macréfagos (M-
CSF, macrophage-colony stimulating factor) e o fator de transformacdo do
crescimento B1 (TGF-B1, transforming growth factor B1), estdo aumentadas em
estagios que precedem os primeiros sintomas da doenca (WILBERDING et al., 2008).

Muitos foram os avancos nos ultimos anos acerca do conhecimento da
fisiopatologia da DA, no entanto, ainda ndo existem biomarcadores de facil deteccéo
em exames de rotina laboratorial. O diagnostico de DA no Brasil segue critérios
clinicos padronizados como os do Diagnostic and Statistic Manual (DSM) 1lI-R, DSM
IV e National Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke-
Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association (NINCDS-ADRDA) (ALBERT
et al., 2011; JACK et al., 2011).

A primeira parte da investigacdo consiste em achados clinicos e testes
neurolégicos, porém a sua confirmacéo definitiva sé é feita por exame histopatolégico.
O diagnostico de provavel ou possivel Alzheimer é feito com base em exames
cognitivos associados com exames de imagem, como ressonancia magnética (RM) e
tomografia de emissdo de pédsitrons (PET, positron emission tomography), para
deteccdo de atrofia hipocampal e hipometabolismo cortical, respectivamente
(ABBASI, 2018; KHOURY et al., 2017; MCKHANN et al., 2011; MURPHY; LEVINE,
2010).

Além disso, tem sido demonstrada a importancia de biomarcadores no liquido
cérebro-espinhal para confirmacédo do diagndstico da DA. A presenca do peptideo AR
1-42 e da tau nas formas total e fosforilada sdo capazes de aumentar a precisao
diagnéstica da DA. A utilizacdo de biomarcadores de imagem em exames de PET
para deteccao de AR e tau também tem sido estudada para inclusdo nos critérios de
diagnostico (KHOURY et al., 2017), e biomarcadores genéticos ja sdo pesquisados
em casos de presenca de DA na familia (KHOURY et al., 2017).

1.2 Terapia farmacolégica da DA

Apesar dos avancos na compreensao da fisiopatologia da doenca e dos
esforcos para elucidar potenciais alvos terapéuticos, as terapias disponiveis
atualmente para o tratamento da DA sdo limitadas a duas classes de farmacos

(KUMAR et al., 2015). A primeira delas é a de inibidores da colinesterase, que engloba
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3 medicamentos aprovados para uso: donepezila, rivastigmina e galantamina. A outra
classe é de antagonistas do receptor de NMDA, que possui apenas a memantina
aprovada para tratamento da DA (KHOURY; RAJAMANICKAM; GROSSBERG, 2018;
PATEL; GROSSBERG, 2011; WINSLOW et al., 2011).

Em virtude de uma das primeiras alteracdes cerebrais na DA envolver o
comprometimento da neurotransmissao colinérgica, os inibidores da colinesterase, ao
inibirem as enzimas acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BuChE),
reduzem a degradacdo da ACh, permitindo uma maior disponibilidade do
neurotransmissor na fenda sinaptica e melhorando sintomas relacionados a meméria
e cognicao (COLOVIC et al., 2013; GEERTS; GROSSBERG, 2006).

Por outro lado, a memantina é um antagonista ndo competitivo dependente de
voltagem do receptor de NMDA, sendo utilizada como tratamento coadjuvante ou
alternativo aos inibidores das colinesterases na DA moderada e grave (ARIF et al.,
2009; ROBERSON; MUCKE, 2006). Ela reduz a sinalizagédo patolégica disfuncional
do glutamato, permitindo melhor percepcao dos sinais fisioldgicos e podendo prevenir
a excitabilidade glutamatérgica excessiva (ALZHEIMER'S ASSOCIATION, 2017,
GEERTS; GROSSBERG, 2006; PARSONS et al., 2013).

Apesar desses medicamentos proporcionarem uma melhoria sintomatica, ndo
existem evidéncias de que esses apresentem propriedades de modificar o curso da
doenca (ELETI, 2016). Dessa forma, € necesséario o desenvolvimento de terapias
eficazes e seguras com o objetivo de alterar a progressdo da patologia
(RUTHIRAKUHAN et al., 2016).

A busca por novas terapias para a DA (Figura 4) tem se concentrado
principalmente nos sistemas neurotransmissores e nas duas principais caracteristicas
fisiopatolégicas da doenga, o acumulo de AB e de tau. As principais terapias em
desenvolvimento até o momento sao imunoterapias anti-amiloide, inibidores de 3 e y-
secretase, e terapias que possuem como alvo a tau. Apesar do grande numero de
terapias promissoras que tem sido desenvolvida, nenhuma teve eficacia comprovada
em estudos clinicos, sendo que muitos estudos falharam por problemas de eficacia,
tolerancia e toxicidade (KHOURY et al., 2017).
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Figura 4. Representacdo esquematica dos potenciais alvos celulares para prevenir ou retardar
a progressao da DA. A maioria das abordagens experimentais é projetada para bloquear ou
reduzir (linhas vermelhas) eventos patolégicos que ocorrem nos estagios iniciais, incluindo
agregacdo anormal de AB e tau, respostas inflamatérias crénicas e dano por estresse
oxidativo. Outras estratégias (linhas azuis) visam estimular o metabolismo a reduzir a
insuficiéncia energética na doenga, bem como promover mecanismos de reparo de dano
celular, incluindo a plasticidade sinaptica, a preservagdo da membrana celular e a renovagéo
de proteinas e organelas danificadas. Abordagens terapéuticas baseadas na modulacao da
neurotransmissao (linhas tracejadas verdes) sédo projetadas para auxiliar neurotransmissao
deficiente, e reduzir a excitotoxicidade (ESTER ASO, 2013).

1.3 Modelos experimentais para estudo de DA

Modelos animais sdo extremamente importantes para o estudo de doencas e
potenciais tratamentos. Dentre eles, os modelos murinos estdo entre os mais
utilizados para pesquisa.

O modelo camundongo propenso a senescéncia acelerada (SAMP,
senescence-accelerated mouse-prone) -8 apresenta varias  alteracdes
neuropatolégicas semelhantes as relatadas na DA. Ele é caracterizado pelo
desenvolvimento precoce de déficits cognitivos, processamento alterado de APP e
niveis aumentados de AR entre 4 e 12 meses de idade, além de alteracdo da
expressdo do gene PSEN, hiperfosforilacado da tau e aumento do estresse oxidativo,
tornando-o ferramenta valiosa na pesquisa relacionada a DA (MHILLAJ; CUOMO;
MANCUSO, 2017).
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Devido a grande importancia da AB na fisiopatologia da DA, os esforgos foram
concentrados em tentativas de gerar modelos animais que se assemelham as
principais alteracdes histopatoldgicas, neuroquimicas e comportamentais observadas
em pacientes com DA. Nesse contexto, € bem descrito na literatura, inclusive por
NOSSO grupo, que injecdes intracerebrais de peptideos AB em modelos murinos
induzem alteracdes cognitivas, bioquimicas e histolégicas semelhantes as
observadas no Alzheimer (BELLOZI et al., 2016; CANAS et al., 2009; CHEN et al.,
2010; GIOVANNINI et al., 2002; PASSOS et al., 2010; PREDIGER et al., 2007).

No entanto, modelos de camundongos geneticamente modificados sé&o o
padrdo ouro para estudo de como a patologia da DA se desenvolve no cérebro, bem
como para avaliar e descobrir novos alvos terapéuticos e estratégias modificadoras
da doenca, pois mimetizam de forma mais semelhante a patologia de seres humanos
(MARTINI et al., 2018). A descoberta de causas genéticas da DA decorrentes de
heranca autossdmica dominante permitiu o desenvolvimento de modelos animais
transgénicos para a doenca (MHILLAJ et al., 2017). As muta¢des induzem em animais
transgénicos o acumulo do peptideo AR e/ ou hiperfosforilagdo da tau, mimetizando a
fisiopatologia. Dentre os modelos mais utilizados estdo aqueles que expressam
mutac¢des na APP, na tau, na PSEN-1 e na APOE4 (GOTZ; ITTNER, 2008; ODDO et
al., 2006).

Muitos modelos sdo transgénicos para apenas um gene, no entanto ha modelos
transgénicos para mais de um deles (MARTINI et al., 2018). A linhagem de animais
Thyl-APPLond/Swe* (T41), a qual foi escolhida para esse estudo, expressa 0 cDNA
humano APP751, contendo as mutagdes “London (V7171)" e “Swedish
(K670M/N671L)" sob controle regulatério do gene Thy1. Como caracteristicas, os
animais apresentam depdsitos de AR no cortex frontal, hipocampo, talamo e bulbo

olfatorio, além de degeneracéo sinaptica (FAIZI et al., 2012).

1.4 Envolvimento do sistema glutamatérgico na DA

O glutamato € um neurotransmissor excitatorio que ativa tanto receptores
metabotropicos quanto ionotrépicos (PIN; DUVOISIN, 1995), sendo responsavel por
aproximadamente 70% da neurotransmissao excitatdria no SNC, particularmente nas

regides corticais e hipocampais (PARSONS et al., 2013). O glutamato medeia a
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plasticidade neuronal, transmisséo neural, processos de memoria e aprendizagem
(KENNEDY, 2013).

Os receptores glutamatérgicos ionotrépicos sédo canais ibnicos ativados por
ligante, permeaveis aos céations monovalentes Na* e K* e, dependendo do subtipo,
também ao céation divalente Ca?* (DANYSZ; PARSONS, 2012). Os trés receptores
glutamatérgicos ionotropicos sdo o0 receptor de alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-
isoxazolpropiénico (AMPA), o receptor de NMDA e o receptor de cainato. De forma
geral, o0s receptores glutamatérgicos ionotrOpicos estdo envolvidos na
neurotransmisséo excitatoria rapida (FUNG; HARDAN, 2015).
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Figura 5. Representacéo esquemética de mGIuRs na sinapse. Em geral, os mGIluRs do grupo
| estdo localizados nos neurbnios pos-sinapticos, e os receptores dos grupos Il e lll estdo
localizados em terminais pré-sinapticos. Os receptores dos grupos Il e Il inibem a liberacdo
de glutamato ou GABA, enquanto os receptores do grupo | promovem a liberacdo quando
presentes. No terminal pos-sinéptico, os receptores de NMDA, AMPA e cainato respondem
ao glutamato com aumentos intracelulares NA* ou Ca?*, promovendo a excitabilidade celular.
Os mGIuRs do grupo | sinalizam via proteinas Gq para aumentar o Ca*" intracelular;
adicionalmente, os receptores mGIuR5 e NMDA realizam sinalizagcdo conjunta, sendo
regulados por fosforilagéo. Os receptores mGIuR2 / 3 pGs-sinapticos e GABAB1 / 2 acoplam-
se a inibicdo de cAMP. Os canais de cloreto de GABAA modulam o cloreto intracelular. A
expressdao de mGIuR3 e mGIuR5 na glia estd emergindo como outro sitio chave para a
regulacdo mGIuR da atividade sinaptica, embora as vias de sinalizacdo e consequéncias da
ativacdo do receptor nessas células ndo sejam atualmente bem compreendidas
(NISWENDER; CONN, 2010).



33

Sabe-se que tanto o peptideo AB 1-42, quanto as placas senis formadas pelo
peptideo, sdo capazes de aumentar a concentracéo intracelular de Ca?*, evento que
esta envolvido na neurodegeneracao, na disfuncéo sinaptica e no comprometimento
cognitivo observado na DA (CAMANDOLA; MATTSON, 2011; LAZZARI et al., 2015;
RENNER et al., 2010). Esses eventos estéo relacionados com a ativagao do receptor
de NMDA (ALBERDI et al., 2010; DE FELICE et al., 2007). Ha vérias potenciais
formas de interacdo entre o peptideo AB e o receptor de NMDA. O peptideo pode se
ligar diretamente ou através de interacdes indiretas ao receptor, cuja sinalizacao pode
mediar a atividade de AB em relacao a plasticidade e transmissédo sinaptica e a
formacao de placas amiloides (KOCAHAN; DOGAN, 2017).

Os receptores glutamatérgicos metabotropicos (mGIuRs, metabotropic
glutamate receptors) sao divididos em trés grupos, de acordo com o acoplamento do
seu segundo mensageiro, a sensibilidade do ligante e a localizacdo sinaptica. Os
receptores do grupo | (mGIuR1 e 5) potencializam predominantemente a liberagéo
pré-sinaptica de glutamato e as correntes pdés-sinapticas de NMDA, e estdo
localizados predominantemente em sitios pds-sinapticos. Em contraste, os receptores
do grupo Il (mGIuR2 e 3) limitam a liberacdo de glutamato, particularmente quando ha
excesso do neurotransmissor na fenda sinaptica, e estao localizados tanto em regides
pré quanto pos-sinpticas. Assim como os receptores do Grupo Il, os receptores do
Grupo Il (mGIuR4, 6, 7 e 8) geralmente impedem a liberacdo excessiva do glutamato,
estando presentes predominantemente em neurdnios pré-sinapticos (BAUDE et al.,
1993; FUNG; HARDAN, 2015; SHIGEMOTO et al., 1993). Os mGIuRs possuem
papel na modulacdo da neurotransmissao glutamatérgica excitatoria, constituindo
potenciais alvos para intervencdes farmacologicas. Ademais, os mGIuRs possuem
importante papel em processos associados com plasticidade sinaptica e
desenvolvimento neuronal (Figura 5) (SCHWARTZ; ALFORD, 2000).

O mGIuRS5 (Figura 6), primeiramente descrito em 1992 (ABE et al., 1992), é acoplado
a proteina Gq, e sua estimulacdo induz a ativacao de fosfolipase C (PLC) e a hidrolise
do lipideo de membrana fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) a diacilglicerol (DAG) e
inositol 1,4,5-trifosfato (IP3). O DAG atua no recrutamento da proteina quinase C
(PKC, protein kinase C) dependente de Ca?* na membrana, e a transdugéo de sinal
do IP3 ativa receptores do reticulo endoplasmatico, aumentando o0s niveis
intracelulares de Ca?*. O Ca?*, por sua vez, também induz a ativacdo de PKC e de
outras proteinas (HAMILTON et al., 2014; KUMAR et al., 2015; MASU et al., 1991;
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NICKOLS; CONN, 2014; RITZEN; MATHIESEN; THOMSEN, 2005). Além disso,
assim como os demais mGIuRs (KUMAR et al., 2015), o mGIuR5 esta expresso em
todo o cérebro, com expressao prevalente no cortex e no hipocampo (ABE et al., 1992;
SHIGEMOTO et al., 1993).
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Os ligantes alostéricos sao substancias que interagem com um receptor em um
sitio diferente daquele do agonista enddgeno (Figura 7). Esses ligantes podem
exercer eficacia intrinseca na auséncia dos ligantes ortostéricos, sendo nesse caso
denominados agonistas ou antagonistas alostéricos (RITZEN et al., 2005), ou possuir
acao apenas na presenca do ligante endégeno ou de um agonista ortostérico, sendo
denominados moduladores alostéricos. Dentre eles, existem os moduladores
alostéricos positivos (MAPS),
moduladores alostéricos silenciosos (MASs) (HAAS et al., 2017; LEA; FADEN, 2006).

Os moduladores alostéricos possuem as vantagens de atravessar a barreira hemato-

moduladores alostéricos negativos (MANS) e

encefalica e de maior especificidade em relacdo ao subtipo de receptor alvo,
maximizando os efeitos terapéuticos e minimizando os efeitos adversos (RITZEN et
al., 2005). Os MAPs e MANs de mGIuR5 afetam a mobilizacdo intracelular de Ca?*

mediada por proteina G induzida por glutamato e/ ou deslocam a eficacia do glutamato
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para ativacdo do receptor. Em contraste, os MASs ndo alteram a sinalizagcdo de Ca?*
basal ou induzida por glutamato (HAAS et al., 2017).

Alteracbes na sinalizacdo de mMGIUR5 estdo associadas com doencas
neurodegenerativas, como Doenca de Huntington, Doenca de Parkinson e DA (ARIF
et al.,, 2014; LEE, R. K. et al., 1995; RIBEIRO et al., 2014; RIBEIRO et al., 2010;
THATHIAH; DE STROOPER, 2011; UM et al., 2013). Em modelo de sindrome do X
fragil, a inibicdo de mGIuR5 é capaz de recuperar déficits cognitivos e alteracdes
bioquimicas encontradas na doenca (MICHALON et al., 2012). Em modelos de
Doenca de Huntington ja foi demonstrada a diminuicdo de déficit cognitivo e das
alteracdes histolégicas e bioquimicas associadas as doencas, pela modulacdo
alostérica positiva do receptor (DORIA et al., 2013). E em modelo murino transgénico
de DA ja foi demonstrada a diminuicdo da expressao de mGIuR5 em areas do sistema
limbico (LEE, M. et al., 2018).
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Figura 7. Organizagao estrutural de mGIuRs e estruturas cristalinas dos sitios de ligacéo
isolados. (a) Desenho animado ilustrando um dimero mGIUR de tamanho completo
estabilizado por uma ponte dissulfeto. (b) dimeros de sitios de ligacao no repouso (R; ligado
a um antagonista em vermelho) e conformacao ativa (A; ligado a um agonista em verde), 0s
dois estados principais de ECD. (c) Estrutura cristalina do dominio transmembrana de mGIuR5
em complexo com um MAN especificos (RONDARD; PIN, 2015).
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A proteina priénica celular (PrP°¢), uma glicoproteina ancorada a membrana,
possui alta afinidade pelo peptideo AB, formando o complexo AR-PrP¢ (LAUREN et al.,
2009). Tanto a inibicdo genética quanto a farmacoldgica da PrP¢ previnem a inibicédo
de LTP induzida por AB (BARRY et al., 2011; HAAS et al., 2016; HU, N. W. et al.,
2014; LAUREN et al., 2009). J& foi descrito que a PrPc € necesséria ndo apenas para
a reducdo de LTP, mas também para a diminuicdo da densidade sinaptica,
sinaptotoxicidade, déficits cognitivos e mortalidade precoce dependentes de AP
(BATE; WILLIAMS, 2011; BRODY; STRITTMATTER, 2018; KUDO et al., 2012;
OSTAPCHENKO et al., 2013). O complexo AB-PrP°¢ induz a ativagdo do complexo
Homer 1b/c-Pyk2-CamKIl (HAAS et al.,, 2016; HAAS et al.,, 2017) e da quinase
intracelular Fyn (UM et al., 2013) via receptor mGIuR5, o que induz a fosforilacdo de
NMDAR (LARSON et al., 2012; UM et al., 2012). Ja foi descrito que o CTEP, um MAN
de mGIuRb5, previne o declinio cognitivo e 0 acumulo de A em modelo transgénico
de DA (HAMILTON et al., 2016) e que 0 BMS-984923, um MAS de mGIuR5, reduz a
interacdo de PrP°¢ ao mesmo receptor, melhorando déficits cognitivos e a perda
sinaptica em modelo de DA (HAAS et al., 2017). Além disso, a modulacéo alostérica
silenciosa de mGIuRS5 reduz déficits cognitivos e a perda sinaptica em camundongos
transgénicos para a DA (HAAS et al., 2017). No entanto, em animais knockout (KO)
para mGIuR5 had um decaimento mais rapido de correntes sinapticas e reducéo da
forca sinaptica, demonstrando a importancia do receptor para funcéo sinaptica (SHE
et al., 2009). No que diz respeito a inflamacéo, ja foi demonstrado que sua ativacéo
por agonista reduz a ativagao glial, efeito que é perdido em animais KO para o receptor
(BYRNES; STOICA; LOANE; et al., 2009); bem como h& aumento significativo de
microglia nesses animais (CHANA et al., 2015).

Nesse contexto, o desenvolvimento de drogas que se ligam a sitios alostéricos
de receptores acoplados a proteina G (GPCRs, G protein coupled receptors) para
tratamento de desordens associadas ao SNC é promissor (NICKOLS; CONN, 2014).
O 3-Ciano-N-(1,3-difenil-1H-pirazol-5-il)benzamida (CDPPB; Figura 8) é uma pirazol-
5-il-benzamida, pertencente a uma classe de heterociclos de cinco membros que
constituem uma classe de compostos particularmente Uteis na sintese organica. A
presenca do nucleo de pirazol em diferentes estruturas leva a aplicacbes em
diferentes areas, possuindo interessantes propriedades farmacoldgicas e estando
presente em drogas pertencentes a diferentes classes terapéuticas (KARROUCHI et
al., 2018).
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Figura 8. Estrutura quimica do CDPPB (KARROUCHI et al., 2018).

Recentemente, demonstrou-se que o CDPPB é um modulador alostérico
positivo de mGIuR5 que atenua a neurotoxicidade induzida por diéxido sulfirico em
células neuronais HT22 (GUAN et al., 2015), potencializa o aprendizado de
camundongos C57BI/6 e ratos Sprague-Dawley no labirinto de Barnes e no labirinto
em T, respectivamente (FOWLER et al., 2013), além de possuir atividade anti-
inflamatoria (XUE et al., 2014). A administracao crénica de CDPPB melhora os déficits
cognitivos induzidos pelos antagonistas do receptor de NMDA fenciclidina (HORIO;
FUJITA; HASHIMOTO, 2013) e MK-801 (USLANER et al., 2009). Além disso, o
CDPPB, assim como outros MAPs de mGIluR5 (DFB e VU1545), aumenta a
fosforilacdo de proteina quinase B (AKT, protein kinase B) e de quinase regulada por
sinal extracelular (ERK, extracellular signal-regulated kinase), as quais séo vias de
sinalizacao importantes para sobrevivéncia neuronal (DORIA et al., 2013), reforcando
e seu potencial efeito neuroprotetor. Em modelo murino transgénico de Doenca de
Huntington, o CDPPB aumenta a ativagdo de vias celulares associadas com
sobrevivéncia celular, previne a morte neuronal e melhora a cogni¢cdo (DORIA et al.,
2015). Apesar de ja ter sido demonstrado o potencial para tratamento da DA de MANs
e de um MAS de mGIuR5, como o receptor possui mais de um local de ligagcéao
alostérico, os ligantes podem possuir perfis de sinalizacao distintos (MOLCK et al.,
2014).

Em relacdo as suas propriedades farmacocinéticas, na dose de 2 mg/Kg em
ratos possui tempo de meia-vida de 4,4 horas ap0s administracao i.p. e néo interage
com a glicoproteina P, indicando sua penetracdo no SNC. Seu metabolismo é
realizado por oxidacdo e glucoronidacdo da porgéo difenilpirazol da molécula
(KINNEY et al., 2005).
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Levando em consideragéo a necessidade de terapias modificadoras da doenca
para a DA, que se apresenta atualmente como um problema e saude publica, a
importancia da sinalizacdo glutamatérgica em processos de formacédo de memoria, e
a busca por novas terapias, bem como que o CDPPB possui um potencial
farmacoldgico neuroprotetor, esse composto se torna um interessante candidato para
que tenha seus potenciais beneficios avaliados na terapia da DA. A potencial atividade
neuroprotetora dessa molécula pode representar uma terapia promissora para

reducdo da neurodegeneracao presente no Alzheimer.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Testar a hipétese que o CDPPB, um modulador alostérico positivo do mGIuRS5,
reduz as alteragdes neuropatoldgicas induzidas por AR 1-42 in vivo e in vitro e em um

modelo murino genético de Doenca de Alzheimer.

2.2 Objetivos especificos

v Testar a hipétese de que o CDPPB previne a morte neuronal induzida por AR
1-42 em culturas de neurbnios hipocampais e que moléculas que medeiam a
sobrevivéncia e a morte neuronal, como ERK 1 e 2, AKT, p38, FOXO3A e BAX
sao 0s seus mecanismos de acao;

v' Testar a hipétese de que a injegdo intrahipocampal de AR 1-42 em
camundongos C57BI/6 induz déficit cognitivo, diminuicdo da viabilidade
neuronal, morte neuronal, gliose, diminuicdo de BDNF e expressao alterada de
citocinas anti- e pro-inflamatdrias, e que o CDPPB previne essas alteragdes;

v Testar a hipétese de que camundongos transgénicos T41 apresentam déficit
cognitivo, gliose, diminuicdo de viabilidade neuronal, expressao alterada de
citocinas anti- e pro-inflamatdrias e alteragdes sanguineas periféricas, e que o

CDPPB previne essas alteracoes.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Para os experimentos de cultura de células, foram utilizados camundongos
C57BI/6 recém-nascidos provenientes do Biotério do Departamento de Bioquimica e
Imunologia. Para os experimentos de cirurgia para injecdo de AR, foram utilizados
camundongos machos da linhagem C57BI/6 com idade entre 10 e 12 semanas,
provenientes do Centro de Bioterismo (CEBIO) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
UFMG. Para os experimentos com animais transgénicos T41, foram utilizados
camundongos machos e fémeas com idade de 14 meses. Dois machos foram doados
pelo prof. Tony Wyss-Coray e provenientes do biotério do Glenn Center for Aging da
Universidade de Stanford, EUA, e acasalados com fémeas C57BI/6 selvagens (WT,
wild type) para geracéo da colonia de animais transgénicos.

Os animais tiveram livre acesso a agua e comida, sendo mantidos em ciclo
claro/ escuro a cada 12 horas com temperatura local de 22 a 24 °C. Todos 0s
experimentos foram realizados de acordo com os principios éticos de experimentacao
com animais, adotados pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA), sendo
este projeto aprovado pelos protocolos CEUA n° 159/2012, 226/2015 e 264/2017.

3.2 Drogas

Para a realizacdo do presente estudo, foram usadas as seguintes substancias:
AB 1-42 (Human, Invitrogen, EUA), CDPPB [(3-Cyano-N-(1,3-diphenyl-1H-pyrazol-5-
yl) benzamide; Tocris Bioacience, Reino Unido ou droga sintetizada no Laboratorio de
Sintese Organica da UFMG], memantina (Ranbaxy, Espanha), cloridrato de cetamina

10% (Syntec, Brasil) e cloridrato de xilazina 2% (Syntec, Brasil).

3.2.1 Sintese do CDPPB

A preparagcdo do CDPPB foi realizada de acordo com procedimentos
previamente descritos (LINDSLEY et al., 2004; SU et al., 2010). Benzoilacetonitrila
(2,03 g, 14 mmol, 1 Eq) e fenilhidrazina (1,51 g, 14 mmol, 1 Eq) foram misturadas e

agitadas em refluxo por 2 horas, sendo monitoradas por cromatografia de camada
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delgada (CCD). Quando a reagéao foi completada, a mistura resultante foi resfriada,
dissolvida em CH2Cl2 (40 mL) e agitada em banho de gelo (0 °C). Cloreto de 3-
cianobezoil (2,77 g, 16,8 mmol, 1,2 Eq) foi dissolvido em CH2Cl2 (25 ml) e lentamente
adicionado a mistura a 0 °C sob Nz, formando um precipitado amarelo. A suspensao
resultante foi agitada a 0-10 °C durante 4 horas. Posteriormente, a suspenséao foi
lavada com agua destilada (40 mL) e solu¢do aquosa saturada com NaHCO3 (2 x 40
mL). A fase organica foi concentrada sob pressao reduzida. O residuo foi purificado
por recristalizacdo em metanol (15 mL, sob refluxo, 2 horas), obtendo o produto como
um sélido branco com rendimento de 58% (3 g). A formula quimica do CDPPB é
C23H16N40, seu peso molecular € 364,4080 e sua analise elementar é C, 75,81; H,
4,43; N, 15,38; O, 4,39.

3.3 Cultura priméria de neurénios hipocampais

Culturas de neurénios foram preparadas a partir da regido do hipocampo do
cérebro de camundongos C57BI/6 recém-nascidos com até 2 dias de vida. Apos a
disseccdo do tecido hipocampal, o mesmo foi submetido a digestdo com tripsina,
seguido por dissociacdo celular mecéanica com auxilio de uma pipeta tipo Pasteur
polida no fogo. As células foram adicionadas ao meio Neurobasal suplementado com
N2 e B27, 2,0 mM de GlutaMAX, 50,0 pg/ml de penicilina, e 50,0 pg/ml de
estreptomicina e em seguida plaqueadas em placas de 4 ou 12 pocos previamente
preparadas com poli-L-ornitina. As células foram incubadas a 37 °C e 5 % de COz2em
uma incubadora umidificada e cultivadas durante 10 a 12 dias in vitro, com troca de
meio a cada 4 dias. E importante ressaltar que estabelecemos previamente que 95%
das células nessas culturas sdo neurbnios (DORIA et al.,, 2013; GEERTS;
GROSSBERG, 2006).

3.4 Ensaio de morte celular

Para o ensaio de morte celular, foi utilizado o kit Live/ Dead (Life Technologies).
O kit € composto pelos reagentes calceina-AM-AM e homodimero de etideo-1. O teste
se baseia no principio de que a calceina-AM-AM é permeavel a membrana celular,
porém, apods ser clivada por esterases contidas em células vivas, a mesma se torna

incapaz de atravessar a membrana, permanecendo retida dentro da célula e levando
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a um aumento da fluorescéncia verde ao longo do corpo celular. O homodimero de
etideo-1 s6 é capaz de permear células que apresentem membrana danificada, ou
seja, em processo de morte. Apos permear a membrana celular, o homodimero de
etideo-1 se liga aos acidos nucleicos, emitindo fluorescéncia vermelha.

Os neurdnios foram incubados por 20 h na presenca de PBS ou A 1-42 (6,64
uM), e tratados com DMSO, memantina 30 uM, ou CDDPB 1uM. Apés incubagédo, 0s
neurénios foram marcados com calceina-AM-AM (2,0 uM) e homodimero de etideo-1
(2,0 uM), preparado em solugdo de PBS 1X por 15 min na incubadora. Apds este
tempo, os neurdnios foram lavados trés vezes com PBS 1X.

As fotos foram obtidas por meio do microscépio FLoid®, utilizando o filtro 488
nm para as imagens verdes (calceina-AM-AM) e 633 nm para as imagens vermelhas
(homodimero de etideo-1). Foi considerado um namero minimo de 300 células, vivas
ou mortas, contidas em 3 campos analisados por poc¢o, utilizando o software ImageJ.
O numero de células mortas foi expresso como porcentagem do numero total de

células.

3.5 Avaliagéo da ativagéo de vias de sinalizagdo intracelulares

Para a avaliacdo da ativacdo de vias de sinalizacdo intracelulares, foram
preparadas novas culturas de neurdnios hipocampais, conforme descrito
anteriormente. Para 0 processamento das amostras para realizagcdo de western
blotting, 10-12 dias ap6s o cultivo, as culturas priméarias de neonatos foram incubadas
com HBSS durante 20 min a 37°C. Em seguida, os neurdnios foram tratados com
HBSS com Ca?* (veiculo) ou CDPPB (1 nM), e PBS ou AB (6,64 uM) pelos tempos de
7,5 0u 15 min a 37 °C. De acordo com o estimulo (PBS ou AB) e o tratamento (veiculo
ou CDPPB), as culturas foram divididas em 4 grupos: PBS + veiculo, PBS + CDPPB,
AB + veiculo e AB + CDPPB. Os neurdnios foram lisados em tampé&o RIPPA (Tris-HCI
10 mM pH 7,5; NaCl 140 mM; P-40 1%; deoxicolato de sodio 1% e SDS 0,1%)
contendo inibidor de protease (Sigma) e inibidor de fosfatase (Cell Signaling). Apos
quantificacdo proteica, 30 pg do lisado total foram submetidos a eletroforese em gel
de poliacrilamida 15% ou 10%, e em seguida foi realizada a eletrotransferéncia para
membranas de nitrocelulose.

Apos bloqueio com albumina sérica bovina (BSA, bovine serum albumin) ou

leite, em tampé&o tris em salina contendo 0,1% de Tween-20 (TBST) ou 0,1% de Triton
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X por 2 horas, conforme especificagdo do anticorpo, as membranas foram incubadas
de acordo com as instru¢des do fabricantes com anticorpos primarios contra fosfo-
AKT (1:1000; DB Biotech, 127-0.1), AKT (1:1000; DB Biotech, 126-0.1), fosfo-ERK 1,2
(1:1000; DB Biotech, 013-0.1), ERK 1,2 total (1:1000; DB Biotech, 012-0.1), BAX
(1:1000; DB Biotech, 123-0.1), fosfo-FoxO3a (1:1000; Cell Signaling, 5538S), fosfo-
p38 (1:1000; Cell Signalling, 5631S), p38 total (1:1000; Cell Signalling, 9212S) e actina
(1:2500; Sigma-Aldrich, A5060). Em seguida, as membranas foram lavadas 3 vezes e
incubadas com o anticorpo secundario adequado, conjugado com peroxidase (anti-
coelho, 1:2500, Life Technologies, G21234). Por fim, as membranas foram incubadas
com agente quimioluminescente ECL (GE Healthcare). A densidade Oéptica das
bandas detectadas foi quantificada utilizando o software ImageJ. Os resultados foram

normalizados pelos niveis de actina ou da respectiva proteina total de cada amostra.

3.6 Cirurgia estereotaxica e microinjecao intrahipocampal de AB 1-42 em C57BI/6

Os animais C57BI/6 foram anestesiados com uma injecdo intraperitoneal (i.p.)
de cetamina (80 mg/kg) e xilazina (8 mg/kg), sendo, em seguida, submetidos a
tricotomia do escalpo e seu cranio fixado a um aparelho estereotaxico (Insight®).
Posteriormente, foi realizada a assepsia do escalpo com éalcool iodado e uma incisao
sagital para exposicao e limpeza da calota craniana. Para microinjecdo, uma agulha
odontoldgica gengival 30 G (8 mm) foi introduzida no hipocampo dorsal direito nas
coordenadas estabelecidas de acordo com o Atlas Paxinos & Watson (GEORGE
PAXINOS, 2001): -1,5 mm meédio-lateral, -2,3 mm dorso-ventral e -1,9 mm antero-
posterior em relacdo ao bregma. A agulha foi conectada a um segmento de
polietileno (P10) e este a uma seringa Hamilton® de 10 pl. As injecdes de 400 pmol
de AB 1-42 ou PBS foram realizadas com o auxilio de uma bomba de infusédo
(Insight®), sendo o volume por sitio injetado 0,5 pl, a uma taxa de infusdo de 1 pl/ min.
Apés a injecdo, a agulha permaneceu no interior do encéfalo do animal por 2 min, para
evitar refluxo da droga. Apos cada injecdo, a bomba de infusdo foi novamente
acionada, com a finalidade de se verificar se a agulha ndo estava entupida. Ao término
da cirurgia, os animais permaneceram no laboratorio até completa recuperacdo. Apos
esse periodo, foram levados ao biotério, onde permaneceram até o término do

tratamento e dos procedimentos experimentais.
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3.7 Modelos animais

3.7.1 Animais submetidos a cirurgia

O CDPPB foi administrado nas doses de 1 (CDPPB 1) e 5 (CDPPB 5) mg/Kg,
diluido em metilcelulose 5% (Sigma), e administrado por via i.p. Os animais receberam
dois diferentes protocolos tratamento.

No protocolo 1, o tratamento foi iniciado 1 hora antes da cirurgia estereotaxica
e teve continuidade por mais 7 dias apds a mesma, 1 vez por dia e administrado a
cada 24 h. Os animais foram pesados todos os dias antes da administracdo do
tratamento. De acordo com a injegao intrahipocampal (PBS ou AB 1-42) e o tratamento
(veiculo, CDPPB1 ou CDPPB 5), os animais foram divididos em 5 grupos: PBS +
veiculo, PBS + CDPPB 5, AB + veiculo, AR + CDPPB 1 e AR + CDPPB 5.

Tarefa de Reconhecimento de
Objetos

’g anestesia m m
C578I/6 ———
20-30g AB,_s, (400 pmol 0,5 L)

10-12 semanas - ou

\ PBS unilateral intra-hipocampal r ‘
| | | | | | m

1 I I [ |
-1h D1 D5 D6 D7 D8

CDPPB 1 ou 5 mg/Kg i.p. 24/24hs x 1N
ou

Veiculo _’c

,,,,,,

‘ Medo Condicionado ao Contexto |

Esquema 1. Protocolo 1 de cirurgia estereotaxica e tratamento com CDPPB em animais
C57BI/6, com experimentos comportamentais realizados.

No protocolo 2, o tratamento foi iniciado 7 dias ap0s a cirurgia estereotaxica e
teve duracdo de 8 dias, 1 vez por dia e administrado a cada 24 h. Os animais foram
pesados todos os dias antes da administragéo do tratamento. De acordo com a inje¢ao
intrahipocampal (PBS ou AB 1-42) e o tratamento (veiculo, CDPPB1 ou CDPPB 5), os
animais foram divididos em 5 grupos: PBS + veiculo, PBS + CDPPB 5, A3 + veiculo,
AB + CDPPB 1 e AR + CDPPB 5.
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Tarefa de Reconhecimento de
Objetos

'Y

(
g anestesia

C57BI/6 /
20-30g AB,_s, (400 pmol 0,5 piL) o
10-12 semanas ou
\ PBS unilateral intra-hipocampal
| | | | | |
| | | | | |
D1 D8 D12 D13 D14 D15

CDPPB 1 ou 5 mg/Kgi.p. 24/24hs
ou
Veiculo

Esquema 2. Protocolo 2 de cirurgia estereotaxica e tratamento com CDPPB em animais
C57BI/6, com experimentos comportamentais realizados.

Todos os animais foram submetidos a tarefa de reconhecimento de objetos
(TRO) para avaliagdo comportamental, bem como os grupos PBS + veiculo, Ap +
veiculo e AB + CDPPB 5 do protocolo 1 foram submetidos ao teste de medo
condicionado ao contexto. Imediatamente apds o Ultimo experimento, os animais

foram sacrificados para obtencao de tecidos e cortes histologicos.

3.7.2 Animais T41

Os animais machos transgénicos T41 foram acasalados com fémeas WT e foi
realizada a genotipagem da prole pela técnica da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR, polimerase chain reaction) para verificar a presenca ou auséncia do transgene
da APP. Uma pequena porc¢ao da cauda dos animais foi cortada e a extracdo de DNA
gendmico foi realizada com solugcdo SDS 0,2%, NaCl 2,5M 8%, proteinase K 1%,
tampéo de extracdo 50X em agua de injecdo. As amostras foram incubadas a 55°C
por 16 horas, centrifugadas a 13.000 RPM por 10 minutos e ao sobrenadante foram
adicionados 500 pL de isopropanol. As amostras foram homogeneizadas, novamente
centrifugadas a 13.000 RPM e o sobrenadante descartado. O sedimento foi
homogeneizado com 200 pL de TE 0,5 X e incubado a 37°C por 1 hora. Para detecgao
do transgene, foram utilizados os iniciadores (primers) para APP senso e antisenso,
seguindo as instrucdes do fabricante. O amplicon com 364 pares de base foi detectado
nos animais transgénicos apos eletroforese em gel de agarose 2% e revelacdo por

fluorescéncia.
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O CDPPB foi preparado apenas na dose de 5 (CDPPB 5) mg/Kg, diluido em
metilcelulose 5% (Sigma), e administrado por via i.p. nos animais com 14 meses de
idade.

Animais machos foram submetidos aos seguintes testes para avaliacao
comportamental: TRO, labirinto em cruz elevado, interacdo e memaria social, labirinto
em Y, marble burrowing e medo condicionado ao contexto. Os animais foram tratados
por 28 dias e divididos em 4 grupos: WT + veiculo, WT + CDPPB 5, T41 + veiculo e
T41 + CDPPB 5. Imediatamente apds o Ultimo experimento, 0os animais foram
sacrificados para obtencdo de tecidos, coleta de sangue e preparacao de cortes
histoldgicos. As fémeas com 14 meses de idade foram submetidas ao tratamento por

28 dias, e foram sacrificadas para obtencéo de tecidos e coleta de sangue.

Tarefa de Reconhecimento de Labirinto em Cruz ‘ Interag3o e memdria social
Objetos Elevado

(\,

l
Tg APP T41 ou

C57Bl/6

14 meses

D1 D21 D22 D23 D24 D25 D26 D27 D28

I Medo Condicionado ao Contexto I

CDPPB 5 mg/Kg ou velculo

Esquema 3. Protocolo de tratamento com CDPPB em animais T4l e experimentos
comportamentais realizados.
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] - Dosagem
o Avaliacéo Analises Western
Animais Protocolo Grupos . de
Comportamental | histologicas o Blot
Citocinas
PBS + veiculo X X X X
Injecao de AR
PBS + CDPPB 5 X X
+ tratamento 8
C57BI/6 o AB + veiculo X X X X
dias (inicio no
) . AB + CDPPB 1 X X
dia da cirurgia)
AB + CDPPB 5 X X X X
Injecao de AR PBS + veiculo X X
+ tratamento 8 | PBS + CDPPB 5 X
C57BIl/6 | dias (inicio 7 AB + veiculo X X
dias apds a AB + CDPPB 1 X
cirurgia) AB + CDPPB 5 X X
WT + veiculo X X X X
T41 Tratamento 28 | WT + CDPPB 5 X X X X
dias T41 + veiculo X X X X
T41 + CDPPB 5 X X X X

Tabela 1. Resumo de experimentos realizados com cada grupo de animais experimentais.

3.8 Tarefa de Reconhecimento de Objetos

O protocolo foi iniciado no 4° dia de tratamento, para os animais submetidos a
cirurgia; e no 20° dia de tratamento de animais T41 e seus controles, e foi avaliada a
memoaria de longa duracdo. Os animais foram habituados em uma caixa de acrilico de
dimensdes 380 x 380 x 150 mm (comprimento x largura x altura), coberta por
maravalha, durante 5 min. Nos dois dias subsequentes, foi realizado o pré-teste, em
que os animais foram expostos novamente a caixa, na qual foram introduzidos 2
objetos iguais, em diagonal, distando 80 mm das paredes da caixa. Os animais foram
mantidos na caixa por 10 min no primeiro dia de pré-teste e 5 min no segundo dia de
pré-teste. No dia imediatamente apds a segunda exposi¢cdo aos objetos iguais foi
realizado o teste, com a troca de um objeto antigo (OA) por um objeto novo (ON), e
exposigao por 5 min (BELLOZI et al., 2016; GALANI et al., 1998; MURAI et al., 2007).
Ambos o pré-teste e o teste foram filmados e a composicdo da sala foi mantida a
mesma nos 4 dias de experimento. Os objetos foram limpos com alcool 70% entre os
testes com cada animal, bem como as fezes de cada roedor foram retiradas da caixa

antes do teste seguinte. Os videos foram analisados manualmente por meio do
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software ANY-maze versao 4.99, por experimentador cego aos grupos experimentais,
e o indice de reconhecimento dos objetos foi calculado pela formula: 100*[tempo
explorando ON/ (tempo explorando OA + tempo explorando ON)]. Também foi

calculada a distancia percorrida pelos animais.

3.9 Medo condicionado ao contexto

O protocolo foi iniciado no 7° dia de tratamento, para os animais submetidos a
cirurgia; e no 27° dia de tratamento de animais T41 e seus controles. Os animais foram
habituados por 3 min em uma camara de condicionamento ao medo, de didmetros
230 x 200 x 210 mm (comprimento x largura x altura), com o fundo gradeado. Apds a
habituacao, um ciclo de 3 choques de 0,4 mA com duracéo de 2 s foi aplicado, com
inicio 30 s apds o disparo e intervalos de 60 e 40 s. Apds o ultimo choque, os animais
foram mantidos por 1 min na cadmara, antes de serem devolvidos as suas gaiolas. No
dia seguinte, os animais foram reintroduzidos na caémara, e o tempo em que
permaneceram com postura de congelamento foi contabilizado durante 5 min (ROY et
al., 2016).

3.10 Labirintoem Y

O Labirinto em Y é um teste amplamente utilizado para avaliar a memoaria de
trabalho do animal, e consiste em um labirinto em forma de Y, com trés bracos
distintos, simétricos, com angulagao de 60° entre eles. Cada brago possui 30 cm de
comprimento, 6 cm de largura e 20 cm de altura.

O teste foi realizado no 8° dia de tratamento, para os animais submetidos a
cirurgia; e no 26° dia de tratamento dos animais T41 e seus controles. Os animais
foram introduzidos no labirinto e puderam explora-lo livremente durante 8 minutos. A
sequéncia de entrada em cada braco foi registrada por uma camera. O labirinto foi
deixado na mesma posi¢ao e os animais foram introduzidos no mesmo brago ao longo
de todo o experimento.

O labirinto foi limpo com alcool 70% entre os testes com cada animal. Os testes
foram filmados e os videos foram analisados por meio do software ANY-maze versao

4.99. Foi calculado o indice de alternancias, sendo uma alternéncia quando o animal
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alterna em sequéncia entre os 3 bragos do labirinto. A formula utilizada foi: 100*[(n°® de

alternancias completas/(n° entradas nos bragos -2)].

3.11 Interagdao e memoria social

O teste de interagdo e memdria social foi utilizado para avaliar o interesse social
e o interesse pelo novo. Foi utilizada uma caixa de acrilico com as medidas de 60 x
40 x 23 cm, composta por trés camaras internas, de mesmo tamanho, comunicando-
se uma com as outras através de passagens, a qual pode ser aberta e fechada pelo
experimentador.

O teste foi realizado no 25° dia de tratamento de animais T41 e seus controles,
e foi avaliada a memoaria de curta duragdo. Os animais foram introduzidos na camara
central, com ambas as entradas fechadas, durante 5 minutos, para ambientagdo. Em
seguida, foi introduzido o primeiro animal estranho, juvenil, de mesma linhagem, em
uma das camaras laterais, dentro de um compartimento que ndo permite sua saida,
mas permite contato parcial com o exterior. As passagens foram abertas por 10
minutos, e foi avaliado o interesse do animal teste pela interagdo com o juvenil. Foi
calculada a porcentagem de tempo gasto no compartimento com o animal juvenil,
através da formula: 100*[tempo explorando compartimento animal juvenil/ (tempo
explorando compartimento vazio + tempo compartimento animal juvenil)]. Em seguida,
o animal teste foi conduzido ao compartimento central, as passagens fechadas, e foi
introduzido um novo animal juvenil estranho, na outra camara lateral, as passagens
foram abertas e foi avaliada a interagdo do animal teste com ambos os juvenis, por
mais 10 minutos. Nesta fase do teste foi avaliada a memoria social, uma vez que
roedores possuem intrinsicamente interesse pela novidade e sdo animais
extremamente sociaveis. Foi calculada a porcentagem de tempo gasto no
compartimento com o novo animal juvenil, através da férmula: 100*[tempo explorando
compartimento com novo animal juvenil/ (tempo explorando compartimento com
animal antigo + tempo compartimento com novo animal juvenil)]. Dessa forma, em
animais com comportamento normal é esperada interagdo com o primeiro juvenil, na
interagao social, e um maior tempo de interagdo com o novo juvenil inserido na caixa,
na avaliagdo da memoria social (NADLER, 2004; KAIDANOVICH-BEILIN, 2011). A
caixa foi limpa com alcool 70% entre os testes com cada animal. Os testes foram

filmados e os videos foram analisados por meio do software ANY-maze versao 4.99.
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3.12 Marble burying

O teste de Murble Burying permite avaliar comportamento compulsivo tipo
obsessivo e/ ou ansiedade. O teste foi realizado no 26° dia de tratamento de animais
T41 e seus controles com 14 meses. Os animais foram colocados em uma caixa com
7 cm de altura de maravalha e 20 bolinhas de gude, na qual permaneceram por 15
minutos. Ao serem retirados, foi avaliado o numero de bolinhas de gude que foram

parcialmente e completamente enterradas.

3.13 Labirinto em cruz elevado (LCE)

O LCE é utilizado na avaliagdo do comportamento tipo ansioso dos animais. O
labirinto tem forma de cruz, contendo dois bracos abertos e dois bragos fechados,
cada um com 30 cm de comprimento, 6 cm de largura e 20 cm de altura, e posicionado
a 1 m do chéo. O teste foi realizado no 24° dia de tratamento de animais T41 e seus
controles. Os animais foram colocados no labirinto e puderam explora-lo livremente
durante 5 minutos, sendo filmados. O LCE foi limpo com alcool 70% entre os testes
com cada animal. Os videos foram analisados por meio do software ANY-maze versao
4.99. Foram avaliados o nimero de entradas e tempo total de permanéncia nos bragos

abertos e fechados do labirinto.

3.14 Coleta de sangue, perfusao intracardiaca e preparo dos cérebros para

técnicas histolégicas

Apoés o término dos experimentos comportamentais, um grupo de animais foi
anestesiado por via i.p. com cetamina (80 mg/kg) e xilazina (8 mg/kg) e, em seguida,
foi submetido a uma toracotomia para exposi¢cao do coracao. Para a coleta do sangue
dos animais transgénicos e seus controles, uma agulha hipodérmica foi inserida no
ventriculo direito e foi feita a coleta de sangue total. O soro foi separado por
centrifugacéo a 3000 RPM por 15 minutos.

Para a perfusdo, uma agulha hipodérmica foi inserida no ventriculo esquerdo,
por onde foram administradas as solugbes de tampao fosfato em salina (PBS,
phosphate buffered saline), com o auxilio de uma bomba peristaltica (Insight®), a uma

taxa de perfusdo de 4 mL/ min. Paralelamente, foi feita uma incisdo no arco aortico



51

para permitir a saida do sangue. Apds a completa a perfusdo de PBS, os animais
submetidos a cirurgia também foram perfundidos com solucdo de paraformaldeido
(PFA) (Dinamica) 4%, foram decapitados, os encéfalos retirados com o auxilio de uma
espatula e estocados em solucdo de PFA 4% por 16 horas. Ja 0os animais transgénicos
e seus controles nao foram perfundidos com PFA 4%, mas apenas com PBS. Em
seguida, tiveram seus encéfalos retirados, e apenas o hemisfério direito dos machos
foi estocado em solucéo de PFA 4% por 16 horas.

Posteriormente, os encéfalos foram colocados em solucdo de sacarose
(Dindmica) 30% para desidratacdo das células, até completa saturacdo, e, em
seguida, foram congelados em isopentano (Vetec) 99% e gelo seco (20 s) e estocados
a -80 °C.

Os cérebros estocados foram cortados com o auxilio de um criostato (Leica) a
-20 °C na espessura de 30 um ou 60 pum, de acordo com a marcacéo a ser realizada,
e colocados em uma solugéo crioprotetora [etilenoglicol (Synth) 24%; glicerol (Merck)
24 % NaH2PO4 (Dindmica) 0,1256 %; Na2HPO4 (Quimica Moderna) 0,436 % diluidos

em PBS] e estocados a -20 °C.

3.15 Retirada de tecidos para andlises bioquimicas

No ultimo dia de tratamento, os tecidos hipocampais e corticais dos animais
submetidos a cirurgia que nao tiveram os encéfalos fixados, foram submetidos a
perfusdo intracardiaca apenas com PBS, conforme descrito anteriormente, e
cuidadosamente dissecados e estocados a -80 °C, até o momento da analise. O
mesmo foi feito para o hemisfério esquerdo do encéfalo dos machos T41 e encéfalos

das fémeas T41 e seus controles.

3.16 Estereologia para marcacao de NeuN

Foram utilizados cortes de hipocampo de 60 um dos grupos PBS + veiculo,
PBS + CDPPB 5, AR + veiculo, AB + CDPPB 1 e AB + CDPPB 5 dos animais
submetidos a cirurgia e tratados conforme o protocolo 1 e dos animais T41 de 14
meses submetidos ao tratamento e seus controles. As secc¢des de cérebro foram
submetidas a recuperacdo antigénica em tampéo citrato (pH 6,0) a 70 °C por 60

minutos para recuperacdo antigénica, lavados em TBS, imersos por 1 h em solucao
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de bloqueio (triton 0,5% em BSA 4%), e depois incubados em anticorpo primario anti-
NeuN (1:800, EnCor Biotechnology Inc.) por 3 dias a 4 °C. Depois de lavadas, as
seccOes foram incubadas por 16 h em solucédo contendo anticorpo secundario (cabra
anti-coelho, 1:500 em TBS, Vector© Laboratories). Para inativacdo da peroxidase
enddgena as seccgdes foram imersas em H202 a 1% em TBS, lavadas em TBS e
depois transferidas para a solugdo de complexo Avidina-Biotina (VECTASTAIN ABC
kit; Vector Laboratories) por 1 h. A marcagao foi revelada em solugao de DAB (3,3'-
diaminobenzidine tetrahydrochloride; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

Estereologia

Para a analise estereoldgica, utilizamos o0 microscopio optico Zeiss Apotome.2,
do Centro de Aquisicdo e Processamento de Imagens ICB/UFMG, com platina
motorizada e conversores analogo-digitais para registro digitalizado da informacéo
relativa as coordenadas espaciais (X, Y, Z), permitindo estimativa numérica na tri-
dimensao. Esse sistema € acoplado a microprocessador que controla 0s movimentos
da platina com auxilio de programa especializado (Stereoinvestigator,
Microbrightfield©, Williston, VT, USA) e estoca as coordenadas dos pontos de
interesse.

Para testar a hipétese de que o tratamento de camundongos T41 com CDPPB
diminui a morte neuronal na camada polimoérfica do giro denteado do hipocampo,
fizemos estimativa numérica de neurdnios por meio do método do fracionador éptico,
utilizando o programa Stereoinvestigator (Microbrightfield©, Williston, VT, USA). A
determinacdo do numero de células foi feita através da distribuicdo sisteméatica e
aleatéria de blocos de contagem, dentro de uma série de sec¢bes que continham a
regido de interesse e foi estimado multiplicando-se o niamero de células contadas
dentro de cada bloco pelos valores de probabilidade da amostra. Esses valores
dependem de: 1) do numero de secc¢des investigadas comparadas com o nimero total
de seccdes que contem a regido de interesse; 2) da area dos blocos de contagem
comparada com a area da matriz de contagem; e 3) da altura do bloco de contagem

comparada com a média da espessura da secc¢ao apoés os procedimentos histolégicos.
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3.17 Marcacédo com Fluoro-Jade C® para avaliacdo de morte neuronal

Fluoro-Jade C® (FJC) é um derivado anidnico da fluoresceina utilizado para
marcar neurdnios em degeneracdo (SCHMUED; ALBERTSON; SLIKKER, 1997)
Apesar do mecanismo exato de marcagdo ser desconhecido, diversos estudos
demonstram que o FJC é confiavel para a marcacao de neurénios em degeneragéo
(BAXTER et al., 2015; CROTTI et al., 2014; LIMA et al., 2015; SCHMUED et al.,
2005; VITNER et al., 2014). Os cortes de hipocampo de 30 um dos grupos PBS +
veiculo, AB + veiculo e AR + CDPPB 5 dos animais submetidos a cirurgia e tratados
conforme o protocolo 1 foram lavados em PBS 3 vezes por 30 min, e montados em
lamina gelatinizada. Apos secas, as laminas foram mergulhadas em solucdo basica
de etanol 80 % em NaOH (Quimica Moderna) 1% por 5 min, etanol 70% por 2 min e
lavadas com agua destilada por 2 min. Ao abrigo da luz, as laminas foram incubadas
em solucdo de KMnOa4 (Synth) 0,06% por 20 min, lavadas com agua destilada por 2
min e incubadas em solucéao de FJC (Millipore, Billerica, MA, USA) 0,0001% em &cido
acético (Vetec) 0,1% por 20 min. Posteriormente, foram novamente lavadas com agua
destilada 2 vezes por 1 min e colocadas em estufa 37 °C. Apos completa secagem,
foram mergulhadas em xilol (Synth) por 1 min e as laminulas montadas com DPX
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) (SCHMUED et al., 2005).

As laminas foram observadas ao microscépio de fluorescéncia (Zeiss) com filtro
FITC no aumento de 10 vezes, sendo tiradas fotos da regido do giro denteado (GD)
dos hipocampos ipsi e contralateral, para quantificacédo, que foi realizada pela anélise
da média da intensidade de fluorescéncia através do software ImageJ.

3.18 Avaliacéo da expressdo de BDNF e de AB por western blotting

Os hipocampos dissecados dos grupos PBS + veiculo, AR + veiculo e AB +
CDPPB 5 dos animais submetidos a cirurgia e tratados conforme o protocolo 1 foram
utilizados para a dosagem de BDNF. Os tecidos hipocampais e do cortex pré-frontal
do hemisfério direito dos animais T41 fémeas de 14 meses de idade submetidos ao
tratamento e seus controles foram utilizados para dosagem de AB. Os tecidos
dissecados foram lisados em tampao RIPPA (Tris-HCI 10 mM pH 7,5; NaCl 140 mM;
P-40 1%; deoxicolato de sédio 1% e SDS 0,1%). A dosagem de proteinas foi realizada
através do ensaio de Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) (BRADFORD, 1976).
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Cem pg de proteina foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida 20%,
para deteccdo de BDNF, e 30 pg do lisado total foi submetido a eletroforese em gel
de poliacrilamida 15% para detecgdo de AB. Foi realizada a transferéncia para
membranas de nitrocelulose. Em seguida, as membranas foram bloqueadas conforme
descrevemos anteriormente e imunizadas pelo tempo descrito pelo fabricante com os
seguintes anticorpos primarios: anti-BDNF (1:500; Santa Cruz, SC546), anti-Ap1-40
(1:1000, Cell Signaling, D8Q7I) e anti-actina (1:2500, Santa Cruz). Em seguida, as
membranas foram lavadas 3 vezes e incubadas com o anticorpo secundario
adequado, conjugado com peroxidase (anti-coelho 1:2500, Life Technologies,
G21234). Por fim, as membranas foram incubadas com agente quimioluminescente
ECL prime (GE Healthcare). A densidade Optica das bandas detectadas foi
quantificada utilizando o software ImageJ. Os resultados foram normalizados pelos
niveis de actina de cada amostra, e os niveis de expressao do BDNF e da AB foram

comparados com o controle, que foi normalizado como 100%.

3.19 Microscopia confocal para marcacao de células Iba-1*, CD68* e de células
GFAP*

Para a imunomarcacao de Iba-1, CD68 e GFAP, foram utilizados os cortes de
hipocampo de 60 um dos grupos PBS + veiculo, PBS + CDPPB 5, AB + veiculo, AB +
CDPPB 1 e AB + CDPPB 5 dos animais submetidos a cirurgia e tratados conforme o
protocolo 1; e dos animais T41 de 14 meses submetidos ao tratamento e seus
controles. As fatias foram incubadas por 60 min com tampé&o citrato a 70 °C para
recuperacdo antigénica. Apos este periodo, os cortes foram lavados 3 vezes com
tampao tris em salina (TBS) e os sitios inespecificos foram bloqueados por incubacéo
por 2 horas com solugcdo de bloqueio [4% BSA e 0,5% de Triton-X em TBS]. Em
seguida, foram incubados por 3 dias com o anticorpo primario coelho anti-lba-1
(ionized calcium-binding adapter molecule 1 - marcador de microglia; coelho 1:500,
Wako), anti-CD68 (marcador de micréglia ativada, rato 1:500, AbD Serotec) e anti-
GFAP (marcador de astrocitos, camundongo 1:800, Cell Signaling). Posteriormente,
foram lavados 3 vezes com TBS e incubados com o0s respectivos anticorpos
secundarios por 16 horas (cabra anti-coelho Alexa Fluor 555 1:1000, cabra anti-rato
Alexa Fluor 488 e cabra anti-camundongo Alexa Fluor 647, Life Technologies). Os

cortes foram entéo lavados 4 vezes com TBS, incubados com DAPI 1,75 ug/ mL por
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30 minutos, lavados com TBS mais 2 vezes e montados em lamina gelatinizada com
auxilio do meio de montagem Fluoromount (Sigma-Aldrich).

As laminas foram observadas ao microscopio confocal LSM880 (Zeiss) no
aumento de 20 vezes, sendo tiradas fotos das regides cornus ammonis (CA) 1 e GD
do hipocampo para quantificacdo de células marcadas. A quantificacao foi realizada
pela analise da intensidade de fluorescéncia através do software ImageJ.

3.20 Medidas dos niveis de citocinas no hipocampo

Para as dosagens de citocinas, foram utilizados os tecidos hipocampais e do
cortex pré-frontal ipsi e contralateral dos grupos PBS + veiculo, AB + veiculo e AR +
CDPPB 5 dos animais submetidos a cirurgia e tratados conforme os protocolos 1 e 2,
bem como o hipocampo e cértex pré-frontal do hemisfério esquerdo dos animais T41
machos de 14 meses de idade submetidos ao tratamento e seus controles. Os tecidos
foram devidamente acondicionados e estocados a -80 °C até o momento das
dosagens. Para processamento, foram adicionados as amostras 200 uL de solugéo
inibidora de proteases [NaCl 0,4 M; Tween 20 (Synth) 0,05%; BSA (Inlab) 0,5%;
fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF) (Calbiochem) 0,1 mM; cloreto de benzetdnio
(Vetec) 0,1 mM; &cido etil-diamino-tetra-acético (EDTA) 10 mM; 20 Ul de aprotinina
(Sigma), diluidos em PBS], para extracdo de citocinas. As proteinas totais das
amostras foram quantificadas pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976) e
posteriormente analisadas pelo método CBA (do inglés cytometric beads array),
utilizando o kit Th1/Th2 para detecgéo das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, interferon (IFN) -
Yy, TNF-a, IL-10 e IL-17A (BD). O kit foi utilizado de acordo com os procedimentos

descritos pelo fabricante.

3.21 Dosagens sanguineas de colesterol, triglicérides e enzimas hepéaticas

Para a avaliagdo de colesterol total, triglicérides, fosfatase alcalina (FA) e
alanina aminotransferase (ALT), foi utilizado o soro dos animais T41 fémeas e machos
de 14 meses de idade submetidos ao tratamento e seus controles. Apos a coleta, 0
sangue total foi submetido a centrifugacdo a 3000 RPM por 7 minutos e o soro foi
separado para realizagdo das demais dosagens. O colesterol foi dosado através de

teste enzimatico, utilizando kit Bioclin. Os triglicérides e a FA foram dosados por
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ensaio de ponto final, utilizando kit Labtest. A ALT foi dosada por método cinético,
utilizando kit Labtest. Os kits foram utilizados de acordo com o0s procedimentos

descritos pelos fabricantes.

3.22 Anédlise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o software estatistico GraphPad
Prism 6.1. Os dados séo apresentados como a média + erro padrdo da média (EPM).
O teste para identificacdo de valores extremos de Grubbs, método ESD, foi aplicado
sobre os resultados, e quando identificados valores extremos, estes eram removidos
antes da andlise. Os dados foram submetidos ao teste de Kolmogorov-Smirnov para
avaliacdo da normalidade. Os dados da TRO foram analisados por teste t de uma
amostra, comparando as médias com o valor hipotético de 50%. Os dados de
experimentos in vitro e demais dados de experimentos de animais submetidos a
cirurgia estereotaxica, que apresentaram distribuicdo normal, foram analisados por
analise de variancia (ANOVA) de uma via seguida do teste de Newmann-Keuls. Todos
os dados de peso e os demais dados dos experimentos dos animais T41, que
apresentaram distribuicdo normal, foram analisados por ANOVA de duas vias seguida
do teste de Newmann-Keuls. Os dados que nao apresentaram distribuicdo normal
foram submetidos a analise pelo teste de Kruskal-Wallis para variaveis nao
paramétricas seguido pelo teste de Dunn. O nivel de significancia estatistica foi

definido como p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Sintese do CDPPB

Foi realizada a caracterizagcdo do composto obtido por ponto de fuséo, que é
sempre uma mesma temperatura quando 0S cOompostos se encontram puros;
ressonancia magnética nuclear de *H (*H RMN) e de 3C (*3C RMN), que explora as
propriedades magnéticas dos nucleos desses atomos, permitindo detectar o ambiente
quimico dos mesmos e auxiliando, portanto, na determinacgéo estrutural de moléculas.
Obtivemos as seguintes caracteristicas: ponto de fusédo: 204.3-205.7 °C; *H RMN (400
MHz, DMSO d6): 6 10.73 (s, 1H), 8.32 (s, 1H), 8.19 (d, 1H), 8.09 (d, 1H), 7.92 (d, 2H),
7.76 (t, 1H), 7.66 (d, 2H), 7.50 (m, 4H), 7.38 (m, 2H), 7.02 (s, 1H); *3C RMN (100 MHz,
DMSO d6): 6 164.37, 150.26, 138.71, 136.68, 136.54, 135.58, 134.13, 134.07, 132.69,
132.41, 131.34, 130.03, 129.01, 128.74, 128.11, 127.56, 125.18, 123.37, 118.08,
111.77, 101.36; andlise calculada para C23HieN4O: C, 75.81; H, 4.43; N, 15.38;
encontrado: C, 75.39; H, 4.50; N, 15.79. Como a andlise elementar encontrada para o
CDPPB sintetizado é muito préoxima da sua andlise descrita na literatura,
consideramos que a droga sintetizada possui alto grau de pureza.
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Figura 9. Espectro de hidrogénio de *H do CDPPB.
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Figura 10. Espectro de carbono de **C do CDPPB

4.2 Efeitos de CDPPB frente ao estimulo com A

4.2.1 CDPPB previne a morte neuronal induzida por AR 1-42 em culturas de neurdnios

hipocampais

Demonstramos anteriormente que o peptideo AB 1-42 induz morte neuronal in
vitro (BELLOZI et al., 2016). Nesse estudo, avaliamos os efeitos induzidos per se pelo
CDPPB e pela memantina, bem como se o CDPPB é capaz de prevenir os efeitos
neurotoxicos de AB. Nao foi observado aumento significativo na morte neuronal apés
o tratamento com memantina ou com CPDDB (H=3,800; ns). AB (6,64 uM) induziu
aumento significativo da morte neuronal (H=17,99; p=0,003). O tratamento com
CDPPB frente ao estimulo com o peptideo reduziu significativamente a morte neuronal
(H=7,884; p=0,003; Figura 11).
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Figura 11. Efeito do CDPPB sobre a morte neuronal induzida por AB 1-42 em culturas de
neurbnios hipocampais. Imagens representativas de calceina-AM e homodimero de etideo-1
dos tratamentos PBS + veiculo (A, B), AB + veiculo (C, D) e AB + CDPPB 1 nM (E, F). Gréafico
de disperséo dos resultados de quantificagdo de morte celular nos diferentes grupos (G). Os
resultados s&o expressos como média + EPM. **p<0,01 comparado com o controle; *p<0,05
comparado com as culturas tratadas com AB + veiculo (Teste de Kruskal-Wallis seguido do
teste de Dunn).
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4.2.2 Efeito de CDPPB sobre a ativacdo de vias intracelulares em culturas de

neurdnios hipocampais

Para investigar o mecanismo de acdo neuroprotetor do CDPPB, avaliamos a
inducdo ou inibicdo de proteinas envolvidas na regulagdo de vias protetoras e
apoptoticas. Para isso, verificamos primeiramente o aumento da fosforilacdo de ERK,
AKT e p38.

O grupo PBS + veiculo foi normalizado em 100% de expresséo. Apesar de uma
tendéncia de aumento, ndo houve alteracdo na fosforilagdo de ERK 1 7,5 minutos
(H=5,566; ns) e 15 minutos (H=6,072; ns) apds o estimulo com A e tratamento com
CDPPB. Também néo foi observada alteracdo significativa na fosforilacdo de ERK 2
nos tempos de 7,5 (H=6,072; ns) e 15 minutos (H=1,855; ns; Figura 12).
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Figura 12. Fosforilagdo de ERK 1, 2 em cultura de neurdnios hipocampais tratadas com
CDPPB e AB. Imagens do western blotting de ERK 1,2 total (A, C) e fosfo-ERK 1,2 (B, D) em
neurbnios hipocampais de culturas primarias que nao receberam tratamento ou que foram
tratados com AB 6,64 uM e/ ou CDPPB 1 nM por 7,5 e 15 minutos.

N&o observamos alteracéo na fosforilacdo de AKT entre 0s grupos nos tempos
de 7,5 (H=4,915; ns) e 15 minutos (H=0,546; ns), quando comparados entre si e com
o controle normalizado em 100% de expressao (Figura 13). O mesmo foi verificado
em relacdo a fosforilacdo de p38, quando comparamos 0s grupos nos tempos de 7,5
(H=3,979; ns) e 15 minutos (H=0,754; ns), quando comparados entre si e com 0
controle normalizado em 100% de expressdo (Figura 14). Os grupos néao
apresentaram diferenca significativa na fosforilacdo de FoxO3a nos tempos de 7,5
(H=4,031; ns) e 15 minutos (H=4,568; ns), quando comparados entre si e com 0
controle normalizado em 100% de expressdo (Figura 15). Também nado houve
alteracdo na fosforilacdo de BAX entre os grupos nos tempos de 7,5 (H=0,858; ns) e
15 minutos (H=0,442; ns; Figura 16).
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Figura 13. Fosforilagdo de AKT em cultura de neurdnios hipocampais tratadas com CDPPB e
AB. Imagens do western blotting de AKT total (A, D) e fosfo-AKT (B, E) e graficos que ilustram
a analise densitométrica de fosfo-AKT, normalizados pela expressdo de AKT total, em
neurdnios hipocampais de culturas primarias que nao receberam tratamento ou que foram
tratados com AB 6,64 uM e/ ou CDPPB 1 nM (C, F) por 7,5 e 15 minutos. Os resultados estdo
expressos como média + EPM.
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Figura 14. Fosforilacdo de p38 em cultura de neurdnios hipocampais tratadas com CDPPB e
AB. Imagens do western blotting de p38 total (A, D) e fosfo-p38 (B, E) e gréaficos que ilustram
a analise densitométrica de fosfo-p38, normalizados pela expressdo de p38 total, em
neurdnios hipocampais de culturas primarias que nao receberam tratamento ou que foram
tratados com AB 6,64 uM e/ ou CDPPB 1 nM (C, F) por 7,5 e 15 minutos. Os resultados estédo
expressos como média + EPM.
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Figura 15. Expresséo de fosfo-FoxO3a em cultura de neurdnios hipocampais tratadas com
CDPPB e AB. Imagens do western blotting de actina (A, D) e fosfo-FoxO3A (B, E) e graficos
que ilustram a analise densitométrica de fosfo-FoxO3A, normalizados pela expressédo de
actina, em neurbnios hipocampais de culturas primarias que néo receberam tratamento ou
que foram tratados com AB 6,64 uM e/ ou CDPPB 1 nM (C, F) por 7,5 e 15 minutos. Os
resultados estdo expressos como média + EPM.
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Figura 16. Expressédo de BAX em cultura de neurdnios hipocampais tratadas com CDPPB e
AB. Imagens do western blotting de actina (A, D) e BAX (B, E) e graficos que ilustram a analise
densitométrica de BAX, normalizados pela expressédo de actina, em neurdnios hipocampais
de culturas primarias que ndo receberam tratamento ou que foram tratados com A 6,64 uM
e/ou CDPPB 1 nM (C, F) por 7,5 e 15 minutos. Os resultados estdo expressos como média +
EPM.
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4.2.3 CDPPB nao altera a massa corporal dos animais ao longo dos dias de

tratamento

Considerando a neuroprote¢ao in vitro induzida por CDPPB, investigamos seu
potencial efeito protetor frente ao estimulo com AP in vivo. Todos 0s animais
submetidos a cirurgia foram pesados antes do procedimento e nos dias subsequentes,
até o momento do sacrificio. Os animais dos grupos PBS + veiculo, PBS + CDPPB 5,
AB + Veiculo, AB + CDPPB 1 e AR + CDPPB 5 nao tiveram alteragdes significativas

de massa (g) ao longo dos dias de tratamento (Figuras 17 e 18).
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Figura 17. Massa corporal dos animais submetidos a cirurgia para inje¢do de AB e tratados
por 8 dias, com inicio do tratamento no dia da cirurgia (ANOVA de duas vias, seguida pelo
teste de Newman-Keuls).
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Figura 18. Massa corporal dos animais submetidos a cirurgia para inje¢do de AB e tratados
por 8 dias, com inicio do tratamento 7 dias apos a cirurgia (ANOVA de uma via seguida do
teste de Newman-Keuls).
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4.2.4 CDPPB previne o déficit de memaria induzido por AB 1-42 na TRO

Utilizamos primeiramente a TRO para investigar o efeito do CDPPB nos déficits
cognitivos induzidos por AB. No primeiro experimento, em que o tratamento com
CDPPB foi iniciado no mesmo dia da cirurgia (protocolo 1 de tratamento), ao comparar
o indice de reconhecimento com 50% de exploracdo do objeto novo, verificou-se que
0s animais que receberam AR e foram tratados com veiculo apresentaram déficit de
memoria (1(16)=0,468; ns) o que nado foi observado nos grupos PBS + veiculo
(t(14)=2,964; p=0,010) e PBS + CDPPB 5 (1(3)=3,604; p=0,037). Além disso, o
CDPPB, na dose de 5 mg/ Kg, preveniu esse déficit cognitivo (t(12)=3,068; p=0,010),
0 que néo foi observado na dose de 1 mg/ Kg (t(3)=0,968; ns). Nao houve diferenca

na distancia total percorrida entre os grupos (F(4, 48)= 1,080; Figura 19).
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Figura 19. Efeito do tratamento por 8 dias com CDPPB no déficit de memoaria induzido pela
AB na TRO. Tratamento iniciado no mesmo dia da cirurgia. Gréaficos de dispersdo dos
resultados do indice de reconhecimento (A) e da distancia total percorrida (B) na tarefa de
reconhecimento de objeto. Os resultados sdo expressos como média + EPM. #p<0,05 e
#3<0,01, comparado com 50% (teste t para indice de Reconhecimento e ANOVA de uma via
seguida do teste de Newman-Keuls para Distancia total percorrida).

No segundo experimento, avaliamos se a droga possui potencial terapéutico,
ja que o tratamento com CDPPB foi iniciado 1 semana apds a cirurgia (protocolo 2 de
tratamento). Ao comparar o indice de reconhecimento com 50% de exploracdo do
objeto novo, verificou-se que os animais que receberam AB e foram tratados com
veiculo apresentaram déficit de memoria (t(11)=1,966; ns), o que nao foi observado
nos grupos PBS + veiculo (t(9)=4,685; p=0,001) e PBS + CDPPB 5 (t(7)=4,307,
p=0,004). Além disso, 0 CDPPB preveniu esse déficit cognitivo nas doses de 1 mg/
Kg (t(7)=4,155; p=0,004) e 5 mg/ Kg (t(10)=3,073; p=0,012). N&ao houve diferenca na
distancia total percorrida entre os grupos (F(4,44)=0,639; ns; Figura 20).
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Figura 20. Efeito do tratamento por 8 dias com CDPPB no déficit de meméria induzido pela
AB na TRO. Tratamento iniciado 7 dias apés a cirurgia. Graficos de dispersdo dos resultados
do indice de reconhecimento (A) e da distancia total percorrida (B) na tarefa de
reconhecimento de objeto. Os resultados sdo expressos como média + EPM. #p<0,05 e
#3<0,01, comparado com 50% (teste t para indice de Reconhecimento e ANOVA de uma via
seguida do teste de Newman-Keuls para Distancia total percorrida).

4.2.5 CDPPB previne a diminui¢cdo do condicionamento ao medo induzido pelo AB

Considerando que o CDPPB reduziu o déficit de memoria induzido por A na
TRO, avaliou-se o efeito do tratamento iniciado no mesmo dia da cirurgia (protocolo
1) em outra tarefa que envolve a fungéo hipocampal, dependente de consolidagéo de
memoéria, o condicionamento contextual ao medo. Observou-se que o peptideo
diminui o percentual de tempo de congelamento (freezing) dos animais, quando
comparado com o grupo controle. Além disso, o tratamento com CDPPB preveniu o
déficit de meméria induzido por AB (F(2,16)=4,736; p=0,024; Figura 21).
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Figura 21. Efeito do tratamento com CDPPB no déficit de memoria induzido por AB no medo
condicionado ao contexto. Grafico de dispersdo do resultado do percentual de tempo de
freezing no teste de medo condicionado ao contexto. Os resultados sdo expressos como
média £ EPM. *p<0,05, comparado com o grupo PBS + veiculo; #p<0,05, comparado com o
grupo AB + veiculo (ANOVA de uma via seguida do teste de Newman-Keuls).
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4.2.6 AB néo induz déficit cognitivo no labirinto em Y

Avaliamos entdo a memoria de trabalho, que envolve fungéo principalmente
cortical, através do indice de alternancias no labirinto em Y, nos animais cujo
tratamento iniciou-se no mesmo dia da cirurgia. Observou-se que o AB e o CDPPB
nao alteram o indice de alternancia dos animais (F(4,26)=0,298; ns). Entretanto, o
tratamento com CDPPB em animais em que foi injetado AB reduz significativamente
0 numero de entradas nos bracos do labirinto quando comparado com o controle e
com o grupo injetado com o peptideo mas nao tratado (F(4,26)=6,824; p<0,001).
Quando comparados com o0 grupo controle, todos os demais grupos também
apresentam diminuicédo da distancia total percorrida no labirinto em Y (F(4,26)=8,449;
p<0,001; Figura 22).

A a0 - B a0 -
|| L ] . g »
— L ] i
e * 4 N O3 - w o=
BREE I I S N E T S
BN NER :
8L a0 e* . v * 25 A4 «* i v *
7 = e [ | ﬁ -
£ E 20 v
i @
z 20 - E 20 4 -
=
u 1 T T T 1 u T T T 1 1
Aﬁ. - - # + + Aﬁ. - - + + +
CDFFPBE - E gk g - T maka B mokg CDFPB - E Mg - T meka b makg
C
254
L ]
. 204
2E "
ao— .
= m 15 &' 4y v dha
oo
g T L7
cE L LAY
oo,
44
u T T T T T
Aﬁ. - - # + +
CDPPB - & mgiHg - TmgHg 6 mgkg

Figura 22. Performance dos animais no labirinto em Y. Graficos de disperséo do resultado do
indice de alternancias (A), numero de entradas nos bragos (B) e distancia total percorrida (C)
no labirinto em Y. Os resultados sdo expressos como média £+ EPM. *p<0,05, **p<0,01 e
***n<0,001 comparado com o grupo PBS + veiculo; #p<0,01 comparado com o grupo AB +
veiculo (ANOVA de uma via seguida do teste de Newman-Keuls).
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4.2.7 CDPPB reverte parcialmente a diminuicdo de células NeuN* induzida por AB no
GD

Avaliamos em seguida o niamero de neurdnios viaveis na camada polimorfica
do GD do hipocampo dos animais, uma das regides mais afetadas pela
neurodegeneragao na DA. Observou-se que a AR reduz significativamente o numero
de neurdnios no GD do hipocampo, que o CDPPB na menor dose nao previne a perda
de neurbnios, mas o CDPPB na maior dose previne parcialmente essa perda, ja que

nao é estatisticamente diferente do controle (F(4,19)=5,937; p=0,003; Figura 23).
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Figura 23. Efeito do CDPPB sobre a viabilidade neuronal apds inje¢cdo de AB 1-42. Imagens
representativas da marcagdo de células NeuN* no GD do hipocampo em fatias dos grupos
PBS + veiculo (A), PBS + CDPPB 5 (B), AB + veiculo (C), AB + CDPPB 1 (D) e AB + CDPPB
5 (E). Grafico dedispersdo do resultado da quantificacdo de NeuN nos grupos experimentais
(F). Os resultados sé@o expressos como média + EPM. *p<0,05 e **p<0,01, comparados com
o controle; *p<0,05 comparado com o grupo AB + veiculo (ANOVA de uma via seguida do
teste de Newman-Keuls).

4.2.8 CDPPB previne a neurodegeneracao induzida por AB no GD do hipocampo

Para investigar se o CDPPB previne o0 prejuizo de memoaria por meio de
reducdo da morte neuronal induzida pelo peptideo, efetuamos a marcacao das fatias
hipocampais com FJC. A injegdo intrahipocampal de AR induziu morte neuronal

(células FJC*; pixels/ um?) no GD do hipocampo ipsilateral e o tratamento com CDPPB
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na maior dose preveniu esse processo (F(2,19)=7,616; p=0,004; Figura 24). No GD
contralateral houve aumento de neurodegeneragao induzida por AR e ndo observamos
efeito do CDPPB (F(2,20)=8,297; p=0,002).
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Figura 24. Efeito do CDPPB sobre a neurodegeneragdo apoés inje¢do de AB 1-42. Imagens
representativas da marcacao de FJC no GD do hipocampo em fatias dos grupos PBS + veiculo
(A), AB + veiculo (B), AB + CDPPB 5 (C). Gréfico de disperséo do resultado da quantificacdo
de FJC nos grupos experimentais (D). Os resultados sdo expressos como média + EPM.
**p<0,01, comparado com o controle e *p<0,05, comparado com o AB + veiculo (ANOVA de
uma via seguida do teste de Newman-Keuls).

4.2.9 CDPPB aumenta os niveis de BDNF nos hipocampos ipsi- e contralateral

Considerando-se o papel neuroprotetor das neurotrofinas, investigamos se a
neuroprotecao induzida por CDPPB poderia ocorrer em decorréncia de um aumento
nos niveis do BDNF (pg/mg de proteina). No hipocampo ipsilateral a AB n&o alterou
os niveis de BDNF, mas o CDPPB aumentou os niveis da neurotrofina em relacdo ao
grupo controle e ao injetado com o peptideo (F(2,15)=25,08; p<0,0001). No
hipocampo contralateral, houve diminuicdo de BDNF no grupo injetado com AB e
aumento dos seus niveis pelo tratamento com CDPPB (F(2,12)=47,17; p<0,0001;
Figura 25).
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Figura 25. Efeito do CDPPB na expressdo de BDNF apés a inje¢do de AB. Imagens
representativas do western blotting de actina (A) e BDNF (B) e grafico de dispersao que ilustra
a analise densitométrica de actina e BDNF (C) dos hipocampos ipsilateral e contralateral dos
diferentes grupos de tratamento. Os resultados estdo expressos como média + EPM.
***n<0,001, comparado com o grupo PBS + veiculo; *#p<0,001 comparado com AB + veiculo
(ANOVA de uma via seguida do teste de Newman-Keuls).

4.2.10 Efeito do CDPPB sobre a ativacdo da microglia e astrocitose

A microgliose foi avaliada por imunomarcacdo de lba-1 e de CD68 e a
astrocitose pela imunomarcagdo com GFAP. N&o houve alteracdo da area marcada
por Iba-1 no GD (F(4,18)=1,602; ns) e em CAl (F(4,20)=0,579; ns) do hipocampo
ipsilateral, e no GD (F(4,20)=1,035; ns) e CAl (F(4, 19)=2,447; ns) do hipocampo
contralateral, quando comparamos os grupos. N&o houve marcacdo de CD68 nos
hipocampos desses animais.

Também nédo observamos diferencas significativas na marcacao de GFAP no
GD (F(4,18)=1,509; ns) e CAl (F(4,20)=0,578; ns) do hipocampo ipsilateral e no GD
(F(4,20)=1,174; ns) e CA1 (F(4,19)=2,447; ns) do hipocampo contralateral (Figura 26).
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Figura 26. Efeito do CDPPB sobre a expressao de Iba-1 e GFAP no hipocampo ipsilateral em
animais submetidos a cirurgia para inje¢cdo de AB tratados ou ndo com CDPPB. Imagens
representativas da imunomarcacao no GD e em CA1 dos grupos PBS + veiculo (A, F), PBS +
CDPPB 5 (B,G), AB + veiculo (C, H), AB+ CDPPB 1 (D, |) e AB +CDPPB 5 (E, J). Graficos de
dispersdo da quantificacdo no GD e em CA1l de Iba-1 (L, M) e GFAP (N, O) nos grupos

experimentais (ANOVA de uma via seguida do teste de Newman-Keuls).
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4.2.11 Efeito do CDPPB sobre citocinas anti e pro-inflamatorias no hipocampo e cortex

pré-frontal de animais que foram injetados com AR

Nos animais em que o tratamento foi iniciado no mesmo dia da cirurgia
(protocolo 1), a citocina IL-2 estava diminuida no hipocampo contralateral dos animais
do grupo AB + CDPPB 5 quando comparada com o grupo PBS + veiculo (p<0,05),
assim como a IL-6, quando comparada com os grupos PBS + veiculo (p<0,01) e AR +
veiculo (p<0,01) e IL-17A, quando comparada com o grupo PBS + veiculo (p<0,05).
Houve reducgéo da IL-10 no hipocampo ipsilateral dos grupos AB + veiculo (p<0,05) e
AB + CDPPB 5 (p<0,01) quando comparada com o grupo PBS + veiculo (Tabela 2).
N&o houve alteracdo na concentracdo das citocinas desses animais no cortex pre-
frontal nas comparacdes individuais entre os grupos (Tabela 3).

Nos animais em que o tratamento foi iniciado 1 semana apds a cirurgia
(protocolo 2), houve redugédo da IL-10 no hipocampo ipsilateral dos grupos AR +
veiculo (p<0,05) e A + CDPPB 5 (p<0,05) quando comparada com o grupo PBS +
veiculo (Tabela 4). Nao houve alteragcdo na concentracdo das citocinas desses

animais no cortex pré-frontal (Tabela 5).

Hipocampo Andlise estatistica da concentragdo de citocina (pg/mg de proteina)

Citocina Lado FouH p
IL-2 Ipsilateral F(2,14)=1,763 ns
IL-2 Contralateral H=5,916 0,044
IL-4 Ipsilateral F(2,14)=2,205 ns
IL-4 Contralateral F(2,13)=3,008 ns
IL-6 Ipsilateral F(2,14)=3,859 0,046
IL-6 Contralateral F(2,13)=9,750 0,003
IFN-y Ipsilateral F(2,14)=4,003 0,042
IFN-y Contralateral H=2,241 ns
TNF-a Ipsilateral F(2,14)=3,569 ns
TNF-a Contralateral F(2,14)=0,176 ns
IL-17A Ipsilateral F(2,14)=0,606 ns
IL-17A Contralateral H=6,191 0,023
IL-10 Ipsilateral F(2,14)=6,904 0,008
IL-10 Contralateral F(2,13)=3,002 ns

Tabela 2. Andlise estatistica da concentracdo de citocinas nos hipocampos ipsi e contralateral
dos animais submetidos ao protocolo 1 de tratamento (ANOVA de uma via seguida do teste
de Newman-Keuls para varidveis paramétricas e teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de
Dunn para variaveis ndo paramétricas).
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Cortex pré-frontal

Andlise estatistica da concentracdo de citocina (pg/mg de proteina)

Citocina Lado FouH p
IL-2 Ipsilateral H=6,183 0,047
IL-2 Contralateral F(2,14)=1,325 ns
IL-4 Ipsilateral F(2,14)=2,636 ns
IL-4 Contralateral F(2,14)=1,190 ns
IL-6 Ipsilateral F(2,14)=0,037 ns
IL-6 Contralateral F(2,14)=0,736 ns
IFN-y Ipsilateral H=4,987 ns
IFN-y Contralateral F(2,14)=0,558 ns
TNF-a Ipsilateral F(2,14)=2,035 ns
TNF-a Contralateral F(2,14)=0,407 ns
IL-17A Ipsilateral F(2,14)=0,373 ns
IL-17A Contralateral F(2,14)=1,515 ns
IL-10 Ipsilateral F(2,14)=0,497 ns
IL-10 Contralateral F(2,14)=1,372 ns

Tabela 3. Andlise estatistica da concentracdo de citocinas no cortex pré-frontal ipsi e
contralateral dos animais submetidos ao protocolo 1 de tratamento (ANOVA de uma via
seguida do teste de Newman-Keuls para variaveis paramétricas e teste de Kruskal-Wallis
seguido do teste de Dunn para variaveis ndo paramétricas).

Hipocampo Andlise estatistica da concentragdo de citocina (pg/mg de proteina)
Citocina Lado FouH p
IL-2 Ipsilateral F(2,12)=0,840 ns
IL-2 Contralateral H=2,773 ns
IL-4 Ipsilateral F(2,12)=0,797 ns
IL-4 Contralateral F(2,12)=0,345 ns
IL-6 Ipsilateral H=0,698 ns
IL-6 Contralateral F(2,12)=0,106 ns
IFN-y Ipsilateral H=1,978 ns
IFN-y Contralateral F(2,12)=1,227 ns
TNF-a Ipsilateral F(2,12)=0,292 ns
TNF-a Contralateral H=1,543 ns
IL-17A Ipsilateral H=0,042 ns
IL-17A Contralateral F(2,12)=2,887 ns
IL-10 Ipsilateral F(2,12)=4,837 0,029
IL-10 Contralateral F(2,12)=1,837 ns

Tabela 4. Analise estatistica da concentragao de citocinas nos hipocampos ipsi e contralateral
dos animais submetidos ao protocolo 2 de tratamento (ANOVA de uma via seguida do teste
de Newman-Keuls para variaveis paramétricas e teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de
Dunn para variaveis ndo paramétricas).
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Cortex pré-frontal Andlise estatistica da concentracéo de citocina (pg/mg de proteina)
Citocina Lado FouH p
IL-2 Ipsilateral F(2,12)=1,842 ns
IL-2 Contralateral F(2,12)=0,038 ns
IL-4 Ipsilateral F(2,12)=0,415 ns
IL-4 Contralateral H=0,005 ns
IL-6 Ipsilateral H=0,986 ns
IL-6 Contralateral H=1,385 ns
IFN-y Ipsilateral H=0,500 ns
IFN-y Contralateral H=0,095 ns
TNF-a Ipsilateral F(2,12)=0,233 ns
TNF-a Contralateral F(2,12)=0,040 ns
IL-17A Ipsilateral F(2,12)=1,059 ns
IL-17A Contralateral F(2,12)=1,623 ns
IL-10 Ipsilateral F(2,12)=1,459 ns
IL-10 Contralateral F(2,12)=0,046 ns

Tabela 5. Andlise estatistica da concentracdo de citocinas no cortex pré-frontal ipsi e
contralateral dos animais submetidos ao protocolo 2 de tratamento (ANOVA de uma via
seguida do teste de Newman-Keuls para variaveis paramétricas e teste de Kruskal-Wallis

seguido do teste de Dunn para variaveis ndo paramétricas).

4.3 Avaliacéo de animais transgénicos T41 e dos efeitos de CDPPB

4.3.1 Genotipagem dos animais T41 e seus controles

Os animais transgénicos apresentaram reacao positiva na regiao de 364 pares

de base, o que néo foi observado para os animais WT. Os animais com genotipagem

positiva foram utilizados como animais APP e os animais com genotipagem negativa

foram utilizados como controles (Figura 27).
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Figura 27. Imagem representativa de gel de agarose com bandas positivas para o transgene

APP.
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4.3.2 CDPPB nao altera a massa corporal dos animais ao longo dos dias de

tratamento

Os animais T41 de 14 meses foram pesados no primeiro dia e a cada 3 dias
durante os 28 dias de tratamento. Os animais dos grupos WT + veiculo (n=5), WT +
CDPPB 5 (n=5), T41 + Veiculo (n=8) e T41 + CDPPB 5 (n=7) nao tiveram alteracbes

significativas de massa (g) ao longo dos dias de tratamento (Figura 28).
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Figura 28. Massa corporal dos animais T4l de 14 meses de idade e seus controles,
submetidos ao tratamento com CDPPB 5 mg/Kg ou seu veiculo por 28 dias (ANOVA de duas
vias, seguida pelo teste de Newman-Keuls).

4.3.3 CDPPB néo previne o déficit de memaoria em animais T41

Devido ao comprometimento cognitivo na DA, avaliamos a memaria na tarefa
de reconhecimento de objetos. Os animais transgénicos com 14 meses foram tratados
por 28 dias com CDPPB 5 mg/Kg. Nessa idade, foi detectado déficit cognitivo nos
animais T41 tratados com veiculo (t(7)=1,052; ns) e com CDPPB (t(6)=0,206; ns),
guando comparados com 50% de reconhecimento; enquanto os animais WT tratados
com veiculo (t(4)=5,015; p=0,07) e com CDPPB (t(4)=3,741; p=0,020) apresentaram
memoria normal. Os animais T41 tratados com CDPPB apresentaram diminuicdo da
distancia total percorrida quando comparados com os animais WT tratados com
CDPPB. Nao houve alteracdo na distancia total percorrida ap0s tratamento com
CDPPB nos animais WT [fator tratamento vs gendtipo (F(1,21)=2,47; ns), fator
genatipo (F(1,21)=6,26; p=0,021) e fator tratamento (F(1,21)=0,33; ns); Figura 29].
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Figura 29. indice de reconhecimento de objetos dos animais T41 e controles com 14 meses
de idade tratados com CDPPB ou seu veiculo. Graficos de dispersao dos resultados do indice
de reconhecimento (A) e da distancia total percorrida (B) na tarefa de reconhecimento de
objeto. Os resultados sdo expressos como média + EPM. 4p<0,05 e #*p<0,01, comparado
com 50%; 'p<0,05 comparado com o grupo WT + CDPPB (teste t para indice de
Reconhecimento e ANOVA de duas vias seguida do teste de Newman-Keuls para Distancia
total percorrida).

4.3.4 Nao ha condicionamento ao medo em animais T41 ou alteracao induzida por
CDPPB

Como o condicionamento contextual ao medo também € um teste que envolve
a atividade hipocampal, os animais foram submetidos ao teste. N&o houve
condicionamento ao medo dos animais transgénicos com 14 meses de idade e néo
foi observado efeito do CDPPB sobre esse comportamento nos animais [fator
tratamento vs gendtipo (F(1,21)=0,20; ns), fator genétipo (F(1,21)=1,59; ns) e fator
tratamento (F(1,21)=1,75; ns); Figura 30].
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Figura 30. Medo condicionado ao contexto de animais transgénicos T41 com 14 meses de
idade tratados com CDPPB ou seu veiculo. Gréfico de dispersdo do resultado do percentual
de tempo de congelamento. Os resultados sédo expressos como média + EPM (ANOVA de
duas vias seguida do teste de Newman-Keuls).
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4.3.5 Nao ha alteracdo do comportamento dos animais T41 no labirinto em Y

O labirinto em Y detecta a integridade da memaria de trabalho. Os animais T41
de 14 meses de idade ndo apresentarem diferenca significativa no indice de
alternéancias [fator tratamento vs gendtipo (F(1,20)=0,030; ns), fator gendtipo
(F(1,20)=1,620; ns) e fator tratamento (F(1,20)=0,200; ns)], no niamero de entradas
[fator tratamento vs gendtipo (F(1,20)=0,210; ns), fator gendétipo (F(1,20)=0,550; ns) e
fator tratamento (F(1,20)=0,780; ns)] e na distancia percorrida [fator tratamento vs
gendtipo (F(1,20)=0,090; ns), fator gendtipo (F(1,20)=0,000; ns) e fator tratamento
(F(1,20)=0,886; ns)] no labirinto em Y (Figura 31).
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Figura 31. indice de alternancia no labirinto em Y de animais transgénicos T41 com 14 meses
de idade tratados com CDPPB ou seu veiculo. Gréficos de dispersdo do resultado do indice
de alternancias (A), nimero de entradas nos bracos (B) e distancia total percorrida (C) no
labirinto em Y. Os resultados sdo expressos como média + EPM (ANOVA de duas vias
seguida do teste de Newman-Keuls).
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4.3.6 Ndo ha alteracdo da interagcdo e da memoria social em animais T41, mas o

CDPPB aumenta a interagdo social em camundongos T41

Com a DA, ha também o isolamento social, e a medida de interacdo social dos
animais € importante avaliacdo de presenca de outra alteracéo cognitiva. Ndo houve
diferenca estatistica entre a porcentagem do tempo de interacdo com o animal juvenil
no teste de interacdo social entre os animais WT e T41 de 14 meses de idade tratados
com veiculo. No entanto, o CDPPB aumentou a porcentagem de tempo de interacéo
dos animais T41 com o animal juvenil em relagéo aos demais grupos [fator tratamento
vs genotipo (F(1,21)=8,517; p=0,008), fator gendtipo (F(1,21)=7,101; p=0,015) e fator
tratamento (F(1,21)=0,808; ns); Figura 32].
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Figura 32. Interacéo social de animais transgénicos T41 com 14 meses de idade. Gréfico de
disperséo do resultado do percentual de tempo de interagcdo com o animal juvenil em relagéo
ao tempo na camara do animal juvenil somado ao tempo na camara vazia. Os resultados sao
expressos como média + EPM. *p<0,05, comparado com o grupo WT + veiculo e *p<0,05
comparado com o grupo T41 + veiculo (ANOVA de duas vias seguida do teste de Newman-

Keuls).

N&o houve diferenca estatistica entre a porcentagem de tempo de interacdo
com o novo animal juvenil e o antigo entre os grupos [fator tratamento vs genotipo
(F(1,21)=1,206; ns), fator gendtipo (F(1,21)=0,005; ns) e fator tratamento (F(1,21)=
0,051; ns) Figura 33].
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Figura 33. Memoria social de animais transgénicos T41 com 14 meses de idade. Grafico de
dispersao do resultado do percentual de tempo de interagdo com o novo animal juvenil. Os
resultados sdo expressos como média + EPM (ANOVA de duas vias seguida do teste de
Newman-Keuls).

4.3.7 CDPPB nao afeta a reducao no comportamento de enterrar bolinhas de animais
T41

Os animais foram submetidos ao teste de Murble Burying para avaliagdo do
comportamento do tipo compulsivo e tipo ansioso. Animais do grupo T41 + veiculo
enterraram significativamente menos bolinhas quando comparados com o grupo WT
+ veiculo; e animais do grupo T41 + CDPPB 5 enterraram significativamente menos
bolinhas quando comparados com o grupo WT + CDPPB 5 [fator tratamento vs
gendtipo (F(1,20)=0,023; ns), fator gendtipo (F(1,20)=23,39; p=0,0001) e fator
tratamento (F(1,20)=0,023; ns); Figura 34].
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Figura 34. Numero de bolinhas enterradas pelos animais transgénicos T41 com 14 meses de
idade. Grafico de disperséo do resultado do numero de bolinhas enterradas. Os resultados
sdo expressos como média + EPM. **p<0,01, comparado com o grupo WT de mesmo
tratamento (ANOVA de duas vias seguida do teste de Newman-Keuls).
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4.3.8 Nao ha alteracdo do comportamento tipo ansioso no LCE em animais T41 e

nenhum efeito do CDPPB é observado

Os animais foram submetidos ao LCE para avaliacdo do comportamento
semelhante ao ansioso. Neste teste, foi avaliado o tempo de permanéncia nos bragos
fechados e aberto e calculada a porcentagem de permanéncia no braco aberto. N&o
houve diferenca no percentual de tempo gasto nos bracos abertos entre 0s grupos
[fator tratamento vs gendtipo (F(1,18)=0,958; ns), fator gendétipo (F(1,18)=0,089; ns) e
fator tratamento (F(1,18)=2,291; ns)]. Também nao houve diferenca no nimero de
entradas em bracos [fator tratamento vs gendtipo (F(1,20)=0,038; ns), fator gendétipo
(F(1,20)=0,104; ns) e fator tratamento (F(1,20)=0,161; ns)] e na distancia total
percorrida pelos animais [fator tratamento vs genotipo (F(1,21)=0,724; ns), fator
gendtipo (F(1,21)=2,501; ns) e fator tratamento (F(1,21)=1,446; ns); Figura 35].
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Figura 35. Labirinto em cruz elevado de animais transgénicos T41 com 14 meses de idade.
Gréficos de disperséo do resultado do percentual de tempo gasto nos bragos abertos (A), do
namero total de entradas nos bracos (B) e da distancia total percorrida (C) no labirinto. Os
resultados sdo expressos como média + EPM (ANOVA de duas vias seguida do teste de
Newman-Keuls).
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4.3.9 CDPPB aumenta a viabilidade neuronal em animais T41 com 14 meses de idade

Avaliamos em seguida o numero de neurdnios viaveis na camada polimdrfica
do GD do hipocampo dos animais, uma das regides mais afetadas pela
neurodegeneracdo na DA. Observou-se que ha perda significativa de neurénios no
GD do hipocampo quando comparado com o controle. Nos animais WT, o CDPPB 5
nao altera o numero de células NeuN* quando comparado com o controle, no entanto
a contagem é significativamente maior do que no grupo T41 + veiculo (p<0,05). J&
nos animais T41 tratados com CDPPB 5, ha reversdo da perda de quando
comparados com 0s animais T4l ndo tratados [fator tratamento vs genotipo
(F(1,16)=0,370; ns), fator gendtipo (F(1,16)=6,148; p=0,025) e fator tratamento
(F(1,16)=7,183; p=0,016); Figura 36].
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Figura 36. Efeito do CDPPB sobre a viabilidade neuronal em animais T41 tratados ou nao
com CDPPB. Imagens representativas da marcacado de células NeuN* no GD do hipocampo
em fatias dos grupos WT + veiculo (A), WT + CDPPB 5 (B), T41 + veiculo (C), T41 + CDPPB
5 (D). Grafico de dispersao do resultado da quantificacdo de NeuN nos grupos experimentais
(E). *p<0,05 comparado com o controle e “p<0,05 comparado com animais T41 (ANOVA de
duas vias seguida do teste de Newman-Keuls).
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4.3.10 CDPPB né&o diminui a quantidade de AB 1-40 no hipocampo e no cortex pré-

frontal animais T41 com 14 meses de idade

Como o peptideo AB esta aumentado na DA e o CDPPB foi capaz de melhorar
parametros associados com a doenca, decidimos avaliar se o0 CDPPB ¢é capaz de
reduzir o conteudo de peptideo AB 1-40 no hipocampo e cortex pré-frontal dos animais
para avaliar se estava relacionado com seu efeito protetor. Os animais T41
apresentaram aumento da expresséo de AB no hipocampo e o CDPPB néo foi capaz
de reverter o aumento do peptideo [fator tratamento vs gendtipo (F(1,14)=0,960; ns),
fator gendtipo (F(1,14)=28,65; p=0,001) e fator tratamento (F(1,14)=0,390; ns)]. O
mesmo foi obsersado no cortex pré-frontal dos animais [fator tratamento vs gendtipo
(F(1,14)=0,450; ns), fator gendtipo (F(1,14)=38,96; p<0,001) e fator tratamento
(F(1,14)=0,730; ns); Figura 37)].
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Figura 37. Efeito do CDPPB na expressdo de AB 1-40 em animais T41. Imagens do western
blotting de actina (A, D) e AB 1-40 (B, E) e graficos de dispersdo que ilustram a andlise
densitométrica de actina e AB 1-40 do hipocampo (C) e cortex (F) dos diferentes grupos de
tratamento. Os resultados estdo expressos como média + EPM. *p<0,05, **p<0,01 e
***n<0,001, comparado com o grupo WT + veiculo (ANOVA de duas vias seguida do teste de
Newman-Keuls).
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4.3.11 CDPPB reduz parcialmente a marcacédo de Iba-1 e GFAP em CAL, mas néo

altera a expressao CD68 no hipocampo dos animais T41 com 14 meses de idade

A neurodegeneracdo presente na doenca esta intimamente relacionada com
um aumento da neuroinflamacéo e, consequentemente, com o aumento de células da
glia. A microgliose foi avaliada por imunomarcacao de Iba-1 e CD68, sendo que Iba-1
esta presente em toda microglia, e CD68 na microglia com fagocitose ativa (WALKER,;
LUE, 2015); e a proliferacdo de astrocitos pela imunomarcacdo com GFAP.

Observamos que no GD do hipocampo, ha aumento significativo da area de
células Iba-1* em animais T41, quando comparados com o controle, 0 que nao €
alterado pelo tratamento com CDPPB [fator tratamento vs genétipo (F(1,16)=0,927;
ns), fator genétipo (F(1,16)=39,41; p<0,001) e fator tratamento (F(1,16)=1,495; ns)].
Na regido CA1l também h& aumento da marcacao no modelo murino de DA . Apesar
de ndo alterar a marcacéo de Iba-1 em animais WT, o CDPPB induz reverséo parcial
da marcacao microglial em animais T41, uma vez que néo difere estatisticamente dos
animais controle [fator tratamento vs genotipo (F(1,16)=1,054; ns), fator gendtipo
(F(1,16)=16,84; p<0,001) e fator tratamento (F(1,16)=0,959; ns)].

A area marcada por CD68 aumenta significativamente no GD de animais T41
em relacdo ao controle, mas o que nao é afetado pelo tratamento com CDPPB [fator
tratamento vs gendétipo (F(1,15)=0,740; ns), fator genétipo (F(1,15)=70,130; p<0,001)
e fator tratamento (F(1,15)=0,030; ns)]. Foi detectado o mesmo perfil de marcacao de
CD68 na regiao CA1 do hipocampo [fator tratamento vs gendtipo (F(1,15)=0,081; ns),
fator gendtipo (F(1,15)=15,150; p=0,0014) e fator tratamento (F(1,15)=0,203; ns)].

A &rea marcada por GFAP também esta aumentada no GD de animais T41 em
comparacao com o grupo WT. O CDPPB néo alterou GFAP em animais controle ou
T41, em referéncia aos animais de mesmo genétipo sem administracdo da droga [fator
tratamento vs gendtipo (F(1,16)=0,927; ns), fator gendtipo (F(1,16)=39,410; p<0,001)
e fator tratamento (F(1,16)=1,495; ns)]. Em CA1 houve aumento da area de GFAP em
animais T41 em relacdo ao controle. O tratamento ndo induziu nenhuma alteracéo per
se, mas reverteu parcialmente a marcacéo de astrécitos em animais transgénicos, ja
gue este grupo nao diferiu do controle [fator tratamento vs gendétipo (F(1,16)=1,576;
ns), fator gendétipo (F(1,16)=18,900; p<0,001) e fator tratamento (F(1,16)=1,634; ns);
Figura 38].
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Figura 38. Efeito do CDPPB sobre a expressao de Iba-1, CD68 e GFAP em animais T41
tratados ou ndo com CDPPB. Imagens representativas da imunomarcacédo no GD e em CAl
dos grupos WT + veiculo (A, E), WT + CDPPB 5 (B, F), T41 + veiculo (C, G) e T41 + CDPPB
5 (G, H). Graficos de dispersao do resultado da quantificacdo em GD e CAL de Iba-1 (I, J),
CD68 (L, M) e GFAP (N, O) nos grupos experimentais. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001,
comparado com o controle (ANOVA de duas vias seguida do teste de Newman-Keuls).
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4.3.12 Nao ha alteracéo de citocinas anti e pré-inflamatérias no hipocampo e cortex

pré-frontal de animais T41 com 14 meses de idade

As citocinas liberadas pela glia também sdo importantes marcadores
inflamatorios. Entretanto ndo houve alteracdo na concentracdo das citocinas IL-2, IL-
4, IL-6, TNF-a, IFN-y, IL-17A e IL-10 no hipocampo (Tabela 6) e no cértex pré-frontal
(Tabela 7) de animais transgénicos T41 tratados ou ndo com CDPPB 5 no pdés-teste

de Newmann-Keuls.

Hipocampo | Andlise estatistica da concentracdo de citocina (pg/mg de proteina)

Citocin Fator tratamento vs genétipo | Fator genétipo | Fator tratamento
F (1,18) F (1,18) F (1,18)
IL-2 0,049, ns 0,012, ns 0,790, ns
IL-4 0,007, ns 0,001, ns 0,582, ns
IL-6 0,075, ns 1,204, ns 0,169, ns
IFN-y 1,119, ns 0,007, ns 0,138, ns
TNF-a 0,049, ns 0,277, ns 0,957, ns
IL-17A 0,041, ns 2,323, ns 0,506, ns
IL-10 1,590, ns 0,086, ns 0,013, ns

Tabela 6. Andlise estatistica da concentracdo de citocinas no hipocampo dos animais
transgénicos tratados com CDPPB e seus controles (ANOVA de uma via seguida do teste de
Newman-Keuls).

Cortex | Andlise estatistica da concentrac&o de citocina (pg/mg de proteina)
Citocin Fator tratamento vs genétipo | Fator genétipo | Fator tratamento
F (1,18) F (1,18) F (1,18)
IL-2 0,300, ns 0,016, ns 0,939, ns
IL-4 0,039, ns 0,480, ns 4,743, p=0,043
IL-6 0,448, ns 0,112, ns 1,793, ns
IFN-y 1,352, ns 0,709, ns 2,702, ns
TNF-a 0,052, ns 0,785, ns 0,283, ns
IL-17A 0,011, ns 0,103, ns 0,925, ns
IL-10 0,068, ns 0,030, ns 2,212, p=0,010

Tabela 7. Andlise estatistica da concentracdo de citocinas no cértex pré-frontal dos animais
transgénicos tratados com CDPPB e seus controles (ANOVA de uma via seguida do teste de
Newman-Keuls).
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4.3.15 Efeito do CDPPB sobre lipideos séricos e funcéo hepatica

Uma vez que desordens lipidicas sdo frequentemente associadas com DA,
decidimos avaliar a concentracao sérica de colesterol total e triglicérides nos animais
T41, tratados ou ndo com CDPPB. Observamos influéncia do fator tratamento na
dosagem de colesterol [fator tratamento vs genotipo (F(1,25)=0,107; ns), fator
genatipo (F(1,25)=0,001; ns) e fator tratamento (F(1,25)=6,812; p=0,015)], mas ndo
houve diferenca entre os grupos no pos-teste. Nao houve diferenca entre os grupos
nos niveis de triglicérides [fator tratamento vs gendtipo (F(1,26)=0,327; ns), fator
gendtipo (F(1,26)=0,027; ns) e fator tratamento (F(1,26)=0,922; ns); Figura 39].
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Figura 39. Dosagem de colesterol total (A) e triglicérides (B) de animais transgénicos T41 com
14 meses de idade. Graficos de dispersao do resultado da concentracao sérica em mg/dL. Os
resultados sao expressos como média + EPM.

Muitas drogas apresentam toxicidade hepética devido ao metabolismo
realizado pelo figado. Dessa forma, também decidimos avaliar se o0 CDPPB afeta a
funcao hepatica através da dosagem sérica das enzimas hepéticas FA e ALT. Apenas
a ALT apresentou diminuicdo nos animais T41 tratados com CDPPB 5, quando
comparados com o controle. Ndo observamos alteracdo sérica de FA ou de nenhum
outro grupo para ALT [FA: fator tratamento vs gendétipo (F(1,26)=1,368; ns), fator
gendtipo (F(1,26)=3,286; ns) e fator tratamento (F(1,26)=0,004; ns); ALT: fator
tratamento vs genotipo (F(1,20)=0,321; ns), fator gendétipo (F(1,20)=3,137; ns) e fator
tratamento (F(1,20)=6,303; p=0,021); Figura 40].
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Figura 40. Dosagem de FA (A) e ALT (B) de animais transgénicos T41 com 14 meses de
idade. Graficos de dispersao do resultado da concentracdo sérica em U/L. Os resultados sédo
expressos como média + EPM. *p<0,05 comparado com o controle (ANOVA de duas vias

seguida do teste de Newman-Keuls).
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5 DISCUSSAO

Apesar da DA ter sido descrita pela primeira vez ha mais de um século e dos
grandes avangos na compreensao da sua fisiopatologia, nenhum tratamento eficaz foi
desenvolvido até o momento (GREENFIELD, 2013). Dessa forma, mesmo com 0s
tratamentos sintomaticos disponiveis, ainda carecemos de drogas que atuem
modificando o curso da doenca (ARAI et al., 2016).

No presente estudo nés demonstramos que o CDPPB previne a morte neuronal
induzida por AR in vitro, bem como previne os déficits de memdria induzidos pelo
peptideo AB 1-42 em dois testes diferentes, impede a reducédo significativa de
neurdnios e a neurodegeneracao induzidas pelo peptideo, além de aumentar os niveis
da neurotrofina BDNF. Além disso, em modelo transgénico, apesar de o tratamento
por 4 semanas nao ter revertido os déficits cognitivos, houve uma prevencao da perda
neuronal e uma reversao parcial do aumento de microglia e de astrécitos.

Estudos anteriores demonstraram que a injecao intracerebral de AB induz
déficit de memoria em diferentes estudos e tarefas comportamentais, como labirinto
aquéatico de Morris (AHMAD et al., 2016; HU, Z. et al., 2016; KALRA et al., 2016; LI,
J. et al.,, 2016; SHARIATPANAHI et al., 2016), TRO (BELLOZI et al., 2016;
FURUKAWA-HIBI et al., 2011; KALRA et al., 2016; LEGGIO et al., 2016), Labirinto
em Y e Esquiva Passiva (LEGGIO et al., 2016; MEUNIER; IENI; MAURICE, 2006;
MOON et al., 2011), o que foi confirmado em nosso estudo, tanto na TRO, quanto no
medo condicionado ao contexto. Entretanto, no labirinto em Y, a AR ndo induziu déficit
cognitivo, o que pode estar relacionado com o fato de ter sido injetada no hipocampo
dos animais, uma vez que essa tarefa comportamental avalia a memaria de trabalho,
a qual esta associada a integridade da atividade cortical. Uma vez que a AB induz
morte neuronal em seu entorno, a sua inje¢ao no hipocampo induz neurodegeneracao
hipocampal comprometendo a funcdo dessa regiao de formacéo de memoria (LEE, H.
G. etal., 2007).

No que diz respeito aos testes de memodria, 0 mGIuR5 é importante para o
aprendizado e consolidacdo da memoria, e ja esta descrito que o tratamento com
CDPPB reverte os déficits cognitivos induzidos pelo antagonismo do receptor NMDA
(FOWLER et al., 2011; HORIO et al., 2013; STEFANI; MOGHADDAM, 2010) e pela
administracdo crénica de metanfetamina (REICHEL et al., 2011). Moduladores

alostéricos positivos de mGIuR5 melhoram tanto a LTP, que esta diminuida na DA
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(LAMBERT et al., 1998; WALSH et al., 2002), quanto a LTD. Sabe-se também que
CDPPB e ADX47273, dois MAPs do mesmo receptor, potencializam o aprendizado e
melhoram a memadria dependentes de hipocampo, fenébmenos dependentes de LTP
(AYALA et al., 2009).

No presente estudo, demonstramos que, apds a inje¢édo de AB, o CDPPB é
também capaz de melhorar os déficits cognitivos e restabelecer as memorias
contextual e aversiva aos niveis dos animais controles, mostrando potencial da droga
para melhorar a memoria em desordens do SNC, o que pode estar relacionado com
a estimulacdo de LTP.

Além da avaliacdo comportamental em animais injetados com AR, os animais
transgénicos também foram avaliados em tarefas de memadria. Com 14 meses de
idade, foi possivel observar a reducdo da cognicdo na tarefa de reconhecimento de
objetos. Esses dados estdo de acordo com a literatura, ja tendo sido demonstrados
déficits de memodria de animais transgénicos para APP em diferentes tarefas
comportamentais (EVANS et al., 2018; GOTZ; ITTNER, 2008; KALLOP et al., 2014;
KELLY etal., 2017; KNOWLES et al., 2013; ODDO et al., 2006). Porém, nos animais
transgénicos, o CDPPB néo foi capaz de reverter o déficit cognitivo na TRO.
Entretanto, houve diminuicdo da distancia total percorrida pelos animais T41 tratados
com a droga nessa tarefa, o que, consequentemente, pode ter comprometido a
exploracdo nesse grupo. Além disso, pode ser necessario um tratamento prolongado
para que a droga possa exercer efeito na cognicdo em um modelo que mimetiza
melhor a DA, pois o peptideo AB nao esta atuando apenas em regido especifica do
hipocampo, mas tem sua sintese aumentada em todo o cérebro. N&o observamos
déficits de memadria no medo condicionado ao contexto, no labirinto em Y e no teste
de memoria social. Contudo, a deteccdo de comprometimento cognitivo ndo é
dependente apenas da mutacao genética, mas pode ser influenciada pelo background
da linhagem dos animais avaliados, por variagdes no protocolo, incluindo pré-testes e
repeticoes, e pelo género (FAIZI et al., 2012). Dessa forma, estudos com diferentes
linhagens transgénicas para determinada doenca, ou até mesmo com linhagens
similares, podem apresentar diferencas quanto a performance dos animais nas tarefas
(ELDER; GAMA SOSA; DE GASPERI, 2010).

Além dos déficits de memodria, outras alteracdes comportamentais ocorrem com
a progressao da DA nos pacientes, bem como em modelos animais da doencga,

ocorrendo, por exemplo, a diminui¢cao da interacao social (HUANG, H. et al., 2016; LI,
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C. et al., 2015). O convivio social pode reduzir o declinio cognitivo, inclusive em
camundongos transgénicos para DA, aumentando os niveis de BDNF e a
neurogénese no GD hipocampal (APOSTOLOVA et al., 2014; DUFF et al., 2013;
HSIAO et al., 2014). Apesar de nao ter ocorrido a diminui¢cdo da interacdo social nos
animais T41, o CDPPB foi capaz de aumenta-la nos animais transgénicos, o que
possui potencial para auxiliar em uma melhora cognitiva num tratamento prolongado,
aumento de BDNF e neurogénese.

Assim como demonstrado no presente estudo, ha reducdo do numero de
bolinhas enterradas no teste de marble burying em outra linhagem transgénica para
DA (KIM et al., 2012). Entretanto, animais triplo-transgénicos para DA apresentam
aumento no comportamento de enterrar bolinhas (TORRES-LISTA; LOPEZ-POUSA,;
GIMENEZ-LLORT, 2015). Considerando que o comportamento de enterrar bolinhas
também pode refletir um comportamento tipo ansioso (DE BROUWER,;
WOLMARANS, 2018), podem-se caracterizar comportamentos ansioliticos no teste
de marble burying, através da diminuicdo de bolinhas enterradas (KEDIA,
CHATTARJI, 2014). Dessa forma, para avaliar esse comportamento também
submetemos os animais ao LCE.

Sinais de ansiedade acompanhados de atrofia do coOrtex entorrinal podem
acelerar o declinio cognitivo que precede a DA (MAH et al., 2015), bem como sinais
de ansiedade ja foram relatados em pacientes com a DA (APOSTOLOVA et al., 2014).
Também estd descrito que modelos animais de DA podem apresentar tanto estado
hipoansioso quanto hiperansioso, os quais podem ser avaliados pelo LCE (LALONDE;
FUKUCHI; STRAZIELLE, 2012). O comportamento tipo ansioso pode ser modificado
com a progresséo da DA, podendo diminuir (JAWHAR et al., 2012; WITTNAM et al.,
2012) ou amentar (STEFANOVA et al., 2014). Aqui, demonstramos que 0s animais da
linhagem T41 ndo apresentam alteracbes no comportamento tipo ansioso. Esta
descrito que o CDPPB néao altera a performance de animais no LCE (MENARD et al.,
2013), o que também foi observado nesse estudo. Dessa forma, o comportamento
observado no teste de marble burying provavelmente ndo esta relacionado a uma
reducdo do comportamento tipo-ansioso nos animais T41. Entretanto, a performance
dos animais transgénicos, tratados ou nao, no teste de marble burying pode estar
relacionada com o comprometimento da atividade hipocampal, jA que lesGes no
hipocampo sédo capazes de comprometer o comportamento de enterrar bolinhas
(DEACON; RAWLINS, 2005). Porém, o CDPPB néo altera esse comportamento na
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idade e pelo tempo de tratamento avaliados, demonstrando que a droga ou néo é
capaz de reverter esse comportamento nos animais, ou 0 momento do inicio do
tratamento e duracdo foram insuficientes para provocar potenciais alteracdes. E
importante ainda dizer que o sucesso de modelos de camundongos transgénicos para
a DA depende da superexpressao de transgenes de APP contendo mutacdes
associadas a doenca na forma familiar em niveis que néo séo fisiolégicos, o que pode
dificultar a avaliacéo dos efeitos de determinadas drogas (ELDER et al., 2010).

Apesar de na idade de 14 meses ja haver uma expressao aumentada de AB
em animais T41, conforme observamos no western blotting, o CDPPB néo foi de
alterar a quantidade do peptideo. Dessa forma, com a patologia instalada, a droga
pode ndo ser capaz de reverter todas as alteracfes cognitivas ou pode ser necessario
um tratamento por periodo mais longo do que 28 dias para que ocorram esses efeitos.

As alteracbes comportamentais presentes na DA s&o acompanhadas por
alteracbes bioquimicas e histoldgicas. A neurodegeneracdo € a principal
caracteristica, e ja foi previamente demonstrado que a AB induz morte neuronal tanto
in vitro (BELLOZI et al., 2016; HUANG, X. et al., 2012; SANPHUI; BISWAS, 2013;
YE; ZHANG, 2012) quanto in vivo (BELLOZI et al., 2016; BERNAL-MONDRAGON et
al., 2013; CANAS et al., 2009; CORBETT et al., 2013; LI, J. et al., 2016; WANG, L.
et al., 2012; WANG, M. et al., 2017). Em modelos murinos de DA também ja é bem
estabelecida a neurodegeneracédo (ALl et al., 2017; LI, F. et al., 2015; PENSALFINI
et al., 2014; ZHU et al., 2015).

Em relacdo ao potencial efeito neuroprotetor da droga, foi previamente
demonstrado em modelo de traumatismo craniano que a droga VU0360172, um MAP
de mGIuR5, promove neuroprotecdo e melhora da funcdo motora (LOANE et al.,
2014). Um potente MAS do mGIuR5 reduz a perda sinaptica em modelo de DA por
reduzir a interagdo do receptor com a AB ligada a proteina pridnica celular (HAAS et
al., 2017). O agonismo de mGIuR5 por CHPG reduz a morte celular induzida por A
em culturas primarias de neurénios (MOVSESYAN; STOICA; FADEN, 2004). Por fim,
o CDPPB reduz a morte neuronal induzida por glutamato em culturas de neurénios e
em modelo transgénico de Doenca de Huntington (BATISTA et al., 2016; DORIA et
al., 2015). No presente estudo, demonstramos a morte neuronal induzida pela AR,
tanto em culturas de neurdnios hipocampais quanto no hipocampo de camundongos,
bem como a diminuicdo da viabilidade neuronal nessa regido. A morte neuronal foi

prevenida por CDPPB em culturas e no hipocampo. Apesar de a injegao de AB nao
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ter reduzido significativamente o ndmero de neurbnios viaveis nessa regido em
relagdo ao controle, o numero de neurdnios viaveis do grupo tratado com a maior dose
de CDPPB também néo foi diferente do controle. Ainda, em animais transgénicos T41
ha reducéo significativa da viabilidade neuronal, e o tratamento por 28 dias com
CDPPB reverte essa perda de neurbnios. Isto corrobora o potencial neuroprotetor da
droga. Além disso, € descrito que o mGIUR5 medeia a neurogénese, sendo que
agonistas do receptor podem aumentar a proliferacéo celular; bem como antagonistas
ou a supressao da expressao do receptor reduzem a neurogénese (ERICHSEN et al.,
2015; ZHAO et al., 2014).

Com o objetivo de verificar os mecanismos da neuroprote¢édo induzida por
CDPPB, medimos os niveis de BDNF no hipocampo. Essa neurotrofina esta envolvida
na proliferacdo, diferenciacdo e sobrevivéncia neuronal e glial, além de mediar
funcdes cognitivas, como aprendizagem e formacdo de memodria (QUERFURTH;
LAFERLA, 2010). Pacientes com DA possuem reducdo significativa de BDNF
hipocampal, o que pode estar associado com o acumulo de AR (CASTELLO; GREEN,;
LAFERLA, 2012). Entretanto, essa diminuicdo parece ser dependente da idade e da
evolugdo da patologia, inclusive do acumulo do peptideo AR (NAERT; RIVEST, 2012).
Além do descrito acima, o tratamento de modelos animais para DA com BDNF é capaz
de melhorar a funcéo sinaptica, a formacdo de memaria e a sobrevivéncia neuronal
(QUERFURTH; LAFERLA, 2010). Apesar de alguns estudos demonstrarem
diminuicado de BDNF com o acumulo de AB em modelos murinos de DA (LI, J. et al.,
2016), isso nao foi detectado no presente estudo. Nossa observacdo pode estar
relacionada com o modelo e o protocolo de escolha, em que realizamos as avaliacdes
histol6gicas e bioquimicas no 7° dia apos a injecdo intra-hipocampal do peptideo.
Contudo, foi possivel observar o aumento significativo de BDNF no hipocampo
ipsilateral e contralateral dos animais que foram injetados com o peptideo e tratados
com a maior dose do CDPPB, estando a neurotrofina potencialmente associada a
neuroprotecao conferida pela droga.

O acumulo de AB e a neurodegeneracao presentes na DA podem desencadear
a neuroinflamagdo, que comega como um mecanismo de defesa contra os danos
causados pelo peptideo e pelos emaranhados neurofibrilares, mas que pode
contribuir, posteriormente, para o processo neurodegenerativo (GIOVANNINI et al.,
2002). A neuroinflamacdo é mediada principalmente pelas células da glia,

especialmente pela microglia e pelos astrocitos (ASO et al., 2015; HURLEY; TIZABI,
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2013; JANOTA et al., 2015; RUAN et al., 2018), que se acumulam no entorno das
placas senis (HICKMAN et al., 2008; KETTENMANN et al., 2011), promovendo,
inicialmente, a fagocitose da AR (HICKMAN et al., 2008; ZENG et al., 2018).
Entretanto, a gliose também contribui para a neurodegeneracéao, atraves da liberacéao
de citocinas pré-inflamatdérias, neurotoxinas e outras substancias (GIOVANNINI et al.,
2002; MARSH etal., 2016; PLOJ et al., 2010), como EROs, contribuindo para a morte
neuronal (MOKHTAR et al., 2013). Com a progressdo da DA a glia tem sua
capacidade de fagocitar a Ap diminuida, mas nao perde a capacidade de produzir
citocinas pré-inflamatérias, como IL-1B, TNF-a e IFN-y, as quais, por sua vez,
estimulam a formacdo do peptideo, contribuindo para o agravamento da patologia
(HICKMAN et al., 2008). Portanto, a reducdo da gliose e, consequentemente, da
neuroinflamacdo, pode representar importante mecanismo de terapias para
tratamento da DA.

Somando-se aos dados anteriormente descritos, ja foi demonstrado que a
microglia expressa receptores mGIuR5, e que a sua ativacdo pelo agonista CHPG
inibe a ativacdo microglial e liberacédo de citocinas pré-inflamatérias, em parte devido
a inibicio de NADPH oxidase (BYRNES; STOICA; RICCIO; et al., 2009). Apos
estimulo com lipopolissacarideo (LPS), a ativagcdo de mGIuR5 com CHPG também é
capaz de reduzir a ativacdo microglial, producdo de 6xido nitrico, EROs e TNF-a
(BYRNES; STOICA; LOANE; et al., 2009; LOANE et al., 2009). Ademais, astrécitos
também expressam esse receptor, 0 que € importante para a modulacédo da eficacia
da transmisséao sinaptica e do fluxo sanguineo local mediados por essas células da
glia (ARIZONO; BANNAI; MIKOSHIBA, 2014). Um trabalho publicado recentemente
também demonstrou a prevencao da gliose por ativacdo de mGIuR5 em um modelo
de lesado cerebral traumética (XUE et al., 2014).

Entretanto, apesar de ja termos observado previamente a microgliose induzida
por AB no mesmo modelo (BELLOZI et al., 2016), no presente trabalho néo
observamos alteragdo microglial significativa no hipocampo ipsilateral, bem como os
astrocitos também ndo foram alterados pela injegdo de AB. J& nos animais
transgénicos T41, observamos aumento da microgliose e da astrocitose. O CDPPB
foi capaz de reverter parcialmente o aumento da microglia e dos astrocitos na regiao
CA1 do hipocampo de animais T41. Como as células da glia estdo ativadas desde
fases iniciais da DA (GIOVANNINI et al., 2002; HICKMAN et al., 2008; PHILLIPS et

al., 2014), sua reducdo mais pronunciada pode exigir um tratamento cronico. Visto
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gue o tratamento com CDPPB nos 2 modelos (injecdo de A e animais transgénicos
T41) foi capaz de causar alteracdo na viabilidade neuronal, a diminuicdo da
neurodegeneracao poderia influenciar na reducéo da neuroinflamacéo. Contudo, para
tanto, seria necessaria a avaliacdo de tratamentos prolongados e iniciados em
diferentes fases da doenca, utilizando preferencialmente os modelos transgénicos.

Uma vez que encontramos gliose em animais T41, apesar dessa condi¢do néo
ter sido observada apds a injecao de AB, avaliamos se citocinas pré-inflamatérias, as
quais contribuem para o processo neuroinflamatério presente na DA (HURLEY;
TIZABI, 2013), estavam alteradas nos grupos avaliados. Além disso, avaliamos se
ocorreu alteragcdo de citocinas anti-inflamatérias, que controlam a resposta
inflamatoéria da glia e de macréfagos, contribuindo para a degradacao da AB e
diminuicdo da morte neuronal (CHAKRABARTY et al., 2012).

Dentre as citocinas pré-inflamatérias com alteracdes no presente estudo, a IL-
2 possui atividade citotoxica e induz a secrecdo de IFN-y (LYONS et al., 2011). Apesar
de ja ter sido encontrada inalterada em células mononucleares do sangue periférico
de pacientes com DA (SPECIALE et al., 2007), ja foi relatado seu aumento no
hipocampal (PETITTO; MEOLA; HUANG, 2012). Ela também pode estar aumentada
no sangue de animais transgénicos para DA (CAO et al., 2009). A IL-2 foi encontrada
diminuida apenas no hipocampo contralateral dos animais submetidos a cirurgia para
injecao de AB e cujo tratamento com CDPPB na maior dose foi iniciado no mesmo dia
da cirurgia. Isso poderia contribuir para um potencial efeito cognitivo do CDPPB, uma
vez que elevados niveis da citocina contribuem para diminui¢éo da liberacdo de ACh
e disfuncbes cognitivas, enquanto baixas quantidades influenciam potencializam a
liberacdo desse neurotransmissor (PETITTO et al., 2012).

A IL-6 estimula a producdo de proteinas de fase aguda e promove gliose,
estando alterada em doencas neuroinflamatérias como a DA (ERTA; QUINTANA,;
HIDALGO, 2012; RUBIO-PEREZ; MORILLAS-RUIZ, 2012), ja tendo sido
demonstrado o seu aumento em alguns modelos murinos da doenca (JIN, Y. et al.,
2005; ZHANG, Y. Y. et al., 2013). Entretanto, apenas o seu mRNA pode estar
elevado, mas a citocina ndo ser encontrada alterada em modelo de DA (WILCOCK et
al., 2011). Somando-se a isso, a IL-6 regula negativamente a LTP e a consolidacao
da memoria, podendo comprometer a cognicdo (BALSCHUN et al., 2004). No
presente estudo ndo encontramos alteragfes de IL-6 induzidas por AB ou aumento

nos animais T41. Ja foi demonstrado que um agonista e um MAP de mGIuR5 séo
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capazes de reduzir essa citocina em modelo de injuria cerebral (ZHANG et al., 2015).
Aqui, verificamos que o CDPPB na maior dose, causou diminuigdo de IL-6 no
hipocampo contralateral dos animais submetidos a cirurgia de injecdo intra-
hipocampal de AP, cujo tratamento foi iniciado no mesmo dia do procedimento. Como
ja foi demonstrado que a IL-6 possui expressao aumentada no entorno das placas
amiloides e no fluido cerebrospinal na DA, que em culturas de células gliais, estimula
a sintese da APP, e em culturas de neurénios corticais aumenta o dano induzido por
AB (ERTA et al., 2012), a sua reducao por CDPPB pode diminuir a neurotocixidade do
peptideo, contribuindo para a neuroprote¢cdo e, consequentemente, melhora dos
sintomas cognitivos.

A citocina IL-17A também ¢é importante em processos inflamatérios,
contribuindo para gliose (ZIMMERMANN et al., 2013), e ja foi relata em niveis
elevados em modelos de DA (JIN, J. J. et al., 2008; ZHANG, J. et al., 2013). No
presente estudo ndo encontramos alteracdes de IL-6 induzidas por AB ou aumento
nos animais T41. Demonstramos, entretanto, que o CDPPB, na maior dose, causou
diminuicao de IL-17A no hipocampo contralateral dos animais submetidos a cirurgia
de injecéo intra-hipocampal de AB, cujo tratamento foi iniciado no mesmo dia do
procedimento. Esse efeito tem um potencial neuroprotetor, uma vez que ja foi
demonstrado que essa citocina intensificar a excitotoxicidade glutamatérgica (KOSTIC
et al., 2014; KOSTIC et al., 2017).

A IL-10 possui potencial para melhorar a neuroinflamacdo presente na DA
(KIYOTA et al, 2010) uma vez que interage com receptores de superficie,
especialmente de células da glia (RUBIO-PEREZ; MORILLAS-RUIZ, 2012), o que |Ihe
confere capacidade de inibir a producéo de citocinas pro-inflamatorias, como IL-1f,
IL-6, IL-8, IL-12, IFN-y e TNF-a (KIYOTA et al., 2010; MESQUITA et al., 2008). Neste
estudo, encontramos redugdo de IL-10 no hipocampo ipsilateral de animais
submetidos a cirurgia para injecéo de AB e tratados com veiculo ou com CDPPB na
maior dose, com tratamento iniciado no mesmo dia do procedimento, bem como com
tratamento iniciado uma semana apos a cirurgia. A reducéo de IL-10 pode contribuir
para desregulacao do controle da neuroinflamacéo, para disfun¢do cognitiva e para a
neurodegeneracdo nesses animais (KIYOTA et al., 2010). Porém, nos animais T41
ndo houve alteracdes nos niveis dessa citocina no hipocampo ou no cértex prée-frontal.

De forma geral, ocorreram alteracées pontuais de citocinas nos modelos

avaliados. No modelo de injegcao de AR, isso pode estar associado com um tempo que
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mimetiza uma fase mais inicial da DA. J& no modelo transgénico, a neuroinflamacgéo
€ um processo crénico e que esta presente nos animais, conforme demonstrado
através da microgliose e da astrocitose. Entretanto na fase estudada ndo houve
alteracdo significativa dos niveis dos mediadores inflamatérios avaliados. Isso pode
ocorrer porque a inflamagcdo observada no cérebro do paciente com DA nédo é
adequadamente reproduzida em todos os modelos murinos transgénicos, pois ha
diferencas entre as espécies, no que diz respeito a natureza e gravidade do a
inflamacédo (LITHNER; HEDBERG; NORDBERG, 2011; SCHWAB; HOSOKAWA,;
MCGEER, 2004; WEBSTER et al., 1999). Mesmo sem grandes variacdes de citocinas
estarem presentes nos modelos aqui estudados, o CDPPB promoveu algumas
alteracdes que podem representar mecanismos associados a sua neuroprotecdo e
gue poderiam, em tratamentos mais prologados, estar mais evidentes.

Da mesma forma que ha comorbidades comportamentais associadas a DA, ha
também outras doencas sistémicas, como as dislipidemias, que podem inclusive
contribuir para a progresséo da doenca (OLIVEIRA et al., 2018). O colesterol e seus
derivados induzem apoptose neuronal, estresse oxidativo e hiperfosforilagdo da tau
(MA, M. T. et al., 2010; MCLAURIN; DARABIE; MORRISON, 2003). Dessa forma,
decidimos avaliar se nos animais transgénicos dessa linhagem havia indicios de
dislipidemia associada a DA, e qual seria o efeito do CDPPB nesse caso. Contudo,
observamos que os animais T41 ndo apresentam indicios de dislipidemia. De forma
importante, o CDPPB, além de néo alterar a massa corporal, também né&o altera os
lipideos avaliados. De acordo, ndo encontramos dados na literatura que demonstrem
efeitos da modulacao de mGIuR5 no metabolismo de lipideos, apesar de agonistas do
receptor poderem estimular o aumento do consumo de comida (BRADBURY et al.,
2005; PLOJ et al., 2010).

E ainda importante ressaltar que muitas drogas com efeitos benéficos para o
tratamento de determinada doenca sao capazes, no entanto, de induzir efeitos
sistémicos toxicos. Grande parte das drogas sofre metabolismo hepatico, e a
hepatotoxicidade € uma das principais causas de recolhimento de farmacos recém-
chegados ao mercado (NJOKU, 2014). Para que uma droga tenha seguranca para
uso, um dos fatores que € avaliado é a toxicidade hepatica. Dois dos marcadores
hepéticos de extrema importancia para avaliacdo de problemas hepéticos sdo as
enzimas ALT e FA (REGEV, 2014). Dessa forma, fizemos a coleta sanguinea no

altimo dia de tratamento dos animais no momento do sacrificio, e dosagem dessas
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duas enzimas para avaliagdo de indicios de toxicidade hepatica induzidos pelo
CDPPB, e n&o houve nenhum aumento dessas enzimas tanto no grupo WT quanto
no grupo T41 tratados com a droga. Além disso, houve reducdo de ALT induzida por
CDPPB nos animais T41, o que representa uma medida de seguranca no uso da
droga.

Conseguimos perceber, ao utilizar dois modelos diferentes para o Alzheimer,
que a injegcao de AR mimetiza alteragbes que ocorrem na DA. Utilizamos o modelo
para observacdes de aspectos iniciais da doenca. Ja foi demonstrado que a injecao
intracerebral de AR induz alteragdes progressivas associadas a DA, e que pode ser
utilizado, portanto, para avaliacéo de alteracdes associadas ao Alzheimer em fases
precoces e intermediarias (NAKAMURA et al., 2001).

Ja o modelo transgénico mimetiza melhor o curso da doenca, sendo importante
para avaliagbes cronicas. Entretanto, a maioria dos modelos transgénicos sao
baseados na expressdo de genes mutantes que causam a DA em um subgrupo
relativamente pequeno de pacientes e que, apesar de mimetizar caracteristicas
clinicas e patoldgicas de casos esporadicos, podem induzir efeitos que ndo séo
encontrados na doenca esporadica (ELDER et al., 2010), com expressdo nao
fisiologica 5 a 10 vezes maior do que em pacientes, além de outras limitaces como
apresentarem déficits cognitivos precedendo os depodsitos de AR (BALDUCCI;
FORLONI, 2011). E ainda importante ressaltar que cada modelo animal n&o é capaz
de apresentar todos 0s aspectos da patologia da DA, sendo que, para a investigacao
de intervencdes terapéuticas, é necessario aproveitar o potencial de cada modelo (LI,
C.; EBRAHIMI; SCHLUESENER, 2013).

Como a doenca € progressiva, intervencdes farmacoldgicas podem ser
realizadas em diferentes fases da doenca: antes do inicio das alteracbes
fisiopatologicas; em uma fase intermediaria; ou ainda em uma fase avancada. A
escolha do melhor momento para a intervencédo depende de estudos aprofundados
sobre as caracteristicas do modelo e do potencial farmacol6gico proposto para cada
droga, e 0os modelos animais para DA séo de extrema importancia para elucidagédo
dos mecanismos patogénicos da doenca e ja trouxeram novas hipoteses que
permitem o desenvolvimento de terapias (BALES, 2012).

A hipoétese de que a cascata de AB € a principal suspeita de iniciar a patogénese
da DA direcionou a uma série de estudos em processos fisioldgicos e patoldgicos que

participam da producédo, agregacao e depuragédo de AB (JIA; DENG; QING, 2014). A
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maioria dos farmacos para DA foi desenvolvida com base em pesquisas que implicam
as fibrilas de AB na neuropatologia da doencga, mas resultam apenas em melhorias
modestas e de curto prazo na funcéo cognitiva. Portanto, alvos adicionais precisam
ser investigados (FERNANDEZ; BRITTON; RAO, 2013).

Devido a importancia de receptores acoplados a proteina G nas respostas
celulares aos ligantes extracelulares, eles estdo entre os alvos farmacolégicos mais
bem-sucedidos. Estratégias de modulacdo alostérica desses receptores podem
oferecer vantagens no desenvolvimento de agentes terapéuticos, que incluem o
potencial de alcancar uma maior seletividade ao receptor, a modulacdo da atividade
de neurotransmissores enddgenos de uma maneira que mantem o0s sistemas de
regulacdo intrinseca de liberacdo de neurotransmissores e de sinalizacdo celular,
mantendo um estado fisiol6gico mais natural e reduzindo a chance de efeitos adversos
ou problemas associados a dessensibilizacdo do receptor. Adicionalmente, os
moduladores alostéricos tem o potencial de modular seletivamente a capacidade dos
agonistas para estabilizar conformacdes ativas especificas do receptor e, desse
modo, introduzir um viés de estimulo que induz efeitos em vias de sinalizacao
especificas do agonista enddégeno (CONN et al.,, 2014; GREGORY; NOETZEL,;
NISWENDER, 2013).

No contexto de modulares alostéricos, o CDPPB foi capaz de reverter déficits
de memodria em 2 momentos diferentes no modelo de injecdo, tanto iniciando o
tratamento no mesmo dia da injecdo da AB quanto uma semana depois,
demonstrando potencial, portanto, ndo apenas de impedir alteracbes, mas de
promover melhoras em um cérebro ja alterado. Dessa forma, decidimos avaliar seu
efeito nos animais T41 em uma fase em que ja ha intensa deposicdo de placas
amiloides nesses animais (ROCKENSTEIN et al, 2001), com alteracdes
fisiopatologicas e declinio cognitivo. Aos 14 meses, encontramos déficits de memoria,
diminuicdo de neurdnios e aumento de micréglia e astrocitos, importantes para a
caracterizacdo da patologia. Ao mesmo tempo, por ser um modelo transgénico apenas
para a APP, a progressdo pode ser mais lenta do que em modelos que também
apresentam outras mutacdes que induzem caracteristicas presentes na doenca (LI,
C. etal, 2013).

Ao comparar os resultados obtidos com o tratamento com CDPPB nos dois
modelos desse estudo, devemos levar em consideracdo que o modelo transgénico

mimetiza o acumulo de AB presente na DA em todo o encéfalo, e ndo apenas em uma
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regido especifica (ROCKENSTEIN et al., 2001). Dessa forma, uma terapia que possa
modificar o curso da doenca precisa de uma duracdo maior. O estudo por 28 dias foi
suficiente para deteccdo de algumas melhoras importantes em relacdo a viabilidade
celular e gliose, mas ndo para modificar completamente as caracteristicas
fisiopatoldgicas da doenga, inclusive ndo foi capaz de alterar a quantidade de AB no
hipocampo e no coértex pré-frontal e melhorar a cognigéo. Portanto, estudos em outros
modelos transgénicos da DA e com tempo de duracdo maior podem ser conduzidos
para permitir a avaliagcdo dos processos plasticos induzidos por CDPPB na DA. A
intervencao terapéutica em fases mais iniciais das altera¢des patolégicas, bem como
em fases mais tardias, permitiria a avaliacdo do efeito protetor, bem como do efeito

terapéutico mimetizando uma fase avancada da doenca.
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6 CONCLUSAO

Demonstramos que o CDPPB, um modulador alostérico positivo do mGIuR5,
previne os déficits de memdria induzidos por AB, mas nao em modelo transgénico da
DA. Essa prevengao apenas frente ao estimulo com AB pode ser dependente da
extensdo da lesdo e do tempo de tratamento, que, se prolongado, poderia trazer
efeitos benéficos também para o modelo transgénico. O mecanismo neuroprotetor da
droga parece estar associado a prevencao de morte neuronal, ao aumento dos niveis
de BDNF hipocampal e a prevencdo da microgliose e astrocitose. Como um
modulador alostérico, ele pode ser capaz de favorecer a ativacdo de vias protetoras
ao potencializar a atividade de mGIuR5. Além disso, a droga nao induz alteracdes
lipidicas e hepatotoxicidade nos testes realizados, o que é de extrema importancia
devido aos efeitos adversos observados para diferentes drogas utilizadas na clinica.
Dessa forma, o CDPPB demonstra potencial para o tratamento dos sintomas
associados a DA, sendo, entretanto, necessaria a continuidade do estudo dos seus
mecanismos de acédo e de seu papel benéfico em diferentes modelos, fases da doenca

e tempos de tratamento.
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