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RESUMO

EFEITO NEUROPROTETOR DO ACIDO CLOROGENICO E CAFEINA EM UM
MODELO ANIMAL DA DOENCA DE ALZHEIMER ESPORADICA INDUZIDA POR
ESTREPTOZOTOCINA

A Doenca de Alzheimer (DA) ¢ uma doenga neurodegenerativa progressiva caracterizada pela
formacdo de placas amiloides e de emaranhados neurofibrilares intracelulares em areas
corticais, levando a perda progressiva de memoria e comprometimentos cognitivos. A DA ¢ a
forma mais comum de deméncia. Inje¢des intracerebroventriculares de estreptozotocina (ICV-
STZ) tém sido utilizada como modelo experimental da DA esporadica (DAE) em roedores por
causar prejuizos na sinalizacdo cerebral da insulina, estresse oxidativo, neuroinflamacdo e
disfun¢des na neurogénese, e declinio cognitivo, que sdo caracteristicas da DAE. O Acido
Clorogénico (ACG) e Cafeina (CAF), principais compostos encontrados no café, possuem
propriedade como modulagdo do metabolismo da glicose, propriedades antioxidantes, anti-
inflamatorias ja descritas. O objetivo do presente trabalho foi estudar os efeitos do ACG e
CAF sobre déficits cognitivos, dano neuronal e neuroinflamagdo em camundongos
submetidos ao modelo experimental da DAE induzida por ICV-STZ. Camundongos Swiss
machos (25-35 g) receberam ICV-STZ (3 mg/kg, 1,5 pL) bilateralmente, no dia 1 e 3 do
experimento. O tratamento com o ACG (5 mg/kg, v.0.) e a CAF (15 mg/kg v.0.) ou veiculo
(4gua, v. 0.) foi realizado por 26 dias, iniciando 2 h ap6s o segundo procedimento de indugao.
Foi feita a medi¢ao da glicemia dos animais antes e apos a inducdo da DAE. Os resultados
demonstraram que ndo houve alteracdo significativa na glicemia. As ICV-STZ causaram
déficits na memoria aversiva, de reconhecimento e espacial. O tratamento com o ACG e a
CAF protegeu contra os déficits na memoria aversiva, de reconhecimento e espacial. A
atividade locomotora, memoria de trabalho e os parametros relacionados a ansiedade, nao
foram alterados. As ICV-STZ causaram um aumento das concentra¢des de nitrito/nitrato e
MDA. O tratamento com o0 ACG e a CAF protegeu contra o aumento das concentragdes de
nitrito/nitrato ¢ MDA no coértex e hipocampo. As ICV-STZ causaram diminuigdo de
neurdnios viaveis, deplecao de BDNF e astrogliose e microgliose no cortex e hipocampo. O
tratamento com o ACG e a CAF protegeu contra a diminuicdo de neurdnios viaveis e
deplecao de BDNF e preveniu a astrogliose e microgliose no cortex pré-frontal e hipocampo.
As andlises de docking molecular mostraram que o0 ACG e CAF interagem fortemente com os
alvos acetilcolinesterase (AChE) e receptores de insulina (IRS-1). Esses resultados sugerem
que a atividade neuroprotetora do ACG e da CAF estdo relacionados a atividade antioxidante,
anti-inflamatéria e de manutencdo na integridade neuronal, ressaltando seu potencial
terapéutico ou adjuvante para o tratamento da DAE.

Palavras chave: Memoria. Neuroprote¢do. Antioxidantes. Hipocampo. Cortex Pré-Frontal.



ABSTRACT

NEUROPROTECTIVE EFFECT OF CHLOROGENIC ACID AND CAFFEINE IN AN
ANIMAL MODEL OF SPORADIC ALZHEIMER'S DISEASE INDUCED BY
STREPTOZOTOCIN

Alzheimer's Disease (AD) is a progressive neurodegenerative disease characterized by the
formation of amyloid plaques and intracellular neurofibrillary tangles in cortical areas,
leading to progressive memory loss and cognitive impairments, and it is the most common
form of dementia. Intracerebroventricular injections of streptozotocin (ICV-STZ) have been
used as an experimental model of sporadic AD (SAD) in rodents due to their ability to impair
brain insulin signaling, induce oxidative stress, neuroinflammation, and dysfunctions in
neurogenesis, as well as cognitive decline, which are characteristic features of SAD.
Chlorogenic Acid (CGA) and Caffeine (CAF), the main compounds found in coffee, have
properties such as glucose metabolism modulation, antioxidant and anti-inflammatory effects,
which have already been described. The objective of this study was to investigate the effects
of CGA and CAF on cognitive deficits, neuronal damage, and neuroinflammation in mice
subjected to the experimental model of ICV-STZ-induced SAD. Male Swiss mice (25-35 g)
received bilateral ICV-STZ (3 mg/kg, 1.5 pl) on days 1 and 3 of the experiment. Treatment
with CGA (5 mg/kg, orally) and CAF (15 mg/kg, orally) or vehicle (water, orally) was
administered for 26 days, starting 2 hours after the second induction procedure. Blood glucose
levels of the animals were measured before and after the induction of SAD. The results
demonstrated that there were no significant alterations in blood glucose levels. ICV-STZ
caused deficits in aversive, recognition, and spatial memory. Treatment with CGA and CAF
protected against deficits in aversive, recognition, and spatial memory. Locomotor activity,
working memory, and anxiety-related parameters were not altered. ICV-STZ resulted in
increased concentrations of nitrite/nitrate and MDA. Treatment with CGA and CAF protected
against the increase in nitrite/nitrate and MDA concentrations in the cortex and hippocampus.
Treatment with CGA and CAF protected against increased concentrations of nitrite/nitrate and
MDA in the cortex and hippocampus. ICV-STZ caused a decrease in viable neurons, BDNF
depletion and astrogliosis and microgliosis in the cortex and hippocampus. Treatment with
CGA and CAF protected against decreased viable neurons and BDNF depletion and
prevented astrogliosis and microgliosis in the prefrontal cortex and hippocampus. Molecular
docking analyses showed that CGA and CAF strongly interact with the acetylcholinesterase
(AChE) and insulin receptors (IRS-1). These results suggest that the neuroprotective activity
of CGA and CAF is related to their antioxidant, anti-inflammatory, and neuronal integrity
maintenance properties, highlighting their therapeutic or adjuvant potential for the treatment
of SAD.

Keywords: Memory. Neuroprotection. Antioxidants. Hippocampus. Prefrontal Cortex.
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1 INTRODUCAO

1.1 A Descoberta da Doenca de Alzheimer

A Doenga de Alzheimer (DA) designada em 1910 por Emil Kraepelin (GOEDERT;
SPILLANTINI, 2006; HIPPIUS; NEUNDORFER, 2022), recebeu este nome em homenagem
ao psiquiatra alemao Alois Alzheimer que, em 3 de Novembro de 1906, apresentou-a pela
primeira vez na 37* reunido da Sociedade de Psiquiatras Alemaes do Sudeste, em Tiibingen,
os resultados de suas analises morfologicas e histopatoldgicas da autopsia cerebral do caso da
sua paciente Auguste Deter, uma mulher saudavel que, aos 50 anos, foi acometida de uma
doenca mental incomum, desenvolvendo um quadro de perda progressiva de memoria e
alteragdes de comportamento, sendo institucionalizada no Hospital Psiquiatrico de
Comunidade de Frankfurt am Main (FERRI et al., 2017; GOEDERT; SPILLANTINI, 2006;
HIPPIUS; NEUNDORFER, 2022). Apéds o 6bito de sua paciente, aos 55 anos, ele notou que o
seu tecido encefalico exibia uma consideravel reducao de células e descreveu as mudancas
histologicas distintivas da condi¢do: placas senis e emaranhados neurofibrilares (ENF) que se
transformaram nos marcadores patologicos da DA (ALZHEIMER'S ASSOCIATION, 2010).

Recebendo pouca atengdo inicialmente, as descobertas de Alois Alzheimer somente
foram amplamente reconhecidas apds sua inclusdo no famoso livro Psychiatrie, de Kraepelin,
publicado em 1910, introduzindo o termo diagnéstico da DA (HIPPIUS; NEUNDORFER,
2022).

1.1.1. Defini¢ao da Doencga

O termo “Doenca de Alzheimer”, como definido pela Associacdo de Alzheimer do
Instituto Nacional do Envelhecimento dos EUA (NIA-AA), se refere a uma sindrome de
distarbios neuropatoldgicos, que ndo deve ser definido por sintomas clinicos, € sim por
biomarcadores, em pacientes vivos, ou por examinagdo pos-morte (JACK et al., 2018).
Devido a baixa confiabilidade de diagnosticos clinicos baseados no fendtipo de deméncia
amnésica multidominio, foi historicamente utilizado o termo “Sindrome Clinica de
Alzheimer”, que ¢ recomendado para diagndsticos baseados em sintomas clinicos (JACK et
al.,2018; DEB et al., 2017).

Anormalidades de biomarcadores de deposicao do peptideo B Amiloide (AB) sdo os

primeiros a serem encontrados durante a patogénese de DA, e, juntamente com o0s
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biomarcadores que indicam a presenca de depositos de filamentos pareados helicoidais de
Tau, sdo necessarios para satisfazer os critérios neuropatologicos de DA, e, portanto, devem
ocorrer para o diagnostico de DA. Caso os biomarcadores evidenciem somente a presenca de
deposicao de AP, o termo “Alteracdo Patolégica de Alzheimer” ¢ indicado (JACK et al.,
2018).

1. 1. 2 Epidemiologia

A DA ¢ uma doengca neurodegenerativa progressiva cronica relacionada ao
envelhecimento, que resulta em neurodegeneracdo. Ela se manifesta por meio da perda
gradual de memoria e déficits cognitivos progressivos, impactando significativamente as
habilidades necessarias para as atividades cotidianas (VILLEMAGNE et al., 2017; QIU et al.,
2022). Entre os idosos, ¢ a forma mais comum de deméncia, constituindo aproximadamente
60 a 70% de todos os casos (SRIVASTAVA et al., 2021; NICHOLS et al., 2022).

O aumento da longevidade da populagdo global tem ocasionado um efeito substancial
na saide humana, conduzindo ao crescimento da quantidade de pessoas que atingem a faixa
etaria em que as doencas neurodegenerativas se tornam frequentes (SELKOE, 2001; PAL;
TYLER, 2016; QIU et al., 2022). De acordo com a Alzheimer’s Disease International (AD]),
estima-se que mais de 48,6 milhdes de pessoas sdo afetadas pela DA no mundo e esse nimero
ird dobrar em 20 anos, com registro de 9,9 milhdes de novos casos de deméncia a cada ano
(ADI, 2015; LANGA et al., 2017; LAO, 2022). Com o aumento da populacdo idosa, em
quase todos os paises, estima-se que esse nimero aumente para 78 milhdes em 2030 e 139
milhdes em 2050 (NICHOLS et al., 2022; LAO, 2022; OMS, 2021). As limitagdes nas
capacidades cognitivas, abrangendo a memoria, sdo as constatagdes mais frequentes ao longo
do processo de envelhecimento e quando combinadas com outras disfungdes cognitivas,
podem indicar um quadro de deméncia (SHIVARAMA SHETTY; SAJIKUMAR, 2017).

Segundo a Associacdo Brasileira de Alzheimer (2020), no Brasil estima-se uma
prevaléncia de 1,5 milhdes de pessoas com diagnostico de deméncia. César-Freitas e
colaboradores (2022) realizaram um estudo populacional no municipio de Tremembé¢, em Sao
Paulo, ao analisar 20% da popula¢do com mais de 60 anos e foi observado que a taxa de
incidéncia de deméncia foi de 26,1 por 1.000 pessoas. Em andlise mais detalhada, realizada
dentro de grupos etarios separados, demonstrou-se que esse Trisco aumentou
exponencialmente, sendo de 8,3/1.000 pessoas, em individuos de 60 a 64 anos, chegando a

110,2/1.000 pessoas na faixa etaria dos 80 anos.
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Outros estudos mostraram que as mulheres correspondiam a 65% dos casos de DA no
Brasil (SCHELTENS et al., 2021; ARAUJO, 2023). Nesse estudo, também foi observado que
a faixa etdria que apresentou maior quantidade de admissdes hospitalares foi entre 80 anos ou
mais, seguida por 70 a 79 anos, 60 a 69 anos, 50 a 59 anos ¢ 40 a 49 anos. A faixa etaria de 70
a 79 anos e de 80 anos ou mais representaram juntas 87,2% dos casos de DA no periodo entre
2013 e 2022 no Brasil (ARAUJO, 2023). Essas evidéncias epidemioldgicas sugerem que a
prevaléncia da DA esta diretamente relacionada ao envelhecimento da populagdo, e que seu
crescimento ocorre exponencialmente com o aumento da idade.

Conforme dados do Instituto de Pesquisa Econdmica Aplicada (IPEA) nos cendrios
IBGE/IPEA (2018), os mais jovens representardo, em 2100, aproximadamente 9% da
populagdo, enquanto os idosos, cerca de 40%. Como resultado, provavelmente havera mais
pessoas vivendo com deméncia no futuro, e as politicas de saude publica precisarao ser
fortalecidas para atender as necessidades desse grupo (NICHOLS et al., 2022).

De acordo com as informagdes epidemioldgicas, a deméncia ¢ amplamente
reconhecida como um desafio médico, social e econdmico de grande magnitude tanto em
nacoes desenvolvidas quanto em paises em desenvolvimento (BREITNER et al, 2009;
ZILKENS et al., 2009). Além disso, a OMS (2021) estima que o custo social da deméncia no
mundo em 2019 foi de cerca de US$ 1,3 trilhdo, e espera-se que continue crescendo em
conjunto com o nimero de individuos que vivem com deméncia. Prevé-se que até o final do
ano de 2030, os custos serdo superiores a US$ 2,8 trilhdes (ADI, 2022). Essa elevagdo da
ocorréncia de deméncia ndo esta restrita apenas aos paises de alta capacidade econdmica; na
realidade, a maioria das pessoas afetadas pela deméncia reside em nagdes de renda média ou
baixa, onde o enfrentamento dos desafios advindos do envelhecimento populacional se tornou
uma questdo social e economica (FERRI; JACOB, 2017).

Os impactos da DA no individuo sdo severos, reduzindo a expectativa de vida de
pacientes e constituindo um dos principais motivos de deficiéncias fisicas,
institucionalizagdes e qualidade de vida impactada em idosos (QIU et al, 2022). A
expectativa de vida de pacientes com DA apos seu diagnostico era de 5 a 8 anos (FORSTL;
KURZ, 1999) e tem aumentado para 9 anos, em média, em pacientes diagnosticados aos 65
anos (CASTRO et al., 2010). O cuidado requerido por pacientes de deméncias impoe

consideraveis fardos psicoldgicos, praticos e econdmicos aos familiares (FERRI ef al., 2005).
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1. 1. 3 Classificagdo

A DA ¢ uma doenca multifacetada e com maultiplas possiveis etiologias (QIU et al.,
2022). A DA pode se apresentar de duas maneiras, a Doenga de Alzheimer Familiar (DAF), e
a Doenca de Alzheimer Esporadica (DAE). A DAF possui inicio precoce, ocorre geralmente
antes dos 65 anos, e estd relacionada com mutagdes em diversos genes, tais como o gene
codificador da proteina precursora amiloide (APP), da presenilina 1 (PS1) e presenilina 2
(PS2) (SHU; CHECLER, 2002; FRIDMAN et al., 2004; PHILIPSON et al., 2010; XIE et al.,
2013; SHEPPARD; COLEMAN, 2020). Sua progressao ¢ mais acelerada e ¢ caracterizada
pela perda de memoria, mudancas comportamentais, déficits de julgamento e de fluéncia
verbal, tendo um grande impacto no ambiente familiar (HEGER, 2014).

A DAE, que ¢ responsavel por aproximadamente 95% dos casos de DA (MISHRA et
al., 2018; GAO et al., 2021), ¢ a principal causa de deméncia em todo o mundo, onde o maior
fator de risco € o envelhecimento, no qual sintomas ocorrem a partir dos 65 anos de idade ¢
ndo estdo relacionados as mutagdes observadas na DAF, mas ha indicios de relagdo com
proteina apolipoproteina E (ApoE), sendo um possivel fator de risco (XIE et al., 2013;
BEKRIS et al., 2010; REITZ et al., 2011; SHEPPARD; COLEMAN, 2020).

A clinicopatologia dos tipos de DA também difere, com sinais e sintomas atipicos
mais frequentes na DA familiar do que na esporadica (SHINOHARA et al., 2014; GAO et al.,
2021). Caracteristicas fisiopatologicas também diferem: DAE apresenta acumulacdo
desproporcionada de AP em areas corticais quando comparada a DAF, que por sua vez possui

maior acumulacao em areas subcorticais (SHINOHARA et al., 2014).

1. 1. 4 Progressdo e Sintomas da DA

Em relagdo a sua progressdo, a DA ¢ caracterizada por um declinio cronico e
progressivo de habilidades cognitivas e neurocomportamentais, principalmente em relacao a
memoria, ¢ primeiro detectado apds um longo periodo assintomatico, que acredita ser de 20 a
30 anos (GOEDERT; SPILLANTINI, 2006; SALKOVIC-PETRISIC et al., 2013; WIRZ et
al., 2014; GAO et al., 2021). Os sintomas da DA resultam de multiplos fatores etioldgicos,
incluindo fatores ambientais, genéticos € metabolicos, dentre esses, a redugao do metabolismo
de glicose e utilizacdo de energia, observados nos estdgios iniciais da doenca (CHEN et al,,
2013). A memoria, raciocinio, orientacdo, compreensdo, capacidade de aprendizagem,

linguagem e julgamento sdo todos afetados. Além de mudangas no humor, controle
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emocional, comportamento ou motivacdo sido frequentemente associados e ocasionalmente
precedem o comprometimento cognitivo (WHO, 2021; CHEN et al., 2013).

A fase clinica inicial ¢ comumente denominada Comprometimento Cognitivo Leve
Amnésico (CCLA) (GOEDERT; SPILLANTINI, 2006; WIRZ et al., 2014). Alteragdes
comportamentais ndo cognitivas, como isolamento social e disforia depressiva, podem ocorrer
anos antes do diagnostico da doenga (JACK et al., 2018).

Durante os primeiros estagios, a DA ¢ predominantemente marcada pela deterioragao
gradual da funcdo cognitiva, levando a um progressivo declinio da memoria que se manifesta
como dificuldade de aprendizado e evocagdao de informagdes recentemente adquiridas
(VILLEMAGNE et al, 2017). Esse sintoma se desenvolve de forma sutil e avanga
gradualmente ao longo do tempo (MCKHANN ef al., 2002). H4 uma deterioracdo em outras
fungdes, como a capacidade de concentragdo, dificuldades na comunicagdo verbal e nas
habilidades motoras, bem como a manifestacao de sintomas depressivos ou outras alteracdes
neurocomportamentais, como mudancas nos padrdes de sono. Tais mudancas afetam o
desempenho em atividades ocupacionais e sociais (KAR et al, 2004; REITZ et al., 2011;
JACK et al.,2018; GAO et al., 2021) (Figura 1).

Com o progresso da doenga, os distirbios da memoria, dificuldades linguisticas, e
deficiéncias cognitivas se tornam mais severas, os quais incluem dificuldades de
identificacdo, fluéncia, compreensdo e associacao das palavras, podendo levar a afasia, bem
como acgdes do dia-a-dia que sdo sequéncias ideomotoras de acdes (capacidade de realizar um
movimento ou gesto simples de maneira intencionada) se tornam progressivamente mais
desorganizadas, até o individuo ndo conseguir mais realiza-las (FORSTL; KURZ, 1999;
JACK et al., 2018) (Figura 1).

A desorientacdo espacial se torna mais agravada, levando a uma desorganiza¢do no
controle motor (apraxia), ndo reconhecimento de objetos e/ou familiares (agnosia visual
cortical), alucinagdes visuais se tornam presentes (JACK et al., 2018). Falta de consciéncia da
propria doencga (anosognosia) e forte inquietacdo se tornam presentes. Além disso, ha a perda
de controle emocional, que pode vir em conjunto com maior agressividade fisica ou verbal

(FORSTL; KURZ, 1999; HELMES; OSTBYE, 2002; FAIYAZ et al., 2021) (Figura 1).
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Figura 1 - Principais sinais, sintomas e estagios caracteristicos da DA
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Fonte: (Adaptado de FAIYAZ et al, 2021).

Na imagem (A), na DA leve, observa-se atrofia moderada dos lobos temporal, frontal e hipocampal,
bem como aumento dos ventriculos laterais, quando comparados a um cérebro saudavel. Durante a DA
grave, ha atrofia cortical e hipocampal significativa, juntamente com aumento drastico dos ventriculos
laterais. Na imagem (B) sintomas tipicos associados aos estagios da doencga (inicial, intermediario e
tardio).

A deterioragdo da memoria dificulta a conexdao das pessoas com DA em seus
relacionamentos afetivos, sociais e familiares (LOPEZ et al., 2019). Com a incapacidade de
recordar eventos, lugares e individuos, € possivel observar que a esséncia da pessoa afetada
pela DA ¢ gradualmente diminuida, tornando-se incapaz de se engajar em relacionamentos,
cuidar de si mesma, planejar sua qualidade de vida e, simultaneamente, perdendo sua lucidez,
autonomia e coesao (KAR et al., 2004).

Sinais como a deterioragdo gradual das capacidades cognitivas e emocionais,
alteracdes comportamentais, prejuizos no julgamento e na fluéncia verbal, aumentam em
frequéncia e intensidade a medida que a doenga progride, exercendo um impacto significativo
no ambiente familiar devido a exigéncia de cuidados constantes ao paciente (CITRON, 2002;
RODRIGUEZ et al, 2003; BLESA, 2004). A capacidade comunicativa ¢ quase
completamente perdida, e individuos se tornam limitados a frases simples ou mesmo somente
palavras (FORSTL; KURZ, 1999).

A maioria dos pacientes ainda possuem receptividade emocional, e sinais de apatia e

exaustdo sdo comuns, enquanto inquietacdo e agressividade podem ser causadas por dor ou
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pelas consequéncias de um ciclo circadiano desregulado (FORSTL; KURZ, 1999; GAO et al.,
2021). Os pacientes podem precisar de ajuda para efetuar mesmo as fungdes motoras mais
basicas, como mastigacdo; incontinéncia dupla ¢ comum (CEREJEIRA et al., 2012).
Pneumonia seguida por infarto no miocardio e septicemia sdo as principais causas de morte
em pacientes com DA (FORSTL; KURZ, 1999; GAO et al., 2021).

Além disso, a DA pode apresentar sintomas comportamentais e psicoldgicos, tais
como agita¢cdo, comportamento motor anormal, ansiedade, depressao e alucinagdes. Estima-se
que cerca de 90% dos individuos com deméncia vivenciam esses sintomas, os quais tém um
impacto significativo na qualidade de vida tanto dos pacientes com DA quanto de seus

cuidadores (CEREJEIRA et al., 2012).

1. 1. 5 Fatores de Risco

Dentre os principais fatores de risco correlacionados com a ocorréncia da DA,
encontram-se a idade e a predisposicdo genética (ZHAGN; LI, 2014; SHEPPARD;
COLEMAN, 2020). Também foram identificados como elementos correlacionados a DA a
presenca de hiperlipidemia, hipertensao, indicadores vasculares e metabdlicos, bem como o
habito de fumar tabaco (BIESSELS; KAPPELLE, 2005; SHEPPARD; COLEMAN, 2020). E
essencial destacar que o manejo desses elementos de risco vascular ou a sua diminui¢dao por
meio de alteracdes no estilo de vida, pode diminuir a probabilidade de desenvolver DA
(LIVINGSTON et al., 2017; SETO et al., 2021; BARANOWSKI et al., 2020).

Diversas pesquisas epidemioldgicas tém apresentado provas concretas de que o
Diabetes Mellitus (DM) tipo 2 ¢ um importante fator de risco para o desenvolvimento da DA
(SATO et al., 2011; TAKEDA et al., 2011; OHARA et al., 2011) e evidéncias indicam que a
resisténcia a insulina tem sido reconhecida como desempenhando um papel significativo na
fisiopatologia da DAE (BOSCO et al., 2011; BARANOWSKI et al., 2020; SEDZIKOWSKA;
SZABLEWSKI, 2021).

Entre os elementos que oferecem protecdo, incluem-se a adesdo a dieta mediterranea, a
pratica de atividade fisica regular, niveis mais elevados de escolaridade, o consumo adequado
de acido folico, ja que a sua deficiéncia esta envolvida ao dano do envelhecimento acelerado
do cérebro, e a moderagao no consumo de alcool (MARTHA et al., 2011; ZHANG et al.,
2021). Essa interagdo entre esses fatores protetores € a DA ocorre por mecanismos
moleculares ainda desconhecidos (SCARMEAS et al., 2009; DAVIGLUS et al., 2011;
ZEISEL et al., 2020).
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1. 1. 6 Fisiopatologia

A patologia da DA constitui um quadro complexo envolvendo a combinagdo de
fatores genéticos, moleculares e ambientais (LIVINGSTON et al, 2017, ZEISEL et al.,
2020). A neurodegeneragdo ocorre em multiplas regides do cérebro, predominantemente no
hipocampo, cortex, amigdala, neocortex, varias areas subcorticais, rafe dorsal e locus
ceruleus, levando a uma perda progressiva de neuronios e sinapses (Figura 2) (KAR et al.,
2004; DETURE; DICKSON, 2019; LIVINGSTON et al., 2017; JACK et al., 2018; GAO et
al., 2021).

Figura 2- Alteragdes do cérebro na Doenca de Alzheimer
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Fonte: (adaptado de JIN, 2015).

Do ponto de vista histopatolégico, a DA ¢ caracterizada por um consideravel declinio
de neurdnios, juntamente com a presen¢a de estruturas conhecidas como placas neuriticas
(PN) ou senis, que consistem no actimulo extracelular do peptideo AP. Além disso, sdo
observados emaranhados neurofibrilares intracelulares (ENFs) no cérebro, bem como niveis
aumentados de AP, principalmente AP 40 e AP 42 (Figura 2) (DAVIGLUS et al., 2011;
SELKOE; HARDY, 2016; WIRZ et al., 2014; JACK et al., 2018; SHEPPARD; COLEMAN,
2020).
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Os ENFs surgem devido a degeneragdo do citoesqueleto dos neurdnios, resultado da
hiperfosforilacao e deposicdo anormal da proteina Tau, que normalmente esta associada aos
microtubulos, e consequente perda neuronal progressiva, levando a diminui¢do da massa
encefalica (ALLARD et al., 2012; IQBAL et al., 2016; CALIGNON et al., 2012; JACK et
al.,2018; KNOPMAN et al., 2021).

As PNs sdo acumulagdes extracelulares constituidas de estruturas amiloides, peptideo
AP, que sdo filamentos proteicos de aproximadamente 10 nm de diametro com uma estrutura
cross-f (estrutura em zigue-zague, em que os aminoacidos de um segmento estdo presos por
pontes de hidrogénio) e ENFs possuem estrutura de hélice pareada, e ocorrem nos corpos
celulares de nervos, em neuritos de neuropilos (tecido entre os corpos celulares de neuronios)
e na periferia de PNs (GOEDERT; SPILLANTINI, 2006; JACK et al., 2018; BERLANGA-
ACOSTA et al., 2020).

O peptideo A constitui um grupo de peptideos que possuem de 37 a 49 aminoacidos,
sendo os de 40 e 42 residuos os principais. Dentre eles, a forma de 42 residuos ¢ a mais
amiloidogénica (GOEDERT; SPILLANTINI, 2006; CHEN et al., 2017). O peptideo AB
provém da clivagem proteolitica da Proteina Precursora de Amiloide (APP), que estd mapeada
no cromossomo 21 (CHEN et al., 2017). AP soluvel ¢ altamente neurotoxico, e precede a
formagdo de PNs (WIRTZ et al., 2013; GODYN et al., 2016; BERLANGA-ACOSTA et al,,
2020).

A proteina Tau possui seis isoformas e participa da formagdo e estabilizacdo de
microtubulos (GOEDERT; SPILLANTINI, 2006). Suas isoformas siao produzidas a partir do
mesmo gene por splicing alternativo de mRNA e sdo igualmente divididas em dois grupos
baseado na presenca de trés ou quatro repeti¢des de ligantes a microtiubulos (SHEPPARD;
COLEMAN, 2020).

Os ENFs e PNs aparentam formar-se independentemente, com os ENFs formando-se
primeiramente na regido transentorrinal e posteriormente no hipocampo, amigdala, e entdo
nas areas neocorticais (GOEDERT; SPILLANTINI, 2006; WIRZ et al., 2013). A formacao de
PNs comeca no neocoOrtex, nas areas cerebrais associadas a cogni¢do, aumentando sua
distribui¢do para outras areas corticais com progressdo da doenga e aparenta exacerbar a
formacdo de ENFs (SCHACHTER; DAVIS, 2000; FRISONI et al., 2022). Além disso, a
distribui¢do regional de ENFs possui melhor correlagdo com a severidade de DA do que os
acumulos de Ap (GOEDERT; SPILLANTINI, 2006; SHAKIR; DUGGER, 2022).

Pesquisas tém evidenciado que a neurotoxicidade ndo é causada pelas placas de
peptideo AP encontradas no ambiente extracelular, mas sim pelas formas oligoméricas
fibrilares intracelulares do AP, que se formam ao longo do desenvolvimento da doenca
(GILBERT, 2013; FRISONI et al., 2022). A formacdo de aglomerados intracelulares dos
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oligdbmeros do peptideo AP leva a disfuncgdo sinaptica e lesdo neuronal em regides corticais
cerebrais fundamentais para a memoria e outras fungdes cognitivas (VILLEMAGNE et al.,
2017). Acredita-se que essas alteragdes desempenhem um papel significativo na progressiva
neurodegeneracao relacionada a DA (SPIRES; JONES; HYMAN, 2014). Além disso, estudos
genéticos demonstram que mutagdes nas presenilinas 1 e 2 (PS1 e PS2) e na APP, localizadas
nos cromossomos 14, 1 e 21, respectivamente, estdo associadas a forma familiar da Doenga de
Alzheimer ou a sua manifestacdo precoce (PUGLIELLI; TANZI;, KOVACS, 2003;
SHEPPARD; COLEMAN, 2020).

A deposicdo de AP ¢é caracteristica para DA, mas a acumulacdo de proteina TAU
hiperfosforilada também ¢é observado em outras doencas neurodegenerativas, conhecidas
como Tauopatias, as quais englobam a Doenca de Pick, degeneragdo corticobasal, paralisia
supranuclear progressiva, além disso, mutacdes no gene de tau causam deméncia
frontotemporal herdavel e parkinsonismo ligado ao cromossomo 17 (GIBBONS et al., 2018;

GOEDERT; SPILLANTINI, 2006; DETURE; DICKSON, 2019).

Relacionado a essas caracteristicas morfoldgicas especificas, ocorrem uma série de
processos que resultam em disfungdo neuronal, especialmente nos neurdnios colinérgicos,
presentes em regides relacionadas a cognicdo e a formagdo de memorias, como o cortex pré-
frontal e o hipocampo, juntamente com suas regides associadas. Esses eventos levam a atrofia
dessas areas devido a morte neuronal e ao declinio cognitivo (GENG; LUO, 2014; DETURE;
DICKSON, 2019). Os neurdnios remanescentes passam por extensivas mudancas
morfologicas, entre elas distrofia neuritica, remodelacdo das arvores axdnicas e da densidade
dos espinhos dendriticos (SPIRES; HYMAN, 2005; GOVINDARAJU, 2022).

Outras caracteristicas da DA incluem perda celular, neuroinflamag¢do e ativagdo
elevada de vias e genes apoptdticos, disturbios no metabolismo energético, atividade
colinérgica reduzida, e estresse oxidativo cronico (STEEN et al., 2005; SAPCANIN et al.,
2008; WIRZ et al., 2014; GOVINDARAIJU, 2022). Hipometabolismo de glicose e disturbios
na sinalizagdo de insulina sdo caracteristicas de cérebros com DA, sendo o primeiro um dos
sinais mais iniciais da doenca, podendo ser detectado até trés décadas antes do aparecimento
de sintomas clinicos de DA familial (WIRZ et al., 2014; GRIEB, 2016; SHAKIR; DUGGER,
2022). Significativamente, o decréscimo do consumo de glicose no cérebro com DA ¢ muito
maior do que a redugdo de consumo de oxigénio, um padrdo de desproporcionalidade
encontrado em todas as areas do cérebro (GRIEB, 2016; KOCH; SPAMPINATO, 2022).

Assim, as alteragdes descritas promovem um cenario de desequilibrio neuroquimico,
caracterizado por evidéncias de neurodegeneracdo, neuroinflamagdo, estresse oxidativo,

aumento da sinalizagdo pro-apoptotica, déficit na funcdo colinérgica, disfun¢do mitocondrial,
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comprometimento da transmissdo sindptica e desequilibrio entre diversos neurotransmissores
(DETURE; DICKSON, 2019; PRASANNA ef al.,, 2021). Essas alteragdes afetam a
conectividade dos circuitos relacionados a memoria e cognicao, sendo responsaveis pelos
sintomas observados na DA (TERRY et al., 1991; GRIEB, 2016; JACK et al., 2018; KOCH;
SPAMPINATO, 2022).

1. 2 Estresse Oxidativo na DA

O estresse oxidativo ocorre quando a geragdo de agentes oxidantes excede a
capacidade dos sistemas antioxidantes, resultando em um desequilibrio entre a producao de
radicais livres e a capacidade de defesa celular contra esses agentes (HALLIWELL, 2006b,
2007). Um aumento significativo das espécies reativas de oxigénio (EROs) pode resultar em
danos aos lipidios, proteinas e ao acido desoxirribonucleico (DNA), levando a necrose ou a
apoptose (KUSHNAREVA; NEWMEYER, 2010; RUMMEL; BUTTERFIELD, 2022).

De modo geral, o cérebro e os tecidos neurais sdo mais suscetiveis aos danos
oxidativos devido a elementos como o elevado influxo de calcio nas células nervosas, a
presenca de neurotransmissores excitatorios, especialmente o glutamato, além da elevada taxa
de consumo de oxigénio molecular (O2) pelos tecidos neurais e a baixa concentragdo de
antioxidantes (REDDY et al., 2020).

E conhecido que ocorre disfuncio das mitocondrias, durante o processo de
envelhecimento, o que resulta na producao de EROs. Além disso, sdo observadas deficiéncias
bioenergéticas, mutagdes no DNA mitocondrial, mutacdes genéticas no DNA nuclear e
ativacdo de mecanismos pro-apoptoticos (DAIBER et al., 2015, WU et al., 2015; RUMMEL,;
BUTTERFIELD, 2022). Ademais, hd amplas evidéncias que indicam que as mitocondrias
desempenham um papel fundamental em doengas neurodegenerativas, devido a sua influéncia
na regulacdo do processo de morte celular (MICHAEL et al., 2006; ABORODE et al., 2022).
De fato, diversos estudos comprovaram o papel crucial da fun¢do mitocondrial como um fator
essencial na origem da DA, por meio da geragao de EROs (ZHAO; ZHAO, 2013; ABORODE
et al., 2022). Ademais, diversos estudos tém revelado o incremento da oxidacao de lipidios
cerebrais e do estresse nitrosativo no cérebro e no plasma de individuos diagnosticados com
DA (SULTANA et al., 2013; BAl et al., 2022).

Pesquisas tém revelado que o estresse oxidativo e a atividade nitrosativa (NO)
exercem um papel prejudicial na origem da DA, resultando em danos a componentes celulares
como 4cidos nucleicos, lipidios e proteinas (BUTTERFIELD et al, 2010; REDDY et al,

2020). A atividade nitrosativa surge devido ao actimulo de macromoléculas
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oxidadas/danificadas que ndo sao eficientemente removidas e renovadas. Para contrabalangar
a citotoxicidade das ERO's, as células possuem uma variedade de mecanismos de defesa
antioxidante, que incluem enzimas protetoras como catalase, superoxido dismutase (SOD),
glutationa e glutationa peroxidase (GPx), bem como substancias que capturam radicais livres,
como o ascorbato ¢ a vitamina E (HOWES; HOUGHTON, 2012; LOIZZO et al., 2009;
RUMMEL; BUTTERFIELD, 2022).

Uma reducdo ou a perda de fungdo das enzimas antioxidantes, por diminui¢do da
atividade especifica, foi relatada na DA (KIM et al., 2006; BAI et al., 2022). O aumento de
estudos clinicos e experimentais indica que o estresse oxidativo pode ter um papel
significativo na deterioracdo dos neurdnios em doencas como a DA, esclerose lateral
amiotrofica, doenca de Parkinson e doenga de Huntington. Além disso, tratamentos
antioxidantes t€ém demonstrado potencial beneficio no contexto das doengas
neurodegenerativas (ALIEV et al., 2013; ZHAO; ZHAO, 2013; DEWANIJEE et al., 2022).

O estresse oxidativo na DA ¢ evidenciado pela ocorréncia de proteinas oxidadas,
produtos de glicosilagdo avangada, peroxidacao lipidica e formagao de espécies toxicas, como
perodxidos, alcoois, aldeidos, carbonilas e cetonas. Além disso, também ocorrem modificagdes
oxidativas no DNA nuclear e mitocondrial (GELLA et al., 2009; DU et al., 2022).

Na mitocondria, o AP reduz o potencial de membrana mitocondrial, inibe a cadeia
transportadora de elétrons, diminui a taxa respiratoria e induz a liberacao de espécies reativas,
favorecendo a ocorréncia de apoptose (ALIEV et al., 2013; RUMMEL; BUTTERFIELD,
2022; DU et al., 2022), que pode ser observado na Figura 3. O AP pode também causar
neurotoxicidade por meio da produgdo direta destas espécies reativas, através da interacao
com Cu®*, Fe*" e Zn*" (FINEFROCK et al., 2003; ALIEV et al., 2011; BAI et al., 2022).
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Figura 3 - Disfun¢@o mitocondrial na DA.
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A presenca de AP estd intimamente ligada ao dano oxidativo nas membranas lipidicas,
resultando em alteracdes que tornam as membranas mais hidrofilicas. Isso acarreta em
modificagdes na fungdo de transportadores, enzimas e receptores celulares localizados nessas
membranas (XIE et al., 2013; DU et al., 2022). Em pacientes com DA, observou-se um
aumento na produgdo 4-hidroxi-2-trans-nonenal (4HNE), um dos principais produtos da
oxidagdo lipidica, ocasionando modificagdes oxidativas do transportador de glutamato GLT1
e, assim, contribuindo para a neurodegeneracdo. Além disso, sabe-se que o 4HNE se liga as
proteinas glutationa-S-transferase e proteina 1, ocasionando reducdo da atividade das mesmas
(PEREZ; ARANCIBIA, 2007).

Estresse oxidativo e formagdo de radicais livres elevados precedem a formacdo de
PNs, porém o dano oxidativo ¢ maior durante as primeiras fases de DA e diminui durante a
sua progressdo, sugerindo que a doenga ¢ associada com alteragdes compensatdrias, como
aumento de isoprostanos (um dos marcadores da peroxidagdo lipidica), que sdo
correlacionados aos niveis de AP e Tau no Fluido Cérebro Espinhal (CSF) (WIRZ et al.,
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2014; DU et al., 2022). Outros estudos, porém, ndo indicam niveis de estresse oxidativos
maiores em fases iniciais de DA, e sugerem que AP indiretamente aumenta a producao de
radicais livres ao causar danos a mitocondria e diretamente ao alterar a atividade
oxidorreduotora de varios metais, cujos distirbios sao também associados a doenca (WIRZ et
al.,2014; DU et al., 2022; DEWANIEE et al., 2022).

O desequilibrio oxidativo tem sido associado ao avango da DA, resultando na gradual
perda de subpopulacdes de neurdnios especificos e correlacionando-se com a formagao de
agregados de proteinas. Esses eventos contribuem para a patogénese da doenca (XIE et al.,
2013). Pesquisas anteriores revelaram que, por meio da atividade das EROs, ocorreu uma
modificagdo na estrutura dos lipidios da membrana, contribuindo para a formacao de
emaranhados neurofibrilares (ENF) em cérebros de individuos com DA (ANSARI; SCHEFF,
2010; CHAUHAN; CHAUHAN, 2006; XIE et al., 2013; DEWANIJEE et al., 2022).

1. 3 Inflamac¢ao na DA

A neuroinflamag¢do ¢ uma marca patoldgica da DA e precede a formacao de placas e
emaranhados durante a progressdo da DA (ZILKA et al., 2006; KAMAT et al., 2012). Existe
uma estreita associagdo de neuroinflamagdo com a patogénese da DA que envolve a ativagao
de células gliais em doengas neurodegenerativas como a DA (MRAK; GRIFFIN, 2001;
IFUKU et al., 2012; HAN et al., 2020). No entanto, essas fun¢des gliais anormais as vezes
podem resultar em um ciclo neuroinflamatdrio mais grave e cronico que, na verdade, promove
doencas neurodegenerativas (HAN ef al, 2020; SINYOR et al, 2020). Componentes
inflamatérios relacionados a neuroinflamacdo da DA incluem células cerebrais, como
micréglia e astrocitos (AKIYAMA et al., 2000).

Células da glia fazem parte do Sistema Nervoso e dentre suas diversas funcdes
destacam-se o auxilio no suporte e as acdes no funcionamento do sistema nervoso central
(HUANG et al., 2015). A micréglia, por exemplo, ¢ a célula glial que desempenha o papel
imunomodulador no SNC, sao efetoras e reguladoras ativas da homeostase no SNC (HUANG
et al., 2015; XIE et al., 2022). As células da microglia examinam constantemente o ambiente
circundante e, como células imunes residentes primarias no SNC, respondem a presenca de
patogenos, estresse ou lesao (KETTENMANN et al., 2011; ONYANGO et al., 2021). Assim,
o chamado fendtipo de repouso também deve refletir um estado ativo e deve ser substituido

pelo estado de vigilancia (HANISCH; KETTENMANN, 2007; HAN et al., 2020).



35

O papel crucial das células micrégliais no SNC ndo lesado tornou-se mais evidente
nos ultimos anos, e essas células ndo apenas estdo envolvidas na resposta patologica imune,
mas sdo essenciais durante o desenvolvimento do SNC, participando de processos cruciais,
como na poda sindptica (SCHAFER; STEVENS, 2013; HON et al, 2016) e plasticidade
sinaptica (WU et al., 2015; PAASILA et al., 2022).

Os astrocitos sdo as células gliais encontradas em maior quantidade no SNC, tendo
importancia no suporte tréfico, metabodlico e estrutural dos neuronios (RIZOR et al., 2019). A
interacdo entre os astrocitos € os neurdnios em situagdes fisiologicas ¢ conhecida de longa
data (HAN et al, 2020). Quando ocorre alguma lesdo no SNC, os astrdcitos tornam-se
reativos, estado no qual a célula deflagra mecanismos de neuroprotecao (RIZOR et al., 2019).
A reatividade dos astrocitos € uma caracteristica patologica de vérias doencgas
neurodegenerativas, devido a expressdo excessiva de citocinas pro-inflamatorias, além de
provocar a ativacdo de outros mecanismos fisioldgicos, ocasionando mais neurotoxicidade
(DRINGEN; SCHEIBER; MERCER, 2013; RIZOR et al., 2019).

Astrocitos e microglia quando estdo com fenotipo ativado produzem varios
mediadores pro-inflamatorios e fatores neurotoxicos, incluindo citocinas, como fator de
necrose tumoral-alfa (TNF-a), interleucina-1 e 6 (IL-1 e IL-6), e quimiocinas, incluindo
interferon gama, proteina inflamatoria de macrofagos, proteina induzivel e radicais livres,
como 6Oxido nitrico (NO) e superdxido dismutase (SOD) (LULL; BLOCK, 2010; XIE et al.,
2022).

Processos inflamatdrios ocorrem no cérebro na DA, incluindo gliose e recrutamento de
microglia para os locais de patologia da DA (XIE et al., 2022). Células gliais (micréglia,
astrocitos e oligodendrocitos) atuam como células de suporte neuronal e mantém a saude dos
neurdnios (GUERRERO et al.,, 2021) (Figura 4). A neurotoxicidade gerada pelo peptideo A
estd relacionada com a ativagdo microglial prolongada, o que acaba resultando em um

aumento na producdo de mediadores pro-inflamatorios (ALASMARI et al., 2018)
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Figura 4 - Ativag¢do da Micrdglia e Resolucao da Inflamagao
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Contrastando com a organizagdo altamente ramificada apresentada pela microglia no
estado de vigilancia, as células microgliais reativas sdo caracterizadas por morfologia
ameboide, que favorece a fagocitose (STENCE et al., 2001; GUERRERO et al,, 2021). Dessa
forma, a neuroinflamagdo ocorre em regides cerebrais lesionadas, o que pode ser devido a
espécies reativas de oxigénio (EROs), 6xido nitrico (NO), citocinas e quimiocinas produzidas
por células da glia ativadas (BIBER et al, 2014; PAASILA et al., 2022). No entanto, a
reatividade sustentada das células micrégliais, juntamente com a producdo excessiva de
moléculas neurotdxicas, tem um papel prejudicial e contribui para a neurodegeneragdo, na
qual a perda neuronal ¢ acompanhada por condi¢cdes neuroinflamatdrias aumentadas (BIBER
etal.,2014; HUANG et al., 2015; XIE et al., 2022).

Estudos tém revelado que pacientes com DA apresentam niveis elevados de
mediadores inflamatoérios, incluindo fator de necrose tumoral-alfa (TNF-alfa), e interleucinas
IL-1pB, IL-6, IL-12 e IL-18 no soro e no liquido cefalorraquidiano (LCR) (PAASILA et al.,
2022; KOYA; REZNIK, 2021).

Um estudo revelou que TNF-a ¢ liberado principalmente pela microglia no cérebro em
resposta a trauma, infeccdo ou estresse celular causado pela formagdo e agregagdo do
peptideo AP (PARK; BOWERS, 2010). Assim como pacientes com DA, modelos animais

transgénicos da doencga apresentaram niveis elevados dessa citocina no LCR e no cérebro (JIN
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et al., 2008; SWARDFAGER et al., 2010). Adicionalmente, pacientes com transtorno
cognitivo leve apresentaram aumento significativo de TNF-a, indicando a participagdo desta
citocina em eventos iniciais da patogénese da DA (SINYOR et al., 2020; DHAPOLA et al.,
2021).

1. 4 Fator Neurotrofico Derivado do Cérebro (BDNF) na DA

O fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), um membro da familia das
neurotrofinas, ¢ essencial para o crescimento, sobrevivéncia, diferenciacdo dos neuronios,
orientacdo de axonios e dendritos, plasticidade sinéptica e liberagdo de neurotransmissores no
SNC (GHONEIM et al., 2015; AMIDFAR et al., 2020).

O BDNF esté presente em altas concentragdes em regides do cérebro humano, como
hipocampo, hipotadlamo, cortex e cerebelo, e desempenha um papel significativo na
aprendizagem, memoria e fungdes cognitivas (BEKINSCHTEIN et al., 2007). O BDNF ¢
sintetizado, principalmente, em corpos celulares de neurdnios e células gliais e depois
transportado para terminais pré-sinapticos e dendritos pos-sinapticos (GAO et al., 2022). A
localizagao do BDNF e seu receptor, receptor de tropomiosina quinase B (TrkB), nas sinapses
de glutamato regula a liberagdo de neurotransmissores, a atividade do canal i6nico, a
orientagdo axonal e a excitabilidade neuronal (SCHINDER; POO, 2000; GAO et al., 2022). O
BDNF est4 envolvido nos processos de aprendizado e memoria, por se ligar ao seu principal
receptor funcional TrkB, presente principalmente no hipocampo e no cortex
(BEKINSCHTEIN et al., 2007).

O mRNA do BDNF esta distribuido por todo o sistema nervoso central (SNC),
incluindo as regides cortical, hipocampal, nigral, amigdala e talamica (ERNFORS et al.,
1990). O nivel mais alto de mRNA do BDNF ¢ encontrado no hipocampo (GUO et al., 2018).
A expressao hipocampal de BDNF esta localizada principalmente na regido Corno de Amon 2
(CA2), na por¢ao medial do Corno de Amon 1 (CAl) e nos nucleos das células granulares no
giro denteado e na camada de células piramidais (GUO et al., 2018). Além disso, o BDNF ¢
encontrado no cortex entorrinal, no hipocampo, local de aquisicio e consolidagcdo da
memoria, e cortex cerebral (ERICKSON et al., 2012; GUO et al., 2018). Verificou-se que o
BDNF produzido no coértex entorrinal ¢ ativamente transportado para o hipocampo
(ERICKSON et al., 2012).

O pro-BDNF ¢ a forma precursora do BDNF produzida inicialmente; este precursor ¢

posteriormente clivado pela enzima plasmina para produzir o BDNF maduro (mBDNF)



38

(AMIDFAR et al., 2020). O pro-BDNF e o mBDNF tém efeitos diferentes na atividade
neuronal porque se ligam a diferentes receptores e ativam diferentes vias de sinaliza¢do. O
pro-BDNF interage com o receptor pan-neurotrofina (p75NTR), enquanto o mBDNF se liga
com alta afinidade ao receptor de tirosina quinase B (TrkB) (p75)., resultando em atividades
antagonicas. Enquanto o pro-BDNF causa retracdo dendritica, LTD e morte, o mBDNF
promove o desenvolvimento dendritico, sobrevivéncia celular e LTP (GAO et al., 2022).

O receptor TrkB ¢ dimerizado e autofosforilado ao se ligar com o BDNF e, como
resultado dessa ligagdo, as vias de sinalizacdo MAPK/ERK (proteina quinase ativada por
mitogenos — que estimulam a divisdo celular) e Fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K)/Akt
(proteina serina/treonina quinase multifuncional regulada através da via PI3K) sdo ativadas,
as quais regulam varios processos celulares, como processos de crescimento celular,
diferenciagdo celular, apoptose e respostas celulares a inflamacao (GAO et al., 2022). O alvo
a jusante desse mecanismo, o CREB (proteina de ligacdo responsiva ao AMPc - adenosina
3',5-monofosfato ciclico), estimula a transcri¢do de genes essenciais para a sobrevivéncia e
desenvolvimento dos neur6nios, incluindo a proteina Linfoma de células B 2 (BCL-2), que
possui efeito antiapoptotico ao inibir a liberagao do citocromo C, proteina essencial da cadeia
transportadora de elétrons (AMIDFAR et al., 2020; LIMA GIACOBBO et al., 2019). Além
da inativacdo da enzima glicogénio sintase quinase 3 (GSK-3) e a superexpressdao de Proteina
associada a bcl-2 (BAX) para mediar a lesao apoptotica. Quando a GSK-3 permanece em sua
forma ativa, induz a hiperfosforilagdo da proteina tau nas células nervosas, resultando na
desestabilizacdo dos microtibulos e na formagdo do emaranhado neurofibrilar, presentes na
DA (AMIDFAR et al., 2020). A interacao entre o pro-BDNF e o p75NTR induz a apoptose
por meio da cascata JNK (quinase c-Jun n-terminal). O NF-kB (fator nuclear kappa B)
ativado promove a expressao do gene B-secretase 1 (BACE1), resultando na superexpressao
da proteina BACE1 e aumento da atividade da enzima BACEI, levando a formagdo do
peptideo A a partir do APP. Como resultado, o peptideo AP inibe a expressdao do receptor
TrkB, levando a neurodegeneracao (GAO et al., 2022).

As anormalidades sindpticas sdo uma caracteristica fundamental da DA, que sdo
conhecidas por surgir 2 medida que a doenca progride (GAO et al., 2022). Os niveis de
BDNF no cérebro, no sangue e liquido cefalorraquidiano (LCR) de pacientes com DA sdo
reduzidos (FORLENZA et al., 2015; NG et al., 2019; PENG et al., 2005). Além disso, niveis
séricos mais elevados de BDNF foram correlacionados com fung¢do cognitiva melhorada na
DA e esses achados levaram a um interesse crescente no BDNF como um potencial

biomarcador para o diagnostico ou como terapia para a DA (WEINSTEIN et al., 2014).
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Foi demonstrado que a sinalizagdo do BDNF, através do TrkB, esta envolvida na
fisiopatologia e nos déficits cognitivos da DA (KEMAPPINEN et al., 2012). O BDNF ¢
crucial na plasticidade neuronal, aprendizagem ¢ memoria. Estudos tem evidenciado que os
niveis de BDNF e seu principal receptor TrkB diminuem na DA (HAN et al., 2013). Estudos
também demonstraram que o BDNF e o TrkB sdo capazes de proteger contra o
comprometimento da memoria e regular a neurogénese no hipocampo da DA (NAGAHARA
et al., 2009; KEMAPPINEN et al., 2012).

O silenciamento do RNA antisense do BDNF pode regular positivamente o BDNF,
reduzir a neurotoxicidade induzida por AP e aumentar a viabilidade neuronal (GUO et al.,
2018). Evidéncias crescentes também sugerem que a sinalizagdo do BDNF desempenha um
papel critico na modulacdo das consequéncias a jusante do acumulo de Ap na DA. O BDNF
medeia a ligagdo entre inflamagdo e neuroplasticidade, regulando a liberacdo de
neurotransmissores (como glutamato e acido gama-aminobutirico) apds a ativacao do fator

nuclear kB (NF-«B) (GALIC et al.,, 2012; DI FILIPPO et al., 2013).

1.5 Memoria na DA

A memoria pode ser definida como um processo de codificagdo, armazenamento e
recuperagdo de informagdes sobre estimulos externos e internos, ou apresentacdo de
informagdes ao sistema nervoso de um organismo que pode ser usado para reagir e posicionar
o0 organismo em relacdo a novos estimulos (JAHN, 2022).

As categorias das memorias podem ser diferenciadas de acordo com sua persisténcia
temporal, englobando as memorias de longo prazo, memorias de curto prazo € memorias
operacionais (working memory) (GOLD; McGAUGH, 1975; FOTUHI et al., 2020). A
memoria operacional, também conhecida como memoria de trabalho, possui uma duragdo
muito curta e transitoria, desempenhando o papel de armazenar temporariamente (por alguns
segundos ou minutos) informacgdes relevantes para o pensamento imediato e a resolucao de
problemas, podendo ser prontamente descartadas (esquecidas) logo em seguida
(IZQUIERDO; MEDINA, 1991; FOTUHI et al., 2020).

A memoria de curta duragdo tem uma duragdo de minutos ou horas e desempenha um
papel crucial na manuten¢do da nossa percep¢ao do presente. Ela depende das areas do
cérebro, como o lobo frontal e o lobo parietal. Essa forma de memoria em curto prazo abrange
o periodo em que as memorias dos eventos em andamento estio sendo consolidadas e

convertidas em memorias de longo prazo (DUDAI, 2004; TAKEHARA-NISHIUCHI, 2021).
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Nesse periodo, a memoéria de curta duragdo esta suscetivel a desvanecer, enquanto as
memorias de longo prazo demonstram alta resisténcia e permanecem mesmo diante de lesdes
cerebrais graves (SQUIRE; ZOLA-MORGAN, 1996; TAKEHARA-NISHIUCHI, 2021).

O processo de consolidagao das memorias de curto prazo em memorias de longo prazo
ocorre através da plasticidade neural e envolve o hipocampo e regides adjacentes do cortex
temporal medial (SQUIRE; ZOLA-MORGAN, 1996). Mecanismos como a potenciacao de
longa duragao (LTP, do inglés “long-term potentiation™) e a depressao de longa duracgdo
(LTD, do inglés “long-term depression’) t€m sido propostos para explicar essa transformacao
(BLISS; COLLINGRIDGE, 1993), (IZQUIERDO; McGAUGH, 2000; TAKEHARA-
NISHIUCHI, 2021). As memoérias de longo prazo, embora mais estdveis, requerem um
periodo minimo de 6 a 12 horas para serem codificadas na rede neural e podem ser
classificadas em memorias explicitas ou declarativas € memorias implicitas ou nao-
declarativas (IZQUIERDO; McGAUGH, 2000).

A memoria declarativa estd associada a experiéncias pessoais, reconhecimento de
cenas e objetos familiares. Envolve a recordacdo consciente de eventos especificos, como a
memoria episddica (relacionada a um local e momento especificos), € a memoria semantica
(conhecimento geral ndo ligado a um contexto espacial ou temporal especifico) (ERICSSON;
KINTSCH, 1995; TAKEHARA-NISHIUCHI, 2021). Por outro lado, a memoria ndo
declarativa, também chamada de implicita ou de procedimento, abrange diversas formas de
memoria que ndo sdo acessiveis diretamente a consciéncia. Inclui habilidades, habitos de
aprendizagem, condicionamento classico e o "priming", que ¢ a capacidade de identificar ou
detectar um estimulo devido a exposicao prévia (ERICSSON; KINTSCH, 1995).

Existem diversas evidéncias na literatura que indicam que os diferentes tipos de
memoria sdo regulados por sistemas neuroanatomicos distintos (DUDAI; MORRIS, 2013).
Portanto, a memoria ¢ composta por quatro componentes fundamentais: um componente
neocortical nao-frontal, que influencia a percepcdo em testes de memoria implicita; um
componente dos ganglios da base, que afeta os testes de memoria procedural sensério-motora;
um componente temporal medial/hipocampal, responsavel pela aquisi¢do, retengdo e
evocacdao de memorias explicitas; e um componente do lobo frontal, que controla a memoria
de trabalho ou operacional (MOSCOVITCH, 1992; DUDAI; MORRIS, 2013).

As evidéncias moleculares demonstram claramente que a memoria de curta e longa
duracdo sdo regidas por mecanismos distintos, independentes e paralelos (IZQUIERDO et al.,

1999, 2002; AHMED et al., 2018). A consolidagdo permite que as informagdes vulneraveis a
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perturbagdes sejam fixadas e estabilizadas na rede neural e envolve diversos mecanismos,
como a transcri¢do de genes e a sintese de novas moléculas (ALKON et al., 2005).

A neurodegeneragdo progressiva ¢ uma caracteristica-chave da DA, e a redugdo
gradual de sinapses e espinhas dendriticas em areas cerebrais relacionadas ao aprendizado e
memoria, como o hipocampo e o neocortex, estd fortemente correlacionada com o declinio
cognitivo na DA (POOLER; ONBLE; HANGER, 2014; SCHEFF et al., 2006). Estudos
indicam que a diminui¢do na transmissdo sinaptica ocorre nas fases iniciais da DA, e uma
disfung¢ao sindptica prévia a neurodegeneracao ¢ observada em pacientes com DA (ARENDT,
2009). Essa disfuncao sinaptica nao se limita a redu¢do do nimero de sinapses, mas também
envolve atividade anormal de redes neurais, que interfere nos mecanismos de aprendizagem e
pode contribuir para a hiperestimulagdo citotdxica associada aos  processos
neurodegenerativos (PALOP; MUCKE, 2010; VERRET et al., 2012). Essas observagoes
sugerem que a neurodegeneracdo na DA ¢ precedida por uma disfuncdo na plasticidade
sinaptica e pela redu¢do no niimero de sinapses, sendo a diminui¢do da plasticidade sindptica
o principal responséavel pelo declinio cognitivo na doenca (HUANG; MUCKE, 2015).

Além disso, ¢ consenso que a DA comega clinicamente com queixas de memoria,
afetando a memoria episodica, a produgdo da fala, a nomeagao semantica e a orientagdo visual
(AHMED et al., 2018; KIROVA et al., 2015). Os déficits de atengdo e memoria de trabalho,
associados a danos nos circuitos subcorticais frontais, também influenciam as fungdes
executivas na DA, prejudicando o planejamento, a resolugdo de problemas e o
comportamento dirigido a objetivos, como a capacidade de modificar o comportamento ou
implementar respostas alternativas (JAHN, 2022).

Em um estudo clinico realizado por Erk e colaboradores (2011), pacientes com
queixas de memoria subjetiva foram submetidos a tarefas de memoria episddica associativa e
memoria de trabalho, enquanto passavam por ressonancia magnética funcional. Foi observada
uma redugdo na ativacao do hipocampo direito durante a recuperacdo da memoria episddica,
mesmo na auséncia de déficits de desempenho. Em contraste, houve um aumento da ativagao
do cortex pré-frontal dorsolateral direito. Essas diferencas de ativacdo cerebral ndo foram
encontradas para a memoria de trabalho, sugerindo uma possivel disfun¢do neuronal precoce
no hipocampo e a utilizacdo de mecanismos compensatorios que preservam o desempenho da
memoria.

Tanto o neocoértex quanto o hipocampo desempenham papéis cruciais na formagao da
memoria (JAHN, 2013; DUDAI; MORRIS, 2013). Embora a neurodegeneracdo seja uma

caracteristica morfologica da DA, evidéncias crescentes sugerem que a disfungdo e a perda de
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conexdes sindpticas no neocortex e no hipocampo podem ser eventos precursoras da doenca
(POOLER; NOBLE; HANGER, 2014; SCHEFF et al., 2007). Os primeiros sinais clinicos da
DA geralmente envolvem déficits na capacidade de criar e reter novas memorias (JAHN,
2022). Além disso, a DA ¢ caracterizada por uma progressiva atrofia neocortical, com perda
gradual de sinapses e neurdnios (JAHN, 2013; JAHN, 2022).

Dessa forma, tanto a memoria explicita quanto a implicita s3o prejudicadas na DA,
individuos com deméncia enfrentam dificuldades para pensar, armazenar e recuperar novas
memorias; expressar conceitos abstratos e experimentam uma deterioracdo na fungdo
cognitiva (LAZAROV; HOLLANDS, 2016). Além disso, ¢ comum que desenvolvam quadros
de depressdo e ansiedade, agravando ainda mais os déficits cognitivos (MOHAMED NOUR;
JIAO; TENG, 2021; MENDEZ, 2021). Conforme a doenca progride, ha um declinio
significativo nas habilidades executivas e uma manifestacdo cada vez maior da deméncia, o

que leva os pacientes com DA a se tornarem incapazes de realizar suas atividades diarias.

1. 6 Hipoteses sobre a etiopatologia da DA

1. 6. 1 Cascata Amiloide

Durante as ultimas décadas, muitas hipoteses foram geradas para explicar a
fisiopatologia da DA. A Hipotese da Cascata Amiloide, proposta por George Glenner em
1984 (GLENNER; WONG, 1984), considera como ponto chave no desenvolvimento da
doenca os efeitos neurotoxicos do AP, onde o acimulo das formas soluveis desse peptideo
leva a toxicidade sindptica e a neurotoxicidade, ocasionando a quebra da homeostase do
calcio, a indugdo de disfun¢do mitocondrial e estresse oxidativo, resultando em deposi¢ao
intracerebral de AP, juntamente com lesdes cerebrais como emaranhados neurofibrilares,
neuritos distroficos (XIAN-HUI er al.,2014; SELKOE; HARDY, 2016; GUO et al., 2021).
AP soluvel apresenta neurotoxicidade ainda maior que fibrilas, e precede a formacdo de
placas amiloides (WIRTZ et al., 2013; GODYN et al., 2016).

Na DA, o processo de neurodegeneracdo ¢ iniciado pela "hipotese da cascata
amiloide", que envolve a clivagem proteolitica da proteina precursora amiloide (APP) e
resulta na geracdo, agregacdo e deposicao da substancia AP, levando a formagdo de placas
senis. Em condi¢gdes normais, a APP ¢ degradada por enzimas proteoliticas chamadas o-
secretases e [-secretase, ocorrendo a clivagem nao-amiloidogénica ou amiloidogénica

(QUERFURTH; LAFERLA, 2010; GUO et al., 2021), respectivamente (FIGURA 5) e
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retirado do encéfalo através de um balango entre efluxo e influxo, mediados pela proteina
receptora de LDL (Lipoproteina de Baixa Densidade) e receptores para produtos finais de
glicosilagdo avangada.

A APP pode produzir sAPPa (Proteina precursora de a-amiloide secretada) via a
protedlise realizada pela agdo da a-secretase, produzindo formas clivadas soluveis, visto ndo
ocorrer a produ¢do do peptideo AP, e possiveis de serem depuradas do sistema nervoso
central (SNC) (LAMMICH et al., 1999; FERNANDEZ et al., 2016). Na via amiloidogénica,
o peptideo AP ¢ gerado a partir da APP por dois eventos de clivagem consecutivos: a
atividade proteolitica realizada pela B-secretase, que gera uma extremidade do peptideo AP,
enquanto o complexo enzimatico y-secretase, o qual € constituido pelas proteinas preselinas 1
e 2 (PS1 e PS2) e outras proteinas, gera outra extremidade. O complexo y-secretase pode agir
em trés diferentes sitios de clivagem, gerando os peptideos AB1-38, AB1-40 e AB1-42, os
quais sdo criticos para o processo de agregagdo do peptideo AP, com o peptideo AP1-42
apresentando o maior grau de propensdo a agregagcdo (SUZUKI et al., 1994; GUO et al.,
2021; FERNANDEZ, M. et al., 2016), como demonstrado na Figura 5.

Figura 5 - Esquema do Metabolismo da APP
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extracelular, o que pode levar a um estresse oxidativo na célula (GELLA; DURANY, 2009;
FERNANDEZ, M. et al., 2016; SHEPPARD; COLEMAN, 2020). Verificou-se que os
peptideos AP sdao degradados proteoliticamente no cérebro, principalmente pela neprilisina
(NEP) e pela enzima de degradacao da insulina (EDI) (BARANELLO et al., 2015; GUO et
al.,2021).

Outra caracteristica histologica de DA sdo os ENF que sdo formados a partir da
degeneracdao do citoesqueleto neuronal decorrente da hiperfosforilagdo da proteina tau

(GONZALEZ-DOMINGUEZ et al., 2014).

1. 6. 2 Metabolismo da glicose no cérebro

O sistema nervoso central, juntamente com os 0rgaos vitais como o coragdo, o figado e
os rins, ¢ responsavel por utilizar cerca de 60% da energia fornecida ao corpo durante o
repouso (CUNNANE et al., 2011; HOYER, 2003). Pesquisas realizadas tanto em ambiente
controlado (in vitro) quanto em organismos vivos (in vivo) tém revelado que a maior
proporcao de glicose utilizada pelo cérebro destina-se a preservacdao dos gradientes idnicos
pré e pos-sinapticos, fundamentais para as transmissdes neuronais excitatdrias, bem como
para a manutencao do potencial de repouso dos neurénios (ATTWELL; IADECOLA, 2002;
SHULMAN et al., 2004). A glicose essencial para o adequado funcionamento do cérebro ¢
transportada através das membranas celulares e das barreiras por meio de duas categorias de
transportadores saturaveis e especificos: os transportadores de glicose independentes de sodio
(GLUT) e os transportadores de glicose dependentes de sdédio (SGLT) (SHAH et al., 2012).

Os transportadores de glicose GLUT desempenham um papel fundamental na captacao
de glicose do sistema vascular para o cérebro por meio de trés etapas. Primeiro, a isoforma
GLUT]1, com peso molecular de 55kDa, facilita o transporte através do endotélio da barreira
hematoencefalica (BHE). Em seguida, uma segunda isoforma de 45kDa presente nos
astrocitos transfere a glicose para os neuronios por meio do GLUT3 (SHAH et al., 2012). No
entanto, a absorcdo liquida de glicose pelo cérebro depende da expressdo e atividade do
GLUT3, que ¢ considerado o principal transportador de glicose, além das concentragdes de
glicose nos compartimentos separados pela BHE. (DUELLI; KUSCHINSKY, 2001).

Embora a insulina seja principalmente sintetizada pelas células B do pancreas e
atravesse a barreira hematoencefalica, também pode ser produzida localmente em certas
regides cerebrais, como o hipocampo, cortex pré-frontal, cortex entorrinal e bulbo olfatorio
(HOYER, 2003; WEI;, KOYA; REZNIK, 2021). Embora as a¢des da insulina cerebral nao

sejam totalmente compreendidas, a ligagdo da insulina ao seu receptor inicia a
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autofosforilacdo da subunidade B do receptor, levando a ligagdo e fosforilagdo da tirosina de
varios substratos do receptor de insulina, incluindo os Receptores de Insulina (IR), IRS-1 e
IRS-2, que desempenham um papel na plasticidade sindptica e na formacdo da memoria
(KAMAT et al., 2015; ARNOLD et al., 2018; SEDZIKOWSKA; SZABLEWSKI, 2021).

Curiosamente, a insulina pode modular diretamente a plasticidade sinaptica, o
aprendizado e a memoria, € os distirbios nas vias de sinalizagdo da insulina na periferia ¢ no
cérebro foram implicados na DA e no envelhecimento do cérebro (KAMAT et al., 2015).
Essas regulagdes negativas pela insulina levam a efeitos mais devastadores para a fungao
neuroldgica. Por outro lado, a insulina injetada intracerebroventricularmente no cérebro pode
melhorar o desempenho de tarefas de memoria em animais (GRUNBLATT et al., 2000).
Além disso, a insulina administrada por via intranasal aumentou o desempenho de tarefas
relacionadas a atencdo em humanos (HOLSCHER, 2011).

Os Receptores de Insulina (IR’s) estdo abundantemente presentes no cérebro, estando
presentes em todos os tipos de células, mas distribuidos seletivamente, sendo encontrados em
maior concentragdo nos terminais nervosos de regides-chave do cérebro, como bulbo
olfatério, hipotalamo, cortex cerebral, corpo estriado, cerebelo e hipocampo (WEI; KOYA;
REZNIK, 2021; De FELICE, 2013; ARNOLD et al., 2018;).

O declinio dependente da idade no nivel de insulina cerebral (SARTORIUS et al.,
2015) e na neurogénese (KEMPERMANN et al., 2002; SEDZIKOWSKA; SZABLEWSKI,
2021) implicam que a insulina pode estar envolvida na regulagdo da neurogénese. Os
multiplos efeitos biologicos da insulina sao causados por sua capacidade de se ligar e ativar as
subunidades o extracelulares do receptor de insulina (IR), levando a dimerizagdo e
autofosforilacdo das subunidades intracelular B e ativacdo de sua atividade quinase, que por
sua vez causa a fosforilacdo de residuos de tirosina em proteinas intracelulares conhecidas
com substrato receptor de insulina (IRS). Em seguida, o IRS estimula vias como a proteina
quinase ativada por mitdégenos (MAPK) e a fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K/Akt), ambas
essenciais para atividades mitogénicas e metabolicas, e causa desfosforilagdo da glicogénio
sintase quinase-3 GSK3B e GSK3a, respectivamente, inibindo sua atividade enzimatica por
bloquear uma por¢do de seu sitio ativo (WEI; KOYA; REZNIK, 2021; SUN et al., 2020).
Estudos mostraram que a atividade da GSK-3p, embora, ndo seja a principal causa de
deméncia, aumenta a produ¢do de AP, hiperfosforilacio de Tau e degeneragdo neuronal
(KANG; LEE; LEE, 2017), além de aumentar a probabilidade de mutacdo de PSI1, que
aumenta a clivagem de y-secretase da atividade de APP (ZHOU; ZHANG, 2021).

A regulagdo da expressdo do gene Tau e a fosforilagdo anormal durante a DA sdo
influenciadas por vias de sinalizacdo da insulina, indicando uma conexdo direta entre a

patologia da DA e o sistema de sinalizagdo insulinérgica (SCHUBERT ez al., 2003).
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Pesquisas também tém indicado que a progressao avancada da DA, semelhante ao processo de
envelhecimento, estd relacionada a niveis reduzidos de insulina e fator de crescimento
semelhante a insulina-1 (IGF-1) no cérebro, bem como a alteracdes nos genes do RI
(WATSON; CRAFT, 2003). Outros estudos corroboram que a insulina também regula
negativamente o metabolismo das proteinas AP e tau, que sdo os principais blocos de
constru¢do das placas amildides e emaranhados neurofibrilares, e s3o marcas
neuropatolégicas bem documentadas da DA (KAMAT et al., 2015).

A sinaliza¢do da insulina ocorre por meio de duas vias de transdugdo: a via da quinase
fosfatidil-inositol 3 (PI3 quinase) e a via da proteina quinase ativada por mitogenos (MAP
quinase). Essas vias regulam o processo de captagdo de glicose pelas células (JOHN et al.,
2003). Curiosamente, a disfuncdo na sinalizacdo da insulina acelera a produ¢do de AP no
cérebro, promovendo o processamento amiloidogénico da APP, o que resulta em um aumento
na formagdo de fibrilas a partir de oligdmeros de AP. Dessa forma, a resisténcia a insulina
induzida por oligdmeros pode iniciar um ciclo vicioso entre o aumento na produgdo e
agregacao de AP, interrompendo as fungdes fisiologicas da insulina e contribuindo, em parte,
para o acamulo de AP nos cérebros de pacientes com DA (De FELICE et al., 2014;
SEDZIKOWSKA; SZABLEWSKI, 2021).

A enzima degradante de insulina (IDE) ¢ conhecida por degradar o excesso de insulina
e outros peptideos, incluindo o peptideo AP (KANG; LEE; LEE, 2017). Um estudo mostrou
que camundongos knockout de IDE exibem actimulo de AP, aumento de insulina circulante e
hiperglicemia, quando IDE estar ocupada com excesso de insulina, ela ndo pode degradar A,

favorecendo a formagao de placas senis e hiperfosforilagdo da tau (FARRIS et al., 2003).

1. 7 Resisténcia a insulina no SNC na DA

Pesquisas tém revelado que a presenga de diabetes tipo 2 aumenta a probabilidade de
desenvolvimento de DA em comparagdo com pessoas sem problemas de saude metabdlica
(RANI et al., 2016; CHAKRABARTI et al., 2015) ¢ uma forma recentemente identificada de
resisténcia a insulina no cérebro, conhecida como "estado cerebral com resisténcia a insulina",
tem sido relacionada a DA (CRAFT, 2007; De La MONTE, 2009; ARNOLD et al., 2018)
levantando a hipotese de que a DA se trata de uma nova forma de diabetes, chamada de
diabetes tipo 3 (CRAFT, 2007; ARNOLD et al., 2018).

Um estudo relatou que os niveis de receptores de insulina sao regulados negativamente
no cérebro de pacientes com DA (LONG-SMITH et al., 2013). Verificou-se que os receptores

de insulina estdo internalizados nos neurdnios, e ambos os receptores de insulina (IRS)-1 e
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IRS-2 foram reduzidos, o que, em conjunto, leva a reducdo da atividade de sinalizagdo da
insulina. Esta se tornando cada vez mais aparente que a alteragdo de moléculas de sinalizagdo
que sdo conhecidas por estarem envolvidas na transducdo do sinal de insulina pode
desempenhar um papel na patogénese da DA (ARNOLD et al., 2018).

Além disso, a deficiéncia na sinalizacdo da insulina j& foi observada em analises post
mortem em pacientes ¢ em modelos animais de DA (LESTER-COLL et al., 2006; STEEN et
al., 2005; TRAMUTOLA et al., 2020), existindo uma associacao entre resisténcia a insulina e
atrofia cerebral e menor memoria em idosos acima de 60 anos de idade (WILLETTE et al.,
2013; CRANE et al, 2013; CHERBUIN et al., 2012). A sinaliza¢do de insulina ¢
particularmente importante para o aprendizado e a memoria (CHIU, et al., 2008; DOU et al.,
2005; SEDZIKOWSKA; SZABLEWSKI, 2021), sugerindo que a resisténcia a insulina pode
contribuir para os déficits cognitivos na DA.

As vias neuropatogénicas envolvidas tanto na resisténcia a insulina periférica
observada no diabetes tipo 2 quanto na sinalizagdo da insulina no cérebro de individuos com
DA apresentam semelhangas no processo de geracdo do peptideo AP (De FELICE et al.,
2014). Individuos com DA apresentaram uma redu¢do na captacdo de glicose pelo cérebro,
mesmo na auséncia de atrofia estrutural, e essa diminui¢ao pode ser detectada até trés décadas

antes do inicio dos sintomas clinicos esperados da DAF (MOSCONI et al., 2006).

1. 8 Diagnédstico e tratamento da DA

O diagnostico da DA ¢ principalmente fundamentado em caracteristicas clinicas
relatadas no historico médico e em uma avaliacdo clinica minuciosa, especialmente
neurologica e psiquidtrica (FROTA ef al., 2011; BOMASANG-LAYNO; BRONSTHER,
2021). O perfil clinico manifesta mudangas cognitivas e comportamentais, principalmente
associadas a deterioragdo da memoria episodica e espacial (MENCHOLA ef al., 2015). A
inclusdo de testes laboratoriais e exames de neuroimagem ¢ essencial para distinguir o
diagnostico da DA de outras formas de deméncia (VECCHIO et al., 2021).

Pesquisas em neuroimagem funcional para o diagnostico de DA se concentram em um
tracador de PET chamado Pittsburgh compound B (PIB), que se liga especificamente em
compostos AB, um marcador histopatoldgico especifico da DA (KLUNK, et al., 2004;
PAPALIAGKAS et al., 2023). As escalas, como o Mini-Mental State Examination — MMSE e
o Clinical Dementia Rating — CDR, permitem avaliar a progressao dos sintomas (BLENONW
et al., 2006). Ademais, os biomarcadores do LCR (em particular, AB-42 e proteina tau, bem
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como a relagdo t-Tau/Abeta42) podem ser usados na pratica clinica de rotina para distinguir a
DA dos controles, bem como outros tipos de deméncia (PAPALIAGKAS et al., 2023)

O diagnostico precoce da DA baseado somente em sintomas clinicos permanece um
desafio, particularmente no estdgio prodromo (ALUISE et al., 2008). Essa dificuldade ¢
refletida na baixa acuracia do diagnoéstico clinico da DA utilizando métodos que nao incluem
informacdes sobre biomarcadores (BEACH et al., 2012).

O diagnéstico conclusivo, no entanto, s6 ¢ alcancado por meio da analise
histopatologica de amostras obtidas em autdpsias. Essa andlise revela a perda de células
neuronais nas camadas piramidais do cortex cerebral e a presenca de intensas degeneracdes
sinapticas tanto no hipocampo quanto no neocortex (BOMASANG-LAYNO; BRONSTHER,
2021). Além disso, identifica-se a presenca de depdsitos extracelulares do peptideo AP e a
formacdo de emaranhados neurofibrilares intracelulares compostos pela proteina Tau
hiperfosforilada (PERL, 2000; CHAUHAN; CHAUHAN, 2006; DAVIGLUS et al., 2011;
BOMASANG-LAYNO; BRONSTHER, 2021).

Encontrar tratamentos que possam alterar as caracteristicas da DA tem sido um desafio
consideravel e de progresso lento. A maioria dos ensaios clinicos de novas terapias para a DA
ndo obtém sucesso, frequentemente devido a efeitos colaterais significativos ou a falta de
evidéncias de eficacia terapéutica (GODYN et al., 2016). Atualmente ndo ha nenhum
tratamento definitivo para DA e os tratamentos existentes apenas retardam a progressao da
doenga e controlam alguns sintomas (CANADY et al., 2023).

Dentre os tratamentos atuais da DA, estdo as intervencdes psicossociais (Terapia
Ocupacional, Fonoaudiologia, Fisioterapia e Psicologia) e as farmacoldgicas, que sdo com os
farmacos inibidores da enzima acetilcolinesterase (AChE), os anticolinesterasicos (donezepil,
rivastignina e galantamina) que aumentam a disponibilidade da acetilcolina na fenda
sinaptica, e os farmacos antagonistas dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA
(memantina), reduzindo a toxicidade das cé€lulas cerebrais (SALKOVIC-PETRISIC et al.,
2013; GODYN et al., 2016; CUMMINGS et al., 2020). Ao bloquear a degradagdo da
acetilcolina (ACh), essas drogas prolongam sua meia vida e agdo nos receptores colin€rgicos
pré e pos-sinapticos (VECCHIO et al., 2021). Esses medicamentos sdo incapazes de bloquear
a progressao da doenga, porém melhoram a qualidade de vida do paciente, existindo, assim,
uma grande busca por novas alternativas terap€uticas, terapias essas que possam ser capazes
de atuar diretamente no processo neurodegenerativo da DA (KAR et al., 2004; VECCHIO et
al.,2021).

Foram exploradas tentativas para reduzir agregados de AP usando varias abordagens,

incluindo inibidores de agregacdo, inibidores de secretase e imunoterapias, tanto em modelos
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animais como em ensaios clinicos. No entanto, nenhum farmaco desenvolvido com base na
hipdotese da cascata amildide tem sido demonstrado que funciona em pacientes com DA
(SELKOE; HARDY, 2016; FILLIT; GREEN, 2021). Terapias direcionadas contra a proteina
Tau aparentam ser mais promissoras, demonstrando menores riscos em geral quando
comparadas as focadas em AP (GODYN et al., 2016; CUMMINGS et al., 2020). A maioria
dos outros métodos terapéuticos sendo investigados ndo possuem resultados publicamente
disponiveis ou aparentam ser pouco efetivos (GODYN et al., 2016).

Duas drogas recentemente desenvolvidas para o tratamento de DA, anticorpos
monoclonais, “Aducanumab” e “Lecanemab”, foram capazes de efetuar melhorias
controversas, provocando reducdo de AP, porem com dados clinicos inconsistentes
(KONPMAN et al., 2021; PRILLAMAN, 2022) ou moderados (VAN DYCK et al., 2022,
PRILLAMAN, 2022). Somando-se a isso, a seguranca de ambas ¢ controversa, tendo indicios
de que as duas drogas s3o capazes de causar efeitos colaterais potencialmente letais, como
hemorragia cerebral (VAN DYCK et al., 2022; PRILLAMAN, 2022; FILLIT; GREEN,
2021).

1. 9 Simulag¢des de Ancoragem Molecular (Docking Molecular) na DA

A literatura destaca a importancia das abordagens computacionais na descoberta de
novos farmacos, permitindo a triagem virtual em grandes bibliotecas de dados moleculares,
resultando em maior chance de sucesso e redugdo de custos na pesquisa (DEBNATH et al.,
2022). As ferramentas in silico utilizam técnicas computacionais, matematicas, quimicas,
biologia molecular e bioquimica para andlise e processamento de dados bioldgicos, incluindo
analises funcionais e previsoes de interacdo sitio-ligante (GUPTA et al., 2022; SHAH et al.,
2022).

O docking molecular, amplamente utilizado na descoberta de novas moléculas,
permite a andlise da conformagdo e orientagdo de moléculas em alvos terapéuticos, como
enzimas e receptores (FAN, 2021). Essa técnica ¢ utilizada no desenvolvimento de fAirmacos,
na previsdo de interagdes e no desenho de novas moléculas com atividade bioldgica
terapéutica (ASLEDU et al., 2021; FAN, 2021). Esta técnica considera fatores como graus de
liberdade e afinidade, visando a predicdo do modo de ligagdo e a interacao entre as moléculas
(FAN, 2021).

Em resumo, as abordagens computacionais, incluindo o docking molecular,

desempenham um papel importante na aceleracao da descoberta de farmacos, proporcionando
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eficiéncia, previsdo de intera¢des e reducdo de custos na pesquisa (DEBNATH et al., 2022;
GUPTA et al., 2022; SHAH et al., 2022; ASLEDU et al., 2021; FAN, 2021).

A aplicagdao de uma ampla gama de modelagem e técnicas computacionais revelou
um forte interesse na estrutura, funcao e inibi¢dao da acetilcolinesterase, devido a sua ligagao
com a DA, para a qual nenhuma cura especifica foi encontrada (FAN, 2021). Diversas
pesquisas tém evidenciado a forma como inibidores e substratos se conectam aos sitios da
AChE, revelando uma ampla gama de compostos, tais como cumarinas, chalconas,
pirrolidinas, pirroles, triazois, quinolinas e acido clorogénico. Essas substancias apresentam
uma atividade inibitoria significativa contra a acetilcolinesterase e exibem modos de ligacao

interessantes. (PEITZIKA; PONTIKI, 2023; BORAH et al., 2023; ISIK; BEYDEMIR, 2021).

1. 10 Modelo experimental de DAE induzida por ICV-STZ

Com o histérico de anormalidades na sinalizacdo da insulina ¢ no metabolismo da
glicose na DA, pesquisadores comecaram a usar injegdes intracerebroventriculares de STZ
(ICV-STZ) como modelo experimental da doenca. Este modelo foi proposto pela primeira vez
pelo professor Sigfried Hoyer em 1994, com objetivo de produzir um estado de resisténcia a
insulina no cérebro usando doses subdiabetogénicas até 100 vezes menores do que as usadas
perifericamente (HOYER; MULLER; PLASCHKE, 1994; DUELLI et al., 1994; GRIEB,
2016).

O STZ (Figura 6) ¢ um composto natural de natureza glicosamina-nitrosouréia,
produzido pela bactéria Gram-positiva Streptomyces acromogenes (EILEEN DOLAN, 1997).
Sua estrutura quimica ¢ notavelmente semelhante a da glicose, diferindo apenas pela
substituicdo de uma uUnica hidroxila em C2 por um grupo nitrosuréia. Essa semelhanca
permite que a droga seja transportada para dentro da célula por meio do transportador de

glicose 2 (GLUT 2) (LELOUP et al.,1994; GRIEB, 2016).
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Figura 6 - Estruturas quimicas da estreptozotocina e glicose

OH X CH% v =

Estreptozotocina Glicose

Fonte: Adaptado de GOYAL et al. (2016)

Ela ¢ seletivamente toxica para as células produtoras e secretoras de insulina e nao
consegue atravessar a Barreira Hematoencefilica (BHE). Por esse motivo, ¢ amplamente
empregada para induzir diabetes experimental em roedores por meio de administracdo
intraperitoneal (i. p.) (SZKUDELSKI, 2001).

Quando administrada via periférica, age no pancreas, destruindo permanentemente as
células B pancreaticas produtoras de insulina, originando assim um quadro de Diabetes
Melitus tipo 1 (BAYDAS et al., 2003). No pancreas, na dose em que a STZ ¢ administrada
(50 mg/kg), o mecanismo de ac¢do consiste na captagdo de STZ pelas células P através de
GLUT do tipo 2, onde provoca a morte celular por metilacdo e fragmentagdo do DNA,
causando a necrose celular (SALKOVIC-PETRISIC et al., 2013; GRIEB, 2016).

Diante da presenca de insulina e dos receptores de insulina no cérebro, um modelo
experimental para induzir um estado de resisténcia a insulina cerebral foi desenvolvido. Nesse
modelo, a administragdo de STZ foi feita por via ICV-STZ, utilizando doses até 100 vezes
menores do que as empregadas perifericamente (DUELLI et al., 1994; LANNERT; HOYER,
1998; KAMAT et al., 2016).

A ICV-STZ (1-3 mg/kg) causa uma espécie de dessensibilizagdo dos RI e de Fator de
crescimento de insulina (IGF), ambos do tipo tirosina cinase, alterando o funcionamento das
enzimas envolvidas no metabolismo da glicose cerebral com consequentes alteracdes
bioquimicas e fisiopatologicas semelhantes a algumas das alteracdes cerebrais observadas
durante a DA (AGRAWAL et al, 2011), induzindo a: déficits cognitivos (HOYER;
LANNERT, 2007; SALKOVIC-PETRISIC et al., 2006, 2007; SALKOVIC-PETRISIC et al.,
2013), comprometimento da sinalizacdo colinérgica (BLOKLAND; JOLLES, 1994), estresse
oxidativo (KUMAR et al., 2010; SAXENA et al., 2011), reducao do metabolismo encefalico
da glicose (HOYER; LANNERT, 2007; CHEN et al., 2013) e resisténcia a insulina no
encéfalo (AGRAWAL et al.,, 2011; PARK et al, 2015). O diagrama de fluxo na figura 7
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representa a geracao de radicais livres mediada por estreptozotocina (STZ) e sua influéncia no
estresse oxidativo, morte celular apoptotica e neuroinflamag¢do. Como o STZ ndo atravessa a

BHE, nao ocorre comprometimento sistémico quando injetada (KAMAT et al., 2016).

Figura 7 - Diagrama representando o efeito da estreptozotocina (STZ) no estresse oxidativo,

morte celular apoptética e neuroinflamagao
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Todos esses fatores afetam coletivamente a fun¢io neuronal, o que pode implicar na patologia da Doenca de
Alzheimer.

Fonte: (modificado de KAMAT et al., 2015).

A neuroinflamagdo ¢ uma caracteristica patologica da DA e precede a formacao de
placas e emaranhados durante a progressao da DA (KAMAT et al., 2012). Existe uma estreita
associagdo de neuroinflamacdo com patogénese da DA e envolve a ativagdo de células gliais
(RAI et al, 2014). Rai e colaboradores (2013) mostraram a ICV-STZ induz mediadores
neuroinflamatérios e causa estresse oxidativo contribuindo para 0s processos
neurodegenerativos.

Como mencionado, varios estudos mostram que a insulina neuronal protege da
neuroinflamag¢do e do estresse oxidativo, portanto, qualquer fungdo prejudicada da insulina no
cérebro prejudica a fungao neuronal (KAMAT ef al., 2015). Quando a insulina se liga ao seu
receptor, tanto central como perifericamente, este recruta seu substrato no sitio de

ancoramento, tornando-o fosforilado nos residuos de tirosina. Este, por sua vez, torna-se
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capaz de recrutar varias moléculas sinalizadoras, dentre estas a enzima fosfatidilinositol-3
cinase (PI3K) (THORENS, 2011). Esta enzima fosforila o fosfoinositideo da membrana que
ancora a proteina cinase B (PKB), a qual promove a translocagdo do receptor de glicose
GLUT 4 para a membrana plasmatica, promovendo maior aporte de glicose nos tecidos
dependentes de insulina. Por outro lado, a PKB também modula por fosforilacdo a atividade
da enzima glicogénio sintase cinase 3 (GSK-3), que, dependendo da sua isoforma, regula os
peptideos AP e a fosforilagdo da proteina Tau (SALKOVIC-PETRISIC et al., 2006). As
formas presentes no citosol da enzima GSK-3 podem ser: a GSK-3a e a GSK-38
(SALKOVIC-PETRISIC et al., 2006; CORREIA et al., 2011). Sendo que a GSK-3f regula a
fosforilagdo da proteina Tau (CHENG et al, 2005) e a GSK-3a esta associada com a
formag¢do do peptideo AP (PHIEL ef al., 2003). Este provavel mecanismo de acdo estd
ilustrado na Figura 8 (KAMAT et al.,, 2015).

Figura 8 - Provavel mecanismo de neurotoxicidade induzida pela STZ e a patologia DA.
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Fonte: (modificado de KAMAT et al., 2015)

Existe um transportador de glicose na membrana que facilita a entrada da STZ, o GLUT2. Apds a entrada de
STZ nas células, ele inibe a sinalizagdo do IR e PI3K/AKT. A inibi¢do de PI3K e AKT inibe a regulagdo da
GSK-38, resultando em um aumento da sua atividade, o que facilita a acumulagéo de AP e a hiperfosforilagdo da
Tau. O acumulo de AP promove a formagdo de placa senil, e a hiperfosforilagdo de Tau promove a formagao de
emaranhados neurofibrilares, caracteristica da DA. Por outro lado, as proteinas quinases B/C também inibem o
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RI pela sua hiperfosforilagdo e dificultam a funcdo normal da insulina nos neurénios. A STZ também reduz a
expressao dos transportadores de glicose GLUT 1 e 3, prejudicando a entrada de glicose na célula.

A resisténcia a insulina ocorre quando os tecidos ndo respondem a insulina. Dados
clinicos sugerem a expressdao reduzida de genes como fator de crescimento semelhante a
insulina-1 (IGF-1) e receptores de IGF-1 no coértex frontal, hipocampo e hipotdlamo de
pacientes com DA (KAMAT et al., 2015).

Lee e colaboradores (2014) demonstraram que a expressao de genes relacionados a
sinalizacdo de insulina/IGF ¢ prejudicada principalmente no cérebro, cortex frontal e
hipocampo em cérebro de macaco injetado com STZ e isso ¢ semelhante ao estagio inicial de
DAE, e as mudangas também foram acompanhadas pela perda de oligodendrdcitos e
neuronios.

Trabalhos demonstram que a ICV-STZ em dose subdiabetogénica reduz de 10 a 30%
os niveis de glicose, o metabolismo energético, levando a disfun¢do mitocondrial, sobretudo
em regides do cortex cerebral e no hipocampo, com diminuic¢do significativa das principais
enzimas da via glicolitica (PATHAN et al., 2005; SHINGO et al., 2012; MICHALOWSKA-
WENDER et al., 2014).

Embora o mecanismo associado a resisténcia cerebral a insulina seja bem aceito, ainda
ndo foi robustamente comprovado por dados experimentais (GRIEB, 2016). Além disso, o
estresse oxidativo e neuroinflamacdo subsequentes que levam a morte neuronal € proposto
como um segundo mecanismo do STZ (SHARMA; GUPTA, 2001; BASSANI et al., 2017).

Assim, este modelo experimental ndo transgénico € o modelo animal mais amplamente
aceito (DUBEY et al, 2018) e fornece subsidios morfoldgicos e moleculares para o
entendimento da DAE em humanos pela nova hipdtese da diabetes tipo 3 (SALKOVIC-
PETRISIC et al., 2013; GRIEB, 2016), por possuir varias das caracteristicas da doenga e
mimetizar a progressiva deterioracdo cognitiva € do metabolismo energético encefélico

(GRUNBLATT et al., 2004; SALKOVIC-PETRISIC et al., 2013).
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1. 11 O café

O café é a bebida mais consumida em todo o mundo, tendo sido descoberto ha cerca
de 2000 anos na Etidpia, provavelmente, os etiopes foram os primeiros a reconhecer seus
efeitos energizantes (STEFANELLO, 2019). O café tem sido apreciado em diversas ocasioes,
seja para encontros sociais, momentos de descanso, para melhorar o desempenho no trabalho
ou promover o bem-estar geral. O tipo de café consumido estd intimamente ligado aos habitos
sociais e a cultura de cada pais (HOMAN; MOBARHAN, 2006). Consequentemente, ha uma
ampla gama de estudos que demonstram os efeitos bioldgicos do café na satde humana
(HIGDON; FREI, 2007).

O consumo regular de quantidades moderadas de café proporciona uma protegdo
robusta contra doencgas cronicas associadas a idade (GROSSO, 2017; POOLE et al., 2017;
VAN DAM; HU; WILLETT, 2020) aumentando assim o tempo de vida ao envelhecer (KIM;
JE; GIOVANNUCCI, 2019).

Estudos epidemiologicos e experimentais sustentam a ideia de que o consumo regular
de café traz beneficios a satde (KIM; JE; GIOVANNUCCI, 2019). A relagdo entre o café e
varias doengas ¢ de grande interesse, dada a grande variedade de compostos encontrados na
bebida que podem potencialmente alterar os riscos de doengas degenerativas, progressivas €
cronicas por meio de muitas acdes bioldgicas, como proteger contra o cancer de pele (CAINI
et al., 2017), reducdo do risco de desenvolver Diabetes tipo 2, efeito benéfico na glicemia e na
insulinemia em individuos com diabetes Mellitus tipo 2 (SANTOS; LIMA, 2016; HUXLEY
et al., 2006), atividade antiulcerogénica (SHIMOYAMA et al., 2013).

Estudos demonstraram menor risco de DM tipo 2 naqueles que consumir duas ou mais
xicaras de café¢ por dia (DING et al, 2014; HITMAN, 2014; WEDICK et al., 2011).
Entretanto, o consumo de café ndo pode diminuir o risco de DM tipo 2 em individuos com
habitos de vida negativos, ou seja, tabagismo, menor atividade fisica, obesidade e consumo de
alcool (MULEY et al., 2012; PATJA et al, 2005; SHI et al., 2013). Estudos também
demonstraram que o café tem efeito anti-inflamatdrio, contribuindo para a reducdo da
formacao de placas de aterosclerose (CORNELIS et al., 2018; LOFTFIELD et al., 2015).

Um estudo de Takahashi e colaboradores (2017) mostrou que camundongos tratados
com 0,1% de café por 17 semanas ndo tiveram a glicemia alterada, mas apresentaram redugao
no consumo total de alimentos e 4gua durante o ciclo escuro, assim como nos niveis de acidos
graxos livres e triglicerideos no plasma de camundongos. Os autores concluiram que o

consumo de café teve um efeito positivo na atividade energética e no metabolismo lipidico
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(TAKAHASHI et al., 2017). Estudos epidemioldgicos também identificaram que o consumo
de café, particularmente de cafeina, correlaciona-se inversamente com a incidéncia ou

evolugdo de perda da memoria apds envelhecimento ou DA (RITCHIE et al., 2007).

1. 11. I Acido Clorogénico

O 4cido clorogénico (ACG) ¢ um dos principais polifendis da dieta humana, pois esta
presente no cha, café, feijao verde torrado, frutas vermelhas, cacau, frutas citricas, magas e em
muitos vegetais (NAVEED et al., 2018; SANTANA-GALVEZ; CISNEROS-ZEVALLOS;
JACOBO-VELAZQUEZ, 2017). O ACG foi isolado do café por Gorter em 1908
(FELDMAN et al., 1969). Uma familia de ésteres de acidos hidroxicindmicos (incluindo
acido ferulico, 4cido cafeico e acido p-cumarico) com acido quinico também ¢ algumas vezes
referido como acidos clorogénicos (CLIFFORD et al., 2003; ROJAS-GONZALEZ et al.,
2022).

Os compostos fenodlicos sdo constituintes encontrados em muitas plantas que sao
amplamente consumidas em frutas, verduras, cereais e legumes, além disso, estdo presentes
em algumas bebidas tais como vinho, chd e café (FARAH; DONANGELO, 2006). O
consumo de compostos fendlicos esta associado a uma variedade de efeitos benéficos para a
saude tais como: antioxidante, hipoglicémico, hipolipidémicos, anti-inflamatoério,
imunoestimulante, ansiolitica, neuroprotetora, entre outras (DEVI et al., 2015; CURTI et al,,
2014; VRHOVSEK et al., 2015; ORHAN et al., 2015; JAIN, 2011). E conhecido que o0s
flavonoides e seus metabodlitos sdo capazes de atravessar a barreira hematoencefalica
(ANDRES-LACUEVA et al., 2005) e podem exercer agdes neurofarmacologicas a nivel
molecular, influenciando vias de sinalizag¢do e expressdo génica (SPENCER, 2008).

O ACG ¢ o maior composto fenolico presente no café, sendo que ¢ encontrado em
cerca de 14% nos graos de café verdes (FARAH; DONAGELO, 2006) (Figura 9). O ACG
exerce varias atividades bioldgicas importantes, incluindo modulagdo do metabolismo da
glicose (MCCARTY et al., 2005; NAVEED et al., 2018), efeitos antinociceptivos (BAGDAS
et al., 2014), propriedades antioxidantes, anti-apoptotica (LI et al., 2008; NAVEED et al,
2018), anti-inflamatorias e anticarcinogénicas (MORS et al., 2000; FARHOOD et al., 2019),
atividade antibacteriana, hepatoprotetora, cardioprotetora, antipirética, neuroprotetora,
antiobesidade, antiviral, antimicrobiana, anti-hipertensiva, eliminador de radicais e um

estimulador do sistema nervoso central (SNC) (NAVEED et al., 2018). Um estudo evidenciou
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que café verde, rico em ACG, produz efeitos positivos sobre a pressdo arterial, niveis de

glicose e triglicerideos (SARRIA et al., 2018).

Figura 9 - Estrutura quimica do &cido clorogénico
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O ACG pode modular o metabolismo lipidico e a glicose em distarbios relacionados
ao metabolismo genético e saudavel, fazendo com que haja um consumo maior da glicose
(FARHOOD et al., 2019). Especula-se que esa regulagdo possa ajudar a tratar muitos
distarbios, como esteatose hepatica, doencas cardiovasculares, diabetes e obesidade
(NAVEED et al., 2018).

Estudos tem demonstrado que o ACG pode inibir a sintese ou liberagdo de fator de
necrose tumoral o (TNF-a) juntamente com outras citocinas pro-inflamatdrias, demonstrando
sua ac¢ao anti-inflamatoria (KRAKUER, 2002; SANTOS et al., 2006; NAVEED et al., 2018).
Também foi demonstrado seu efeito antioxidante, onde foi demonstrado que esse composto
fendlico atua ligando-se e inativando rapidamente a radical hidroxila (OH) e outros radicais
formados nos processos biologicos do organismo (KOON et al., 1998).

Intervengdes com dietas enriquecidas em ACG demonstraram que este ¢ capaz de
melhorar o humor (MIAO et al., 2020; CROPLEY et al., 2012) e a funcao cognitiva (KATO
et al., 2018; SAITOU et al., 2018) em voluntarios. Além disso, evidéncias crescentes indicam
que a ingestdo de ACG diminui a incidéncia de diferentes doengas cerebrais, como deméncia
(OCHIALI et al, 2019; GAO et al, 2021; ISHIDA et al, 2020; JEONG et al, 2013),
depressao (LIM et al., 2018; CHEN et al., 2021) ou isquemia cerebral (HERMAWATI et al.,
2020; LEE et al., 2020). Estudos em culturas de células demonstraram efeito citoprotetor e
neuroprotetor do ACG (GAO et al.,, 2020; REBAI et al., 2017; SHI et al., 2020; GRAY et al,,
2014; TARAM et al., 2016). Varios estudos indicaram que o consumo dietético de ACG
reduz o risco de desenvolver doengas neurodegenerativas (HEITMAN et al., 2017; TAJIK et
al., 2017).
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1. 11. 2 Cafeina

A ingestao de bebidas ricas em cafeina para manter-se acordado e em estado de alerta
¢ uma pratica milenar e que continua a se proliferar mundialmente (CAPPELLETTI et al.,
2015). O café, a bebida mais popular apds a agua, € proveniente da planta Coffea arabica, e
diariamente 1,6 bilhdes de xicaras de café sdo consumidas em torno do mundo, em grande
parte devido aos seus efeitos estimulantes (CAPPELLETTI ez al., 2015).

A cafeina (1,3,7-trimetilxantina) (Figura 10) ¢ um alcaloide metilxantina pertencente
ao grupo das xantinas, proveniente de partes de plantas nativas da América do Sul e Leste da
Asia enquanto a planta da qual o proprio café é feito é proveniente da Etidpia
(CAPPELLETTI et al., 2015; NCBI, 2022). Eo psicoestimulante mais consumido no mundo,
sendo a maior parte da cafeina consumida proveniente de fontes alimentares como café, cha e

chocolate e refrigerantes (COSTA et al., 2008; ARENDASH; CAO, 2010).

Figura 10 - Estrutura quimica da cafeina
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A absor¢do completa da cafeina em humanos atinge 99% em cerca de 45 min apos sua
ingestdo, ocorrendo no trato gastrointestinal (NEHLIG, 2018). Atravessa a barreira
hematoencefalica (BHE) e entra em todos os fluidos corporais, incluindo soro, leite, saliva e
sémen (CROZIER et al., 2011). Apds o consumo oral, o pico de concentragdo plasmatica de
cafeina ¢ alcancado em 15 a 2 horas e sua meia-vida em adultos € tipicamente de 2,5 a 4,5
horas, mas est4 sujeita a grandes variagdes de uma pessoa para outra (NEHLIG, 2018). Ao
consumir uma xicara de café coado, o teor médio de cafeina ¢ geralmente de 90 mg por

230 ml (NEHLIG, 1999; MCCUSKER et al., 2003)

A ingestdo moderada de cafeina (3-5 xicaras/24 h) esta associada a redu¢do da fadiga,
melhora cognitiva e melhor estado de alerta, levando a um melhor rendimento em tarefas

psicomotoras que requerem resposta rapida (SMITH, 2002; VAN GELDER et al., 2007).

Além disso, estudos mostraram que a cafeina tem propriedades antioxidantes, anti-
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inflamatorias (ULLAH et al., 2015), anticancerigenas (GOKCEN; SANLIER, 2019) bem
como propriedades neuroprotetoras (ULLAH et al., 2015).

O consumo de cafeina em humanos difere em uma ampla gama. Considera-se ingestao
baixa de cafeina abaixo de 200 mg/dia (<2,86 mg/kg/dia), moderada entre 200 e 400 mg/dia
(2,86-5,71 mg/kg/dia) e alta acima de 400 mg/dia (> 5,71 mg/kg/dia) (CAPPELLETTI et al.,
2015; OBOH et al., 2017). Com base na taxa de conversdo da area de superficie corporal, as
doses administradas a humanos sdo convertidas em doses animais. Assim, com base nos
calculos, as doses correspondentes para ratos sdo as seguintes: baixa (<17,7 mg/kg/dia),
moderada (17,7-35,4 mg/kg/dia) e alta (>35,4 mg/kg/dia). Doses equivalentes em
camundongos abaixo de 35,1 mg/kg/dia sdo consideradas baixas, entre 35,1 e 70,3 mg/kg/dia
como moderadas e acima de 70,3 mg/kg/dia como altas (OBOH et al., 2017, REAGAN-
SHAW et al., 2008).

Abandonar a ingestdo de cafeina apds o consumo habitual pode levar a sintomas de
abstinéncia, incluindo dores de cabega, fadiga, diminui¢do do estado de alerta e humor
deprimido, bem como sintomas semelhantes aos da gripe em alguns casos (JULIAON;
GRIFFITHS, 2004). Esses sintomas geralmente atingem o pico 1 a 2 dias apds a interrupgao
da ingestdo de cafeina, com uma dura¢do total de 2 a 9 dias, ¢ podem ser reduzidos
diminuindo gradualmente a dose de cafeina (JULIAON; GRIFFITHS, 2004). Em relatos de
casos, alto consumo de energia bebidas e inje¢des, especialmente quando misturadas com
alcool, também foram associadas a eventos adversos cardiovasculares, psicoldgicos e
neurologicos, incluindo eventos fatais (EHLERS et al., 2019).

E importante ressaltar que a cafeina, e seus metabdlitos, sdo encontrados em diversos
tecidos, devido a sua alta lipossolubilidade, como pulmao, tecido adiposo, figado, rim e
cérebro. Atravessa a BHE por difusdo simples e afeta a atividade do sistema nervoso central
(SNC) (CHE et al., 2012). Kaplan e colaboradores (1989) descreveram uma relagdo linear
entre a cafeina e seus metabdlitos no cérebro e nas concentragdes plasmaticas (KAPLAN et
al., 1989). Em todos estes orgaos, a cafeina consegue chegar e exercer os seus efeitos como
antagonista dos receptores de adenosina A2A (DUARTE et al., 2009).

A cafeina ¢é estruturalmente relacionada a adenosina, funcionando como um
antagonista competitivo de seus receptores, principalmente A1 e A2A, que possuem fungao
down-reguladora de neurotransmissores como dopamina e glutamato, sendo este 0 mecanismo
da acdo inibidora na atividade do Sistema Nervoso Central por parte dos receptores de

adenosina; a interacdo antagonista da cafeina com tais receptores, porém, reduzem a sua



60

funcdo inibidora, fazendo com que a droga produza seu efeito estimulante (COSTA et al.,
2008; CAPPELLETTI et al., 2015; CLARK; LANDOLT, 2017; NCBI, 2022).

A cafeina também possui efeitos psicotropicos e anti-inflamatérios, sendo este ultimo
devido a inibigdo competitiva nao-seletiva de fosfodiesterases, cuja inibi¢do aumenta a
concentragdo intracelular de Adenosina Monofosfato Ciclica (AMPc), ativa a cinase A, e
inibe sintese de leucotrieno, que conjuntamente reduzem o processo inflamatdrio
(CAPPELLETTI et al., 2015; NCBI, 2022).

Este composto também melhora o desempenho em tarefas cognitivas e modula
parametros antioxidantes no cérebro de individuos jovens (ABREU et al., 2011; AOYAMA et
al., 2011). Um estudo com mulheres ndo fumantes demonstrou que a ingestdo de cafeina
estava associada a uma diminui¢do da perda neuronal no hipocampo (PERLAKI ef al., 2011).

Estudos também mostraram que a cafeina pode contribuir para o alivio da dor quando
adicionada a agentes analgésicos comumente usados (DERRY, C.; DERRY, S.; 2014).
Conforme esperado por seus efeitos sobre a fadiga, o consumo de cafeina no final do dia pode
aumentar a laténcia do sono e reduzir a qualidade do sono (CLARK; LANDOLT, 2017).
Além disso, a cafeina pode induzir ansiedade, particularmente em altas doses (>200 mg por
ocasido ou >400 mg por dia) em pessoas sensiveis, incluindo aquelas com ansiedade ou
transtornos bipolares (LARA, 2010).

Estudos metabodlicos sugerem que a cafeina pode melhorar o balango energético
reduzindo o apetite € aumentando a taxa metabolica basal, bem como a termogénese induzida
por alimentos (HARPAZ et al., 2017). O consumo de café¢ estd associado a um risco
ligeiramente reduzido de melanoma (MICEK et al., 2018), cancer de pele ndo melanoma
(CAINI et al., 2017), cancer de mama (LAFRANCONI et al., 2018) e cancer de prostata
(XIA et al., 2017). O consumo de café e cafeina também foi associado a riscos reduzidos de
depressdo e suicidio em varios estados nos Estados Unidos e na Europa, embora esses
achados possam nao se sustentar em pessoas que ingerem muito (=8 xicaras por dia)
(TANSKANEN et al., 2000; LUCAS et al., 2014).

O consumo de 2 a 5 xicaras padrdo de café por dia foi associado a reducdo da
mortalidade em estudos de coorte em todo o mundo (LOFTFIELD et al., 2018; FREEDMAN
et al., 2012; TAMAKOSHI ef al., 2011) e em pessoas de ascendéncia europeia, afro-
americana e asiatica (PARK et al, 2017). Varios estudos demonstram que o consumo de
cafeina ¢ associado a melhor execugdo cognitiva, redu¢do de declinios cognitivos associados a

idade, incluindo uma associagao epidemiologica significativa entre o decréscimo no consumo
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de cafeina durante os 20 anos antes do diagndstico e o proprio diagndstico de DA (MAIA; DE
MENDONCA, 2002; COSTA et al., 2008; ARENDASH; CAO, 2010; GELBER et al., 2011).

Existem uma grande variedade de indicios e evidéncias que sugerem que a cafeina ¢
capaz de servir como um tratamento efetivo para diferentes doencgas, incluindo DA e Doenca
de Parkinson (MAIA; DE MENDONCA, 2002; COSTA et al., 2008; ARENDASH; CAO,
2010; GELBER et al., 2011; CAPPELLETTI et al., 2015; LI, 2014).

A cafeina oferece neuroprotecdo significativa; estudos epidemioldgicos mostraram
que ha uma redugao da doenga de Parkinson com o consumo de cafeina (ASCHERIO et al.,
2004; QI; LI, 2014; XU et al., 2016) e a cafeina ou o consumo moderado de café diminuem o
risco de doenga de Parkinson (ASCHERIO et al., 2001). J& foi evidenciado que o consumo
cronico de cafeina em animais diminui o comprometimento da memoria ocasionada pelo
envelhecimento (GELBER et al.,, 2011) ou DA (COSTA et al., 2008; LARSSON; ORSINI,
2018). E estudos mostraram que a ingestdo de cafeina (1 mg/mL) pode reverter o
comprometimento cognitivo e diminuir os niveis do peptidio AP em camundongos
submetidos a administracdo icv do peptideo A (DALL'IGNA et al, 2007).

Evidéncias experimentais, porém, estdo em suporte ao uso de cafeina e outros
antagonistas do receptor de adenosina para o tratamento de diversos sintomas associados a
doencas neurodegenerativas, incluindo morte neuronal (CAPPELLETTI et al., 2015). Outros
fatores que participam da sua atividade neuroprotetora sdo as atividades anti-inflamatorias e
antioxidantes da cafeina, além de servir como ativador mitocondrial ¢ estimulador de
atividade neuronal e utilizacdo de glicose, havendo estudos que sugerem que o consumo de
cafeina diminui o risco de Diabetes Tipo 2 (ARENDASH; CAO, 2010).

Particularmente, estudos utilizando camundongos transgénicos com mutagdo no gene
codificador da APP, um modelo animal de DA, mostraram que a administracdo cronica de
uma dose diaria de 1,5 mg de cafeina (equivalente a 500 mg em humanos) reduziu os niveis
de AP encefalicos e protegeu contra déficits de memoria (ARENDASH et al., 2006; CAO et
al., 2009). Em camundongos, a cafeina e antagonistas dos receptores de adenosina preveniram
o acimulo do peptideo AP dentro e ao redor dos vasos sanguineos cerebrais — condi¢do que,
se ndo tratada, resulta em déficit cognitivo (CUPION; ZABEL, 2013; GAHR et al., 2013).

E importante salientar que o efeito benéfico da cafeina sobre a memoria e o potencial
efeito neuroprotetor obtido pelo o consumo regular de cafeina tem sido atribuido ao
antagonismo dos receptores A2A (CUNHA; AGOSTINHO, 2010; FERRE, 2008). Dessa

forma, o antagonismo dos receptores A2A mimetiza o efeito da cafeina sobre a preservacao
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da memoria, conforme observado por estudos utilizando roedores idosos (LEITE et al., 2011)

e modelos animais de DA (CANAS et al., 2009; DALL'IGNA et al, 2007).

2 PERGUNTA NORTEADORA

Neste contexto, tendo em vista os inumeros efeitos benéficos do café e seus
componentes na saide humana, este estudo visa investigar os efeitos neuroprotetores e/ou de
neuroresgate do acido clorogénico e cafeina utilizando o modelo de DAE pela injecao icv de
STZ, possuindo a seguinte pergunta norteadora: O Acido Clorogénico e a Cafeina sdo capazes
de proteger contra o dano neuronal e déficits cognitivos de camundongos submetidos ao

modelo de DAE induzido por STZ?

3 HIPOTESES

Estudos tem demonstrado que o Acido clorogénico e Cafeina possuem atividade
antioxidante e anti-inflamatéria, e protegem contra déficits cognitivos. Com isso, ¢ possivel
que o Acido clorogénico e Cafeina tenham efeito neuroprotetor evitando os danos neuronais e

cognitivos causados pela ICV-STZ no modelo de DAE.
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4 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

Com o aumento da expectativa de vida, especialmente em paises desenvolvidos, a
prevaléncia de doengas neurodegenerativas vem aumentando rapidamente e as terapias atuais,
ainda ineficientes, em sua maior parte, estao voltadas apenas para a diminui¢do da progressao
dos sintomas e ndo para a prevencao ou tratamento destas doencas.

A Doenca de Alzheimer Esporddica (DAE) ¢ a causa mais comum de deméncia e
impde enormes custos emocionais, financeiros, € na saide e bem-estar do paciente, sua
familia, e seus cuidadores custos que se tornam progressivamente severos com O
desenvolvimento da doenca, que atualmente nao possui cura ou tratamento capaz de retardar o
seu progresso. Por tais motivos, o estudo da DAE ¢ contemporanecamente de grande
importancia, e sua relevancia tende fortemente a se elevar com o passar do tempo, para o
desenvolvimento de medicamentos e tratamentos baratos e eficazes € essencial para o suporte
dos pacientes e seus familiares, bem como para o beneficio da sociedade em geral.

Para uma melhor identificacdo de potenciais alvos terapéuticos tendo em foco essas
doengas, como a DAE, ¢ preciso entender melhor os mecanismos celulares e moleculares
pelos quais essas patologias se desenvolvem.

A DAE certamente tem um inicio muito mais precoce, talvez com manifestagdes
subclinicas, que ocorrem décadas antes do surgimento das alteragdes cognitivo-
comportamentais da doenga, com a evolucdo do quadro clinico. Estudos epidemiologicos tém
fornecido evidéncias diretas de que o Diabetes Mellitus (DM) tipo 2 ¢ um forte fator de risco
para DA e o estado de resisténcia a insulina tem sido reconhecido por desempenhar um papel
importante na fisiopatologia da DA.

A administragdo de STZ permite uma indu¢do controlada da doenga, o que significa
que os pesquisadores podem determinar quando € como os primeiros sintomas da DA serdo
desencadeados. Isso € 1til para estudar o desenvolvimento inicial da doenga e seus primeiros
sinais clinicos.

O Acido clorogénico e a Cafeina possuem atividade antioxidante, anti-inflamatoria, e
protegem contra déficits cognitivos. Com isso, ¢ possivel que o dcido clorogénico e cafeina,
tenham efeito neuroprotetor evitando os danos neuronais e cognitivos causados pela ICV-STZ

nesse modelo de DAE.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo Geral

Estudar o efeito neuroprotetor do 4acido clorogénico e da cafeina sobre a
neurotoxicidade induzida pela ICV-STZ em camundongos submetidos ao modelo

experimental de DAE.

5. 2 Objetivos Especificos

Estudos in vivo:
Em animais submetidos ao modelo experimental de DAE induzida por ICV-STZ,
avaliar o efeito neuroprotetor do acido clorogénico e da cafeina sobre:
v' A atividade locomotora e ansiedade;
A memoria (de trabalho, de reconhecimento, aversiva e espacial);
Alteragdes oxidativas;
A viabilidade neuronal;

Resposta ao fator de crescimento neuronal;

NN

A resposta neuroinflamatodria (medir ativa¢do microglial e astroglial);

Estudos in Silico:
Avaliar a interagdo molecular entre o acido clorogénico e cafeina com os alvos AChE

e IRS-1, através dos estudos com docking molecular.
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6 MATERIAIS E METODOS

6. 1 Animais

Foram utilizados camundongos albinos adultos da estirpe Swiss, machos, com peso
compreendido entre 25-35 g, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do
Ceara (UFC) e transferidos para o Biotério do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de
Medicamentos da UFC. Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas apropriadas, forradas
com raspas de madeira a temperatura de 22 + 2°C e com ciclo de claro/escuro de 12h/12h e
alimentados com racgao padrao e agua a vontade.

No que se refere aos cuidados com os animais, todos os procedimentos realizados no
estudo seguiram os principios éticos da experimentacdo animal, estabelecidos pelo Conselho
Nacional de controle de Experimentagdo Animal (CONCEA). O projeto foi aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA - UFC) da Universidade Federal do Ceara
(UFC) sob o nimero de registro 8904290319 (Anexo A).

6. 2 Drogas

As seguintes substincias foram utilizadas: Estreptozotocina (SIGMA-USA), Acido
Clorogénico (SIGMA-USA), Cafeina (SIGMA-USA), Quetamina (Konig, Argentina),

Xilazina (Konig, Argentina). Os demais reagentes foram de grau analitico.

6.3 Modelo de Doenca de Alzheimer Esporadica (DAE) induzido por Estreptozotocina
(STZ)

Os procedimentos de lesdao foram realizados através do procedimento de inducao
estereotdxica. Os animais foram anestesiados com xilazina (10 mg/kg intraperitoneal i.p.) e
quetamina (100 mg/kg i.p.) e posicionados no aparelho estereotaxico (Stoelting®). A
desinfec¢do da pele foi realizada com aplicagdo de iodo-polivinilpirrolidona (Povidone, Vick
Pharma, Sao Paulo, Brasil). Foi realizada uma incisao sagital mediana de aproximadamente
1,5 cm de comprimento com um bisturi, no alto do cranio, expondo-se as suturas Osseas
cranianas, com o objetivo de localizar o bregma.

Os orificios foram perfurados no cranio em ambos os lados sobre os ventriculos

laterais usando as seguintes coordenadas: 0,5 mm posterior ao bregma, 1,1 mm lateral a
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sutura sagital e 2,8 mm abaixo a superficie do cérebro (PAXIONS; FRANKLIN, 2004)
(Tabela 1). Esse modelo experimental de lesdo foi proposto por Lannert ¢ Hoyer (1998).
Foram realizadas perfuracdes nos cranios dos animais com uma broca de baixa rotagdo
(Dremel) em cada marcacao, permitindo entrada da seringa Hamilton com o STZ (3 mg/kg)
sendo injetado icv bilateralmente no dia 1 e 3 do experimento, em ambos ventriculos, sendo
infundido 1,5 pl (45pg/1,5ul) em cada hemisfério, sendo utilizada a quantidade igual para os
animais na faixa de peso de 25-35 g (SHARMA; GUPTA, 2001) (FIGURA 11).

Tabela 1 — Sitios das micro inje¢des bilaterais de STZ nos ventriculos laterais

Coordenadas Ponto 1 Ponto 2
(ventriculo E) (ventriculo D)
Antero-posterior -0,5 -0,5
Médio-lateral -1,1 +1,1
Ventral +2,8 +2,8

Coordenadas descritas por Paxinos e Franklin, 2004

Figura 11 - Esquema das se¢des de micro injecdes.

Ventriculos

Fonte: (ESTEVES, 2016)
A esquerda, mostrando as regides do cranio onde foram realizados os furos para ter acesso aos ventriculos direito
e esquerdo, e a direita mostrando o corte coronal da regido onde foram realizadas as inje¢des de STZ.

As microinjecdes foram realizadas por administragao de STZ ou solucao de veiculo,
lentamente, ao longo de um periodo de 1 minuto e a agulha permaneceu na posi¢do durante
mais 5 minutos para prevenir o refluxo ao longo da seringa. Apos as injecdes, os animais
foram suturados no local do corte com fio cirirgico de algodio (AP 0,4 15x45 cm) e
desinfetados com iodo povidine. Os animais do grupo controle foram submetidos aos mesmos
procedimentos ciriirgicos, mas ndo receberam a neurotoxina STZ, foi introduzido somente a

agulha nas mesmas coordenadas estereotaxicas, seguido de infusdo de fluido espinhal cerebral
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artificial (aCSF) estéril (veiculo, solu¢do de NaCl 125; KCIl 2,5; NaH>PO4 5; CaCl2 1,2;
MgCl, 1; concentragdo em mM:) (RAZA et al., 2023).

6. 4 Protocolo Experimental

O tratamento com o Acido Clorogénico (5 mg/kg, v.0.) e Cafeina (15 mg/kg v.0.) ou
veiculo (agua) foi feito por via oral (v.0.), por gavagem, duas horas ap6s os procedimentos de
indugcdo e diariamente durante os 25 (vinte e cinco) dias que seguem apos o segundo
procedimento de indugdo.

As doses Acido Clorogénico (5 mg/kg, v.0.) e Cafeina (15 mg/kg v.0.) foram
utilizadas baseados em estudos de Stefanello (2016), que demonstrou que os compostos
nessas doses foram capazes de modular a atividade de enzimas do sistema purinérgico e
contribuir com a prevencdo das complicacdes decorrentes da hiperglicemia, além de
contribuir também para o combate do estresse oxidativo presente no diabetes mellitus, no
modelo induzido por estreptozotocina (STEFANELLO, 2016) e em estudos de Kazuchika
Nishitsuji e colaboradores (2018), entretanto, neste estudo as doses sdo dadas em
porcentagens das concentragdes dos compostos em relagdo ao Café, sendo o teor de cafeina
ou acido clorogénico correspondente a 0,5% de café¢ (NISHITSUIJI et al, 2018).
A dose de Cafeina (15 mg/kg v.0.) correspondente a ingestdo de aproximadamente trés
xicaras de café em humanos.

Foram utilizados um total de 120 animais divididos em 6 grupos experimentais, cada
um com 20 animais, de acordo com a Tabela 2. Os animais de cada grupo foram divididos em
2 subgrupos de 10 (dez) animais. Os animais do primeiro subgrupo foram submetidos a testes
para avaliar a atividade locomotora (teste do campo aberto), avaliacio de memoria (teste do
labirinto em Y, teste do reconhecimento de objetos e teste da esquiva passiva) e avaliagdo da
ansiedade (labirinto em cruz elevado). Os animais do segundo subgrupo foram submetidos
aos testes para avaliar a atividade locomotora (teste do campo aberto) e avaliagdo de memoria
espacial (teste do labirinto aquatico). Os testes empregados foram realizados de acordo com o
desenho experimental abaixo (FIGURA 12). Os testes de comportamento foram realizados 22
(vinte e dois) dias ap0ds a segunda ICV-STZ ou de aCSF: testes de atividade locomotora (teste
de campo aberto), avaliagdo de memoria (teste do labirinto em Y, teste de reconhecimento de
objetos; teste de esquiva passiva e teste do labirinto aquatico) e avaliacdo da ansiedade por

meio do labirinto em cruz elevado.
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Apbs os testes de comportamento, os animais foram eutanasiados e os cérebros
dissecados para a retirada das areas cerebrais (cortex e hipocampo) para realizagdo das
analises do estresse oxidativo (n = 6) (TBARS e Nitrito). Para as analises imunohistoquimicas
(n = 5-6), os animais foram anestesiados e perfundidos com paraformaldeido a 4% em PBS
(tampao fosfato 0,1 M contendo salina 0,9 %, pH 7,4). Os cérebros foram removidos, fixados
em formol tamponado a 10% por 24 h e posteriormente crioprotegidos em sacarose a 30% em
PBS a 4° C, posteriormente foram feitos os cortes histoldgicos no criostato (10um) e feita a
montagem em laminas silanizadas para andlise da viabilidade celular (Cresil Violeta) e
imunohistoquimicas para neuroinflamagio por meio das marcagdes para Proteina Acida
Fibrilar Glial (GFAP) e Iba-1 (uma proteina que ¢ expressa em grande nimero em células de
micréglia e macréfagos) e para a neurotrofina Fator Neurotréfico Derivado do Encéfalo
(BDNF), fator de crescimento celular envolvido em processos de regulagdo e manutencao do
sistema nervoso central e periférico.

Estudos in silico, docking molecular, foram feitos para avaliar a afinidade de ligacdo e
as interacdes moleculares entre as estruturas de acido clorogénico e cafeina em relacdo as

estruturas de AChE e IRS-1.

Tabela 2 - Protocolo experimental

Tratamento Numero de
Grupo .
Icv V. 0. animais
1 aCSF + Veiculo (agua) 20
2 aCSF + ACG (5 mg/kg) 20
3 aCSF + Cafeina (15 mg/kg) 20
4 STZ (3 mg/kg) + Veiculo (dgua) 20
5 STZ (3 mg/kg) + ACG (5 mg/kg) 20
6 STZ (3 mg/kg) + Cafeina (15 mg/kg) 20
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Figura 12 - Desenho experimental mostrando a sequéncia dos testes comportamentais

realizados nos subgrupos de animais.

Acido Clorogenico e Cafeina (v. 0.)

dias: 0 | 1 3 25 26 27 28 | 29 |
Dosagem de i N l Dosagem de
glicemia Injecbes STZ glicemia

Campo Aberto| Teste Rec. de | Teste Rec.de | Esquiva

Subgrupo 1: i , =
Y-maze Objetos (1h) Objetos (24h) | Passiva
Habituagio Labirinto em Esquiva (MT)

. Eutanssi
R.0) Cruz Elevado | Passiva RAn
(MR)

Subgrupo 2: Campo Aberto| Water maze Teste Water Retirada de areas
‘Water maze (29) maze
(1%) Perfusao

Fonte: arquivo pessoal

6. 5 Dosagem da glicemia

A dosagem da glicemia foi realizada em todos os animais, sendo feita sem restricao
alimentar, para confirmar que os animais nao estavam diabéticos. As dosagens foram feitas
imediatamente antes dos procedimentos de indugdo e 26 dias apos as injecdes I[CV-STZ. Com
o auxilio de uma tesoura cirtirgica estéril, uma gota de sangue foi obtida através da perfuragao
da ponta da cauda dos animais. Essa amostra de sangue, foi aplicada sobre a fita teste usada
para leitura no medidor de glicose (On Call® Plus), sendo os resultados obtidos em mg/dL.
Camundongos com glicemia de jejum superiores a 200 mg/dL e peso corporal acima de 55 g

sdo classificados como diabéticos (TABAK et al., 2012).

6. 6 Testes comportamentais

Todos os testes comportamentais foram feitos em condi¢des de luz vermelha de baixa
intensidade, com temperatura e umidade controladas. Exceto no labirinto aquatico de Morris,
os aparelhos foram limpos com etanol 20% entre cada animal. Os testes comportamentais
foram captados em video através de uma camera USB e analisado em tempo real, ou

posteriormente, com o software ANYmaze (Stoelting Co., Wood Dale, IL, USA).
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6. 6. 1 Avaliagdo da Atividade Locomotora - Teste do Campo Aberto

O teste do campo aberto foi originalmente descrito por Hall (1934), para analisar o
estado emocional em ratos e camundongos. O teste utilizado neste trabalho foi baseado no
modelo de Broadhurst (1957) e foi utilizado com o intuito de avaliar a atividade locomotora e
0 comportamento exploratério do animal, pois essa atividade medida pela distdncia que um
animal percorre reflete a exploragdo a um contexto novo.

O campo aberto consiste de uma arena quadrada (30 x 30 x 15 c¢cm) de acrilico com o
piso preto dividido em nove quadrantes iguais (FIGURA 13). No teste, o animal foi colocado
na arena e deixado para explorar o ambiente por 5 minutos. Durante este periodo, foram
registrados por meio do software ANY-maze (versdo 4, USA): a distancia percorrida, a
velocidade média, o numero de quadrantes atravessados pelo animal (nimero de
cruzamentos) € o nimero de vezes que o animal se levantou para explorar o ambiente
(exploragdes verticais), mantendo-se apenas pelas patas traseiras, caracterizando o
comportamento exploratorio do tipo rearings. O ambiente foi iluminado com luz vermelha e a
arena foi limpa com alcool a 20% apds cada animal ser retirado, para evitar que o cheiro de

urina e fezes interferisse no teste.

Figura 13 - Arena do Campo Aberto

Fonte: (Laboratdrio de Neurociéncias e Comportamento - LNC)
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6. 6. 2 Avaliacdo sobre a Memoria

6. 6. 2. 1 Avalia¢do da memoria de trabalho - Teste Labirinto em Y (Y-maze)

Neste teste, avalia-se a memoria operacional ou de trabalho (curto-prazo)
visuoespacial, que tem como principal drea envolvida, o cortex pré-frontal (SARTER et al.,
1988). O labirinto em Y € composto por 3 bracos de madeira com 16 cm de altura, 5 cm de
largura e 40 cm de comprimento (FIGURA 14). Neste teste, o animal foi colocado em um dos
bragos e foi feita a contagem das alternagdes espontianeas as entradas nos outros bragos
durante 8 (oito) minutos. Os animais controles apresentam forte tendéncia de alternar a
entrada nos diferentes ambientes sem repetigao.

Todas as entradas em cada bragco foram sequencialmente anotadas, havendo, assim, o
registro do nimero total de entradas em cada bago, bem como a sequéncia de entradas. As
informagdes foram analisadas para determinar o numero de alternagdes espontaneas. Os dados
foram expressos como a porcentagem de alternancia nos bracos sem repetigao.

O sucesso do teste ¢ indicado pela alta taxa de alternancia nos grupos controle,
indicando que os animais podem lembrar em qual braco eles entraram por ultimo
(LALONDE, 2002). E considerado como numero de acertos o numero de entradas nos 3
bragos sem repeticao. O resultado € expresso em porcentagem e obtido através da seguinte

formula matematica:

Alternacées Nimerode acertos S0
espontaneas (%) Numero total de entradas - 2

Figura 14 - Labirinto em Y

Fonte: (LNC)
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6. 6. 2. 2 Avalia¢ao da memoria de reconhecimento — Teste do Reconhecimento de Objetos

Quando roedores sdao apresentados a objetos familiares € novos, eles passam uma
maior por¢cdo do tempo explorando o novo objeto. O teste de reconhecimento de objetos ¢
baseado nessa tendéncia natural dos animais buscarem o novo (ENNACEUR; DELACOUR,
1988) (FIGURA 15). A tarefa do reconhecimento de objeto estd intimamente relacionada com
0 bom funcionamento do hipocampo, bem como a codificagdo, consolidagao e recuperagao da
memoria que, por sua vez, estd relacionada com o cortex perirrinal (recebe informagdes de
areas corticais visuais, olfatérias e somatossensoriais, envolvidos com a interpretagdo de
estimulos) (WINTERS et al,, 2008; WIN-SHWE, 2013).

Os animais foram ambientados na arena de campo aberto 24 h antes da realizagdo do
teste. O teste de reconhecimento de objetos foi realizado 23 dias apo6s a segunda inje¢do de
STZ. O teste foi realizado na arena do campo aberto, onde dois objetos idénticos, colocados
em lados opostos nos cantos da arena. O animal foi colocado no quadrante do meio virado
para a parede, no lado oposto aos objetos.

O teste foi feito em trés sessdes. Na primeira sessao, o animal foi deixado na arena de
campo aberto contendo os dois objetos idénticos (A e A) para livre exploragdo por 10 min. Na
segunda sessdo, realizada uma hora depois, o objeto situado a direita (A) foi substituido por
um novo objeto (B), e foi medido o tempo de exploracio em cada objeto (antigo e novo)
durante 5 minutos (memoria de curta duragdo). Na terceira sessdo, realizada 24 horas depois,
o objeto familiar da primeira sessdo (A) foi substituido por um novo objeto (C), e foi medido
o tempo de exploracao em cada objeto (antigo € novo) durante 5 minutos (memoria de longa
duragdo).

O indice de reconhecimento ou de discriminacdo foi calculado como o tempo de
exploracdo do objeto novo menos o tempo de exploragdo no antigo sobre o tempo total de
exploragdo dos dois objetos. A arena e os objetos foram limpos com alcool a 20 % entre as
sessoes dos testes. Os seguintes comportamentos foram considerados como exploragao dos
objetos: farejar, lamber ou tocar o objeto com o nariz ou com as pernas da frente ou

direcionando o nariz para o objeto a uma distancia < lcm.
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Figura 15 - Tlustracdo representando a metodologia do teste de reconhecimento de objetos.

;> 24h @ A | ® A, A c
@ A W s W s
Habituagao Aquisigdo Teste Teste
5 min 10 min 5 min 3 min

Fonte: (Desenho adaptado de Kate Feilhaber, Knowing Neurons, 2015)

6. 6. 2. 3 Avalia¢do da Memoria Aversiva — Teste da Esquiva Passiva

Este teste foi baseado no método de De ONBLE e colaboradores (1986) e nos permite
avaliar as memorias de curta e longa duracgdo (recente e tardia), assim como a memoria com
componente aversivo. O teste de esquiva passiva usa a tendéncia natural do animal de
explorar além da plataforma e envolve o aprendizado de evitar o choque, um componente
aversivo que constitui uma resposta condicionada.

A esquiva passiva ¢ um dos testes mais utilizados para avaliar a memoria € o
aprendizado em animais (HUANG et al, 2012). Esse modelo ndo depende apenas de
estruturas cerebrais como o hipocampo, mas de outros, como cortex entorrinal e amigdala
(BLANK et al., 2014), todos afetados pelo processo neurodegenerativo na DA (SINGH et al.,
2014).

Ap0s 24 dias do procedimento de indugdo com STZ, os animais foram habituados ao
aparelho de esquiva passiva (Insight LTDA). O aparelho consiste de uma caixa de acrilico (48
x 22 x 22 cm), tendo este o piso eletrificado e uma plataforma ndo eletrificada (FIGURA 16).
O animal foi colocado na plataforma e deixado para ambientacdo no aparelho durante um 1
minuto. Apos 30 segundos, o animal foi colocado novamente na plataforma. Visto que a
tendéncia do animal € explorar o ambiente, ao descer da plataforma, ele recebe um choque de
0,5 mA, durante 1 segundo, com o tempo de laténcia para descer sendo registrado, até um
maximo de 300 s (treino). Os animais que ndo desceram da plataforma foram posicionados
sob a parte gradeada e levaram o mesmo choque apds os 300 s de treino.

O animal foi retirado e, apds 15 minutos, colocado novamente na plataforma, sendo
registrada a laténcia de descida (memoria recente). A aprendizagem foi testada apds 24 horas

(memoria tardia), mas nessa fase, os animais nao levaram choque.
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Figura 16 - Aparelho de Esquiva Passiva

Fonte: (Insight LTDA.)

6. 6. 2. 4 Avalia¢do da memoria espacial - Teste do Labirinto Aquatico

Com o objetivo de avaliar o aprendizado e a memoria (longo-prazo) visuoespacial, foi
utilizado o labirinto aquatico com pistas de Morris (Water maze) (FIGURA 17) (MORRIS,
1984). O Morris Water Maze consiste em uma grande piscina circular de agua opaca. Uma
plataforma ¢ colocada na piscina logo abaixo da superficie da dgua para que o camundongo
ndo consiga vé-la. Os ratos sempre tentardo encontrar a plataforma o mais rapido possivel. As
pistas nas paredes ao redor da piscina ajudam os camundongos a se orientarem dentro da
piscina e sdo fundamentais para formar uma percepcdo global de localizacdo que depende,
principalmente, do hipocampo (MORRIS, 1984; KANG et al, 2017; YING et al., 2018).
(FIGURA 17).

O animal foi colocado de forma aleatéria em uma piscina circular (90 cm de diametro
e 60 cm de profundidade) contendo dgua (até 30 cm de altura) com tinta preta ndo toxica a
26°C, dividida espacialmente em quatro quadrantes, devendo encontrar uma plataforma (7cm
de didmetro) submersa 2cm da altura da dgua. O animal teve 60s para achar a plataforma (que
permanece no mesmo local em todos os treinos) e 14 permanecer por 10s.

Este treino foi realizado seis vezes por dia, durante dois dias (aprendizagem), para
cada animal, com intervalos de 30s entre os treinos e 48 h ap6s o ultimo treino, os animais
foram submetidos ao teste, agora sem a plataforma, onde foi avaliada a aquisi¢do da memoria.
O animal permaneceu na piscina por 60s e foi registrado o tempo em que o animal
permaneceu no quadrante em que a plataforma deveria estar, o tempo de laténcia para
encontrar o local da plataforma e o nimero de vezes em que ele cruzou quadrante e o local

exato da plataforma.
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A primeira vez que um camundongo nada na piscina (FIGURA 17), o camundongo
tende a nadar sem rumo até encontrar a plataforma escondida. A cada treino feito na piscina, o
camundongo ficara habituado em achar a plataforma. Usando as formas na parede para ajudar
a identificar onde eles estdo na piscina, o camundongo acabaréd aprendendo € memorizando a

localizagao da plataforma.

Figura 17 - Labirinto aquatico com pistas

1° dia de 2° dia de Teste
Plataforma treino treino (sem a plataforma)
escondida
? @ \ 48 h \
—— A A A A
Pistas visuais Aquisicio da memoria

Periodo de aprendizagem

Fonte: (Adaptado de SHEELER; NITSCHKE, 2021)

6. 6. 2. 5 Avaliacdo da ansiedade - Labirinto em cruz elevado

O Labirinto em cruz elevado (LCE) ¢ um método que avalia as respostas de ansiedade
em roedores. Descrito pela primeira vez por Pellow e colaboradores (1985), ¢ baseado na
tendéncia natural que roedores tem de explorar novos ambientes e na aversdo que eles
apresentam por ambientes abertos e desprotegidos. O teste LCE foi realizado para avaliar uma
possivel resposta ansiogénica nos animais ap6s o tratamento com o ACG e a cafeina.

O LCE ¢ um aparato de acrilico elevado 50 cm do chao formado por 4 bragos (50cm x
10cm), sendo dois bragos fechados (com paredes de 40 cm de altura) e dois bracos abertos
(sem paredes) que se cruzam (FIGURA 18). A iluminagdo empregada no teste foi de baixa
intensidade (luz vermelha) e o experimento foi realizado durante a fase clara do ciclo
(PELLOW et al., 1985). Cada animal foi colocado individualmente no centro do aparato, com
o focinho voltado para um dos bragos fechados, permitindo-lhe livre exploracdo durante 5
minutos. Apds o teste de cada animal, o aparato foi limpo cuidadosamente com uma solugao
de alcool 20%. Todas as sessdes foram gravadas por uma camera, para posterior analise dos

parametros comportamentais relacionados a ansiedade.
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Foram analisados os seguintes parametros convencionais: (1) % de entradas nos
bragos abertos: a frequéncia de entrada com as quatro patas nos bragos abertos; (2) Tempo nos
bracos abertos: a quantidade total de tempo que o animal passou nos bragos abertos. As
porcentagens de entrada nos bracos abertos foram calculadas pela seguinte formula:
(Entradas: [aberto/total (aberto + fechado)] x 100, a porcentagem de tempo nos bragos abertos
(tempo nos bragos abertos / aberto + fechado) x 100) (PELLOW et al., 1985, CAROLA, et
al., 2002). O aumento da entrada no brago aberto/ou tempo de brago aberto indica redugdo da
ansiedade, em contraste, o aumento da entrada no brago fechado/ou tempo de brago fechado

refere-se a influéncias ansiogénicas (WALF; FRYE, 2007).

Figura 18 - Labirinto em cruz elevado

Fonte: Stoelting Co.

6. 7 Avaliagdes bioquimicas - Estresse Oxidativo

6. 7. 1 Determinacdo da peroxidacdo lipidica

A atividade antioxidante foi medida pela dosagem das substancias reativas ao acido
tiobarbittrico (TBARS) (DRAPER; HADELY, 1990), um indicador de peroxidagdo lipidica.
No dia do ensaio, 60 pL do homogenato (10% em tampao fosfato) de cortex e hipocampo foi
introduzido em tubo de ensaio e centrifugado a 1200 rotagdes por minuto (rpm) 4°C por 30
minutos. Apds a centrifugacdo, 100 pL de acido perclorico a 35% foi adicionado para
interromper a peroxidacao e, centrifugado novamente a 5000 rpm 4°C por 10 minutos. O
sobrenadante foi retirado e a este foi adicionado 50ul de dacido tiobarbitirico 1,2%.

Posteriormente, levado ao banho de dgua por 30 minutos a uma temperatura varidvel de 95-
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100°C. A solugdo, foi retirada e colocada para esfriar a temperatura ambiente. Apos esfriar,
150 uL da solugdo foi adicionada nos pogos da placa de ELISA e foi feita a leitura em 535
nm. A curva padrao foi obtida mediante leitura de varias concentragdes (640; 320; 160; 80;
40; 20; 10; 5; 2,5; 1,2; 0,6 uM) de malondialdeido (MDA) padrao e os resultados foram

expressos em concentragdo (UM).

6. 7. 2 Determinacdo da concentracdo de nitrito/nitrato

Nesse ensaio o reativo de Griess (N-1-naftiletilenodiamina a 0,1% em agua destilada,
sulfanilamida 1% em acido fosforico 5%, na propor¢do 1:1) revela a presenga de nitrito/nitrato
(NO2/NO3) em uma amostra (urina, plasma, homogenato tecidual) por uma reagdo de
diazotizagdo que forma um cromoforo de cor roseo, com um pico de absorbancia em 540 nm
(GREEN et al., 1982).

Para realizagdo do ensaio, os homogenatos (10% em tampao fosfato) de cortex e no
hipocampo foram centrifugados a 1.2000 rpm por 15 min a 4°C. 100 puL de cada sobrenadante
foi adicionado a 100 pL do reagente de Griess. Para o branco, foi utilizado 100 pL do tampao
fosfato e 100 pL reagente de Griess. Apos 10 minutos, foi feita a leitura das absorbancias em
540nm. A curva padrdo foi obtida mediante leitura de varias concentra¢des de nitrito padrado
(100; 50; 25; 12,5; 6,52; 3,12; 1,56; 0,78; 0,39; 0,195 uM) e os resultados foram expressos em
concentragdo (uM). As leituras da absorbancia dos padrdes (y) foram plotadas contra a
concentracdo de cada padrdo (x), entdo foi feita a determinacdo da equacdo da reta, que foi

usada para a determinagdo da concentragao de nitrito em cada amostra.

6. 8 Analise histoquimica

Vinte e oito dias apds as inje¢oes ICV-STZ e realizagdo dos testes comportamentais, apos
a anestesia, os animais foram perfundidos através do coragdo, pelo ventriculo esquerdo com
salina gelada (8°-10°C), seguido de paraformaldeido a 4% em tampdo fosfato-salino (PBS).
Os cérebros foram removidos e pos-fixados com formol tamponado por 24 (vinte e quatro)
horas. Apos esse periodo, foram armazenados em solugdo crioprotetora de sacarose a 30%
(4°C), até o momento da microtomia (cortes histologicos). Os encéfalos armazenados na
solugdo de sacarose 30% foram submetidos a microtomia por congelamento. Dentro do
criostato rotativo (Leica CM3050 S, Heidelberg, Alemanha) os encéfalos foram congelados (-

20° C). O tecido foi cortado no criostato € montado em laminas silanizadas, sendo utilizadas
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fatias representativas do cortex pré-frontal (CPF) e hipocampo (FIGURA 19). Os cortes
histologicos na espessura de 10um foram entdo corados pela técnica de Violeta de Cresil, para
a verificacdo da viabilidade neuronal, e foram feitas imunohistoquimicas para marcagdo de

BDNF, GFAP e Iba-1.

Figura 19 - Representacdo do cérebro de camundongo com ilustracdo esquemadtica das

subdivisdes do CPF e do Hipocampo.
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Fonte: (Adaptado de CODAGONNE et al., 2015).

(a) Cortex pré-frontal medial destacado em vermelho. (b) Areas hipocampais Corno de Amon 1 e 3 (CA1, CA3)
e Giro denteado (GD) do cérebro de camundongo

6. 8. 1 Avaliagao da viabilidade celular através do Violeta de Cresil

Neste estudo, a viabilidade celular foi avaliada usando a coloragdo de cresil-violeta,
que destaca os corpusculos de Nissl (que correspondem ao reticulo endoplasmatico rugoso
bem desenvolvido e aos ribossomos livres) no citoplasma de neurdnios vidveis. A coloracao
de cresil-violeta ¢ um método histologico comumente usado para identificar danos celulares
no sistema nervoso e avaliar a viabilidade celular. Células danificadas exibem caracteristicas
como um corpo celular encolhido com picnose (condensacao do nucleo) (SCORZA et al.,
2011; ALVAREZ-BUYLLA; LING; KIRN, 1990).

As laminas com os cortes cerebrais de cortex pré-frontal e hipocampo foram
mergulhados em dgua destilada durante um minuto. Posteriormente, foram incubados na
solucdo de cresil-violeta 0,5% preparada em tampao de acetato (20 % acetato de sédio 2,7% +
80% de acido acético glacial a 1,2 %), por um periodo de trés minutos. A fixa¢do da marcacao
foi feita com duas lavagens em tampao de acetato. Em seguida, as laminas foram desidratadas
em alcool (50, 70 e 100%). Por fim, foram mergulhadas em xilol e montadas com entellan
(Merck, Alemanha). E importante salientar que todas as laminas contendo as fatias foram

marcadas juntas, para evitar possiveis alteracdes de marcagao.
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Para a quantificagdo dos neurdnios corados com Nissl, As ldminas foram visualizadas
em um microscopio (Nikon Elipse E200) com aumento de 200x. Foram selecionadas 3 fatias
de cada animal, sendo trés campos de cada area em cada fatia, aleatoriamente, ¢ a
quantificagdo dos neuronios corados foi realizada em todas as imagens utilizando o software
Image J (NIH, Bethesda, MD, EUA) com um grid type de 1000000 pixels? de 4rea, plotado de
forma aleatdria na imagem pelo programa. No hipocampo, foram analisadas as subareas CA1
(Corno de Amon 1), CA3 (Corno de Amon 3) e GD (Giro Denteado). Foi calculada a média
dos 3 valores por animal, e os resultados expressos como média do numero de células viaveis.
As células foram consideradas neurdnios viaveis quando apresentaram coloragdo violeta no
citoplasma, bem como, aspectos morfoldogicos normais (células de forma redonda ou oval

com nucleos centralizados).

6. 8. 2 Imunohistoquimicas para BDNF, GFAP e Iba-1

A avaliagdo da atividade de neurotrofina foi feita pela imunomarcacdo com o
anticorpo para BDNF, fator de crescimento neuronal envolvido em processos de regulacio e
manuten¢do do sistema nervoso central. A avalia¢do da ativacao de astrdcitos (astrogliose) foi
feita pela imunomarcacdo com o anticorpo para GFAP. Para a verificagdo da presenca e
ativacdo das micréglias (microgliose) foi empregado o marcador de microglia Iba-1. A
marcagdo para BDNF, GFAP e Iba-1 foi realizada em fatias (10 um de espessura e
espacamento de 50 pm) representativas do cortex pré-frontal e hipocampo. E importante
salientar que todas as laminas contendo as fatias foram marcadas juntas, para evitar possiveis
alteragdes de marcagao (FIGURA 20).

As fatias de cortex pré-frontal e hipocampo foram lavadas 3 vezes por 5 min em PBS,
sendo o bloqueio da peroxidase endogena feito com H2O2 1,05% em metanol 10% em PBS,
durante 40 minutos a temperatura ambiente (TA). Apds essa etapa, foram lavadas 3 vezes por
5 minutos em PBS e feito o bloqueio das proteinas enddégenas com uma solucao bloqueadora
(10% de soro de cavalo e 1% de Triton X-100 em PBS) por 2 horas a TA. Ap0s isso, as fatias
foram incubadas nos anticorpos, diluidos em PBS com 0,25% de Triton-X100 5% de soro de
cavalo. por 48 h: anticorpo primdrio anti-BDNF (1:200 pL); anticorpo primario anti-GFAP
(rabbit, 1:200 pL, Sigma); e anticorpo primario anti-Iba-1 diluido na solugdo bloqueadora
(rabbit polyclonal, 1:300 pL; WAKO, Japao) overnight a 4°C.

As fatias foram entdo lavadas 3 vezes por 10 minutos em PBS, sendo em seguida

incubadas com polimero marcado com HRP conjugado com anticorpos anti-mouse e anti-
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rabbit (Dako EnVision + Dual Link System-HRP, Dako) por 2 horas a TA, e lavados
novamente 3 vezes por 5 minutos com PBS. A marca¢do foi revelada com 3,3’-
diaminobenzidina (DAB Peroxidase Substrate Kit; Dako). A reagdo foi interrompida,
lavando-se as laminas em agua destilada. Por fim, apds secagem, as laminas foram
mergulhadas em xilol e montadas com entellan (Merck, Alemanha).

Para a quantificacdo da imunorreatividade, as laminas foram visualizadas em um
microscopio (Nikon Elipse E200) com aumento de 100x. Foram selecionadas 3 fatias de cada
animal e trés areas em cada fatia, aleatoriamente, ¢ a quantificacdo semi-quantitativa da
densidade optica foi realizada em todas as imagens utilizando o software Image J (NIH,
Bethesda, MD, EUA). A densidade 6ptica final de cada imagem foi dada pela densidade do
branco subtraido da densidade da imagem total. Foi calculada a média dos 3 valores por
animal, sendo utilizados 5 a 6 animais por grupo, e foi calculada a média dos valores obtidos

para o grupo controle, e os demais valores foram calculados como percentagem desse valor.

Figura 20 - Representacdo esquematica do principio geral da técnica de imuno-histoquimica
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Fonte: https://www.argospatologia.com.br/imunohistoquimica/

6. 9 Docking Molecular

A energia envolvida na ligacdo entre o ligante (firmaco) e o sitio ativo proteico ¢
calculada a partir das ligagdes ndo covalentes entre os grupos funcionais presentes na
molécula bioativa e no sitio ativo proteico (receptor) (ANDREI et al., 2012). A técnica de
ancoragem molecular gera estimativas de energias de ligacdo entre o ligante e a proteina alvo
(RODRIGUES et al., 2012).

No docking se avalia diferentes conformagdes espaciais do ligante, sendo possivel
identificar qual ¢ a mais provavel conformacdo do ligante ao acoplar no sitio ativo da proteina

alvo. Para cada conformacao se obtém as respectivas energias livres de ligacao entre o ligante
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e o alvo, onde a menor energia sera considerada a mais provavel para justificar a conformagao
da interagdo (KITCHEN et al., 2004).

Dessa forma, foram realizados estudos in silico, docking molecular, por meio de uma
parceria com o Laboratério de Toxinologia, do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de
Medicamentos (NPDM) da Universidade Federal do Ceard (UFC). As estruturas de Acido
Clorogénico e Cafeina foram modeladas tridimensionalmente no software Avogadro 1.1.2
(HANWELL et al, 2012) e optimizada geometricamente utilizando o método Teoria
Funcional da Densidade (DFT) com funcional de correlagio B3LYP e base 6-31G(d)
presentes no software GAMESS (BARCA et al., 2020).

A estrutura proteica (alvo) de acetilcolinesterase (PDB: 4MOE) e Receptores de
Insulina - IRS1 (PDB: 11IRS) de organismo homo sapiens foram obtidas no Protein Data Bank

(https://www.rcsb.org/). A posicao do encaixe do acoplamento foi baseada no ligante nativo

da macromolécula e com o uso do Servidor Computed Atlas of Surface Topography of

proteins - CASTp (http://sts.bioe.uic.edu/castp/calculation.html).

Para simulacdo de docking molecular foram utilizados o AutoDock tools (ADT) v4.2
para preparacdo do ligante e alvos (MORRIS et al, 2009) e AutoDock Vina 1.1.2 para
execucao dos calculos (TROTT; OLSON, 2010). A afinidade de ligagdo ¢ as intera¢des entre
residuos foram usados para determinar melhores interacdes moleculares. O resultado foi
visualizado usando ADT, Discovery Studio v4.5 (BIOVIA, 2020) e PLIP (SALENTIN ef al,,
2015).

6. 10 Anadlise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas pelo Software GraphPad Prism 6.01
(GraphPad Software, Inc.) e todos os dados foram expressos como média + EPM (erro padrao
médio). Inicialmente, foi realizado o teste de normalidade D’Agostino e Pearson e teste de
normalidade Shapiro Wilk para verificar se dados apresentam distribuicdo normal, sendo
determinado o uso de testes paramétricos ou ndo paramétricos para a avaliacdo estatistica dos
resultados.

Como todos os resultados apresentaram uma distribui¢do normal, utilizou-se a Analise
de Variancia (ANOVA) de uma via, seguida pelo teste de Bonferroni como teste post-hoc,
para comparagdes dentro dos grupos. Em todos os testes o critério de significancia utilizado

foi de P <0,05.


https://www.rcsb.org/
http://sts.bioe.uic.edu/castp/calculation.html
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7 RESULTADOS

7. 1 Efeitos do Acido Clorogénico e Cafeina sobre a atividade locomotora (Teste do

Campo aberto) em camundongos submetidos ao modelo de DAE por ICV-STZ.

Os resultados obtidos no teste do campo aberto demonstraram que ndo houve nenhuma
alteragdo significativa entre os grupos em relagdo a distancia percorrida (FIGURA 21A),
velocidade média (FIGURA 21B) e no nimero de crossings e rearings (FIGURA 21C)
(Tabela 3).

Tabela 3 - O efeito do tratamento com o Acido Clorogénico (5 mg/kg, v.0.) e Cafeina (15
mg/kg v.0.) na distancia percorrida, velocidade média e no numero de crossings e rearings,
registrados por meio do software ANY-maze (versao 4, USA), em camundongos submetidos

ao modelo de DAE por ICV-STZ no teste do campo aberto.

Grupos Distancia percorrida | Velocidade média | Crossings Rearings
aCSF+V 15,68 1,150 0,050 £ 0,0032 184,8+ 5,75 | 10,30 £ 2,65
aCSF + ACG 14,69 + 1,01 0,049 + 0,0033 193,6 £ 10,46 | 7,80 +2,30
aCSF + CAF 13,48 £ 1,68 0,045 + 0,005 178,8+21,77 | 8,77+ 1,44
STZ+V 13,34 +£1,03 0,044 + 0,003 161,2+ 8,187 | 10,10 + 1,66
STZ + ACG 13,50 £ 0,57 0,045 £ 0,001 190,4 £10,62 | 7,77 £ 1,35
STZ + CAF 14,99 + 1,22 0,050 £+ 0,004 185,5+11,47 | 4,88 +£0,78

Fonte: dados da pesquisa
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Figura 21 - Efeito do Acido Clorogénico (5 mg/kg, v.0.) e Cafeina (15 mg/kg v.0.) na
atividade locomotora de camundongos submetidos ao modelo de DAE por ICV-STZ no teste

do campo aberto.
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Os animais (n = 10 animais/grupo) foram tratados com Acido Clorogénico (5 mg/kg, v.0.) e Cafeina (15 mg/kg
v.0.) durante 26 dias, sendo a distancia percorrida (A), velocidade média (B) e o niimero de crossings e rearings
(C) avaliados pelo software ANYmaze (Stoelting Co., USA) por 5 minutos, 12 dias ap6s a ICV-STZ. Os valores
estdo representados como média £ EPM. aCSF (artificial Fluido Cérebro Espinal); V (Veiculo - dgua destilada
v.0.); STZ (Streptozotocina); ACG (Acido Clorogénico); CAF (Cafeina).
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7. 2 Efeitos do Acido Clorogénico e Cafeina sobre o déficit na memoéria de trabalho
(Teste do Labirinto em Y) em camundongos submetidos ao modelo de DAE por ICV-

STZ.

Na avaliagdo da memoria de trabalho através do teste do labirinto em Y ndo foi
observado nenhuma alteragdo significativa entre os grupos em relacdo a porcentagem de

alternancias espontaneas (FIGURA 22).

Figura 22 - Efeito do Acido Clorogénico (5 mg/kg, v.0.) e Cafeina (15 mg/kg v.0.) sobre a

memoria de trabalho em camundongos submetidos ao modelo de DAE por ICV-STZ.
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Os animais (n = 10 animais/grupo) foram tratados com Acido Clorogénico (5 mg/kg, v.0.) e Cafeina (15 mg/kg
v.0.) durante 26 dias, sendo o nimero de alterna¢des espontdneas contados durante 8 minutos, 22 dias apos a
ICV-STZ. Os valores estdo representados como média £ EPM. ANOVA de uma via, seguido do Teste de
Bonferroni. aCSF (artificial Fluido Cérebro Espinal); V (Veiculo - dgua destilada v.0.); STZ (Streptozotocina);
ACG (Acido Clorogénico); CAF (Cafeina).
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7. 3 Efeitos do Acido Clorogénico e Cafeina sobre o déficit na memoéria de
reconhecimento (Teste de Reconhecimento de Objetos) em camundongos submetidos ao

modelo de DAE por ICV-STZ.

Na avaliagdo do indice de reconhecimento através do teste de reconhecimento de
objetos, os animais submetidos as inje¢des ICV-STZ apresentaram déficits na habilidade de
reconhecer um novo objeto na exposi¢ao apos 1 hora (aCSF: 0,18 £ 0,04; STZ: -0,01 £+ 0,04,
P < 0,01) e na exposicao apds 24 horas (aCSF: 0,38 £ 0,02; STZ: 0,13 £ 0,02, P < 0,01)
quando comparados aos animais do grupo aCSF, apresentando menor indice de
reconhecimento.

O tratamento com o ACG promoveu uma melhora significativa no indice de
reconhecimento do objeto nas exposi¢des apds 1 hora (STZ + ACG: 0,14 £ 0,04, P < 0,05) e
24 horas (STZ + ACG: 0,31 + 0,05, P <0,05) (FIGURA 23A ¢ 23B).

O tratamento com a Cafeina promoveu uma melhora significativa no indice de
reconhecimento do objeto nas exposi¢des apos 1 hora (STZ + CAF: 0,09 + 0,03, P < 0,05) e
24 horas (STZ + CAF: 0,36 + 0,04, P< 0,05) (FIGURA 23A ¢ 23B).

Figura 23 — Efeito do Acido Clorogénico (5 mg/kg, v.0.) e Cafeina (15 mg/kg v.0.) sobre a
memoria de reconhecimento em camundongos submetidos ao modelo de DAE por ICV-STZ.
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Os animais foram tratados com Acido Clorogénico (5 mg/kg, v.0.) e Cafeina (15 mg/kg v.0.) durante 26 dias,
sendo o indice de reconhecimento analisado 23 dias ap6s a ICV-STZ, 1 h e 24 h apos a apresentacao dos objetos
(n = 10 animais/grupo). Os valores estdo representados como média + EPM. A) Reconhecimento de objetos apos
1 h. B) Reconhecimento de objetos apds 24 h. *P < 0,05; **P<0,005; **“P<0,0001. ANOVA de uma via, seguido
do Teste de Bonferroni. aCSF (artificial Fluido Cérebro Espinal); V (Veiculo — agua destilada v.0.); STZ
(Estreptozotocina); ACG (4cido clorogénico); CAF (Cafeina).
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7. 4 Efeitos do Acido Clorogénico e Cafeina sobre a memoéria aversiva (Teste da Esquiva

Passiva) em camundongos submetidos ao modelo de DAE por ICV-STZ.

Na avaliagdo da memoria aversiva através do teste da esquiva passiva, os animais
submetidos as inje¢des ICV-STZ apresentaram déficits na retengdo da memoria recente (MR)
(laténcia em segundos (s), aCSF: 183,2 &+ 25,46; STZ: 79,77 + 30,53, P < 0,05) e na memoéria
tardia (MT) (laténcia (s), aCSF: 286,8 + 13,18; STZ: 112,6 + 38,83, P < 0,0001) quando
comparados aos animais do grupo aCSF.

Este déficit foi protegido pelo tratamento com o acido clorogénico na memoria tardia
(MT) (laténcia (s), STZ + ACG: 241,4 + 29,21, P < 0,01) (FIGURA 24). O tratamento com a
cafeina também foi capaz de proteger contra o déficit na memoria recente (MR) (laténcia (s),
STZ + CAF: 2904 + 5,723, P < 0,0001) e na memoria tardia (MT) (laténcia, STZ + CAF:
300,0 = 0,00, P <0,0001) (FIGURA 24).

Figura 24 - Efeito do Acido Clorogénico (5 mg/kg, v.0.) e Cafeina (15 mg/kg v.0.) sobre a

memoria aversiva recente e tardia em camundongos submetidos ao modelo de DAE por ICV-

STZ.
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Os animais foram tratados com Acido Clorogénico (5 mg/kg, v.0.) e Cafeina (15 mg/kg v.0.) durante 26 dias,
sendo medido o tempo de laténcia para o animal descer da plataforma durante sessdes de 300 s, realizadas 15
min (memoria recente) e 24 hs (memdria tardia) apos o treino, 24 e 25 dias, respectivamente, apos a ICV-STZ
(n = 10 animais/grupo). Os valores estdo representados como média + EPM. "P < 0,05; **P<0,0001. ANOVA de
uma via, seguido do Teste de Bonferroni. MR (Memoria Recente); MT (Memoria Tardia); aCSF (artificial
Fluido Cérebro Espinal); V (Veiculo — agua destilada v.o.); STZ (Estreptozotocina); ACG (4cido clorogénico);
CAF (Cafeina).
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7. 5 Efeitos do Acido Clorogénico e Cafeina sobre o déficit na memoria espacial (Teste

do Labirinto Aquatico) em camundongos submetidos ao modelo de DAE por ICV-STZ.

Na avaliagdo do aprendizado espacial através do labirinto aquatico, os animais
submetidos ICV-STZ apresentaram déficits na memoria espacial (tempo de laténcia em
segundos, aCSF: 12,77 + 1,162; STZ: 32,07 + 7,54, P < 0,05) (FIGURA 25A), demonstrando
um maior tempo de laténcia para encontrar a plataforma quando comparados aos animais do
grupo aCSF. O tratamento com o Acido clorogénico e a cafeina foi capaz de promover uma
melhora significativa no tempo de laténcia para encontrar o local da plataforma (tempo de
laténcia em segundos, STZ + ACG: 14,53 + 2,31; STZ + CAF: 15,72 £ 1,55, P < 0,05)
(FIGURA 25A).

Com relagdo ao tempo de permanéncia no quadrante, os animais submetidos as
injecdes ICV-STZ apresentaram uma diminui¢do no tempo de permanéncia (tempo de
permanéncia em segundos, aCSF: 13,35 + 1,369; STZ: 7,78 = 1,031, P < 0,05) (FIGURA
25B). O tratamento com o Acido clorogénico ¢ a cafeina foi capaz de promover um aumento
significativo no tempo de permanéncia no quadrante (STZ + ACG: 15,56 + 0,97; STZ +CAF:
16,46 + 0,68, P <0,05) (FIGURA 25B).

Quanto ao numero de cruzamentos no local da plataforma, os animais submetidos as
injecOes ICV-STZ apresentaram uma diminuicdo no nimero de cruzamentos, (nimero de
cruzamentos, aCSF: 2,50 + 0,26; STZ: 1,5 £ 0,16, P < 0,05) (FIGURA 25C). O tratamento
com o Acido clorogénico e a cafeina foi capaz de promover um aumento significativo no
numero de cruzamentos no local da plataforma (STZ + ACG: 2,80 + 0,32; STZ +CAF: 2,66 +
0,37, P <0,05) (FIGURA 25C).

Quanto ao niimero de entradas no quadrante onde se localiza a plataforma, os animais
submetidos as injegdes ICV-STZ apresentaram uma diminui¢do no numero de cruzamentos,
(nimero de cruzamentos, aCSF: 6,80 + 0,87; STZ: 4,2 + 0,32, P < 0,05) (FIGURA 25D). O
tratamento com o Acido clorogénico e a cafeina foi capaz de promover um aumento
significativo no nimero de entradas no quadrante onde se localiza a plataforma (STZ + ACG:
7,90 + 0,64; STZ +CAF: 6,77 £ 0,70, P <0,05) (FIGURA 25D).

Com relagdo a distancia percorrida pelos animais até chegarem a plataforma, nao
houve diferencgas estatisticas entre os grupos (distancia percorrida em metros, aCSF: 19,62 +
0,84; aCSF + ACG: 19,16 + 0,88; aCSF + 17,75 £ 0,99; STZ: 19,78 £ 0,96; STZ + ACG:
20,64 +0,92; STZ + CAF: 18,43 +£ 0,73, P <0,05) (FIGURA 25E).
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Com relagao a velocidade média dos animais, ndo houve diferengas estadisticas entre
os grupos (velocidade média em m/s, aCSF: 0,32 + 0,01; aCSF + ACG: 0,31 + 0,01; aCSF +
0,29 +£0,01; STZ: 0,32 +£ 0,01; STZ + ACG: 0,34 £ 0,01; STZ + CAF: 0,30 = 0,01, P <0,05)
(FIGURA 25F).

Figura 25 - Efeito do Acido Clorogénico (5 mg/kg, v.0.) e Cafeina (15 mg/kg v.0.) sobre a

memoria espacial em camundongos submetidos ao modelo de DAE por ICV-STZ.
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Os animais (n = 10 animais/grupo) foram tratados com Acido Clorogénico (5 mg/kg, v.0.) e Cafeina (15 mg/kg
v.0.) durante 26 dias, sendo a laténcia (A), tempo no quadrante (B), o nimero de cruzamentos na plataforma (C),
entradas no quadrante (D), velocidade média (E), entradas no quadrante (F), avaliados pelo software ANYmaze
(Stoelting Co., USA) durante 1 minuto, no 28° dia apds a ICV-STZ. Os valores estdo representados como média
+ EPM. *P < 0,05; *"P<0,005; “*P<0,0001. ANOVA de uma via, seguido do Teste de Bonferroni. A) Laténcia
(s). B) Tempo no quadrante (s). C) Cruzamentos na plataforma: D) Entradas no quadrante (s). E) Distancia
percorrida. F) Velocidade média. ANOVA de uma via, seguido do Teste de Bonferroni. G) Imagem
representativa da trajetoria de um animal até o local da plataforma. aCSF (artificial Fluido Cérebro Espinal); V
(Veiculo - 4gua destilada v.0.); STZ (Streptozotocina); ACG (Acido Clorogénico); CAF (Cafeina).

7. 6 Efeitos do Acido Clorogénico e Cafeina sobre a ansiedade em camundongos

submetidos ao modelo de DAE por ICV-STZ.

Na avaliagcdo da ansiedade através do teste do labirinto em cruz elevado nao houve
alteragdes significativa na porcentagem de entradas nos bracos abertos € na porcentagem de
tempo nos bracos abertos entre os grupos, demonstrando que o modelo de ICV-STZ, nesse
tempo de protocolo, e o tratamento com AGC e cafeina ndo causam alteracdes relacionadas a

ansiedade (FIGURA 26A e 26B).
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Figura 26 - Efeito do Acido Clorogénico (5 mg/kg, v.0.) e Cafeina (15 mg/kg v.0.) sobre
ansiedade em camundongos submetidos ao modelo de DAE por ICV-STZ.
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Os animais (n = 10 animais/grupo) foram tratados com Acido Clorogénico (5 mg/kg, v.0.) e Cafeina (15 mg/kg
v.0.) durante 26 dias, sendo medido o tempo de permanéncia e o numero de entradas nos bragos abertos e
fechados durante 5 minutos, avaliado pelo software ANYmaze (Stoelting Co., USA), 25 dias apos a ICV-STZ (n
= 10 animais/grupo). Os valores estdo representados como média + EPM. ANOVA de uma via, seguido do Teste
de Bonferroni. aCSF (artificial Fluido Cérebro Espinal); V (Veiculo - 4gua destilada v.0.); STZ
(Streptozotocina); ACG (Acido Clorogénico); CAF (Cafeina).

7. 7 Niveis de glicose no sangue periférico em camundongos submetidos ao modelo de

DAE por ICV-STZ.

Os resultados obtidos dos niveis de glicose no sangue periférico demonstraram que
ndo houve nenhuma alteragdo antes e apds os procedimentos de indu¢do com STZ e com o
tratamento com o Acido Clorogénico e Cafeina, demonstrando que os animais nio estavam
diabéticos. A Figura 27 mostra que os niveis de glicose ndo foram alterados em nenhum dos

grupos experimentais avaliados neste estudo.
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Figura 27 - Efeito do tratamento com o Acido Clorogénico e Cafeina sobre a glicemia em

camundongos submetidos ao modelo de DAE por STZ
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Os animais foram tratados com Acido clorogénico e Cafeina v.o. durante 26 dias. A analise dos niveis de glicose
no sangue dos camundongos (n = 10 animais/grupo) foi feita nos dias 0° e 29°, antes dos procedimentos de
indugdo e imediatamente antes da eutanasia dos animais utilizando fitas de glicemia. Os valores estdo
representados como média = EPM. aCSF (artificial Fluido Cérebro Espinal); V (Veiculo - dgua destilada v.o0.);
STZ (Streptozotocina); ACG (Acido Clorogénico); CAF (Cafeina).

7. 8 Efeitos do Acido Clorogénico e Cafeina sobre a dosagem de nitrito/nitrato
(NO2/NOs3) em tecidos cerebrais de camundongos submetidos ao modelo de DAE por

ICV-STZ.

Na dosagem de nitrito/nitrato no cortex e hipocampo, os animais submetidos a ICV-
STZ apresentaram um aumento significativo nas concentragcdes de NO2/NOs, no cortex
(aCSF: 3,24 + 0,86; STZ: 7,94 = 1,28, P < 0,05) (FIGURA 28A e 28C) e no hipocampo
(aCSF: 6,82 + 0,56; STZ: 16,45 + 2,08, P <0,05) (FIGURA 28B ¢ 28D).

O tratamento com o Acido Clorogénico e Cafeina protegeu contra esse aumento da
concentracdo de NO2/NO3; em ambas as areas cerebrais (cortex, STZ +ACG: 3,97 £0,56; STZ
+ CAF: 3,67 +£ 0,52, P < 0,05) (FIGURA 28A e 28C), (hipocampo, STZ +ACG: 8,90 + 1,37,
STZ + CAF: 7,94 +1,04, P <0,05) (FIGURA 28B e 28D).
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Figura 28 - Efeitos do Acido Clorogénico (5 mg/kg, v.0.) e Cafeina (15 mg/kg v.0.) sobre a
concentragdo de nitrito/nitrato (NO2/NO3) no coértex e hipocampo de camundongos

submetidos ao modelo de DAE por ICV-STZ.
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Os animais foram tratados com Acido Clorogénico (5 mg/kg, v.0.) e Cafeina (15 mg/kg v.0.) durante 26 dias,
sendo as areas dissecadas para dosagem de nitrito/nitrato em pM 26 dias apds a ICV-STZ (n = 6 animais/grupo).
Os valores estdo representados como média = EPM. P < 0,05; **P<0,005; "*P<0,0001. ANOVA de uma via,
seguido do Teste de Bonferroni. (artificial Fluido Cérebro Espinal); V (Veiculo - agua destilada v.0.); STZ
(Streptozotocina); ACG (Acido Clorogénico); CAF (Cafeina).
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7. 9 Efeitos do Acido Clorogénico e Cafeina sobre a peroxidacio lipidica (TBARS) em

tecidos cerebrais de camundongos submetidos ao modelo de DAE por ICV-STZ.

Os animais submetidos a ICV-STZ apresentaram um aumento significativo nas
concentragdes de MDA, no coértex (aCSF: 0,007 = 0,0007; STZ: 0,01 £ 0,002, P < 0,05)
(FIGURA 29A ¢ 29C) e no hipocampo (aCSF: 0,006 + 0,001; STZ: 0,014 = 0,0014, P < 0,05)
(FIGURA 29B ¢ 29D).

O tratamento com o Acido Clorogénico e Cafeina foi capaz de diminuir
significativamente esse aumento da concentragcdo de MDA em ambas as areas cerebrais, tanto
no cortex (STZ +ACG: 0,01 £ 0,0008; STZ + CAF: 0,008 £ 0,001, P <0,05) (FIGURA 29A ¢
29C), quanto no hipocampo (STZ +ACG: 0,009 + 0,001; STZ + CAF: 0,008 = 0,001, P <
0,05) (FIGURA 29B e 29D).

Figura 29 - Efeito do Acido Clorogénico (5 mg/kg, v.0.) e Cafeina (15 mg/kg v.0.) sobre a
peroxidagdo lipidica (TBARS) no cortex e hipocampo de camundongos submetidos ao

modelo de DAE por ICV-STZ.
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Os animais foram tratados com Acido Clorogénico (5 mg/kg, v.0.) e Cafeina (15 mg/kg v.0.) durante 26 dias,
sendo as areas dissecadas para dosagem de nitrito/nitrato em uM 26 dias apos a ICV-STZ (n = 6 animais/grupo).
Os valores estdo representados como média + EPM. “P < 0,05; *P<0,005; *“P<0,0001. ANOVA de uma via,
seguido do Teste de Bonferroni. aCSF (artificial Fluido Cérebro Espinal); V (Veiculo - 4gua destilada v.0.); STZ
(Streptozotocina); ACG (Acido Clorogénico); CAF (Cafeina).

7. 10 Efeito do Acido Clorogénico sobre a integridade neuronal evidenciada através da
coloracio com o Cresil violeta no cortex pré-frontal e hipocampo de camundongos

submetidos ao modelo de DAE por ICV-STZ.

Na avaliagcdo da integridade neuronal através da coloragdo com o Cresil violeta, foi
evidenciada uma diminui¢cdo da viabilidade celular no cortex pré-frontal dos animais
submetidos a ICV-STZ (FIGURA 30) (média do numero de células vidveis, aCSF: 90,89 +
1,459; STZ: 75,98 + 1,927) (FIGURA 30). O tratamento com o Acido clorogénico foi capaz
de proteger contra a diminuicao do niimero de células vidveis, Nissl positivas, no cortex pré-
frontal nos animais controles que ndo receberam STZ e nos animais que receberam STZ
(média do numero de células viaveis, aCSF+ACG: 99,51 + 2,665, P < 0,0001; STZ+ACG:
96,71 +£3,815, P <0,01) (FIGURA 30).
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Figura 30 - Avaliacdo da viabilidade celular através da coloragdo com o Cresil violeta no
cortex pré-frontal de camundongos tratados com Acido Clorogénico (5 mg/kg, v.0.) apds as

injegdes ICV-STZ
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Os animais foram tratados com Acido Clorogénico (5 mg/kg, v.0.) durante 26 dias, sendo os cérebros
perfundidos para a realizagdo da andlise histologica com Cresil Violeta 26 dias apoés a ICV-STZ (n = 5-6
animais/grupo, 3 fatias/animal. A) Fotomicrografias (Violeta de Cresil), aumento 200x, representativas do grupo
Acido Clorogénico (5 mg/kg, v.0.) sobre a viabilidade celular no cortex pré-frontal. B) Os valores estdo
representados como média + EPM. "P < 0,05; "*P<0,005; “*P<0,0001. ANOVA de uma via, seguido do Teste de
Bonferroni. aCSF (artificial Fluido Cérebro Espinal); V (Veiculo - dgua destilada v.0.); STZ (Streptozotocina);
ACG (Acido Clorogénico). Visualizagdo: microscopio Nikon Elipse E200, com aumento de 200x, escala de 100
um.

Foi observado um menor ntimero de células vidveis nas regidoes CAl e CA3 do
hipocampo de animais submetidos as injecdes ICV-STZ (FIGURA 31) (nimero de células
viaveis, CA1- aCSF: 137,3 + 4,873; STZ: 90,06 + 5,173, P < 0,05; CA3 - aCSF: 176,8 +
7,631; STZ: 107,3 + 2,669, P < 0,05) (FIGURA 31B e 31C), ndo havendo uma diminui¢ao
significativa das células viaveis na regido do GD (niimero de células vidveis, aCSF: 244,8 +
16,82; STZ: 244,1 + 8,659, P <0,05) (FIGURA 31D).

O tratamento com o Acido clorogénico foi capaz de aumentar significativamente a
viabilidade celular nas regides do CAl e CA3 do hipocampo de animais submetidos as
injecdes ICV-STZ (ntimero de células viaveis, CA1 - STZ+ACG: 125,8 + 7,920, P < 0,05);
CA3 - STZ+ACG: 159,1+ 9,714, P < 0,05) (FIGURA 31B ¢ 31C).
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Na regido do GD, o tratamento com o Acido clorogénico foi capaz de aumentar
significativamente a viabilidade celular nos animais controles que ndo receberam STZ
(nimero de células viaveis, aCSF+ACG: 311,9 + 16,81, P < 0,05) (FIGURA 31D), havendo

um aumento significativo do nimero de neurdnios viaveis nessa regiao.

Figura 31 - Avaliacdo da viabilidade celular através da coloracdo com o Cresil violeta no
hipocampo nas regides CA1, CA3 e GD de camundongos tratados com Acido Clorogénico (5
mg/kg, v.o.) apos a ICV-STZ.
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Os animais foram tratados com Acido Clorogénico (5 mg/kg, v.0.) durante 26 dias, sendo os cérebros
perfundidos para a realizacdo da analise histologica com Cresil Violeta 26 dias apos a ICV-STZ (n = 5-6
animais/grupo, 3 fatias/animal. A) Fotomicrografias (Violeta de Cresil), aumento 200x, representativas do grupo
Acido Clorogénico (5 mg/kg, v.0.) sobre a viabilidade celular no Hipocampo, regides CA1, CA3 e GD. Os
valores estdo representados como média £ EPM. "P<0,05; **P<0,005; **P<0,0001. ANOVA de uma via, seguido
do Teste de Bonferroni. aCSF (artificial Fluido Cérebro Espinal); V (Veiculo - agua destilada v.o0.); STZ
(Streptozotocina); ACG (Acido Clorogénico). Visualizagio: microscopio Nikon Elipse E200, com aumento de
200x, escala de 100 pm.

7. 11 Efeito da Cafeina sobre a integridade neuronal evidenciada através da coloracgao
com o Cresil violeta no cortex pré-frontal e hipocampo de camundongos submetidos ao

modelo de DAE por ICV-STZ.

Na avaliacao da integridade neuronal através da coloracdo com o Cresil violeta, foi
evidenciada uma diminuicdo da viabilidade celular no cortex pré-frontal de animais

submetidos as inje¢des ICV-STZ (FIGURA 32) (numero de células viaveis, aCSF: 90,89 +



98

1,459; STZ: 75,98 + 1,927) (FIGURA 32). O tratamento com a Cafeina foi capaz de proteger
contra a diminui¢do do numero de células viaveis no coértex pré-frontal nos animais controles
que nao receberam STZ e nos animais que receberam STZ, em comparagdo com o grupo de

animais submetidos apenas as injecoes ICV-STZ (média do niimero de células viaveis:

aCSF+CAF: 110,3 + 2,720, P <0,0001; STZ+CAF: 94,56 + 3,147, P <0,001) (FIGURA 32).

Figura 32 - Avaliacdo da viabilidade celular através da coloragao com o Cresil violeta no

cortex pré-frontal de camundongos tratados com Cafeina (15 mg/kg v.o0.) apos as injecdes
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Os animais foram tratados com Cafeina (15 mg/kg v.0.) durante 26 dias, sendo os cérebros perfundidos para a
realizagdo da analise histologica com Cresil Violeta 26 dias ap6és a ICV-STZ (n = 5-6 animais/grupo, 3
fatias/animal. A) Fotomicrografias (Violeta de Cresil), aumento 200x, representativas do efeito da Cafeina (15
mg/kg v.0.) sobre a viabilidade celular no cortex pré-frontal. B) Os valores estdo representados como média +
EPM. "P<0,05; **P<0,005; **P<0,0001. ANOVA de uma via, seguido do Teste de Bonferroni. aCSF (artificial
Fluido Cérebro Espinal); V (Veiculo - agua destilada v.0.); STZ (Streptozotocina); CAF (Cafeina). Visualizagao:
microscopio Nikon Elipse E200, com aumento de 200x, escala de 100 pm.

Foi observado um menor niumero de células viadveis nas regides CAl e CA3 do
hipocampo de animais submetidos as inje¢des ICV-STZ (FIGURA 33B) (numero de células
viaveis, CA1- aCSF: 137,3 + 4,873; S