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RESUMO

A Doenca de Alzheimer (DA) é uma doenca neurodegenerativa que causa perda progressiva de
memoria e outros dominios cognitivos, sendo a forma mais comum de deméncia e afetando
48,6 milhdes de pessoas no mundo. No entanto, pesquisas recentes sugerem que a Doenca de
Alzheimer Esporadica (DAE) é uma Diabetes tipo 3, caracterizada pela resisténcia a insulina
no cérebro, envolvendo mecanismos moleculares similares aos causadores da Diabetes tipo 2
no tecido periférico. Desse modo, injecdes intracerebroventriculares (icv) de estreptozotocina
(STZ) tém sido usadas como modelo de inducdo de diabetes tipo 3 e como modelo experimental
da DAE por causar estresse oxidativo e inflamacao. O objetivo do trabalho foi estudar os efeitos
do eriodictiol, um flavondide, que possui atividade anti-inflamatdria e antioxidante ja descritas,
sobre déficits cognitivos e dano neuronal em camundongos submetidos ao modelo experimental
da DAE. Camundongos Swiss machos (25-35 g) receberam injecdes de STZ (3 mg/kg, icv, 1,5
ul) bilateralmente, no dia 1 ¢ 3 do experimento ¢ foram divididos em 5 grupos: Controle;
Controle + eriodictiol 4 (ERI 4); STZ; STZ + ERI (2 e 4 mg/kg). O tratamento com eriodictiol
foi realizado por 16 dias, iniciando 1 h apds o segundo procedimento de inducdo. Foi feita a
medic&o da glicemia dos animais antes e ap6s a inducdo da DAE. Os resultados demonstraram
que ndo houve alteracdo significativa na glicemia. O tratamento melhorou de forma
significativa os déficits na memoria aversiva, de reconhecimento e espacial e ndo alterou a
atividade locomotora. O efeito neuroprotetor provavelmente se deve a uma acgéo antioxidante e
anti-inflamatoria via inativacdo do GSK-3p e ativacdo da via Keapl/Nrf2, destacada nos
experimentos in silico, que preveniu da reducdo dos niveis de GSH e diminuiu os niveis de
nitrito no hipocampo dos animais, consequentemente, atenuando o processo neuroinflamatorio
e a resisténcia a insulina, ressaltando seu potencial preventivo e/ou adjuvante para o tratamento
da DAE.

Palavras chave: Doenca de Alzheimer Esporadica; Estreptozotocina; Flavonoides;
Neuroprotecao; Eriodictiol



ABSTRACT
A FLAVONOID ERIODICTIOL PROTECTS MICE WITH STREPTOZOTOCIN-
INDUCED SPORADIC ALZHEIMER'S DISEASE: IN VIVO AND IN SILICO STUDY

Alzheimer's Disease (AD) is a neurodegenerative disorder that causes progressive memory loss
and other cognitive impairments, being the most common form of dementia and affecting 48.6
million people worldwide. However, recent research suggests that Sporadic Alzheimer's
Disease (SAD) is a Type 3 Diabetes, characterized by insulin resistance in the brain, involving
molecular mechanisms similar to those causing Type 2 Diabetes in peripheral tissue. Thus,
intracerebroventricular (icv) injections of streptozotocin (STZ) have been used as a model of
Type 3 diabetes induction and as an experimental model of SAD due to causing oxidative stress
and inflammation. This work aimed to study the effects of eriodictyol, a flavonoid with already
described anti-inflammatory and antioxidant activity, on cognitive deficits and neuronal
damage in mice subjected to the experimental model of SAD. Male Swiss mice (25-35 Q)
received bilateral STZ injections (3 mg/kg, icv, 1.5 pl) on day 1 and 3 of the experiment and
were divided into 5 groups: Control; Control + eriodictyol 4 (ERI 4); STZ; STZ + ERI (2 and
4 mg/kg). Eriodictyol treatment was carried out for 16 days, starting 1 hour after the second
induction procedure. Blood glucose measurement of the animals was performed before and
after the induction of SAD. The results showed that there was no significant change in blood
glucose. The treatment significantly improved the deficits in aversive, recognition and spatial
memory and did not alter locomotor activity. The neuroprotective effect is probably due to an
antioxidant and anti-inflammatory action via inactivation of GSK-3p and activation of the
Keapl/Nrf2 pathway, highlighted in the in silico experiments, which prevented the reduction
of GSH levels and decreased nitrite levels in the hippocampus of the animals, thus attenuating
the neuroinflammatory process and insulin resistance, highlighting its potential for preventive
and/or adjuvant treatment of SAD.

Keywords: Alzheimer Disease Sporadic; Streptozotocin; Flavonoid; Neuroprotection;
Eriodictyol
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1 INTRODUCAO

1.1 Historico da Doenca de Alzheimer (DA)

Em 1906, o Dr. Alois Alzheimer, a quem a doenga foi posteriormente
nomeada, notou mudancas no tecido cerebral de uma mulher de 55 anos que havia morrido de
uma “doenca incomum do cortex cerebral”. Seus sintomas haviam comeg¢ado aos 51 anos e
incluiam perda de memoria, desorientacdo, problemas de linguagem e comportamento
imprevisivel. Na autopsia post-mortem, o Dr. Alois Alzheimer encontrou emaranhados
neurofibrilares anormais no cérebro da paciente, sendo o primeiro a descrevé-los
(ALZHEIMER et al., 1995). Contudo, somente em 1910, Kraepelin nomeou a doenga como
‘doenca de Alzheimer' na 82 edi¢do do 'Manual de Psiquiatria’ (KRAEPELIN, 1910).

1.2 Epidemiologia da DA

O numero de pessoas idosas cresce de forma acelerada em paises em
desenvolvimento como o Brasil €, consequentemente, aumenta a importancia a atencdo a
doencas relacionadas ao envelhecimento, como a deméncia que é a principal causa de
dependéncia de pessoas idosas (ZALLI; FARAH; ANTUNES, 2020).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) aprovou, em Genebra, na Suica, o Plano
de Ac¢do Global para as Deméncias 2017 — 2025, adotado por 194 paises, ressaltando a
necessidade urgente de medidas por parte dos governos quanto ao cuidado as pessoas com
deméncia. Atualmente, ha cerca de 55 milhdes de pessoas com deméncia em todo o mundo,
desse total, 70% residem em paises com baixo desenvolvimento econdémico (OMS, 2022). No
Brasil sdo 2 milhdes de pessoas com deméncia e estimativas sugerem que ha 70% de casos ndo
diagnosticados (PROAD, 2022).

Segundo estimativas do projeto Global Burden of Disease, 0os nimeros poderao
chegar a mais de 150 milhdes até 2050, devido ao envelhecimento da populagdo que, associado
ao aumento da prevaléncia de fatores de risco relacionados a deméncia, leva o Brasil a segunda
maior prevaléncia de deméncia padronizada por idade no mundo (ZALLI, 2020; FETER, 2021).

Atualmente, a incidéncia de novos casos por ano é quase 10 milhdes, sendo a
Doenca de Alzheimer (DA) a mais representativa, podendo contribuir em 60-70% dos casos
(OMS, 2022). No Brasil, a prevaléncia de deméncia na populagdo com mais dos 60 anos é
estimada entre 5,1% e 17,5%, sendo a DA a causa mais frequente dos casos (LAGINESTRA-
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SILVA et al., 2021). A DA é um distlrbio cerebral irreversivel que danifica a memoria e a
cognicdo de forma lenta e progressiva. Embora a deméncia seja mais comum a medida que as
pessoas envelhecem, a DA ndo € um processo normal do envelhecimento (NIA, 2021).

A DA atinge ambos o0s sexos, mas mulheres parecem ter uma maior propensédo a
desenvolver a doenca, no entanto os fatores que geram esta disparidade ainda ndo séo bem
compreendidos (NIA, 2022). Além disso, negros e hispanicos também parecem ser mais
propensos do que os brancos a ter Alzheimer ou outras deméncias (O’BRYANT et al., 2022).
Dados da literatura indicam que 19% dos negros e 14% dos adultos hispanicos com 65 anos ou
mais tém DA em comparagio com 10% dos idosos brancos (ASSOCIACAO AZHEIMER,
2022).

Cerca de 1 em cada 9 pessoas (10,7%) com 65 anos ou mais tem Alzheimer, esse
percentual aumenta com a idade, 13,1% entre 75 a 84 anos; e 33,2% acima de 85 (DEMENTIA
FORECASTING COLLABORATORS, 2022). Verificou-se que 10% dos casos de DA com
menos de 65 anos apresentam associacao genética, com hereditariedade autossdbmica dominante
e penetrancia entre 92 a 100% dos portadores e é conhecido como doenca de Alzheimer de
Inicio Precoce (DAIP), sendo o gene PSENL1 (presenilina 1) responsavel por 70% das mutacdes,
das quais a L166P é associado a ocorréncia da doenca abaixo dos 30 anos (RIBEIRO; DOS
SANTOS; DE SOUZA, 2021).

A DA pode prejudicar a capacidade de pensar, aprender e lembrar (NIA, 2022),
impactando a qualidade de vida do individuo. Assim, DA é classificada em 2 tipos: familiar ou
de inicio precoce e esporadica ou de inicio tardio. A DA de inicio precoce é considerada uma
consequéncia de mutacfes genéticas autossdbmicas dominantes raras e representam um pequeno
nimero de casos quando comparada a DA esporadica (LOPEZ; GONZALEZ; LEGER, 2019).

Além disso, essas deméncias também impactam a qualidade de vida do cuidador e
custam bilhGes aos cofres puablicos, por exemplo, em 2022 os gastos no tratamento de
individuos com algum tipo de deméncia somente nos EUA foram de U$321 bilhdes
(DEMENTIA FORECASTING COLLABORATORS, 2022).

Com relagdo aos fatores de risco relacionados ao desenvolvimento da DA, estudos
corroboram que pessoas portadoras de doenca metabolicas, principalmente com Diabetes tipo
2 (DM2) e obesidade, possuem maior predisposicdo a desenvolver DApelo processo
inflamatdrio associado ao distarbio metabdlico (NICOLETTI; SOUZA, 2021).

1.3 Fisiopatologia da DA
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As principais caracteristicas fisiopatolégicas da DA consistem em alteragdes
histopatoldgicas, pois observa-se a presenca extracelular de placas senis (formadas pelo
peptideo beta amildide - AB), de emaranhados neurofibrilares (ENFS) intracelulares e outros
neurofilamentos (NFs) formados pela proteina tau hiperfosforilada, constituindo os filamentos
pareados helicoidais (PHF-tau). Também se observa perda neuronal e sinéptica caracterizada
por uma macica morte neuronal que levam a atrofia no hipocampo e em diversas areas do
neocortex, particularmente nos lébulos frontal etemporal (BLENNOW et al., 2006; LOPEZ;
GONZALEZ; LEGER, 2019), causando perda de memoria, comprometimento cognitivo e
alteracdo comportamental que, em Ultima instancia, leva a deméncia e a morte (RAVI et al.,
2018).

Com relacdo a formacao das placas senis, normalmente, a proteina precursora de
amildide (APP, do inglés Amyloid Precursor Protein) é clivada na via ndo amiloidogénica pelas
enzimas a-secretase (ADAM-10), seguida da y-secretase, gerando peptideos sollveis, contudo,
na DA ocorre clivagem alternativa por p-secretases (BACE-1). Nessa via amiloidogénica da
DA, ocorre a respectiva clivagem pela y-secretase gerando os oligbmeros (AB-40/AB-42)
insollveis, que se agregam no espaco extracelular, desencadeando cascatas de eventos
patoldgicos (LANE; HARDY; SCHOTT, 2018; PARKIN et al., 2022) (Figura 1).

O peptideo AP se acumula através de uma via de agregacdo com diferentes
monomeros, oligbmeros, fibrilas e placas amiloides (RIBEIRO; DOS SANTOS; DE SOUZA,
2021). Os oligdmeros AP sdo as espécies mais toxicas, pois eles causam liberagdo de calcio
intracelular, falha mitocondrial, desencadeiam resposta inflamatéria, estresse oxidativo,
comprometimento transcricional, perda sinaptica e, finalmente, morte neuronal. Além disso,
podem induzir a hiperfosforilacdo da tau gerando NFs. Destacando que a forma mais toxica é
a de AP-42, pois € a mais amiloidogéncia e a utilizada como biomarcador precoce da
doenca. (RODA et al., 2022).

A proteina Tau tem como principal funcgéo estabilizar microtibulos intraneuronais
e também participa de varios processos fisioldgicos, incluindo mielinizacéo, transporte axonal,
neurogénese, funcdo motora, aprendizado e memoria, excitabilidade neuronal, metabolismo da
glicose, homeostase do ferro e protecdo do DNA (KENT; SPIRES-JONES; DURRANT, 2020).

Na DA, a tau sofre hiperfosforilagdo e reorganiza-se em ENFs, regulando
negativamente sua capacidade de interagir com os microtubulos, que colapsam e desencadeiam
vias neuro inflamatérias, podendo levar a apoptose e consequente morte neuronal (Figura 1).

Vale ressaltar que a Tau fosforilada agregada é presente no cérebro humano com DA, mas nem
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toda tau fosforilada é agregada, portanto ainda ndo se sabe ao certo se a fosforilacdo de Tau
funciona como gatilho para a agregacdo (RODA et al., 2022).

Figura 1 - Mecanismo fisiopatologico da Doenca de Alzheimer a partir da clivagem da APP
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Fonte: Ribeiro; Dos Santos; De Souza (2021). Fisiologicamente, a proteina precursora de amil6ide (APP) € clivada
na via ndo amiloidogénica pelas enzimas a-secretase (ADAM-10), seguida da y-secretase, gerando peptideos
soltveis. Na DA ocorre a via amiloidogénica com a clivagem alternativa por p-secretases (BACE-1) e pela y-
secretase gerando os oligdmeros (AB-40/AB-42) insollveis, que se agregam no espaco extracelular, desencadeando
cascatas de eventos patolégicos. A proteina Tau também participa de varios processos fisioldgicos, incluindo
mielinizagdo, transporte axonal, aprendizado e meméria. Na DA, a Tau sofre hiperfosforilagdo e reorganiza-se em
emaranhados neurofibrilares (ENFs), regulando negativamente sua capacidade de interagir com os microttbulos,
gue colapsam e desencadeiam vias neuro inflamatdrias, podendo levar a apoptose e consequente morte neuronal.

Na Doenca de Alzheimer de Inicio Precoce (DAIP), os genes mais comumente
relacionados sdo APP, PSEN1, PSEN2e MAPT, onde as mutacGes genéticas afetam o
metabolismo e a estrutura destas proteinas, resultando em aciimulos de peptideo AP, causando
neuroinflamacdo e neurotoxicidade que aceleram a neurodegeneracdo (RIBEIRO; DOS
SANTOS; DE SOUZA, 2021).

As mutacGes no gene APP levam a agregacdo da proteina em placas amiloides
neurodegenerativas e todas as mutacGes descritas para MAPT estdo associadas a um aumento
dos emaranhados neurofibrilares.Contudo, novos estudos apresentam outros genes candidatos,
bem como a importancia de alteracdes epigenéticas na génese desta doenca(RIBEIRO; DOS
SANTOS; DE SOUZA, 2021).
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A apolipoproteina E (APOE) tem como principal funcdo mediar o transporte
lipidico no cérebro e na periferia (RAULIN et al., 2022). No entanto, varios estudos também
demonstraram que os receptores APOE desempenham um papel importante na modulacéo do
trafego de APP, na producdo de beta-amildéide (AP) (YU; TAN; HARDY, 2014) e na
neuroinflamacdo (KLOSKE, et al., 2020).

Alelos (€2, €3 e €¢4) da APOE foram descritos como fatores de risco para DA pela
primeira vez em 1993 (CORDER et al., 1993) e sdo o resultado de polimorfismos que causam
alteracdes de aminoacidos nas posicdes 112 e 158 da proteina APOE (YU; TAN; HARDY,
2014). O alelo €3 ¢ a variante mais comum na populagdo em geral, ja o polimorfismo &4
influencia o0 aumento no risco de DAIP elevando as chances em trés vezes para portadores
heterozigotos e entre oito a dez vezes para os homozigotos, do contrario, o alelo €2 estd
relacionado a um menor risco de DAIP (BELLOY et al., 2019).

Recentemente, foi observado que a autofagia € marcadamente prejudicada na DA,
causada pela diminuicéo da acidificacdo de autolisossomas aumentados nos neuronios. Esse
processo esta associado a reducdo da atividade da enzima vATPase e ao acamulo de AB/APP-
BCTF (beta-amiloide /fragmento carboxi-terminal da proteina precursora de amiloide),
gerando vacuolos autofagicos (AVs) AP-positivos que se acumulam formando rosetas,
denominado PANTHOS (LEE et al., 2022). Esse processo ocorre bem antes da deposicéo de
amiloide extracelular e é acompanhada por neuroinflamacgdo com invasao microglial. Analises
guantitativas confirmam que neurénios individuais exibindo PANTHOS séo a principal fonte
de placas senis em modelos de DA induzido por AP (LEE et al., 2022).

Contudo, a falta de sucesso na aprovacdo de qualquer terapia anti-Ap e a baixa
correlacdo encontrada entre o declinio cognitivo e a ocorréncia de placas amildides, mesmo
com 0s novos tratamentos recentemente aprovados anti-amildide: Lecanemab e Adecanumab
que foram recentemente aprovados pela FDA, ainda geram o questionamento se o acimulo de
AP é realmente o responsavel por desencadear a neurodegeneragdo na DA (RODA et al., 2022)..

Outros mecanismos fisiopatoldgicos incluem disfuncdo sinaptica, deplecdo de
neurotransmissores (principalmente acetilcolina) e neurotrofinas, disfungéo mitocondrial e das
vias de sinalizagdo da insulina, estresse oxidativo, inflamacdo, alteracGes vasculares e do
metabolismo do colesterol (SMID et al., 2022).

A reducédo na transmissao sinaptica ocorre na fase inicial da doenca, no entando a
morte neuronal no inicio ndo é suficientemente grande para explicar a perda sinaptica,
sugerindo a disfuncdo na plasticidade sindptica antecede a neurodegeneracdo (SCHEFF et al.,

2006). Esta disfungéo é caracterizada pela reducdo do numero de sinapses e pela atividade
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anormal de redes neurais, interferindo nos mecanismos de aprendizagem e causando uma hiper-
estimulagdo neurotoxica que leva a neurodegeneracdo (HUANG; MUCKE, 2015).

A sinaptofisina (SYN) é uma proteina associadas a membrana pré-sinaptica que
pode ser encontrada em todas as terminacGes nervosas do sistema nervoso central e periférico,
e atua regulando a fusdo das vesiculas sinapticas e a liberacdo de neurotransmissores, sendo um
marcador importante da sinaptogénese (ZHANG et al., 2014). A sinaptofisina 1é conhecida por
induzir o aumento do ndmero e a densidade das sinapses neuronais, atuando no
desenvolvimento neural, sendo um indicador de plasticidade e de transmissdo neuronal, com

efeito positivo na fungdo cognitiva (ZHANG et al., 2014).

1.4 Inflamacéo e Estresse Oxidativo na DA

O estresse oxidativo tem sido associado ao inicio e progressdo da DA (FISCHER,;
MAIER, 2015; KIM et al., 2015), pois pode induzir dano lipidico na membrana, alteracfes nas
enzimas criticas para a funcdo neuronal e glial e dano estrutural ao DNA, levando a dano
tecidual, disfuncéo de sinapse e morte celular (HUANG et al., 2016). Por isso, supde-se que 0
estresse oxidativo seja 0 mecanismo causal subjacente da patologia da DA (TANGNEY, 2014).
Consequentemente, o estresse oxidativo é um importante fator de risco para a DA e é sugerido
como um possivel desencadeiador da DAE (HERNANDEZ-ZIMBRON; RIVAS-
ARANCIBIA, 2015).

O estresse oxidativo tem sido definido com um disturbio no balanco pré-oxidante
e antioxidante em favor do primeiro, levando a reacdes potencialmente deletérias em lipideos,
proteinas, RNA e DNA (CASTORA et al., 2022). Essas reacdes podem incluir: peroxidacao
dos acidos graxos das membranas celulares; oxidacdo dos grupos sulfidrila e inativacao
enzimatica; inibicdo da sintese de ATP e consumo das reservas de dinucleotideos adeninicos
da nicotinamida; inibicdo da bomba de Na*/K™; alteracfes do DNA que levam a mutagénese ou
apoptose e inativacdo direta do O6xido nitrico (NO), que também é envolvido na
neurotransmissdo (BISHT; SHARMA; TREMBLAY, 2018).

Os radicais livres (RLs) sdo espécies altamente reativas que contém um ou mais
elétrons ndo pareados e, em sistemas bioldgicos, os RLs gerados a partir de oxigénio e
nitrogénio sdo classificados como espécies reativas de oxigénio (EROs ou ROs) e espécies
reativas de nitrogénio (ERNs ou RNs). Esses radicais sdo produzidos fisiologicamente devido
ao metabolismo celular e sdo altamente controlados por sistemas antioxidantes enzimaticos e

ndo enzimaticos. Em concentracOes baixas e moderadas participam de cascatas de sinalizacéo
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celular e, dessa maneira, modulam genes envolvidos no reparo de DNA, no controle do ciclo
celular, da resposta inflamatdria e da apoptose (LU et al., 2011).

Uma das consequéncias de aumento de EROs é a peroxidacéo lipidica, que se refere
a deteriorizacdo oxidativa de lipidios que contenham carbono insaturados, tais como acidos
graxos insaturados, glicolipideos, ésteres de colesterol e colesterol. A peroxidacdo lipidica
altera estrutura e permeabilidade de membranas celulares e pode culminar com a morte celular.
(DE LA MONTE; 2014). As EROs atacam os acidos graxos poliinsaturados e grupamentos
metil com atomos de hidrogénio reativos, ocorrendo reaces em cadeia e como resultado ocorre
a producédo de malonaldeido (MDA).

Através da acdo de mecanismos antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos, 0s
sistemas biolégicos mantém as concentracbes de RLs dentro de limites fisioldgicos
(REMACLE et al., 1992). Os sistemas ndo enzimaticos sdo compostos por moléculas capazes
de neutralizar os RLs através da doacao ou captacao de elétrons. Essas moléculas podem reagir
diretamente com espécies reativas, neutralizando-as e tornando-se radicais menos reativos,
como por exemplo, o acido ascorbico (vitamina C), o a-tocoferol, GSH, carotenoides e
polifenois (CASTORAEet al., 2022) (Figura 2).



29

Figura 2 - Modulacgéo do estresse oxidativo dependente da dieta
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Fonte: Castora et al. (2022). O estresse oxidativo esta envolvido principalmente no desenvolvimento e progressao
de muitas doencas neurodegenerativas. Varios eventos, incluindo excitotoxicidade, disfuncdo mitocondrial,
sobrecarga de Ca2+ e estresse do reticulo endoplasmatico, estdo associados ao acimulo excessivo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio (RNS), levando a oxidacéo de proteinas, lipidios e
DNA. A exposicéo continua de ROS/RNS leva & ativacéo de enzimas antioxidantes e sistemas de reparo e altera
a funcéo de fatores de transcri¢ao e quinases, modulando assim a expressdo de varios genes. Algumas modificagdes
da transcricdo génica também podem ser mediadas por citocinas liberadas em resposta a ROS/RNS. Nesse
contexto, as atividades antioxidantes e de eliminagéo de neuronutrientes, como fitoquimicos, vitaminas, horménios
e fatores neurotroficos, limitam a extensdo da progressdo da doenca neurodegenerativa ao aliviar o estresse
oxidativo.

O sistema enzimético é composto pelas enzimas superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPX). A SOD atua metabolizando o anion superéxido
e assim formando o perdxido de hidrogénio (H202) (MCCORD; FRIDOVICH, 1969). O H20>
pode ser metabolizado através de duas vias antioxidantes: catalase e o sistema glutationa. O
sistema glutationa peroxidase atua no citoplasma e na mitocéndria e € composto por glutationa
reduzida (GSH), glutationa oxidada (GSSG) e glutationa peroxidase (GPX). A glutationa
constitui o tiol redutor mais abundante no meio intracelular (REMACLE et al., 1992).

Os EROs também podem provocar efeitos na cascata de sinalizagéo intracelular de
insulina, podendo levar a formacao de placas beta-amiloides e emaranhados neurofibrilares de
tau fosforilada (MENG et al., 2004). Essas altera¢cbes moleculares levam a resisténcia a insulina
cerebral, e que é uma caracteristica tanto do mecanismo patogénico da doenga quanto do quadro
tardio da DAE, havendo um aumento do quadro de resisténcia conforme a patologia progride
(LIU et al., 2011).
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1.4.1 Via Nrf2/KEAP-1 na DA

Aproximadamente 1% a 10% de nossos genes sdo regulados por Keapl-Nrf2
(Transcription factor nuclear factor erythroid 2-related factor 2 - Nrf2 and Kelch-like ECH-
associated proteinl - Keapl), um intrincado sistema de sinalizacdo sensivel ao estado redox
intracelular (RAVULA et al., 2021). Esta via também representa o melhor mecanismo de defesa
contra o estresse oxidativo e 0 dano xenobiotico (acdo sinérgica de diferentes substancias
quimicas estranhas ao organismo que aumentam os dados celulares), controlando um grupo de
proteinas citoprotetoras ao nivel da transcricéo celular pela ligacéo aos Elementos de Resposta
Antioxidante (AREs) (NITURE; KHATRI; JAISWAL, 2014).

Atualmente é intensamente estudado que a ativacdo da sinalizacdo Keapl-Nrf2-
ARE pode fornecer protecdo contra varias doencas relacionadas ao estresse e a inflamagéo,
incluindo doencas neurogenerativas, pois essa via é o melhor mecanismo de defesa que controla
0 dano xenobidtico e o estresse oxidativo. Além disso, a via Keapl-Nrf2-ARE também esta
envolvida no inicio de varias vias que mantém o metabolismo e o equilibrio redox celular,
controlando um grupo de proteinas citoprotetoras ao nivel da transcricdo (CUADRADO et al.,
2018).

Em condicGes normais, a via tem a proteina Nrf2 que € alvo para degradacao
proteassomica dependente de ubiquitina. Quando o Nrf2 é translocado para o nucleo forma
heterodimeros com outros fatores de transcricdo, como c-Jun e Maf, se ligando a ARE (regido
regulatoria do DNA) e estimula a transcricdo de genes que expressam uma série de proteinas
citoprotetoras, antioxidantes, reguladoras, proteinas estruturais e enzimas de desintoxicagdo de
fase Il [Glutationa peroxidase (GPx), Glutamato-cisteina ligase (GCL), Heme Oxigenase (HO-
1), NADPH quinona oxidorredutase (NQO1) e membros da familia da glutationa S transferase]
crucial para a sobrevivéncia celular, metabolismo e homeostase redox (OH; JUN, 2017). A c-
Jun age como um ativador transcricional e as Mafs como inativador da transcricdo apds
interacdo com Nrf2 binding (REDDY, 2008) (Figura 3). Porém, em caso de estresse oxidativo
(exposicdo das células a eletrofilos), o Nrf2 é liberado da degradacdo mediada por Keapl pelo
proteossoma, interrompendo a via (JIANG et al., 2019).

O Kelch-like ECH-Associating protein 1 (Keapl) € o principal regulador do fator
nuclear derivado de eritroide 2 (Nrf2), no qual seu dominio BTB (n-terminal) medeia a
homodimerizag&o e a ligacdo de Keapl a Cul3 (Cullin3), uma proteina de suporte entre Nrf2 e

a ubiquitina ligase 3 (E3) (MOU et al., 2020). Em condig¢des basais, Keapl atua como um
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componente adaptador na ligase E3 baseada em Culins3 (Cul3) para mediar a ubiquitinagéo de
Nrf2, que resulta na degradacao proteassdmica de Nrf2 e mantém o contetdo celular de Nrf2
em um nivel baixo (NITURE; KHATRI; JAISWAL, 2014) (Figura 3).

Contudo, ao detectar o distarbio redox intracelular em condicdes de estresse, Keapl
pode ativar o sistema citoprotetor baseado em Nrf2 (SUZUKI; YAMAMOTO, 2015), pois o
excesso de insultos oxidativos e eletrofilicos pode modificar covalentemente os residuos
sensiveis na proteina Keapl, induzindo as mudancas de conformacdo do complexo Cul3-
Keapl-Nrf2 para impedir a ubiquitinacdo de Nrf2 (SIHVOLA; LEVONEN, 2017; JIANG et
al., 2019). A inativacdo da ligase Keapl- Cul3 E3 pode permitir que o Nrf2 (recentemente
sintetizado) contorne a degradacéo dependente da ubiquitinacéo, resultando assim na elevacao
e translocacao nuclear de Nrf2 e na ativacdo de genes regulados por Nrf2 (HARDER et al.,
2015).

A Nrf2 é um fator de transcrigdo do tipo Ziper de leucina basico (bZip), pertence a
familia cap 'n' collar (CNC) e possui 6 dominios (Neh1-Neh6). A regido basica acima do zip de
leucina é a responsavel pela interacdo desses fatores de transcricdo com o DNA (NITURE et
al., 2010). O Neh1 possui 0 Bzip, Neh2 é o dominio que regula negativamente a acdo do Nrf2
se ligando a proteinas, como o Keapl, sendo a porcao hidrofilica de Neh2 que interage com o
dominio KIR (Kelch) do repressor Keap 1 (ITOH et al., 1999). Os dominios Neh 3,4 e 5 se
ligam a co-ativadores e Neh 6 € uma regido reguladora independente de Keap 1 (BAIRD et al.,
2014).

Estudos mostraram que camundongos Knockout para Nrf2 aumentam a
suscetibilidade a substancias toxicas, a doencas associadas a estresse oxidativo e ao
envelhecimento (KENSLER; WAKABAYASHI; BISWAL, 2007). Além disso, a ativacao
farmacoldgica da via Nrf2 tém mostrado efeito neuroprotetor aos danos oxidativos (LEE;
SURH, 2005). Assim, esta via de sinalizacdo é fundamental para a expressdo de moduladores
antioxidantes e anti-inflamatérios que atuam na prevencdo e na terapia de doengas que
envolvem estresse oxidativo e inflamacdo como na DA, Diabetes Tipo 2 e Doenca de Parkinson
(RAVULA et al., 2021).
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Figura 3 - Diagrama esquematico da via de sinalizacdo Nrf2-Keapl- ARE
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Fonte: Oh Jun (2017).

Essa sinalizacdo Nrf2-Keapl-ARE é afetada pela interacdo com varios outros
sistemas de sinalizacdo intracelular tais como as proteinas quinases (mitogen-activated protein
kinase - MAPK, glycogen synthase kinase -3 - GSK3, protein kinase C - PKC,
phosphatidylinositide 3-kinase - PI3K, entre outros) e fosfatases que também regulam por
fosforilacdo dos residuos de serina no Nrf2, permitindo que ele migre para o nucleo celular
(RAVULA et al., 2021).

A inflamagao observada precocemente na DA é um novo alvo terapéutico estudado
(DAVIES; ADLIMOGHADDAM; ALBENSI, 2021). Na DA a translocacgdo nuclear da Nrf2 é
prejudicada, pois, além dos EROs, os oligomeros AB42 e a fosforilagdo de Tau inibem sua
atividade pela sinalizacdo de GSK-3 (KERR et al., 2017). Contudo, estudos corroboram que a
administracao de ativadores da via Nrf2, inibidores de Keapl e GSK3 tem potencial de reverter
e prevenir os déficits de memdria e de plasticidade sinaptica em modelos de roedores
(CUADRADO et al., 2019; FAKHRI et al., 2020; DAVIES; ADLIMOGHADDAM;
ALBENSI, 2021) (Figura 4).
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Figura 4 - Viséo geral da via Nrf2/Keap1/ARE e vias interconectadas, assim como alguns
alvos fitoquimicos
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Fonte: Adaptado de Fakhri et al. (2020)eKerr et al. (2017). Os fitoquimicos ativam a via Nrf2, ARE gerando, por
exemplo, SOD, CAT, GPx, GSH, GST e autofagia, enquanto inibem Keapl e, consequentemente, mediadores
oxidativos (por exemplo, ROS, MDA, NO, iNOS) e inflamatdrios (IL, TNF-a, NF-kB ). As setas verdes: ativacao
ou regulacdo positiva, L vermelho: inibicdo ou regulacdo negativa, ARE: elemento de resposta antioxidante, CAT:
catalase, GPCRs: receptores acoplados a proteina G, GPx: glutationa peroxidase, GSH: glutationa, GSK-3:
glicogénio sintase quinase 3-beta, GST: glutationa S-transferase, IL: interleucina, iNOS: 6xido nitrico sintase
induzivel, Keapl: proteina 1 associada a ECH semelhante a Kelch, MDA: malondialdeido, mTORc: alvo mamifero
da rapamicina, NF-kB : fator nuclear-kB, NO: 6xido nitrico, Nrf2: fator nuclear eritréide 2 relacionado ao fator 2,
ROS: espécies reativas de oxigénio, RTKSs: receptor de tirosina quinase, SOD: superdxido dismutase, TNF-a.: fator

de necrose tumoral-a.
1.4.2 Receptor de Insulina (IR) e GSK3 na DA

Em condicBes normais, a ligacdo da insulina a subunidade extracelular do receptor
(tirosina quinase) IR leva a ativacdo da subunidade intracelular § e sua autofosforilacdo. Uma
vez ativado, o IR fosforila diversos substratos intracelulares, incluindo uma familia de proteinas
conhecida como substrato para IR (IRS), entdo a fosforilacdo de alvos intracelulares leva ao
recrutamento e ativacao de diversas proteinas e a iniciacdo de muitas cascatas de sinalizacéo,
dentre as quais as mais importantes sdo a via da fosfatidilinositol-3 quinase (PI3K) e a cascata
da proteina quinase ativada por mitogeno (MAPK) (JOHNSTON; PIROLA; VAN
OBBERGHEN, 2003). A ativacédo da via PI3K induz a ativagéo da serina treonina quinase Akt
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ou Protein kinase B (PKB), promovendo sobrevivéncia neuronal ao inativar as vias pro-
apoptdéticas (VAN DER HEIDE; RAMAKERS; SMIDT, 2006).

A Akt medeia a fosforilagdo ou inativacao do glicogénio sintase quinase 38 (GSK3p)
na cascata da glicolise e na geracdo de energia. Uma vez que a sinalizacdo intracelular para a
insulina se encontra prejudicada, resulta em aumento da GSK3, o que estimula a formacao de
emaranhados neurofibrilares pela a hiperfosforilacdo da proteina TAU nos neurénios (DA
SILVEIRA et al., 2021). Além disso, a sinalizagdo de insulina via ativacdo de PI3K também
regula a liberacdo do APP no espago extracelular e a produgao de AP (PHIEL et al., 2003)

1.5 Alteracg6es histopatoldgicas na DA

Macroscopicamente se observa uma notavel atrofia no hipocampo e em diversas
areas do neocortex, particularmente nos I6bulos frontal e temporal (BLENNOW et al., 2006).
Ja microscopicamente, os principais marcadores patoldgicos sdo as placas senis, 0S
emaranhados neurofibrilares intracelulares e outras lesGes neurofibrilares formadas pela
proteina tau hiperfosforilada, constituindo os filamentos pareados helicoidais (PHF-tau),
ativacdo microglial e astrocitaria e perda neuronal e sinaptica (NIMMRICH; EBERT, 2009).

O extresse oxidativo e a inflamacdo no inicio da DA desencadeiam uma cascata de
alteracOes bioquimicas e estruturais com disfuncdo mitocondrial, astrogliose e microgliose. Em
conjunto, podem levar a uma cascata de morte com formacéo de radicais livres, liberacdo de
mediadores inflamatorios, hiperfosforilagdo da proteina Tau e agregados de peptideo AP
resultando em um ciclo neurodegenerativo que leva a e morte celular (DESHMUKH et al.,
2009; MEHAN et al., 2011).

Estas alteracbes patoldgicas se encontram principalmente no cortex cerebral
(hipocampo e neocoértex), mas também se observam em estruturas subcorticais como a
amigdala, os nucleos basais, o tdlamo anterior, o locus ceruleos e os nucleos da rafe (JUCKER
et al., 2006). O hipocampo e as estruturas temporais medianas adjacentes sdo afetados
precocemente pelas alteracdes patologicas da DA, assim como 0s neurdnios colinérgicos do
cérebro anterior basal (COYLEet al., 1983; HENDERSON, 2014).

1.6 Sintomatologia da DA

Individuos com DA podem manifestar sintomas variados, mas apresentam

significativas alteracdes e/ou prejuizos leves a moderados em multiplas fungdes cognitivas,
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funcionais e dominios comportamentais (ATRI, 2019). O dano neuronal ocorre inicialmente
em partes do cérebro envolvidas na memodria, incluindo o hipocampo, posteriormente, afeta
areas do cortex cerebral, como as responsaveis pela linguagem, raciocinio e comportamento
social e muitas outras areas do cérebro sao danificadas (NIA, 2021). Estudos ja sugerem que as
complexas mudancas cerebrais associadas a DA, como a formacéo de placas amilbides ou de
emaranhados da proteina tau, comecam uma década ou mais antes do aparecimento de
problemas de memodria e raciocinio (NIA, 2022).

Os sintomas da DA sdo irreversiveis e incluem: perda de memoria; desafios no
planejamento ou resolugdo de problemas; dificuldade em concluir tarefas rotineiras; confuséo
com relagdo ao tempo/espaco; dificuldade em compreender imagens visuais e relagGes
espaciais; desordem verbal e escrita; apraxia; agnosia; julgamento diminuido ou deficiente;
isolamento social e mudancas de humor, personalidade e comportamento (ALZHEIMER’S
ASSOCIATION, 2022).Ainda, sintomas comportamentais e psicolégicos da DA incluem
agitagio, comportamento motor aberrante, ansiedade, depressio e alucinagdes. E estimado que
estes sintomas acometem cerca de 90% dos pacientes com deméncia, 0s quais afetam
dramaticamente a qualidade de vida de pacientes com DA e seus cuidadores (CEREJEIRA et
al., 2012).

Pode haver grande heterogeneidade no desenvolvimento e progresséo dos sintomas
e no declinio clinico de individuos com DA(ATRI, 2019), mas ela pode ser dividida em 3 fases:
leve, moderada e severa. Na fase leve, onde normalmente ocorre o diagnostico, o individuo tem
cada vez mais dificuldade em entender o mundo ao seu redor e se desenvolve a percepcao
gradativa de que algo estd errado. Na fase moderada da doenga com a intensificagdo dos
sintomas, torna-se necessaria uma supervisdo e cuidados mais intensivos. Ja na fase grave, o

individuo se torna completamente dependente de seus cuidadores (NIA, 2022b).

1.6.1 Memoria e DA

Conceitualmente, a memoria pode ser classificada em memoria “declarativa” e “nao
declarativa” (implicita ou de procedimento ou procedural). A memoria declarativa ou memoria
explicita (de “o que”) esta relacionada a experiéncias proprias, reconhecimento de cenas e de
objetos familiares e envolve a recuperagdo consciente de eventos ou fatos ocorridos. Esse tipo
de memodria inclui a memoria episodica, que se refere a informagdes que estdo relacionadas a
um lugar e tempo especificos, assim como a memoria semantica que se refere a um

conhecimento geral ndo ligado a contexto espacial ou temporal em particular (KINTSCH,
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1995). Estudos farmacoldgicos e clinicos tém mostrado que a memaria explicita ou declarativa
é processada por estruturas no lobo temporal e suas conexdes (ERIKSSON, 2002).

A memoria ndo declarativa (de “como fazer”) refere-se a varias formas de memoria
que ndo estdo diretamente acessiveis a consciéncia, tais como: as habilidades e habitos de
aprendizagem, o condicionamento classico, o “priming” ou pré-ativacdo (habilidade de detectar
ou identificar um estimulo como um resultado de uma exposicéo prévia) (ERIKSSON, 2002).
Acredita-se que a memdria implicita ou de procedimento seja processada pelo nucleo estriado
e/ou diencéfalo (IZQUIERDO, 1993c)

Os tipos de memdrias podem ser classificados quanto ao seu tempo de retencéo (ou
duracdo) em: memorias de longa duracdo, memdrias de curta duragcdo e memorias de trabalho
(working memory) (GOLD; McGAUGH, 1975; LENT, 2001). A memoria de trabalho ou
operacional é muito breve e fugaz e serve para 0 armazenamento temporario (segundos ou
poucos minutos) de informagdes que serdo Uteis apenas para o raciocinio imediato e resolucdo
de problemas, podendo ser descartadas (esquecidas) logo a seguir (IZQUIERDO; MEDINA,
1991). A memdria de curta duracdo dura minutos ou horas e servem para proporcionar a
continuidade do nosso sentido do presente e engloba o tempo durante o qual a memoria de
eventos em curso estd sendo consolidada e convertida @ memoria de longo prazo (DUDAI,
2004). Durante este tempo, a memdria a curto prazo é vulneravel e sujeita a desaparecer, ao
passo que as memorias de longa duracdo sao mais resistentes (SQUIRE; ZOLA, 1996).

As memorias de longa duracdo ndo sao tdo labeis, mas precisam de um tempo maior
para serem codificadas na rede neural, estimado por no minimo 6 até 12 horas. Existem muitas
evidéncias na literatura de que os diferentes tipos de memdria sdo organizados e controlados
por sistemas neuroanatdémicos distintos e estas categorias de memdria ndo sdo excludentes,
guando um organismo aprende alguma coisa importante, varios destes sistemas de memoria
podem ser empregados (PREDIGER, 2005).

O processo de consolidagdo que converte memorias de curto prazo em memorias
de longo prazo consiste na alteracdo da atividade dos circuitos envolvidos através de
plasticidade neural. Os mecanismos propostos para esse fenébmeno que suportam a formacao de
memorias sdo a potenciagdo de longa duragdo (LTP, do inglés “long-term potentiation”) e a
depressao de longa duracdo (LTD, do inglés “long-term depression”) (BLISS;
COLLINGRIDGE, 1993; IZQUIERDO; McGAUGH, 2000). Os mecanismos moleculares
relacionados aos processos de aprendizagem e memoria envolvem, inicialmente, a ativacdo de
receptores glutamatergicos, entrada de Ca2+, ativagdo de proteinas como CaMKII, PKC e a

proteinas quinases. A consolidacdo permite que a informacao labil sensivel nas perturbacoes
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seja fixada e estabilizada na rede neural e envolve varios mecanismos como a transcri¢do de
genes ou a sintese de novas moléculas (ALKON et al., 2005). As memdrias remotas, uma vez
consolidadas, se distribuem difusamente pelo cortex cerebral e a perda de memorias
declarativas acontece quando ocorrem les@es corticais extensas, como ocorre na DA.

De modo geral, a memdria possui quatro componentes essenciais: um componente
neocortical ndo frontal, que modula a percepcdo na realizacdo dos testes de memorias
implicitas; um componente dos ganglios da base, que interfere nos testes de memorias
procedurais sensoriomotoras; um componente temporal medial/hipocampal, que media a
aquisicdo, retencdo e evocacdo de memorias explicitas e um componente do lobo frontal que

controla as memdrias operacionais ou de trabalho (MOSCOVITCH, 1992).

1.7 Diagnostico da DA

No sistema publico de salde brasileiro, na atencdo primaria, o diagndstico clinico
é baseado na avaliacdo minuciosa, especialmente dos dominios cognitivos afetados e do
comprometimento funcional dos pacientes através de anamnese e exame clinico, avaliacao
neuropsicoldgica, exames laboratoriais e neuroimagem estrutural (como tomografia de cranio
ou ressonancia magnética). Na atencdo secundaria, inclui-se pesquisa de biomarcadores e na
terciaria, adiciona-se exames de neuroimagem funcional, como o PET-FDG ou a tomografia
por emissao de foton unico (SPECT) (STURCHIO et al., 2022).

Os comprometimentos cognitivos ou comportamentais devem afetar no minimo
dois dos  seguintes campos: memdria, funcBes  executivas,  habilidades
visoespaciais, linguagem, personalidade ou comportamento (GALLUCCI; TAMELINI;
FORLENZA, 2005). Exames de imagem e testes genéticos, apesar de pouco usuais, podem
auxiliar no diagnostico de DA, ja a tomografia computadorizada (TC), a ressonancia magnética
(RM) e a tomografia por emissdo de positrons (PET) sdo os mais utilizados. Dentre os PET
usados no diagnostico de DA, destacam-se os que medem niveis de AP, acaimulo anormal da
proteina Tau e da fluordesoxiglicose, um andlogo da glicose. Estudos mostram que pessoas com
deméncia geralmente apresentam padrfes anormais de diminuigdo do uso de glicose em areas
especificas do cérebro (NIA, 2022).

Os exames laboratoriais consistem normalmente em avaliagdo hematoldgica, renal,
hepética, perfil lipidico e metabdlico (soédio, potassio e célcio séricos), glicemia de jejum,
vitamina B12, TSH, T4 livre, VDRL e sdo usados principalmente para causas secundarias de

declinio cognitivo como hipotireoidismo, hipovitaminoses e neurosifilis. Procura-se identificar
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também doencas sistémicas e comorbidades que possam contribuir para o agravamento do
quadro neurolégico, como dislipidemia e diabetes (SMIDet al., 2022).

Além disso, biomarcadores no liquido cefalorraquidiano (LCR) também podem ser
utilizados para fins de diagnostico, tais como o peptideo AP de 42 aminoacidos (AB1-42) e a
proteina tau em sua composicao total e por¢do fosforilada no residuo de 181 de treonina (T-tau
e P-tau, respectivamente). Na DA, ha redugdo da concentragdo de AP1-42 e aumento das
concentracdes de T-tau e P-tau (SMIDet al., 2022). No entanto, os procedimentos de anélise do
LCR, e 0s exames de imagem sdo ou invasivos, ou caros, e de dificil acesso a grande parte da
populacéo.

As lesGes se iniciam, com grande probabilidade, véarias décadas antes dos pacientes
manifestarem os primeiros sintomas clinicos, por isso o diagnostico atual é tardio, ja que a
doenca se confirma quando o dano cerebral ja € muito evidente e irreversivel. Portanto, quanto

mais cedo a doenga for diagnosticada, maior a chance do tratamento ser bem-sucedido e do
paciente ter uma vida mais longa e com mais qualidade (MATTSON; MAGNUS, 2006).

Biomarcadores especificos de doenca, facilmente acessiveis, seriam de imenso
valor para um diagnostico diferencial entre os subtipos de deméncia. Um estudo de revisdo
sistematica buscou identificar biomarcadores no sangue que poderiam ajudar a diferenciar DA
de Degeneracdo Lobar Frontotemporal (DLFT), incluindo Deméncia Frontotemporal (DFT),
ou DA de Deméncia com Corpos de Lewy (DCL). Em relagdo aos biomarcadores para DA
versus DLFT, foi encontrada uma excelente acuidade diagnostica para a p-taul81, a p-tau217,
a sinaptofisina (SYN), a sinaptopodina, o0 GAP43, a calmodulina, os microRNAs miR-
107/miR-335-5p e miR-127-3p, a neurogranina, a sinaptotagmina e 0 GFAP. Para a distin¢cao
de DA versus DCL, apresentaram boa acuidade os miR-21-5p e miR-451a (SANTOS et al.,
2022). Estes biomarcadores sanguineos podem, potencialmente, vir a desempenhar um papel
importante no diagnostico de deméncias neurodegenerativas, mas ainda é necessaria mais
investigacdo com estudos longitudinais e coortes maiores para validar o valor clinico destes

biomarcadores derivados do sangue.
1.8 Diabetes tipo 3 e DA
A etiologia da DA ainda néo esta totalmente elucidada, mas sabe-se que multiplos

fatores ambientais e geneticos estdo envolvidos como: idade, sexo, historico familiar (formas

genéticas raras de inicio precoce da doenga), traumatismo craniano, diabetes, hipertenséo,
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obesidade, tabagismo, depressdo, hiperlipidemia, baixa atividade fisica e cognitiva, habitos de
vida e medicamentos (SCHIPPER, 2011).

A Diabetes Mellitus Tipo 2 (DMT2) e a Doenca de Alzheimer (DA) compartilham
muitas caracteristicas, incluindo inflamacéo crénica, estresse oxidativo, sinalizacao de insulina
prejudicada, resisténcia a insulina, intolerdncia a glicose e comprometimento cognitivo
(CHATTERJEE S e MUDHER A, 2018; LI R, et al., 2019). Essa associacao clinica levou a
hipétese de que moléculas pro-inflamatdrias derivadas da periferia também poderiam
influenciar na patogénese no Sistema Nervoso Central (SNC).

Na DMT2, a hiperglicemia cronica promove a liberagdo de mediadores
inflamatérios e glicosilacdo proteica, com auto-oxidacdo das particulas de glicose,
desencadeando a formacao de radicais livres e disfuncao celular (GOMES; ACCARDO, 2019).
Consequentemente, hd uma importante mudanca sistémica, que ndo é compensada totalmente
pelo sistema antioxidante fisiologico normal. Os mediadores inflamatorios periféricos
atravessam a barreira hematoencefalica e em conjunto com mediadores produzidos pela gliose
e pelos adipdcitos periféricos ativados, desencadeiam a inflamagdo do SNC (NAZARETH,
2017), contribuindo para resisténcia a insulina neuronal e os marcadores neuronais na DA (DA
SILVEIRA et al., 2021).

A resisténcia a insulina € uma condicdo patolégica em que os tecidos-alvo nédo
respondem a concentracao plasmatica ideal de insulina (GUO; TABRIZCHI, 2006), ou seja,
ocorre uma interrupcdo da sinalizacdo intracelular da insulina, prejudicando a funcdo do
receptor de insulina (IR) (PIPATPIBOONEet al., 2012). Os receptores de insulina (IRs) no
cérebro estdo amplamente expressos em neurdnios em comparagdo com a glia e concentrados
nas regides de sinapse neuronais, onde desempenham diversas fungdes, incluindo regulacéo
homeostatica, modulacdo da plasticidade sinaptica, neurotransmissdo e neurodegeneracao
relacionada a idade (CHATTERJEE; MUDHER, 2018). Essa forma de resisténcia a insulina no
cérebro associada a DA corrobora com a hip6tese de que a DA se trata de uma nova forma de
diabetes, chamada de Diabetes Tipo 3 (DE LA MONTE, 2009).

Além disso, analises post mortem e em modelos animais de DA apontam baixos
niveis cerebrais de insulina e fosforilagdo do receptor de insulina subtipo 1 (IR-1) (LESTER-
COLL et al., 2006). Também foi apontado uma associacao entre a resisténcia a insulina, atrofia
cerebral e deficits de memdria em idosos com 60 anos de idade (WILLETTE et al., 2013;
CRANE et al., 2013). Evidéncias também tem demonstrado que a DA avancada estaria
associada a niveis cerebrais reduzidos de insulina, do fator de crescimento semelhante a
insulina-1 (IGF-1) e dos genes IR (WATSON; CRAFT, 2003).
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Esta resisténcia a insulina periférica e neuronal pode ser causada pelo consumo
prolongado de dieta rica em gordura prejudicando a fungdo mitocondrial pelo aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) no cérebro, levando a diminuicéo da funcéo
cognitiva (CRAFT; WATSON, 2004; PIPATPIBOONEet al., 2012 e 2013).

Curiosamente, existem muitas evidéncias na literatura mostrando uma correlagéo
entre os padrdes alimentares e a incidéncia de DA, indicando a dieta como um fator de risco
modificavel. Deste modo, as diretrizes do Instituto Nacional do Envelhecimento Associado ao
Alzheimer para a doenca de Alzheimer (DA) e para o declinio cognitivo relacionado a DA
introduziu algumas evidéncias que sugerem uma relacdo direta entre dieta e mudancgas na
estrutura e atividade cerebral (RAVlet al., 2018).

Estudos tém evidenciado que existe uma real associacdo entre mudancas no estilo
de vida, como dieta e componentes dietéticos e a ocorréncia de DA (VASSALLO, 2015).
Solfrizzi e colaboradores mostraram que outros padrfes alimentares emergentes, como a
Abordagem dietética para parar a hipertensdo (Dietary Approach to Stop Hypertension -
DASH) e a Intervencdo da dieta mediterranea DASH para atraso neurodegenerativo
(Mediterranean-DASH diet Intervention for Neurodegenerative Delay - MIND) foram
sugeridos como possiveis dietas anti-DA, pois apresentaram taxas mais lentas de declinio
cognitivo e reducéo significativa da taxa de DA (SOLFRIZZI et al., 2017). Outros estudos tém
evidenciado que existe uma forte correlacdo entre méa nutricdo e DA (POLIDORI, 2014) e que
o consumo de suplementos dietéticos e nutracéuticos pode ser uma via terapéutica eficaz para
o tratamento da DA (TOUPSet al., 2022).

Apesar da insulina ser produzida em grande parte pelas células B pancreaticas e
atravessar a barreira hematoencefalica (BHE), ela pode ser também produzida localmente em
algumas regides do cérebro como hipocampo, cértex pré-frontal, cortex entorrinal e bulbo
olfatorio (HOYER, 2003). Além disso, os Receptores de Insulina (IR’s) estdo abundantemente
presentes no cérebro e sdo encontrados em maior concentracdo no bulbo olfatério, hipotalamo,
cortex cerebral, cerebelo e hipocampo (SALKOVIC-PETRISIC et al., 2006; DE FELICE;
LOURENCO; FERREIRA, 2014).

Tanto estudos in vitro como in vivo tém mostrado que a maior parte da glicose
consumida pelo cérebro é utilizada para manutencdo dos gradientes ibnicos pré e poés-
sinapticos, responsaveis pelas neurotransmissdes excitatorias e para manutencéo do potencial
de repouso dos neurbnios (ATTWELL; IADECOLA, 2002; SHULMAN et al., 2004).

Toda a glicose necessaria para o funcionamento cerebral é transferida através das

membranas celulares e barreiras por duas classes de transportadores especificos e saturaveis, 0s
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transportadores de glicose independentes de sddio (GLUT) e transportadores de glicose
dependentes de sddio (SGLT) (SHAH et al., 2012). Entretanto, 0 GLUT3 é considerado como
o principal transportador de glicose cerebral (DUELLI; KUSCHINSKY, 2001).

Uma importante consequéncia fisiopatoldgica do metabolismo alterado da glicose,
gerada pela resisténcia a insulina, é a redugdo de aproximadamente 50% da producdo de ATP
no inicio da DAE e esta redugdo continua aumentando com a progressao da doenca (SHAH;
DESILVA; ABBRUSCATO, 2012). A sinalizacdo da insulina é mediada por duas vias de
transducdo: a via da quinase fosfatidil-inositol 3 (PI3 quinase) e a via da proteina quinase
ativada por mitégeno (MAP quinase), que controlam a captacéo de glicose pelas células (JOHN
et al., 2003). Os mecanismos neuropatogénicos envolvidos tanto na resisténcia a insulina
periférica do diabetes tipo 2, como na sinalizacdo da insulina no cérebro de pacientes com DAE,
tem mostrado semelhangas no processo de formagdo do peptideo AP (DE FELICE;
LOURENCO; FERREIRA, 2014) e analises em individuos com DA mostraram que sinais de
captacdo de glicose cerebral estdo diminuidos, independente de atrofia estrutural, e podem ser
detectaveis até trés décadas antes do inicio esperado dos sintomas clinicos da DAE (MOSCONI
et al., 2006).

1.9 Modelos experimentais da DA

Os estudos experimentais tém aberto novos horizontes para o estudo de diversas
patologias e o camundongo tem sido muito escolhido em pesquisas ndo clinicas pelo pequeno
porte, facilidade de obtencdo e manutencdo. Também as técnicas de quimica computacional e
bioinforméatica permitem uma analise mais criteriosa do alvo terapéutico a ser estudado
(FIOCRUZ, 2017).

Nesse contexto, 0 uso de metodologias computacionais tem se tornado cada vez
mais importantes, pois essa aplicacdo tem oferecido um excelente suporte para o
desenvolvimento e identificagdo de novos farmacos que envolvam a busca de alvos bioquimicos
relacionados com a etiopatogenia da doenca. Além disso, faz-se necessario mimetizar a DA por
meio de modelos experimentais que facilitam a analise do inicio e do progresso da doenca,
assim como a formulacéo de novo farmacos para prevencao e tratamento.

A maioria dos modelos transgénicos e duplos transgénicos representam a forma
genética e menos prevalente da doenca, onde séo associadas muta¢des dos genes que codificam
a APP, BACEL, Presenilina 1 e 2 (GOATE, 2006; MUCKE et al., 2000). J& os modelos triplos

transgénicos (3XTgAD) conseguem reproduzir melhor os marcadores moleculares e
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histoldgicos da DA, além de expressar genes codificadores da proteina APP, da Presenilina-
AP1, o genoma destes camundongos apresenta também gene humano mutado da proteina Tau
(ODDO et al., 2003).

A utilizacdo dos animais transgénicos para pesquisar a DA possui a vantagem de
conseguir reproduzir caracteristicas neuropatoldgicas, cognitivas e comportamentais
semelhantes & doenga. Com isso é possivel intervir com tratamentos antes do inicio das
patologias. Porém estes modelos em geral ndo apresentam perda neuronal, o que o torna
inadequado para estudar mecanismos de neuroprotecdo. Também ndo sdo 0s mais adequados
para estudar a forma mais comum de DA que é a esporadica, onde as lesGes geralmente ndo sdo
causadas por mutagdes (FRANCO; CEDAZO-MINGUEZ, 2013). Também ainda ndo existem
modelos transgénicos para estudo da DA pela hipdtese da Diabetes Tipo 3.

Neste sentido, existem modelos ndo transgénicos, 0s quais visam mimetizar
algumas caracteristicas neuroquimicas e comportamentais apresentadas na DAE, atravées de
alteracdes moleculares e sintomas similares a DAE, sendo eles a infus&o intracerebroventricular
(icv) direta do peptideo AP (SARACENO et al., 2013), a destruigdo neurotoxica do nucleo
basal e suas eferéncias colinérgicas corticais (SWAROWSKY et al., 2008), oclusao permanente
e bilateral das carétidas comuns, causando uma hipoperfusdo cerebral crénica (VICENTE et
al., 2009) e o modelo por injecdo icv de estreptozotocina (STZ), onde o déficit cognitivo é
frequentemente anterior a formacdao de placas, facilitando o estudo da DAE na sua fase inicial
(WU et al., 2014; LANNERT; HOYER, 1998; SALKOVIC-PETRISIC et al., 2006). Tem sido
evidenciado que a neurotoxicidade exercida pelo acimulo das formas oligoméricas fibrilares
intracelulares do peptideo AP, resultam em uma maior falha sindptica e dano neuronal,

contribuindo para a neurodegeneracao progressiva na DAE (VILLEMAGNE et al., 2017).

1.10 Modelo de DAE por estreptozotocina (STZ)

A estreptozotocina (STZ) (Figura 5) é um composto, glicosamina-nitrosouréia
natural, produzido pela bactéria Gram-positiva Streptomyces acromogenes (EILEEN DOLAN,
1997), possui estrutura quimica muito semelhante a glicose, possuindo como diferenca apenas
uma Unica substituicdo da hidroxila em C2 por um grupo nitrosuréia, esta semelhanca torna
possivel que a droga seja carregada para dentro da celula através do transportador de glicose
GLUT 2 (LELOUP et al.,1994).
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Figura 5 - Comparacéo das estruturas moleculares da glicose e da estreptozotocina (STZ)
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Os trabalhos de Junod e colaboradores em 1969 demonstraram que uma Unica
administragdo intraperitoneal (i.p) de estreptozotocina (STZ) em ratos Wistar causava aumento
sérico da glicose (JUNOD et al., 1969). Em 2002, Degenhardt e colaboradores padronizaram o
modelo de Diabetes Tipo 1 com a dose de 40-60 mg/kg de STZ (DEGENHARDT et al., 2002).

A STZ no modelo de Diabetes causa lesdo nas células 3-pancreaticas (produtoras
de insulina) via o transportador de glicose tipo 2 (GLUT2) e levando a uma alquilacdo do DNA.
Isso ativa 0 mecanismo de reparo da enzima nuclear poli-ADP-ribose polimerase (PARP),
resultando na deplecdo do NAD+ e consequente deplecdo dos estoques de ATP e necrose
celular (LENZEN, 2008). Além do efeito toxico nas células f-pancredticas, o STZ também
interage em outras células que expressam GLUT2 e do transportador de glicose dependente de
insulina 4 (GLUT 4) (LENZEN, 2008; GRIEB, 2016). Em condicdes fisioldgicas, a insulina
ativa a via PI3K-Akt, a Akt quinase ativada fosforila 0 AS160, que recruta GLUT para a
membrana plasmatica, permitindo que a glicose entre com eficiéncia na célula (GABBOUJ et
al., 2019).

No cérebro, as células endoteliais e os astrocitos, componentes da barreira
hematoencefalica, expressam principalmente GLUT1, enquanto o transportador de glicose mais
comum nos neurdnios € 0 GLUT3. Ambos, GLUT1 e GLUTS3, sdo independentes de insulina.
No entanto, foi demonstrado que 0 GLUT4 dependente de insulina € expresso em certa medida
em varias regides do cérebro, como hipocampo, cerebelo e bulbo olfativo (GABBOUJ et al.,
2019).

Embora se ache que a administragdo i.p de STZ ndo passe pela barreira
hematoencefalica (BHE), em 2014 foi evidenciado que ratos diabéticos por STZ apresentaram
deéficits de memoria (WANG et al., 2014), corroborando com os estudos sobre a interagcdo do
metabolismo da glicose e a cognicdo (LANNERT; HOYER, 1998) e de estudos pos-mortem
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que evidenciam a resisténcia a insulina e sua correlagdo com a severidade da DA no cérebro de
pacientes (DE LA MONTE; WANDS, 2005; STEEN et al., 2005; HOYER et al., 2014). Além
disso, o receptor GLUT 2 esta localizado em areas especificas do encéfalo, em particular no
hipotdlamo e tronco cerebral, onde é encontrado em neurénios, astrocitos, tanicitos e células
epiteliais que revestem os ventriculos cerebrais (THORENS, 2011; LANFRAY et al., 2013).

O modelo de infuséo intracérebroventricular (i.c.v) tem sido proposto como um
modelo ndo transgénico da DAE em doses sub-diabetogénica de 1-3 mg/kg, pois induz a
sintomatologia de déficites cognitivos (LANNERT; HOYER, 1998; SALKOVIC-PRETRISIC;
HOYER; LANNERT, 2007), o comprometimento da sinalizacdo colinérgica (BLOKLAND;
JOLLES, 1994), estresse oxidativo (SAXENA et al., 2011), reducdo do metabolismo cerebral
da glicose (HOYER; LANNERT, 2007) e a resisténcia a insulina cerebral (AGRAWAL, 2011).
Contudo, foi observado que a presenca de marcadores da DA, como AP, placas senis ¢ tau
fosforilada aparecem a longo prazo da progresséo da lesdo, ndo havendo comprometimento
sisttmico (LESTER-COLL et al., 2006).

Esse modelo evidenciou o aumento da fosforilacdo (inativacdo) de GSK3-B, que
leva a formacdo de tau-fosforilada e acimulo de placas senis (SALKOVIC-PETRISIC et al.,
2006) (Figura 6). Além disso, o comprometimento do aprendizado e memoria também é
progressivo e de longo prazo, onde apés 14 dias da infusdo se pode avaliar uma reducéo da
memdaria em esquiva inibitoria, mas ndo na memdria espacial (Water Maze).

A GSK3-f esta relacionada com a uma via que tende a corroborar com o mecanismo
de formacdo da resisténcia a insulina na Diabetes Mellitus e Diabetes Tipo 3 (HOYER et al.,
2004; SALKOVIC-PETRISIC et al., 2006), pois a insulina aumenta a atividade da via
Akt/PKB, inibindo GSK3-p, regulando negativamente a fosforilagdo de seus substratos, tais
como a proteina Tau (BHAT; BUDD; AVILARATAN, 2004), levando a neurodegeneracao
pela falta de responsividade ao fator neurotréfico (insulina), formacédo de ERQOS, deficiéncia no
metabolismo energético e fosforilacdo do receptor de insulina (DE LA MONTE, 2009) (Figura
6).
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Figura 6 - Neurotoxicidade celular causada pela estreptozotocina (STZ)
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Fonte: Adaptado de Kamat et al., 2015. O STZ entra na célula via transportador de glicose tipo 2 (GLUT?2), seu
efeito no receptor de insulina (IR), causando inibicéo da sinalizacdo do IR e comprometimento da via PI3K/Akt.
Essa inibicdo de PI3K e Akt também inibe a regulagdo da GSK-3p, com o aumento da sua atividade resultando
nas caracteristicas da DA, tais como: a acumulagdo de AP (que leva a formacdo de placas senis) e a
hiperfosforilagdo da Tau (que promove a formacdo de emaranhados neurofibrilares). Por outro lado, as proteinas
quinases B/C também inibem o RI pela sua hiperfosforilacdo e dificultam a funcdo normal da insulina nos
neurdnios. A STZ também reduz a expressdo dos transportadores de glicose GLUT 1 e 3, prejudicando a entrada
de glicose na célula.

Resumidamente, a insulina se liga ao IR (receptor do tipo tirosina quinase), tanto
central como periférico, que recruta seu substrato no sitio de ancoramento, tornando-o
fosforilado nos residuos de tirosina. Este torna-se capaz de recrutar varias moléculas
sinalizadoras, dentre estas a enzima fosfatidilinositol-3 cinase (PI3K) (THORENS, 2011). A
PI3K fosforila o fosfoinositideo da membrana que ancora a proteina cinase B (PKB), a qual
promove a translocacdo 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 ¢ a fosforilagdo da proteina Tau
(SALKOVIC-PETRISIC et al., 2006). As formas citosolicas da enzima GSK3 podem ser: a
GSK-3a e a GSK-3B (SALKOVIC-PETRISIC; TRIBL; HOYER, 2006; CORREIA et al.,
2011). Sendo que a GSK-3p regula a fosforilagdo da proteina Tau (CHENG et al., 2005) e a
GSK-3a esta associada com a formagao do peptideo AP (PHIEL et al., 2004) (Figura 6).
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Assim, este modelo experimental é o mais amplamente aceito pela literatura
(DUBEY et al., 2018) e fornece subsidios morfologicos e moleculares para o entendimento da
DAE em humanos pela nova hipdtese da diabetes tipo 3 por possuir varias das caracteristicas
da doenca e por mimetizar a progressiva deterioracdo cognitiva e do metabolismo energético
encefélico (GRIEB, 2016; SALKOVIC-PETRISIC et al., 2013) (Tabela 1).

Tabela 1 - Comparacao entre 0 modelo de DAE induzido pela infusdo i.c.v de STZ e a DA
humana

PATOLOGIA MODELO STZ i.c.v. DOENCA DE ALZHEIMER (HUMANO)
COMPORTAMENTAL

déficit cognitivo aprendizado e memoria deméncia
MORFOLOGIA

gliose + +

perda sinaptica +
METABOLICA

glicose / energética metabolismo reduzido metabolismo reduzido
NEUROQUIMICA

estresse oxidativo + +

transmissao colinérgica reduzida reduzida

sinalizagao do Rl resisténcia a insulina no encéfalo resisténcia a insulina no encéfalo
MARCADORES DA DOENGCA

proteina tau hiperfosforilada emaranhados neurofibrilares

amildide B angiopatia amildide placas de amildide B

Fonte: Salkovic-Poetrisic; Hoyer (2007).

Até 0 momento, os estudos utilizando o modelo de DAE por STZ s6 tém
evidenciado a formagdo de placas AB com um minimo de 3 meses apos as injegcdes de STZ
(SALKOVIC-PETRISIC et al., 2006). Entretanto, estudos tém demonstrado haver um aumento
significativo da expressdo da proteina AP no hipocampo aos 14 dias apds a administragao de
STZ e este efeito parece diminuir no dia 21 (RAVELLI et al., 2017).

As alteracdes patoldgicas no modelo de DAE por STZ, como reducdo da espessura
cortical, aumento na expressdo de GFAP (marcador de ativagdo astrocitéria), afinamento do
corpo caloso e formacgédo de placas amiloides sdo dependentes do tempo decorrido desde a
injecdo da STZ até 1 més apds, sendo considerada uma resposta aguda, entre 1 e 3 meses uma
fase compensatoria e entre 6 e 9 meses uma fase descompensatoria, com uma fase crénica de
declinio progressivo (KNEZOVIC et al.,, 2015). Nesse sentido, o uso do modelo de
administracdo i.c.v de doses sub-diabéticas de STZ pode contribuir para o estudo da DAE e de

novos alvos terapéuticos.
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1.11 Tratamento da DA

Atualmente ndo ha tratamento curativo para a DA, mas algumas intervencdes
farmacologicas e ndo farmacoldgicas podem contribuir para aliviar os sintomas, retardar a
progressdo da doenca e melhorar a qualidade de vida. As abordagens terapéuticas atuais séo
baseadas na etiologia, no perfil dos sintomas e no estagio da deméncia (WORLD ALZHEIMER
REPORT, 2022).

O tratamento farmacoldgico na DA leve, moderada e grave consiste no uso de
inibidores da enzima acetilcolinesterase (AChEI), como donepezila, galantamina e rivastigmina
para aumentar a disponibilidade de acetilcolina no cérebro (SMALL; BULLOCK, 2011). Na
DA moderada a grave é recomendado a combinacdo de AChEI com memantina, que é um
antagonista do receptor NMDA glutamatérgico e contribui para reduzir a neuro-
excitotoxicidade. Embora os efeitos sejam modestos, ha evidéncias de melhora dos sintomas
cognitivos e comportamentais da doenca ou progressao mais lenta da DA, quando comparado
ao placebo (XU et al., 2021).

N&o ha estudos que comprovem a superioridade de um AChEI sobre os demais,
mas ha especificidades quanto aos mecanismos de acéo, frequéncia e tipos de efeitos adversos.
O tratamento deve comecar com a dosagem mais baixa (para evitar eventos adversos) e ir
aumentando pelo menos a cada quatro semanas para os AChEI e a cada semana para a
memantina (CARAMELLLI, et al., 2022).

Para o tratamento dos sintomas neuropsiquiatricos na DA, o uso de sertralina ou
mirtazapina sdo indicados como as melhores opg¢des antidepressivas (HE et al., 2021). Um
ensaio clinico recente, no entanto, observou uma tendéncia de aumento da mortalidade com
mirtazapina usada para tratar agitacdo na deméncia da DA (BANERJEE et al., 2021). Ja para
o0s sintomas de agitacdo e agressividade, o tratamento de primeira linha seriam os antipsicoticos
atipicos (DAVIES et al., 2018). Embora alguns estudos sugiram que os canabinoides possam
ter efeitos potencialmente positivos em doengas neurodegenerativas, ndo ha evidéncias atuais
para apoiar seu uso clinico na deméncia (BRUCKI et al., 2021).

Ha também tratamentos ndo farmacoldgicos para os sintomas cognitivos como: a
Terapia de Estimulacdo Cognitiva (CST) que estimula a linguagem, a memoria e as funcdes
executivas (AGUIRRE; SPECTOR; ORRELL, 2014); o Programa de Reabilitacdo Cognitiva
Multicomponente/Multidisciplinar (MCRP) que inclui reabilitacdo e estimulagéo cognitiva e
terapia assistida por computador, treinamento fisico, fisioterapia, leitura e jogos (STONER et

al., 2021) e a Orientacdo para a realidade com estimulagdo neurossensorial para reorientar as
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atividades diarias, podendo melhorar a cognicdo e a adesdo ao tratamento farmacoldgico na
deméncia da DA leve a moderada (CARRION et al., 2018).

Outras terapias ndo farmacologicas também sdo recomendadas para melhorar 0s
sintomas depressivos, humor, cogni¢do e bem-estar, tais como: musicoterapia (MOREIRA,;
JUSTI; MOREIRA, 2018), danga (YORK HEALTH ECONOMICS CONSORTIUM, 2017),
acupuntura (MEYER; O’KEEFE, 2020), exercicio fisico (MENG; LIN; TZENG, 2020), terapia
ocupacional (SMALLFIELD; HECKENLAIBLE, 2017) e fisioterapia (MARQUES et al.,
2019). Intervencdes precoces direcionadas a fatores de risco modificaveis no estilo de vida
(hipertenséo arterial, diabetes, obesidade, sedentarismo, alto consumo de alcool, tabagismo,
isolamento social), condicGes clinicas (perda auditiva e depressdo) e ingestdo deficiente de
nutrientes, podem funcionar como medidas de protecdo para reduzir o risco de DA
(KIVIPELTO et al., 2020; MOREIRA; JUSTI; MOREIRA, 2020).

Dado que os efeitos dos tratamentos disponiveis ndo sao suficientes e que ainda nao
existem terapias medicamentosas especificas aprovadas até o momento, a prevencdo da
deméncia é primordial, onde mudancas no estilo de vida e intervenc@es clinicas podem prevenir
0 aparecimento dos varios fatores de risco ja identificados. Por exemplo, o controle adequado
da hipertensdo e diabetes, atividade fisica regular, dietas especificas, atividades de estimulaco
cognitiva devem ser recomendados para mitigar 0s impactos pessoais, socioeconémicos e de
salde publica da DA (KIVIPELTO et al., 2020).

1.12 Flavonoides

Até 0 momento, evidéncias experimentais sugerem que a ingestdao de flavonoides
como suplementos dietéticos representa uma abordagem promissora para a prevencao e
tratamento de condi¢Bes patoldgicas caracterizadas por neuroinflamacdo e neurodegeneracéo
(MAGNI et al., 2022). E conhecido que os flavonoides e seus metab6litos sdo capazes de
atravessar a barreira hematoencefalica (KALT et al., 2008; ANDRES-LACUEVA et al., 2005)
e podem exercer acdes neurofarmacolégicas a nivel molecular, influenciando vias de
sinalizacdo e expressao génica (WILLIAMS et al., 2004; SPENCER, 2008).

Os flavonoides estdo incluidos na familia de compostos fenolicos ou polifendis e
compreendem mais de 6000 estruturas diferentes (SAMEC et al., 2021). S&o metabolitos
secundarios de plantas e mais abundantes em frutas e sementes, sendo responsaveis por
caracteristicas de cor, fragrancia e sabor (DE LUNA; RAMIREZ-GARZA; SALDIVAR,
2020). Sua estrutura quimica basica é formada por um esqueleto de 15 carbonos, C6-C3-C6,
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com dois anéis de benzeno (A e B) ligados por um anel pirano de trés carbonos (C)
(D’AMELIA, 2018; PANCHE; DIWAN; CHANDRA, 2016). A presenca de grupos hidroxila,
insaturacdes e a posicdo em que o catecol do anel B liga ao pirano do anel C influenciam a
biodisponibilidade, a atividade bioldgica e o poder antioxidante dos flavonoides (MALEKI;
CRESPO; CABANILLAS, 2019; D’AMELIA et al., 2018) (Figura 7).

Essas diferencas estruturais também geram a classificacdo desses compostos em
diferentes classes (KUMAR, PANDEY, 2013). Os flavonoides nos quais o anel B esta ligado
na posicdo 3 do anel C sdo chamados de isoflavonas. Aqueles em que o anel B esta ligado na
posicdo 4 sdo chamados de neoflavondides, enquanto aqueles em que o anel B esté ligado na
posicdo 2 podem ser subdivididos em varios subgrupos com base nas caracteristicas estruturais
do anel C. Sédo eles: flavonas, flavondis, flavanonas, flavanonois, flavandis ou catequinas,
antocianinas e chalconas (Figura 7) (PANCHE; DIWAN; CHANDRA, 2016).

Praticamente todos os grupos de flavonoides parecem ter alguma atividade
antidiabética (AL-ISHAQ et al., 2019). A caracteristica estrutural relacionada a efeitos
antidiabéticos consiste na presenca de uma ligacdo dupla C2-C3 (anel C) e grupos hidroxila nas
posicBes C3', C4', C5 e C7 de ambos os anéis A e B. Curiosamente, a substituicdo na posicdo
C3 de um anel C diminui sua acdo anti-inflamatéria, porém aumenta sua atividade antidiabética
(SHAMSUDIN et al., 2022).
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Figura 7 - Esqueletos basicos dos flavonoides
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Fonte: Panche; Diwan; Chandra (2016).

Os flavonoides podem modular diversas vias e respostas fisiol6gicas/patoldgicas,
possuindo, portanto, propriedades anti-inflamatérias (ULLAH et al., 2020) e antioxidantes
(SHENEet al., 2022). A insaturacdo em C2-C3, e a presenca dos grupos hidroxila nas posi¢oes
3’ e 4’ do anel B sdo as caracteristicas estruturais mais relacionadas com as propriedades anti-
inflamatorias dessas moléculas (CHOY et al., 2019). Além disso, os grupos hidroxi funcionais
nos flavonoides podem doar elétrons por ressonancia para estabilizar os radicais livres e mediar
a protecdo antioxidante (SAMEC et al., 2021).

Em revisdo realizada por Shen e colaboradores (2022), identificou-se oito
mecanismos principais relacionados a propriedade antioxidante dos flavonoides, séo eles: a
eliminacdo direta de EROs através da doacao de atomos de hidrogénio; a ativacdo de enzimas
antioxidantes; a ativagdo da atividade quelante de metais, reduzindo a toxicidade de ions
metalicos redox-ativos; o aumento dos niveis de radicais a-tocoferil (antioxidante que atua no

peroxinitrito produzido pela interacdo de NO e ions superoxido induzida por macréfagos
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ativos) reduzindo a oxidacdo de LDL; inibicdo de NAPDH oxidases, diminuindo a formacao
de radicais livres; mitigacdo do estresse oxidativo causado pelo NO; o aumento de niveis de
acido drico que € um antioxidante intravascular e aumento das propriedades antioxidantes de
moléculas antioxidantes de baixo peso molecular (Figura 6).

Por funcionarem como excelentes moduladores de enzimas envolvidas em
mecanismos oxidativos, alguns flavonoides séo capazes de diminuir marcadores de estresse
oxidativo, como glutationa peroxidase, malondialdeido e superdxido dismutase (ULLAH et al.,
2020; FARZAEI et al., 2019). Estudos prévios em diferentes tecidos com diversos flavonoides
identificaram que esses polifendis podem atuar na modulacdo do estresse oxidativo e da
inflamacéo ativando a via Nrf2/Keapl (RAVULA et al., 2021) e inibindo vias de sinalizagéo
GSK3, NF-kB, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-1beta (IL-1p), interleucina-
6 (IL-6), interleucina-8 (IL-8), COX2, acido araquidonico, fosfolipase A2, prostaglandina E2,
lipoxigenase, molécula de adesdo intercelular-1 (ICAM-1), E-selectina, proteina
quimioatraente de mondcitos-1 (MCP-1) e molécula de adesao celular vascular-1 (VCAM- 1)
(AL-KHAYRI et al., 2022; SERAFINI; PELUSO; RAGUZZINI, 2010; SANTANGELO et al.,
2007; FAKHRI et al., 2020; REN et al., 2020).

Também foi observado a modulacdo de MAPK e outras quinases reguladas por
sinal extracelular (ERK), fosfoinositideo-3-quinase (PI13K)/Akt, o que também sdo mecanismos
que reduzem estresse oxidativo e a inflamacdo (ULLAH et al., 2020). Pode se ainda relatar a
acao antioxidante e neuroinflamatéria de flavondides, por exemplo, a hesperitina (IKRAM et
al., 2019), a genisteina (AFAQ et al., 2003), a epigalocatequina (LI et al., 2004), a quercetina
(CHEN et al., 2005) e a bacaleina (LEE et al., 2003), fisetina (HASSAN et al., 2022) que
mostraram atenuar ativacdo microglial e astroglial na neuroinflamacdo por diversos
mecanismos de acdo.

Desse modo, se tratando de efeitos neuroprotetores, os flavonoides tém se mostrado
poderosos agentes contra a neuroinflamacdo, inibindo a producdo de mediadores pro-
inflamatdrios, elevando a secrecéo de fatores anti-inflamatorios e modulando a polarizagédo da
microglia e astrdcitos, principalmente através da inibicdo de MAPK, da ativacdo de Nrf2,
BDNF/CREB, Wnt/B-catenina e PI3k/Akt (CHEN et al., 2022) (Figura 8).

Além dessas propriedades anti-inflamatorias (ULLAH et al., 2020) e antioxidantes
(SHEN et al., 2022), os flavonoides também apresentam propriedades anticancerigenas,
cardioprotetoras, neuroprotetoras, imunomoduladoras e antidiabéticas, estando associados a
uma ampla gama de beneficios & satide (JUCAet al., 2020; FRAGA et al., 2019). As principais

diferengas nos estudos in vitro e in vivo séo as concentragdes fisioldgicas dos flavonoides, pois
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em estudos in vitro a concentragdo dos compostos é mais alta, enquanto a biodisponibilidade in
vivo de um composto tem menos impacto na sistémico (SAJID et al., 2021). Dessa forma,
estudos extensivos e em humanos sdo essenciais para melhorar a biodisponibilidade dos

flavonoides e demonstrar sua capacidade como agentes anti-inflamatorios (SAJID et al., 2021).

Figura 8 - Mecanismos de agéo in vitro dos flavonoides
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Fonte: Shenet al. (2022).
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Estudos de metanalise envolvendo suplementos contendo flavonoides usados para
tratar individuos com sobrepeso e obesos com resisténcia a insulina, verificou-se reducgéo
significativa na glicemia de jejum em grupos que receberam suplementacao, mostrando que 0s
suplementos contendo flavonoides podem ser eficazes contra resisténcia a insulina (YAO et al.,
2022). Outra revisdo sistematica com metanalise avaliou frutos silvestres e verificou um
aumento de HDL e redugdo de LDL em intervencédo de 4-6 semanas com cranberry ou arando
e reducgdo significativa em niveis de colesterol total e LDL em intervengdes com morango
liofilizado (WILKEN et al., 2022).

Podemos consumir flavonoides em diferentes concentracdes por meio de frutas e
vegetais e se beneficiar na prevencdo e no tratamento de doencas relacionadas a inflamacéo
(Tabela 2). Em uma pesquisa translacional de longo prazo, pesquisadores do Projeto Memoria
e Envelhecimento (que iniciou em 1997), adquiriram informacdes dietéticas completas durante
0 acompanhamento clinico e autopsias cerebrais de 575 pacientes com DA, cuja média a idade
do obito foi de 91,3 anos (RUSH, 2022). Os dados do estudo sugerem que a antocianina
pelargonidina, presente em frutas vermelhas, pode proteger o cérebro envelhecido do
desenvolvimento da DA, pois ao longo do tratamento, os pacientes tiveram melhora na memoria
episédica, memdria de trabalho, memoria semantica, capacidade visuoespacial e velocidade
perceptiva e apresentaram menos neurofilamentos e perda sinaptica (RUSH, 2022). De acordo
com 0s autores, isso motiva uma mudanca simples que qualquer pessoa pode fazer em sua dieta
na busca por saude, pois mostra que fazer escolhas alimentares especificas pode levar a uma

neuroprotecao e uma taxa mais lenta de declinio cognitivo.



Tabela 2 - Uso dos flavonoides no tratamento de diversas doencas

Venalot (troxirrutina 180 mge
cumarina 30 mg)
Quercetina (500 mg)

Hesperidina (500 mg)

Daflon (diosmina450mg +
hesperidina 50mg)

Extrato de cha verde (379 mg)

Silimarina (Livergol® 420 mg)

Pycnogenol® (220 mg)

Flavopiridol (Diosmina450mg +
Hesperidina 50mg)

Fonte: Elaborado pelo autor.

1.13 Eriodictiol

Reduziu os marcadores inflamatérios sistémicos em
doencas cardiovasculares

Reduziu a rigidez matinal e a dor em mulheres com
artrite reumatoide

Reduziu os niveis de citocinas proinflamatorias
circulantes e melhorou a fungéo endotelial (aumento
da dilatagdo mediada por fluxo, efeito ergogénico)

Reduziu a dor, 0 edema, a congestao e a inflamacéao.
A longo prazo reduziu os sangramentos e secregdo da
mucosa em pacientes com hemorroidas;

Melhorou a presséo arterial, a tolerdncia a insulina, o
perfil lipidico, a inflamacao e o estresse oxidativo.

Reduziu o inchago, a dor e a sensibilidade nas
articulagdes em artrite reumatoide

Reduziu a proteina C-reativa e a inflamagéo em
pacientes com osteoartrite, melhorandoa dore a
rigidez.

Reduziu a carga tumoral na leucemia linfatica crénica
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PAPAKYRIAKOPOULOU et
al., 2022

JAVADI et al., 2017

IMPERATRICE et al., 2022

AL-KHAYRI et al., 2022 e
MESHIKHES, 2002

ESMAEELPANAH; RAZAVI;
HOSSEINZADEH, 2021

FERRAZ et al., 2020;
SHAVANDI et al., 2017

FERAGALLI et ancbil., 2019 e
FARID et al., 2007

AWANet al., 2016

Até 0 momento, evidéncias experimentais sugerem que a ingestdo de flavonoides

como suplementos dietéticos representa uma abordagem promissora para a prevencao e

tratamento de condi¢Bes patoldgicas caracterizadas por neuroinflamacdo e neurodegeneracéo

(MAGNI et al., 2022).

O eriodictiol (Figura 9) [nome IUPAC: (2S)-2-(3,4-dihydroxyphenyl)- 5,7-
dihydroxy-2,3-dihydrochromen-4-one] é uma tetrahidroxiflavanona que € uma flavanona

substituida por grupos hidroxi nas posi¢oes 5, 7, 3' e 4', respectivamente, e um membro das 3'-
hidroxiflavanonas (NCBI, 2022).
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Figura 9 - Estrutura quimica do Eriodictiol
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Fonte: NCBI (2022).

As flavanonas, também conhecidas como dihidroflavonas, sdo uma importante
classe de flavondides amplamente encontrada em frutas citricas (HE et al., 2019). Por exemplo,
os glicosideos de flavanona, como naringina, naringenina e naringenina 7-O-neohesperidoside,
podem ser encontrados em maior concentragdo nas toranjas. Hesperidina, hesperetina e
hesperetina 7-O-rutinoside em laranjas, tangerinas, limas e limdes. Ja a eriocitrina, o eriodictiol,
e o eriodictiol 7-O-rutinoside estdo mais presentes em limdes (TERAHARA, 2015;
AGRAWAL, 2011; HABTEMARIAM, 2019).

O eriodictiol é o flavondide mais comum e mais encontrado em diversas plantas
medicinais e vegetais, além das frutas citricas. Além disso, possui propriedades medicinais
consideraveis e seus estudos na literatura ajudam a esclarecer seu modo de acdo em varias
patologias e tipos celulares (ISLAM et al., 2020).

Evidéncias cientificas destacam seu efeito terapéutico antioxidantes (CHOBOT et
al., 2016; MOKDAD-BZEOUICH et al., 2016), anti-inflamatérios (ZHU et al., 2015),
anticancerigenos (ZHANG et al., 2020), neuroprotetor (\WANG et al., 2021; HABTEMARIAM
2019; Ferreiraetal., 2016), cardioprotetor (LI et al., 2018), antidiabético (ZHANG et al., 2012),
antiobesidade (KWON; CHOI, 2019), controle da obesidade (AL-ISHAQ et al., 2019),
atividade insulinotrépica (HAMEED et al., 2018), hepatoprotetor (XIE et al., 2017) e diversos
outros (MEHMOOD; ANWAR; TABASSAM, 2021). Sendo assim, o eriodictiol pode servir
como uma substancia com potencial nutracéutico para melhorar a sadde dos individuos (Figura
10) (ISLAM et al., 2020).
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Em um modelo de Doenca de Alzheimer, o eriodictiol preveniu os déficits
cognitivos em camundongos transgénicos APP/PS1 pela inibicdo da ferroptosis via receptor de
vitamina D mediado pela ativacdo da via Nrf2 (LI et al., 2022). Também protegeu o
comprometimento da memoria de camundongos em um modelo de infusdo de AB25-35 (GUO,
et al., 2022). Além disso, o tratamento com eriodictiol suprimiu significativamente a
peroxidacéo lipidica relacionada ao diabetes (GANDHI, et al.,2020) e protegeu as células
ganglionares da retina de animais diabéticos induzidos por estreptozotocina do estresse
oxidativo, inflamacao e apoptose causado por altos nivais de glicose sistémica pela ativacdo da
via Nrf2 (LV et al., 2019).

Figura 10 - Vias de sinalizacdo molecular do eriodictiol em varias condi¢des de saude
relacionadas ao estresse oxidativo
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Fonte: Islam et al. (2020). A figura resume algumas delas, tais como, o eriodictiol aliviou o estresse oxidativo
causado principalmente por ROS atraveés das vias Keapl, Nrf2/HO-1 e ARE. A inflamagdo mediada pelo estresse
oxidativo foi reduzida pela inibicdo da sinalizacdo PI3K/Akt, FOXO1 ou ativando MAPKSs, Sirtl e, assim,
blogueando a translocagdo nuclear de NF-xB. Os distirbios neuronais mediados por ROS sdo auxiliados pela
inibicdo da sinalizacdo Keapl, Nrf2/HO-1 e ARE ou ativagdo de MAPKS, sinalizagdo Sirtl e, como resultado,
bloqueio da translocagéo de NF-kB. O eriodictiol também melhorou os disturbios cardiacos mediados pelo estresse
oxidativo por meio da inibicdo das vias de sinais MAPK/ERK, Nrf2/HO-1 e ARE ou da sinalizacdo
MAPK/INK/p38, que mantém a relagdo mitocondrial Bax/Bcl-2 e, como resultado, bloqueia a translocacéao nuclear
da caspase-3 e, consequentemente a apoptose. O eriodictiol também mostrou atividade anticancerigena por inibir
a sinalizacdo mTOR/PI3K/Akt e por regular a via de sinalizacdo Bcl-2/Bax.
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Estudos de farmacocinética em humanos identificaram que o eriodictiol tende a ser
absorvido devagar a medida que é consumido no intestino como glucuronidagéo (forma extraida
das plantas), ap0s a digestdo bacteriana intestinal e € metabolizado por metoxilacdo no figado
a homoeriodictiol em uma forma conjugada. Os metabolitos conjugados sdo metabolizados nos
rins, liberando &cido glicurdnico e/ou sulfato e promovendo a sua eliminagéo por via biliar e
excrecdo urinaria (ISLAM, et al., 2020) (Figura 11).

Figura 11 - Farmacocinética do eriodictiol em humanos
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2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

Apesar dos avancos nas pesquisas desenvolvidas com a DA nas ultimas décadas,
muitos dos mecanismos patofisiologicos que levam ao desenvolvimento da DA permanecem
ndo esclarecidos. Sabe-se que o estresse oxidativo e a inflamagdo sdo um dos principais
mecanismos que levam a morte celular na DA, mas a falta de conhecimento total da patogenia
leva a dificuldade de obter tratamentos mais eficientes.

Para agravar, 0s custos aos sistemas de saude de todo o mundo séo altos, pois a
assisténcia a pacientes diagnosticados com deméncia é de alta complexidade. Um levantamento
de 2018, estimou que U$ 1 trilhdo foi destinado ao cuidado desses pacientes e que os familiares
financiam os cuidados, principalmente mulheres, cuja salde, educacgéo e renda sdo colocadas
em risco (PROAD, 2022).

Os flavonoides tém se mostrado candidatos potenciais a terapia coadjuvante da DA
por serem capazes de atuar em diversos mecanismos patogénicos da doenga como no combate
ao estresse oxidativo e a neuroinflamacéo e que apresenta potencial terapéutico frente a outras
doencas inflamatorias. Contudo, muitos estudos sdo necessarios para determinar se 0sS
mecanismos neuroprotetores dessas substancias sdo realmente eficazes na diminuicdo da
progressdo da DA e na melhora da qualidade de vida dos pacientes, o que justifica a relevancia
deste estudo.

Deste modo este trabalho busca investigar o flavonoide eriodictiol para avaliar o
possivel efeito neuroprotetor em um modelo experimental para o estudo da DA esporadica
contra a toxicidade causada pela injecao de estreptozotocina (STZ) e seus possiveis mecanismos
de agdo utilizando o modelo in silico, possibilitando o desenvolvimento de terapias preventivas
mais eficazes, melhorando a qualidade de vida das pessoas e impactando de forma significativa

nos custos com o tratamento da DA.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

Estudar os efeitos do flavonoide eriodictiol sobre a neurotoxicidade induzida por
estreptozotocina (STZ) no modelo de estudo da Doenca de Alzheimer Esporéadica (DAE).

3.2 Objetivos especificos

Avaliar o potencial neuroprotetor do eriodictiol sobre o dano neuronal induzido por
STZ nos animais com DAE, analisando:

e Estudar a glicemia dos animais ¢ alterada pela lesao cerebral causada pelo STZ;

e Estudar a atividade exploratéria e memdria dos camundongos;

e Estudar o estresse oxidativo (GSH, Nitrito e TBARS);

e Estudar a ativacdo glial astrocitaria (expressao de proteina &cida fibrilar glial -

GFAP) no hipocampo e no cortex pré-frontal,

e Estudar a neuroinflamacéao pela expressdo de GFAP no hipocampo e no cortex

pré-frontal por western blotting;

e Estudar a sinaptotoxicidade pela expressdo de Sinaptofisina no hipocampo e

cortex pré-frontal por western blotting;

o Identificar possiveis poses para integracdo entre o eriodictiol e as proteinas

IRS1, GSK3 [f e KEAP1 por docking molecular;

e Simular as conformacdes obtidas no docking para identificar a estabilidade e a

convergéncia das poses de docking;

e Estudar detalhadamente por Dindmica Molecular as interacGes do eriodictiol

com as proteinas IRS1, GSK3 [ e KEAP1 identificando o possivel mecanismo de

acao.
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4 MATERIAIS E METODOLOGIA
4.1 Experimentos in vivo

4.1.1 Animais

Todos os procedimentos realizados no estudo seguiram 0s principios éticos da
experimentacio animal, estabelecidos pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEUA) da
UFC sob 0 nimero n° 4696051018.

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 sob condi¢des de temperatura e umidade controladas,
em gaiolas plésticas apropriadas, forradas com raspas de madeira a temperatura de 22 £ 2°C e
com ciclo de claro/escuro de 12h/12h e com livre acesso a alimentacado e a agua.

4.1.2 Drogas

As seguintes substancias foram utilizadas: Estreptozotocina (SIGMA-USA),
Eriodictiol (Sigma-Aldrich, EUA), Cloridrato de xilazina 2% (Kensol® Laboratorios Konig
S.A, Argentina); Cloridrato de ketamina 5% (Vetanarcol®, Laboratdrios Konig S.A,

Argentina). Os demais reagentes foram de grau analitico.

413 Modelo de Doenca de Alzheimer Esporadica (DAE) induzido por
Estreptozotocina (STZ i.c.v)

Os procedimentos de lesdo foram realizados através da cirurgia estereotaxica. Os
animais foram anestesiados com xilazina (10 mg/kg) intraperitoneal (i.p.) e cetamina (100
mg/kg i.p.) e posicionados no aparelho estereotaxico (Stoelting®). Foi realizada uma inciséo
sagital mediana de aproximadamente 2 cm de comprimento com um bisturi, no alto do cranio,
expondo-se as suturas 0sseas cranianas, com o objetivo de localizar o bregma.

Os orificios foram perfurados no crénio em ambos os lados sobre os

ventriculos laterais usando as seguintes coordenadas: 0,5 mm posterior ao bregma, 1,1 mm
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lateral & sutura sagital e 2,8 mm abaixo a superficie do cérebro (PAXINOS; FRANKLIN, 2004)
(Tabela 3).

Tabela 3 - Localizacdo das micro-injecdes bilaterais de STZ nos ventriculos laterais

Coordenadas Pm}m ! Fm.lm 2
(ventriculo E)  (ventriculo )
Antero-posterior - 0.5 - 0.5
Meédio-lateral - 1.1 + 1.1
Ventral +2.8 +28

Fonte: Adaptado de PAXINOS; FRANKLIN, 2004.

Esse modelo experimental de lesdo foi proposto por Lannert e Hoyer (1998). Foram
realizadas perfurac@es nos cranios dos animais com uma broca de baixa rotacdo (Dremel) em
cada marcacéo, permitindo entrada da seringa Hamilton com o STZ (3 mg/kg) sendo injetado
intracerebroventricularmente (i.c.v) de forma bi-lateral no dia 1 e 3 do experimento, em ambos
ventriculos, sendo infundido 1,5 pl (45pg/1,5ul) em cada hemisfério (SHARMA; GUPTA,
2001) (Figura 12). As micro-injec6es foram realizadas por administracdo de STZ ou solucéo de
veiculo, lentamente, ao longo de um periodo de 1 minuto e a agulha permaneceu na posicao
durante mais 5 minutos para prevenir o refluxo ao longo da seringa. Apds as injecdes, 0s cortes
feitos nos animais foram suturados com fio cirdrgico de algoddo (AP 0,4 15x45 cm) e
desinfetados com iodo povidine. Os animais do grupo controle foram submetidos aos mesmos
procedimentos cirdrgicos, no entanto, ndo receberam a neurotoxina STZ, foi introduzido
somente a agulha nas mesmas coordenadas estereotaxicas, seguido de infusdo de artificial
Fluido Cérebro Espinal (aCSF) estéril (veiculo, solucdo de NaCl, KCIl, MgCl2, CaCl2,
C6H1206).
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Figura 12 - Representacdo da cirurgia estereotaxica

Ventriculos

Fonte: Laborat6rio de Neurociéncia e Comportamento (LNC). 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 injecdes de STZ.

4.1.4 Protocolo Experimental

O tratamento com o eriodictiol foi feito com as doses 2 ou 4 mg/kg ou veiculo
(Tween 3% em salina) por via oral (v.o0 / gavagem), uma hora apds os procedimentos de inducao
e diariamente durante os 15 (quinze) dias que seguem apos o segundo procedimento de inducéo,
utilizando Tween 3% em salina como veiculo.

As doses de 2 e 4 mg/kg foram utilizadas baseado em estudos que demonstraram
que o eriodictiol apresentou efeito neuroprotetor e diminuicdo nos déficits cognitivos em
modelo de isquemia cerebral focal permanente em camundongos (FERREIRA et al., 2016).

Foram utilizados um total de 120 animais divididos em 5 grupos experimentais (n=
24 para cada grupo) de acordo com a tabela a seguir (Tabela 4).

Os animais de cada grupo foram divididos em 2 subgrupos de 12 animais. Os
animais do primeiro subgrupo foram submetidos a testes para avaliar a atividade locomotora
(teste do campo aberto) e avaliagdo de memoria (teste do labirinto em Y, teste do
reconhecimento de objetos e teste da esquiva passiva). Os animais do segundo subgrupo foram
submetidos aos testes para avaliar a atividade locomotora (teste do campo aberto) e avaliagdo

de memodria espacial (teste do labirinto aquatico).
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Tabela 4 - Protocolo experimental

Tratamento
Grupo Intracerebroventricular (i.c.v)  Via intragastrica ou via oral (v.0)
1 Controle (aCSF) + Veiculo (Tween 3% + salina)
2 Controle (aCSF) + ERI (4 mg/kg)
3 STZ (3 mg/kg) + Veiculo (Tween 3% + salina)
4 STZ (3 mg/kg) + ERI (2 mg/kg)
5 STZ (3 mg/kg) + ERI (4 mg/kg)

Fonte: Elaborada pelo autor. aCSF: Fluido Cérebro Espinal artificial e STZ: estreptozotocina.

Os testes empregados foram realizados de acordo com o desenho experimental
abaixo (Figura 13). Os testes de comportamento foram realizados 12 (doze) dias ap6s a segunda
injecdo de STZ ou de aCSF. Apds os testes de comportamento, os animais foram eutanasiados
por decapitacdo e os cérebros dissecados para a retirada das areas cerebrais (cortex pré-frontal
e hipocampo), as areas foram estocadas a -70 °C para avaliagdo bioquimica e molecular, tais
como: realizacdo das analises do estresse oxidativo (n=6) (Glutationa Reduzida, Substancias
reativas ao acido tiobarbiturico e Nitrito) e a quantificacdo da densidade de marcadores
sinapticos (sinaptofisina) e da proteina acida fibrilar glial (GFAP) por Western blotting (n=6).

Os testes empregados foram realizados de acordo com o desenho experimental a seguir:

Figura 13 - Desenho experimental mostrando a sequéncia dos testes realizados nos animais

Eriodictiol

Dias® 0 @ @ 15 16 17 18 19
r * Subgrupo 1 I )
%G =
(AN ' STZ Campo Aberto Reconhe- Esquiva Esquiva 3
i Rem;(n-rl:ﬂ:czi:nentc cimento Passiva Passiva y
_ . de (Meméria (Meméria .
: de objet ¢ .
[7*7\'; ) e chistes objetos Recente) Tardia) @\
&
Subgrupo 2 Eutanasia
Trj\ Dissecagéo
D d + Campo Aberto (cortex pré-
c;sliaciinwa © @ Water Maze W; Maze W. Maze frontal e
(via caudal) (1°treino) (2°treino) (Testes) hipocampo)

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.1.5 Dosagem da glicemia

A dosagem da glicemia foi realizada em todos os animais, sendo feita sem restri¢cdo
alimentar, para confirmar que os animais ndo ficaram diabéticos pela injecdo i.c.v de STZ. As
dosagens foram feitas imediatamente antes dos procedimentos de inducdo e 16 dias apds as
injecOes de estreptozotocina. Com o auxilio de uma tesoura cirdrgica estéril, uma gota de
sangue foi obtida através da perfuracdo da ponta da cauda dos animais. Essa amostra de sangue
foi aplicada sobre uma fita teste de glicemia usada para leitura no medidor de glicose, sendo 0s
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).

4.1.6 Testes comportamentais

4.1.6.1 Avaliagéo da Atividade Locomotora - Teste do Campo Aberto (Open Field)

O teste do campo aberto foi originalmente descrito por Hall (1934), para analisar o
estado emocional em ratos. O teste utilizado neste trabalho foi baseado no modelo de
BROADHURST (1957) com o intuito de avaliar a atividade locomotora e 0 comportamento
exploratdrio do animal, pois essa atividade reflete a exploracdo a um contexto novo. A atividade
locomotora é medida através da avaliacdo do montante da distancia percorrida, velocidade
média, nimero de crossings e nimero de rearings.

O teste foi realizado no décimo segundo dia apds a Ultima cirurgia de infusdo de
STZ. Utilizou-se uma arena quadrada (30 x 30 x 15 cm) de acrilico preto com o piso dividido
em nove quadrados iguais (Figura 14) e durante 5 minutos foram registrados por um software,
0 ANY-maze (versdao 4, USA), a distancia percorrida, a velocidade média, o nimero de
guadrantes atravessados pelo animal (nimero de cruzamentos ou crossings) e 0 nimero de
vezes que o animal se levantou para explorar o ambiente mantendo-se apenas pelas patas
traseiras, caracterizando o comportamento exploratorio do tipo rearings. O ambiente foi
iluminado apenas com luz vermelha. Apo6s cada animal ser retirado, a arena foi limpa com
alcool a 20% e secada com toalhas de papel, para evitar que o cheiro de urina e fezes

interferissem no teste.
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Figura 14 - Arena do teste de campo aberto dividido em quatro quadrantes iguais

Fonte: Arquivo do Laboratério de Neurociéncia e Comportamento (LNC).

4.1.6.2 Avaliacdo sobre a memoria

4.1.6.2.1 Avaliacdo 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 area envolvida, o cortex pré-frontal (SARTER et al.,
1988). O labirinto em Y é composto por 3 bracos de acrilico com 16 cm de altura, 5 cm de
largura e 40 cm de comprimento (Figura 15). O animal foi colocado em um dos bragos e foi
feita a contagem das alternancias espontaneas das entradas nos outros brag¢os durante 8 minutos.
Os animais controles apresentam forte tendéncia de alternar a entrada nos diferentes ambientes
sem repeticdo. Todas as entradas em cada brago foram sequencialmente anotadas, havendo,
assim, o registro do nimero total de entradas em cada brago, bem como a sequéncia de entradas.

Figura 15 - Fotografia do equipamento para a realizacdo do teste de labirinto em Y

Fonte: LNC.
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As informagdes foram analisadas para determinar o nimero de entradas do braco
sem repeticdo. O sucesso do teste é indicado pela alta taxa de alternancia, indicando que os
animais podem lembrar em qual braco eles entraram por ultimo (LALONDE, 2002). O
resultado é expresso em porcentagem eobtido através da seguinte formula matematica (Figura
16):

Figura 16 - Calculo realizado para que se tenha o resultado do teste

Alternagoes espontaneas (%)

Numero de Acertos

x 100

~ Namero Total de entradas — 2

Fonte: LNC.

4.1.6.2.2 Avaliacdo da memoria aversiva — Teste Esquiva passiva (Passive avoidance test)

Apbs 14 dias do procedimento de injecdo do STZ, os animais foram habituados ao
aparelho de esquiva passiva (Insight LTDA) e depois testados com o objetivo de avaliar as
memorias de curta e longa duracgdo (recente e tardia) com componente aversivo (memoria de
alerta, ansiedade ou aversividade) (Figura 17). Este teste foi baseado no método de De Noble e
colaboradores (1986) que 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.

O teste foi feito em uma sala isolada sob iluminagdo vermelha. Os animais foram
habituados durante 1 minuto no aparelho de esquiva passiva, que é uma caixa de acrilico (48 x
22) com o piso eletrificado e uma plataforma néo eletrificada (Figura 17). Os animais foram
colocados na plataforma e deixados, um de cada vez, para ambientacdo no aparelho durante um
1 minuto, e depois retirados. Apds 30 segundos, cada animal foi colocado novamente na
plataforma. Visto que a tendéncia do camundongo é 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 segundos (treino). Os animais que ndo desceram
da plataforma levaram o mesmo choque apés os 300 s de treino.

Os animais foram retirados e, apdés 15 minutos, colocados novamente na
plataforma, sendo registrada a laténcia de descida (memdria recente). A retencdo do
aprendizado foi testada ap0s 24 horas (memdria tardia), mas nessa fase, 0s animais nao levaram

choque.


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiaiZSDyfHNAhXJqZAKHW3vBTUQFgghMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.panlab.com%2Fen%2Ftests-solutions%2Fpassive-avoidance-test&usg=AFQjCNFVsNx_aE4kDbaHl5T39Lx424tqqw&sig2=9k8y_hWLUUkcrjF6jwo8Ew&bvm=bv.126993452,d.Y2I
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Figura 17 - Aparelho esquiva passiva

—

Fonte: Insight LTDA.

4.1.6.2.3 Avaliacao da memdria de reconhecimento — Teste do Reconhecimento de Objetos

O teste de reconhecimento de objetos é baseado na tendéncia natural dos animais
buscarem o novo (ENNACEUR; DELACOUR, 1988) (Figura 18). Os animais foram
ambientados na arena de campo aberto 24 h antes da realizacdo do teste. O teste de
reconhecimento de objetos foi realizado 13 dias apds a segunda injecdo STZ. O teste foi
realizado na arena do campo aberto, onde dois objetos idénticos, colocados em lados opostos,
foram colocados 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 duas sessdes. Na primeira, o animal foi deixado para explorar
o ambiente por 10 min. Na segunda, realizada uma hora depois, 0 objeto situado a direita foi
substituido por um novo objeto, e foi medido o tempo de exploracdo em cada objeto (antigo e
novo) durante 5 minutos. O indice de reconhecimento ou de discriminacéo foi calculado como
0 tempo de exploracdo do objeto novo menos o tempo de exploragdo no antigo sobre o tempo
total de exploracgéo dos dois objetos. A arena e 0s objetos foram limpos com alcool a 20 % entre
os testes. Os seguintes comportamentos foram considerados como exploracdo dos objetos:
farejando, lambendo ou tocando 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 18 - Esquema representando a metodologia do teste de reconhecimento de objetos

} 24b O ih @]
@] =}
Habituagao Aquisicdao Teste
5 mn 10 min 5 min

Fonte: LNC.

4.1.6.2.4 Avaliacdo da Memoria Espacial - Teste do labirinto aquéatico (Water Maze)

No décimo quinto dia apds a primeira cirurgia, o segundo subgrupo de animais foi
submetido ao labirinto aquatico de Morris (1984) ou Water maze para avaliacdo da
aprendizagem relacionada a habitos e a memdria (longo-prazo) visuoespacial.

O teste consiste em 4 treinos por dia durante 4 dias consecutivos, onde 0s animais
séo colocados em um tanque circular (180 cm de diametro) e paredes de 60 cm de altura, cheio
até 10 cm da borda com é&gua acrescida de tinta preta ndo tdxica (para deixar a &gua escura e
destacar a cor branca do rato na camera). O aparelho possui uma plataforma de escape de
acrilico (11 x 14 cm de diametro) que fica submersa 2 cm abaixo da superficie da agua.

A partir disso, cada rato tinha 60 segundos para achar a plataforma submersa, sendo
este deixado nela durante 10 segundos e posteriormente retirado do tanque por 30 segundos,
antes de iniciar o treino seguinte. Os animais que nao encontram a plataforma ao final dos 60
segundos foram conduzidos gentilmente até ela.

O software ANY-maze (versdo 4, USA) registrou o tempo de laténcia para o animal
encontrar o local da plataforma em cada treino e nimero de vezes em que ele cruzou

(cruzamentos) o local exato da plataforma.
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Figura 19 - Representacdo da reagéo esperada do camundongo ao realizar o teste de labirinto
aquatico

Plataforma
escondida Piscina de

b) apés o

a) Antes do
) aprendizado

aprendizado

Fonte: LNC.

4.2 Experimentos in vitro

4.2.1 Avaliagéo do Estresse Oxidativo

4.2.1.1 Determinacéo da peroxidacao lipidica (DRAPER; HADELY,1990)

A atividade antioxidante foi medida pela dosagem das substancias reativas ao &cido
tiobarbitdrico através do ensaio de TBARS (Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitdrico), um
indicador de peroxidacéo lipidica em homogenatos (DRAPER; HADELY,1990).

No dia do ensaio, 60 pL do homogenato (10% em tampdo fosfato) de cortex e
hipocampo foi introduzido em tubo de eppendorf, incubado a 37°C e centrifugado a 1200
rotagdes por minuto (rpm) 4°C por 30 minutos. Apos a centrifugacdo, 100 pL de acido
perclorico a 35% foi adicionado para interromper a peroxidacéo e, centrifugado novamente a
5000 rpm 4°C por 10 minutos, o sobrenadante foi retirado e a este foi adicionado 50ul de acido
tiobarbiturico 1,2%. Posteriormente, foi levado ao banho de &gua por 30 minutos a uma
temperatura variavel de 95- 100°C. A solucdo foi retirada e colocada para esfriar a temperatura
ambiente. Apos esfriar, 150 pL da solugdo foi adicionada nos pocos da placa de ELISA e foi
feita a leitura da absorbancia no comprimento de 535 nm. A curva padrdo foi obtida mediante
leitura de concentracfes de malondialdeido (MDA) padrao e os resultados foram expressos em

concentragao (uM).
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4.2.1.2 Determinagdo da concentracéo de nitrito/nitrato (GREEN et al., 1982)

Nesse ensaio o reativo de Griess (N-1-naftiletilenodiamina a 0,1% em agua
bidestilada, sulfanilamida 1% em &cido fosférico 5%) revela a presenca de nitrito/nitrato
(NO2/NO3) em uma amostra (urina, plasma, homogenato tecidual) por uma reagdo de
diazotizacdo que forma um croméforo de cor réseo, com um pico de absorbancia em 540 nm
(GREEN et al., 1982).

Para realizacdo do ensaio, os homogenatos (10% em tampéo fosfato) de cortex pré-
frontal e hipocampo foram centrifugados a 12000 rpm por 15 min a 4°C e 100 uL de cada
sobrenadante foi adicionado a 100 uL. do reagente de Griess. Para o branco, foi utilizado 100
uL do tampao fosfato e 100 uL reagente de Griess. Ap6s 10 minutos, foi feita a leitura das
absorbancias em 540nm. A curva padréo foi obtida mediante leitura de concentracdes de nitrito
padrao e os resultados foram expressos em concentragdo (LM). As leituras da absorbancia dos
padrdes (y) foram plotadas contra a concentracdo de cada padrdo (x), entdo foi feita a
determinacéo da equacdo da reta, que foi usada para a determinagéo da concentracdo de nitrito

em cada amostra.

4.2.1.3 Determinagédo da concentracéo de a Glutationa Reduzida (GSH) (SEDLAK;
LINDSAY, 1968)

A Glutationa Reduzida (GSH) é um tipo de neutralizador de baixo volume
molecular, que pode remover O2, H202 e hidroperoxidos de lipidios (LOOH). GSH é um
peptideo de molécula pequena que é composto de &cido glutdmico, glicina e cisteina, e é 0
principal composto tiol de ndo-proteina na organizacao.

O método utilizado baseia-se na reacdo do reagente de Ellman (acido 5,5'-ditiobis
(&cido 2-nitrobenzéico) - DTNB) com o tiol livre originando um dissulfeto misto mais acido 2-
nitro-5-tiobenzoico com pico de absorbancia em 412 nm. A GSH pode reagir com o &cido
dinitrobenzdico (DNTB) para formar um complexo amarelo que pode ser detectado por ensaio
colorimétrico e calcular o contedo reduzido de GSH indiretamente.

O preparo das amostras foi feito da seguinte forma: 40 uL de cada amostra
(homogenato do hipocampo a 10% em tampao fosfato) foi adicionada a um eppendorf seguido
da adigdo de 50 uL de agua destilada e 10 pLL de TCA (acido tricloro acético) 50%. O material

foi centrifugado a 3000 rpm por 10 min e retirado 60 uL do sobrenadante que foi adicionado a
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solucdo de DTNB em tampdo Tris. A curva padrdo foi obtida mediante leitura de varias
concentragdes de GSH padrao e os resultados foram expressos em pg.

Niveis baixos e GSH podem estar relacionados ao aumento do dano oxidativo,
portanto, a quantidade de GSH é um fator vital para medir a capacidade antioxidante do

organismo.

4.2.2 Avaliacéo da neuroinflamacéo e sinaptotoxicidade

4.2.2.1 Avaliacdo da expressdo de proteinas sinaptofisina (SYN) e proteina &cida fibrilar
glial (GFAP) atraves da técnica de Western-blot

Os animais do segundo subgrupo tiveram os cérebros dissecados, sendo o
hipocampo e o cortex pré-frontal homogeneizados em tampé&o de lise RIPA (0,32 M sacarose,
1 mM EDTA, 10 mM Hepes, 1% BSA, pH 7,4) adicionado de inibidores de proteases (500 pL
PMSF 1mM + isopropanolol, 250 pL de B-Glicerolfosfato 10mM, 257 puL de ortovanadato
NaV0310 mM,25 pL coquetel de inibidores de fosfatase (Sigma) usando TissueLyser LT da
QIAGEN (oscilagdo 50 por 1 minuto e 30 segundos). Em seguida foram centrifugados a 14.000
G por 10 minutos a 4°C. Os sobrenadantes foram coletados, a concentracdo de proteinas
determinada pelo método de Lowry e a albumina sérica bovina foi utilizada como padrdo. As
amostras foram desnaturadas por adi¢do de um tampdo (Tris 125 mM, glicerol 20%, DTT 100
mM, SDS 4%, e de Azul de Bromofenol 0,02%) e seguida de aquecimento a 95°C durante 5
min.

Quantidades iguais de proteinas totais (25 pg) foram aplicadas em cada poco de gel
de poliacrilamida-SDS 12,5 %, utilizando-se o sistema Mini Protean®3Cell (Bio-Rad, EUA).
Adicionou-se tampéo de corrida (Tris 25 mM; Glicina 192 mM e SDS 0,1%) e em seguida
iniciou-se a corrida em condi¢6es constantes de voltagem (120 V) e variavel de miliamperagem
(80 mA). Apos a separacdo proteica, deu-se inicio a transferéncia (por 1h30, 110 V, 400 mA)
na membrana de difloureto de polivinildieno (PVDF) (Bio-Rad) previamente ativada por
imersdo em metanol durante 5 segundos, seguida de uma imersdo em tampdo de
eletrotransferéncia (Tris 25mM; Glicina 192mM e Metanol 20%).

Logo em seguida, as membranas foram lavadas com tampéo de lavagem (8g Nacl,
2,429 Tris Base em agua MilliQ, pH 7,6 - TBS-T) e blogueadas com leite desnatado a 5% em
TBS-T por uma hora sob agitacdo a temperatura ambiente. Em seguida as membranas foram

incubadas por 24h em TBS-T contendo 0s anticorpos: anti-a. tubulina produzida em coelho
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(1:2000; Sigma), anti-sinaptofisina produzida em camundongo (1:1000; Santa Cruz
Biotechnology)eanti-GFAP produzida em camundongo (1:2000; Sigma). No dia seguinte, as
membranas foram lavadas com TBS-T e incubadas com os anticorpos secundariosmarcados
com peroxidase: anti-lgG de camundongo e coelho (1:2000; Millipore) por 1 hora.

Apo6s a incubagdo, a membrana foi novamente lavada com TBS-T e as bandas
imunorreativas foram reveladas com luminol (Bio Rad).Para a analise densitométrica, as bandas
foram quantificadas por analise computadorizada de imagem (com auxilio do software Image
Lab versdo 6.1 Bio Rad) onde a densidade dptica de cada banda foi detectada. Foi feita a relacéo
snaptofisina/tubulina e GFAP/tubulina e o valor final de intensidade relativa foi expresso em
porcentagem em relacdo ao grupo controle (aCSF + veiculo) de todos osexperimentos

realizados.

Figura 20 - Sistema de western blotting montado

Fonte: LNC

4.3 Experimentos in silico

Os experimentos computacionais foram realizados com o objetivo de compreender
e inferir a nivel molecular os possiveis mecanismos de acdo neuroprotetores do eriodictiol. O
resumo das metodologias utilizadas esta sintetizado na Figura 21.

A metodologia in silico empregada partiu da pesquisa de alvos proteicos ja

identificados em estudos anteriores relacionados aos efeitos neuroprotetores do eriodictiol
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correlacionados a fisiopatologia da Doenca de Alzheimer. Foi adotado como critério de selecéo
a disponibilidade de estruturas cristalograficas, com boa resolucdo, das proteinas nos bancos
de dados no RCSB Protein Data Bank (RCSB PDB) ou no Alphafold e os valores de afinidade
preditos em um experimento preliminar de docking cego (blind docking) com dez proteinas-
alvo: receptor de insulina substrato 1 (IRS1), enzima glicogénio sintase quinase 35 (GSK3p),
Kelch-like ECH associated protein 1 (Keapl), Apolipoprotein E3 (apoE3), mitogen-activated
protein kinase 1 (MAPKL1), peroxisome proliferators-activated receptors gamma
(PPARgamma), Insulin-Like Growth Factor 1 (IGFR1), Synaptophysin (SYN), Toll Like
Receptor 4 (TLR4) e phosphatidylinositol 3-kinases (P13K), usando o AutoDock Vina.
Posteriormente, foi realizada a busca por possiveis sitios de interagdo nas proteinas
GSK3 £, IRS1 e Keapl utilizando, além do docking cego, os softwares preditores de cavidade
P2Rank e DoGSiteScorer. O procedimento de docking usando o AutoDock Vina foi validado
através do redocking do flavonoide morina que foi co-cristalizado a proteina GSK3 g (PDB ID
6AE) e utilizado para novos ensaios de docking dirigido tendo como alvo os sitios previamente
identificados. Os complexos resultantes foram submetidos a simulagdes de dinamica molecular
e avaliados quanto a sua estabilidade e interac6es, sendo possivel, ao final, propor um possivel

mecanismo de acao do eriodictiol mediado por interagdes com GSK3 £, Keapl e/ou IRS1.


https://www.rcsb.org/pages/about-us/index
https://www.rcsb.org/pages/about-us/index
https://www.rcsb.org/pages/about-us/index
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Figura 21 - Metodologia computacional
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4.3.1 Avaliagéao por docking molecular

O docking (atracamento) molecular fornece as informacbes necessarias para
compreender o modo interagdes entre as moléculas, elucidando diversos processos bioquimicos
importantes (LENGAUER; RAREY, 1996; SHAN et al., 2011). O céalculoenvolve a
investigacdo da conformacdo dos complexos proteina-ligante e orientacdo do ligante no sitio
(pose), levando em consideracdo as interacbes eletrostaticas, de van der Waals, a
complementaridade de superficies e a predicdo de pontuacdo de ligacdo. A pontuacdo ou
scoring informa um valor predito equivalente a uma afinidade de ligacdo ou se a posi¢ao
relativa do complexo proteina-ligante é viavel, podendo representar determinado modelo

visualizado experimentalmente.
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Também estd bem estabelecido na literatura a importancia da execucgdo de
simulagdes de dinamica molecular subsequentes ao docking para avaliar os resultados, tendo
como parametro principal a estabilidade e o0 comportamento dos ligantes no sitio de interacao
estudado (FISCHER et al., 2021).

4.3.1.1 Identificacao de possiveis alvos de interagdo com eriodictiol

Inicialmente, foram feitas revisGes bibliograficas sobre os alvos moleculares
afetados pelo eriodictiol e buscas em bancos de dados abertos por estruturas cristalograficas
murinas, preferencialmente, ou humanas das proteinas-alvo prioritarias: receptor de insulina
substrato 1 (IRS1), enzima glicogénio sintase quinase 38 (GSK3 p) e Kelch-like ECH
associated protein 1 (Keapl) (Figura 22).As estruturas de tais proteinas foram obtidas a partir
do banco de dados do Protein Data Bank sob PDB ID 1QQG (DHE-PAGANON,et al., 1999),
6AE3 (KIM et al., 2018) e 5FNQ (THOMAS et al., 2016), respectivamente. Adicionalmente,
outros sete alvos proteicos correlacionados a Doenca de Alzheimer foram testados quanto a
interacdo com o eriodictiol: apoE3 (PDB ID: 2L7B; CHEN; WANG, 2011), MAPK1
(AlphaFold Protein Structure Database), PPARgamma (PDB ID: 2ZVT; WAKU, 2009), IGFR1
(PDB ID: 5U8R; LAWRENCE, 2018), SYN (AlphaFold Protein Structure Database, Q62277),
TLR4 (PDB ID: 3VQ2a; OHTO & .SHIMIZU, 2012) e PI3K (PDB ID: 6TNS; CONVERY et
al., 2020).


https://www.rcsb.org/search?q=audit_author.name:Ohto,%20U.
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Figura 22 - Proteinas-alvo do estudo de interacdo do ligante eriodictiol por docking molecular

-
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Fonte: Fiocruz — CE. As estruturas das proteinas IRS1, Keapl e GSK3p foram obtidas através dos seus codigos
PDB ID na base do Protein Data Bank e a representacéo de superficie das estruturas foi gerada usando o programa
ChimeraX v. 1.2.

O docking cego foi utilizado como ferramenta para ranquear, qualitativamente, 0s
alvos proteicos listados.

A preparacdo das estruturas das proteinas para o docking foi iniciada no PyMOL,
pertencente a Schrodinger, realizando a remocdo de moléculas de agua e ligantes, quando
presentes. Todas as proteinas foram tratadas com a ferramenta de modelagem de loops Chimera
(Modeller) para completar os residuos e 4&tomos que estivessem faltando a partir da estrutura
cristalografica.

Em seguida, o programa PROPKA, incorporado no servidor web PDB2PQR
(DOLINSKY et al., 2004; OLSSON et al., 2011), foi utilizado para determinar o estado de
protonacdo dos residuos da proteina em pH fisiolégico (7,4). (ROSTKOWSKI et al., 2011).
Paralelamente, para preparar a molécula de eriodictol para o docking, sua estrutura 3D foi obtida
através do PubChem (CID: 440735) e seu estado de protonacdo para o mesmo pH foi
determinado usando o programa Marvin Sketch que, segundo a predi¢cdo, aponta que o
eriodictiol e prevalentemente neutro em ph 7.4.

Tanto os arquivos das proteinas e do ligante foram utilizados pelo AutoDock Vina
no formato pdbqt, levando em conta a presenca apenas de hidrogénios polares na estrutura e da
adicéo de cargas parciais (Gasteiger charges). As coordenadas e o tamanho das caixas para o

calculo de docking cego englobaram toda a superficie das proteinas, foram obtidos com o
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programa AutoDock Tools (MORRIS et al., 2009). O docking foi realizado utilizando o
AutoDock Vina e os valores de afinidade predita (kcal/mol) recuperados dos arquivos de

resultado.

4.3.1.2 Busca por possiveis sitios de interagdo

Para conhecimento do sitio mais provavel de interacdo das proteinas prioritarias
IRS1, GSK3B e Keapl com o eriodictiol como ligante, também foi realizada a predicdo de
cavidades com dois diferentes servidores/softwares (DoGSiteScorer e P2Rank) para mensurar
a propensdo do ligante ocupar os sitios na superficie das proteinas.

O DoGSiteScorer (VOLKAMER et al.,, 2012), incorporado no servidor
ProteinPlus, é uma ferramenta automatica de predicao e caracterizacdo de cavidades que detecta
potenciais cavidades para ligagdo de uma molécula em uma proteina a partir da mensuracéo de
propriedades globais, como volume, area, profundidade, abertura e composic¢do quimica dos
aminoacidos. A partir da analise das informacgdes geométricas e fisico-quimicas, o programa
estima a pontuacao e drogabilidade, que quantifica a capacidade da cavidade de ser modulada
por pequenas moléculas, tendo valores variando entre zero e um. Quanto maior a pontuacao,
mais drogével a cavidade é estimada ser (VOLKAMER et al., 2012).

O segundo preditor utilizado (P2Rank) é uma ferramenta de predicdo de cavidades
de interacdo para ligantes baseada em aprendizado de maquina que passa a representar a
superficie acessivel ao solvente da proteina por pontos que retratam a vizinhanca quimica local,
tendo como base as caracteristicas fisico-quimica dos aminoacidos presentes em cada regido.
Os pontos sao avaliados quanto ao seu valor de “ligabilidade”, e pontos com uma pontuagao
elevada sdo, entdo, agrupados para formar os possiveis sitios de interacdo ao ligante (KRIVAK;
HOKSZA, 2018).

4.3.1.3 Busca pelas melhores poses de interacdo em cada sitio predito

Com base nas informacdes dos sitios caracterizados para as proteinas IRS1, GSK3B
e Keapl, foram realizados novos calculos de docking, direcionando as caixas de calculo para
tais regides. As coordenadas e tamanho das caixas para o docking dirigido foram obtidas usando
o software AutoDock Tools (Tabela 5) e os célculos utilizaram o AutoDock Vina e 0s arquivos
pdbqgt das proteinas e do ligantes obtidos previamente. O docking gerou dez poses para cada

sitio das trés proteinas, que foram analisados visualmente utilizando o programa PyMOL. A
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inspecéo visual teve como objetivo garantir que as poses varressem diferentes conformacoes da
molécula em cada sitio, levando a selecdo de uma a quatro poses do eriodictiol em cada
cavidade para avaliacdo por dinamica molecular. O diagrama 2D de interagdes do eriodictiol

nos modos de ligacédo preditos foram gerados usando o Discovery Studio 2021.

Tabela 5 - Configuracdes de caixa para os calculos de docking dirigido

Configurac6es da caixa de docking

Proteina ) Eixo X Eixo Y Eixo Z
PDB Sitio Tamanho Centro | Tamanho Centro | Tamanho Centro
10QG 1 20 15.732 24 54.836 22 41.461
IRS1 2 20 2.369 24 35.508 22 31.546
3 20 7.546 24 33.392 22 40.318
Keapl 6AE3 1 20 19.202 24 66.366 22 24.661
2 20 19.202 24 63.451 22 45.337
GSK3B 5FNQ 1 20 23.709 24 12.478 22 -12.735

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.3.2 Simulac@es de Dindmica Molecular

A Simulacdo de dindmica molecular (DM) consiste no calculo dos movimentos de
atomos individuais ou de moléculas ao longo do tempo, de acordo com a segunda lei de Newton.
Neste processo foi aplicado um campo de forca para calcular alguns fatores fisicos, como
velocidade, aceleracdo e posicdo do atomo (VERLI, 2014). Esta simula¢do pode ndo apenas
mostrar a variagao estrutural sob mudancgas ambientais, como pH, temperatura e mutacées de
residuos, mas também pode exibir tanto o processo dindmico de reconhecimento e interacao de
uma pequena molécula com um receptor, como também o dobramento e agregacao de proteinas
e peptideos (HASSAN et al., 2018).

Simulagdes de dindmica molecular dos complexos eriodictiol e
IRS1/GSK3p/Keapl foram executadas por meio do pacote de programas Amberl9 (CASE et
al., 2018) aplicando o campo de forca ff14SB (MAIERet al., 2015) para as proteinas e gaff2
(WANG et al., 2004) para a pequena molécula do eriodictiol. Para estas simulagdes, foram
utilizados o barostato Monte Carlo e o termostato de Langevin. As simula¢cdes foram realizadas
utilizando o método Particle Mesh Ewald (PME) (DARDEN; YORK; PEDERSEN, 1993) para
tratar as interacdes eletrostaticas e foi levado em consideracdo um cutoff de 10,0 A para

interacOes de longas distancias.
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A inclusdo de restricdo de ligacBes sob os &tomos de hidrogénio por meio do
algoritmo SHAKE (RYCKAERT; CICCOTTI; BERENDSEN, 1977) e o uso do
Particionamento de Massa de Hidrogénio (HMR, do inglés “Hydrogen Mass Repartitioning”)
permitiu 0 uso de um tamanho de passo (“time step”) de 4 fs para as simulagdes (HOPKINS et
al., 2015).

As simulagdes de DM envolveram etapas de tratamento e preparac¢do dos sistemas
(minimizacéo energética, aquecimento do sistema, ajuste de densidade e equilibracédo), seguida
da dinamica de producdo propriamente dita. Na etapa de tratamento, os complexos
proteina/ligante foram inseridos em uma caixa de simulagio octaédrica de 15 A usando o
maodulo LEaP pertencente ao AmberTools19.

Os sistemas foram solvatados com agua TIP3P (JORGENSEN et al., 1983), e
neutralizados com a concentracdo dos ions Na* e Cl™ ajustada para 0.15 M, assemelhando-se a
concentracdo salina fisiologica. JA na etapa de preparacdo, a minimizacdo de energia dos
sistemas foi realizada em trés etapas e contou com restricdo no movimento dos atomos, de
forma a acomodar melhor o sistema. Na primeira (por 2 mil ciclos), tanto a proteina como o
eriodictiol foram mantidos restringidos. Na segunda (novamente por 2 mil ciclos), apenas a
proteina foi submetida a restricdes. Na terceira (por 5 mil ciclos), todos os componentes do
sistema foram deixados livres para interagirem. As restricGes aplicadas utilizaram uma forca de
500 kcal/mol/Az,

Os complexos foram aquecidos gradualmente para 310 K (equivalente a
aproximadamente 37 °C) a volume constante (NVT) durante 50 ps com a proteina sob forca de
restricdo de 10 kcal/mol/A2. O ajuste de densidade foi realizado durante 300 ps sob pressdo
constante de 1 atm, e contou com a aplicacdo de uma forga de restricdo da mesma intensidade
da etapa anterior. Uma Ultima etapa de equilibracdo ocorreu ao longo de 5 ns sem restri¢coes
aplicadas. A dindmica de producdo foi realizada por 50 ns, sob condicdes NVT e foram

realizadas trés replicatas para cada complexo.

4.3.2.1 Anélise das trajetdrias

O mddulo cpptraj, presente no AmberTools19, foi utilizado no processamento e na
analise dos arquivos de coordenadas e trajetorias oriundos das simulagGes de dindmica
molecular. A andlise de RMSD (do inglés: root mean square deviation ou desvio quadratico
médio) e RMSF (do inglés: root mean square fluctuation ou flutuacdo quadratica média)

permitiram mensurar a flexibilidade da estrutura das proteinas IRS1, GSK3p ou Keapl a nivel
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molecular ou de residuos entre as estruturas oriundas das simulacdes e aquelas obtidas pelo
docking. O RMSD também foi calculado para o eriodictiol em relacdo a pose de docking e a
pose final da DM, buscando por possiveis indicativos de convergéncia. O RMSF mede a
amplitude dos movimentos dos a&tomos durante a simulacao e foi utilizado para aferir a variagdo
da flexibilidade das diferentes regifes da proteina. Adicionalmente, foi computada a formacéo
de ligacbes de hidrogénio entre o ligante e as proteinas. A analise de Componente Principal
(PCA, do ingles Principal Component Analysis das trajetorias utilizou o programa pyPcazip
(SHKURTI et al., 2016) é uma técnica de reducéo de dimensionalidade que pode ser usada para
comprimir os dados de simulagdes computacionais sem perda significativa de informacao
(SHKURTI et al., 2016). Esta andlise possibilitou verificar a direcdo e a amplitude dos
movimentos da cadeia principal das proteinas, traduzindo-os por meio de componentes
principais e demonstrando o impacto da interacdo com o ligante sobre as conformacdes
amostradas pelas proteinas.

A construcdo do perfil de interagbes entre as proteinas e o ligante foi
complementada com a técnica de MM/GBSA, utilizada para mensurar a energia de ligacao
entre as proteinas IRS1, GSK3B ou Keapl e o ligante eriodictiol. O script MMPBSA.py
(MILLER et al., 2012) embutido no pacote AmberTools19 foi utilizado para esta finalidade.
Neste sentido, foi salvo 1 frame a cada 400 ps (tempo), totalizando 125 quadros por anélise das
simulacfes de dindmica molecular fornecidos ao programa. O nimero de quadros analisados
seguiu protocolos existentes na literatura que apontam o uso e a confiabilidade estatistica de
valores maiores que 100 quadros (PAISSONI et al., 2014; TAVASSOLI; TAGHDIR;
RANJBAR, 2018). Decomposicdes de energia por residuos do sitio de interacdo também foram
realizadas para todos os quadros analisados, permitindo avaliar a contribuicao individual destes
residuos ao longo da trajetoria.

A visualizacao tridimensional dos complexos proteina/eriodictiol foi realizada por
meio do programa PyMOL e o ChimeraX (GODDARD et al., 2018).

4.4 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas pelos Softwares R e GraphPad Prism 8.01
(GraphPad Software, Inc.) e todos os dados expressos como média + EPM (erro padrdo médio).
Inicialmente, foi realizado o teste de normalidade Shapiro-Wilk para verificar se os dados
apresentavam distribuicdo normal, sendo determinado o uso de testes paramétricos ou de testes

ndo-paramétricos para a avaliacdo estatistica dos resultados.
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Nos resultados que apresentaram uma distribuigdo normal, utilizou-se a Analise de
Variancia (ANOVA) de uma via, seguida pelo teste de Tukey para comparagdes dentro dos
grupos. Ja nos resultados que ndo apresentaram uma distribuicdo normal foi realizado o teste
de Kruskal-Wallis, seguida pelo teste de Dunn’s como teste post-hoc. Em todos os testes o
critério de significancia utilizado foi p < 0,05, ou seja, se descartou a hipotese nula dos testes

estatisticos. Se p = 0,05 admitimos que a hipotese nula é verdadeira.
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5 RESULTADOS

5.1 Experimentos in vivo

5.1.1 Efeitos do eriodictiol sobre a atividade locomotora (Teste do Campo aberto) em

camundongos submetidos ao modelo de DAE por inje¢o i.c.vde STZ

Os resultados obtidos no teste de campo aberto demonstraram que nenhuma
alteracdo significativa foi verificada na atividade exploratéria do animal com i.c.v STZ em
relacdo ao: numero de rearings (Controle: 8,44 + 2,4; STZ:8,5 + 3,07, p = 0,0924), niUmero de
crossings (Controle: 147 + 30; STZ: 163,2 = 33,01, p = 0,67), velocidade média
(Controle: 0,072 +0,016; STZ: 0,081 + 0,022, p = 0,719) e na distancia percorrida (Controle:
22,04 + 4,38; STZ: 24,15 + 6,91, p = 0,825) (Figura 23).0s valores estdo representados como
média £ EPM e critério de significancia de p< 0,05, ndo apresentando diferencas estatisticas
entre os grupos do estudo nos parametros avaliados. Demonstrando, que ndo houve nenhuma
alteracdo no comportamento exploratério e atividade locomotora com a infusdo do STZ e com

o tratamento com o eriodictiol nas duas doses testadas.
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Figura 23 - O efeito do tratamento com o eriodictiol (2 e 4 mg/kg, v.0) no nimero de rearings
(A), na velocidade média (B), no tempo de imobilidade (C) e na distancia percorrida (D) em
camundongos submetidos ao modelo de DAE por STZ no teste do campo aberto (n =8-10)
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Fonte: Elaborada pelo autor. Os animais (n = 8 - 10 animais/grupo) foram tratados com eriodictiol (2 e 4 mg/kg
v.0.) durante 16 dias, sendo os pardmetros avaliados pelo software ANYmaze (Stoelting Co., USA) por 5 minutos,
12 dias apés a injecdo de STZ. Foram avaliados o nimero de rearings (A), a distancia percorrida (B), o nimero de
crossings (C) e a velocidade média (D). Os valores estéo representados como media £+ EPM. ANOVA de uma via
e todos os pardmetros apresentaram p> 0,05, ndo apresentando diferencas estatisticas entre os grupos do estudo
nos parametros avaliados.

5.1.2 Efeitos do eriodictiol sobre a memdria aversiva (Teste da Esquiva Passiva) de

camundongos submetidos ao modelo de DAE por injecéo de STZ

Através do teste da esquiva passiva, 0s animais i.c.v STZ apresentaram déficits na
laténcia da memoria recente (MR) (Controle: 204,32 + 88,46; STZ: 81,23 £+ 56,61, p< 0,001),
e na memoria tardia (MT) (Controle: 300 + 0; STZ: 137,66 + 103,88, p< 0,0001) quando
comparados aos animais do grupo controle. O tratamento com eriodictiol (2 e 4 mg/kg) protegeu
significativamente de déficits na memoria recente MR: (STZ + ERI2: 148,96 £+ 104,25, p<
0,05), (STZ + ERI4: 149,42 + 96,3, p< 0,001)e tendéncia a protecdo ndo significativa na
memoria tardia MT: (STZ + ERI2: 294,96 + 11,27, p< 0,01), (STZ + ERI4: 225,18 + 104,57,
p< 0,01) (Controle: 300 £ 0; STZ + ERI4: 225,18 + 104,57, p< 0,05).
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Figura 24 - O eriodictiol (2 e 4 mg/kg, v.0) previne o déficit na memoria aversiva em
camundongos submetidos ao modelo de DAE por STZ
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Fonte: Elaborada pelo autor. Os valores da laténcia da Esquiva Passiva estdo em média = EPM. Significancia
representada por Kruskal-Wallis e Teste de Dunn’s (n = 8 - 10). ns: p > 0,05; *p < 0,05; **p <0,01; ***p <0,001;
****¥p < 0,0001 quando comparado ao grupo STZ. MR (Memoria Recente); MT (Memoria Tardia); STZ
(Streptozotocina); ERI2 (Eriodictiol 2 mg/kg) e ERI4 (Eriodictiol 4 mg/kg).

5.1.3 Efeitos do eriodictiol sobre o déficit na memoria de trabalho (Teste do Labirinto em

Y) em camundongos submetidos ao modelo de DAE por injecéo de STZ

Na avaliacdo da memdria de trabalho através do teste do labirinto em Y, os animais
submetidos as injecBes de STZ apresentaram déficits significativos na porcentagem de
alternancias espontaneas (Controle: 71,18 + 6,16; STZ: 55,53 + 10,38, p< 0,05) quando
comparados aos animais do grupo controle. (Figura 25). Os valores estdo representados como
média £ EPM. ANOVA de uma via, seguido do Teste pos hoc de Tukey (p< 0,05).

Nenhuma dose de tratamento com eriodictiol protegeu os animais contra os déficits
de memoria de trabalho (STZ + ERI2: 59,14 +5,36) (STZ + ERI4: 63,11 +,7,45). Os valores
estdo representados como média + EPM. ANOVA de uma via, seguido do Teste pos hoc de

Tukey (p< 0,05).
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Figura 25 - Efeito do eriodictiol (2 e 4 mg/kg) sobre a memoria de trabalho em camundongos
submetidos ao modelo de DAE por injecéo de STZ
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Fonte: Elaborada pelo autor. Os valores das alternacdes espontaneas do teste do Labirinto em Y (Y-Maze) estdo
em média = EPM. Significancia representada por ANOVA de uma via, seguido do Teste pos hoc de Tukey (n =8
- 10). ns: p > 0,05; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001 quando comparado ao grupo STZ. STZ
(Streptozotocina); ERI2 (Eriodictiol 2 mg/kg) e ERI4 (Eriodictiol 4 mg/kg).

5.1.4 Efeitos do eriodictiol sobre o déficit na memaria de reconhecimento (Teste de
Reconhecimento de Objetos) em camundongos submetidos ao modelo de DAE por injecéo
de STZ

Na avaliacdo do indice de reconhecimento através do teste reconhecimento de
objetos, os animais submetidos as injecdes de STZ apresentaram déficits na memaria recente
em relacdo a habilidade de reconhecer um novo objeto (Controle: 0,4956 + 0,2584; STZ: -
0,2117 £ 0,31141, p < 0,0001) e na mem@ria tardia (Controle: 0,2193 £ 0,2194; STZ: -0,2913
+0,1722, p < 0,0001) quando comparados aos animais do grupo controle, apresentando menor
indice de reconhecimento. Os valores estdo representados como média £+ EPM. Os dados
apresentaram normalidade (SHAPIRO- WILK, p> 0,05) e por isso foram analisados por
ANOVA ONE WAY, seguido do Teste pos hoc de Tukey.

O tratamento com o eriodictiol protegeu significativamente na memoria recente
(STZ + ERI2: 0,2547 + 0,2905, p < 0,01), (STZ + ERI4: 0,2037 + 0,2594, p < 0,01) (Figura 26)
e tardia (STZ + ERI4: 0,0752 + 0,2099, p < 0,001) (Figura 27) no indice de reconhecimento do
objeto. Os animais foram tratados com eriodictiol (2 e 4 mg/kg, v.0.) durante 16 dias, sendo o
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indice de reconhecimento analisado 13 dias ap0s a injecdo de STZ, 1h apds a apresentacéo dos
objetos (n = 8 - 10 animais/grupo). Os valores estdo representados como média = EPM e 0s
dados apresentaram normalidade (SHAPIRO- WILK, p> 0,05) e por isso foram analisados por
ANOVA ONE WAY, seguido do Teste pos hoc de Tukey.

Figura 26 - Efeito do eriodictiol (2 e 4 mg/kg, v.0.) sobre a memdria recente (MR) de
reconhecimento em camundongos submetidos ao modelo de DAE por injecdo de STZ
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Fonte: Elaborada pelo autor. Os valores do indice de reconhecimento no Teste do Reconhecimento de Objetos na
memoria recente (MR) estdo em média = EPM. Significancia representada por ANOVA de uma via, seguido do
Teste pos hoc de Tukey (n =8 - 10). ns: p > 0,05; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001 quando
comparado ao grupo STZ. STZ (Streptozotocina); ERI2 (Eriodictiol 2 mg/kg) e ERI4 (Eriodictiol 4 mg/kg).



87

Figura 27 - Efeito do eriodictiol (2 e 4 mg/kg, v.0.) sobre a memoria tardia (MT) de
reconhecimento em camundongos submetidos ao modelo de DAE por injecdo de STZ i.c.v
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Fonte: Elaborada pelo autor. Os valores do indice de reconhecimento no Teste do Reconhecimento de Objetos na
memdria tardia (MT) estdo em média + EPM. Significancia representada por ANOVA de uma via, seguido do
Teste pos hoc de Tukey (n =8 - 10). ns: p > 0,05; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p <0,0001 quando
comparado ao grupo STZ. STZ (Streptozotocina); ERI2 (Eriodictiol 2 mg/kg) e ERI4 (Eriodictiol 4 mg/kg).

5.1.5 Efeitos do eriodictiol sobre o déficit na memdaria espacial (Teste do Labirinto

Aquatico) em camundongos submetidos ao modelo de DAE por injecdo de STZ i.c.v

Na avaliacdo do aprendizado espacial através do labirinto aquético, os animais
submetidos as injecOes de STZ apresentaram déficits na memoria, demonstrando um maior
tempo de laténcia para encontrar a plataforma quando comparados aos animais do grupo
controle (tempo de laténcia em segundos, Controle:17,49 + 14,88; STZ: 38,37 + 20,35, p <
0,01).0 tratamento com o eriodictiol na dose de 4 mg/kg diminuiu significativamente o tempo
de laténcia para encontrar o local da plataforma (tempo de laténcia em segundos, STZ + ERI 4:
40,04 + 22,74, p < 0,01) (Figura 28, grafico a direita).

Os animais STZ também apresentaram um menor nimero de cruzamentos no
quadrante onde a plataforma estava escondida quando comparados aos animais do grupo
controle (Controle: 6,4 + 1,92; STZ: 3,8 + 1,82, p < 0,01) (Figura 28, gréafico a esquerda). Os
valores estdo representados como média + EPM e os dados apresentaram normalidade
(SHAPIRO- WILK, p> 0,05) e por isso foram analisados por ANOVA ONE WA, seguido do

Teste pos hoc de Tukey. O tratamento com o eriodictiol na dose de 4 mg/kg ndo promoveu
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uma melhora significativa no nimero de cruzamentos para encontrar o local da plataforma (STZ
+ ERI4: 5 + 2,4) (Figura 28).

Figura 28 - Avaliacdo da memdria espacial (niUmero de cruzamentos e tempo de laténcia) em
camundongos submetidos ao modelo de DAE por injecdo de STZ
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Fonte: Elaborada pelo autor. Os valores do nimero de cruzamentos e da laténcia no Teste do Labirinto Aquético
(Water Maze) estdo em média £ EPM. Significancia representada por ANOVA de uma via, seguido do Teste
pos hoc de Tukey (n =8 - 10). ns: p > 0,05; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001 quando
comparado ao grupo STZ. STZ (Streptozotocina); ERI2 (Eriodictiol 2 mg/kg) e ERI4 (Eriodictiol 4 mg/kg).
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5.2 Experimentos in vitro

5.2.1 Niveis de glicose no sangue periférico em camundongos submetidos ao modelo de

DAE por injecdo de STZ i.c.v

Os resultados obtidos dos niveis de glicose no sangue periférico demonstraram que
ndo houve nenhuma alteracdo na glicemia antes e apds os procedimentos de inducdo com STZ
e com o tratamento do eriodictiol nas duas doses testadas (2 e 4 mg/kg, v.0), demonstrando que
0s animais ndo estavam diabéticos antes da cirurgia e nem ficaram apds injecdo i.c.v com a
toxina STZ. O grafico (Figura 29) mostra que os niveis de glicose ndo foram alterados em

nenhum dos grupos experimentais avaliados neste estudo.

Figura 29 - Efeito do tratamento com eriodictiol sobre a glicemia em camundongos
submetidos ao modelo de DAE por STZ
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Fonte: Elaborada pelo autor. Os animais foram tratados com eriodictiol (2 e 4 mg/kg, v.0) durante 16 dias. A
andlise dos niveis de glicose no sangue dos camundongos (n = 8 - 10 animais/grupo) foi feita nos dias 0° e 19°,
antes dos procedimentos de indugdo e imediatamente antes da eutanésia dos animais utilizando fitas de glicemia.
Os valores estdo representados como média £ EPM. Significancia por Kruskal-Wallis (n = 8 - 10). STZ
(Streptozotocina) e ERI4 (Eriodictiol 4 mg/kg).

5.2.2 Efeitos do eriodictiol (4 mg/kg) sobre a dosagem de nitrito/nitrato (NO2/NO3) em

tecidos cerebrais de camundongos submetidos ao modelo de DAE por injecédo de STZ i.c.v

Na avaliacdo da dosagem de nitrito/nitrato nos tecidos cerebrais, cortex pre-frontal
e hipocampo, os animais submetidos as injecOes de STZ apresentaram um aumento

significativo nas concentracgdes de nitrito no hipocampo (concentragéo em pM, Controle: 7,16
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+0,58; STZ: 8,55 = 0,76, p < 0,01) (Figura 30A). O tratamento com o eriodictiol foi capaz de
diminuir significativamente o aumento da concentragao de nitrito no hipocampo (concentragéo
em uM, STZ + ERI 4: 7,43 £ 0,82, p < 0,05). Nao foram demonstradas alteragdes significativas
no cortex (Figura 30B).

Figura 30 - Efeitos do eriodictiol (4 mg/kg, v.0) sobre a dosagem de nitrito/nitrato
(NO2/NO3) no hipocampo (A) e no cortex pré frontal (B) de camundongos submetidos ao
modelo de DAE por injecdo de STZ i.c.v
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Fonte: Elaborada pelo autor. Os animais foram tratados com eriodictiol (4 mg/kg, v.0.) durante 16 dias, sendo as
areas dissecadas para dosagem de nitrito/nitrato em pM 16 dias ap6s a injecéo de STZ (n = 6 animais/grupo). Os
valores dos niveis de nitrito/nitrato estdo representados como média £ EPM. Significancia representada por
Kruskal-Wallis e Teste de Dunn’s (n = 6). ns: p > 0,05; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001
quando comparado ao grupo STZ. STZ (Streptozotocina) e ERI4 (Eriodictiol 4 mg/kg).
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5.2.3 Efeitos do eriodictiol (4 mg/kg) sobre a peroxidacéo lipidica (TBARS) em tecidos
cerebrais de camundongos submetidos ao modelo de DAE por inje¢do de STZ i.c.v

Na avaliacdo da dosagem de MDA no cortex pré-frontal e no hipocampo, 0s animais
submetidos as injecdes de STZ i.c.v apresentaram um aumento significativo nas concentracées
de MDA no cortex pré-frontal (concentracfes de MDA em uM, Controle: 0,00228 + 0,000847;
STZ: 0,004376 + 0,00087, p < 0,05 (Figura 31B). O tratamento com o eriodictiol na dose de 4
mg/kg, v.0, ndo foi capaz de diminuir significativamente o aumento da concentragéo de MDA

em ambas as areas cerebrais (Figura 31).

Figura 31 - Efeitos do eriodictiol (4 mg/kg, v.0) sobre a peroxidacéo lipidica (TBARS) no
hipocampo e no cortex pré-frontal de camundongos submetidos ao modelo de DAE por
injecdo de STZ
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Fonte: Elaborada pelo autor. Os animais foram tratados com eriodictiol (4 mg/kg, v.0.) durante 16 dias, sendo as
areas dissecadas para dosagem de peroxidagdo lipidica em puM 16 dias apds a inje¢do de STZ (n = 6
animais/grupo). Os valores dos niveis de MDA estdo representados como média + EPM. Significancia
representada por ANOVA de uma via, seguido do Teste pos hoc de Tukey (n = 6). ns: p > 0,05; *p < 0,05; **p <
0,01; ***p <0,001; ****p <0,0001 quando comparado ao grupo STZ. STZ (Streptozotocina) e ERI4 (Eriodictiol
4 mg/kg).
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5.2.4 Efeitos do eriodictiol (4 mg/kg, v.0) sobre a Glutationa Reduzida (GSH) em tecidos

cerebrais de camundongos submetidos ao modelo de DAE por injecdo de STZ

Na avaliacdo da dosagem de GSH no cortex pré-frontal e no hipocampo, os animais
submetidos as injecdes de STZ apresentaram uma reducdo significativa nas concentragdes de
GSH no hipocampo (concentraces de GSH em uM, Controle: 17,15 +2,04; STZ: 14,77 + 3,09,
p< 0,01) (Figura 32). O tratamento com o eriodictiol na dose de 4 mg/kg, v.o foi capaz de
prevenir significativamente a reducdo das concentrac6es de GSH no hipocampo (STZ + ERI 4:
21,02 £+ 1,36, p< 0,05) (Figura 32A). N&o foram demonstradas alteragdes significativas no

cortex, mas uma tendéncia de reducéo de GSH por STZ e de protecdo com eriodictiol.

Figura 32 - Efeitos do eriodictiol (4 mg/kg, v.0) sobre a Glutationa Reduzida (GSH) no
hipocampo e no cértex pré-frontal de camundongos submetidos ao modelo de DAE por

injecdo de STZ
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Fonte: Elaborada pelo autor. Os animais foram tratados com eriodictiol (4 mg/kg, v.0.) durante 16 dias, sendo as
areas dissecadas para dosagem de GSH em uM 16 dias apo6s a injecdo de STZ (n = 6 animais/grupo). Os valores
estdo representados como média + EPM. Significancia representada por ANOVA de uma via, seguido do Teste
pos hoc de Tukey (n = 6). ns: p > 0,05; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p <0,001; ****p < 0,0001 quando comparado
ao grupo STZ. STZ (Streptozotocina) e ERI4 (Eriodictiol 4 mg/kg).
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5.2.5 Efeitos do eriodictiol sobre a imunorreatividade de GFAP através da técnica de
Western-blot em tecidos cerebrais de camundongos submetidos ao modelo de DAE por

injecdo de STZ i.c.v

Foi demonstrado que houve aumento significativo na imunorreatividade de GFAP
no hipocampo dos animais submetidos as injecdes de STZ (Relagdo GFAP/ a-Tubulina, % do
controle) (Controle: 1,386 £ 0,06553; STZ: 3,85 £ 0,4265, p < 0,05) (Figura 33). O tratamento
com o eriodictiol na dose de 4 mg/kg, v.0, ndo reduziu significativamente a expressdo de GFAP
no hipocampo (STZ + ERI 4: 2,384 + 0,3394, p> 0,05) e no cortex pré-frontal (STZ + ERI 4:
1,007 £ 0,1684, p < 0,1). Nao foram demonstradas alteracfes significativas no cortex pré-

frontal, mas uma tendéncia de aumento de GFAP com STZ e de prote¢do com eriodictiol.

Figura 33 - Expressao de GFAP avaliada por Western blotting no hipocampo e no cortex pré-
frontal de camundongos tratados com eriodictiol (4 mg/kg, v.0) apés as injecbes de STZ i.c.v
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Fonte: Elaborada pelo autor. Os animais foram tratados com eriodictiol (4 mg/kg, v.0.) durante 16 dias, sendo as
areas dissecadas para o preparo das amostras para quantificagdo de GFAP, 16 dias apds a injecdo de STZ (n=6
animais/grupo). Os valores estdo representados como média + EPM. * < 0,05 vs. STZ + V. Significancia por
Kruskal-Wallis e Teste de Dunn’s (n = 6). GFAP: A proteina &cida fibrilar glial; STZ (Streptozotocina) e ERI4
(Eriodictiol 4 mg/kg).
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5.2.6 Efeitos do eriodictiol sobre a imunorreatividade de sinaptofisina através da técnica de
Western-blot em tecidos cerebrais de camundongos submetidos ao modelo de DAE por

injecdo de STZ i.c.v

A analise por Western blot demonstrou que a expressao de sinaptofisina (37 kDa)
diminuiu no cortex pré-frontal apds as injecGes de STZ (Relagédo sinaptofisina/ a-Tubulina, %
do controle) (Controle: 9,907 £ 1,575; STZ: 5,845 + 0,8156, p < 0,05) e que o tratamento com
o eriodictiol na dose de 4 mg/kg, v.0 aumentou a expressao de sinaptofisina, mas os dados ndo
foram significativos (STZ + ERI 4: 8,953 £ 1,227, p > 0,05) (Figura 34).

Figura 34 - Expresséo de sinaptofisina avaliada por Western blotting no cortex pré-frontal de
camundongos tratados com eriodictiol (4 mg/kg, v.0)
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Fonte: Elaborada pelo autor. Os animais foram tratados com eriodictiol (4 mg/kg, v.0.) durante 16 dias, sendo as
areas dissecadas para o preparo das amostras para quantificacdo de sinaptofisina (SYN), 16 dias apés a injecdo de
STZ (n =6 animais/grupo). Os valores estdo representados como média + EPM. * < 0,05 vs. STZ + V. Significancia
por ANOVA de uma via, seguido do Teste pos hoc de Tukey (n = 6). STZ (Streptozotocina) e ERI4 (Eriodictiol 4

mg/kg).
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5.3 Experimentos in silico

Os experimentos in silico foram realizados objetivando a avaliacdo da atividade do
eriodictiol e foram conduzidos em parceria com a FIOCRUZ- Ce, no Laboratério de Biologia
Estrutural e Funcional em Biofarmacos, sob a supervisdo do Professor Jodo Herminio Martins

da Silva.

5.3.1 Identificacdo de possiveis alvos do eriodictiol

A busca resultou na obtencdo de dez alvos proteicos de interesse. A realizacdo do
docking cego ranqueou, de forma qualitativa, o potencial de interacdo destas ao eriodictiol
(Figura 35). IRS-1, GSK3B e Keapl tiveram valores de afinidade predita similares, -6,9 kcal, -
8,3 e -8,3 kcal/mol, respectivamente, sendo selecionados para as avaliagfes subsequentes de

suas cavidades, docking dirigido e dindmica molecular.

Figura 35 - Afinidade predita pelo docking cego do eriodictiol a dez potenciais alvos
proteicos
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Fonte: Laboratdrio de Biologia Estrutural e Funcional em Biofarmacos
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5.3.2 Efeitos do eriodictiol sobre IRS1
5.3.2.1 Docking cego do eriodictiol ao IRS1

O docking cego foi realizado como uma das ferramentas para identificar o sitio de
interagdo mais provavel do eriodictiol ao IRS1, onde foi observado que o eriodictiol interage

prioritariamente em trés regides (Figura 36 e Tabela 6).

Tabela 6 - Interacdo entre IRS1 e eriodictiol. Energia (kcal/mol) de cada pose

Pose Afinidade (kcal/mol)

1 6.9
-6.9
6.8
-6.7
-6.6
-6.4
-6.4
-6.3
-6.2
10 -6.2

L 0N LAk WN

Fonte: Laboratdrio de Biologia Estrutural e Funcional em Biofarmacos

Figura 36 - Localizacdo das trés regides de interacdo entre IRS1 e eriodictiol. Visualizacdo
tridimensional da estrutura pelo programa PyMOL com as trés regides de afinidade do
eriodictiol em destaque

Fonte: PyMol
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5.3.2.2 Busca por cavidades drogaveis em IRS1

A busca por cavidades drogaveis foi realizada para complementar o resultado das
regides de interacao identificadas pelo docking cego. O servidor DoGSiteScorer foi utilizado
para predizer, caracterizar e comparar as caracteristicas biofisicas das cavidades presentes na
estrutura cristalografica de IRS1. O programa conseguiu identificar, ao todo, cinco regides de
interacdo na estrutura de IRS1 e, notadamente, o sitio P_0 foi o mais bem ranqueado. Tal sitio
sobrepde-se as regides 2 e 3, identificadas pelo docking cego. Ja o sitio P_1, classificado em

segundo lugar, sobrepde-se a regido 1 (Tabela 7).

Tabela 7 - Resultados obtidos pelos preditores de cavidade DogSiteScorer para analise de
cavidades de IRS1. Na tabela estdo os valores da andlise dos descritores relacionados a
tamanho, profundidade, drogabilidade e composi¢do de aminoécidos pertencentes ao IRS1

Composi¢éo de aminoécidos

Superficie  Volume  Profundidade
(A7) (A) (A

Escore Escore de
simples  drogabilidade

Cavidade

Abertura

Fragdo Fragado Fragdo Fracao

apolar polar positiva negativa
P_0 989,6 859,0 17,3 0,17 0,60 0,81 0,55 0,17 0,17 0,10
P_1 504,5 370,7 16,7 0,17 0,21 0,70 0,35 0,35 0,15 0,15
P_2 645,0 360,0 13,7 0,15 0,18 0,62 0,42 0,21 0,21 0,16
P_3 5233 2646 16,0 0,31 0,10 0,65 0,53 0,27 0,13 0,07
P_4 383,0 216,1 12,2 0,21 0,07 0,46 0,40 047 0,00 0,13

Fonte: Laboratdrio de Biologia Estrutural e Funcional em Biofarmacos

O resultado da predicdo com P2Rank confirmou aqueles obtidos pelo docking cego
e pelo DoGSiteScorer, com a cavidade mais bem ranqueada pelo P2Rank (Tabela 8)
sobrepondo-se as cavidades P_0 e P_1, que obtiveram os melhores resultados de drogabilidade
no DoGSiteScorer. A consonancia dos resultados obtidos por diferentes métodos preditivos
reforca esta localizagdo como a principal regido do IRS1 para interacdo com o eriodictiol
(Figura 37).
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Tabela 8 - Resultados obtidos pelos preditores de cavidade P2Rank para anélise de cavidades
de IRS1

Ranking Escc_)re da Esco:rt? de
cavidade probabilidade
11,53 0,438
2 2,10 0,022
3 1,70 0,012
4 1,51 0,009

Fonte: Laboratorio de Biologia Estrutural e Funcional em Biofarmacos. Na tabela estdo os valores da anélise do
ranqueamento das quatro cavidades detectadas pelo P2Rank pertencentes ao IRS1.

Figura 37 - Resultados obtidos pelos preditores de cavidade DogSiteScorer e P2Rank para
analise de cavidades de IRS1

A T T T T T T 1

Eriodictiol Regi&o 1 Pose 1
Eriodictiol Regi&o 1 Pose 2
Eriodictiol Regido 1 Pose 9

Eriodictiol Regido 2 Pose 1
M Eriodictiol Regiéo 2 Pose 3
M Eriodictiol Regiéo 2 Pose 6
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Eriodictiol Regido 3 Pose 1
[ Eriodictiol Regi&o 3 Pose 3
M Eriodictiol Regido 3 Pose 6
M Eriodictiol Regi&o 3 Pose 8

Fonte: Chimera. A) Sobreposicdo das poses de docking da regido 1 com a cavidade P_1. B) Sobreposi¢do das
poses de docking da regido 2 com a cavidade P_0. C) Sobreposi¢do das poses de docking da regido 3 com a
cavidade P_0. A numeragdo das regides é a mesma dada ap0s a realizagdo do docking cego. D) Superficie de IRS1,
com a regido mais bem ranqueada pelo P2Rank esta colorida em rosa.

5.3.2.3 Docking Dirigido do eriodictiol ao IRS1

O docking dirigido foi realizado para fornecer uma previsdo mais acurada do modo
de ligacdo do eriodictiol nos sitios de interacdo preditos anteriormente na superficie de IRS1.
Foram identificadas dez poses de interacdo do eriodictiol para cada uma das trés regides do

receptor de insulina tipo 1 (IRS1) observadas no docking cego (Figura 38).
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Figura 38 - Interagdo entre IRS1 e eriodictiol com a visualizagdo tridimensional da superficie
da proteina e das poses do ligante pelo programa PyMOL. A) Regido 1. B) Regiéo 2. C)
Regido 3. A representacdo de superficie da proteina estéa colorida de acordo com os atomos
(carbonos em verde, oxigénios em vermelho e nitrogénios em azul)
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Fonte: PyMol

Foram selecionados, respectivamente, trés, trés e quatro modos de ligacdo das
regides 1, 2 e 3 para avaliacdo por simulacdo de dindmica molecular, levando em consideracédo

0s menores valores de afinidade e a diversidade conformacional no sitio (Tabela 9).
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Tabela 9 - Interacdo entre IRS1 e eriodictiol com a afinidade (kcal/mol) de cada pose. Os
modos de ligagdo destacados em verde, azul, amarelo e roxo foram aqueles selecionados para
passarem por simulacdes de dinamica molecular

Energia Energia Energia
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)

e s s T wa

3 -6.6

4 -6.5 4 =5.8 4 -6.4
5 -6.3 5 -5.8 5 -6.3
6 -6.3 6 -6.8 6 -B.1
7 -6.3 7 -5.8 7 -6.1
9 -6.2 9 =5.7 9 -5.9
10 -6.1 10 -5.7 10 -5.9

Fonte: Laboratdrio de Biologia Estrutural e Funcional em Biofarmacos. As linhas coloridas em verde, azul,
amarelo e roxo representam, respectivamente, cada pose do eriodictiol na figura 38.

Todas as poses da regido 1 foram ancoradas por interagdes do tipo n-n stacking
entre um dos anéis aromaticos presentes na estrutura do eriodictiol e a cadeia lateral da Phe59
de IRS1. A regido 2 ndo apresentou interacOes recorrentes nas trés poses selecionadas, mas, na
regido 3, a Lys68 interagiu com o ligante em trés dos quatro modos de ligagdo escolhidos
(Figura 39).

Figura 39 - Diagrama 2D de interagdes do eriodictiol com IRS1 na (A) Regido I, (B) Regido 2
e (C) Regido 3
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5.3.3.4 Dinamica molecular dos complexos eriodictiol/IRS1

P8
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Simulagdes de dindmica molecular (DM) sdo comumente utilizadas para avaliar

0s complexos obtidos através do procedimento de docking, uma vez que os modos de ligagdo

preditos, que se assemelham a conformacao nativa do ligante, tendem a se manter estaveis na

pose de docking ou a convergirem para uma conformacdo mais favoravel ao longo da

simulacdo, a passo de que poses distantes da conformacgédo experimental tendem a apresentar

um comportamento instavel ou até mesmo evadirem o sitio de interacdo (ALONSO;
BLIZNYUK; GREADY, 2006 e CAVALLI et al., 2004).
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Dessa forma, o total de dez poses selecionadas nas trés regides de IRS1 foram
submetidas as simula¢Ges de DM de 50 ns em triplicata. A estabilidade do ligante nos sitios foi
avaliada pelo RMSD em relacdo a estrutura inicial (pose de docking) e valores médios acima
de 5 A em pelo menos uma das replicatas indicam instabilidade da pose proposta.

Evidenciou-se que nenhuma das poses testadas manteve valores de RMSD abaixo
do valor de corte de 5 A nas trés replicatas (Tabela 10). Além disso, a analise das conformacdes
finais das replicatas ndo indicam a ocorréncia de convergéncia entre as simulacdes. Tais
resultados apontam para o ndo reconhecimento apropriado da molécula pela proteina IRS1
(Figura 40).

Tabela 10 - Dindmica molecular de complexos eriodictiol/IRS1. As tabelas incluem o RMSD

médio e os valores minimo e méximo de RMSD para cada replicata de cada pose simulada

REGIAO 1-POSE1

RMSD primeiro frame ligante (&) 3.39

Minimo RMSD Ligante (A)

REGIAO 1-POSE 2

RMSD primeiro frame ligante 7.0

Minimo RMSD Ligante (A)

REGIAOQ 1-POSE9

RMSD prl meiroframe
ligante (A)

Minimo RMSD Ligante (A)

17,30

REGIAQ 2 - POSE 1

RMSD primeiro frame ligante (4) 10,01

Minimo RMSD Ligante (A)

REGIAO 2 - POSE 3

RMSD primeiro frame ligante

Minimo RMSD Ligante (A)

REGIAQ 2 - POSE 6

RMSD primeiro frame ligante (4) 7.65

Minimo RMSD Ligante (A)
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REGIAO 3 - POSE 1

RMSD primeiro frame ligante (A)

Minimo RMSD Ligante (4)

R3

REGIAO 3-POSE 3

RMSD primeiro frame ligante (A)

Minimo RMSD Ligante (A)

R1 R2 R3

3.57

REGIAO 3 - POSE6

RMSD primeiro frame ligante (4)

Minimo RMSD Ligante (A)

470

R3

REGIAO 3-POSE 8

RMSD primeiro frame ligante (4)

Minimo RMSD Ligante (A)

R1 R2 R3

Fonte: Laboratério de Biologia Estrutural e Funcional em Biofarmacos

Figura 40 - Dindmica molecular de complexos eriodictiol/IRS1 nas conformacdes finais de
cada replicata

Regido 1Pose9

Regidao 2 Pose 1
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Regiao 2 Pose 3

Regiao 3 Pose 1 Regiao 3 Pose 3

Regido 3 Pose 6 Regido 3Pose 8

Fonte: Chimera. A estrutura secundéria de IRS1 (branco) com as poses de docking (colorido).
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5.3.3 Efeitos do eriodictiol sobre GSK3f
5.3.3.1 Docking cego do eriodictiol ao GSK3[

A molécula do eriodictiol interagiu em duas regides de GSK3p (Figura4le
Tabela 11). Entretanto, visto a presenca da informacdo experimental (KIM et al., 2018) sobre
sitio de interagdo do flavonoide morina no cristal de GSK3p (PDB ID: 6AE3), a cavidade na

qual a morina interage foi priorizada para os testes com o eriodictiol (Figura 41- 1).

Tabela 11 - Interacdo entre GSK3p ¢ eriodictiol. Energia (kcal/mol) de cada pose

Pose Afinidade (kcal/mol)

1 -8.3
-8.0
-8.0
-7.9
-7.9
-7.8
-1.7
-7.6
-7.6
-7.6

© 0 N o Rk WN

-
o

Fonte: Laboratorio de Biologia Estrutural e Funcional em Biofarmacos

Figura 41 - Localizacdo das regides de interagdo entre GSK3p e eriodictiol. Visualizagdo
tridimensional da estrutura pelo programa PyMOL apontando a regido (1) priorizada para 0s
testes subsequentes

Fonte: PyMOL
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5.3.3.2 Busca por cavidades drogaveis em GSK3p

A predicdo de cavidades simultaneamente pelos servidores DoGSiteScorer e
P2Rank GSK3p objetivou complementar o resultado do docking cego e caracterizar a cavidade
descrita como regido 1 (Tabela 12). O primeiro programa conseguiu identificar, ao todo, cinco
regides de interacdo na estrutura de GSK3p. Apesar de P_0 ndo ter obtido o melhor valor de
drogabilidade, outros indices, como o volume e a pontuacdo simples, levaram ao seu

ranqueamento em primeiro lugar.

Tabela 12 - Resultados obtidos pelos preditores de cavidade DogSiteScorer para anélise de
cavidades de GSK3p. Na tabela estdo os valores da analise dos descritores relacionados a
tamanho, profundidade, drogabilidade e composicdo de aminoacidos pertencentes ao GSK3[3

Composicao de aminoacidos

. Superficie Volume Profundidade Escore
Cavidade A9 A9 A) Abertura simples DrugScore

Fracdo Fracdo Fracdo Fracdo

apolar polar positiva negativa
P_O 696,1 644,1 19,2 0,15 0,39 0,82 0,48 0,19 0,16 0,16
P_1 888,4 578,9 23,8 0,17 0,39 0,86 0,36 0,45 0,09 0,09
P_2 953,5 572,5 23,0 0,12 0,38 0,85 0,47 0,38 0,12 0,03
P_3 4737 2918 12,5 0,18 0,19 0,54 0,47 0,37 0,11 0,05
P_4 3929 288,8 128 0,26 0,14 0,52 0,31 0,44 0,19 0,08

Fonte: Laboratdrio de Biologia Estrutural e Funcional em Biofarmacos

Esse resultado € reforcado pela predicdo do P2Rank, na qual a regido
correspondente a P_0 obteve, notadamente, a melhor pontuacédo (Tabela 13). Essa cavidade foi
identificada pelo docking cego e é a mesma na qual interage o flavonoide morina, que possui

estrutura similar ao eriodictiol (Figura 42).
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Tabela 13 - Resultados obtidos da anélise do ranqueamento das quatro cavidades detectadas
pelo P2Rank pertencentes ao GSK3

Ranking

2
3
4

Escore da
cavidade

1=
2,10
1,70
1,51

Escore de
probabilidade

0,438
0,022
0,012
0,009

Fonte: Laboratdrio de Biologia Estrutural e Funcional em Biofarmacos

Figura 42 - Resultados obtidos pelos servidores DogSiteScorer para analise de cavidades de
GSK3p para ligacdo do eriodictiol
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Fonte: Chimera.A) Sobreposicdo das poses de docking da regido 1 e do ligante cristalografico morina com a
cavidade P_0. B) Semelhanca estrutural entre a morina ¢ o eriodictiol. C) Superficie de GSK3p, com a regido mais
bem ranqueada pelo P2Rank colorida em rosa.

5.3.3.3 Docking Dirigido do eriodictiol ao GSK3f

O docking dirigido na regido 1 objetivou uma descricdo mais acurada da pose do
ligante eriodictiol no sitio identificado em GSK3p (Figura 43). Dez poses foram geradas, das
quais duas foram selecionadas para realizacdo de simulagdes de dindmica molecular (Tabela
14).

Tabela 14 - Interacdo entre GSK3 e eriodictiol a afinidade predita (kcal/mol) de cada pose

Energia
(kcal/mol)

2 -8.0

ﬁ -8.0
-s0

-1.7

-1.7

-7.6

-7.6

-7.6

10 -7.6

O 00 3 o g

Fonte: Laboratorio de Biologia Estrutural e Funcional em Biofarmacos. As linhas coloridas em verde e azul
representam, respectivamente, cada pose do eriodictiol na figura 43.
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Figura 43 - Interacao entre GSK3p e eriodictiol com a visualizagdo tridimensional da interagao
pelo programa PyMOL. A representagdo de superficie da proteina esté colorida de acordo com
0s atomos (carbonos em verde, oxigénios em vermelho e nitrogénios em azul)

Fonte: PyMOL.

Apesar de localizadas na mesma regido, o eriodictiol interage diferentemente com
0 sitio em cada pose: a pose 1 faz interag6es com os residuos 1127, Tyr99, Pro101 e Arg106, e
a pose 4 com a Val35 e Val100 (Figura 44).

Figura 44 - Diagrama 2D de interagdes do eriodictiol com GSK3p na (A) Regido I, (B) Regido
2 e (C) Regido 3. Setas pontilhadas representam ligagdes de hidrogénio
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28

* Interagoes repetidas 1} Interagées especificas

Fonte: Discovery Studio. As setas tracejadas em verde a azul representam ligac@es de hidrogénio.
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5.3.3.4 Dindmica molecular dos complexos eriodictiol/GSK3p

A estabilidade do ligante na regido 1 foi avaliada pelo RMSD em relacgdo a pose de
docking, onde valores médios abaixo de 5 A indicam estabilidade. Ambas as poses se
mantiveram abaixo deste valor de corte nas trés replicatas, indicando um reconhecimento

apropriado da molécula no sitio proposto (Tabela 15 e Figura 45).

Tabela 15 - Dinamica molecular de dez complexos eriodictiol/GSK3f. As tabelas incluem o
RMSD médio e os valores minimo e maximo para cada replicata de cada pose simulada

Regidao 1 Pose 1 Regiao 1 Pose 4

RMSD primeiroframe ligante (A) 1.91 RMSD primeiroframe ligante (A) 2,84

Minimo RMSD Ligante (A) Minimo RMSD Ligante (A)

Fonte: Laboratério de Biologia Estrutural e Funcional em Biofarmacos
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Figura 45 - RMSD do eriodictiol ao longo da simulagdo e a convergéncia para conformacéo
final na replicata 1. A) Pose 1. B) Pose 4

Convergéncia para conformacao final da
RMSD do ligante replicata 1

RMSD (A)

—Tr—r—r—Tr—r—r—T
10 20 30

Tempo [ns) Tempo (ns)
Convergéncia para conformacao final da
RMSD do ligante replicata 1

RMSD (A)

——rr +—_r——T——rT
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50

Tempo (ns) Tempo (ns)
Fonte: GraphPad Prism.

A avaliagdo do ligante na pose 1 ao longo do tempo simulado aponta um aumento
do RMSD aos 36 ns da replicata 3. No entanto, 0 RMSD em relagdo a ultima conformacédo da
replicata 1, que foi utilizado para identificar uma possivel convergéncia, evidencia que tal
aumento pode representar apenas um reajuste da molécula no sitio para um modo de ligacéo
semelhante ao da pose 1. Ja 0 RMSD da pose 4 manteve-se estavel, com um breve aumento ao
final da replicata 2 (Figura 45). Ndo obstante, faz-se necessario a extensdao do tempo de

simulacdo para identificar o que tal aumento representa para interacdo proteina-ligante (Figura

46).
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Figura 46 - Dinamica molecular de complexos eriodictiol/GSK3f nas conformagoes finais de
cada replicata. A) Pose 1. B) Pose 4
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Fonte: Chimera. A estrutura secundaria de GSK3p (branco) com as poses de docking (colorido).

Uma vez demonstrada a estabilidade da interacdo do eriodictiol com GSK3p,
anélises de RMSF e PCA foram conduzidas a fim de identificar os efeitos da molécula sobre o
comportamento dindmico da proteina. As duas poses apresentaram a uma leve reducdo do
RMSF nas regides proximas aos residuos 64 e 260, indicando uma rigidificacao dessas regides
de alca ou loop causada pela presenca do eriodictiol (Figura 47). A regido proxima ao residuo
225 teve um aumento de flexibilidade no complexo com o eriodictiol na pose 1 (Figura 47 A),

mas o efeito oposto foi observado no complexo com a pose 4 (Figura 47 B).
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Figura 47 - Efeitos da interacdo com eriodictiol em GSK3pB. A) RMSF de GSK3p livre e nos
complexos com eriodictiol nas poses 1. B) RMSF de GSK3p livre ¢ nos complexos com

eriodictiol nas poses 4
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Fonte: GraphPad Prism.
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Complementarmente, foi realizada uma anélise de PCA para projetar a amostragem

conformacional da cadeia principal de GSK3[ no subespago definido pelos dois primeiros
Componentes Principais (PC1 e PC2, do inglés “Principal Component”). Ao comparar os

resultados das simulagdes da proteina livre com os complexos com o eriodictiol, é possivel

sugerir que a presenca do ligante levou a uma restrigéo (redugéo) conformacional em GSK3p,

particularmente no subespaco da PC1 (Figura 48).
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Figura 48 - PCA da cadeia principal de GSK3p na proteina livre ¢ em nos complexos com
eriodictiol. A) Pose 1. B) Pose 2
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Fonte: GraphPad Prism.

A avaliacdo das ligacdes de hidrogénio identificou uma interacdo polar presente em
todas as replicatas das duas poses com Asp133, apontando este residuo como possivel ancora
principal da molécula, ajudando a manter a estabilidade do complexo. Esta interacdo também
esta presente no cristal de GSK33 com a morina (PDB ID: 6AE3). Desse modo, podemos inferir
que o eriodictiol consegue interagir com GSK3fB de forma estdvel. Tal interagdo parece
desencadear alteracfes na flexibilidade e no perfil de conformac6es adotados pela proteina ao
longo da simulag&o que podem levar a inibig&o de sua atividade de quinase.

Tendo em vista a existéncia de informagdes experimentais da inibicao de GSK3f
pela interagdo do flavonoide morina no mesmo sitio de interacdo (KIM et al., 2018), é possivel
gue uma molécula de esqueleto flavonoide similar e mesma classe quimica (flavonol), tal como

o eriodictiol, exerca sua atividade bioldgica por mecanismo similar.
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5.3.4 Efeitos do eriodictiol sobre Keapl
5.3.4.1 Docking cego do eriodictiol ao Keapl

O docking cego foi realizado para buscar as possiveis regides mais favoraveis para
interacdo do eriodictiol na superficie da proteina Keapl (Tabela 16).

Tabela 16 - Interacdo entre Keapl e eriodictiol por energia (kcal/mol) de cada pose

.
(kcal/mol)
-9.1
-8.9
-8.8
-8.7
-8.6
-8.6
-8.5
-8.4
-8.4
-8.2

© 00 N O O BB W N =

-
o

Fonte: Laboratdrio de Biologia Estrutural e Funcional em Biofarmacos.

Foi observado que o eriodictiol interage em duas regides do Keapl (Figura 49).
Vale ressaltar que a regido 1 € a mesma na qual o ligante &cido 3-(4-clorofenil) propandico, co-
cristalizado com Keapl (PDB ID: 5FNQ), interage experimentalmente (DAVIES et al., 2016).
Entretanto, visto a presenca da informacdo experimental (DAVIES et al., 2016)
sobre o sitio de interacdo do ligante &cido 3-(4-clorofenil) propanoico no cristal de Keapl, a
cavidade na qual o &cido 3-(4-clorofenil) propandico interage foi priorizada para os testes com

o eriodictiol.
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Figura 49 - Localizacdo das regides de interacdo entre Keapl e eriodictiol

Fonte: PyMol

5.3.4.2 Busca por cavidades drogaveis em Keapl

A regido da cavidade P_0 obteve a melhor pontuacdo de drogabilidade, dentre
outros parametros avaliados pelo DoGSiteScorer (Tabela 17) e também foi ranqueada em
primeiro lugar pelo P2Rank (Tabela 18). Esse sitio engloba as regides 1 e 2 identificadas na

etapa de docking (Figura 50).

Tabela 17 - Resultados obtidos pelos preditores de cavidade DogSiteScorer para analise de
cavidades de Keapl. Na tabela estdo os valores da analise dos descritores relacionados a
tamanho, profundidade, drogabilidade e composi¢do de aminoécidos pertencentes ao Kea

Composicdo de aminoacidos

Superficie Volume Profundidade Escore

Cavidade Abertura DrugScore

(A2) (A7) (A) simples Fragdo Fragédo Fragéo Fragdo

apolar polar positiva negativa
P_O 1121,6 1329,5 20,6 0,13 0,67 0,81 0,48 0,45 0,07 0,00
P_1 7049 402,4 12,7 0,15 0,28 0,59 0,26 0,42 0,21 0,11
P_2 476,7 198,8 10,2 0,08 0,04 0,38 043 0,43 0,14 0,00
P 3 4264 194,8 14,7 0,17 0,00 0,55 0,38 0,50 0,00 0,12
P4 3388 185,5 13,2 0,07 0,02 0,46 0,38 0,38 0,12 0,12

Fonte: Laboratério de Biologia Estrutural e Funcional em Biofarmacos
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Esse resultado é reforcado pela predicdo do P2Rank, na qual a regido

correspondente a P_0 obteve, notadamente, a melhor pontuagéo (Tabela 18).

Tabela 18 - Resultados obtidos pelos preditores de cavidade P2Rank para analise de cavidades
de Keapl. Na tabela estdo os valores da analise do ranqueamento das quatro cavidades

detectadas pelo P2Rank pertencentes ao Keapl

Pocket Escorede
Score probabilidade

1

g A W N

Fonte: Laboratdrio de Biologia Estrutural e Funcional em Biofarmacos

17,34
9,09
3,12
3,07

1,68

0,655
0,321
0,051
0,050

0,012

Figura 50 - Resultados obtidos pelo DogSiteScorer para analise de cavidades de Keapl para
ligacdo do eriodictiol. A) Sobreposicdo das poses de docking da regido 2 e do ligante
cristalogréfico acido 3-(4-clorofenil) propanoico. B) Superficie e estrutura secundaria de Keapl
(branco), com a regido mais bem ranqueada (rosa) pelo P2Rank

Acido 3-(4-clorofenil)propandico (PDB ID 5FNQ)
Eriodictiol Regi&o 1 Pose 1
Eriodictiol Regi&o 1 Pose 2

Eriodictiol Regido 1 Pose 4
M Eriodictiol Regido 1 Pose 9

Eriodictiol Regido 2 Pose 1
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Fonte: Chimera.

5.3.4.3 Docking Dirigido do eriodictiol ao Keapl

A partir das dez poses geradas pela predi¢do do AutoDock Vina (Tabela 19), foram
selecionadas quatro na regido 1, equivalente a entrada da cavidade em formato de tunel, onde
foi co-cristalizado o ligante acido 3-(4-clorofenil) propandico, e uma na regido 2, localizada no

centro do tunel (Figura 51).

Tabela 19 - Interacdo entre Keapl e eriodictiol com a afinidade predita (kcal/mol) de cada pose
Energia Energia
(kcal/mol) (kcal/mol)

2

-8.8

3 -8.1 3 -8.7
4 -8.0 4 -8.6
5 -7.9 5 -8.6
6 -1.9 6 -8.4
7 1.7 7 -8.4
8 1.7 8 -8.4
| EEEEEEY
10 1.1 10 -8.2

Fonte: Laboratdrio de Biologia Estrutural e Funcional em Biofarmacos. As linhas coloridas em verde, azul,
amarelo e roxo representam, respectivamente, cada pose do eriodictiol na figura 51.
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Figura 51 - Interag&o entre Keapl e eriodictiol com a visualizagéo tridimensional da interagéo
pelo programa PyMOL e a afinidade predita (kcal/mol) de cada pose. A) Regido I. B) Regiédo
I

A

Fonte: PyMol. A representacéo de superficie da proteina esté colorida de acordo com os 4tomos (carbonos em

verde, oxigénios em vermelho e nitrogénios em azul).
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Nas poses escolhidas para o eriodictiol na regido 1, a molécula é ancorada por
interacbes com a Arg92 e, ocasionalmente, com a Ser40 ou 11€93. J& na regido 2, as principais

interacdes sdo estabelecidas com a Vall142, Leu234 e Thr237 (Figura 52).

Figura 52 - Diagrama 2D de interagdes do eriodictiol com Keapl na (A) Regido | e (B) Regiéo
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Fonte: Discovery Studios. Setas pontilhadas em azul e verde representam ligagGes de hidrogénio.
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5.3.4.4 Dindmica molecular dos complexos eriodictiol/Keapl

A estabilidade do ligante nas duas regides propostas em Keapl pelo docking foram
avaliadas por dinamica molecular. Das cinco poses testadas, apenas duas se mantiveram com
valores de RMSD médio abaixo de 5 A (Tabela 20), indicando estabilidade: a pose 9 na regio

1, e apose 1 naregido 2 (Figuras 53 e 54).

Tabela 20 - Dinamica molecular de complexos eriodictiol/Keapl. As tabelas incluem o0 RMSD
médio e os valores minimo e maximo para cada replicata de cada pose simulada

REGIAO | - POSE 9 REGIAO Il - POSE 1

RMSD primeiro frame ligante (A) 4,81 RMSD primeiro frame ligante (A) 2,83

Minimo RMSD Ligante (A) 1.8 0.9 1.9 Minimo RMSD Ligante (A)

Fonte: Laboratério de Biologia Estrutural e Funcional em Biofarmacos
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Figura 53 - RMSD do ligante ao longo do tempo de simulacdo. A) Regido 1 Pose 9. B) Regiéo
2 Pose 1
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Fonte: GraphPad Prism

A analise temporal do RMSF em relagdo a pose de docking e em relagdo ao ultimo
quadro de simulacdo demonstraram estabilidade e convergéncia do ligante para uma
conformacao final semelhante a da replicata 1 tanto para pose 9 da regido 1, quanto para pose
1 da regido 2 (Figuras 54 e 55). A diminuicdo de RMSF mais significativa observada para as
duas poses foi nas regides entre os residuos 375 e 392 préximos ao ligante (eriodictiol),

indicando uma rigidificacdo desse segmento na presenca do ligante (Figura 55).
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Figura 54 - Efeitos na interagdo na dindmica molecular de complexos eriodictiol/Keapl. Os
graficos demonstram o RMSF do ligante ao longo da simulagdo e a convergéncia para
conformagc&o final do eriodictiol para as poses com valores de RMSF médio abaixo de 5 A,
indicando estabilidade: a pose 9 na regido 1, e a pose 1 na regido 2

A Keap1 livre Keap1/eriodictiol pose 9 Keap1/eriodictiol pose 1
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Fonte: GraphPad Prism.

Figura 55 - Dindmica molecular de complexos eriodictiol/Keapl. A) Regido I, pose 9 e B)
Regido Il, pose 1
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Fonte: Chimera.A estrutura secundéaria de Keapl (branco) com as poses de docking (colorido).

A pose 9 estabeleceu ligagBes de hidrogénio com a Ser364 e Ser602 em todas as
replicatas. J& a pose 1 foi ancorada ao sitio por ligacdes de hidrogénio com a VVal418 e Val604,
também presente em todas as replicatas.

Na PCA, a presenca do ligante na regido 1 parece néo afetar significativamente o
espaco conformacional amostrado por Keapl (Figura 56). Na regido 2, no entanto, é possivel
observar tanto um possivel efeito de restricdo como de expansdo conformacional em PCL.

Portanto, é possivel sugerir que o eriodictiol pode interagir de forma estavel com Keapl na
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entrada do tdnel (regido 1), mas o mesmo apenas parece causar alteracfes conformacionais ao
interagir na regido mais interna da cavidade (regido 2). Vale ressaltar que ndo é possivel
verificar se a entrada na molécula na parte mais interna do tunel, representada pela regido 2, €

favoravel por métodos convencionais de simulagéo.

Figura 56 - Efeitos da interagdo com eriodictiol em Keapl. PCA da cadeia principal de Keapl
na proteina livre (apo) e em nos complexos com eriodictiol

A (O KeAP1apo @ Eriodictiol Pose 9 B (OkeaP1apo @ Ericdictiol Pose 1
40 L 1 1 1 1 1 1 L L 40 1 1 1 1 L L 1 1 1
304 - 30+ L
204 | 204
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§ 0 Q 0
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.20 | -20
30 B 30 L
-40 — T -40 — T
-50 -40 -30 -20 10 0 10 20 30 40 50 56 40 30 -20 40 ¢ 10 20 30 40 5D
PC1 PC1

Fonte: GraphPad Prism.
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6 DISCUSSAO DE RESULTADOS

Neste estudo, mostramos que nenhuma alteracdo significativa foi verificada na
atividade exploratdria, na atividade locomotora e na glicemia dos animais com a infusdo da
STZ e com o tratamento com o eriodictiol. O modelo de DAE causou déficits na memoria e no
aprendizado dos animais, evidenciado no prejuizo do desempenho cognitivo desses roedores na
memoria operacional, aversiva, de reconhecimento de objetos e espacial. O tratamento com o
eriodictiol protegeu significativamente na memoria aversiva (recente), no indice de
reconhecimento objetos (recente e tardia) e na memaria espacial (tempo de laténcia). Os estudos
bioquimicos demonstraram que a STZ causa estresse oxidativo e neuroinflamacéo,
significativamente, pelo aumento nas concentracdes de nitrito e na imunorreatividade de GFAP
no hipocampo, também pela reducdo de GSH no hipocampo e pelo aumento de MDA e
diminuicdo de sinaptofisina no cortex pré-frontal. O tratamento com eriodictiol foi capaz de
diminuir significativamente o aumento da concentracdo de nitrito e de prevenir a reducédo das
concentracdes de GSH no hipocampo. As analises in silico sugerem que o eriodictiol possui
efeito inibidor da GSK3B e ativador da via Nrf2/Keapl.

Sabendo que a Diabetes Mellitus (DM) é um fator de risco para a Doenca de
Alzheimer Esporédica (DAE) e vice-versa, especificamente, envolvendo o comprometimento
da sinalizacdo insulinica cerebral ndo necessariamente associadas ao metabolismo da glicose
(LEE et al., 2011), estratégias terapéuticas para superar a deficiéncia e a resisténcia a insulina
no SNC podem ser uma opcdo no tratamento de deficiéncias cognitivas como a DA
(FERREIRA et al., 2018).

Evidéncias sugerem que compostos fitoquimicos, principalmente polifendis como
os flavondides, derivados de vegetais e frutos, promovem efeitos benéficos sobre reversdo dos
déficits na funcdo cognitiva relacionados a idade, além de prevenir o aparecimento de doencas
neurodegenerativas (UDDIN et al, 2020; JOSEPH et al., 2009; SHUKITT-HALE et al., 2006).
Estes possuem baixo peso molecular e sdo capazes de modular a memaria exercendo atividade
farmacoldgica em receptores, quinases e fatores de transcricdo em diferentes tipos celulares
(CHUN, 2008; SPENCER, 2009; RENDEIRO, 2011; HASSAN et al., 2022).

As flavanonas, também conhecidas como dihidroflavonas, sdo uma importante
classe de flavonoides amplamente encontradas em frutas citricas, tais como em toranjas
(naringina, naringenina e naringenina 7-O-neohesperidoside), em laranjas, tangerinas, limas e

limdes (hesperidina, hesperetina e hesperetina 7-O-rutinoside). O eriodictiol é a flavona mais
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presente nos limdes, assim como os derivados eriocitrina (eriodictyol 7-O-p-D-rutinoside) e o
eriodictyol 7-O-rutinoside (TERAHARA, 2015; AGRAWAL, 2011).

Uma revisdo de literatura atual sobre as flavonas do limé&o destacou que seus efeitos
terapéuticos antioxidantes, anti-inflamatorio e antidiabético sdo mais potentes na supressao de
doengas com excessivo estresse oxidativo, como nas doencgas neurodegenerativas e na Diabetes
Mellitus (DM) (YAO et al., 2022). Previamente, estudos dedicados a investigacdo do efeito
neuroprotetor do eriodictiol em modelos animais ja foram realizados, tendo em vista que o
eriodictiol é o antioxidante mais consumido no mundo (DENG et al.,2020), pois esta presente
na dieta diaria de muitas pessoas, assim é possivel compreender a relevancia de tais estudos.

Como a Doenga de Alzheimer Esporadica (DAE) € associada a dificuldades na
aprendizagem e namemoria (AGRAWAL, 2011), foi escolhido o modelo experimental de DAE
por injecdo intracerebroventricular (i.c.v) de estreptozotocina (STZ) em camundongos SWISS
com o objetivo de avaliar o possivel efeito do eriodictiol nos déficits de memoria de trabalho,
episodica, declarativa e espacial. 1sso porque ja € sabido que o modelo gera uma reducéo
crénica no metabolismo da glicose no cértex cerebral e no hipocampo (PLASCHKE; HOYER,
1993) com efeitos associados a um progressivo déficit no aprendizado, na memaria e no balango
energético cerebral (DUELLI et al., 1994).

Inicialmente, ao 12° dia ap6s o protocolo cirdrgico, os animais foram avaliados na
atividade locomotora e foi demonstrado que n&o houve nenhuma alteragdo no comportamento
exploratdrio e atividade locomotora com a infusdo da STZ e com o tratamento com o eriodictiol
nas duas doses testadas (2 e 4 mg/kg v.o.).

Estes dados corroboram com estudos que demonstram ndo haver alteracdo na
atividade locomotora e no comportamento exploratério dos animais que receberam injecao de
STZ, demonstrando que ndo ha déficit motor nesse modelo (PACHECO et al., 2018;
BIASIBETTI et al., 2017). O tratamento com o eriodictiol também ndo alterou a atividade
locomotora dos animais, corroborando com outros autores em modelos de deméncia
(BELZUNG; GRIEBEL, 2001; HOYER, 2004; BEZERRA, 2019; ZHANG,; LIU; YUAN,
2020).

Sabendo que o dano neuronal causado pela administragdo da STZ pode atingir
diferentes regides do SNC, como o septo, regides do corpo caloso (KRASKA et al., 2012),
cortex perirrinal, hipocampo e estruturas periventriculares (SHOHAM et al., 2003), o Teste do
Labirinto em Y (SARTER et al., 1988) foi realizado como medida de memaria de trabalho ou
operacional, definida como uma memédria ultra-rdpida que representa 0 armazenamento

temporéario de informagéo utilizado para planejar uma agdo futura (KIM et al., 2006). As
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principais areas cerebrais envolvidas nesse tipo de memoria sdo o hipocampo e o cortex pré-
frontal (CPF) (YOO et al., 2008). Além dessas, outras regides como estriado, diencéfalo e
cerebelo influenciam o desempenho dos animais nesse teste (LALONDE, 2002).

Os animais submetidos as injecbes de STZ apresentaram déficits significativos na
porcentagem de alternancias espontaneas, indicando um prejuizo na memoria de trabalho
consistente com estudos anteriores desse modelo (QUEIROZ, 2016; GHASEMIKASMAN et
al., 2018; BEZERRA, 2019). Segundo alguns autores, essa piora da memoria de trabalho pode
ser explicada pelos efeitos toxicos da STZ nos receptores de insulina (IR), reduzindo o
metabolismo da glicose no cérebro e, consequente, diminuicdo de ATP e na producdo de Acetil-
CoA, reduzindo a transmissdo colinérgica (HOYER, 2004; SALKOVIC-PETRISIC et al.,
2013).

Encontra-se na literatura evidéncias experimentais de que o eriodictiol é capaz de
melhorar o desempenho no labirinto em Y nas mesmas doses testadas, mas na via de
administragaointraperitoneal (i.p) em camundongos isquemiados (FERREIRA, 2016) e em
camundongos transgénicos APP/ PS1 tratados com uma dose maior (50 mg/kg, i.p) (LI et al.,
2022). O eriodictiol (2 e 4 mg/kg v.0.) ndo protegeu os animais dos déficits de memoria
operacional, esse resultado sugere que o efeito do eriodictiol pode variar com a dose testada, a
via de administragdo (que influencia na biodisponibilidade) e com 0 modelo animal estudado.

No presente estudo também foi avaliada a memoria episddica por um teste robusto
muito utilizado para avaliar, principalmente, o hipocampo e o cortex perirrinal (WIN- SHWE;
FUJIMAKI; 2011). Essa ultima area cerebral é importante para a entrada de informacdes
sensoriais (estimulos visuais, olfativos e somatossensoriais) e geracao de impulsos nervosos ao
hipocampo (ANTUNES; BIALA, 2012). Desse modo, a tarefa do reconhecimento de objeto
estd intimamente relacionada com o bom funcionamento do cortex perirrinal na memoria de
curto prazo ou memoria recente (WINTERS et al., 2008), enquanto o hipocampo e o cértex
pré-frontal sdo responsaveis pela consolidagdo e recuperacdo da memoria de longa duracéo
(WANG et al., 2011).

Na avaliacdo do indice de reconhecimento, os animais submetidos as injecdes de
STZ apresentaram déficits na memdria recente e na memdria tardia, corroborando os resultados
da literatura desse modelo (GRAWAL, 2009; WANG, 2011; QUEIROZ, 2016). A dificuldade
na aquisicao e retencdo de memoria provavelmente tambem estd associada com o prejuizo na
sinalizac&o cerebral da insulina induzido pela STZ (CORREIA et al., 2012). Assim, 0 modelo

utilizado comprovou ser eficiente em fornecer déficits cognitivos importantes e caracteristicos
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da DAE (LANNERT; HOYER, 1998; STEEN et al., 2005; SALKOVIC-PETRISIC et al.,
2006).

O tratamento com o eriodictiol promoveu uma melhora significativa dos déficits de
memoria recente (2 e 4 mg/kg, v.0.) e tardia (4 mg/kg, v.0) no indice de reconhecimento do
objeto. Esse efeito preventivo também foi observado na dose de 100 mg/kg v.o em ratos no
modelo de depressdo induzido por lipopolissacarideo (LPS, 1 mg/kg), uma endotoxina
bacteriana (ZHANG; LIU; YUAN, 2020) e, provavelmente, se deve a acdo antioxidante e
antiinflamatdria do eriodictiol resultando em uma melhora do aprendizado, memdria, e reducéo
no dano neuronal induzido pelo STZ.

Na avaliacdo da memoria aversiva, associada a funcdo da amigdala, do hipocampo,
do septo medial, do bulbo olfatorio e areas talamicas (IZQUIERDO et al., 2006), os resultados
mostraram que o STZ promoveu déficits na reten¢do da memdaria recente (MR) e na meméria
tardia (MT). Corroborando com os resultados de indu¢do do mesmo modelo em outras
pesquisas (BEZERRA, 2019; KIM et al., 2016; LI et al., 2017). Uma possivel base biol6gica
para justificar este declinio na cognicéo seria que a deficiéncia do metabolismo energético nos
neurdnios colinérgicos (LESTER-COLL et al., 2006; TOTA et al., 2011) e a menor
disponibilidade de ATP no cérebro, gerada por STZ, é responsavel pela menor producéo tanto
da Acetil-CoA quanto da colina-acetiltransferase (ChAT), responséaveis pela producdo da
acetilcolina, levando a um prejuizo dos mecanismos relevantes para a formacdo da memoria
devido a uma reducdo na transmissdo sinaptica (SZUTOWICZ et al., 2013).

Na literatura, o efeito antioxidante neuroprotetor na memaria declarativa parece ser
potencializado em tratamentos com substdncias que também possuem acOes
anticolinesterasicas (SONKUSARE et al., 2005). Esse resultado ndo foi analisado no presente
trabalho, contudo, o trabalho de Dzoyen e colaboradores observou que o 6-8-
diprenyleriodictyol, um analogo do eriodictiol, possui atividade anticolinesterasica e inibitoria
de 6xido nitrico (NO) em doses sub tdxicas in vitro (DZOYEM et al., 2017).

Outros estudos envolvendo o efeito dos flavonoides em modelos de DAE,
demonstraram que o tratamento com curcumina promoveu a diminuigdo do estresse oxidativo
e a neuroprotecdo (PAN et al., 2008; REETA; MEHLA; GUPTA, 2010). Amoah e
colaboradores (2015) demonstraram que sesquiterpenos com efeitos antioxidantes diminuiram,
significativamente, o comprometimento da memadria no teste de esquiva passiva em modelo de
DA induzido por peptideo AB (AB1-42), assim como no tratamento com 6leo essencial extraido
do Borago officinalis (GHAHREMANITAMADON et al., 2014).
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Além da esquiva passiva, a memoria declarativa pode ser acessada em roedores
através do Teste do Labirinto Aquatico (MORRIS et al., 1982), amplamente utilizado para
avaliar a memdria espacial em varios modelos de estudos sobre a DAE experimental (KANG
et al., 2017; YING et al.,, 2018). No presente trabalho, avaliamos a memoria espacial
(dependente da integridade do hipocampo) dos animais atraves dos critérios de laténcia (o
tempo que o animal demora a encontrar a plataforma) e do nimero de cruzamentos.

Nessa avaliacdo, os animais submetidos as injeces de STZ apresentaram déficits
na memoria espacial, demonstrando um maior tempo de laténcia para encontrar a plataforma e
um menor nimero de cruzamentos no quadrante onde a plataforma estava escondida,
corroborando com o trabalho de padronizagédo do modelo de DAE por STZ no nosso grupo
(QUEIROZ, 2016) e com outros estudos de DAE nesse modelo (GHASEMI-KASMAN et al.,
2018; KUMAR; SINGH, 2017; CHEN et al., 2013; AGRAWAL, 2011).

O tratamento com o eriodictiol na dose de 4 mg/kg promoveu uma melhora no
tempo de laténcia, mas ndo restaurou, significativamente, o niumero de cruzamentos. Esse
resultado pode ser explicado pelo conhecido potencial antioxidante do eriodictiol e que foi
demonstrado pelos resultados in vitro e in silico, corroborando com outros achados (HE et al.,
2019; Ll et al., 2022). Outros flavonoides (rutina, silimarina e puerarina) também evidenciaram
uma reducdo no estresse oxidativo em modelos de DAE, porém sem apresentarem uma
diferenca significante no teste do labirinto aquatico de Morris (Li et al., 2020).

Na literatura, o flavonoide curcumina previne o déficit na memoria espacial
induzido por estresse cronico (XU et al., 2009), por deméncia induzida por aluminio (KUMAR,;
DOGRA; PRAKASH, 2009) e por - amiléide (AHMED; ENAM; GILANI, 2010). Esses
resultados corroboram com estudos feitos com animais submetidos ao modelo de DAE induzido
por peptideo A e tratados com substincias naturais com agdo antioxidante e antiinflamatoria,
no qual os animais tratados apresentaram uma diminuicdo significativa no tempo de laténcia
para encontrar a plataforma (GHAHREMANITAMADON et al., 2014; BUTTERFIELD;
POCERNICH, 2003). Dessa forma, acredita-se que a sinalizacdo de insulina pode ser regulada
por Espécies Reativas de Oxigénio (EROS) (LOPES; SILVA; FORTUNATO, 2008).

O modelo animal estudado pode variar quanto a sua suscetibilidade a diferentes
patologias, com um espectro de resisténcia de cada linhagem a fisiologia, genética e alteracdes
moleculares (FIOCRUZ, 2017). As linhagens isogénicas parecem ser mais suscetiveis a
toxicidade por STZ (RAVELLI et al., 2017), mas representam menos o0 padrdo genético
translacional encontrado na natureza. A analise por Western blot demonstrou que a expressdo

de sinaptofisina diminuiu, mas néo significativamente, no cortex pré-frontal apos as injecdes
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de STZ. Em modelos transgénicos e em linhagens isogénicas a diminuigdo dos niveis de
sinapsina e sinaptofisina sdo evidenciadas ao longo do tempo e sdo acompanhadas de outros
marcadores da DA, como Tau- fosforilada e peptidios Ap (XU et al., 2014; RAVELLI et al.,
2017).

Curiosamente, Mayer e colaboradores (1990) demonstraram que, ap6s 2 semanas
da injecdo de STZ, a memdria aversiva foi reduzida, mas néo foi observado efeito na memoria
espacial. Outros estudos demonstraram que doses menores de STZ resultam em um déficit
cognitivo menor (AGRAWAL et al., 2010; PRICKAERTSET et al., 2000), pois o efeito
neurotoxico é progressivo, de longo prazo e dose-dependente (MAYER et al., 1990), entdo
espera-se que em um maior tempo de indugdo do modelo seja possivel observar maiores danos
cerebrais (KANDIMALLA et al., 2017; TAOUIS; TORRES-ALEMAN, 2019). Uma maior
administracdo i.c.v pode alcancar o meio intercelular através de outros transportadores, além
da GLUT 2, induzindo efeitos toxicos generalizados (GRUNBLATT et al., 2007) e sugerindo
que a STZ tem acOes independentes de GLUT 2 e 4 (mais presentes no hipocampo), mas
também em GLUT 1 e 3 (mais presentes no cortex).

Esta bem documentado que a potenciacdo a longo prazo (LTP) e a plasticidade
sinaptica em neurdnios sdo importantes para a aprendizagem e a memoria, onde ha uma
diminuicdo significativa na densidade sinaptica nas &reas de associacdo neocorticais e do
hipocampo na deméncia (STEPHEN; DOUGLAS, 2003). A perda de sinapses descrita em
pacientes com DA pode estar relacionada ao estado cognitivo encontrado nesses pacientes e
pode representar uma razdo para o declinio da funcéo cognitiva (DEKOSKY'; SCHEFF, 1990).

Tais evidéncias epidemiolégicas reforcam a associagdo entre DMT2 e DAE, sendo
gue 0s mecanismos de associacgao entre elas estdo interligados por meio do processo central de
resisténcia a insulina (KANDIMALLA et al., 2017). Neste estudo, foi feita a dosagem da
glicemia em todos os animais, sem restri¢cdo alimentar, antes dos procedimentos de inducéo e
antes da eutanasia, para confirmar se os animais ndo estavam diabéticos. Os resultados obtidos
demonstraram que ndo houve nenhuma alteracdo nos niveis de glicose antes e ap0s o0s
procedimentos de indugdo com STZ nos grupos experimentais avaliados neste estudo. Essa ndo
alteracdo corrobora com outros trabalhos (PACHECO et al.,, 2018; BASSANI, 2017;
BEZERRA, 2019), demonstrando que o modelo estudado ndo influencia no nivel basal da
glicose sanguinea, ndo induzindo DM nos animais, e gera uma alteragdo no metabolismo da
glicose apenas a nivel de SNC com a resisténcia insulinica cerebral (SALKOVIC-PETRISIC;
HOYER, 2007).
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O estado da resisténcia de insulina cerebral, induzido pela STZ central, vem sendo
associado as mudancgas morfologicas, moleculares e comportamentais que ocorrem na DAE
(LESTER-COLL et al.,2006). Dentre essas mudancas, ja foram identificadas alteracdes nos
processos mitocondriais, levando a um processo ciclico de reducéo da producéo de energia e a
um aumento das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ROIs) e um aumento do estresse
no reticulo endoplasmaético (REL) que desregula o metabolismo lipidico, causando acumulo de
lipidios toxicos no cérebro (DA SILVEIRA et al., 2021).

Estudos tém demonstrado haver um aumento do estresse oxidativo por meio das
dosagens de nitrito, dosagem de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) e da
enzima Glutationa peroxidase (GPx) no modelo de DAE por STZ (PACHECO et al., 2018;
KUMAR; SINGH, 2017; KUMAR, 2017). Um dos principais componentes celulares afetados
pelo estresse oxidativo € a membrana celular que sofre um processo de peroxidacao. Por isso,
avaliamos a dosagem de MDA (um aldeido de cadeia curta), principal produto da peroxidagédo
lipidica, no cortex pré-frontal (CPF) e no hipocampo dos animais através dos niveis de TBARS
(DRAPER; HADELY, 1998).

Nossos resultados demonstraram que o modelo induzido causou um aumento
significativo nas concentracdes de MDA no cortex pré-frontal (CPF), evidenciando um
aumento da peroxidacao lipidica e desestabilizacdo da membrana plasmatica, consequéncia da
injuria neuronal causada pelo estresse oxidativo induzido por STZ. Outros trabalhos
demonstraram esse aumento na peroxidacao lipidica com o STZ, gerando H2O> e 6xido nitrico,
originando espécies reativas de oxigénio (KWON et al., 1994; HE et al., 2019) e nitrogénio
(VALKO et al., 2007).

No nosso estudo, o tratamento com o eriodictiol na dose de 4 mg/kg, v.0, apresentou
tendéncia, mas ndo reduziu significativamente a peroxidacéo lipidica no hipocampo. Contudo,
outros trabalhos demonstraram que os derivados da eritrocina, como o eriodictiol, reduzem o0s
niveis de MDA e outros marcadores de estresse oxidativo em experimentos clinicos e pré-
clinicos de DM (MIYAKE et al., 1998; HE et al., 2019; YAO et al., 2022; YUAN et al., 2022;
CESAR; RAMOS; RIBEIRO, 2022). No estudo da Diabetes Tipo 3, Li e colaboradores (2022)
também identificaram o efeito antioxidante neuroprotetor (reducdo de MDA em cortex e
hipocampo) do eriodictiol (50 mg/kg v.0) ap6s 3 meses de tratamento em camundongos
transgénicos (LI et al, 2022). Desse modo, outros experimentos utilizando uma dose maior de
eriodictiol devem ser realizados para avaliar se ndo termos obtido efeito foi por baixa dose do

eriodictiol no tratamento desse modelo.
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No modelo de inducdo de DAE por STZ, o aumento da geracao de radicais livres e
posterior estresse oxidativo sdo bem relatados quanto a geracdo de prejuizos ao aprendizado e
memoria, levando a disfuncdo cognitiva (ISHRAT et al., 2009). A estrutura quimica da STZ
sugere que este composto também possa produzir éxido nitrico (NO) (RAI et al., 2014). O NO
apresenta efeitos protetores, dilatando vasos e dessa maneira aumentando a oferta de glicose e
oxigénio, e deletérios reagindo com o radical superoxido formando entdo o ion peroxinitrito
(molécula é extremamente toxica que danifica proteinas, lipideos de membrana e DNA) que
desencadeia uma cascata de alteragcdes bioquimicas e estruturais com liberacdo de mediadores
inflamatorios, hiperfosforilacao da proteina Tau e agregados de peptideo AP resultando em
estresse oxidativo, neuroinflamacéo e morte celular (DESHMUKH et al., 2009; MEHAN et al.,
2011).

Os animais submetidos as injecbes de STZ apresentaram um aumento significativo
nas concentragdes de NO2/NO3 no hipocampo e o tratamento com o eriodictiol (4 mg/kg) foi
capaz de prevenir esse dano, corroborando com os resultados de Zhang e colaboradores (2020).
Além disso, Li e colaboradores (2020), em um modelo in vitro de glioma, observou que o
eriodictiol possui efeito antioxidante regulando negativamente a via de sinalizacdo
fosfoinositideo 3-quinase (PI3K)/Akt/NF-kB de maneira dependente da concentragéo.

A estimativa do estresse oxidativo induzido por injecdo i.c.v de STZ também é
comumente medida em niveis de GSH (glutationa). Fisiologicamente, os niveis de EROs e
ERNSs sdo rigidamente controlados por antioxidantes que podem agir como seqiestradores ou
“scavenger”, tal como no sistema glutationa (LU et al., 2011), ou de maneira indireta através
do aumento da expressdo de enzimas antioxidantes (LU et al., 2011). A glutationa reduzida
(GSH) (SEDLAK; LINDSAY, 1968) ¢ levada a deplecdo em situacdes de estresse oxidativo,
sendo principalmente observado no hipocampo apos 2-3 semanas do protocolo cirtrgico com
STZ no mesmo modelo (ISHRAT et al., 2009).

Nesta avaliacdo, os animais submetidos as injecdes de STZ apresentaram uma
reducdo significativa nas concentra¢des de GSH no hipocampo e o tratamento com o eriodictiol
(4 mg/kg, v.0) foi capaz de prevenir. Assim, o efeito antioxidante do eriodictiol esteve
envolvido no seu efeito neuroprotetor contra o dano oxidativo induzido pelo STZ, uma vez que
0 composto preveniu o tecido cerebral do aumento de EROs e ERNs. Outros flavonoides, como
os do mirtilo, a rutina, a silimarina e a puerarina preveniram os défcites de aprendizado e
memoria em modelos de DAE através da reducdo da neuroinflamacédo e do estresse oxidativo
(L1etal., 2020; LAU et al., 2007).
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Além dos efeitos de estresse oxidativo, 0 modelo de infuséo i.c.v de STZ também
tem sido associado a extensa perda de células, neurodegeneracdo e astrogliose (SONKUSARE
et al., 2005; BEZERRA, 2019). Essas alteracdes morfoldgicas ocorrem algumas semanas apos
a injecao e sdo comparaveis a DA e perduram por periodos ainda indeterminados (SANTOS et
al., 2012). Os astrocitos possuem um papel fundamental na manutencéo da homeostase cerebral
e, em injuria cerebral, sdo ativados e comecam a se proliferar e a se hipertrofiar, processo
denominado astrogliose reativa (SWANSON et al., 2004), que pode ser mensurada pelo
aumento da expressdo de GFAP. A proteina acida fibrilar glial (GFAP) é exclusiva dos
astrocitos que os diferencia dos demais tipos celulares (OCALLAGHAM; SRIRAM, 2005).

No presente estudo, os animais submetidos ao STZ apresentaram uma astrogliose
hipocampal, corroborando com outros autores em ratos (SOUZA et al., 2022) e camundongos
(BEZERRA, 2019). Outros modelos de DAE ja evidenciaram que défcites cognitivos podem
surgir sem astrogliose e microgliose evidente (MACHADO et al., 2020). Além disso, embora
ja tenha sido evidenciado um efeito preventivo da astrogliose pelo eriodictiol 4 mg/kg i.p no
cortex em um modelo de isquemia (FERREIRA et al., 2016), o tratamento com eriodictiol na
mesma dose ndo diminuiu significativamente essa astrogliose no modelo de DAE.

Esse resultado pode ser embasado, tanto na diferenga entre os modelos estudados,
como, provavelmente, pela via de administracdo utilizada, pois € sabido que a
biodisponibilidade via oral € menor do que na via intraperitonial. Na literatura, o efeito protetor
da gliose nesse modelo também parece estar associado a uma acgédo anti-colinesterésica dose-
dependente (SONKUSARE et al., 2005; BEZERRA, 2019) que néo foi avaliada nesse estudo.

Assim, se fez necessario dar continuidade a este estudo para entender de forma mais
detalhada outras bases moleculares da ac¢éo do eriodictiol envolvida na neuroprotecdo por STZ,
bem como, conhecer a sua possivel relacdo com as vias promotoras de neuroprotecdo
relacionadas a resisténcia a insulina, que ajudaram a elucidar os seus efeitos sobre a cognicao,
especificamente, sobre a aprendizagem e a memoria.

Nesse contexto, 0 uso de metodologias computacionais tem se tornado cada vez
mais importantes, pois essa aplicacdo tem oferecido um excelente suporte para o
desenvolvimento e identificagdo de novas terapias farmacoldgicas. Os ensaios in silico do
presente estudo foram realizados objetivando a avaliacdo da atividade do eriodictiol e foram
conduzidos em parceria com a FIOCRUZ- CE, sob a supervisao do Professor Dr. Jodo Herminio
Martins da Silva.

Com os resultados dos estudos de docking foi realizada uma avaliagdo mais

detalhada por Dinamica Computacional para identificar as possiveis interacfes eriodictiol-
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proteina-alvo. Inicialmente, foi realizado um “screening” virtual para identificar as afinidades
de ligacdo do eriodictiol com os principais alvos moleculares descritos na literatura em
experimentos in vivo correlacionados a Doenca de Alzheimer. As orientacdes e conformacdes
de poses foram classificadas (ranqueadas) de acordo com as funcBes de escore empiricas,
baseadas na mecanica molecular.

Na identificacdo de possiveis alvos do eriodictiol, a busca de proteinas com
estrutura de boa resolucdo computacional, resultou na obtencdo de dez alvos proteicos de
interesse (GSK3p, Keapl, apoE3, MAPK, PPARgamma, IGFR1, SYN, IRS1, TLR4 ¢ PI3K).
O docking cego ranqueou, de forma qualitativa, o potencial de interacdo destas ao eriodictiol e
todas tiveram valores de afinidade predita similares. Contudo, por otimizagdo experimental,
optou-se por utilizar trés proteinas-alvo (IRS-1, GSK3B e KEAP1) nas demais avaliacdes
estruturais para as avaliacdes subsequentes de suas cavidades, docking dirigido e dindmica
molecular.

A literatura tem destacado que o eriodictiol pode ser um potente secretagogo de
insulina em comparacdo a outros compostos naturais (HAMEED et al., 2018). Esse efeito
insulinotropico, provavelmente se deve ao aumento da secrecdo de insulina dose-dependente
em modelos diabéticos e ndo-diabéticos in vivo e in vitro envolvendo a ativagdo da cascata de
sinalizacdo da proteina quinase A (PKA), levando a exocitose de insulina (SHIBASAKI et al.
2014; HAMEED et al., 2018). Além disso, o tratamento cronico com eriodictiol reduziu a
glicose no sangue em ratos modelo DMT?2, sugerindo que o eriodictiol tem um papel terapéutico
na condicao diabética tipo 2 ndo obesa (HAMEED et al., 2018).

Os IRSs sdo expressos nos sistemas periféricos, assim como no SNC, especialmente
no hipocampo, primeira estrutura afetada na DA. No encéfalo, os oligbmeros amiloides levam
a ativacdo anormal do TNF-o via c-Jun-quinase N-terminal (JNK), inibindo IRS1 e
interrompendo a sinalizacdo da insulina (DA SILVEIRA et al., 2021). Em relacdo a interacdo
do eriodictiol com o receptor de insulina tipo 1 (IRS1), foi observado que o eriodictiol interage
prioritariamente em trés regides no docking, porém, na dindmica molecular, evidenciou-se que
nenhuma das poses testadas indicam a ocorréncia de convergéncia entre as simulagdes. Tais
resultados séo pioneiros e apontam para o ndo reconhecimento apropriado do ligante eriodictiol
pela proteina IRS1, ou seja, o efeito neuroprotetor do eriodictiol parece ndo atuar diretamente
sobre o receptor de insulina. Esse resultado corrobora com um estudo in silico que sugere que
o eriodictiol atua na cascata de sinalizagdo do cAMP via PKA e ndo por meio da cascata de
sinalizac&o intracelular do IRS1 (HAMEED et al., 2018).
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Resumidamente, a insulina, além do seu envolvimento periférico no metabolismo
da glicose, também atua modulando cogni¢do, memodria e plasticidade sinéptica através das vias
associadas ao complexo insulina/receptor tirosina quinase. Além disso, dados de estudos post
mortem tem demonstrado uma diminuicdo do contetdo de insulina e da expressao dos seus
receptores no cortex e hipocampo, bem como aumento de GSK3p (STEEN et al., 2005). Por
1SS0, pesquisadores tem demonstrado interesse na descoberta de inibidores de GSK3f visando
maior especificidade e eficacia.

Uma das caracteristicas benéficas do método de docking € a capacidade de
reproduzir modos de ligagéo semelhantes aos observados experimentalmente. No nosso estudo,
comparamos o flavonoide morina complexado a GSK3p (PDB ID: 6AE3) para avaliagdo do
eriodictiol no sitio ligante da proteina (KIM et al., 2018). Dessa forma, ao comparar 0s
resultados das simula¢6es da proteina livre e dos complexos com o eriodictiol, é possivel sugerir
que a presenca do ligante levou a uma restrigdo conformacional em GSK3f, mas ainda é
necessario a extensdao do tempo de simulacdo para confirmar a estabilidade da interacdo
GSK3p-eriodictiol.

A avaliacdo das ligacdes de hidrogénio identificou uma interacdo polar presente em
todas as replicatas das duas poses com Asp133, apontando este residuo como ancora principal
da molécula. Tal interacdo parece desencadear alteracdes na flexibilidade e no perfil de
conformagdes adotados pela GSK3f ao longo da simulagdo que podem levar a inibigdao de sua
atividade de quinase, como foi observado com a morina (KIM et al., 2018). Assim, podemos
sugerir que o eriodictiol interage com GSK3f de forma estavel e exerce um efeito inibidor
prevenindo a fosforilagdo de Tau e, consequentemente, a exarcebacdo do processo
neurodegenerativo na DAE induzido por STZ.

Atualmente é intensamente estudado que a ativacdo da sinalizacdo Keapl-Nrf2-
ARE pode fornecer protecdo contra varias doencas relacionadas ao estresse e a inflamacéo,
incluindo doencas neurogenerativas, pois essa via € o melhor mecanismo de defesa celular que
controla o dano xenobiotico e o estresse oxidativo. Além disso, a via Keapl-Nrf2-ARE também
estd envolvida no inicio de varias vias que mantém o metabolismo e o equilibrio redox
intracelular, controlando um grupo de proteinas citoprotetoras ao nivel da transcri¢éo celular
(CUADRADO et al., 2018).

Nos ultimos anos, muitos esforcos foram feitos para desenvolver potentes
inibidores de Keapl-Nrf2 com novas estruturas quimicas de diferentes poténcias (MOU et al.,
2020). Outros estudos destacaram que esses compostos podem imitar a forma intrinseca da

ativacdo da Nrf2 e interagir com os residuos reativos em Keapl (HUR; GRAY, 2011).
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Vaérios estudos relataram que o eriodictiol tem efeitos neuroprotetores em diversos
modelos in vitro e in vivo por meio de mecanismos enddgenos de defesa antioxidante e anti-
inflamatdria via Keap1l-Nrf2-ARE (LOU et al., 2012; JING et al., 2015; HE et al., 2019; LV et
al., 2019; DENG et al., 2020; LI et al., 2022; JING et al., 2013; AL-KHAYRI et al., 2022;
HABTEMARIAM, 2019; AL-ISHAQ et al., 2019). Além disso, o eriodictiol aliviou o estresse
oxidativo induzido por LPS via Nrf2/Keap1l in vivo e in vitro (He et al., 2019).

Nos nossos estudos in silico foi observado que o eriodictiol pode interagir em duas
regides do Keapl. Vale ressaltar que, na regido 1, usamos a informacéo experimental de Davies
e colaboradores (2016) na qual o inibidor ligante &cido 3-(4-clorofenil) propanoico esta co-
cristalizado com Keapl (PDB ID: 5FNQ) para os testes com o eriodictiol. Dessa forma, 0s
modos de ligacdo obtidos nas simulagdes foram comparados com o modo obtido
experimentalmente do complexo acido 3-(4-clorofenil) propanoico e Keapl.

Além disso, Davies e colaboradores (2016) demonstraram o uso de uma abordagem
baseada em fragmentos para direcionar a interacdo Keapl-Kelch-Nrf2, onde em sua triagem
cristalogréfica de raios-X identificou trés “pontos quentes” distintos dentro do bolso de ligacédo
do Nrf2 do Keapl, permitindo a identificacdo farmacologica de moléculas que diminuem a
ubiquitinacdo de Nrf2 por meio da modificacdo de residuos de Keapl. O &cido 3-(4-clorofenil)
propanoico é um composto lider promissor que exibe ligacdo forte e seletiva a Keapl e ativa a
resposta antioxidante Nrf2 em modelos celulares e animais, fornecendo uma sonda quimica de
alta qualidade para explorar o potencial terapéutico de interromper a interacdo Keapl-Nrf2.

A sobreposicdo entre os modos de ligacdo do eriodictiol com o acido 3-(4-
clorofenil) propanoico demonstrou que o eriodictiol explora, de forma estavel, interacOes
favoraveis do sitio de inativacdo do Keapl, evidenciando o espaco quimico (na entrada da
cavidade em formato de tdnel) que pode ser identificado no complexo com outros possiveis
inibidores da proteina (DAVIES et al., 2016).

Corroborando com esse resultado, estudos de Zeng e colaboradores (2021)
indicaram que o tratamento com eriodictyol-7-O-glicosideo (E7G) fosforila o residuo Ser40,
gue esta localizado no dominio N-terminal Neh2 de Nrf2 (dominio que interage com Keapl no
citoplasma). Assim, quando esse aminoacido é fosforilado, o Nrf2 é liberado de Keapl,
translocado para o nucleo e, entéo, regula o estresse oxidativo através de multiplas vias (ZENG
et al., 2021). Dessa forma, o E7G (analogo do eriodictiol) é considerado um novo ativador da
via Nrf2-Keap1, garantindo neuroprotecao para lesdo isquémica cerebral.

Nesse estudo, nas simulagdes em todas as poses escolhidas para o eriodictiol, na

regido 1, a molécula é ancorada por interagdes com a Arg92 e com a Ser40 ou 1193, onde a
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presenca do eriodictiol parece ndo afetar significativamente o espaco conformacional
amostrado por Keapl. Na regido 2, localizada no centro do tdnel, as principais interagdes sao
estabelecidas com a Val142, Leu234 e Thr237 e é possivel observar tanto um possivel efeito de
restricdo quanto de expansao conformacional. Portanto, é possivel sugerir que o eriodictiol pode
interagir de forma estavel com Keapl na entrada do tunel (regido 1) e 0 mesmo parece causar
alteracdes conformacionais ao interagir na regido mais interna da cavidade (regido 2).

Tendo em vista a existéncia de informacgdes experimentais da inibicdo de Keapl
pela interacdo com a sonda quimica de alta qualidade para explorar o potencial terapéutico de
interromper a interagdo Keapl-Nrf2 (DAVIES et al., 2016) e da translocagdo do Nrf2 para o
nucleo por fosforilacdo de Ser40 pelo E7G (anélogo do eriodictiol), é possivel inferir que o
eriodictiol exerca sua atividade biologica por mecanismo similar. Assim, podemos sugerir que
o eriodictiol consegue interagir com a proteina Keapl de forma estavel e exerce um efeito
ativador da via Nrf2, desencadeando a ativagao de genes Nrf2/ARE e prevenindo a exarcebacgéo
do processo neurodegenerativo intracelular na DAE induzido por STZ.

O Nrf2 estimula a transcricdo de genes que expressam a Glutationa peroxidase
(GPx) que € crucial para a sobrevivéncia celular, metabolismo e homeostase redox (OH; JUN,
2017). A GPx s&o as rincipais enzimas responsaveis pela remogdo de peroxido de hidrogénio e
peroxidos organicos para seus correspondentes alcoois as custas da conversao de GSH a GSSG
(FERREIRA & MATSUBA, 1997). Desse modo, a possivel ativacdo da via Keap1-Nrf2 pelo
eriodictiol corrobora com o resultado experimental observado pelo aumento de GSH no
hipocampo dos animais STZ tratados com eriodictiol.

Assim, o eriodictiol pode ser uma estratégia terapéutica promissora no
desenvolvimento de antioxidantes moduladores da inflamacdo que atuam como agentes
preventivos ou terapéuticos para condicdes de doenca que envolvem estresse oxidativo e
inflamacdo como na Diabetes e na Doenca de Alzheimer.

E conhecido que os flavonoides e seus metabdlitos sdo capazes de atravessar a
barreira hematoencefélica (KALT et al., 2008; ANDRES-LACUEVA et al., 2005) e podem
exercer acdes neurofarmacoldgicas a nivel molecular, influenciando vias de sinalizagdo e
expressao génica (WILLIAMS et al., 2004; SPENCER, 2008). Também é sugerido pela
literatura que, devido ao seu efeito dependente de glicose in vitro e in vivo, e auséncia de efeito
hiperglicémico, o eriodictiol possa servir como um forte candidato a medicamento para futuras
pesquisas diabéticas e como uma boa alternativa terapéutica a outros secretagogos de insulina,

incluindo as sulfoniluréias.
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Uma vez que a atividade estimuladora de insulina do eriodictiol ocorre apenas em
altas concentracfes de glicose, € provavel que o eriodictiol exiba um risco reduzido de
hipoglicemia induzida por drogas, como observado nas sulfoniluréias (HAMEED et al., 2018).
Assim, o eriodictiol é uma substancia que pode ser testada em humanos, pois possui baixa
toxicidade e é amplamente distribuido em frutas citricas, sendo uma molécula promissora para
a pesquisa translacional na DA.

Curiosamente, em uma pesquisa translacional de longo prazo (inicio em 1997),
pesquisadores do Projeto Memoria e Envelhecimento do RADC adquiriram informacgoes
dietéticas completas durante o acompanhamento e autdpsias cerebrais de 575 pacientes com
DA, cuja média a idade do 6bito foi de 91,3 anos. Os dados sugerem que a antocianina
pelargonidina, presente em frutas vermelhas, pode proteger o cérebro envelhecido do
desenvolvimento da DAE, pois ao longo do tratamento, os pacientes tiveram melhora na
memoria episddica, memoria de trabalho, memdria semantica, capacidade visuoespacial e
velocidade perceptiva e apresentaram menos neurofilamentos e perda sinaptica (RUSH, 2022).
De acordo com 0s autores, isso motiva uma mudanca simples que qualquer pessoa pode fazer
em sua dieta na busca por salde, pois mostra que fazer escolhas alimentares especificas pode
levar a uma neuroprote¢do e uma taxa mais lenta de declinio cognitivo.

Entende-se que a DA é uma doenca neurodegenerativa ainda bastante
incompreendida e suas mdltiplas vias patoldgicas contribuem para a complexidade e
dificuldade de tratamento e prevencéo desta doenca. Este trabalho apresentou bases moleculares
e sinalizac@es intracelulares envolvidas em duas importantes doencas degenerativas crénicas, a
DM e DA, destacando a importancia para a compreensdo da relacéo entre as duas patologias e
a hipdtese da Doenga de Alzheimer por Diabetes Tipo 3 (Figura 57).

Uma vez que ainda ndo ha cura paraa DA, o maior desafio esta no desenvolvimento
de novas terapias e/ou alvos terapéuticos para cura ou tratamento sintomatico da doenca. Assim,
o0 entendimento molecular apresentado pode favorecer e permitir o desenho de novos farmacos,
ou estabelecer novos tratamentos que possam retardar ou bloquear a progressao da DAE, com
aumento da sobrevida dos pacientes, melhora na sua qualidade de vida e beneficios para a saide

publica.
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Figura 57 - Sintese do mecanismo de acdo protetor do eriodictiol em modelo de DAE por STZ
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Fonte: Elaborado pelo autor. Setas em vermelho destacam a agéo da estreptozotocina (STZ) e em preto a do
eriodictiol neste estudo.
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7 CONCLUSOES

Este estudo é pioneiro em reportar evidéncias pré-clinicas do efeito neuroprotetor
do eriodictiol sobre o estresse oxidativo, a neuroinflamacdo e os déficits de memoria em
camundongos submetidos ao modelo de DAE pela hipotese do Diabetes Tipo 3. Assim,
podemos resumir as conclusdes deste trabalho, de modo que:

e O eriodictiol protege contra a neurotoxicidade induzida pelo STZ em um modelo

experimental da Doenca de Alzheimer Esporddica (DAE), observada pela

diminuicdo dos déficits de memoria causados pela doenca;

e O efeito neuroprotetor do eriodictiol, provavelmente se deve a uma acéo

antioxidante e anti-inflamatoria via inativacdo do GSK-3B e ativacdo da via

Keapl/Nrf2 que preveniu da reducdo de GSH e diminuiu os niveis nitrito/nitrato,

consequentemente, atenuando o processo da neuroinflamacdo e da resisténcia a

insuling;

e O eriodictiol pode ser uma estratégia terapéutica adjuvante promissora para o

tratamento da DA.
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS

A terapia combinada com antioxidantes pode levar a melhores resultados para
pacientes com resisténcia a insulina e pode chegar a pratica clinica com maior compreenséao
dos mecanismos que eles empregam (HURRLE; HSU, 2017). Uma dieta variada e nutritiva
pode ser empregada como medida preventiva para a satde metabolica e como um complemento
ao tratamento de Sindromes Metabdlicas, seja de Diabetes Mellitus, Obesidade, Doenga de
Alzheimer ou Diabetes Tipo 3.

Como futuros experimentos que podem suprir interrogacées no atual trabalho,
sugerimos:

e Estudar o efeito do STZ em um modelo de longo prazo de indugéo;

e Avaliar uma maior dose-resposta do eriodictiol no modelo animal de DAE por

STZ;

e Comparar o tratamento com o eriodictiol com um farmaco antidiabético

comercial e seu efeito sinérgico;

e Avaliar a expressdo de GSK3p, Keapl e outras proteinas-alvo identificadas na

literarura de acao do eriodictiol no cértex e hipocampo dos camundongos.
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