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RESUMO

A doenca de Alzheimer (DA) é a causa mais comum de deméncia em idosos. E
caracterizada por disfuncdo cognitiva progressiva com acumulo do peptideo [-
amiloide 1-42 (APi142) extracelular, emaranhados neurofibrilares intracelular,
excitotoxicidade glutamatérgica e neuroinflamacdo. O tratamento farmacoldgico
atual ndo é totalmente eficaz. Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar o
efeito do litio e/ou memantina na memdria espacial e neuroinflamacdo em um
modelo animal tipo DA induzido pelo peptideo ABi-42. Foram utilizados 80 ratos
Wistar machos adultos, os quais foram submetidos a cirurgia estereotaxica e apos
72 horas foi administrado intrahipocampal o peptideo Api42 ou fluido
cerebroespinhal artificial (ACSF). ApOs 24 horas, iniciou o tratamento por via oral
com memantina (5 mg/kg), litio (5 mg/kg), &gua ou associa¢do entre memantina e
litio durante 17 dias. Entre o 15° e 19° foi realizado o teste comportamental radial
maze, onde avaliou-se o tempo total, erros totais, erros de memoaria de referéncia e
de trabalho. No dltimo dia, os animais foram submetidos a eutanésia, e o coértex
frontal e hipocampo foram dissecados para a analise dos niveis de citocinas: TNF-q,
IL-18 e IL-4. Os resultados do teste radial maze mostram que o grupo controle
(ACSF+agua) reduziu o tempo e erros totais para encontrar a comida, diferente do
grupo ABi-42+agua, que reduziu o tempo e erros somente no ultimo dia. O grupo ABa-
42+litio reduziu o tempo no 3° e 4° dia e os erros em todos os dias de teste; o grupo
AB1-42+memantina reduziu o tempo e os erros no 3°e 4° dia, enquanto que o grupo
AB1-42+litiotmemantina reduziu o tempo em todos os dias de teste, revertendo o
dano de memoéria induzido pelo peptideo APi42. Além disso, os animais que
receberam a associacao obtiveram um pequeno numero de erros desde o0 1° dia em
relacdo ao grupo peptideo sozinho. Em relacdo as citocinas no cértex frontal, houve
uma reducdo nos niveis de IL-4 no grupo peptideo e este efeito foi revertido pelo
litio, memantina e associacdo destes; um aumento ocorreu nos niveis de IL-1[3, e
este foi revertido pelo litio, memantina e associacao destes; ja os niveis de TNF-a
nao foram alterados. No hipocampo, houve uma reducéo nos niveis de IL-4 no grupo
peptideo, e o tratamento com memantina e a associacdo de litio e memantina
aumentou os niveis desta citocina. O peptideo induziu aumento nos niveis das
citocinas IL-1B e TNF-a e o tratamento com litio, memantina e associagédo destes
conseguiram reverter este efeito. O tratamento com litio e memantina mostrou ter
resultados benéficos na neuroinflamacao e sua associacdo pode ser uma alternativa
promissora na reducdo dos danos de memoria espacial observados em deméncias
como na DA.

Palavras-chave: Doenca de Alzheimer; peptideo B-amiloide 1-42; litio; memantina;
associagao; citocinas.



ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is the most common cause of dementia in the elderly. It is
characterized by progressive cognitive dysfunction with accumulation of B-amyloid
peptide 1-42 (AB1-42) extracellular, intracellular neurofibrillary tangles, glutamatergic
excitotoxicity and neuroinflammation. The current pharmacological treatment is not
fully effective. Therefore, the aim of this study was to evaluate the effect of lithium
and/or memantine in spatial memory and neuroinflammation in an AD-like animal
model induced ABi-42 peptide. It were used 80 adult male Wistar rats, which
underwent stereotactic surgery and after 72 hours was administered
intrahippocampal the ABi-42 peptide or artificial cerebrospinal fluid (ACSF). After 24
hours, started on treatment with memantine orally (5 mg/kg), lithium (5 mg/kg) water
or association between memantine and lithium for 17 days. Among 15" and 19" was
carried out radial maze behavioral test, which evaluated the total time, total errors,
reference and work memory errors. On the last day, the animals were euthanized,
and the frontal cortex and hippocampus were dissected for analysis of TNF-a, IL-13
and IL-4 levels. Radial maze test results show that the control group (ACSF+water)
reduced the total time and error to find the food different from ABi-4a2twater group,
which reduced the time and errors only on the last day. The ARi-a2+lithium group
reduced the time in the 3@ and 4™ day and mistakes every day test; the ARi-
s2+memantine group reduced the time and errors in the 3™ and 4™ day, while the AB1-
s2+lithium+memantine group reduced the time on all test days, reversing memory
damage induced by peptide APi-42. Moreover, the animals that received the
association obtained a small number of errors from the first day compared to peptide
alone group. Regarding the cytokines in the frontal cortex, there was a decrease in
IL-4 level in the peptide group and this effect was reversed by lithium, memantine
and association thereof; an increase occurred in IL-13 levels, and this was reversed
by lithium, memantine and association of these; since TNF-a level was not altered. In
the hippocampus, there was a decrease in IL-4 levels in the peptide group and
treatment with memantine and the association of lithium and memantine increased
levels of this cytokine. The peptide induced increase in the IL-1B and TNF-a levels
and the treatment with lithium and memantine association reversed this effect. The
treatment with lithium and memantine was shown to have beneficial results in
neuroinflammation and their association may be a promising alternative in reducing
memory space damage as seen in the AD-like dementias.

Key words: Alzheimer's disease; B-amyloid peptide 1-42; lithium; memantine;
association; citokynes.
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1 INTRODUCAO

A causa mais comum de deméncia em idosos é a doenca de Alzheimer
(DA), com prevaléncia de 5% depois dos 65 anos de idade, aumentando
aproximadamente para 30% a partir dos 85 anos (GALIMBERTI, 2012). A DA é
geralmente classificada de acordo com a idade que inicia, o principal fator de risco
para a desenvolver a DA esporadica (de inicio tardio) é a idade, a maioria (>95%)
dos individuos tém uma idade de inicio acima dos 65 anos de idade, enquanto que
aproximadamente 1-5% tém um inicio mais precoce, ou seja, com idade inferior a 65
anos de idade, (DA de inicio precoce) que sao clinicamente indistinguiveis. No
entanto, a DA de inicio precoce é geralmente mais grave, com uma taxa mais rapida
de progressdo (RADEMAKERS; CRUTS; BROECKHOVEN, 2003). A DA de inicio
tardio estd4 se tornando cada vez mais prevalente na popula¢cdo, com mais de 15
milhdes de pessoas afetadas no mundo inteiro, e sua causa € multifatorial, causada
pelo envelhecimento em conjunto com uma interacdo complexa de ambos os fatores
de risco ambientais e genéticos (BU, 2009). Em contrapartida, a DA de inicio
precoce (familiar) € uma rara doenga autossémica dominante, podendo ser causada
por mutacdes nos genes da proteina precursora amiloide (APP) localizado no
cromossomo 21; gene da presenilina 1 localizado no cromossomo 14 e gene da
presenilina 2 no cromossomo 1, ambos ligados ao metabolismo dos peptideos AR
(RADEMAKERS; CRUTS; BROECKHOVEN, 2003; ZEKANOWSKI et al., 2004;
BLENNOW et al., 2006) e a expressao do gene da apolipoproteina E (ApoE) no alelo
e4. Vérios dos receptores da ApoE interagem com a APP modulando o seu trafego e
processamento da APP, além de transportar o colesterol diretamente para o cérebro
(ZEKANOWSKI et al., 2004; BLENNOW et al., 2006; BU, 2009).

Segundo Alzheimer’s Association (2011), a DA é a sexta principal causa
de morte nos Estados Unidos e a quinta principal causa de morte em idosos acima
de 65 anos, sendo que o total de gastos em 2011 para cuidados especiais em saude
para estes idosos com DA e outras deméncias foi estimado em aproximadamente
183 milhdes de ddlares, sem incluir as contribuicbes dos cuidadores voluntarios. Em
func@o da melhoria dos recursos na area da saude, as mortes causadas por outras
doencas, como: doencas cardiacas, acidente vascular cerebral e o céancer de

prostata diminuiram entre os anos 2000 a 2008. Em contrapartida, as mortes
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causadas pela DA aumentaram aproximadamente 66% durante esse periodo,
devido a uma maior expectativa de vida e um aumento continuo da idade média da
populacdo (WHO - World Health Organization, 2012).

A DA é caracterizada clinicamente por disfuncdo cognitiva progressiva,
perda do julgamento, tomada de decisOes e orientacdo prejudicada, frequentemente
acompanhada em fases posteriores por distirbios psicocomportamentais e de
linguagem (GALIMBERTI, 2012). Os primeiros sintomas comportamentais da
deméncia incluem problemas de memoria na recordacdo imediata, na memoria de
curto ou longo prazo (LEIFER, 2009), incluindo déficit da memoria visuoespacial
(KASKIE; STORANDT, 1995). Na DA a queixa de memodria pode ser atribuida a um
déficit na codificacdo, manutencdo e recuperacdo da informacdo. A incapacidade
para codificar e recuperar a memoria esté presente nas fases iniciais da doencga e se
deteriora durante o progresso da mesma (AGGARWAL et al., 2005). Um déficit na
obtencdo de novas informacbes e uma alta taxa de esquecimento s&o
caracteristicas da DA (PASQUIER, et al., 2001). No entanto, todas observacdes
relacionadas a memoéria sdo baseadas em testes comportamentais, nos quais o
desempenho de memodria deficiente poderia ser resultado de qualquer déficit no
processamento de informacdes (LI; TANG; CHEN, 2016). As principais estruturas
cerebrais responsaveis pelas memdérias declarativas episédicas e semanticas séo
duas estruturas intercomunicadas do lobo temporal: o hipocampo e o cortex
entorrinal. Ambas também trabalham em comunicagdo com outras regiées do cortex.
As lesBes caracteristicas em cada regido cerebral aparecem primeiramente no
cortex entorrinal e no hipocampo, e posteriormente, no coértex pré-frontal e parietal.
Lesbes no cortex pré-frontal afetam intensamente a tomada de decisdes de
portadores da DA e a atribuicdo de valor moral as acbes alheia € inibida,
principalmente a do proprio sujeito (IZQUIERDO, 2011).

A deteccdo e a intervencdo precoce na DA sdo extremamente
importantes. Inicialmente, a grande maioria dos pesquisadores concordavam que o
déficit cognitivo precoce e predominante na DA € devido a perda de memoria
declarativa episddica (LI; TANG; CHEN, 2016). Porém, agora a memaria de trabalho
também oferece uma nova visdo sobre a teoria da meméoria, que € definida como a

capacidade de reter informacgéo que esta ausente em mente por breves periodos de


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4803731/#B1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4803731/#B24
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tempo (BADDELEY, 2012). Esta memoria esta intimamente relacionada com o
desempenho de atividade diaria (LI; TANG; CHEN, 2016).

Neuropatologicamente, a DA é caracterizada pelo acumulo do peptideo [3-
amiloide (AB) formando as placas senis no meio extracelular. H&4 também a
formacdo de emaranhados neurofibrilares intracelular (LAFERLA; GREEN, 2012).
Em funcdo disso, ocorrem a perda sindptica, inflamacéo, dano oxidativo e morte
neuronal, principalmente no cortex, hipocampo e amigdala (SELKOE; SHENK,
2003). Porém, o diagnoéstico definitivo da DA sO pode ser obtido na autépsia
postmortem, no qual observa-se extensa perda neuronal e lesGes cerebrais
(presenca de placas senis e emaranhados neurofibrilares), no coértex cerebral,
hipocampo e amigdala analisados em exame microscopico (RADEMAKERS;
CRUTS; BROECKHOVEN, 2003).

As placas senis resultam do acumulo extracelular anormal e deposi¢cédo do
peptideo AR com 40 ou 42 aminoacidos (AB40 e ABR42). Estes sdo subprodutos da
sequéncia das clivagens proteoliticas da APP (SERRANO et al., 2011). Esta é
considerada uma glicoproteina de membrana encontrada nas superficies celulares,
endossomos, reticulo endoplasmatico e nas membranas de Golgi de diversos tipos
celulares. E codificada pelo gene da APP localizado no cromossoma 21. Portanto,
individuos com sindrome de Down, que possuem trés copias do cromossomo 21
(trissomia do cromossomo 21), possuem também trés cépias do gene APP, com
isso, desenvolvem os sinais clinicos e patolégicos da DA de inicio precoce (BORDJI;
ORTEGA; BUISSON, 2011).

Ja se passaram quase trinta anos apos a identificagao do peptideo AR
produzido a partir da APP através clivagens endoproteoliticas (KANG et al., 1987). A
APP sofre duas clivagens proteoliticas consecutivas que pode impedir ou causar a
formacdo do peptideo Ap (SELKOE, 2001). Na primeira etapa, a parte extracelular
da APP ¢ clivada a partir da superficie celular, pela a- ou B-secretase. A clivagem da
APP pela a-secretase evita a formagdo do peptideo AR e leva a formacao e
liberacdo de um grande fragmento solluvel extracelular da APP, a APP-a secretada
(sAPPa) e de um fragmento nao-amiloidogénico C-terminal do aminoacido 83 (C83)
(HAASS, et al. 2012). Por outro lado, em uma via amiloidogénica, a APP poderia
alternativamente ser clivada no C-terminal do aminoacido 99 (C99) pela B-secretase,
uma aspartil-protease conhecida como BACE1 (enzima de clivagem do sitio B da


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4803731/#B3
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APP) (HUSSAIN et al., 1999), liberando um curto fragmento soltvel extracelular da
APP, o segregado da APP-B (sAPP) no espacgo extracelular e deixa um fragmento
C-terminal do aminoacido 99 no interior da membrana. A BACE1 medeia a primeira
clivagem amiloidogénica (CAI et al., 2001; LUO et al., 2001). Em uma segunda
etapa, ocorre a clivagem proteolitica na por¢do intramembrana, onde os fragmentos
C83 ou C99 sao clivados pela y—secretase dentro da bicamada lipidica para gerar a
liberacdo do peptideo p3 ndo-amiloidogénico ou liberacdo dos residuos de 40-42
aminoacidos do peptideo AR (STEINER; HAASS, 2000). Além disso, revelou-se que
a y-secretase € um complexo ativo de alto peso molecular composta de presinilina 1
e 2 (PS1 e PS2), nicastrina, APH-1 (do inglés anterior pharynx defective) e
potenciador de presinilina (PEN-2) (FRANCIS et al., 2002). O peptideo AB1-42 exibe
propriedades hidrofébicas mais elevadas que o peptideo AB1-40, sendo assim, mais
suscetivel de estar envolvido na formacdo de fibrilas. Inversamente, APi-42
representa apenas cerca de 10% do total da espécie AR produzida no parénquima
do cérebro, enquanto que ABi40 € a isoforma mais abundante liberada apos
transformacao da APP (HAASS, 2004).

Normalmente, o AB é gerado pelas células e circula pelos fluidos
extracelulares, todavia, qualquer alteracdo no equilibrio entre a liberacdo e a
remocao do AR ird acarretar no aumento de seus niveis (SELKOE, 2000). Na DA a
detoxificagdo dos peptideos AB esta prejudicada. Uma das vias de eliminagao
destes peptideos é mediada pelos seguintes receptores: apolipoproteina E (ApoE),
proteina relacionada com o receptor da lipoproteina de baixa densidade 1 (LRP1),
receptor de lipoproteina de baixa densidade (LDLr) e receptor de lipoproteina de
muito baixa densidade (VLDLYr). Estes estdo presentes nas células do parénquima
cerebral (microglias, astrocitos e neurdnios), que ao longo da via de drenagem do
fluido intersticial, retiram as proteinas AB através da barreira hematoencefalica. A
outra via de eliminacdo ocorre através da degradacdo proteolitica mediada por
endopeptidases (BU, 2009).

Os emaranhados neurofibrilares sdo filamentos helicoidais emparelhados
que sdo produzidos devido a hiperfosforilagdo da proteina tau, que é expressa nos
neurénios, cuja principal funcdo fisiolégica é a regulacdo da estabilidade dos
microtubulos no axénio (PERRIN, 2009). A hiperfosforilagdo da tau ocorre devido a
desregulacdo das modificacbes poOs traducionais, como a desregulacdo da
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fosforilacdo de residuos de serina e treonina. Esta Os microtubulos formam o
citoesqueleto e sédo essenciais para a manutencdo da estrutura neuronal e o
transporte axonal de varias substancias, como os neurotransmissores. O grau de
fosforilacdo da proteina tau € inversamente proporcional a sua capacidade de
estabilizacdo, quanto maior a fosforilacdo, menor a estabilidade (ANTONIO;
SIQUEIRA-BATISTA, 2012).

O sistema glutamatérgico também esta envolvido na fisiopatologia da DA.
Os receptores ionotrépicos de glutamato, principalmente os receptores NMDA (N-
metil-D-aspartato) estdo envolvidos no mecanismo celular da aprendizagem e
memoria (RAI et al., 2013). Entretanto, na DA esta envolvida a excitotoxicidade
glutamatérgica, uma vez que ha influxo excessivo e prolongado de ions de calcio
(Ca?*) por estes receptores, podendo desencadear uma cascata de eventos que
levam a lesdo e morte neuronal. Os mecanismos que conduzem a condicdo de
membranas cronicamente despolarizadas em neurénios vulneraveis no cérebro com
DA pode ser devido a uma interacdo complexa entre o estresse oxidativo,
insuficiéncia mitocondrial, inflamacéao cerebral crénica e a presenca de peptideos AR
e possivelmente a tau hiperfosforilada (WENK; PARSONS; DANYSZ, 2006). A perda
precoce de neurdnios glutamatérgicos na DA ocorre comumente no lobo temporal
medial e hipocampo (GREENAMYRE; YOUNG, 1989; HU et al., 2012). Além disso,
€ possivel que a desregulacdo da transmissao glutamatérgica possa aumentar a
producdo de peptideos AR, representando um risco de desenvolvimento da DA
(BORDJI, 2011).

Outro mecanismo fisiopatolégico da DA envolve a atividade exacerbada
da glicogénio sintase cinase 3B (GSK-3B), uma serinal/treonina cinase.
Consequentemente sua inibicdo reduz a formacdo das placas amiloides e
emaranhados neurofibrilares presentes na DA (PHIEL et al., 2003). A GSK-3[3 esta
intimamente envolvida na hiperfosforilagdo da tau, no aumento da producao de Ap
através de sua agao na y-secretase, nas respostas inflamatérias e diminuicdo da
memoria (HOOPER; KILLICK; LOVESTONE, 2008). Além disso, regula a producao
mediada pelos receptores toll-like de citocinas pré e anti-inflamatorias (MARTIN et
al., 2005; WANG; BROWN; MARTIN, 2011) influenciando a morte neuronal. Estes

dados possibilitam identificar que os inibidores da GSK-33 podem tornar-se novas
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abordagens terapéuticas promissoras e eficazes para o tratamento futuro da DA
(MARTINEZ; PEREZ, 2008).

Processos neuroinflamatérios sdo conhecidos por também contribuirem
no dano neuronal e consequentemente no desenvolvimento da DA (SPENCER et
al., 2011). Processos inflamatérios consistem numa resposta imune inata do
cérebro, que envolve principalmente a ativacdo das micréglias, que sao capazes de
proteger e reparar tecidos e neurdnios, e levam a uma série de alteracdes celulares
e moleculares, indugcdo de sinalizagao intracelular e liberacdo de mediadores
inflamatoérios, como citocinas pré-inflamatdrias, no sistema nervoso central (SNC)
(ZHANG; JIANG, 2014). A presenca das microglias com intensa producédo de
citocinas pro-inflamatorias, torna-se uma caracteristica da patologia cerebral
presente na DA (MRAK; GRIFFIN, 2005). A superficie das micrdglias esta equipada
com numerosos transportadores, canais e receptores, incluindo receptores de
reconhecimento padrdo, principalmente receptores Toll-like, Nod-like e scavenger.
Estes receptores sdo capazes de reconhecer moléculas potencialmente nocivas e
ativar o sistema imune inato no SNC (SALMINEN et al., 2009; KIGERL et al., 2014).
A ativacdo das microglias e astrécitos no cérebro produzem varios fatores
inflamatorios, incluindo citocinas, quimiocinas, prostandides, espécies reativas de
oxigénio (ERO) e ciclooxigenase-2 (COX-2) (HENEKA; O'BANIONA, 2007). Através
de estimulos inflamatérios, micrdglias e astrécitos sofrem mudancas morfoldgicas e
secretam diversos mediadores inflamatérios, como interleucina-18 (IL-1B), 6xido
nitrico, prostaglandina E2 e fator de necrose tumoral-a (TNF-a), facilitando
processos inflamatérios no SNC (NAHMAN, BELMAKER; AZAB, 2011). O estresse
oxidativo, pode ser visto como uma causa, Ou CcOmo consequéncia da
neuroinflamacao, através da producédo de ERO (HENSLEY, 2010).

A ativacdo da microglia atualmente é caracterizada por dois fenétipos: tipo
M2 e tipo M1 (HENEKA; KUMMER; LATZ, 2014). Entre os subtipos de M2, encontra-
se a ativacdo M2a que € caracterizada pela expressao do receptor de manose 1 e
pela capacidade de modular a matriz extracelular com a expressdo de proteinas
guitinase-3 e arginase 1 (LATTA et al.,, 2015), uma vez que, a IL-4 estimula a
atividade da arginase nos macréfagos/microglias, o que lhes permite converter
arginina em ornitina, um precursor de poliaminas e de colageno, contribuindo deste

modo para a producdo da matriz extracelular (KREIDER, et al. 2007). Citocinas
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sintetizadas por resposta de linfécitos T auxiliares do subconjunto Th2, tais como a
IL-4, podem levar a supressao de respostas Thl, eliminacdo de citocinas pro-
inflamatorias em macrofagos/micréglias, células T e astrocitos (BROWN, 1997). Uma
variedade de citocinas controlam fortemente a amplificagéo e a redugcéao de cada um
dos estados da microglia. A IL-4 é considerada a citocina mais potente para a
resposta imunolégica M2a. A inducdo de um fendtipo M2a por exposicao a IL-4 tem
indicado reducado da deposicdo dos peptideos AB1-42 em estudos in vivo (KREIDER,
et al., 2007; KIYOTA, et al., 2010; CHAKRABARTY, et al., 2012).

Quando as microglias estdo ativadas em tipo M1, associa-se a uma
resposta exacerbada e crénica das microglias, que ocasiona aumento da expressao
de Oxido nitrico sintase induzivel (INOS), producdo de ERO e mediadores pro-
inflamatorios, como TNF-q, IL-1pB, interleucina-18 (IL-18); e a diminuicdo da secrecao
de fatores neurotroficos, como fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), fator
de crescimento derivado do nervo (NGF) e fator neurotréfico derivado de células
gliais (GDNF) (FERREIRA et al.,, 2014). Portanto, quando as micréglias estdo
ativadas cronicamente, possuem sua capacidade reduzida de fagocitar os peptideos
AB, consequentemente isso acaba dificultando a eliminacdo dos peptideos AR, que
por sua vez, acabam ativando constantemente as microglias, resultando em mais
danos neuronais e teciduais (FLODEN et al., 2005). Também podem ser detectados
no sangue de pacientes com DA varios mediadores inflamatérios aumentados,
incluindo o TNF-q, IL-6 e IL-1B (SWARDFAGER et al., 2010).

Estes mecanismos fisiopatolégicos elencados acima, sdo investigados
através de importantes ferramentas, como os modelos animais. Estes sdo de
fundamental importancia para buscar constantemente novos mecanismos
fisiopatolégicos da doenca, bem como novas possiveis alternativas terapéuticas. A
maior relevancia encontra-se no fato de que muitas investigacdes sobre
mecanismos da doenca e de farmacos ndo se pode realizar em humanos somente
em modelos animais. Portanto, a escolha de um modelo animal em detrimento de
outro € importante e vai depender de sua semelhanca com o ser humano em termos
de anatomia, fisiologia e metabolismo. As espécies mais comumente utilizadas sao
os roedores, pois proporcionam um baixo custo, sdo de facil manuseio, e como séo
seres menores, podem ser utilizados em maior quantidade (CHAVATTE-PALMER,;
TARRADE; ROUSSEAU-RALLIARD, 2016). Aléem disso, os sistemas neuronais de
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todas as espécies de mamiferos sdo muito semelhantes (o0 homem, o rato e o
camundongo possuem lobos cerebrais), tornando-se possivel fazer interferéncias
sensatas de achados numa dessas espécies menores e relaciona-las aos humanos.
Reacdes bioquimicas no cérebro do rato e do homem tem efeitos parecidos sobre a
mem©éria em ambas as espécies (IZQUIERDO, 2011). Portanto, modelos animais
com administracdo do peptideo AB sao utilizados como modelos para estudar a DA,
ja que induzem dano no processo de aprendizagem e memoria, assim como
presente na DA (SHANKAR et al., 2009; POZUETA; LEFORT; SHELANSKI, 2013).
Além desses, também se utilizam modelos animais modificados geneticamente para
desenvolverem a DA (DONG et al., 2008; LIU et al., 2014; NUNES, 2015).

Atualmente a farmacoterapia da DA inclui a melhoria temporaria,
estabilizacdo ou diminuicdo dos sintomas cognitivos, funcionais e comportamentais,
e retardo do declinio sintomético, porém, menos do que se espera. Com isso, 0
tratamento atual pode reduzir a sobrecarga do cuidador, desde que esteja ciente que
as melhorias clinicas podem nao ser sempre evidentes (FARLOW; CUMMINGS,
2007). Segundo Geldmacher (2003), na auséncia de meios para reverter 0s
processos patolégicos da DA, entre os objetivos da farmacoterapia encontram-se:
preservacdo da capacidade cognitiva e funcional, reducdo dos disturbios
comportamentais e diminuicdo da progressdao dos efeitos provocados pela
destruicdo de neurbnios e consequentemente a manutencdo da qualidade de vida
dos pacientes e cuidadores. Entre os cinco medicamentos aprovados para 0
tratamento da DA pela Food and Drug Administration (FDA), quatro deles sao
inibidores da colinesterase (donepezil, galantamina, rivastigmina e tacrina) e sao
aprovados para a fase leve e moderada da doenca. Além disso, ha a memantina,
que é um antagonista dos receptores NMDA, aprovada para a fase modera e fase
severa da doenca (SALLOWAY; CORREIA, 2009).

A memantina reduz o declinio cognitivo em pacientes com DA moderada
e severa, uma vez que, reduz a excitotoxicidade induzida pelo glutamato, aliviando
assim, os sintomas da doenca (REISBERG et al., 2003). Sendo assim, este farmaco
€ seguro em aprimorar as capacidades cognitivas e funcionais de pacientes com DA
moderada a grave, quer como monoterapia ou em combinagdo com o inibidor da
colinesterase donepezil. Embora ainda haja debate sobre a eficacia da memantina

no tratamento de estagios iniciais desta doenca, dados emergentes sugerem seu
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efeito potencial em pacientes com DA leve a moderada (TAMPI; DYCK, 2007).
Também se tem mostrado sua eficacia em proteger neurdnios dopaminérgicos
contra danos induzidos por lipopolissacarideo (LPS), por aumentar a producdo de
GDNF, e pelo seu efeito anti-inflamatoério, por inibir a ativacdo exacerbada das
micréglias, que € independente dos receptores NMDA (WU et al.,, 2009). O
tratamento com uma baixa dose de memantina induziu efeitos anti-inflamatorios em
estudos pré-clinicos (CHEN et al., 2012).

Portanto, é necessario investigar novos alvos terapéuticos para a DA.
Entre estes alvos potenciais encontra-se o litio, que esta se tornando cada vez mais
implicado como um farmaco que pode ter efeitos benéficos no envelhecimento e em
doencas neurodegenerativas. Este € utilizado para tratar condicdes psiquiatricas tais
como transtorno do humor bipolar, e também possui efeitos neuroprotetores
interessantes, sendo capaz de promover a neurogénese, aumentar os niveis de
neurotrofinas, principalmente o BDNF e também inibir a GSK-3[, que esta envolvida
na DA (SOFOLA-ADESAKIN et al., 2014).

O litio (Li*) monovalente compete com o magnésio (Mg?*) bivalente,
sendo semelhantes os raios i6nicos destes cétions, tornando a capacidade do litio
para se ligar aos sitios do Mg?*. Portanto, o litio pode inibir diversas enzimas que
dependem de Mg?* como um cofator. A competicdo entre o Li* e Mg?* por estes
sitios de ligacdo tem uma influéncia significativa sobre a atividade de varias enzimas
e a liberacdo de seus produtos metabodlicos. Assim, a GSK-3f, monofosfatase de
inositol (IMP) e agamaglobulinemia tirosina cinase (Akt) sdo alvos importantes do
litio (FORENZA; DE-PAULA; DINIZ, 2014). A ativacdo da Akt induz efeitos
neuroprotetores, provavelmente, devido a modulacdo de alvos como FOXO, Bad, e
MDM2 (do inglés murine double minute 2) (CAMINS et al., 2009). Adicionalmente, o
litio pode reduzir a sintese dos peptideos AR por afetar o processamento da APP,
mas ndo modula a atividade do proteossoma, ndo aumentando sua degradacao
(SOFOLA- ADESAKIN et al., 2014).

As propriedades anti-inflamatorias do litio comegaram a surgir em meados
de 1970, ao observarem que o litio é capaz de inibir a sintese de prostaglandinas
(KARMAZY; MANKU; HORROBIN, 1978) e reduzir a producdo de mediadores pro-
inflamatorios induzidos por LPS (NAHMAN; BELMAKER; AZAB, 2011). Aléem disso,

o tratamento crénico com litio pode atenuar a producéo de acido araquidonico, uma



21

caracteristica marcante da resposta inflamatéria inata (BASSELIN et al., 2007), e
aumentar os niveis de citocinas sintetizadas pelos linfocitos T auxiliares do
subconjunto Th2, como a IL-4 e IL-10, uma vez que, na DA os niveis destas
citocinas encontram-se reduzidas (RAPAPORTI; MANJU, 2001).

Os efeitos do litio sobre alteracdes no estado de fosforilagdo das
subunidades do receptor NMDA podem impedir ou modular o aumento do calcio
intracelular mediado por estes receptores nos neurdnios (NONAKA; HOUGH,;
CHUANG,1998). Subunidades dos receptores NMDA séo alvos para a GSK-3. O
tratamento crénico com litio suprime a funcdo destes receptores por meio da
modulacdo do estado de fosforilacdo do receptor mediado por esta cinase,
diminuindo entdo, a ativacdo da Src-cinase, fazendo com que ocorra a inibicdo da
fosforilacdo da tirosina da subunidade NR2B do NMDA, ocorrendo assim, a
regulacéo deste receptor. O que representa pelo menos uma parte dos mecanismos
moleculares pelos quais o litio altera a funcdo cerebral e exerce a sua eficacia
clinica (CAMINS et al., 2009). O litio modula a hiperatividade dos receptores NMDA
fornecendo protecdo aos neurdnios contra apoptose induzida por excitotoxicidade
glutamatérgica. O que faz com que estes dados possuam relevancia, uma vez que,
atualmente o0 Unico farmaco utilizado para bloquear a excitotoxicidade
glutamatérgica € a memantina (CHALECKA-FRANASZEK; CHUANG, 1999).Assim,
considerando que a expectativa de vida humana estd aumentando e
consequentemente tem-se mais idosos, a DA esta se tornando cada vez mais
prevalente, uma vez que, a idade € o maior fator de risco para desenvolver esta
doenca. Esta acaba sendo altamente incapacitante, uma vez que, o individuo torna-
se completamente dependente de cuidadores e familiares para quaisquer atividades
cotidianas, devido ao declinio de func¢des cognitivas, como a dificuldade progressiva
em reter memarias recentes, adquirir novos conhecimentos, a perda do julgamento e
tomada de decisbes. Apds mais de 100 anos de descoberta da DA, apenas cinco
farmacos sdo aprovados para o tratamento da DA, entre eles a memantina. Este
farmaco é o que menos causa efeitos colaterais e reduz a excitotoxicidade
glutamatérgica, consequentemente, acaba reduzindo a morte neuronal. Contudo, os
farmacos para a DA estdo longe do ideal, jA que ndo sédo capazes de reverter a
fisiopatologia da doenca ou a progressao da mesma. Desse modo, ha uma grande

necessidade de ampliar o conhecimento a respeito de outros fatores
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neuropatolégicos relacionados a DA para a busca de novos alvos terapéuticos que
poderdo retardar ou interromper as alteracfes patologicas iniciais da doenca,
evitando a progressdo da mesma. Atualmente, os efeitos neuroprotetores
promovidos pelo litio em estudos pré-clinicos estdo sendo promissores para a DA.
Portanto, este farmaco torna-se um alvo potencial para se investigar o efeito do

mesmo na DA, bem como sua associacdo com a memantina.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

v Avaliar o efeito do litio, memantina e associacdo de litio e memantina na
memoria espacial e na neuroinflamacdo em um modelo animal tipo DA induzido pela

administracao intrahipocampal do peptideo AB1-42.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Avaliar a memoria espacial, através do labirinto octogonal (radial maze)
de animais tratados com litio, memantina e associa¢ao de litio e memantina em um
modelo animal tipo DA induzido pela administracéo intrahipocampal do peptideo ABi1-

42;

v Avaliar os niveis das citocinas IL-4, IL-18 e TNF-a em animais tratados
com litio, memantina e associacdo de litio e memantina em um modelo animal tipo

DA induzido pela administracéo intrahipocampal do peptideo ARB1-42.
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3 METODOLOGIA

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados 80 ratos Wistar machos adultos pesando em média 280g
a 380g. Os animais foram obtidos do Biotério da Universidade do Extremo Sul
Catarinense (UNESC) e mantidos em gaiolas em ciclo claro/escuro de 12h, com
alimentacao e agua, disponiveis, com temperatura entre 22 + 1° C.

Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com
as diretrizes do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA): Diretriz da pratica de eutanasia do CONCEA e Diretriz brasileira para o
cuidado e a utilizacdo de animais para fins cientificos e didaticos. O projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa no Uso de Animais (CEUA)

experimentais da UNESC sob protocolo 024/2015-1, conforme anexo A.

3.2 CIRURGIA ESTEREOTAXICA PARA INDUCAO DO MODELO ANIMAL DE
DEMENCIA

Baseando-se que que o hipocampo é uma das principais estruturas
cerebrais responsavel pelas memorias declarativas episodicas e semanticas
(IZQUIERDO, 2011), e que na DA ocorre a perda desta memoria (PASQUIER, et
al.,, 2001; LEIFER, 2009), foi administrado o peptideo APi42 diretamente no
hipocampo através da implantacdo de canulas guias por meio da cirurgia
estereotaxica. Ratos Wistar machos adultos (100-120 dias) foram anestesiados com
cetamina (80 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) via intraperitoneal e colocados no
aparelho estereotaxico. Foi realizado uma incisdo na pele da cabeca do animal de
aproximadamente 1 cm, para expor a calota craniana. Posteriormente, foi realizado
uma leve raspagem com peréxido de hidrogénio 10V para visualizagcdo do bregma, o
qual a partir deste, foram executadas as medidas para localizacdo do hipocampo.
Depois de localizada a coordenada do hipocampo, foi utilizado uma broca carbide
cirirgica para perfuragdo do cranio do animal. Para induzir as caracteristicas da
patogénese da deméncia tipo DA nos animais, utilizou-se o peptideo AB1-42 que foi
dissolvido em fluido cerebroespinhal artificial (ACSF), 100 pmol/uL. Este peptideo foi
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incubado a 37°C durante 7 dias para se obter a forma agregada para posterior
administracéo intrahipocampal (i.h.) apos a cirurgia estereotaxica (CHRISTENSEN et
al., 2008). Foi administrado 2 uL do peptideo ABi-42 (100 pmol/uL) bilateralmente no
hipocampo dorsal, totalizando 4 uL, através de uma canula guia (barra incisora
fixado em 1,2 mm lateral, 2,0 mm posterior ao bregma; 3,9 mm ventral)
(CHRISTENSEN et al., 2008). Apés o término da cirurgia os animais foram mantidos
em local aquecido com um aquecedor elétrico até despertarem da anestesia. Foi
adicionado 0,2 mg/mL de dipirona sédica na agua das garrafas de beber dos

animais, disponivel ad libidum durante 24 horas, para minimizar a dor pés cirargica.

3.3 TRATAMENTO SUB-CRONICO

Apdés um dia da administracdo intrahipocampal do peptideo APi-42 ou
ACSF, iniciou o tratamento com carbonato de litio (5 mg/kg) (ZHAO et al., 2014) e
cloridrato de memantina (5 mg/kg), via oral (v.0.) por gavagem (LIU et al., 2014) ou
agua da torneira, de acordo com o grupo experimental. Ambos os medicamentos
foram triturados e diluidos em agua da torneira, administrados por v.o. com auxilio
de uma agulha especial para gavagem e seringa, a um volume de 1 mL/kg de peso
corporal do animal, durante 17 dias, aproximadamente as 10:30 horas. Os animais
foram divididos em 8 grupos experimentais baseados nos tratamentos, como mostra
0 quadro 1 a seguir. No 14° dia de tratamento, os animais foram submetidos a
habituacdo no aparato comportamental do labirinto octogonal, e nos préximos 4 dias
consecutivos a habituacdo, ocorreu o teste, sendo no 15° 16° 17° dia de
tratamento, e no dltimo dia do teste do labirinto octogonal, no 18°, em que o animal
nao recebeu mais o tratamento por gavagem, pois ao finalizar o teste

comportamental, os animais foram submetidos a eutanéasia (Figura 1).
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Quadro 1 — Grupos experimentais de acordo com o tratamento

CONDICAO EXPERIMENTAL

Grupos Quantidade de animais por grupo
1. Administrados com ACSF i.h. e 10
tratados com agua v.o. (ACSF+4agua)
2. Administrados com Afi42 i.h. e 10
tratados com agua v.o0. (ABi-42+agua)
3. Administrados com ACSF ih e 10

tratados com memantina V.0.
(ACSF+memantina)

4. Administrados com ABi42 i.h. e 10
tratados com memantina v.0 (AB:-
42+memantina)

5. Administrados com ACSF ih e 10
tratados com litio v.0. (ACSF+litio)
6. Administrados com Afi42 i.h. e 10
tratados com litio v.0. (AB1-42+litio)
7. Administrados com ACSF ih e 10

tratados com litio e memantina v.o.
(ACSF+litio+tmemantina)

8. Administrados com Afi42 ih. e 10
tratados com litio e memantina v.o.
(AB1-a2tlitio+tmemantina)

TOTAL 80

Fonte: do autor.

Figura 1 — Protocolo experimental
Tratamento com litio, memantina ou agua Eutanasia

10 20 3% 4° 5° 6° 7° 8° 9° 10° 11°12° 13° 14°15° 16° 17°18°

H

[ —
Labirinto
Administracéo do octogonal

peptideo ABi-22 ou ACSF
Habituacdo do labirinto
octogonal

Fonte: do autor.
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3.4 TESTE COMPORTAMENTAL

3.4.1 Labirinto octogonal (Radial maze)

Este teste comportamental tem como objetivo avaliar a memaria espacial
dos animais, no qual avaliou-se 0s seguintes parametros: erros de memoria de
trabalho (entrada em um braco que continha comida j& previamente consumida);
erros de memoria de referéncia (entrada em um braco sem recompensa); erros
totais e o tempo total (laténcia) que obtiveram para encontrarem a recompensa nos
4 bracos (PACKARD; WHITE, 1991). O aparato do labirinto octogonal, também
conhecido como radial maze, possui 8 bracos, numerados de 1 a 8 (48x12 cm), que
se estende radialmente a partir de uma area central (32 cm de diametro), como
mostra a figura 2. O aparelho foi colocado 50 cm acima do chéo, e foram colocadas
figuras de pistas geométricas no final dos bracos 1, 3, 5 e 7, correspondente aos
bragos onde coloca-se as recompensas. Dessa forma, no 14° dia de tratamento, o
animal foi colocado neste aparato durante 10 minutos apenas para se habituar ao
aparato, logo apds foram retornados a caixa moradia, onde ficaram 22 horas sem
racdo. No dia seguinte, correspondente ao 15° dia de tratamento, o animal foi
colocado novamente no aparato, porém ja com a recompensa (cereais de chocolate)
nos quatro dos oito bracos do labirinto, como mencionado anteriormente. Foi
anotado a entrada em cada braco, assim como, o tempo foi marcado em que cada
animal demorou a encontrar os 4 cereais de chocolate. Apés finalizar a tarefa, o
animal foi retirado do aparato e retornado a caixa moradia. ApGs retornarem a caixa
moradia, os animais receberam a racdo do biotério e tiveram a racdo durante 2
horas disponivel para alimentarem-se, assim 0s ratos permaneceram em jejum
durante as 22 horas subsequentes. O mesmo foi realizado no 16°, 17° dias de
tratamento, e apés o ultimo teste, 24 horas apds o ultimo dia de tratamento, os
animais voltaram a se alimentar normalmente com a racdo padrao do biotério e
neste mesmo dia foram submetidos a eutanasia (FOYET et al.,, 2011; HRITCU,;
CIOANCA; HANCIANU, 2012).
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Figura 2 — Aparato comportamental do labirinto octogonal

Fonte: do autor.

3.5 EUTANASIA E DISSECCAO DE ESTRUTURAS CEREBRAIS

ApoOs a avaliacdo comportamental, os animais (n=10) foram submetidos a
eutanasia apos a finalizacdo do teste comportamental por decapitacdo na guilhotina
e foram dissecadas as estruturas cerebrais que fisiopatologicamente estédo entre as
mais afetadas na DA, o cortex frontal e hipocampo. Os animais ficaram aguardando
a eutanasia na sala ao lado da sala de eutanasia para evitar que sentissem o cheiro
do sangue. A guilhotina foi lavada em agua corrente entre cada eutanasia. O cortex
frontal e hipocampo foram dissecados, colocadas numa caixa térmica contendo
nitrogénio para que fossem transportadas até o freezer -80°C, onde ficaram
armazenadas, para posteriores analises das citocinas IL-4, IL-18 e TNF-a utilizando

os kits de imunoensaio enzimatico (ELISA).

3.6 DOSAGEM DE CITOCINAS POR ELISA

Primeiramente, para a dosagem das citocinas IL-4 (DY504), IL-1B
(DY501) e TNF-a (DY510) através de kits de ELISA da R&D Systems (DuoSet), o
cortex frontal e hipocampo dos animais de cada grupo experiental (n=5-6) foram
homogeneizados com PBS (do inglés phosphate buffered saline) 1x concentrado,
centrifugadas a 4°C por 10 minutos a 10.000 rcf. Retirou-se o sobrenadante e foi
adicionado PBS na quantidade 1:1, e foi retirado uma aliquota para a dosagem de
proteinas. A proteina total foi dosada de acordo com Lowry et al. (1951), usando
albumina de soro bovino como padrao. De acordo com as instru¢des do fabricante, a
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curva padrédo (standart), foi analisada por quatro parametros logisticos através do
software ELISA analysis disponivel gratuitamente online. O standart demonstra uma
relacdo direta entre a densidade Otica e as concentra¢gdes das citocinas. O resultado
das citocinas (pg) foi dividido pelo valor da proteina total (mg) de acordo com cada
amostra. Para a realizacdo do teste, as placas de microtitulacao (96 pocos de fundo
plano) foram incubadas over night com o anticorpo de captura (anticorpo primario).
Posteriormente, as placas foram lavadas trés vezes com wash buffer (PBS 1x
concentrado com tween 20 a 0,05%), e em seguida, as placas foram bloqueadas
com uma solucdo de PBS 1x concentrado com albumina 1% durante 1 hora. Em
seguida, a curva padrao com 7 pontos (concentracdes diferentes) diluidas em PBS
1x concentrado e as amostras homogeneizadas foram incubadas na placa durante 2
horas. Posteriormente, as placas foram lavadas trés vezes com wash buffer, e em
seguida, as placas foram incubadas com anticorpo de deteccdo (anticorpo
secundario) durante mais 2 horas. Depois das lavagens, foi incubado a
estreptavidina conjugada a peroxidase por 20 minutos no escuro a temperatura
ambiente, em seguida, o substrato para esta enzima (peroxido de hidrogénio e
tetrametilbenzidina, 1:1) por mais 20 minutos, e para finalizar, foi pipetado o stop
solution (acido sulfarico 2N) para interromper a atividade enzimatica, sendo possivel
determinar os niveis das citocinas através de uma leitura analitica de absorbancia a

450nm no espectrofotdmetro.
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3.7 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram analisados através do programa STATISTICA verséo
8.0 (StatSoft, Inc., USA). O teste de normalidade Shapiro—Wilk foi realizado para
confirmar se os dados possuem uma distribuicdo normal. A curva padrdo das
citocinas foram analisadas em quatro parametros logisticos, e os resultados das
citocinas foram avaliados por analise de variancia ANOVA de duas vias. O teste post
hoc de Duncan foi utilizado quando houve diferenca significativa entre os grupos. Os
resultados tiveram diferencas significativas quando p<0,05. Os dados foram
representados como média * erro padréo da média. E o tempo e erros totais do teste
radial maze foi analisado por ANOVA de medidas repetidas, e erros de memaria de
referéncia e trabalho por ANOVA de duas vias. O teste post hoc de Duncan foi
utilizado quando houve diferenca significativa entre os grupos, quando o p<0,05. Os

dados foram representados como média + erro padrdo da média.
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4 RESULTADOS

A figura 1A mostra a laténcia para encontrar a recompensa nos quatro
bracos, o qual foi observado interacdo entre a administracao do ABi-42 € 0 tratamento
[F (3,70) =2,36, p<0,01], e a figura 1B os erros totais que 0os animais cometeram até
encontrar as recompensas, 0 qual também houve interacéo entre a administracao do
AB1-42 e o tratamento [F (3,70) =3,30, p<0,05]. O teste post hoc de Duncan mostrou
que o grupo controle tratado com &gua reduziu a laténcia para encontrar a
recompensa a partir do 2° dia de teste quando comparado ao 1° dia (p<0,005), e
também no 3° e 4° dia (p<0,001), assim como, reduziu os erros no 3° (p<0,01) e 4°
dia (p<0,001). Os grupos controle tratados com litio e memantina separadamente
também aprenderam a tarefa, nos quais, houve reducao significativa do tempo no 2°
dia (p<0,05), e nos 3° e 4° dias (p<0,001), e nos erros no 3° (p<0,01) tratados com
litio e (p<0,05) tratados com memantina, no 4° dia (p<0,05) em ambos. O grupo
controle tratado com litio associado a memantina também reduziu o tempo para
encontrar a recompensa quando comparado ao 1° dia de teste no 2° e 3° dias
(p<0,05) e no 4° dia (p<0,0001). Nos erros apenas no 4° dia (p<0,05), porém isso se
deve a melhor performance observada desde o primeiro dia quando comparado ao
controle (p<0,05). J& nos animais submetidos a administracéo do ABi-42, para induzir
caracteristica tipo DA, ndo houve reducéo do tempo no 2° dia de teste comparado ao
1° (p=0,65) nem no 3° (p=0,197), apenas reduziu no 4° dia (p<0,005), 0 mesmo foi
observado nos erros (2°: p=0,063, 3°: 0,88, e 4°: p<0,01), porém em nenhum dos
dias de teste os animais administrados com ABi-42 foram tdo rapidos ou erraram
tanto quanto os controles (laténcia: 2°: p<0,05, 3°: p<0,001 e 4° dia: p<0,0001; Erros:
1°: p<0,05, 2°: p<0,05, 3°: p<0,001 e 4° dia: p<0,05). Os tratamentos com litio e
memantina isoladamente conseguiram reverter esse dano do ABi42 na memoria
espacial, o litio a partir do 2° dia, sendo todos os dias comparados ao 1° (laténcia e
erros: p<0,001), e a memantina apenas a partir do 3° dia (laténcia: p<0,0001; Erros:
p<0,01), e ambos os tratamentos foram mais rapidos que o 4° dia do modelo (tempo:
p<0,005; Erros: p<0,001). J& a associacdo reduziu a laténcia para encontrar a
recompensa apenas a partir do 3° dia (p<0,05) e 4° (p<0,005) para o tempo de
laténcia e ndo houve diferenca entre os dias quando observados os erros. Porém, 0s

animais ja apresentaram uma performance melhor desde o 1° dia quando
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comparado com o peptideo, sendo 1° dia (laténcia: p<0,05; erros: p<0,01), 2° e 3°
(laténcia e erros: p<0,01) e 4° (tempo: p<0,05). Assim, a associacao parece ter sido
melhor que os tratamentos isolados, ja que desde o segundo dia o0s animais
mostraram uma reducéo da laténcia e dos erros quando comparados ao modelo, e
além disso, ja no primeiro dia estes animais aprenderam mais rapido a tarefa,

mostrando uma melhor performance cognitiva.
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Figura 1: Efeito do litio (5mg/kg), memantina (5mg/kg) ou associacdo de litio e
memantina no teste do labirinto octogonal realizado em ratos Wistar administrados
com Api42. A figura (A) mostra a laténcia para encontrar as recompensas em
segundos e a figura (B) mostra os erros totais de entrada nos bragcos cometidos
pelos animais até encontrar as recompensas. Os dados foram analisados por
ANOVA de medidas repetidas, seguido pelo teste post hoc de Duncan. Os dados
estdo expressos como média * erro padrdo da média de 9-11 animais por grupo,
*p<0,05 quando comparado ao primeiro dia de teste do respectivo grupo, #p<0,05
guando comparado ao respectivo dia de teste do grupo APi-s2tagua, e $p<0,05
guando comparado respectivo dia de teste do grupo ACSF+agua.
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A figura 2A mostra o erro de memoéria de referéncia a qual foi analisada
por ANOVA de duas vias. Observou-se que houve interagdo entre a administracao
do ABi-42 e o tratamento [F (3,70) =4,44, p<0,005], sendo que o teste post hoc de
Duncan apontou que a administracdo do peptideo ABi142 causou danos de memoéria
espacial de referéncia nos animais quando comparado o ultimo dia de teste com o
controle (p<0,001) e que o tratamento com litio e memantina isoladamente
conseguiu reverter o dano observado (p<0,005) e ainda mais significativamente a
associacdo (p<0,0001). A figura 2B mostra os erros de memoaria de trabalho, o qual
houve interagdo entre a administracdo do ABi-42 e o tratamento [F (3,70) =3,77,
p<0,05], sendo que no 4° dia 0 modelo retornou mais vezes aos bragos onde ja tinha
ingerido a comida quando comparado ao controle (p<0,05) e o tratamento com
memantina (p<0,05) e ainda mais significativo a associacdo litio e memantina
(p<0,001).
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Figura 2: Efeito do litio (5mg/kg), memantina (5mg/kg) ou associacdo de litio e
memantina no teste de labirinto octogonal realizado em ratos Wistar administrados
com AB1-42. A figura (A) mostra o numero de entradas em bragcos que ndo continham
recompensa, os quais foram considerados erros de memdéria de referéncia; e a
figura (B) mostra o nimero de entradas em bracos que a recompensa ja tinha sido
ingerida anteriormente, considerados erros de memoria de trabalho. Os dados foram
analisados por ANOVA de duas vias, seguido pelo teste post hoc de Duncan. Os
estdo expressos como média * erro padrao da média de 9-11 animais por grupo. (A)
*p<0,05 quando comparado o quarto dia de teste com todos os outros grupos. (B)
*p<0,05 quando comparado o quarto dia de teste com o controle e 0 modelo tratado
com memantina ou associagao.

Foi analisado por ANOVA de duas vias, seguido pelo teste post hoc
Duncan a citocina IL-4, IL-18 e TNF-a no cortex frontal e hipocampo de ratos

submetidos a administracdo do peptideo ABi-42 e tratados com litio, memantina ou
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associacdo destes. A figura 3A mostra os niveis de IL-4 no coértex frontal. Quando
analisado por ANOVA foi observado interacdo entre a administracdo do ABi42 € 0
tratamento [F (3,25) =9,07, p<0,001]. O teste post hoc de Duncan mostrou que a
administracdo do peptideo ABi-42 reduziu os niveis da IL-4 quando comparado
aogrupo controle (p<0,01). O tratamento com litio (p<0,05), memantina (p<0,0001) e
associacao destes (p<0,0001) conseguiu elevar novamente os niveis da IL-4, sendo
gue esses dois ultimos apresentaram niveis de IL-4 maiores inclusive que o controle
(p<0,05). No hipocampo (figura 3B), também foi observado interacdo entre a
administracdo com AB1-42 e o tratamento [F (3,25) =8,94, p<0,001], e a administracéo
do ABi42 também reduziu IL-4 (p<0,05), porém, apenas 0 tratamento com
memantina (p<0,001) e associacao de litio e memantina (p<0,001) reverteram essa

diminuic&o, igualando novamente aos niveis do grupo controle.
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Figura 3: Efeito do litio (5mg/kg), memantina (5mg/kg) ou associacdo de litio e
memantina nos niveis da citocina IL-4 em cértex frontal (A) e hipocampo (B) de ratos
Wistar administrados com peptideo ABi-42. Os dados foram analisados por ANOVA
de duas vias seguido do teste post hoc de Duncan. Os dados estdo expressos como
média + erro padrdo da média de 4-6 animais por grupo, *p<0,05 quando comparado
ao grupo ACSF+agua, #p<0,05 quando comparado ao grupo ABi-s2+agua.

Quando avaliada a IL-1B (figura 4A) no cortex frontal a ANOVA de duas
vias observou-se interacdo entre a administracao do peptideo ABi42 € 0 tratamento
[F (3,24) =2,88, p<0,05]. Assim, nos animais que receberam o ABi42 houve um
aumento desta citocina quando comparado aos animais controle (p<0,01) e este
aumento foi revertido pelo tratamento com litio (p<0,05) memantina (p<0,001) e a
associacdo de ambos (p<0,001). Estes dois ultimos tratamentos reduziram esta

citocina a niveis menores que o do grupo controle (p<0,05). No hipocampo, o
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ANOVA mostrou que a IL-1p (figura 4B) também apresentou interacao [F (3,28)
=2,86, p<0,05], o qual, a administracdo do ABi-42 aumentou o0s niveis desta citocina
quando comparado aos animais controle (p<0,05) e o tratamento com litio,
memantina e associacdo de ambos reverteram este aumento (p<0,001). Vale
ressaltar que quando avaliado a IL-1 em ambas estruturas, os tratamentos per se,
causaram diminuicdo desta citocina quando comparados aos animais controle
tratados com agua. Talvez os tratamentos possam reduzir os niveis fisiologicos
desta citocina, ou entdo, especula-se que a cirurgia estereotéxica, por ser uma
cirurgia invasiva, possa ter ocasionado aumento de IL-1B, uma vez que, foi
observado este mesmo efeito quando avaliado o TNF-a no hipocampo (estrutura a
qual é fixada a canula guia). Os tratamentos desta forma, teriam conseguido reduzir
também a inflamacdo ocasionada pela cirurgia. Contudo, € importante mencionar
gue 0s animais que apresentaram sinais ou foram constatados com encefalite no

momento da eutanasia, foram imediatamente excluidos do estudo.
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Figura 4: Efeito do litio (5mg/kg), memantina (5mg/kg) ou associacdo de litio e
memantina nos niveis da citocina IL-18 em cortex frontal (A) e hipocampo (B) de
ratos Wistar administrados com peptideo AR 1-42. Os dados foram analisados por
ANOVA de duas vias seguido pelo teste post hoc de Duncan. Os dados estdo
expressos como média + erro padrdo da média de 4-6 animais por grupo, *p<0,05
quando comparado ao grupo ACSF+agua, #p<0,05 quando comparado ao grupo

AB1-a2+égua.

A figura 5A mostra os niveis de TNF-a no cértex frontal, o qual ndo houve
interacdo no ANOVA de duas vias [F (3,28) =0,38, p=0,76], ndo havendo diferenca
entre os grupos. No hipocampo (figura 5B) houve interacdo [F (3,25) =3,451,
p<0,05], porém a administracdo do peptideo ABi-42 ndo aumentou os niveis de TNF-

a quando comparado aos animais controle (p=0,45). Porém o tratamento com litio,
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memantina e associagdo de ambos, conseguiu reduzir os niveis desta citocina nos
animais controle (p<0,001) e nos animais administrados com APi42 (p<0,001).
Novamente ndo se pode afirmar se o efeito da medicacdo deu-se por reducao dos

niveis fisiologicos de TNF-a ou reverteram o dano ocasionado pela propria cirurgia.
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Figura 5: Efeito do litio (5mg/kg), memantina (5mg/kg) ou associacdo de litio e
memantina nos niveis da citocina TNFa em cortex frontal (A) e hipocampo (B) de
ratos Wistar administrados com peptideo ABi-42. Os dados foram analisados por
ANOVA de duas vias seguido pelo teste post hoc de Duncan. Os dados estao
expressos como média + erro padrdo da média de 4-6 animais por grupo, *p<0,05
gquando comparado ao grupo ACSF+agua, #p<0,05 quando comparado ao grupo
AB1-42+égua.
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5 DISCUSSAO

Considerando-se que o declinio cognitivo e o déficit da memodria
visuoespacial sdo sintomas clinicos da DA (KASKIE; STORANDT, 1995), o déficit de
aprendizagem e memoria espacial foi relatado em estudos com camundongos
transgénicos da APP/PS1 modelo de DA (HSIAO et al., 1996; MORGAN et al., 2000;
KIYOTA et al., 2011), no qual o presente estudo confirmou que a administracéo i.h.
do peptideo ABi42 em ratos modelo de deméncia, levou ao dano de memoria
espacial, visto que o peptideo AP causa toxicidade a célula induzindo danos
cognitivos em humanos e roedores (HERRUP, 2010; JOHNSON et al., 2012), uma
vez que, o depdsito AR é a maior caracteristica patolégica da DA (JOHNSON et al.,
2012). Portanto, modelos animais com administracdo do peptideo AR sao utilizados
como modelos para estudar a DA, jA que induzem dano no processo da
aprendizagem e memoria como na DA (SHANKAR et al., 2009; POZUETA,;
LEFORT; SHELANSKI, 2013).

Os efeitos do litio analisados no presente estudo corroboram com
achados da literatura em que mostram um possivel papel protetor contra o declinio
cognitivo em estudos pré-clinicos e clinico (NUNES; VIEL; BUCK, 2013; NUNES,
2015). O tratamento com 300 ug/dia com carbonato de litio de pacientes com DA
durante 15 meses, mostrou nenhuma diminuicdo do desempenho no teste do mini-
exame do estado mental em comparacéo ao grupo que recebeu tratamento placebo,
mostrando ser eficaz contra o declinio cognitivo em pacientes com diagndstico
clinico de DA (NUNES; VIEL; BUCK, 2013). Camundongos transgénicos da APP
(modelo genético da DA) com ou sem tratamento com litio (0,25 mg/kg) e WT
(selvagem) ambos com 6 meses de idade, foram submetidos ao teste do labirinto de
Barnes, no qual apresentaram uma reducao significativa na laténcia para encontrar a
caixa de fuga, mostrando que todos os animais nessa idade, tinham a capacidade
de aprender a tarefa. Os camundongos modelo de DA, apdés 3 meses avaliados
novamente, mostraram laténcias significativamente mais altas para encontrar a caixa
de fuga quando comparado com o controle, sugerindo ter um dano de memoria
espacial. No entanto, 9 meses ap6s, camundongos modelo de DA tratados com litio
durante 8 e 16 meses mantiveram a memoria espacial do labirinto, e a laténcia para

encontrar a caixa de fuga foi significativamente menor do que o grupo modelo de DA
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que ndo recebeu tratamento. Esta € uma informacgéo evidente como a dose baixa e
cronica de litio pode ser eficiente para melhorar a aprendizagem, a consolidacéo e
recuperacdo da memoria (NUNES, 2015). Além disso, Mury et al. (2015) mostraram
que o litio apresenta um importante efeito na retencdo da memoria de longo prazo e
este efeito pode ser mediado pelo aumento da transcricdo de membros da familia da
enzima fosfolipase A2 em ratos Wistar.

O presente estudo mostrou que a memantina também apresentou
protecdo contra o dano cognitivo induzido pelo peptideo ABi42. Camundongos
transgénicos da APP/PS1 (modelo de DA) com 12 meses de idade, foram
submetidos ao teste de esquiva passiva, labirinto aquatico de Morris e teste da
atividade locomotora, nos quais mostraram que estes animais apresentavam um
déficit de memdéria. Porém, apds o tratamento com memantina (5 mg/kg) durante 4
semanas, estes animais apresentaram uma melhora significativa na aprendizagem e
memoria em relacdo ao grupo WT (selvagem) que apenas recebeu agua. Relatam
também que estes mecanismos neuroprotetores induzidos pela memantina € pelo
aumento da expressao do fator de crescimento derivado do nervo (NGF) (LIU et al.,
2014), que é considerado uma neurotrofina essencial para a sobrevivéncia e
plasticidade neuronal, contribuindo para a reducédo de depdsitos de AB. NGF esta
intimamente relacionado com a memoaria e aprendizagem (MATRONE, et al., 2011).
Além disso, outro estudo mostrou que ratos machos foram submetidos a injecéo
bilateral intracerebroventricular (i.c.v.) de estreptozotocina (3 mg/kg), a qual causou
danos na memoria destes animais quando avaliados no labirinto aquatico de Morris.
Porém, o tratamento com memantina (10 mg/kg) durante 13 dias reduziu
significativamente este efeito (RAI et al., 2013).

Os dados do presente trabalho também mostraram que o tratamento
combinado com litio e memantina apresentou uma performance cognitiva muito
melhor em relagao ao grupo AB1-42 +litio e ABi-a2+memantina. Portanto, a associacao
entre litio e memantina parece ser uma alternativa terapéutica a ser investigada para
a DA no dano cognitivo. Esta abordagem € muito valida neste trabalho, pois a
memantina ndo € totalmente eficaz na DA (SMITH, 2009). Entédo, estd tendo um
grande interesse em se investigar e aplicar associa¢des entre farmacos envolvendo
a memantina para potencializar a resposta terapéutica de pacientes com a DA. Entre

estas associacbes encontram-se a combinacdo de memantina e inibidores da
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acetilcolinesterase  (RIVEROL; SLACHEVSKY: LOPEZ, 2011; GAUTHIER;
MOLINUEVO, 2013), e pelo primeira vez, associando com um inibidor da GSK-3, o
litio, indicando uma nova terapia combinada promissora para a DA.

A inflamacdo é um mecanismo que contribui na progressdo da DA,
(HEPPNER; RANSOHOFF; BECHER, 2015), no qual o presente estudo mostrou que
a administracdo do peptideo ABi42 em ratos modelo de deméncia, induziu a
neuroinflamacéo. Um estudo realizado com mondcitos na presenca de um mitégeno
expostos ao litio por 5 dias mostrou um aumento na producdo da IL-4 secretada por
linfécitos Th2 e uma atenuacdo na producdo de citocinas proé-inflamatérias
secretadas por linfécitos Thl (RAPAPORT; MANJI, 2001). A administracdo i.h. de IL-
4 em camundongos APP transgénicos, mostrou uma reducdo significativa de
astrocitos e micréglias, sugerindo que esta citocina anti-inflamatéria pode atenuar a
neuroinflamacao induzido pelos peptideos AR, além de que, dados demonstram que
a expressao neuronal da IL-4 pode aumentar o numero de neurbnios recentemente
sintetizadas, podendo estar envolvidos na recuperacao, aquisicdo e recordacdo da
memoria, possivelmente por aumentar a fosforilagdo da subunidade NR2B do
receptor NMDA, aumentando sua expressdo, in vitro (KYIOTA, et al., 2010). O
tratamento crénico com cloreto de litio em concentracdes sub-terapéuticas (0,02; 0,2
e 2 mM) foram capazes de modificar a secrecdo de interleucinas pré e anti-
inflamatérias em culturas de neurénios corticais e do hipocampo com células gliais
(DE PAULA, et al., 2016).

O presente estudo mostrou que a memantina também apresentou
protecdo contra o processo inflamatério induzido pelo peptideo ABi42. A
administragcdo crbonica de memantina (5, 10 e 20 mg/kg) em camundongos
transgénicos da APP/PS1 (Tg2576), obteve uma diminuicdo significativa na
deposicdo das placas AR e aumento da densidade sinaptica no cortex e hipocampo
(DONG et al., 2008), e reducao dos niveis corticais da APP (UNGER et al., 2006). A
administracdo i.h. do peptideo AB em ratas, posteriormente tratadas
subcronicamente com memantina (1 e 30 mg/kg), reduziu a ativagdo cronica das
micréglias, evitou-se a apoptose e consequentemente a perda neuronal na regiao
CA1l do hipocampo (HIDALGO et al.,, 2002). Em camundongos transgénicos de
receptores de células T submetidos ao tratamento com memantina (1, 3, 5, 10, 20 e
30 uM) reduziu significativamente a proliferacdo de células T diretamente
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proporcional a concentracdo, incluindo a forte inibicdo de resposta proliferativa de
células T CD4* (auxiliares) (KAHLFUB et al., 2012), e consequentemente a
diminuicdo da secrecdo de citocinas. Entédo, os dados do presente estudo indicam
que litio, memantina e a associacdo promoveu aumento dos niveis de IL-4 no
cérebro de ratos, revertendo o efeito do AB1-42, mas a associacdo ndo teve um efeito
melhor.

O presente estudo mencionou os efeitos anti-inflamatérios da memantina
em atenuar os parametros inflamatérios que aumentaram devido a administracédo i.h.
do peptideo ABi-42. Em ratos submetidos a inflamacéo induzida pela morfina, houve
um aumento de IL-1B no soro, no qual o tratamento com uma dose baixa de
memantina (0,2 e 1,0 mg/kg) reverteu significativamente este aumento (CHEN et al.,
2013). Em um estudo, ratos machos foram submetidos a injecéo bilateral i.c.v. de
estreptozotocina (3 mg/kg) para avaliar a neuroinflamacdo e alteragbes nas
subunidades do receptor NMDA, no qual estes animais apresentaram um aumento
nos niveis de IL-18 e TNF-a no hipocampo e coértex, em comparagcado com 0 grupo
controle que recebeu ACSF. Apds o tratamento com memantina (10 mg/kg) v.o.
durante 13 dias, houve uma reversao deste aumento das citocinas IL-13 e TNF-a no
hipocampo e cortex em relacdo ao grupo controle (CHAI et al., 2013). Baseando-se
gue o potencial de acdo de longo prazo no hipocampo esta prejudicado em idosos,
foi realizado um estudo no qual analisaram o hipocampo de ratos com 22 meses de
idade, no qual observaram uma significativa correlacdo inversa entre 0s niveis
hipocampais da IL-1B e IL-4. Entdo a diminuicdo dos niveis da IL-4, devido suas
propriedades anti-inflamatorias, pode contribuir para um aumento significativo dos
niveis da citocina proé-inflamatéria IL-1B (NOLAN et al., 2005).

Estudos mostram que a memantina também pode reduzir a producéo de
TNF-a. Um estudo realizado durante 12 semanas com pacientes com transtorno do
humor bipolar mostrou que os niveis séricos de TNF-a foram significativamente
menores em pacientes que receberam a associacao de acido valpréico e memantina
(5mg/dia) em relacdo aos pacientes que receberam acido valproico e placebo (LEE
et al.,, 2014). O pré-tratamento com memantina (10 mg/kg) em camundongos
atenuou a lesdo pulmonar aguda induzida por LPS (10 mg/kg) e reduziu os niveis de

TNF-a do lavado bronco-alveolar (MA et al., 2014). Corroborando com o presente



41

estudo em que a memantina foi capaz de reduzir as citocinas pro-inflamatérias IL-13
e TNF-a no cortex frontal e hipocampo.

Também foi relatado o efeito anti-inflamatorio do litio em células gliais
(micréglias, astrocitos e oligodentrdcitos) de ratos submetidos a inflamacgéo induzida
por LPS, no qual, o tratamento com litio in vitro (1 e 10 mM) durante 6 horas, reduziu
a producéo da IL-18 e TNF-a (NAHMAN; BELMAKER; AZAB, 2012). O tratamento
com litio in vitro (2 e 5 mM) também reduziu os niveis da IL-1 que estavam
aumentados devido ao estimulo com LPS em mondcitos de pacientes saudaveis
(KNIJFF et al., 2007). Ratos Wistar machos foram induzidos ao modelo de sepse por
perfuracdo e ligacdo cecal e a altos niveis de endotoxina bacteriana, e apds o
tratamento com litio (25 e 50 mg/kg) levou a uma diminuicdo dos niveis séricos do
TNF-a, IL-18 e IL-6 (ALBAYRAK et al., 2011).

Células mononucleares do sangue periférico humano estimuladas com
agonistas (acido lipdico, lipideo sintético) de receptores toll-like na presenca de
SB216763, um inibidor especifico da GSK-3, resultou em uma reducédo seletiva de
50-90% na producédo de citocinas pro-inflamatérias IL-1p3, IL-6 e interferon- y (INF-y)
e uma reducdo de 60-80% dos niveis do TNF-a (MARTIN et al., 2005). O litio, por
ser um inibidor da GSK-3, pode suprimir a inflamacé&o induzida por LPS, reduzindo a
producdo de TNF-a (WANG et al., 2009). Com isso, torna-se promissor o tratamento
com litio, pela interacdo de seus efeitos anti-inflamatérios e a inibicdo da GSK-3,
uma vez que, a inibicdo da GSK-3 € um de seus principais mecanismos. Os dados
do presente estudo mostraram um aumento de IL-1B no modelo tipo DA e foi
revertido pelo tratamento de litio, memantina e associacao de ambos, levando a uma
reducdo maior desta citocina em relagdo aos animais controle que receberam agua.
Contudo, a associacdo nao teve efeito melhor quando comparado aos animais
tratado com litio ou memantina. Portanto, parece que este efeito envolve o aumento
dos niveis de IL-4 (NOLAN et al., 2005).



42

6 CONCLUSAO

Os resultados indicam que o tratamento subcrénico com litio, memantina
e a associacdo com litio e memantina reverteram o dano na memoria espacial dos
animais administrados com peptideo AB1-42. Contudo, o tratamento combinado de
litio e memantina teve melhor performance cognitiva em relacdo aos outros grupos
experimentais, indicando um efeito terapéutico promissor da associacdo para a DA.
Foi observado também que o efeito protetor do litio, memantina e sua associagédo
com litio estdo envolvidos na reducdo da inflamagdo. A melhor performance
cognitiva da associacao, observado no comportamento, ndo é justificada pelo efeito
anti-inflamatério, pois embora a memantina e o litio apresentaram um efeito anti-
inflamatoério contra a inflamacéo causada pelo peptideo ABi42, a associagdo nao
potencializou este efeito. Portanto, os resultados indicam que o litio e sua

associacdo com memantina podem ser futuras alternativas terapéuticas para a DA.
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ANEXO A — Representacao da carta-resposta da aprovacao do CEUA

Y

Universidade do’ Extremo Sul Catarinense
Comissao de Etica no Uso de Animais

Resolucéao

A Comissdo de Etica no Uso de Animais, normatizada pela Resolucdo n.
02/2011/Camara Propex e pela Lei Federal 11.794/08, analisou o projeto abaixo.

Protocolo: 024/2015-1

Professora responsavel: Josiane Budni

Equipe: Jodo Luciano de Quevedo, José Mauro Moraes dos Santos, Franciele Gongalves Mina,
Michelle Lima Garcez, Sabrina da Silva, Tatiani Bellettini, Erico Pigozzi Cassaro, Gustavo Luis
Schiavo

Titulo: Verificar o Efeito Protetor da Associa¢cdo do Litio e Memantina ou Galantamina
em um Modelo Animal de Doenga de Alzheimer Induzido pelo Peptideo AR1-42.

Este projeto foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodoldgicos. Toda e qualquer
alteracdo do Projeto devera ser comunicada a CEUA. Foi autorizada a utilizacdo do total de 360
Ratos Wistar machos, de 60 dias e pesando aproximadamente 300g. Os membros da CEUA nao
participaram do processo de avaliacdo dos projetos em que constam como pesquisadores. Para
demais davidas, contatar a CEUA pelo e-mail ceua@unesc.net.

The Ethics Committee on Animal Use on Research, sanctioned by the resolution number
02/2011/Céamara Propex, in accordance with federal law number 11.794/08, has analyzed the
following Project:

Protocol number: 024/2015-1

Principal Investigator: Josiane Budni

Researchers: Jodo Luciano de Quevedo, José Mauro Moraes dos Santos, Franciele Gongalves
Mina, Michelle Lima Garcez, Sabrina da Silva, Tatiani Bellettini, Erico Pigozzi Cassaro, Gustavo
Luis Schiavo

Project title: Evaluation of protective effect of Lithium combined with Memantine or Galantamine
on Animal Model of Alzheimer's Disease Induced by AR1-42 Peptide.

The project was Approved in its ethical and methodological aspects. Any alteration of the
original version of this project must be previously submitted to the Committee for further analyzes.
May you have further questions, please contact us on www.unesc.net/propex/ceua or by e-mail:
ceua@unesc.net.

Cricilma, 25 de marco de 2015.
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VILSON HEINZEN CARDOSO

Coordenador Adjunto da CEUA



