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RESUMO

Estudos mostram uma estreita relacdo entre niveis de melatonina e
pacientes com doenca de Alzheimer (DA). Quanto maior a progressdo
da DA menor os niveis deste hormonio. Além disso, a deficiéncia de
melatonina pode estar associada a inflamacgdo crénica na DA. Dessa
forma, o presente estudo teve por objetivo avaliar o efeito da melatonina
sobre a neuroinflamacdo presente na DA. Foram utilizados 40
camundongos Balb/c adultos machos, na qual, para induzir
caracteristicas da DA, foi aplicado o peptideo B-amildide 1-42 (AB1-42)
no ventriculo lateral em um volume de 4 pL unilateralmente. O grupo
controle recebeu volume idéntico de fluido cerebroespinhal artificial
(ACSF), formando-se quatro grupos (peptideo+agua;
peptideo+melatonina; ACSF+agua; ACSF+melatonina) com 10
camundongos em cada grupo. Apds 24h a cirurgia, foi iniciado o
tratamento com melatonina (10mg/kg) ou &gua por via oral durante 15
dias. A partir do 14° dia os animais foram submetidos ao teste
comportamental no labirinto radial e ao final foram eutanasiados. O
cortex total e hipocampo foram retirados para analises bioquimicas. As
citocinas antiinflamatdrias (IL-10 e IL-4) foram diminuidas no grupo
peptideo+agua, entretanto nos grupos associados com melatonina, houve
restauracdo dos niveis, aproximando-os ao grupo controle. Além disso,
0 tratamento com melatonina diminuiu os niveis de IL-1p tanto no
hipocampo quanto no soro, assim como TNF-a. No teste
comportamental do labirinto radial, a melatonina mostrou-se
neuroprotetora, revertendo o dano cognitivo induzido pelo peptideo
AP1-42, comprovado pela reducdo em todos os pardmetros avaliados.
Os resultados sugerem que a melatonina pode ser uma alternativa ao
tratamento na DA, pois contribui para atenuar a neuroinflamacédo e a
progressdo da doenca.

Palavras chave: Melatonina; neuroinflamacdo; doenca de Alzheimer;
memoéria espacial.






ABSTRACT

Studies have shown a close relationship between melatonin levels and
patients with Alzheimer's disease (AD). The higher the progression of
AD minor levels of this hormone. Furthermore, melatonin deficiency
may be associated with chronic inflammation in AD. Thus, the present
study was to evaluate the effect of melatonin on neuroinflammation
present in AD. We used 40 Balb/c mice adults, in which to induce AD
characteristics, it was applied p-amyloid 1-42 peptide (AB1-42) in the
lateral ventricle in a volume of 4 uL unilaterally. The control group
received the same volume of artificial cerebrospinal fluid (ACSF),
forming four groups (peptide + water; peptide + melatonin; ACSF +
water; + melatonin ACSF) with 10 mice in each group. 24h after the
surgery, treatment was initiated with melatonin (10mg / kg) or water
orally for 15 days. From the 14th day the animals were subjected to
behavioral testing on radial maze and the end were euthanized. The total
cortex and hippocampus were removed for biochemical analysis. The
anti-inflammatory cytokines (IL-10 and IL-4) were decreased in peptide
+ water group, however the groups associated with melatonin, there was
restoration of levels, bringing them closer to the control group.
Furthermore, melatonin treatment decreased the IL-1p levels in both the
hippocampus and in serum, as well as TNF-a. In the behavioral test
radial maze, melatonin proved to be neuroprotective, reversing the
cognitive impairment induced by AP1-42 peptide, evidenced by the
reduction in all parameters evaluated. The results suggest that melatonin
might be an alternative to treatment in AD, it contributes to attenuate
neuroinflammation and disease progression.

Keywords: Melatonin; neuroinflammation; Alzheimer's disease; spatial
memory.
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1 INTRODUCAO
1.1Doenga de Alzheimer

Demeéncia é caracterizada pela perda ou reducdo progressiva das
capacidades cognitivas, com alta prevaléncia na populacdo mundial.
Este nimero elevado foi estimado em aproximadamente 36 milhdes de
casos no ano de 2013 e estd projetado para dobrar a cada 20 anos
(Cumming and Brodtmann 2010). Diante disso, o custo financeiro a
nivel global para tratamento das deméncias foi superior a U$ 600
bilhGes de dolares em 2010, revelando um alto fator de impacto sobre os
gastos publicos em saude (Alzheimer Association, 2015).

A deméncia € um termo geral para caracterizar varias doencas
neurodegenerativas, na qual a doenca de Alzheimer (DA) apresenta a
maior prevaléncia em pacientes acima de 60 anos, com 40% dos casos.
Entretanto o envelhecimento ¢ um grande fator de risco para o
desenvolvimento na DA e com isso, a prevaléncia aumenta ainda mais
conforme o avango na idade desses pacientes (Fiest, Roberts et al.
2016).

A DA é caracterizada como uma patologia neurodegenerativa
devido a morte neuronal progressiva e irreversivel, que afeta
principalmente os neur6nios da regido do cortex frontal e hipocampo,
ambos fundamentais na formacdo da memoria (Newman, Musgrave et
al. 2007). Apdés a morte neuronal, os sintomas iniciais apresentados
pelos pacientes sdo: lapso na memoria recente, perda do senso de
direcdo e mudanca de comportamento. No entanto, antes mesmo da
manifestacdo dos primeiros sintomas a doenga ja se iniciou ha anos,
dificultando o diagnéstico precoce fundamentado em manifestacdes
clinicas e confirmado por meio de exames neuroldgicos, testes
neuropsicoldgicos e neuroimagem.

A expectativa de vida dos pacientes apos confirmacdo do
diagndstico é aproximadamente nove anos (Tedeschi, Cirillo et al.
2008). A susceptibilidade ao desenvolvimento desta patologia €
resultado de fatores ambientais e genéticos que interagem durante a vida
do paciente. Os fatores de risco relacionados & doenga envolvem:
inflamacgdo sistémica, obesidade (Heneka, Carson et al. 2015), baixa
escolaridade (Noroozian, Shakiba et al. 2014), sexo feminino (Kojima,
Taniguchi et al. 2016), traumatismo craniano (Faden and Loane 2015),
depressdo (Reus, Titus et al. 2016), diabetes mellitus (Rani, Deshmukh
et al. 2016) e ins6nia (Busche, Kekus et al. 2016). Contudo, o principal
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fator de risco é o envelhecimento sendo que sua incidéncia aumenta
conforme a idade (Fiest, Roberts et al. 2016).

As principais caracteristicas histopatolégicas da doenga foram
descritas por Alois Alzheimer e contemplam dois principais marcadores,
sendo o primeiro composto por placas senis extracelulares insoluveis,
formadas por agregados de peptideo f-amiloide (AB) estes peptideos sdo
constituidos de 39 a 43 residuos de aminoacidos. Porém, os principais
tamanhos de peptideos encontrados sdo de 40 residuos de aminoacidos
(AB-40) com aproximadamente 90% dos casos ¢ AB-42 com apenas
10% de formacdo, sendo este mais propenso a formar placas senis
extracelulares (Verdile, Fuller et al. 2004). O peptideo AP é produzido a
partir da clivagem de seu precursor, a proteina precursora amiléide
(APP), por acdo das enzimas B e y secretase. Esta é a chamada via
amiloidogénica, que esta mais ativa na DA. No entanto, a APP também
¢ clivada por a e y secretase formando um peptideo soluvel que ndo ¢
capaz de formar a placa senil, constituindo a via ndo-amiloidogénica
(Haass and Selkoe 2007).

A segunda caracteristica fisiopatolégica da DA é representada
pelos emaranhados neurofibrilares (NFTSs) intracelulares compostos pela
proteina tau hiperfosforilada. A proteina tau quando hiperfosforilada ndo
consegue ligar-se aos microtdbulos e promover a estabilidade do
citoesqueleto neuronal. Desta forma, desestabiliza os microttbulos
induzindo a morte do neurdnio (Igbal, Alonso Adel et al. 2005).

Tanto os agregados do peptideo AP quanto os NFTs sdo fatores
precipitantes de multiplas vias neurotdxicas como excitotoxicidade
glutamatérgica, estresse oxidativo, apoptose, depletacdo energética,
alteracOes nos fatores neurotroficos e neuroinflamacdo. Estes processos
fisiopatol6gicos estdo presentes na DA desencadeando atrofia e morte
neuronal e consequente sintomatologia da DA (Cardenas-Aguayo 2014).

1.2 Neuroinflamagdo na DA

A inflamacdo persistente, principalmente de baixo grau e
progressiva € observada na grande maioria das doencas
neurodegenerativas, com diferenca nas vias e células afetadas (Lyman,
Lloyd et al. 2014). As principais caracteristicas da neuroinflamacdo na
DA incluem ativagdo da microglia, liberacdo de interleucinas (IL) pro-
inflamatdrias, presenca de proteinas de fase aguda e recrutamento de
linfocitos  (Rubio-Perez  and Morillas-Ruiz  2012). Marcadores
inflamatdrios estdo presentes tanto no liquor quanto no sangue periférico
de pacientes com DA. Uma metanalise conduzida por (Swardfager,
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Lanctot et al. 2010) encontrou que os niveis das citocinas IL-6, fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), IL-1p, IL-12 e IL-18 estavam
aumentados. Esse processo inflamatorio pode ser desencadeado
principalmente pela presenca do peptideo AP, que tem a capacidade de
ativar o sistema imune (Bornemann, Wiederhold et al. 2001, Minter,
Taylor et al. 2016) destacando-se a microglia que reconhece o peptideo
através dos seus receptores Toll-like (TLR-2, TLR-4 e TLR-6) (Solito
and Sastre 2012, Gambuzza, Sofo et al. 2014). A via de sinalizacao
passa pela ativacdo de receptores intracelulares (NLRP3, conhecido com
inflamassoma) e caspases, ocorrendo entdo a liberacdo de citocinas
(Tan, Yu et al. 2013, Sollberger, Strittmatter et al. 2014). Evidéncias de
que o peptideo AP estimula o sistema imune sdo encontradas em estudos
com modelos animais da DA com énfase na ativacdo da microglia (Gold
and El Khoury 2015). Com isso, a atividade inflamatdria tem sido
relacionada com a neurodegeneragao.

Em particular, a injecdo intra-hipocampal do peptideo AB1-42
causa mobilizacéo e ativacdo da microglia acompanhada de aumento na
producdo de citocinas pro-inflamatérias tais como, TNF- o, IL-1p ¢ IL-6
(McLarnon 2014). Sabe-se que as citocinas pré-inflamatorias tém a
capacidade de aumentar a sintese de APP e fosforilagdo da proteina tau,
desta forma, amplificando o sinal inflamatério e sustentando um ciclo
vicioso (Lyman, Lloyd et al. 2014). Assim, esse sinal amplificado leva a
varias alteracdes no sistema nervoso central (SNC). Especificamente, a
IL-1pB tem a capacidade de suprimir o potencial de longa duracéo (LTP)
no hipocampo, por meio da supressdo do fator neurotréfico derivado do
cérebro (BDNF), que estd envolvido na plasticidade sinaptica e
meméria. Em experimento avaliando a memoria espacial de
camundongos pelo teste do labirinto aquatico de Morris a injecdo de IL-
1B bloqueou a aquisi¢do do aprendizado (Gibertini, Newton et al. 1995).
Vale salientar, que IL-1p em baixas concentracdes é essencial para LTP,
ja em altas concentracGes torna-se prejudicial. Além disso, este aumento
dos niveis de IL-1B é deletério para a fagocitose do peptideo AP pela
microglia, levando ao aumento das concentracBes de célcio em
neurdnios, causando disfuncdo neural e morte (Tong, Prieto et al. 2012).
Também a IL-1B em niveis elevados atua facilitando a fosforilagdo da
proteina tau (Sheng, Jones et al. 2001), assim como aumenta a producéo
e atividade de acetilcolinesterase, em consequéncia diminui as
concentracdes de acetilcolina (Li, Liu et al. 2000).

Outra citocina importante encontrada em niveis aumentados na
DA ¢é o TNF- a. Esta citocina em altas concentra¢des pode promover
apoptose, toxicidade neural pelo aumento do glutamato e alteracdo do
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potencial de membrana neural, conduzindo um desequilibrio nas
concentracBes de calcio intracelular (Li, Tan et al. 2014). Diante deste
panorama inflamatdrio, o papel do peptideo beta amildide é fundamental
para desencadear um ciclo vicioso, promovendo a liberacdo de
marcadores pré-inflamatorios, que por sua vez amplificam o dano ao
SNC. Por esta razdo, evidéncias sugerem que reduzindo a
neuroinflamacdo é possivel neutralizar os danos ao SNC (Medeiros,
Prediger et al. 2007, McAlpine, Lee et al. 2009, Kiyota, Okuyama et al.
2010, Bachstetter, Norris et al. 2012).

Segundo Rubio Perez e Morillas Ruiz (2012), o papel da
microglia pode ser benéfico na DA, uma vez que sua ativagdo pode
reduzir o acimulo do peptideo AB, por meio do aumento da fagocitose,
depuracéo e degradacdo do mesmo. Também ocorre liberacdo de fatores
soluveis, tais como fator neurotréfico derivado da glia (GDNF) e outras
citocinas (IL-4 e 1L-10). A IL-4 pode ter agBes protetoras como inibir a
expressdo e liberacdo de citocinas pré-inflamatdrias, incluindo a IL-1p,
IL-12 e TNF-a (Hart, Cooper et al. 1991, Levings and Schrader 1999).
Consequentemente, esta citocina pode reduzir a concentracdo de TNF-a
e 6xido nitrico. A IL-10 é uma das principais representantes, tendo um
papel importante na homeostase neural e sobrevivéncia celular. Assim
como a IL-4, também tem a capacidade de diminuir a secre¢do de TNF-
o e IL-1 agindo sobre seus prdprios receptores presentes na superficie
celular. Uma meta-analise sugeriu que um polimorfismo no gene IL-10
seria um fator de risco para o desenvolvimento da DA (Zhang, Zhang et
al. 2011).

A atividade da microglia em estagios iniciais da DA ¢é
fundamental para a protecdo do SNC, pois é capaz de impedir a
formagdo do peptideo AP por meio de mecanismos protetores.
Entretanto, com 0 avan¢o da doenca associado ao envelhecimento, sua
atividade torna-se insuficiente para contrapor a eliminacdo do peptideo
AP, ocorrendo liberacdo de citocinas pro-inflamatérios que terdo seus
efeitos deletérios sobre 0 SNC (Cherry, Olschowka et al. 2014). Diante
disso, sua dualidade sobre o0 SNC impedindo ou promovendo 0 avango
da doenca, deve ser considerada como um potencial terapéutico.

1.3 Tratamento atual para a DA

Infelizmente a atual terapia farmacol6gica para combater a DA
ainda é limitada, pois atua apenas sobre os sintomas clinicos. A
farmacoterapia reconhecida pela Food and Drug Administration (FDA)
baseia-se na perda dos neurdnios colinérgicos e excitotoxicidade do
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glutamato. As classes de farmacos utilizados sdo os inibidores de
acetilcolinesterase (IAChEs) (Tacrina, Donepezil, Rivastigmina e
galantamina) (Birks 2006) e antagonista do receptor N-metil-D-
aspartato  (NMDA) (Memantina) (Danysz and Parsons 2003). Os
IAChEs visam o aumento da disponibilidade sinaptica de acetilcolina,
que ocorre através da inibicdo das suas principais enzimas:
acetilcolinesterase e a butirilcolinesterase. Com a perda dos neur6nios
colinérgicos ha reducdo das concentracdes de acetilcolina na fenda
sindptica. Portanto, os IAChEs aumentam a acetilcolina na fenda
sinaptica reduzindo os sintomas da DA (Birks 2006).

A memantina tem como fungdo restabelecer a transmisséo neural
do glutamato a um nivel fisiol6gico e impedir os efeitos dos niveis
aumentados de glutamato com consequente excitotoxicidade (Danysz
and Parsons 2003). Os efeitos colaterais mais comuns relacionados ao
uso de IAChEs sdo nauseas e vomitos, ambos estdo ligados ao excesso
de acetilcolina. Estes efeitos secundarios sdo leves a moderados em
termos de gravidade, e podem ser gerenciados pelo ajuste de doses do
farmaco (Sun, Jin et al. 2012). Efeitos secundarios menos comuns
incluem céibras musculares, diminuicdo da frequéncia cardiaca
(bradicardia), diminuicdo do apetite, e aumento da producdo de acido
gastrico (Birks 2006). Os efeitos adversos relatados com memantina sao
infrequentes e leves, incluindo alucinagdes, confusdo, tonturas, dor de
cabeca e fadiga (Reisberg, Doody et al. 2003).

Entretanto, o atual tratamento ndo € capaz de impedir a
neurodegeneracdo e consequentemente a progressdo da doenca, com
isso, faz-se necessario a busca por novos farmacos que tenham a
capacidade de impedir ou reduzir a progressao na DA.

1.4 Melatonina e a DA

A melatonina é um hormdnio derivado do aminoécido triptofano,
secretada principalmente pela glandula pineal, localizada no nicleo
supraquiasmatico do hipotadlamo. No entanto, outros érgdos e tecidos
podem sintetiza-la, incluindo o trato gastrointestinal, epitélio das vias
respiratorias, pancreas, glandulas supra-renais, glandula tiredide, timo e
trato urogenital (Zawilska, Skene et al. 2009). Esses amplos locais de
sinteses refletem suas diversificadas atividades fisiolégicas no controle
do ritmo bioldgico (Dominguez-Rodriguez, Abreu-Gonzalez et al.
2010), na acdo antioxidante combatendo os radiais livres (Reiter,
Acuna-Castroviejo et al. 2001, Reiter, Manchester et al. 2010), na
atividade sobre o sistema imune (Carrillo-Vico, Guerrero et al. 2005,
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Chahbouni, Escames et al. 2010), na proliferagdo e diferenciacédo celular
(Sotthibundhu, Phansuwan-Pujito et al. 2010) e na regula¢do do sono
(Ferguson, Rajaratnam et al. 2010). Suas acbes dependem em parte da
sua interacdo com os receptores de membrana da superfamilia de
receptores acoplados a proteina G do tipo MT1 (presentes no
hipotalamo), MT2 (presente na retina, hipotalamo e cerebelo) ou MT3
(receptores presente no citosol). Além disso, tem a capacidade para atuar
em vias independentes de seus receptores (Dubocovich, Yun et al.
1998).

A secrecdo de melatonina pelo organismo saudavel ocorre
principalmente durante a noite, apresentando niveis noturnos elevados e
diurnos reduzidos. Entretanto, no envelhecimento e em doencas
neurodegenerativas varios precursores da melatonina encontram-se
reduzidos, incluindo serotonina e triptofano, diminuindo assim a
capacidade de sintese. Com isso, pacientes idosos ou com doencas
neurodegenerativas apresentam transtornos do sono como a insonia.
Desta forma, a melatonina tem um papel fundamental na regulacdo do
sono e sua suplementacdo tem sido utilizada como tratamento nessas
condi¢bes (Xu, Wang et al. 2015, Iranzo 2016, Zhang, Chen et al. 2016).
Além disso, esta reducdo nos niveis de melatonina tem sido associada
com o declinio cognitivo e neurodegeneracdo, proporcionando um fator
de risco para o desenvolvimento da DA (Zubenko, Moossy et al. 1991,
Corrales, Martinez et al. 2013, He, Ouyang et al. 2013).

Diante disso, estudos clinicos e pré-clinicos sugerem uma forte
relacdo entre melatonina e a patogénese da DA (Skene, Vivien-Roels et
al. 1990, Uchida, Okamoto et al. 1996, Liu, Zhou et al. 1999, Mishima,
Tozawa et al. 1999, Ohashi, Okamoto et al. 1999, Ferrari, Fioravanti et
al. 2000, Skene and Swaab 2003, Wu, Fischer et al. 2006, Wu and
Swaab 2007). Entre esses estudos, o conduzido por (Wu and Swaab
2007) avaliou os niveis de melatonina no soro de pacientes com DA,
comparando-0s com pacientes controles, pareados com a mesma idade,
sendo observado niveis reduzidos deste horménio na presenca desta
patologia. Além disso, em muitos destes pacientes 0 ritmo noturno e
diurno de sintese foi praticamente abolido. Segundo Magri Locatelli et
al. (1997) estes niveis podem estar diminuidos ainda em estégios inicias
da doenca, antes mesmo do aparecimento dos primeiros sintomas
clinicos. Reforgando esta relagdo, em pacientes com DA foi observado
gue a concentragdo de melatonina no liquor diminuiu conforme a
progressdo da DA (Ozcankaya and Delibas 2002), assim como a
imunorreatividade de receptores MT2 presentes no hipocampo
(Savaskan, Ayoub et al. 2005). Essas alteragdes podem ser decorrentes
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da presenca dos peptideos AP, que tem a capacidade de alterar o
funcionamento da glandula pineal, bloqueando a sintese de melatonina e
a expressao de seus receptores (Cecon, Chen et al. 2015).

1.5 Justificativa

Diante de diversificada atividade fisioldgica e forte relacdo com a
DA, a melatonina tem sido investigada como alvo terapéutico no
tratamento da DA tanto em estudos clinicos como em estudos pré-
clinicos (Feng, Chang et al. 2004, Shen, Zhang et al. 2007, Ali and Kim
2015, Xu, Wang et al. 2015). Tendo isso em vista, 0 presente estudo
visou investigar o papel da melatonina sobre a memoria e a inflamacéo
por meio de sua atividade moduladora no sistema imune em um modelo
animal de deméncia induzido pelo peptideo Ap1-42.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivos gerais

Avaliar o efeito terapéutico da melatonina na memoria e
neuroinflamagdo em um modelo animal de deméncia induzido pelo
peptideo B-amildide 1-42.

2.2 Objetivos especificos

1 - Avaliar a memoria espacial no labirinto radial de
camundongos Balb/c tratados com melatonina e submetidos ao modelo
animal de deméncia induzido pela administracdo do peptideo Ap 1-42.

2 - Avaliar os niveis de citocinas (TNF-a, IL-1p, IL-4, 1L-10) no
soro e cérebro de camundongos Balb/c tratados com melatonina e
submetidos a0 modelo animal de deméncia induzido pela administracéo
do peptideo AB 1-42.
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3. METODOLOGIA
3.1 Animais

Foram utilizados 40 camundongos Balc/c adultos machos
pesando em média 30g a 40g. Os animais foram obtidos do Biotério da
Universidade do Extremo Sul Catarinense e mantidos em gaiolas em
ciclo claro/escuro de 12h, com alimentacdo e &gua, disponiveis, com
temperatura entre 22 + 1° C.

Todos o0s procedimentos experimentais foram realizados de
acordo com as diretrizes do CONCEA (Conselho Nacional de Controle
de Experimentacdo Animal): Diretriz da Pratica de Eutanésia do
CONCEA e Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizacao de
Animais para Fins Cientificos e Didaticos. Os devidos procedimentos
foram iniciados ap6s a aprovacdo do projeto no Comité de Etica em
Pesquisa no Uso de Animais Experimentais da Universidade do
Extremo Sul Catarinense sob protocolo 031/2015-02.

3.2 Modelo animal de deméncia

Para induzir caracteristicas da deméncia tipo-DA em animais, foi
utilizado o peptideo AP1-42 dissolvido em PBS na concentracdo de
1ug/uL. Este peptideo ficou incubando a 37°C durante sete dias para ser
obtida a forma agregada. Apos, o agregado de peptideo AB 1-42, foi
diluido na concentracdo de 100pg/lL e injetado no ventriculo lateral em
um volume de 4pL bilateralmente (Fukumoto, Mizoguchi et al. 2014).
Camundongos Balb/c machos adultos foram anestesiados com
isoflurano, e por meio da injecdo a mao livre no ventriculo lateral foram
administrados o agregado de peptideo. Os camundongos controle
receberam 0s mesmos procedimentos, porém foram injetados um
volume idéntico de fluido cérebroespinhal artificial (ACSF).

3.3 Protocolo de tratamento

Apo6s o primeiro dia da injecdo do agregado de peptideo Ap 1-42
foi iniciado o tratamento dos 40 animais, com melatonina (10 mg/kg) ou
agua por via oral (p.0.) durante 15 dias (Feng, Chang et al. 2004, Ali and
Kim 2015). No 14° dia os animais foram submetidos ao inicio do teste
comportamental e apds o término no 18° dia foram eutanasiados e
imediatamente foi coletado o sangue para obtengdo do soro, também
foram retiradas as estruturas cerebrais (cortex total e hipocampo) para as
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analises imunoquimicas (Figura 1). Foram obtidos quatro grupos
experimentais: ACSF+ agua; ACSF+ melatonina; peptideo+agua;
peptideo+melatonina. Foi obtido um n=10 camundongos em cada grupo
experimental.

Protocolo de tratamento (Radial maze)

Melztoninz (10 mgfkg, p.o.)ou gua

[ | . |
I rrrnri
1dia 14® 15® 16° 17° 18°

AB1-42 (400 praol/sitia, i.cu)

ousalina Dz 14: Habituac3o

Diz 15: Diade teste

Diz 16: Diade teste

Dia 17: Diade teste

Diz 18: Diz de teste & posterior eutanasia
dos animazis para 2 coletz do cortex total,
hipocampa & soro  parz awelizcdo
bioquimica

Figura 1: Protocolo de tratamento, iniciado no 1° dia ap6s inje¢do do agregado
de peptideo. Teste comportamental no labirinto radial com habituacdo no 14°
dia, a partir do 15° dia até o 18° dia ocorreu o teste e depois de finalizado houve
eutanasia dos camundongos para coleta do cortex total, hipocampo e soro para
avaliacdo de testes imunoquimicos.

3.4 Analise comportamental

Labirinto de radial (Radial Maze): Este labirinto consiste de uma
plataforma central (28 c¢cm de diametro) conectada a oito bragos
dispostos radialmente. Cada braco contém 50 cm de tamanho por 12 cm
largura, 12 cm de altura. Os bragos podem ser fechados através de uma
porta de acrilico removivel. Nas paredes de quatro bracos ficaram
dispostas figuras ilustrativas, que ao serem observadas pelo animal
durante sua exploracdo, foram utilizadas por estes como “pistas” ou
“dicas” espaciais. Para agucar o apetite dos camundongos e estimula-los
a buscar a recompensa (Nescau cereal), os animais foram mantidos em
jejum por 22 horas e racionamento de comida por cinco dias, ficando
com 85% do seu peso corporal e mantido assim até o final do
experimento. No 14° dia ocorreu a habituacao, na qual os animais foram
colocados na parte central do labirinto e deixados por 10 minutos para
explorar o aparato. Nos dias dos testes (15°; 16°; 17°; 18°) quatro bragos



33

foram selecionados para conter recompensa e 0s animais tiveram até 10
minutos para comer as quatro recompensas. Foram aferidos os seguintes
parametros; erros de memoria de trabalho (entrar num brago que
continha comida ja previamente consumida); erros de memdria de
referéncia (entrar num braco sem recompensa); e erros totais (Olton and
Samuelson 1976).

3.5 Analise imunoguimica das amostras bioldgicas

As amostras de cortex total, hipocampo e soro dos animais
submetidos ao protocolo de tratamento, foram utilizadas para a
realizacdo da avaliacdo dos niveis de citocinas. Os Kits ELISA de
citocinas (TNF-a, IL-1pB, IL-4, 1L-10) foram obtidos da R&D Systems
(DuoSet) e utilizados de acordo com os procedimentos previamente
descritos pelo fabricante.

3.6 Analise estatistica

Os resultados foram analisados através do programa
STATISTICA versdo 8.0 (StatSoft, Inc., USA). O teste de normalidade
Shapiro—-Wilk foi realizado para confirmar se os dados possuem uma
distribuicdo normal. Os resultados das citocinas foram avaliados por
andlise de variancia por ANOVA de duas vias, seguido pelo teste post
hoc de Newman-Keuls, quando necessario. Os resultados tiveram
diferencas significativas quando p<0,05. Os dados foram representados
como média + erro padrdo da média. O teste do labirinto octogonal foi
analisado por ANOVA de medidas repetidas, seguido pelo teste post hoc
de Newman-Keuls quando o p<0,05. Os dados foram representados
como média * erro padrdo da média.
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4. RESULTADOS

A figura 2A mostra o tempo total para o animal encontrar a
recompensa nos quatro bragos do labirinto radial, o qual foi observado
interacdo entre o grupo peptideo tratado com melatonina e grupo
peptideo+agua [Fator (1,31) = 7,42 p<0,05]. O teste post hoc de
Newman-Keuls mostrou que o grupo peptideo apresentou diferenga
significativa (demorando mais tempo para encontrar a recompensa) com
relacdo aos demais grupos no 3° dia de teste (p<0,05). Além disso,
guando realizadas as comparac@es dentro do grupo peptideo+agua, este
somente aprendeu no 4° dia (p<0,01) quando comparado ao 1° dia de
teste, reduzindo o tempo total para encontrar a recompensa, diferente
dos demais grupos. Quando comparado as diferengas em relagdo ao
grupo peptideo+agua, o grupo controle, reduziu o tempo total para
encontrar a recompensa no 2° dia (p<0,05), 3° dia (p<0,01) e 4° dia
(p<0,001) de teste. No grupo controle tratado com melatonina houve
reducdo significativa, quando comparado ao grupo peptideo, no 2° dia
(p<0,005), 3° dia (p<0,01) e 4° dias (p<0,001). O grupo peptideo tratado
com melatonina reduziu o tempo total para encontrar a recompensa no
2° dia (p<0,05), 3° e 4° dias (p<0,001). Dentro dos grupos, somente 0s
grupos controle e peptideo tratado com melatonina aprenderam ao longo
dos dias, no 3° e 4° dia, quando comparado ao 1° dia.

A figura 2B representa 0s erros totais que os animais cometeram
até encontrar a recompensa na qual também houve interagdo entre grupo
peptideo+agua e o grupo peptideo tratado com melatonina [Fator (1,36)
= 6,19 p<0,05]. O grupo peptideo+agua apresentou diferenca
significativa (cometendo mais erros totais para encontrar a recompensa)
com relagdo aos demais grupos nos 2° dia, 3° dia e 4° dia de teste. Em
relacdo ao grupo controle as diferencas ocorreram no 2° dia, 3° dia e 4°
dia (p<0,01). Em relacdo ao grupo controle tratado com melatonina as
diferencas foram, no 2° dia (p<0,001), 3° dia (p<0,05) e 4° dia (p<0,01).
Em relacdo ao grupo peptideo tratado com melatonina, diferencas
significativas ocorreram no 2° dia (p<0,01), 3° dia e 4° dia (p<0,05).
Dentro dos grupos, somente os grupos controle, ACSF+melatonina e
peptideo+melatonina aprenderam ao longo dos dias. Os grupos controle
e ACSF+melatonina, aprenderam ja no 2° dia, e 0s trés grupos
experimentais aprenderam no 3° e 4° dia, quando comparado ao 1° dia.
O grupo peptideo+agua somente aprendeu no UGltimo dia quando
comparado ao 1° dia.
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Figura 2: Efeito da melatonina (10mg/kg) no teste do labirinto octogonal
realizado em camundongos Balb/c no modelo animal de deméncia tipo-DA
induzido pela administragdo do peptideo Ap 1-42. A figura (A) mostra o tempo
total para encontrar a recompensa em segundos e a figura (B) mostra os erros
totais de entrada nos bragcos cometidos pelos animais até encontrar a
recompensa. Os dados estatisticos foram analisados pelo método ANOVA de
medidas repetidas, seguido pelo teste post hoc Newman-Keuls. Os resultados
estdo expressos como média + erro padrdo da média de 8-10 animais por grupo.
*p<0,05 quando comparado ao primeiro dia de teste do respectivo grupo. #
p<0,05 quando comparado ao respectivo dia de teste em relacdo aos demais
grupos.

A figura 3A representa os erros de memoria de trabalho que os
animais cometeram até encontrar a recompensa. Os resultados mostram
gue houve interacdo entre o grupo peptideo+agua e grupo peptideo
tratado com melatonina [Fator (1,37) = 5,01 p<0,05]. O grupo
peptideo+agua apresentou diferenca significativa (cometendo mais erros
de memodria de trabalho para encontrar a recompensa) com relagdo aos
demais grupos nos 1° dia, 2° dia, 3° dia e 4° dia de teste, sendo que em
relagdo ao grupo controle as diferengas foram no 1° dia (p<0,05), 2° dia
(p<0,001), 3° dia (p<0,05) e 4° dia (p<0,05). Em relagdo ao grupo
controle tratado com melatonina as diferengas foram, no 1° dia (p<0,01),
2° dia (p<0,001), 3° dia (p<0,05) e 4° dia (p<0,05). Em relagdo ao grupo
modelo tratado com melatonina as diferencas foram, no 1° dia (p<0,01),
2° dia (p<0,001), 3° dia (p<0,01) e 4° dia (p<0,05).
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A figura 3B representa os erros de memoria de referéncia que os
animais cometeram até encontrar a recompensa na qual também houve
interacdo entre o0 grupo peptideo e grupo peptideo tratado com
melatonina [Fator (1,35) = 8,22 p<0,01]. O grupo peptideo+agua
apresentou diferenca significativa (cometendo mais erros de memoria de
referéncia para encontrar a recompensa) com relacdo aos demais grupos
nos 2° dia, 3° dia e 4° dia de teste, sendo que em relagdo ao grupo
controle as diferencas foram no 2° dia (p<0,01), 3° dia (p<0,05) e 4° dia
(p<0,05). Em relagdo ao grupo controle tratado com melatonina as
diferencgas foram, no 2° dia (p<0,001), 3° dia (p<0,05) e 4° dia (p<0,01).
Em relagdo ao grupo modelo tratado com melatonina as diferengas
foram, no 2° dia (p<0,01), 3° dia (p<0,05) e 4° dia (p<0,05). Finalizando
esta relacdo, o grupo peptideo+agua apresentou diferenca do 1° dia em
relacdo ao grupo controle (p<0,05). Dentro dos grupos, somente 0s
grupos controle, ACSF+melatonina e peptideo+melatonina aprenderam
ao longo dos dias. Os grupos controle e ACSF+melatonina, aprenderam
jano 2° dia, e os trés grupos experimentais aprenderam no 3° e 4° dia,
guando comparado ao 1° dia.
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Figura 3: Efeito da melatonina (10mg/kg) no teste do labirinto octogonal
realizado em camundongos Balb/c no modelo de deméncia tipo-DA induzido
pela administragdo do peptideo AP 1-42. A figura (A) mostra os erros de
memoria de trabalho (B) mostra os erros de memoria de referéncia. Os dados
estatisticos foram analisados pelo método ANOVA de medidas repetidas,
seguido pelo teste post hoc Newman-Keuls. Os resultados estdo expressos como
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média + erro padrdo da média de 8-10 animais por grupo. *p<0,05 quando
comparado ao primeiro dia de teste com o grupo controle. # p<0,05 quando
comparado ao respectivo dia de teste em relagdo aos demais grupos.

Além disso, foram avaliados os niveis de citocinas IL-1p, TNF-a,
IL-10 e IL-4 no cortex total, hipocampo e soro de camundongos
submetidos ao modelo animal de deméncia tipo-DA pela administracdo
do peptideo AP 1-42 e tratados com melatonina ou agua. Analisando as
citocinas antiinflamatérias, foi observado que a indugdo com o peptideo
promoveu reducdo desses niveis. Porém através do tratamento com
melatonina, foi possivel restabelecer os niveis tanto de IL-4 quanto de
IL-10 principalmente no hipocampo. Da mesma forma, melatonina
mostrou ser capaz de regular as citocinas pro-inflamatdrias através da
reducdo dos niveis no hipocampo e soro. A inducdo com o peptideo
desencadeou um processo inflamatdrio, representado pelo aumento de
TNF-a e IL-1B, no entanto nos animais submetidos ao tratamento com
peptideo + melatonina este efeito ndo foi observado.

A figura 4 mostra os niveis de IL-1B (A), TNF-a (B), IL-10 (C) e
IL-4 (D) no cortex total de camundongos Balb/c. Os dados apresentados
na figura 4A ndo mostraram interacdo entre o0 grupo peptideo e o grupo
peptideo tratado com melatonina [Fator (1,12) =1,41 p=0,25]
comprovados pelos métodos estatisticos ANOVA de duas vias e
utilizando o teste post hoc de Newman-Keuls. Porém o grupo peptideo
aumentou niveis de IL-1p quando comparado ao grupo controle
(p<0,05), quando realizado ANOVA de uma via. Em adi¢do, o
tratamento com melatonina ndo conseguiu reverter esse aumento
(p<0,09). Na figura 4B ndo foi observado interacdo entre 0 grupo
peptideo e o grupo tratado com melatonina [F (12,1) = 0,09 p=0,76].
Entretanto, o grupo peptideo aumentou niveis de TNF-o quando
comparado ao grupo controle (p<0,05), porém o tratamento com
melatonina ndo conseguiu reverter esse aumento (p= 0,92). Na figura 4C
ndo houve interagdo entre 0 grupo peptideo e o grupo tratado com
melatonina [F (1,12) = 0,13 p=0,71], assim como n&o houve diferenca
entre 0s grupos. Resultados similares foram encontrados na figura 4D
ndo havendo interagdo entre o grupo modelo e o grupo tratado com
melatonina [F (1,13) =0,08 p=0,77]. Da mesma forma, ndo houve
diferenca entre os grupos.
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Figura 4: Efeito da melatonina (10mg/kg) nos niveis de citocina IL-1b (A),

TNF-a (B), IL-10 (C), IL-4 (D) no cortex total de camundongos Balb/c no
modelo animal de DA induzido pela administragdo do peptideo AP 1-42. Os

dados

estatisticos foram analisados pelo método ANOVA de duas vias seguido

pelo teste post hoc de Newman-Keuls. Os resultados 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 A 1-

42+4g

ua.

A figura 5 mostra os niveis de IL-1B (A), TNF-a (B), IL-10 (C) e

IL-4 (D) no hipocampo de camundongos Balb-C. Quando analisado por
ANOVA e utilizando o post hoc Newman-Keuls, na figura 5A foi
observada interagdo entre o grupo modelo e o grupo modelo tratado com
melatonina [Fator (1,16) =18,97 p<0,001]. O grupo modelo aumentou o0s

niveis

de IL-1 B quando comparado ao grupo controle (p<0,001), e o

tratamento com melatonina conseguiu reverter 0 aumento do contelido

desta

citocina (p<0,001). Da mesma forma na figura 5B foi observada

interacdo entre o grupo modelo e grupo modelo tratado com melatonina
[Fator (1,13) =8,98 p<0,05], onde o grupo modelo aumentou 0s niveis
de TNF-a quando comparado ao grupo controle (p<0,05), ¢ o tratamento
com melatonina, conseguiu reverter os niveis de TNF-a (p<0,05),
reduzindo préximos ao grupo controle. Entretanto na figura 5C foi
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observada interacdo entre o grupo modelo e grupo modelo tratado com
melatonina [Fator (1,12) = 5,59 p<0,05], porém foi observado que o
grupo modelo reduziu os niveis de IL-10 quando comparado ao grupo
controle (p<0,05), e o tratamento com melatonina conseguiu aumentar
0s niveis de IL-10 aproximando aos niveis do grupo controle (p<0,05).
Assim como na figura 5D foi observado interagdo entre o grupo modelo
tratado com melatonina e 0 modelo [Fator (1,12) = 29,66 p<0,001], e da
mesma forma foi observado que o grupo modelo reduziu os niveis de
IL-4 quando comparado ao grupo controle (p<0,001), e o tratamento
com melatonina conseguiu aumentar os niveis de IL-4 (p<0,001),
entretanto esta reversdo foi parcial pois também apresentou diferenca
significativa com relacdo ao grupo controle (p<0,01). Da mesma
maneira o grupo controle tratado com melatonina reduziu os niveis de
IL-4 comparado ao grupo controle (p<0,05).
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Figura 5: Efeito da melatonina (10mg/kg) nos niveis de citocina IL-1b (A),
TNF-a (B), IL-10 (C), IL-4 (D) no hipocampo de camundongos Balb/c no
modelo animal de DA induzido pela administracdo do peptideo AR 1-42. Os
dados estatisticos foram analisados pelo método ANOVA de duas vias seguido
pelo teste post hoc de Newman-Keuls e 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 Ap 1-42+4gua.
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A figura 6 mostra os niveis de IL-1  (A), TNF-a (B), IL-10 (C) e
IL-4 (D) no soro de camundongos Balb/c. Quando analisado por
ANOVA e utilizando o post hoc Newman-Keuls, na figura 6A foi
observada interacdo entre o grupo modelo e grupo modelo tratado com
melatonina [Fator (1,15) =7,79 p<0,05], e foi observado que o
tratamento com melatonina conseguiu reduzir os niveis de IL- 1 f
comparado ao grupo modelo (p<0,05). Na figura 6B houve interacdo
entre 0 grupo modelo e o grupo modelo tratado com melatonina [F
(1,11) = 15,33 p<0,01], e foi observado que o grupo modelo aumentou
0s niveis de TNF-a quando comparado ao grupo controle (p<0,05), € o
tratamento com melatonina conseguiu reverter os niveis de TNF-q,
reduzindo préximos ao grupo controle (p<0,001). Na figura 6C houve
interacdo, entre o grupo modelo e o grupo modelo tratado com
melatonina [Fator (1,13) = 10,40 p<0,01], porém o grupo modelo
reduziu os niveis em relacdo ao grupo controle (p<0,05), assim como o
grupo controle tratado com melatonina (p<0,05). Na figura 6D houve
interacdo entre 0 grupo modelo e o grupo modelo tratado com
melatonina [Fator (1,13) =11,10, p<0,01], e foi observado que o grupo
modelo aumentou os niveis de IL-4 quando comparado ao grupo
controle (p<0,05), e o tratamento com melatonina conseguiu reverter o
aumento dos niveis de IL-4, reduzindo préximos ao grupo controle
(p<0,05).
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Figura 6: Efeito da melatonina (10mg/kg) nos niveis de citocina IL-1b (A),
TNF-a (B), IL-10 (C), IL-4 (D) no soro de camundongos Balb/c no modelo de
DA induzido pela administracdo do peptideo AP 1-42. Os dados estatisticos
foram analisados pelo método ANOVA de duas vias seguido pelo teste post hoc
de Newman-Keuls. Os resultados 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 AB 1-42+agua.
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5. DISCUSSAO

A DA apresenta entre os sintomas clinicos a perda de memoria
precoce e desorientacdo, devido a neurodegeneracdo principalmente do
hipocampo e cortex pré-frontal. E importante observar que a taxa de
atrofia sobre o hipocampo ja é elevada mesmo em estagios inicias da
doenca (He, Ouyang et al. 2013). Sabe-se que a memoria espacial é
dependente da integridade do hipocampo, com isso, qualquer alteracéo
presente nesta regido do cérebro pode ocasionar disfuncdo e perda na
memoria (Broadbent, Squire et al. 2004). Entre as caracteristicas
fisiopatolégicas que justificam este prejuizo cognitivo nas deméncias
como na DA encontra-se o acumulo do peptideo AB1-42 (Céardenas-
Aguayo 2014).

No presente estudo a administragio do peptideo AP1-42
intracerebroventricular (icv), foi utilizado como modelo animal de
deméncia. Apbs avaliacdo pelo teste comportamental no labirinto
octogonal, os resultados demonstraram que o peptideo induziu um
decréscimo na fungéo cognitiva dos camundongos. Isso foi evidenciado
pelo aumento significativo no tempo total para encontrar comida, erros
totais, erros de meméria de trabalho e erros de memoria de referéncia,
no grupo administrado com o peptideo quando comparado com 0 grupo
controle. O tratamento com melatonina reverteu os déficits cognitivos,
comprovados pelas diferencas significativas em todos os parametros
comportamentais avaliados. Desta forma, o tratamento com melatonina
demonstrou efeito neuroprotetor contra a perda de memoria induzida por
AP1-42.

O estudo da memadria espacial de animais em ambientes naturais
é relativamente complexo, devido aos problemas em se controlar os
estimulos que influenciam sua orientacdo. Desta forma, testes de
meméria espacial vém sendo realizados em laboratérios onde o
ambiente é controlado; labirintos, sobretudo, sdo empregados com este
objetivo. Entretanto, diferentes tipos de labirintos investigam a
neurobiologia da memoria espacial em roedores. Dentre eles, estdo o
labirinto radial de oito bragos (Olton and Samuelson 1976) e o labirinto
aquatico de Morris (Morris 1981). O foco do presente estudo foi o
labirinto radial de oito bragos, o qual avalia dois tipos de meméria em
roedores durante o desempenho desta tarefa: a memoria de referéncia
e memoria de trabalho, ambas compondo a memoria espacial.

Memoria de referéncia é avaliada quando os ratos s visitam 0s
bracos do labirinto que contém a recompensa. O fracasso em fazé-lo ira
resultar em erros de memoria de referéncia. A memoria de trabalho €
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avaliada quando os ratos entram em cada braco uma Gnica vez. A re-
entrada nos bracos resultaria em um erro de memdria de trabalho (Olton
and Samuelson 1976). A memoria de trabalho pode ser definida como a
meméria de curto prazo de um objeto, estimulo, ou local usado dentro
de uma sesséo de testes, mas ndo necessariamente entre as sessdes, 0
que difere da memoria de referéncia, que é a memdria que seria
normalmente adquirida na sequéncia de repeticdes, e persiste em longos
periodos de tempo, normalmente dias a meses (Onaolapo, Onaolapo et
al. 2014).

Os resultados do presente trabalho sdo consistentes com demais
estudos mostrando que a administracdo aguda ou cronica com
melatonina melhora a memoria espacial em diferentes modelos animais.
Em modelo de rato transgénico APP695 para a DA, a melatonina
melhorou os déficits de aprendizado e memoria (Feng, Chang et al.
2004). Em adicdo, outro estudo mostrou que a administracdo de
caliculina A, inibidor da fosfatase do tipoA (PP-2A), causou diminuicdo
da memoéria espacial e alteracGes patoldgicas compativeis com a DA em
ratos. Neste estudo, a melatonina melhorou a memdria espacial
modulando a atividade de PP-2A, além de proteger contra o dano
oxidativo induzido por caliculina A(Yang, Yang et al. 2011).

Estudos em modelo animal com indugdo de deméncia tipo-DA
pelos peptideos AB1-42 (Ali and Kim 2015) ou AB25-35 (Shen, Zhang
et al. 2007) mostraram que a melatonina apresentou efeito protetor. No
estudo conduzido por Ali e Kim (2015), o mecanismo neuroprotetor de
melatonina foi investigado no hipocampo de ratos, na qual o peptideo
provocou neurotoxicidade, desencadeando perda de memdria
significativa (avaliado pelos testes do labirinto aquatico de Morris e
labirinto em Y), disfuncéo sinéptica, hiperfosforilagdo da proteina tau e
morte neuronal. Os resultados demonstraram que a melatonina mostrou
efeito neuroprotetor envolvendo a via de sinalizacdo PI3K/Akt/GSK3p,
e também pela restauracdo de marcadores pré-sindpticos e pos-
sinapticos. Os mesmos resultados comportamentais foram observados
no estudo de Shen et al. (2007). Contudo, ha diferencas entre os dois
modelos citados acima frente ao trabalho atual, principalmente no que
diz respeito aos métodos comportamentais, protocolo de tratamento e
animais utilizados. Pois, 0s dados do presente estudo expdem o efeito da
melatonina no teste comportamental do labirinto radial, diferentemente
dos demais.

Em relagdo ao tratamento, a melatonina foi administrada via
intraperitoneal durante 21 dias em ratos no trabalho de Ali e Kim (2015)
e 10 dias por gavagem em ratos no trabalho de Shen et al (2007). Porém,
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0 presente estudo administrou a melatonina por gavagem durante 17
dias em camundongos. Para compreender como o tratamento com
melatonina melhorou o desempenho da meméria espacial nos
camundongos, o presente trabalho avaliou o envolvimento da
inflamacdo central e periférica no efeito da melatonina. Estudos
mostram gue em modelos que mimetizam a DA in vivo, normalmente
um perfil inflamatério estd presente, isso devido a capacidade do AP
ativar o sistema imune (Rosales-Corral, Tan et al. 2003, McLarnon
2014). Além disso, efeitos similares com aplicacdo do peptideo em
modelos in vitro, foram observados (Clapp-Lilly, Smith et al. 2001,
Wang, Li et al. 2004, Jang, Jung et al. 2005, Hoppe, Frozza et al. 2010,
Dal Pra, Chiarini et al. 2015).

Para mensurar a inflamacdo no SNC e no SNP, o presente estudo
avaliou as citocinas pro-inflamatérias (IL-1B e TNF-0), e as
antiinflamatérias (IL-4 e IL-10). Foi observado que a aplicacdo do
peptideo AP teve a capacidade de induzir um processo inflamatorio,
comprovado pelo aumento das citocinas pro-inflamatérias tanto no
hipocampo quanto no cortex total. Da mesma forma, os niveis de TNF-a
encontraram-se aumentados no soro. Analisando o hipocampo, foi
verificado aumento significativo nos niveis de IL-1p e TNF-o no grupo
peptideo comparado ao grupo controle. Porém no grupo peptideo tratado
com melatonina esses niveis foram revertidos significativamente,
produzindo concentragdes préximas ao grupo controle. Resultado
similar aconteceu no soro, com melatonina revertendo o aumento dos
niveis de TNF-a. Entretanto, no cortex total, o tratamento com
melatonina ndo conseguiu reverter os niveis de IL-1p e TNF-o. Diante
disso, os resultados demonstram que melatonina reduz a inflamacéo,
tanto no SNC quanto no SNP, por meio da regulacdo dos niveis de
citocinas pré-inflamatorias. Corroborando com estes dados, estudos
clinicos demonstram que pacientes com DA apresentaram niveis
elevados de citocinas pro-inflamatérias no soro associado a
concentracBes reduzidas de melatonina (Wu and Swaab 2007,
Swardfager, Lanctot et al. 2010).

Além disso, os resultados do presente estudo sdo correspondentes
com outros trabalhos indicando que a administracdo aguda ou crénica
com melatonina regula a neuroinflamacdo em diferentes modelos
animais. Atuando sobre a neuroinflamacdo em culturas de células do
hipocampo, apds serem induzidas com peptideo PA25-35, a melatonina
impediu 0 aumento das concentracdes de TNF-a e IL-6, assim como,
hiperfosforilacdo da proteina Tau (Hoppe, Frozza et al. 2010). Ja no
modelo de neuroinflamagdo induzido por LPS, tratamento com
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melatonina via oral, diminuiu os niveis de IL-1B, como também de
TNF- a, em vérias regides do cérebro de ratos (Tyagi, Agrawal et al.
2010). Resultados similares foram encontrados em modelo de rato com
aplicagdo icv do peptideo AB1-40 (Rosales-Corral, Tan et al. 2003).
Adicionalmente, em modelo de meningite aguda, melatonina reduziu em
ambos, no hipocampo e soro, os niveis de IL-1p, TNF-a e IL-6 (Wu,
Mai et al. 2011).

A producdo de citocinas pro-inflamatérias é dependente da
ativacdo de proteinas, entre elas pode-se destacar o fator nuclear kappa
B (NF-kB), que ap6s sua fosforilagdo é translocado para o nucleo para
iniciar a sintese. Interessante que melatonina tem sido apontado para ser
um potente inibidor da translocacdo de NF-kB para o nicleo. Em estudo
dirigido por Xia Liang et al. (2012), melatonina reduziu a producéo de
IL-1B, TNF-a e IL-8 via supressdo de NF-kB. Outra proteina envolvida
na sintese das citocinas é a MAP quinase (MAPK). Em estudo com
modelo de neuroinflamacdo induzido pelo LPS e fumaca de cigarro,
houve fosforilagdo de MAPK e a melatonina atenuou a resposta
inflamatdria pela supressdo desta via (Shin, Shin et al. 2015). Estes
resultados corroboram com o estudo de Kireev Tresguerres et al. (2008)
que encontrou 0 mesmo efeito no hipocampo em modelo de DA em
ratas idosas. Para justificar essa reversdo, 0 autor relacionou a
capacidade da melatonina em aumentar atividade de sirtuina 1 (SIRT 1),
gue apresenta propriedade antiinflamatéria. Adicionalmente, em modelo
de hemorragia sub-aracnéide, a melatonina foi capaz de diminuir a
expressao dos receptores TLR4, diminuindo assim os niveis de IL-1p,
TNF-a e IL-6 (Wang, Wu et al. 2013). Deste modo, a melatonina por
diversas vias, é eficaz em atenuar o processo inflamatério, seja no SNC
ou na periferia, através da regulacéo das concentragdes de citocinas pro-
inflamatorias.

Além da capacidade em aumentar as citocinas pré-inflamatorias,
0 modelo para deméncia utilizado no presente estudo, afetou a
concentracdo nos niveis de citocinas antiinflamatorias. No hipocampo,
foi observada reducéo significativa nos niveis de 1L-10 e IL-4 no grupo
peptideo comparado ao grupo controle. Porém no grupo peptideo tratado
com melatonina, os niveis foram restaurados significativamente. Esta
manutencdo dos niveis de citocinas antiinflamatérias, promovida pela
melatonina, no hipocampo frente ao estimulo de AP, pode explicar a
reducdo também no hipocampo dos niveis das citocinas pro-
inflamatoérias no grupo peptideo tratado com este horménio. Sabe-se
que, tanto IL-10 quanto IL-4, tem a capacidade de diminuir a secrecdo
de IL-1B e TNF-a (Hart, Cooper et al. 1991, Zhang, Zhang et al. 2011).
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Desta forma a melatonina diminui a neuroinflamacéo regulando
0s niveis de citocinas antiinflamatérias, que por sua vez, modulam a
liberacdo das citocinas pré-inflamatdrias. Assim, o presente trabalho
contribui com o fato de que a melatonina pode ser um hormonio
imunomodulador, corroborando com outros estudos similares. Da
mesma forma, resultados similares foram observados no estudo de
Katkar Sundaram et al. (2014), no qual melatonina reverteu a
inflamag&o aumentando os niveis de IL-10 em um modelo de toxicidade
induzido pelo veneno de cobra em camundongos e ratos. Além disso,
Carrilo Vico, Lardone et al. (2005) mostraram que a melatonina
aumentou os niveis de IL-10 em um modelo de choque séptico.

No presente estudo, dosagens realizadas no cortex total ndo
revelaram alteragdes nas concentragfes das citocinas antiinflamatérias
entre 0s grupos, pois todos 0s grupos experimentais apresentaram niveis
proteicos aproximados entre si, sem diferencas significativas. E possivel
que, por esta razdo, a melatonina ndo tenha revertido o aumento dos
niveis de IL-1B e TNF-a provocados pelo peptideo AR no cortex total.
Uma das dificuldades em avaliar o coértex total no cérebro de
camundongos é a sua grande dimens&o. Assim, os resultados podem ser
comprometidos, uma vez que algumas micro-regides podem ter aumento
das citocinas e outras regifes reducao.

Frente a essa situacdo, a melatonina conseguiu combater o
processo inflamatério tanto no SNC quanto no SNP, pela modulacéo,
tanto das citocinas pro-inflamatorias quanto das antiinflamatorias. Além
disso, foi capaz de reverter o dano cognitivo, possivelmente por sua
acdo regulatoria sobre a inflamacéo (figura 7).
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Figura 7: Esquema representando agdo protetora da melatonina frente a
toxicidade do peptideo AB. A melatonina pode regular os niveis de citocinas
pré-inflamatdrias e antiinflamatérias, restaurando o dano cognitivo, observado
no presente estudo. Fonte: ilustracdo elaborada pelo autor.
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6. CONCLUSAO

No presente trabalho foi observado que a indugdo do peptideo AP
promoveu inflamacdo tanto no SNC quanto no SNP, em camundongos
Balb/c, sendo comprovado pelo aumento das citocinas pré-inflamatorias
e reducdo das citocinas antiinflamatorias. Esse processo inflamatorio
pode ser a explicagdo do comprometimento da memoéria espacial.
Portanto, o tratamento com melatonina pode ser uma boa alternativa
para a terapéutica de doencas que tem como caracteristica a inflamacéo
relacionada ao dano cognitivo, em especial a DA.
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