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RESUMO

A Doenca de Alzheimer (DA) é a deméncia mais prevalente entre as
doencas neurodegenerativas. O declinio cognitivo é a principal
caracteristica desta deméncia. As caracteristicas fisiopatologicas incluem,
acumulo de B-amiloidei-s2 (BA1-42), emaranhados neurofibrilares e
neuroinflamacdo. Atualmente, os farmacos aprovados para doenca ndo
podem evitar a progressdo desta. Portanto, o objetivo do presente estudo
foi avaliar o efeito do litio e/ou memantina na memaria e neuroinflamacéao
em um modelo animal de deméncia do tipo DA induzido pela
administracdo de oligbmeros BA1-42. Foram utilizados 160 ratos Wistar
machos adultos, os quais foram administrados com BAi.42 ou fluido
cerebroespinhal artificial (ACSF) intrahipocampal. Ap6s 24 horas,
iniciou-se o tratamento por via oral com memantina (5 mg/kg), litio (5
mg/kg), &gua ou associacdo de memantina e litio durante 17 dias. Entre o
14° e 18° foram realizados os testes comportamentais para avaliar
meméria espacial (labirinto octogonal), memoria de trabalho (labirinto
octogonal) e memdria de habituacdo (campo aberto) nestes animais. No
18° dia, os animais foram submetidos a eutanésia, o cértex frontal e
hipocampo foram dissecados para andlises imunoquimcas. Foi possivel
observar que a administracdo de BA1.42 causou danos na memoria espacial
e na memodria de habituacdo quando comparado ao controle, e o
tratamento com litio, memantina e associacdo destes foram capazes de
recuperar esses danos quando observado a laténcia e os erros totais para
encontrar a recompensa no labirinto octogonal, e o nimero de
cruzamentos no aparato de habituacdo ao campo aberto. Além disso, os
animais que receberam a associacao obtiveram uma performance ainda
melhor ja que foram mais rapidos e cometeram menos erros que o grupo
administrado com BAi.42, desde o primeiro dia do teste no labirinto
octogonal. A memoria de referéncia dos animais submetidos ao modelo
foi recuperada por todos tratamentos, e a memoria de trabalho foi
recuperada com o tratamento com memantina ou associacdo de litio e
memantina. Houve aumento dos niveis de IL-1p no cortex frontal e
hipocampo dos animais administrados com BAi.4, € este foi revertido
pelo litio, memantina e associagdo destes. Os niveis de TNF-a, ndo foram
alterados no cortex frontal, mas no hipocampo houve uma reducgéo desta
citocina com todos os tratamentos, exceto o0 grupo PBAi.s, quando
comparado ao grupo controle. Houve reducéo dos niveis de IL-4 em
ambas estruturas apds a administragdo de BAi.42, porém no cortex o
tratamento com litio, memantina e associagcdo aumentaram esses niveis e
no hipocampo apenas a memantina e a associagdo aumentou os niveis de



IL-4. Na sinalizacdo da neuroinflamacdo avaliada no hipocampo foi
possivel observar que a administragdo de PAi-42 causou aumento do
conteido de TLR2 e NLRP3. O tratamento com litio e associacdo deste
com memantina causou reversdo da redugdo de TRL2. Apenas a
associacdo causou reversdo do aumento de NLRP3. Assim, o litio, a
memantina e associacdo de ambos mostrou ter resultados benéficos na
meméria dos animais e isso pode em parte ser explicado pela reducédo de
citocinas e proteinas relacionadas a neuroinflamacéo. Parece que o efeito
da associacdo esta relacionado com a reducdo do NLRP3, uma proteina
gue compde o complexo inflamassoma. Dessa forma, a associagdo destes
farmacos se mostrou uma alternativa farmacoldgica para deméncias do
tipo DA.

Palavras-chave: Doenca de Alzheimer; B-amiloide 1-42; litio;
memantina; associagdo; neuroinflamag&o.



ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is the most prevalent neurodegenerative
disease, it the major feature is cognitive decline. The physiopathological
features of the disease includes accumulation of B-amyloid 1-42 (AB1-42),
neurofibrillary tangles and neuroinflammation. Currently, drugs
approved for AD cannot prevent a progression of this. Thus, the aim of
the present study was evaluated the effect of lithium or/and memantina
on memory and neuroinflammation in an animal model of AD-like
dementia model induced by administration of ABs-42 oligomers. We used
160 adult male Wistar rats, which were administrated intrahippocampal
with AP1-42 or artificial cerebrospinal fluid (ACSF). After 24 hours was
stated oral treatment with memantine (5 mg / kg), lithium (5 mg / kg),
water, or association between memantine and lithium for 17 days.
Experimental tests for memory and working memory (octagonal maze)
and habituation memory (open-field task) in these animals were
performed between the 14™ and 18™ days. On the 18" day, the animals
were submitted to euthanasia, the frontal cortex and hippocampus were
dissected for analysis. The ABi42 administration caused spatial and
habituation memory impairment when compared to the control rats. The
treatment with lithium, memantine and association of these were able to
recover this impairment when observed latency and total errors to find a
reward in the octagonal maze and the number of crossings on the open-
field. In addition, the animals that received an association obtained a
better performance since they were faster and made less errors than the
group administered with ApPis, already since the first day on the
octagonal maze. The reference memory of the animals submitted to the
model was recovered by all treatments, and a working memory was
recovered by the treatment with memantine or association of lithium and
memantine. There was an increase in IL-1p levels in the frontal cortex
and hippocampus of the animals administered with ABi.a2, and lithium,
memantine and their association reversed it. TNF-a levels were not
altered in the frontal cortex, but in the hippocampus, all treatments
reduced this cytokine, including in animals submitted to the model and
control animals. There was a reduction in IL-4 levels in both structures
following an administration of APi4, but in the frontal cortex the
treatment with lithium, memantine and association increased this levels
and in the hippocampus only a memantine and an association with lithium
increased IL-4 levels. In the hippocampus-evaluated signaling, ABi-a2
administration caused TLR2 and NLRP3 content increases, and
memantine and its association with lithium reversed the TRL2 reduction,



and only the association between lithium amd memantina caused a
reversal of NLRP3 increase. Thus, lithium, memantine and association of
both shown benefic results for the memory and this effect may be
explained in part by the reduction of cytokines and proteins related to
neuroinflammation. It appears that the effect of the association is related
to the reduction of NLRP3, a protein from inflammassoma complex.
Thus, an association of these drugs was shown to be a pharmacological
alternative for AD-like dementias.

Keywords: Alzheimer's disease; B-amyloid 1-42; lithium; memantine;
association; neuroinflammation.
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1. INTRODUCAO
1.1 Doenca de Alzheimer

O envelhecimento estd associado ao declinio das fungBes cognitivas
(Gold et al., 2017), e considera-se que a Doenca de Alzheimer (DA) é o
tipo mais comum de deméncia no mundo associada ao envelhecimento.
Em 2010, estimava-se que cerca de 35,6 milhdes de pessoas no mundo
estariam afetadas pela DA, e atualmente a doenga acomete cerca de 35
bilhdes de idosos no mundo (Yi et al., 2017). A estimativa é que este
nimero aumentara para 60,7 milhdes em 2030 e 115,4 milhGes em 2050
(Cumming e Brodtmann, 2010). O processo fisiologico é caracterizado
por um declinio progressivo das funcbes cognitivas e de memodria,
resultante da perda sinaptica e celular, acompanhada por uma forte
resposta neuroinflamatéria (Madeira et al., 2015; Fakhoury, 2017). Além
de diminuicdo acentuada de neurbnios, ocasionando uma forte atrofia
neuronal e reducdo de fibras mielinicas (Sun et al., 2015; Garcia-Esparcia
et al., 2017). Os sintomas cognitivos mais comuns incluem déficit de
meméria de curto e longo prazo e disfunges visuoespaciais (Apostolova,
2016).

A etiologia da doenca ainda ndo esta totalmente elucidada, mas sabe-
se que multiplos fatores ambientais e genéticos estdo envolvidos como:
idade, sexo, histérico familiar, educacdo, depressdo, hipertensdo,
diabetes, hiperlipidemia, baixa atividade fisica e cognitiva, habitos de
vida e medicamentos (Schipper, 2011).Varios genes foram relacionados
ao desenvolvimento e progressdo da DA, incluindo o gene da
apolipoproteina E (ApoE), mutacdo na proteina precursora amiloide, do
inglés “amyloid precursor protein” (APP), e na presenilina 1 (PSEN1) ou
na presenilina 2 (PSEN2). Outros processos bioldgicos que tem sido
associados ao desenvolvimento de DA sdo: o estresse oxidativo,
alteragdes metabdlicas e resisténcia a insulina (Guo et al., 2015). Além da
neuroinflamacdo, que vem surgindo como um importante fator para o
desenvolvimento e progressao da DA. Um estudo recente identificou trés
novas alteracfes gendmicas microgliais relacionadas com a DA, aPLCG2
(do inglés, Phospholipase C Gamma 2), ABI3 (do inglés, abscisic acid
insensitive 3), e TREM2 (do inglés, Triggering receptor expressed on
myeloid 2), mostrando que a resposta imune microglial contribui para o
desenvolvimento da DA (Sims e van der Lee, 2017).
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1.2 Fisiopatologia da DA

As principais caracteristicas histopatoldgicas encontradas na DA sdo o
acumulo do peptideo B-amildide (BA) pela cascata amilodoigénica e os
emaranhados neurofibrilares (Yu et al., 2015). O peptideo BA ¢ derivado
da APP, enquanto os emaranhados neurofibrilares sdo compostos por
estruturas intraneuronais da proteina tau hiperfosforilada (lkram et al.,
2017). A APP é uma proteina transmembranar altamente expressa em
tecidos neuronais humanos. Essa proteina sofre uma clivagem complexa
por o- ou [-secretases que iniciam duas vias diferentes, via ndo
amilodoigénica e via amilodoigénica, respectivamente. Quando APP ¢
clivada pela a-secretase, forma um fragmento extracelular soluvel,
sAPPa, sem toxicidade. Quando APP ¢ clivada por B-secretase, gera um
fragmento solivel extracelular, sSAPPp, e um fragmento carboxi-terminal
CTF99. Este ultimo ¢ ainda clivado pela ac¢do da y-secretase formando
um fragmento BA 0-42 chamado de peptideo BA. Assim, a formacédo de
BA requer a clivagem pela pelas secretases 3 e y (Ezeani e Omabe, 2015)
(Figura 1). Depois de liberado, os peptideos PA sdo considerados a
principal razdo para a neurotoxicidade (Barage e Sonawane, 2015; Puzzo
et al., 2015). O peptideo PA tende a se agregar formando oligbmeros e
protofibrilas que posteriormente se agregam dando origem as fibrilas, as
guais compde as placas senis (Lasagna-Reeves et al., 2011; Heppner et
al., 2015).
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Figura 1: Representacdo esquematica do processamento de APP. Na via ndo-
amiloidogénica, a enzima a-secretase cliva a APP dentro do dominio BA levando
a produ¢do de um dominio solivel de APP, sAPPa, e um fragmento C-terminal
C83 ancorado a membrana. A agdo subsequente de y-secretase libera dois
peptideos intracelulares APP: dominio (AICD) e P3. Na via amiloidogénica, a
enzima B-secretase cliva APP liberando o sAPPJ soluvel e um fragmento C-
terminal (C99), que é por sua vez clivada por y-secretase formando o BA. Fonte:
Adaptado de Canobbio et al. (2015).

Evidéncias sugerem que peptideos PA podem causar desequilibrio na
homeostase de calcio (Ca*™) e disfuncdo na sinalizacdo de glutamato
(Ezeani e Omabe, 2015). A sinalizagdo do Ca** é importante para
plasticidade e sobrevivéncia neuronal, controle da excitabilidade da
membrana para liberagdo de neurotransmissores, crescimento neuronal,
diferenciacdo e apoptose. No entanto, elevados niveis de Ca** podem
levar a ativacdo de vias apoptoéticas, neurotoxicidade e disfungdes no
reticulo endoplasmatico (Berridge et al., 1998; Bezprozvanny e Mattson,
2008; Moreno-Ortega et al., 2015). Sendo assim, estudos comprovam que
o aumento dos niveis de BA aumentam a vulnerabilidade & excitoxicidade
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por Ca** intracelular (Allen et al., 2013), por causar disfuncéo e alteragdes
de proteinas que compde as membranas celulares (Ayyalasomayajula e
Suresh, 2017). Também ja foi observado que animais transgénicos para
APP tem aumento da neurotoxicidade por BA com envolvimento de Ca**
(Meyer-Luehmann et al., 2008).

A sinalizagdo de glutamato participa nos processos de meméria e
aprendizado, e a disfuncdo na sinalizacdo de glutamato pelo receptor
NMDA tem sido associado ao dano cognitivo observado em pacientes
DA (Danysz e Parsons, 2012). Estudos tem documentado que peptideos
BA causam uma superestimulagdo e desregularacdo dos canais NMDA,
levando a neurotoxicidade por glutamato (Shankar et al., 2007; Decker et
al., 2010; Paula-Lima et al., 2011). Em cultura de células hipocampais,
observou-se que a incubagdo com peptideo PA foi capaz de desbloquear
a ligacdo de magnéso (Mg*?) no canal NMDA, aumentando o influxo de
Ca*™ e causando excitoxicidade por glutamato (Brorson et al., 1995)
(Figura 2). A ativacdo excessiva de NMDAR por oligdmeros BA resulta
no influxo excessivo Ca**, levando ao estresse oxidativo, interrompendo
a sinalizacdo neuronal, reduzindo da plasticidade sinaptica, ocasionado
déficit cognitivo e diminuindo a capacidade de aprendizagem em
pacientes com DA (Wenk, 2006; De Felice et al., 2014). Os oligbmeros
BA tem sido encontrados no liquido cefalorraquidiano (LCR) de
individuos saudaveis e niveis aumentados em pacientes com DA (Holtta
et al., 2013; Sengupta et al., 2017). Esse aumento esta relacionado ao
comprometimento cognitivo encontrado nos pacientes, uma vez que 0s
oligdbmeros BA sdo toxicos para células, interrompendo as sinapses e
processos de potenciacdo de longa duracdo (LTP) (Selkoe, 2008;
Lasagna-Reeves et al., 2012; Fa et al., 2016). Em culturas de células
hipocampais de animais foi possivel observar que diferentes doses de BA,
em apenas 20 minutos de exposi¢do, foram capazes de diminuir a LTP,
mostrando que os oligdbmeros estdo diretamente relacionado ao
comprometimento cognitivo na DA (Fa et al., 2016). Em modelos animais
da doenca de Alzheimer, foi possivel observar que uma Unica
administragdo de oligdmeros B-amildide 1-42 causou dano cognitivo por
14 dias nas tarefas no reconhecimento de objetos (Fukumoto et al., 2014),
em ratos Wistar os animais que receberam OBA1.40 tiveram uma laténcia
maior para encontrar a plataforma no Labirinto de Morris, 14 dias apés
da administragdo do peptideo (Mehdizadeh M et al., 2017). Em
camundongos Balb C uma unica dose de ABi.42 causou dano cognitivo
apos 18 dias, observado no teste do Labirinto Octagonal e de Y, onde os
animais tiveram um desempenho menor em comparagdo aos animais
controle (Garcez ML et al., 2016).
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Figura 2: Sinaliza¢ao do BA no receptor NMDA. Na de DA o BA estimula canais
de célcio (Ca++) no neurdnio pré-sinaptico. O influxo de Ca++ para dentro da
célula, ativa a calcineurina, e abre as vesiculas sinapticas para liberagdo de
glutamato na fenda sindptica. O glutamato na fenda sinaptica liga-se ao seu
receptor NMDA, assim como os oligdmeros BA (BA) também estimulam o
receptor NMDA, aumentando o influxo de célcio no neurdnio pos-sinaptico. O
aumento de calcio intracelular, causa aumento de estresse oxidativo, distdrbios
mitocondriais, entre outras vias, que levam ao dano cognitivo. Por outro lado, a
microglia ativada pelos OBA, secreta citocinas pro-inflamatorias como TNF-a,
que se liga ao seu receptor (TNFR1), ativando a via da JNK, que inibe a
fosforilagdo do receptor de insulina em tirosina, que se autofosforila em serina.
A fosforilacdo do receptor de insulina em serina, inibe sintese proteicas, que
auxilia no dano cognitivo. Adaptado de Ferreira et al. (2015).

O estresse oxidativo também pode ser induzido por oligdmero BA.
Recentes estudos vém demostrando que espécies reativas de oxigénio
(EROS) danificam macromoléculas, tais como lipidios e proteinas em
varias regides do cérebro de ratos e provocam alteracdes na sua estrutura
e funcdo (Moslemnezhad et al., 2016). Em culturas primarias de
hipocampo de rato, houve um aumento de radical hidroxila OH-, &nion
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superéxido O?, malondialdeido (MDA), inibicdo da atividade da
superdxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPX), ap0s
incuba¢do de 0,5umol/L de PA (Tan et al, 2017). Em animais
transgénicos APPswe/PS1dE9, foi demonstrado aumento de MDA
(malondialdeido) e diminuicdo de SOD e SOD-Mn, e aumento de
citocinas interleucina-6 (IL-6) e IL-1p (Wang et al., 2016b). Tem sido
demonstrado que os produtos de oxidacdo de proteinas e a peroxidacdo
lipidica estdo elevados em pacientes com DA. Além disso, no cérebro de
pacientes com DA, ocorre a diminuicdo da expressdao das enzimas
antioxidantes (Choi et al., 2012), evidenciando que os oligdbmeros BA
aumentam os niveis de estresse oxidativo. Resultados de Casado (2008)
observaram uma diminuigdo da atividade SOD, catalase (CAT), GPx,
glutationa redutase (GR) e aumento nos niveis de MDA em pacientes com
DA (Casado et al., 2008). Um recente estudo observou carbonilacéo de
proteinas nas fases iniciais de pacientes com DA, mostrando a rela¢do do
estresse oxidativo com a progressdo da doenca (Di Domenico et al.,
2016). O acimulo do peptideo BA, disfun¢do mitocondrial e diminuigdo
do aporte energético tem sido relatada nas fases iniciais de pacientes com
DA (Radi et al., 2014). Em modelo animal transgénico para DA foi visto
aumento dos niveis de EROS, disfuncdo mitocondrial nas fases iniciais
da doenca (Fang et al., 2016). Outro estudo também mostrou que em
modelo animal de DA induzido pela administracdo de estreptozotocina,
ocorreu aumento dos niveis de MDA, diminuicdo da atividade das
enzimas SOD e CAT (Hassanzadeh et al., 2015). Além desses processos
citados, estudos mostram que alteragdes bioquimicas tais como
disfungdes energéticas e mitocondriais, neuroinflamacéao, desregulacéo
da resposta imune e da membrana lipidica, perda sindptica e de
neurotransmissores contribuem para a progressao da DA (Yi etal., 2017).

Outra caracteristica histopatolégica da DA é a deposicdo de
emaranhados neurofibrilares dentro dos neurdnios (Sims e van der Lee,
2017). Estes feixes de proteinas anormais sdo depdsitos helicoidais de
proteina tau hiperfosforilada em forma de chama. Sob condigdes
fisiolégicas normais, a fosforilagdo da proteina tau ajuda a manter a
estrutura do citoesqueleto (Niemantsverdriet et al., 2017). O saldo de tau
fosforilada e ndo fosforilada regula a estabilidade dos microtibulos no
citoesqueleto, que atuam na manutencdo do citoesqueleto e transporte
intracelular (Goedert et al., 2006; Saura et al., 2015). Na DA, existe um
desequilibrio entre a fosforilagdo por proteinas quinases e defosforilacdo
por fosfatases da proteina tau, conduzindo a fosforilacdo excessiva da tau,
instabilidade do microtubulo e, consequentemente, morte celular (Saura
et al., 2015). Durante a neurodegeneragdo, a tau na forma fosforilada ¢é
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liberada no espaco intracelular, ap6s o rompimento dos microtdbulos,
resultando no aumento da concentracéo da proteina em pacientes com DA
(Niemantsverdriet et al., 2017). A proteina tau hiperfosforilada se
acumula no interior da célula, formando os emaranhados neurofibrilares
visto em pacientes com DA (Grove et al.; Hardy e Selkoe, 2002). A
formacéo das placas senis e dos emaranhados neurofibrilares causam
degeneracdo dos neurdnios e alteragdo nas sinapses (Savva et al., 2009;
Jack e Holtzman, 2013). Assim, os pacientes com DA apresentam déficit
cognitivo com diminuicdo na retencdo de memoria, atrofia cerebral e
alteragdes metabdlicas (Hohman et al., 2017; Liu et al., 2017a; Nakamura
e Cuesta, 2017; Yanagida et al., 2017).

1.3 Neuroinflamacgéo na DA

A neuroinflamag&o é definida como a ativacdo do sistema imune inato
cerebral, e a sua principal funcdo consiste em proteger o sistema nervoso
central (SNC) contra insultos infecciosos, lesbes ou doencas (Spencer et
al., 2012). A resposta inflamatoria do cérebro é complexa e pode ter um
papel fundamental em varias doencas do SNC (Mrak, 2009; Bagyinszky
et al, 2017). Atualmente tem sido bem estabelecido que a
neuroinflamagdo esta ativamente envolvida em doencas neuroldgicas
assim como a DA (Hensley, 2010; Zhang e Jiang, 2015). Estudos
mostram que no soro de pacientes com DA ha um aumento de IL-10, IL-
1B e IL-17 (D'Anna et al., 2017). Esta hipotese implica em um estimulo
inflamatorio inicial (causado pelos oligdmeros de PA) que causam a
ativacdo da micrdglia e da resposta inflamatdria. Uma vez que é ativada,
a microglia secreta varias citocinas pré-inflamatorias (incluindo: IL-1p,
IL-6 e TNF-a) e quimiocinas (incluindo: CCL2 / 4/ 11) recrutando mais
microglias e astrdcitos para a local da inflamagdo. Sob circunstancias
normais, este processo € controlado pelas células imunes que sdo
recrutadas para o local da inflamagdo e facilitam a remocdo do
estimulo/patdgeno levando a resolucdo da resposta inflamatéria. Porém,
a producdo excessiva de BA e hiperfosforilagdo da tau desregula este
mecanismo de “limpeza” imunoldgico (Heneka et al., 2013; Heneka et
al., 2015b; D'Anna et al., 2017).

A ativacdo da micréglia é dividida em dois fenétipos, o tipo M1 e M2,
de acordo com seu estimulo e resposta. O fenétipo M1 tem natureza pro-
inflamatdria, com liberacdo de TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-12 e regulacéo de
CD16, CD32, CD64, CD86. Enquanto que o fenétipo M2 esta relacionado
a liberacdo de citocinas anti-inflamatérias, como IL-10, IL-4, IL-13, além
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de CD206 e TREM2 (Lee e Suk, 2017)). Atualmente, a existéncia desse
fendtipo M1 e M2 tem sido questionada. Autores sugerem que ndo ha
diferenciacdo entre os fenétipos M1 e M2, uma vez que a microglia
encontra-se ativada (Ransohoff, 2016). De qualquer forma, sabe-se que a
microglia pode apresentar respostas divergentes, que podem ser benéficas
como a fagocitose de restos celulares e fragmentos BA, induzindo a
resolugdo da resposta inflamatdria, ou contribuir para a neuroinflamacéo
crbnica, causando ainda mais danos e contribuindo para progressao da
DA (Heneka et al., 2014).

Células microgliais expressam receptores de reconhecimento padréo
(do inglés, pattern recognition receptors - PRRs) que podem detectar e
responder a padrGes moleculares associados a danos (do inglés, damage-
associated molecular pattern molecules - DAMPS) e padrbes
moleculares associados a patégenos (do inglés, pathogen-associated
molecular pattern - PAMPSs). Tais PRRs incluem CD36, CD14 e
receptores Toll-like 2 (TLR2), TLR4, TLR6. Com a sobrecarga de BA no
cérebro, pode ocorrer a ativacao do receptor TLR2, ativando a micréglia
no SNC ativando uma resposta imune inata (Heneka, 2017). A ligagdo de
CD36, TLR2, TLR4 e TLR6 leva a transducdo do sinal pré-inflamatorio
através da ativacdo da proteina mieloide de resposta primaria 88 (do
inglés, myeloid differentiation primary response gene 88 - MyD88), que
leva a ativagdo do fator nuclear kappa B (do inglés, nuclear factor kappa
B - NF-kB), como exemplificado na figura 3.
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Figura 3: Ativagdo do inflammasoma NLRP3 por BA. Os oligbmeros BA e placas
de BA causam a ativacdo de células microgliais pela ativacdo de receptores TLR,
promovendo o sinal 1 através daativacdo do fator de transcricio NF-kB para
sintese de NLRP3 e pro-IL-1B. O sinal 2 pode ser ativado pela agregagio
intracelular de BA soltvel ou por ruptura lisossomal causada pela sobrecarga de
BA. Ambos os eventos, sinal 1 e 2, levam a formagdo do NLRP3 ativo. Ativagao
de caspase-1 do inflamassoma NLRP3, cliva a pro-IL-1p em IL-1p madura, que
€ entdo liberada para o espaco extracelular. Adaptado de Gold eEl Khoury
(2015).

Quando ocorre a ativacdo de NF-kB concomitantemente com a
fagocitose, ocorre dano e rompimento lisossomal, ja que os fragmentos
BA ndo sdo completamente degradados no lisossomo, isso leva a
montagem do inflamassoma NLRP3, do inglés oligomerization domain-
like receptor family pyrine domain-containing 3, o qual consiste em um
complexo de proteinas que inclui caspase -1. Este € ativado em resposta
a uma variedade de estimulos, tais como, influxo de potassio e calcio,
geracdo de espécie reativas ao oxigénio, dano e liberacdo do DNA
mitocondrial, e liberacdo de catepsina no citosol, ap6s o dano lisossomal
(Sutterwala et al., 2014; Guo et al., 2015; Vanaja et al., 2015). O
inflamassoma NLRP3 gera a forma madura de citocinas IL-1f ¢ TL-18
através da ativacdo de caspase-1, que conduz a clivagem de pro-1L1B a
sua forma madura IL-1p, a qual é liberada para 0 meio extracelular (Guo
etal., 2015).

A ativacdo do inflamassoma NLRP3 foi detectada varias doencas
neurodegenerativas, incluindo a DA e esclerose lateral amiotrofica
(Heneka et al., 2014; Heneka et al., 2015b). Em culturas de astrocitos
ativados por LPS e tratados com BA houve um aumento dos niveis de pro-
IL-1B apds ativagdo de NLPR3 (Couturier et al., 2016). Outro estudo
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mostra aumento significativo de caspase-1 em pacientes com
comprometimento cognitivo moderado e em animais APP/PS1
consistente com aumento do inflamassoma NLRP3 (Heneka et al., 2013;
Heneka, 2017). Os autores desses estudos, sugerem que a ativacdo de
caspase-1 e NLRP3 tem um papel fundamental e importante na
fisiopatologia do DA, e que a inibicdo de NLRP3 representa uma nova
intervencao terapéutica para esta doenca.

Outro mecanismo fisiopatolégico da DA envolve a atividade
exacerbada da enzima GSK-3B, uma serina/treonina cinase.
Consequentemente sua inibicdo reduz a formacdo das placas amiloides e
emaranhados neurofibrilares presentes na DA (Phiel et al., 2003). A GSK-
3B estd intimamente envolvida na hiperfosforilagdo da tau, no aumento
da producdo de PA através de sua ag¢do na enzima y-Secretase, nas
respostas inflamatérias e diminuicdo da memaria (Hooper et al., 2008).
Além disso, regula a produgdo mediada pelos receptores TLRs e producéo
de citocinas pro e anti-inflamatérias (Wang et al., 2011a). Estes dados
possibilitam identificar que os inibidores da GSK-3p podem tornar-se
novas abordagens terapéuticas promissoras e eficazes para o tratamento
da DA.

1.4 O uso de litio associado a memantina como uma possivel
intervengdo na DA

A DA é a forma mais comum de deméncia, sendo conhecida a cerca de
um século, porém até o momento, ndo ha nenhum tratamento que leve a
cura da doenca. O tratamento medicamentoso disponivel atualmente é
apenas paliativo, ou seja, atua na prevenc¢do do agravamento dos sintomas
(Ramirez-Bermudez, 2012). Até o momento os Unicos farmacos
aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) e Agéncia nacional
da vigilancia sanitaria (ANVISA) sdo quatro inibidores da enzima
acetilcolinesterase: tacrina, donepezil, rivastigmina e galantamina, que
sdo medicamentos utilizados para aumentar a concentragdo de
acetilcolina na fenda sinaptica visando melhorar a cognicdo. Apesar de
serem amplamente prescritas, essas drogas tém apenas efeitos
sintomaticos limitados e transitorios quando comparados com o placebo,
sem um impacto definitivo no processo neurodegenerativo de longo prazo
(Stella et al., 2015). E outra classe sdo 0s antagonistas de receptores
NMDA, tendo como representante apenas a memantina, que visa reduzir
a excitotoxicidade glutamatérgica. Porém, estes medicamentos pouco
melhoram a fung&o cognitiva e ndo sdo capazes de evitar o desfecho da
doenca ou a sua evolucdo (Schmidt et al., 2015).
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A memantina é um antagonista ndo competitivo de receptores NMDA
de glutamato, aprovado na Unido Européia, nos Estados Unidos e no
Brasil para o tratamento de pacientes com DA de moderada a grave
(Anand et al., 2014; Kumar et al., 2015). Porém, o efeito da memantina e
0 seu papel na DA ndo € totalmente claro. Sabe-se que a memantina
protege os neurdnios da excitotoxicidade glutamatérgica, reduzindo a
toxicidade neuronal provocada pela excessiva ativacdo dos receptores
NMDA e aumento do influxo de Ca®* (Reisberg et al., 2003; Shah et al.,
2008). Protege ainda, contra a excitoxicidade glutamatérgica induzida
pelo BA, diminuindo a hiperfosforilagdo da tau, por diminuicdo de
GSK3B, pela acdo na fosfatidilinositol-3-quinase, do inglés,
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase (PI3K) (Song et al.,
2008; Zadori et al., 2014).

Outros mecanismos da memantina incluem a inibigcdo da atividade da
oxido nitrico sintase induzivel (do inglés, nitric oxide synthase — iINOS)
in vitro, e reducdo do dano oxidativo e danos na meméria espacial de
camundongos senescentes (Ota et al., 2015). Além disso, foi observada a
reducgdo da hiperfosforilacdo da tau (Li et al., 2004; Lanctot et al., 2009)
e reducao de BA1-42 € PA1-40 em cultura de neuroblastoma humano, em
cultura de células corticais de ratos e em camundongos transgénicos
APP/PS1 (Alley et al., 2010). Em ratos wistar a memantina também
reduziu a ativagdo de astrdcitos e de células microgliais (Arif et al., 2009),
indicando que a memantina possui propriedades contra neuroinflamacéo
induzida pelo por BA.

Em pacientes foi demonstrado que o tratamento com memantina
melhora a cognicdo quando avaliada através do Mini Exame do Estado
Mental, Escore de Atividade de Vida Diaria”, ¢ “Escala da Fungao
Global”, sendo estes, os testes mais utilizados para o diagndstico e
classificacdo dos estagios da DA (Bakchine e Loft, 2008; Rainer et al.,
2011). Além da vantagem de ser um tratamento bem tolerado, mesmo
guando utilizado por longos periodos, pois apresenta poucos efeitos
adversos (Grossberg et al., 2013). A utilizacdo da memantina é
clinicamente significativa em estagios moderados e severos da DA,
porém pouco observivel em estagios leves (McShane et al., 2006;
Wilkinson e Andersen, 2007; Schmidt et al., 2008). Entretanto, o
tratamento com memantina ndo consegue evitar a progressao nem o
desfecho da DA. A busca de novos medicamentos que sozinhos ou
associados aos tratamentos existentes possam alcancar esses objetivos é
necessaria.
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Os sais de litio tém sido extensivamente usados nas uUltimas décadas
como estabilizador de humor para o tratamento de desordem bipolar
(Miklowitz e Johnson, 2006). Porém o litio parece ter outros efeitos
terapéuticos, entre eles, destaca-se o efeito neuroprotetor, dessa forma,
podendo ser Util para o tratamento de doencas neurodegenerativas (Rowe
e Chuang, 2004; Vo et al., 2015). Assim, o litio, surge como uma possivel
alternativa terapéutica para DA. Uma vez que, estudos clinicos vém
demonstrando que o litio pode evitar a progressdo dos danos cognitivos
observados em pacientes com DA em estdgio leve e moderado (Leyhe et
al., 2009; Forlenza et al., 2011), e reduzir a incidéncia da DA em pacientes
com transtorno bipolar (Sallaberry et al., 2013). Além de diminuir
significativamente a proteina tau fosforilada no LCR de pacientes com
DA (Forlenza et al., 2011).

Os mecanismos pelo qual o litio exerce a¢do neuroprotetora ainda ndo
estdo elucidados. Sabe-se que o litio pode inibir especificamente a
atividade da GSK-3$ (Mudireddy et al., 2014; Wilson et al., 2017). Essa
enzima é relacionada principalmente a hiperfosforilacdo da tau, a qual
leva a desestabilizacdo dos microtibulos e perda da integridade axonal
observada na DA, podendo este ser um mecanismo importante para o
efeito terapéutico do litio na doenca. Foi demonstrado que o litio reduziu
a fosforilagdo da tau ocasionada por injegdo intracerebroventricular de pA
142 em peixes da espécie “zebra fish” (Nery et al., 2014), além de reduzir
a atividade da GSK-3B e fosforilagdo da tau in vitro e in vivo em
camundongos senescentes (Tajes et al., 2008).

Outros possiveis mecanismos terapéuticos do litio na DA incluem a
diminui¢do da produ¢io de BA1.42, Observada em cértex de camundongos
transgénicos (Rockenstein et al., 2007), e também no sistema nervoso de
moscas Drosophila (Sofola-Adesakin et al., 2014). Em animais
transgénicos para DA (3xTg-DA) o tratamento com litio foi capaz de
induzir a neurogénese por aumentar o nimero de células piramidais na
regido CAL do hipocampo (Schaeffer et al., 2017). Um estudo em ratos
para avaliar o efeito do litio na memoria de longa duracéo, observou que
apos o tratamento com litio na dose de 0,125 mg/kg houve um aumento
da fosfolipase C e melhora cognitiva nos animais (Mury et al., 2016).
Sub-doses de litio (0,25mg/kg) diminuiram as placas senis, a perda
neuronal no cértex e no hipocampo e aumentaram o0s niveis de Fator
Neurotréfico Derivado do Encéfalo (do inglés, brain derived
neurotrophic fator — BDNF) no hipocampo em modelo animal de DA
(Nunes et al., 2015). Em culturas de células, a incubacao de litio nas doses
0,02mM e 0,2mM, aumentou a expressao de células neuronais no cortex
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e no hipocampo, aumentando também a expressdo de BDNF (De-Paula
et al., 2016).

O litio apresenta efeitos também contra neuroinflamagdo. Foi
demonstrado que o tratamento com litio reduziu a atividade da fosfolipase
A2, além de niveis de prostaglandinas e tromboxanos em modelo de
neuroinflamacdo em ratos (Basselin et al., 2007). Além disso, reduziu os
niveis de TNF-a, IL -1p ¢ NF-kB e a expressao de receptores TLR4 em
modelo de neuroinflamacdo em ratos idosos (Lu et al.,, 2015), o
tratamento com litio também reduziu a ativacdo da micrdglia in vitro
(Davenport et al., 2010). Segundo Nassar (2014), o litio inibe GSK-3p,
resultando na diminuicdo da atividade de NF-kB. A redugio da atividade
de NF-xB (translocagdo de p65-p50 para o nucleo e estimulacéo de sua
atividade transcricional) leva a expressdo atenuada de mediadores e
enzimas associadas a inflamacéo. A inibi¢do de GSK-3p pelo litio afeta
outras vias downstream (de GSK-3f), como STAT, o que também resulta
na supressdo da inflamagdo (Nassar, 2014). As propriedades anti-
inflamatdrias do litio comecaram a surgir em meados de 1970, ao
observarem que o litio é capaz de inibir a sintese de prostaglandinas
(Karmazyn et al., 1978), e reduzir a producdo de mediadores pro-
inflamatdrios induzidos por LPS (Basselin et al., 2007; Nahman et al.,
2012. Além disso, o tratamento cronico com litio pode atenuar a producdo
de 4cido araquiddnico, uma caracteristica marcante da resposta
inflamatdria inata (Basselin, 2007).

Esses efeitos sdo importantes para o tratamento da DA, ja que,
crescentes evidéncias demonstram que a neuroinflamag&o tem um papel
chave na fisiopatologia da doenca. O uso do litio em pacientes com
deméncia ja vem sendo estudado, os resultados clinicos destacam 0s
beneficios do litio na prevencdo da deméncia em pacientes com
transtornos de humor e comprometimento cognitivo leve, sugerindo que
0 ftratamento com litio pode ter efeito benéfico em doencas
neurodegenerativas, incluindo a DA, principalmente se o tratamento for
iniciado em fases iniciais (Forlenza et al., 2011; Forlenza et al., 2014;
Mauer et al., 2014). A memantina ja é aprovado para DA, sendo este
farmaco seguro e eficaz em retardar a progresséo da capacidade cognitiva
e funcional dos pacientes (Schmidt et al., 2015), porém como
monoterapia ndo é capaz de evitar a progressdo e o desfecho da doenca.
Portanto o objetivo do presente projeto é associar o tratamento de litio
com memantina, uma vez que ndo hd nenhum estudo até o presente
momento que tenha testado essa associa¢do. Assim, espera-se que esses
farmacos apresentem sinergismo.
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1.5 Justificativa

Com o aumento da expectativa de vida da populacdo esta ocorrendo um
grande aumento da incidéncia de doencas neurodegenerativas, tais como,
a DA, que é a principal causa de deméncia em individuos idosos. O
aumento da prevaléncia da DA gera uma sobrecarga no sistema de satde,
uma vez que a previsdo para os proximos anos € de que populagdo idosa
se equipare em numeros a populacdo jovem. O individuo com DA torna-
se completamente dependente de cuidadores e familiares, devido ao
declinio de funcBes cognitivas, que levam a perda da independéncia, ja
gue o paciente ndo consegue exercer tarefas simples diarias, 0 que gera
grandes custos e sofrimento aos pacientes e familiares. Atualmente ndo
ha farmacos que possam reverter ou evitar a progressdo da DA, e ainda,
o efeito benéfico da medicacéo é pouco observavel em alguns pacientes,
assim, é imprescindivel a procura de novos tratamentos que possam
melhorar a qualidade de vida ou evitar a progressdo da doenca.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

. Avaliar o efeito do litio, memantina e associacdo de litio e
memantina na memdria e na neuroinflamacdo em um modelo animal de
deméncia do tipo DA induzido pela administracdo intrahipocampal do
oligdbmeros BAz-42.

2.2 Objetivos especificos

. Avaliar a meméria de habituacdo pelo teste de campo aberto em
ratos tratados com litio, memantina e associacédo de litio e memantina em
um modelo animal de deméncia do tipo DA induzido pela administracdo
intrahipocampal de oligdmeros PA1.42;

. Avaliar a meméria espacial pelo teste de labirinto octagonal, em
ratos tratados com litio, memantina e associagdo de litio e memantina em
um modelo animal de deméncia do tipo DA induzido pela administragdo
intrahipocampal de oligdmeros PA1.42;

. Avaliar a memoria de trabalho pelo teste de labirinto octagonal
em ratos tratados com litio, memantina e associagdo de litio e memantina
em um modelo animal de deméncia do tipo DA induzido pela
administragdo intrahipocampal de oligomeros PA1-42;

o Avaliar os niveis de citocinas (TNF-a, IL-1p e IL-4) em cértex
frontal e hipocampo de ratos tratados com litio, memantina e associacao
de litio e memantina em um modelo animal de deméncia do tipo DA
induzido pela administragdo intrahipocampal de oligdmeros PA1.2;

° Avaliar o contelido de TLR2 e NLRP3 no hipocampo de ratos
tratados com litio, memantina e associacdo de litio e memantina em um
modelo animal de deméncia do tipo DA induzido pela administracdo
intrahipocampal de oligdmeros BA1.42;
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais

Foram utilizados 160 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 alimentacdo e 4&gua, 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 prética de eutanasia do CONCEA e
Diretriz brasileira para o cuidado e a utilizacdo de animais para fins
cientificos e didaticos. O projeto foi aprovado no Comité de Etica em
Pesquisa no Uso de Animais (CEUA) experimentais UNESC sob
protocolo 024/2015-1.

3.2 Cirugia estereotéxica para inducéo do modelo

O peptideo BA1-42 (Tocris Bioscience, Bristol, UK) foi dissolvido numa
solugdo de tampdo fosfato (NaCl 137 mM, Na;HPO4 10 mM, KH2PO4
1,8 mM, KCI 2,7 mM, pH 7,5) na concentragdo de 1 pg/uL. A solugéo foi
incubada durante 7 dias em estufa a 37 °C e 5% de CO; para permitir a
agregacdo dos peptideos PAi42 em oligbmeros (Ueda et al., 1994;
Resende et al., 2008; Ruiz-Mufioz et al., 2011). Os 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
estereotdxico. 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 peroxido de hidrogénio 10V para
visualizacdo do bregma, o qual a partir deste, foram executadas as
medidas para localizacdo do hipocampo. Foi utilizado uma broca carbide
cirtrgica para perfuracdo do cranio do animal. Foi administrado 2 uL de
BA1.22 (100 pmol/uL) bilateralmente no hipocampo dorsal, totalizando 4
uL, ou liquido cefalorraquidiano artificial (do inglés, artificial
cerebrospinal fluid- ACSF), 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).

Ap6s o término da cirurgia os animais foram mantidos em local
aquecido com um aquecedor elétrico até despertarem da anestesia. Foi
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adicionado 0,2 mg/mL de dipirona sddica na agua das garrafas de beber
dos animais para minimizar a dor pos cirurgica.

3.3 Tratamento e protocolo experimental

Trés dias ap6s a cirurgia e administracdo intrahipocampal dos
oligbmeros BAi-42, iniciou-se o tratamento com carbonato de litio (5
mg/kg) (Zhao et al., 2014), cloridrato de memantina (5 mg/kg) (Liu et al.,
2014) ou agua via oral (v.0.), por gavagem, de acordo com o grupo
experimental. As doses foram escolhidas de acordo com a literatura tendo
em vista a associa¢do entre os farmacos. Ambos os medicamentos foram
triturados e diluidos em &gua, administrados por v.0. 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 a tabela 1 a seguir.

Tabela 1: Grupos experimentais de acordo com o tratamento

Grupos Quantidade de animais por
grupo

1. Administrados com ACSF i.h. 20
e tratados com agua v.o. (ACSF +
agua)

2. Administrados com BAz.42 i.h. 20
e tratados com agua v.o. (BAi42+
agua)

3. Administrados com ACSF i.h e 20

tratados com memantina Vv.o.
(ACSF + memantina)

4. Administrados com BA1.42i.h. e 20
tratados com memantina v.o (BA1-42
+ memantina)

5. Administrados com ACSF i.h e 20
tratados com litio v.o. (ACSF+
litio)

6. Administrados com BAz.42 i.h. 20

e tratados com litio v.0. (BA142 +
litio)
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7. Administrados com ACSF i.h e
tratados com litio e memantina v.o.
(ACSF + litio + memantina)

20

8. Administrados com BA1.421.h. e
tratados com litio e memantina v.o.
(BA1-42 + litio + memantina)

20

TOTAL

160

Fonte: do autor.

O experimento foi dividido em duas etapas ambas utilizando 0 mesmo
protocolo de tratamento, porém testes comportamentais distintos. Na
etapa 1 (figura 4) os animais realizaram a habituacdo ao aparato do
labirinto octogonal no 14° dia de tratamento, e nos 4 dias consecutivos
(15°, 16°, 17° e 18° dias) ocorreu o teste, no Gltimo dia de teste (18° dia)
foi realizada a eutanasia dos animais. A Gltima administracdo dos
tratamentos ocorreu 24 horas antes da eutanasia para que se pudesse
avaliar o efeito subcronico, e ndo agudo do tratamento.

Tratamento com litio, memantina ou dgua
L
| ]

Eutandsia

Al

Administracio dos oligdmeros
fArs ou ACSF

1" 20 3 4% 3 ¢ T g 90 10° 117 12° 13° 14° 157 167 177 18°

HHHHH

ﬂ ]

Labirinto octogonal

Figura 4: Protocolo experimental da etapa 1. Fonte: do autor.

Na etapa 2 (figura 5) foi realizado o teste de habituacdo ao campo
aberto, sendo que a locomocao foi avaliada no 16° dia de tratamento, a
meméria de habituagdo, no aparato de habitua¢do ao campo aberto, no

17°. No 18° dia foi realizada a eutanasia dos animais.
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Eutanasia

Tratamento com litio, memantina ou Agua ﬂ
L 1
1 ) L]

1= 2° 3 4 3 e 7 8 9" 10 11° 12° 13° 147 153" 16" 17°18°

HHHH

1 L1

. C
Administracio dos oligdémeros a;::lfl:.n
fAra2 ou ACSF
Labirinto em Y

Figura 5: Protocolo experimental da etapa 2. Fonte: do autor.

3.4 Testes comportamentais
3.4.1 Labirinto octogonal

O aparato do labirinto octogonal consiste em 8 bragos, numerados de 1
a 8 (48 x 12 cm), que se estende radialmente a partir de uma area central
(32 cm de diametro). O aparelho é colocado a 50 cm acima do chéo, e
possui formas geométricas posicionadas na reta do braco o qual é
colocada a recompensa. Esse teste € usado para avaliar a memoria
espacial. No primeiro dia, os ratos foram colocados um de cada vez no
aparato para explorar livremente durante 5 minutos, sem recompensa,
apenas para se habituarem ao equipamento. Apds, retornaram a caixa
moradia e foram devolvidos ao biotério com um cereal de chocolate
(Nescau Cereal®) por animal em cada caixa moradia, para se habituarem
a comida (recompensa), juntamente com a ragdo padrdo do biotério,
porém essa foi racionada permanecendo apenas durante duas horas
disponivel, para que no dia seguinte (primeiro dia de teste) os animais
estivessem com fome para facilitar a realizagdo da tarefa. No primeiro dia
de teste 0 animal foi colocado novamente no aparato e quatro dos oito
bracos do labirinto possuiam a recompensa (cereal), e nestes mesmos
bragos as pistas geométricas. Cada animal teve 10 minutos para realizar a
tarefa de encontrar a recompensa nos 4 bracos, quando o animal
encontrou as 4 recompensas ou passados os 10 minutos, eles foram
devolvidos & caixa moradia, onde novamente foi realizado o
racionamento de comida e eles foram devolvidos ao biotério. Esse
procedimento foi realizado da mesma forma nos 3 dias subsequentes,
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totalizando 4 dias de teste com intervalos de 24 horas. Os parametros
avaliados foram: tempo total para encontrar a recompensa nos 4 bragos;
erros totais (n° de entradas) em cada brago para encontrar a recompensa;
erros de trabalho (n° de entradas) em bragos que a recompensa ja havia
sido ingerida anteriormente (memdria de trabalho); e erros de referéncia
(n° de entradas) em bragcos que ndo havia a recompensa (memdria de
referéncia) (Foyet et al., 2011; Hritcu et al., 2012). Uma hora apés a
finalizacdo do teste os animais foram submetidos a eutanasia.

3.4.2 Campo aberto

O campo aberto consiste em um aparato de 40 x 60 cm delimitado por
4 paredes com 50 cm de altura, sendo 3 de madeira e uma de vidro
transparente. O piso do campo aberto ¢é dividido em 9 quadrados iguais
marcados por linhas pretas. Os animais foram cuidadosamente colocados
no quadrado posterior esquerdo do aparelho, a partir do qual tiveram 5
minutos para explorar livremente o0 ambiente. Foram medidos 0s nimeros
de “cruzamentos” que 0 animal realizou através das linhas pretas da caixa,
para avaliar a locomocéo destes animais (Wang et al.; Salehi-Sadaghiani
et al., 2012) e o nimero de “levantamentos” que os animais realizaram,
sendo este um pardmetro de exploracéo. Imediatamente apds, 0s animais
voltaram para a caixa moradia. A sessdo teste foi realizada 24 horas ap6s
0 treino, na qual se repetiu o procedimento do treino. Os nimeros de
cruzamentos através das linhas pretas e o0 nimero de levantamentos foram
contabilizados novamente para avaliar a memoéria de habituacio dos
animais 24 horas apés a sessdo treino (Vianna et al., 2000).

3.5 Eutanasia e disseccdo de estruturas cerebrais

Ap0s as avaliacdes comportamentais 0s animais foram submetidos a
eutandsia por decapitagdo na guilhotina e foram dissecadas as estruturas
cerebrais que sdo mais afetadas na DA, o cortex frontal e hipocampo. A
guilhotina foi lavada em &gua corrente entre cada eutanasia. O cértex
frontal e hipocampo foram dissecados, colocadas numa caixa térmica
contendo nitrogénio liquido, para congelamento imediato e foram
armazenadas a -80°C para posteriores analises bioquimicas. O hipocampo
e as estruturas corticais, estdo associados ao processamento de memoria
e sdo as regides mais afetadas na DA (Ramos Bernardes da Silva Filho et
al., 2017), assim, essas foram as estruturas selecionadas para verificar os
niveis de citocinas inflamatorias, visando relacionar a alteracdo desses
mediadores com 0s danos ou protegdo da meméria observados no
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presente estudo. Para avaliar a via de sinalizacdo inflamatéria foi
selecionado o hipocampo, ja que essa é a principal estrutura associada ao
dano de memdria espacial observado na doenca (Booth et al., 2016) e foi
a estrutura que apresentou maior alteracdo de citocinas no presente
estudo.

3.6 Analises Imunoquimicas
3.6.1 Imunoensaio enzimético

As amostras de cortex frontal e hipocampo foram solubilizadas para
andlise dos niveis de citocinas. Foram avaliadas as citocinas TNF-a, IL-
1B e IL-4 por Kits de imunoensaio enzimatico (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA), conforme as recomendacbes do fabricante,
descritas a seguir. As placas de microtitulacdo (96 pogos de fundo plano)
foram incubadas durante a noite com o anticorpo de captura.
Posteriormente, as placas foram lavadas trés vezes com tampao fosfato de
lavagem, e em seguida, foram bloqueadas com uma solugdo de tampao
fosfato com albumina 1% durante 1 hora. Apds, foram incubadas as
amostras homogeneizadas e a curva padrao, diluidas em solucdo tampao,
durante 2 horas. Posteriormente, as placas foram lavadas trés vezes com
tampdo de lavagem, e em seguida, incubadas com anticorpo de deteccéo
por mais 2 horas. Depois das lavagens, foi incubado uma peroxidase
conjugada com estreptavidina por 20 minutos, e apés o substrato
(peréxido de hidrogénio e tetrametilbenzidina, 1:1), e a reacdo foi
finalizada pela adicdo de acido sulfurico 2N. As placas foram lidas a
450nm em espectrofotbmetro. A proteina total foi mensurada de acordo
com Lowry et al. (1951), usando albumina de soro bovino como padréo.

3.6.2 Imunodetecc¢do por western blot

O hipocampo dos ratos foi homogeneizado em tampdo composto por
duodecil sulfato de sodio 4%, Tris 50 mM, EDTA 100mM e B-
mercaptoetanol 8%, pH 6,8. As amostras foram submetidas a eletroforese
em gel de poliacrilamida 14-16% em duodecil sulfato de s6dio em um
sistema "mini-gel" (BioRad®). Apos a eletroforese, as proteinas foram
transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Amersham®),
utilizando um sistema de transferéncia (BioRad). As proteinas de
interesse foram identificadas através do uso de anticorpos primarios da
Merck Millipore, TLR2 (cod. 06-1119, USA), NLRP3 (cod. 06-1344,
USA) e B-actina da Sigma Aldrich (cod. A2228, USA) incubados na
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concentracdo de 1:1000. As membranas foram incubadas overnight.
Apobs, foi realizado lavagens com tampao composto por tris basico, e o
anticorpo secundario especifico (conjugado a peroxidase) foi incubado
por 1 hora, e apds lavagens foi realizada a revelacdo das membranas por
guimioluminescéncia utilizando um kit ECL da Amersham®,
visualizadas e fotografadas utilizando um fotorevelador. As proteinas
foram mensuradas de acordo com o0 método de Lowry et al. (1951) usando
albumina de soro bovina como padrdo. A quantificacdo foi realizada por
densitometria das bandas, utilizando o software ImageJ.

3.7 Analise estatistica

Os resultados foram analisados utilizando o programa STATISTICA
versdo 8.0 (StatSoft, Inc., USA). O teste de normalidade Shapiro-Wilk
foi realizado para confirmar se os dados possuiam uma distribuicéo
normal. Os resultados do teste de labirinto octogonal foram analisados
por analise de varidncia de duas vias de medidas repetidas (repeated
measures via two-way ANOVA), seguido do teste de post hoc de Duncan
guando o p< 0,05. Os dados do teste de memoria de habituacdo foram
analisados pelo teste t pareado, considerando o p<0,05 estatisticamente
significativo. Os dados de imunoensaio enzimatico foram analisados por
ANOVA de duas vias seguido do teste post hoc de Duncan quando o p<
0,05. Os dados de western blot foram analisados por ANOVA de uma via
seguido do teste post hoc de Duncan quando o p< 0,05. Todos os dados
foram expressos como média + erro padrdo da média.
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4. RESULTADOS

Os resultados do labirinto octogonal foram analisados por analise de
variancia de duas vias de medidas repetidas (repeated measures via two-
way ANOVA), utilizando como fatores o modelo e o tratamento. A figura
6A mostra a laténcia para encontrar a recompensa nos quatro bragos, o
qual foi observado interagdo entre o tratamento e a administragao do BA;-
42 [F (3,70) =2,36, p<0,01], e a figura 6B 0s erros totais que 0s animais
cometeram até encontrar a recompensa o qual também houve interacéo
entre a administracdo do BAs-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
agua 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 reducéo 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 o0 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). Ja nos animais submetidos a administracao do BAi-
42, para induzir caracteristica tipo DA, ndo houve reducdo 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), o mesmo foi observado nos erros (2°:
p=0,063, 3°: 0,88, e 4°: p<0,01), em que 0s animais injetados com BA1-4
levaram mais tempo e cometeram mais erros em comparagdo aos
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 BA1-42
na memdria 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 associagdo 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, os animais j apresentaram uma performance melhor desde
0 1° dia quando comparado com 0 BA1.4, sendo 1° dia (laténcia: p<0,05;
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Erros: p<0,01), 2° e 3° (laténca 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 0s 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.

Figura 6
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Figura 6: Efeito do litio (5mg/kg), memantina (5mg/kg) ou associacao de litio e
memantina no teste de labirinto octogonal realizado em ratos Wistar
administrados com BA1s. A figura (A) mostra a laténcia para encontrar a
recompensa em segundos e a figura (B) mostra os erros totais de entrada nos
bragos cometidos pelos animais até encontrar a recompensa. 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
quando comparado ao respectivo dia de teste do grupo BA:-42 + agua, e $p<0,05
quando comparado ao respectivo dia de teste do grupo ACSF + agua.



49

A figura 7A mostra a memoria de referéncia a qual foi analisada por
ANOVA de duas vias. Observou-se que houve interacdo entre a
administragdo do BA1-42 € 0 tratamento [F (3,70) =4,44, p<0,005], sendo
gue o teste post hoc de Duncan apontou que o0 BAi-42 causou danos de
memoria 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 associa¢do (p<0,0001). A figura 7B
mostra os erros de memoria de trabalho, o qual houve interagdo entre a
administragdo do BAi-42 e o tratamento [F (3,70) =3,77, p<0,05], sendo
gue no 4° dia 0 modelo retornou mais vezes aos bra¢os 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 7: Efeito do litio (5mg/kg), memantina (5mg/kg) ou associacéo de litio e
memantina no teste de labirinto octogonal realizado em ratos Wistar
administrados com BA1.s. A figura (A) mostra o nimero de entradas em bragos
que ndo continham recompensa, os quais foram considerados erros de memoria
de referéncia; e a figura (B) mostra 0 nimero de entradas em bragos que a
recompensa ja tinha sido ingerida anteriormente, considerados erros de memoria
de trabalho. Os estdo expressos como média + erro padrdo 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
0 grupo controle e 0 grupo BA1.4 tratado com memantina ou associag&o.
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A figura 8A, mostra a meméria de habituacéo (treino e teste), analisado
por test t para amostras dependentes. Foi possivel observar que 0s grupos
todos os grupos controles apresentaram diferenga no nimero de
cruzamentos entre o treino e o teste. Ou seja, 0S grupos que receberam
ACSF i.c.v. obtiveram ganho de memoria de habituacdo (agua [t (1,9) =
3,40; p=0,007] / litio [t (2,70) = p = 0,024] / memantina [t (1,10) = 5,98;
p=0,0005]/ litio + memantina [t (1,9) = 2,79; p=0,02]. Quando induzido
0 modelo pela administracdo de BAi.42, ndo houve diferenca no nimero
de cruzamentos [t (1,9) =1,37 p= 0,22]. Quando os animais induzidos ao
modelo foram tratados com litio, memantina e associacao, foi possivel
verificar diferenca entre os nimeros de cruzamentos no treino e teste,
mostrando que o tratamento foi capaz de melhorar a memdria de
habituagdo nos animais. BA1-42 (agua [t (1,9) = 1,37; p = 0,22] / litio [t
(1,8)= 2,70 ; p= 0,02]) / memantina [ t (1,8) =5,98; p= 0,03] / litio +
memantina [t (1,8) =2,79; p= 0,01). J& no nimero de levantamentos,
figura 8B, todos 0s grupos experimentais aprenderam, ou seja, houve
diferenca nos nimeros de levantamentos entre treino e teste. A memdria
exploratoria de todos os grupos foi preservada. Tanto nos grupos que
receberam ACSF (agua [t (1,9) = 3,58; p=0,05) / litio [t (1,9) = 3,61; p=
0,005) / memantina [ t (1,9) =3,55; p= 0,005) / litio + memantina [ t(1,9)
= 3,15; p= 0,01); Quanto nos grupos induzidos ao modelo (dgua [ t( 1,8)
= 4,17; p=0,08]) / litio [t (1,8) = 4,65; p= 0,003]) / memantina [t ( 1,8)
=4,19; p= 0,003] / litio + memantina [t (1,8) =3,88; p= 0,008).
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Figura 8: Efeito do litio (5mg/kg), memantina (5mg/kg) ou associagdo de litio e
memantina na habituacdo ao campo aberto realizado em ratos Wistar
administrados com BA;.s. Figura (A) mostra o nimero de cruzamentos e (B) o
nimero de levantamentos. As diferengas foram avaliadas entre treino e teste do
mesmo animal 24 horas a prmeira exposicdo ao aparato. Os dados sdo
apresentados média + erro padréo de 9-11 animais por grupo. *p<0,05 quando

comparado a sessdo treino de cada respectivo grupo.
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Quando avaliada a IL-1p no cortex frontal (figura 9A) foi possivel
observar pelo teste de ANOVA a interacéo entre a administracdo do pAe
os tratamentos [F (3,24) =2,88, p<0,05]. Assim, nos animais que
receberam BAi-42 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 Gltimos tratamentos reduziram
esta citocina a niveis menores que o do grupo controle (p<0,05). No
hipocampo, o teste de ANOVA mostrou que a IL-1p (figura 9B) também
apresentou interacéo [F (3,28)=2,86, p<0,05], o qual, a administracdo do
BA1.42 aumentou os 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-1p 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
fisiolégicos desta citocina, ou entdo, especula-se que a cirurgia
estereotaxica, por ser uma cirurgia invasiva, possa ter ocasionado
aumento de IL-1p, 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
inflamac&o ocasionada pela cirurgia. Contudo, é 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 9: Efeito do litio (5mg/kg), memantina (5mg/kg) ou associacéo de litio e
memantina nos niveis da citocina IL-1p em cortex frontal (A) e hipocampo (B)
de ratos Wistar administrados com oligdmeros BAi-42. 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 BA 1.4
+ agua.
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A figura 10A mostra os niveis de TNF-a no cortex 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 10B) houve
interacdo [F (3,25) =3,451, p<0,05], porém a administracao do BA1-s2 ndo
aumentou os niveis de TNF-a quando comparado aos animais controle
(p=0,45). Porém o tratamento com litio, memantina e associacdo de
ambos, conseguiu reduzir os niveis desta citocina nos animais controle
(p<0,001) e nos animais administrados com BA1-42 (p<0,001). Novamente
ndo se pode afirmar se o efeito da medicacdo deu-se por reducdo dos
niveis fisioldgicos de TNF-a ou reverteram o dano ocasionado pela
prépria cirurgia.
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Figura 10: Efeito do litio (5mg/kg), memantina (5mg/kg) ou associacéo de litio
e memantina nos niveis da citocina TNFo em cortex frontal (A) e hipocampo (B)
de ratos Wistar administrados com oligdmeros PAi-42. 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 BA 1.4
+ agua.
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A figura 11A mostra os niveis de IL-4 no cdrtex frontal. Quando
analisado por ANOVA foi observado interacdo entre a administracdo do
BAi142 € 0 tratamento [F (3,25) =9,07, p<0,001]. O teste post hoc de
Duncan mostrou que a administracdo do pA1-42 reduziu os niveis da IL-4
guando comparado ao grupo controle (p<0,01). O tratamento com litio
(p<0,05), memantina (p<0,0001) e associacdo destes (p<0,0001)
conseguiu elevar novamente os niveis da IL-4, sendo que esses dois
Ultimos apresentaram niveis de IL-4 maiores inclusive que o controle
(p<0,05). No hipocampo (figura 11B), também foi observado interacdo
entre a administragdo com PAis e o tratamento [F (3,25) =8,94,
p<0,001], e a administracdo do BAi.4 também reduziu IL-4 (p<0,05),
porém, apenas o tratamento com memantina (p<0,001) e associagdo de
litio e memantina (p<0,001) reverteram essa diminuicdo, igualando
novamente aos niveis do grupo controle.

Figura 11

£ Agua

Wl Lo

= Memantina

ER Litio+memantina

g

Niveis de IL-4

Niveis de IL-4
{pg/mg de proteina)
g
(pgimg de proteina)

Figura 11: Efeito do litio (5mg/kg), memantina (5mg/kg) ou associagao de litio
e memantina nos niveis da citocina IL-4 em cdrtex frontal (A) e hipocampo (B)
de ratos Wistar administrados com oligdmeros BA1-42. Os dados estdo expressos
como média * erro padrdo da média de 4-6 animais por grupo, *p<0,05 quando
comparado ao grupo ACSF + 4agua, #p<0,05 quando comparado ao grupo PAi-s2
+ 4gua.
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A figura 12 mostra os resultados de western blot no hipocampo. No
hipocampo dos animais administrados com BA (figura 12A) houve
diferencas significativas entre os grupos experimentais (F =2,93; p=0,02),
sendo que houve aumento do contetdo de TLR2 nos animais submetidos
a administracéo de BA (p=0,02) quando comparado aos animais controle
(ACSF). O litio e a associacdo de litio e memantina foram capazes de
reduzir o conteddo desse receptor quando comparados aos animais
submetidos ao modelo (p<0,05), retornando novamente a niveis de
controle, porém o mesmo ndo foi observado no tratamento com
memantina isolado. Quando avaliado os niveis de NLRP3 (figura 12B),
foi possivel observar também diferencas significativas entre os grupos (F
=2,78; p=0,03), sendo que houve aumento de NLRP3 nos animais
administrados com BA quando comparado ao controle (p=0,02) e o
tratamento com litio isoladamente causou uma reducdo, mas ndo foi
estatisticamente significativa em relacdo aos animais submetidos ao
modelo, o tratamento com memantina ndo causou nenhuma reducao, e ja
0 tratamento associado de litio e memantina causou redugdo dos niveis de
NLRP3 comparado aos animais administrados com BA (p=0,03).
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Figura 12: Efeito do litio (5mg/kg), memantina (5mg/kg) ou associagdo de litio
e memantina no contelido proteico de proteinas de sinalizagdo de inflamagdo no
hipocampo dos animais. A figura (A) mostra o contetido de TLR2 e (B) mostra o
conteldo de NLRP3 de ratos Wistar administrados com oligdbmeros BAai.a2. Os
dados estdo expressos como média + erro padrdo da média de 4 animais por
grupo, *p<0,05 quando comparado ao grupo ACSF + agua, #p<0,05 quando
comparado ao grupo BA;.42 + agua.
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5. DISCUSSAO

Os sintomas iniciais da DA sao as alteracfes na memoria espacial e
cognitiva (Reas et al., 2017). Mudangas estruturais como atrofia no
hipocampo, cortex entorrinal e lobo temporal medial, sdo fortes
associacdes encontradas com a pratica clinica (Clerx et al., 2012;
McDonald et al., 2012). A meméria é uma dimenséo da funcdo cognitiva
integrada dos seres humanos, e ha vérios tipos de memoria, incluindo
episodica, processual, emocional e seméntica. A memodria episodica
refere-se a capacidade de recordar os eventos passados ou a experiéncia
pessoal, e também é uma das caracteristicas principais observadas na DA
(Lo, 2017). Alteracdes intracelulares tais como acumulacéo de peptideo
B-amiloide, hiperfosforilacdo da Tau, perda sindptica, morte neuronal e
celular, sdo também caracteristicas da DA (Alonso et al., 2011; Engels et
al., 2016).

Para avaliar de memoria espacial em roedores, no presente estudo, foi
utilizado o labirinto octogonal, onde o animal precisa consolidar,
armazenar e recordar em qual braco estava a recompensa, além de ndo
retornar onde ja consumiu a mesma (memdria de trabalho) (Foyet et al.,
2011; Hritcu et al., 2012). A principal caracteristica do labirinto
octogonal, é que o teste necessita de orientacdo espacial para o animal
completar a tarefa (Dellu et al., 1997). Ja nos estagios iniciais da DA, 0s
pacientes apresentam desorientacdo e comprometimento da memdria
visuoespacial, sendo um dos danos de memaoria mais evidentes, uma vez
gue o paciente ao sair na rua sozinho, muitas vezes ndo consegue voltar
para casa, e esse acaba sendo um sinal de alarme para o individuo e para
os familiares buscarem o diagnostico da doenga (delpolyi et al., 2007; Tu
etal., 2015; Foxe et al., 2016). Em vista disso, com 0s nossos resultados,
podemos observar que apos a administragdo do peptideo B-amiléide 1-42,
houve um déficit na memdria espacial, visto no teste do labirinto
octagonal, onde 0s animais levaram mais tempo e cometeram mais erros
para encontrar a comida nos 4 bragos. Quando os animais foram tratados
com Litio, Memantina e associacdo de ambos, houve uma melhora
cognitiva. Nossos resultados estdo de acordo com a literatura, em que a
administragdo do peptideo B-amildide 2532, causou dano na memoéria
espacial observado no labirinto octagonal e no teste de Morris. Nesse
mesmo estudo o déficit cognitivo foi associado aos baixos niveis de
BDNF e aumento de malondealdeido nos animais que receberam peptideo
(Nanaware et al., 2017). Ja na memoria de trabalho, nossos resultados
indicam, que os animais que foram administrados PA1.4, tiveram um
menor desempenho na meméaria de trabalho e na memoria de referéncia.
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Outros estudos mostram que em modelo animal da DA em ratos induzido
por escopolamina, foi possivel observar dano cognitivo nas memorias
citadas acimas, em ratos wistar (Hritcu et al.,, 2015). Esse teste
comportamental do labirinto octagonal, é dependente do processamento
de memodrias de curta e de longo prazo que acontece no hipocampo, regiao
cerebral mais afetada na DA (Park et al., 2012).

O carbonato de litio vem ganhando destaque nas pesquisas, por causar
diminuicdo da inflamacdo e melhora cognitiva (Zhou et al., 2017). O
tratamento com 300 pg/dia com carbonato de litio de pacientes com DA
durante 15 meses, mostrou melhora no 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 diagnéstico clinico de DA (Nunes et al., 2013). Camundongos
transgénicos da APP (modelo genético da DA), com 6 meses de idade,
receberam o tratamento com litio (0,25 mg/kg), tiveram uma reducdo
significativa na laténcia para encontrar a caixa de fuga no teste do
labirinto de Barnes (Nunes et al., 2015). Além disso, Mury et al. (2015)
mostrou que o litio (70ng/g) apresenta um importante efeito na retengéo
da memodria de longo prazo, e este efeito pode ser mediado pelo aumento
da transcricdo de membros da familia da enzima fosfolipase A2 em ratos
Wistar machos, tratados por 100 dias.

O tratamento com baixa dose de litio (40ug/kg) durante 2 meses, foi
capaz de melhorar o reconhecimento de um objeto novo, meméria
espacial, em animal transgénico (cGill-R-Thy1-APP) para DA (Mury et
al., 2016). Ja, o tratamento com memantina (5mg/kg) em animais
APP/PS1, os autores observaram um melhor desempenho cognitivo no
teste do Labirinto de Morris. Ap6s o tratamento, 0s animais diminuiram
o0 tempo de laténcia de fuga, natagdo, e diminuindo o tempo de laténcia
no quadrante sem a plataforma (Liu et al., 2014). Em pacientes com
comprometimento cognitivo leve, que foram tratados por 48 semanas com
memantina (5mg/kg), tiveram uma melhora na memdria semantica (Algin
et al., 2017). Em culturas de células, a memantina (4 uM) foi possivel
reduzir a apoptose, por diminuir a caspase-3 e niveis de Ca** celular
(Wang et al., 2017c). Em camundongos Tg2576, o tratamento com
memantina na dose de 10mg/kg durante 4 semanas, foi possivel reduzir
os niveis insoluveis de BA, além de diminuir a atividade das enzimas o-
secretase, PB-secretase e y-secretase (Ito et al., 2017). Resultados de
Deardforff e colaboradores (2016) mostrou que a combinagdo de
Memantina (10mg) e Donepezil (10mg) em pacientes com DA, melhorou
a pontuacao na escala cognitiva desses pacientes (Deardorff e Grossberg,
2016). Outros resultados mostram que a combinagdo de Memantina e



59

donepezil, ambos 10mg, melhorou a pontuagdo dos pacientes com DA no
Mini exame do estado mental (Howard et al., 2015).

Nesse trabalho também se avaliou a memoéria de habituagdo. Os
resultados corroboram com a literatura, em que os animais APP/PS1
houve alteragcbes na memoria de habituagdo no campo aberto (Liu et al.,
2017b; Nie et al., 2017). Outros resultados em modelo animal da DA,
induzido pelo peptideo BA 2535, 0s animais tiveram dano de memdria
avaliado pelo teste de Morris e na habituacdo ao campo aberto. Nesse
estudo, os animais foram tratados com Litio por 30 dias (concentracéo de
0,24% de Li,CQg), visto que ap6s o tratamento 0s animais tiveram
beneficios na memoria de habituacéo e espacial (Gelfo et al., 2017).

Até 0 momento, poucos s&o o0s estudos mostram a associacao de litio e
memantina. Um estudo de caso controle em pacientes com transtorno
bipolar, verificou que a associacdo de litio (300 mg) e memantina (20mg),
resultou num efeito antimaniaco (Serra et al., 2014). Nossos dados
mostram que 0s animais que receberam tratamentos combinando litio e
memantina, indicou melhores niveis de desempenho cognitivo na tarefa
de labirinto radial do que os ratos dos grupos que receberam tratamento
com memantina ou litio sozinhos. Na habituacao ao campo aberto, tanto
a combinacdo quanto sozinho, litio e memantina melhoraram a memoria.

Portanto, a associagdo de litio e memantina parece ser uma terapia
alternativa que deve ser investigada para uso no tratamento de
deficiéncias cognitivas observadas em DA. Esta abordagem é muito
valida neste trabalho, porgque, embora a memantina seja aprovada pelo
FDA para o tratamento de DA, ndo é totalmente efetiva (Smith, 2009).
Sendo assim, sugere-se um maior interesse em investigar e aplicar
associagcdes de medicamentos envolvendo memantina para aumentar a
resposta terapéutica em pacientes com DA. Entre estas combinagdes esta
a associacdo de inibidores de memantina e acetilcolinesterase (Riverol et
al., 2011; Gauthier e Molinuevo, 2013). O presente estudo foi 0 primeiro
a analisar a combinacdo de memantina e litio, e nossos resultados
evidenciam uma terapia combinada promissora para o tratamento das
alteracBGes cognitivas encontradas na DA. Mais estudos precisam ser
realizados para tornar essas descobertas mais robustas.

A neuroinflamacéo tem emergido como um dos mecanismos centrais
para o desenvolvimento e progressdo da DA (Heppner et al., 2015). A
neuroinflamacdo parece estar presente nos estagios iniciais e avancados
da DA, uma vez que foi observado ativacdo de astrécitos no cortex
parietal de pacientes com dano cognitivo leve (Carter et al., 2012), e em
todos estagios da doenca, ativagdo de micrdglias residentes e infiltracéo
de mondcitos e macrofagos no cérebro de pacientes (Czirr e Wyss-Coray,
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2012; Venneti et al., 2013). Os estudos avaliando o envolvimento da DA
com o sistema imune inato tem aumentado principalmente apds a
descoberta de polimorfismos em varios genes relacionadas com a resposta
inflamatdria e fagocitose em pacientes com DA (Lambert et al., 2013;
Ramanan et al., 2015). A neuroinflamac&o esta relacionada ao prejuizo
cognitivo observado na doenga, sendo que, estudos observaram a
associacdo entre o declinio cognitivo e os niveis de mediadores
inflamatdrios no sangue e LCR de pacientes com DA (Solfrizzi et al.,
2006; Harries et al., 2012; Westin et al., 2012), além do aumento de
citocinas pré-inflamatérias no soro, cérebro e no LCR desses pacientes
(Jack et al., 2013; Zhang et al., 2013; Dursun et al., 2015).

Os astrdcitos e as microglias possuem PRRs que quando ativados
atuam desencadeando uma resposta imune inata, caracterizada pela
liberacdo de mediadores inflamatorios, tais como, IL-1p, TNF-a, IL-4 e
IL-10 (Heneka et al., 2015a). Essa resposta imune pode ser desencadeada
por varias moléculas associadas a danos, na DA acredita-se que a resposta
imune ocorra principalmente através da ativacdo dos receptores por
fragmentos BA, levando a producdo de citocinas e outros mediadores
inflamatdrios que podem contribuir para disfuncdo, lesdo e morte
neuronal (Ferretti et al., 2012). Apesar desses fragmentos BA a principio
ndo serem associados a patdgenos, essas fibras amiloides sdo muito
similares as fibras curli, que sdo encontradas na matriz extracelular de
enterobactérias, sendo esta, uma das teorias que justifica essa ativacdo tdo
intensa de receptores da imunidade inata por fragmentos BA (Rapsinski
etal., 2015).

Dependendo das moléculas de sinalizacdo, as células da micrdglia e
astrocitos podem induzir a producdo de moléculas pré e/ou anti-
inflamatdrias (Heneka et al., 2014). Corroborando com o0s estudos
mencionados anteriormente, no presente estudo foi possivel observar que
a administragdo i.h. de oligbmeros BA em ratos induziu o aumento da
producdo de IL-1B e reducdo de IL-4 em cortex frontal e hipocampo
desses animais. A sinalizacdo de IL-1p induz o aumento da ativacao
intracelular do fator de transcricdo NF-«B, ativando a producdo de outras
citocinas inflamatérias e propagando a resposta imune (Webster et al.,
2017). Uma das causas dos danos de memoria observados nos animais
administrados com BA no presente estudo pode estar relacionada ao
aumento de IL-1p no cértex e hipocampo dos animais, ja que o aumento
dessa citocina é capaz de inibir a LTP no hipocampo de roedores (Tarr et
al., 2011; Liu et al., 2012b) e reduzir a neurogénese (O'Leime et al., 2017).
Além disso, a superexpressdo dessa citocina causa danos na memoria
contextual e espacial de longa duragdo dependente do hipocampo em
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camundongos transgénicos (Hein et al., 2010), enquanto que o bloqueio
de IL-1B melhora a memdria espacial de camundongos transgénicos para
DA (Kitazawa et al., 2011).

O TNF-a é uma citocina com papel central na iniciagdo e manutengio
da resposta inflamatdria, sua sinalizacdo esta relacionada com piora da
meméria espacial de ratos, além de aumento da sinalizagdo de NF-xB,
responsavel pela producdo de citocinas e exacerbacdo da resposta
inflamatdria (Belarbi et al., 2012; Ma et al., 2015). O tratamento com litio,
memantina e associacao destes, além de melhorar a memdria dos animais,
reduziu os niveis de IL-1B no hipocampo e no cortex frontal dos animais
administrados ou ndo com BA1-42, € 0 mesmo foi observado nos niveis de
TNF-0, porém apenas no hipocampo.

O efeito anti-inflamatério do litio ja foi demonstrado em outros estudos,
sendo que tratamento crénico com litio reduziu a producdo de &cido
araquidénico em um modelo de neuroinflamagéo induzido por LPS no
cérebro de ratos (Basselin et al., 2007), em outro estudo, em cultura de
células gliais de ratos incubadas com LPS, o litio na dose de 10mM
(considerada alta) reduziu os niveis de TNF-a, IL1-B, prostaglandina E2
e NO, além de reduzir significativamente a expressdo de COX-2 e iNOS
(Nahman et al., 2012). Em modelo de traumatismo encefalico em
camundongos o litio (1 mmol/kg) durante duas semanas reduziu o0s niveis
de IL-1pB no cértex dos animais (Yu et al., 2012). O tratamento com litio
(1 mmol/kg) durante 6 dias também reduziu a ativacdo microglial e os
niveis de IL-1p em cérebro total de camundongos em modelo hipoxia
isquémica (Li et al., 2011), e em outro estudo, utilizando modelo de
hemorragia cerebral em ratos, o tratamento com litio (60 mg/kg) durante
21 dias reduziu o contetdo de NF-kB e COX-2 (Zheng et al., 2016).

Em modelo animal de DA o tratamento cronico com litio (333
mg/kg) em camundongos transgénicos reduziu a ativagdo microglial em
cortex frontal e hipocampo dos animais, além de reduzir os niveis de IL-
1B, TNF-a, IL-6 e outros mediadores inflamatérios no cérebro (Sudduth
et al., 2012), em outro estudo com camundongos transgénicos para DA o
litio (3 mEqg/kg i.p.) por 12 semanas reduziu a microgliose e a astrogliose
no cortex total e hipocampo (Toledo e Inestrosa, 2010). Porém, o presente
estudo é o primeiro a mostrar que o litio mesmo em baixas doses pode
reduzir os niveis de citocinas inflamatorias induzidas pela administragdo
de oligdbmeros BAz-42 no cérebro de ratos.

A memantina também ja demonstrou possuir efeito anti-inflamatério
em estudos pré-clinicos. Em ratos o tratamento com uma dose baixa de
memantina (0,2 e 1,0 mg/kg) reduziu significativamente o aumento de IL-
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1B no soro e no cortex frontal dos animais, o qual foi induzido por
repetidas inje¢des de morfina (Chen et al., 2012). A memantina também
reduziu moléculas de adeséo e a permeabilidade da BHE, além de reduzir
0 conteido de NFkB em cultura de endotélio vascular cerebral humano
(Wang et al., 2017b). O tratamento com memantina (20 mg/kg i.p.)
durante 14 dias, reduziu os niveis de IL-18 e TNF-a no estriado de ratos
submetidos a um modelo de Doenga de Parkinson (Kaur e Prakash, 2017).
Em modelo de encefalomielite autoimune o tratamento com memantina
(60 mg/kg i.p.) reduziu o contetdo de IL-1pB, IL-6 e TNF-a no cdrtex de
ratos (Sulkowski et al., 2013), e, a memantina (20 mg/kg v.0.) durante 14
e 21 dias também reduziu os niveis de IL-1B e TNF-a no hipocampo de
ratos apds a administragdo i.c.v. de colchicina (Sil et al., 2016). Ainda, a
memantina na dose de 10 mg/kg v.o. durante 13 dias causou reducdo nos
niveis de IL-1p e TNF-a no hipocampo e cortex total de ratos, citocinas
essas aumentadas pela administracdo i.c.v. de estreptozotocina, além
disso a memantina reestabeleceu os niveis das subunidades dos receptores
NMDA, dessa forma, os autores relacionam o efeito anti-inflamatorio da
memantina com a modulacéo desses receptores (Rai et al., 2013), essa
mesmo mecanismo de modulacdo da inflamacgdo através de receptores
NMDA foi defendida por Weng et al. (2015).

De qualquer forma, o presente estudo é o primeiro a relatar a reducéo
de citocinas inflamatérias ocasionada pelo tratamento com memantina em
modelo animal de DA induzido pela administragdo de BA1.42. E possivel
gue ocorra um sinergismo na agéo anti-inflamatoria de litio em associagdo
com a memantina, porém isso ndo foi observado no presente estudo,
talvez devido ao efeito anti-inflamatorio dos farmacos isoladamente ja ter
sido tdo eficaz em reduzir essas citocinas pro-inflamatorias.

A IL-4 é considerada uma citocina anti-inflamatdria, a ativagdo do
receptor de IL-4 (IL-4R) pela IL-4 leva a ativacdo do receptor ativados
por proliferadores de peroxissomay (PPARYy), a ativagdo de PPARy ¢ suas
vias agem modulando a funcdo microglial e os macréfagos residentes do
SNC, controlando a liberacéo de citocinas e limitando a inflamacéo (Zhao
et al., 2015b). No presente estudo a administracdo de PAi-s causou
reducéo de IL-4, e o tratamento com litio, memantina e associa¢do de
ambos reverteu essa reducdo no coértex frontal dos ratos, e apenas
memantina e a associacdo, reverteu a reducao de IL-4 no hipocampo. Foi
observado que o tratamento com IL-4 ocasionou reducéo de IL-1p e TNF-
o no hipocampo de ratos administrados com BAi1.42 € também reduziu a
ativacdo glial in vitro, além disso, a IL-4 evitou a inibicdo da LTP causada
por PBAia nesses animais (Lyons et al., 2007). Dessa forma,
possivelmente, a redugdo de IL-4 observada nos animais submetidos ao
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modelo no presente estudo pode ter contribuido para o dano de memdria
observado nesses animais, ja que o efeito dessa citocina € amplamente
relacionado a melhora da funcéo cognitiva (Gadani et al., 2012). Além de
estar possivelmente relacionado ao aumento de IL-1p e TNF-o observado
nas estruturas cerebrais dos animais administrados com BAz1.s, ja que 0
tratamento com litio, memantina e associacdo destes ocasionou
concomitantemente o0 aumento de IL-4 e redugdo de IL-1p ¢ TNF-a.

O efeito do litio em aumentar os niveis de citocinas anti-inflamatorias e
reduzir pré-inflamatérias modulando a resposta imune ja havia sido
descrito Rapaport eManji (2001), acredita-se que esse efeito esteja
relacionado a inibicdo da GSK-3f3, um estudo mostrou gue a inibigdo de
GSK-3p utilizando SB216763 ocasionou um aumento da ligacdo de
CREB ao DNA levando a um aumento na expressdo da citocina anti-
inflamatoria 1L-10 (Martin et al., 2005). Outro estudo verificou que em
pacientes bipolares eutimicos o tratamento com litio por no minimo 8
semanas causou aumentou os niveis de IL-4 no soro (Guloksuz et al.,
2010), o tratamento com litio (1 mg/kg de peso corporal) durante 6
semanas também reduziu os niveis de IL-4 no soro de ratos, niveis esses
aumentados pela administracdo de cadmio (Al-Azemi et al., 2010). A
nivel de SNC foi relatado que o tratamento com litio (47,5 mg/kg i.p)
durante 7 dias reduziu os niveis de IL-4 no estriado e cortex frontal
aumentados pela administracdo de anfetamina em um modelo de mania
em ratos (Valvassori et al., 2015), diferente do presente estudo, em que o
litio ocasionou um aumento dos niveis dessa citocina, porém isso mostra
a acdo modulatéria do litio em retornar os niveis de IL-4 a niveis basais,
mantendo a homeostase do SNC.

No plasma de camundongos transgénicos para DA também foi
observado reducdo de IL-4, porém o tratamento com memantina (10
mg/kg) por 150 dias ndo foi capaz de aumentar esses niveis (Wang et al.,
2016a). Esse é o Unico estudo encontrado na literartura que avaliou o
efeito da memantina nos niveis de IL-4, porém a acdo da memantina na
inflamacéo ja foi relatada, sendo que esta é capaz de reduzir a producéo
de citocinas pro-inflamatérias induzidas por LPS (Suhs et al., 2016) e
prevenir a ativagdo microglial (Wu et al., 2009). Como mencionado
anteriormente o antagonismo de receptores NMDA ja foi estreitamente
relacionado a mecanismos inflamatérios e ativacdo microglial,
mecanismos esses que incluem a ativagdo do inflamassoma NLRP3
(Weng et al., 2015).

Os mecanismos pelos quais 0 BA pode induzir a neuroinflamagdo na
DA ainda ndo estdo elucidados. Uma das vias que estd em maior
evidéncia nos Gltimos estudos envolvendo neuroinflamacéo na DA é a via
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de sinalizacdo que envolve a ativacdo de receptores TLR2 e a montagem
do inflamassoma NLRP3, sendo essa via, alvo de estudos atuais de grande
relevancia (Heneka et al., 2013; He et al., 2016; Liston e Masters, 2017;
Wang et al., 2017a). Para tentar elucidar quais proteinas estdo envolvidas
no mecanismo neuroprotetor do litio, memantina e associacdo de litio e
memantina contra oligdmeros PAi42, 0 presente estudo investigou o
conteido de TLR2 e NLRP3 no hipocampo dos animais, ja que essa é a
estrutura mais relacionada com a formacéo da memdria e é a regido mais
afetada na DA (Hirjak et al., 2017) e foi a estrutura que mais apresentou
alteragdes nos niveis de citocinas no presente estudo.

Estudos mostraram que as fibras amiloides sdo fortemente reconhecidas
pelos receptores TLR2 (Jana et al., 2008; Liu et al., 2012; Rapsinski et
al., 2015). O TLR2 tem um papel central na toxicidade do BA1.42, ja que
em camundongos nocaute para TLR2 ndo ocorre ativacdo microglial apds
a administragdo de BA1.42 (Jana et al., 2008), e 0 mesmo foi observado em
camundongos transgénicos para DA (Liu et al., 2012). Ja foi observado
também, aumento da transcricdo e expressdo de TLR2 no coértex de
camundongos transgénicos para DA e no mesmo estudo, porém em
humanos, foram encontradas muitas células positivas para TLR2 em torno
das placas amiloides no cdrtex de pacientes com DA (Letiembre et al.,
2009). Além disso, varios polimorfismos nos genes de TLR2 ji foram
associados ao aumento do risco para o desenvolvimento da DA (Wang et
al., 2011b; Sohrabifar et al., 2015; Rezazadeh et al., 2016). No presente
estudo foi possivel confirmar o envolvimento dos receptores TLR2 na
toxicidade ocasionada pelos oligdmeros BA1.42, Sendo que foi encontrado
aumento do conteido de TLR2 apo6s a administragdo de PAi-42 nO
hipocampo desses animais.

No presente estudo o tratamento subcrénico com uma baixa dose de litio
e sua associacdo com memantina foi capaz de reduzir o contetido de TLR2
nos animais administrados com PAi.s2. Provavelmente a redugdo do
conteido de TLR2 esta relacionado com a redugdo de citocinas
inflamatdrias observadas no hipocampo desses animais ap6s o
tratamento, uma vez que os receptores TLRs sdo a principal classe de
receptores da imunidade inata responsaveis pela producgdo de citocinas
(Achek et al., 2016). Porém, esse efeito parece estar relacionado apenas
ao mecanismo do litio, uma vez que a memantina isoladamente néo foi
capaz de reduzir o contetido de TLR2, apenas quando associada.

Um dos principais mecanismos do litio € a inibicdo da enzima GSK3p
(Sofola-Adesakin et al., 2014). Foi demonstrado que um inibidor de
GSK3B, 0 SB216763, causou regulacéo da resposta imune em cultura de
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mondcitos humanos, reduzindo citocinas inflamatorias, via sinalizacdo de
TLR2, NF-kB e CREB, no mesmo estudo, porém em camundongos, 0
mesmo inibidor da GSK3pB causou reducdo da letalidade induzida por
LPS em camundongos, além de reducdo de citocinas inflamatdrias
(Martin et al., 2005). Outro estudo mais recente, mostrou que o litio (100
mg/kg) regulou negativamente a producéo de citocinas pré-inflamatorias
produzidas via ativacdo de receptores TLR2 induzida pelo
cocobacilo gram-negativo Francisella tularensis, além de melhorar a
sobrevivéncia desses camundongos (Zhang et al., 2009). Em cultura de
gueratindcitos epidérmicos humanos expostos ao litio também foi
observado reducéao do contetdo de TLR2 (Ballanger et al., 2008). Porém,
0 presente € o primeiro estudo que mostra o efeito do litio em reduzir o
contetido de TLR2 no hipocampo de camundongos, tendo esse resultado
uma importante implicacdo para elucidar os mecanismos protetores do
litio na DA.

O inflamassoma NLRP3 desempenha um papel central na
neuroinflamac&o observada na DA (Heneka et al., 2013; Saresella et al.,
2016; Zhou et al., 2016). A sobrecarga de BA na micrdglia pode ativar
receptores TLRs, principalmente TLRZ2, induzindo a montagem do
inflamassoma NLRP3, o qual é responsavel pela clivagem, maturacéo e
liberacdo de IL-1p para o meio extracelular (Kim et al., 2017), levando &
amplificacdo da resposta imune. Foi possivel observar no presente estudo
0 aumento da proteina NLRP3 no hipocampo dos animais administrados
com PBAj1.a2, esse aumento provavelmente ocasionou o aumento de IL-1B
observado no hipocampo desses animais. Além disso, o tratamento com
litio ocasionou reducdo dos niveis de NLRP3, porém essa reducéo ndo foi
estatisticamente significativa quando comparada aos animais submetidos
a administracdo de BA, o tratamento com memantina isoladamente
também nao foi capaz de reduzir o conteldo da proteina que compde o
inflamassoma, porém quando associados, o tratamento com litio e
memantina ocasionou reducdo de NLRP3.

Na literatura ainda ndo ha nenhum estudo avaliando o envolvimento do
inflamassoma NLRP3 no mecanismo de acéo do litio. Os Unicos estudos
gue encontraram essa relagdo foram Liu et al. (2015), no qual o estresse
crénico causou aumento de NLRP3 e aumento do contelido de GSK3B e
o exercicio fisico causou reducdo do contelido de ambas proteinas no
cortex frontal de ratos e no estudo de Zhao et al. (2015a), em que a
inibicdo a inibicdo da GSK-3B por um RNA de interferéncia, causou
reducdo de NLRP3 e de IL-1B em macréfagos derivados da medula 6ssea
de ratos. Assim, no presente estudo possivelmente a inibicdo da GSK3B
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foi um dos mecanismos responsaveis pela reducdo de NLRP3, porém essa
ndo pode ser a Unica explicacdo, uma vez que essa reducdo ndo foi
significativa. Porém quando associado a memantina houve um
sinergismo, o qual levou a uma reducéo significativa.

Sobre a memantina, também ndo ha nenhum estudo em relagdo ao
NLRP3. O que se sabe é que em cultura de células microgliais incubadas
com hemin (produto citotéxico da degradacdo da hemoglobina que causa
dano secundario na hemorragia cerebral), houve ligag&o entre o receptor
NMDA e 0 NLRP3, e 0 uso de MK-801 (antagonista NMDA, assim como
a memantina) causou reducdo do contetdo de NLRP3 e IL-1pB, dessa
forma, os autores relacionaram a ativacdo de NLRP3 diretamente com a
ativacdo de receptores NMDA (Weng et al., 2015), além disso, foi
observado 0 aumento do conteddo e expressao de NLRP3 em cultura de
células B-pancreaticas de camundongos incubadas com altos niveis de
glicose, e a incubagcdo com MK-801 impediu esse aumento, além de
reduzir IL-1B (Huang et al., 2017). Dessa forma, a inibicdo da GSKS3,
causada pelo litio, juntamente com o antagonismo de receptores NMDA
causada pela memantina, podem ter atuado conjuntamente a redugéo de
NLRP3 no hipocampo dos animais tratados, e consequentemente a
reducdo da liberacdo de IL-1B e outras citocinas. Mais estudos sdo
necessarios para afirmar quais 0os mecanismos estdo envolvidos na
reducdo da sinalizacdo imune quando associados os dois farmacos. De
gualquer forma, é a primeira vez que é demonstrado efeito protetor e
reducdo da sinalizagdo inflamatéria que envolve TLR2 e o inflamassoma
NLRP3 ap6s a associacao de litio e memantina.
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6. CONCLUSAO

O presente estudo foi o primeiro a utilizar a associacdo de litio e
memantina em modelo animal de deméncia do tipo DA. Os resultados
mostraram que o tratamento subcrénico com litio, memantina e a
associacdo com litio e memantina reverteram o dano na meméria espacial
ena memoéria de habituacdo ao campo aberto dos animais administrados
com oligbmeros BAi.4. Contudo, o tratamento combinado de litio e
memantina teve uma melhor performance no teste de memaria espacial
em relacdo aos outros grupos experimentais, indicando um efeito
terapéutico promissor da associacdo destes farmacos. O tratamento com
ambos os farmacos isoladamente reestabeleceu os niveis das citocinas
inflamatdrias avaliadas, mas a associa¢do dos farmacos nédo potencializou
esse efeito. Porém, apenas a associacdo de litio e memantina se mostrou
eficaz em reduzir o conteldo de NLRP3, sendo um possivel efeito
promissor da associacdo destes farmacos para DA e outras doencas
neurodegenerativas.
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