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APRESENTACAO
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uma revisdo de literatura sobre o tema e o artigo cientifico a ser submetido ao periodico British Journal
of Pharmacology (ISSN 1476-5381; Fator de Impacto — 9.473; Classificacdo Qualis 2017-2020 Al).



RESUMO

A Doenca de Alzheimer (DA) é uma doenca neurodegenerativa cronica causada por acimulo da proteina
beta amil6ide (AP) em regides especificas do cérebro, tais como o cortex e o hipocampo, levando ao
prejuizo de memoria devido a inflamacdo e dano oxidativo. Atualmente existem poucas alternativas
farmacologicas para o tratamento da DA, que apresentam efeitos adversos significativos e com eficacia
limitada. A grandisina é uma neolignana que possui propriedades anti-inflamatoria e antioxidante além
de induzir efeitos neuroprotetores frente a aplicacdo de Ap em cultura de células hipocampais. Seu
analogo triazolico (AGT) é ainda mais potente. Assim, este estudo objetivou avaliar os efeitos do AGT
sobre a formacdo de memoria e estresse oxidativo em um modelo da DA. Camundongos machos
C57/BI6 foram submetidos a estereotaxia para a injecdo de AP ou veiculo por via
intracerebroventricular (ICV). Vinte e quatro horas depois iniciou-se 0 tratamento por via
intraperitoneal (IP) com AGT (1 mg/kg) ou veiculo, que se repetiu por 14 dias. Um dia apés o final do
tratamento, o teste de reconhecimento de objeto (TRO) foi realizado para verificagdo da formacao de
memoria. Apds o final do teste, os animais foram eutanasiados para a coleta do cdrtex e hipocampo
para analise de marcadores de estresse oxidativo e inflamacdo. Em um outro protocolo, a memantina
(10 mg/kg) foi administrada como um controle positivo por 14 dias apos a injecdo de BA. Neste caso,
0 TRO foi realizado 7 e 14 dias ap6s o inicio do tratamento para avaliacdo do dano cognitivo transitério
e persistente, respectivamente. O AGT preveniu o déficit cognitivo induzido pela Ap. Adicionalmente,
0 AGT impediu o0 aumento da lipoperoxidacdo cortical e hipocampal. Além do perfil oxidante, a droga
teste preveniu o aumento da producdo de TNF e INF no hipocampo dos animais que receberam BA
apos 14 dias de tratamento. O composto foi capaz de induzir efeitos anti-inflamatdrios e antioxidantes
persistentes, quando comparados & memantina, uma droga utilizada na clinica para tratamento da
doenca, refletindo uma prevencdo do déficit cognitivo dos animais, mesmo apds a interrupcdo do
tratamento. Assim conclui-se que o AGT restaurou a memoria de reconhecimento dos animais que
receberam injecdo de BA através de efeitos antioxidantes e anti-inflamatorios. Tais efeitos foram
persistentes quando comparados ao tratamento com memantina, refletindo propriedades inovadoras do

composto teste.
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LISTA DE ABREVIATURAS

DA - Doenca de Alzheimer

AD - do inglés Alzheimer's Disease

ADI - Alzheimer's Disease International

BA - proteina beta-amiloide

APO - oligbmero de proteina beta-amildide

GRA - Grandisina

AGT - Analogo Triazolico da Grandisina

TGA - do inglés triazole grandisin analogue

NMDA - N-metil-D-aspartato

NINCDS-ADRDA - National Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke
and the Alzheimer's Disease and Related Disorders Association
APOEg4 - apolipoproteina E4

RNA - &cido ribonucleico

APP - do inglés amyloid precursor protein

SAPP - do inglés soluble amyloid precursor protein

BACEL - do inglés p-site amyloid precursor protein cleaving enzyme 1
CTF - do inglés C-terminal fragment

TNF - do inglés tumor necrosis factor

BDNF - do inglés brain derived neurotrophic factor

IFN - interferon

IL-6 - interleucina tipo 6

IL-12 - interleucina tipo 12

MPO - mieloperoxidase

i.c.v. - intracerebroventricular

I.p. - intraperitoneal

MEM - memantina

SEM - do inglés Standard Error of the Mean

ELISA - do inglés Enzyme-linked imunossorbant assay
TBARS - do inglés thiobarbituric acid reactive species

Hpc - hipocampo

Ctx - cortex

NORT - do inglés Novel Object Recognition Task

NF-kB - do inglés nuclear factor kappa B

CNPq - Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico
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1. INTRODUCAO

A Doenca de Alzheimer (DA) é um transtorno neurodegenerativo de carater crbnico e
progressivo, que prejudica processos cognitivos e formacdo de memoria, como também deficiéncia
motora e alteracGes autondmicas. Varios fatores demograficos como, idade, sexo, etnia e classe social
séo fatores de risco para o desenvolvimento da DA, sendo a idade o mais importante deles. Estima-se
uma prevaléncia de 19% entre individuos de 75 — 84 anos de idade (A. ARMSTRONG, 2019). Além
disso, o Alzheimer’s Disease International (ADI) relatou por meio do “World Alzheimer Report 2018”
uma prevaléncia de 50 milhdes de pessoas com deméncia em todo 0 mundo, sendo que a projecédo €
que esse namero triplique até 2050.

A presenga de placas amildides e emaranhados neurofibrilares em areas encefélicas sdo 0s
principais achados histopatoldgicos da DA. O acumulo e deposicdo da proteina BA e hiperfosforilacdo
da proteina Tau resultam em alteracBes bioquimicas, neuroinflamacdo e estresse oxidativo, o que
culmina em danos ao cértex e hipocampo, que sdo estruturas relacionadas a funcdo cognitiva e
processos de formacgdo de memoria (SCHELTENS et al., 2021).

As estratégias terapéuticas utilizadas no tratamento da DA visam diminuir a intensidade dos
sintomas e progressdo da doenca. Essas opcdes terapéuticas tém efeito nos casos leves a moderados
da doenca, porém sao ineficazes nos casos mais avancados. Além disso, a terapia atual ndo consegue
impedir o avanco da deterioracdo cognitiva da DA e apresentam efeitos colaterais importantes
(CUMMINGS; TONG; BALLARD, 2019).

Sendo assim, é importante o desenvolvimento de novas opc6es farmacoldgicas que se mostrem
mais eficazes para o tratamento da DA. Dessa forma, produtos de origem natural podem se apresentar
como uma fonte de novos farmacos, dado a variedade de compostos encontrados em plantas que
apresentam propriedades anti-inflamatdrias e antioxidantes (NANI et al., 2021).

Nesse contexto, a grandisina (GRA), uma neolignana que pode ser encontrada na planta Virola
surinamensis, apresentou atividade anti-inflamatoria, sendo capaz de diminuir a formagdo de edemas
e também reduzir o tempo de rea¢do a dor em camundongos (CARVALHO et al., 2010). Outro estudo
realizado pelo Laboratorio de Farmacologia e Toxicologia Celular da Universidade de S&o Paulo
(USP) aponta a capacidade de um metabolito da grandisina em sequestrar radicais livres, apresentando,
portanto, atividade antioxidante (VALADARES et al., 2011).

Recentemente, no laboratério de quimica farmacéutica da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul (UFMS) foi sintetizado um analogo triazolico da grandisina (AGT). Dados nao
publicados sugerem que este composto € ainda mais potente quando comparado a grandisina em

experimentos realizados in vitro. Além disso, neolignanas tetraidrofuranicas apresentaram efeitos
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neuroprotetores em cultura de células hipocampais tratadas com B-amiloide (ZHAI et al., 2005).
Entretanto, moléculas deste grupo quimico nunca foram testadas em modelos in vivo da DA. Dessa
forma, o presente trabalho avaliou os possiveis efeitos anti-inflamatérios e antioxidantes do AGT,
assim como, sua capacidade de prevenir o prejuizo cognitivo em camundongos submetidos ao modelo

da Doenca de Alzheimer.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Descoberta da Doenca de Alzheimer

Em 1907, Alois Alzheimer, um psiquiatra alemdo, publicou em um artigo sobre uma paciente
chamada Auguste Deter, que desde 1901 demonstrava sintomas psiquiatricos com rapida progressao,
tais como problemas de sono, memdria e estado emocional inconstante. No hospital psiquiatrico,
Auguste D. ndo conseguia reconhecer objetos previamente apresentados, bem como ler corretamente,
e pouco mais de quatro anos depois, veio a 6bito (HIPPIUS; NEUNDORFER, 2003; STELZMANN;
NORMAN SCHNITZLEIN; REED MURTAGH, 1995).

Alzheimer, entdo, obteve material da paciente para analise, pois 0s sintomas clinicos ja eram
divergentes de outros processos patolégicos conhecidos. Foi observado que o cérebro apresentava
acentuada atrofia sem um foco de degeneracdo macroscopico, aterosclerose nos vasos maiores,
juntamente com fibras gliais sem infiltracdo de vasos. Através de uma técnica recente de impregnacao
por prata, foram descobertas fibrilas cuja coloracdo era diferente de outras neurofibrilas, denotando
provavel mudanca de composicdo. Estas estavam presentes em todo cértex, mais numerosas nas
camadas mais externas (STELZMANN; NORMAN SCHNITZLEIN; REED MURTAGH, 1995).

Seu tutor, Emil Kraepelin, a fim de homenagea-lo por sua descoberta bastante significativa, foi
0 primeiro a propor o termo “Doenga de Alzheimer” na 8* edigdo de seu livro Psychiatrie - Ein
Lehrbuch fiir Studierende und Arzte (1910) (GOEDERT; GHETTI, 2007; HIPPIUS; NEUNDORFER,
2003). Alzheimer publicou, em 1911, o caso de Johann F., que foi o segundo caso diagnosticado com
a Doenca de Alzheimer, porém sem as placas neurofibrilares (ALZHEIMER, 1911). Contudo até ent&o
ndo havia um grande foco na pesquisa desta condigdo médica.

Em Londres, pouco mais de 50 anos apds estes achados, Michael Kidd e colaboradores
reportaram a observacdo de filamentos emaranhados neurofibrilares no cortex de pacientes
diagnosticados com Doenca de Alzheimer, suspeitando serem compostos de substancia amildide
(KIDD, 1963). No mesmo ano, porém em Nova lorque — Estados Unidos, Robert D. Terry e

colaboradores também relataram a presenca destas neurofibrilas no cortex de diferentes pacientes,
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estabelecendo agora uma correlacdo entre a presenca de substancia amiloide e os emaranhados
neurofibrilares, por microscopia eletronica (TERRY, 1963).

A pesquisa para a Doenca de Alzheimer foi alavancada principalmente ap6s a divulgacao do
estudo de Robert Katzman, onde ele menciona que as formas “senis” e “pré-senis” da patologia sdo
muito semelhantes, e também anunciando a sua alta prevaléncia entre individuos acima de 65 anos no
norte da Europa — denotando também o subdiagndstico da Doenca de Alzheimer nos Estados Unidos
(KATZMAN, 1976).

Neste mesmo ano, o grupo de pesquisa de Bowen descreve indicios de que a deméncia senil,
responsavel por grande porcentagem dos casos de deméncia acima de 60 anos esta relacionada a falta
de sintese do neurotransmissor acetilcolina no cértex pre-frontal (BOWEN et al., 1976), sendo
proposta no periodico The Lancet, em dezembro de 1976, a hipdtese de que a baixa concentracao de
acetilcolina esteja ligada ao processo patolégico da Doenca de Alzheimer (nomeada desde entdo como
a hipotese colinérgica) (DAVIES; MALONEY, 1976), sendo utilizada para o desenvolvimento dos
primeiros farmacos contra a Doenca de Alzheimer, como a tacrina e o donepezil (FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION, 1997, 1997).

De 1988 a 1989 foram achados vestigios do componente imunoldgico e inflamatorio envolvido
no dano cerebral causado pela Doenca de Alzheimer. Sugeriu-se que acimulo da proteina beta-
amil6ide no sistema nervoso central, semelhante aos sinais periféricos, causa ativacdo de células
fagociticas ao redor de placas amil6ides, levando a cadeia inflamatdria e destruicdo celular ao serem
apresentadas como antigenos para células imunes (ROGERS et al., 1988). Esta alta deposi¢éo de placas
ocorre também na massa cinzenta (area com maior namero de corpos celulares e células da glia),
indicando também que a cadeia inflamatoria vem posteriormente a fagocitose da proteina beta-
amildide (ITAGAKI et al., 1989). Através destas descobertas houve um maior foco no estudo do
componente inflamatério para o tratamento da Doenca de Alzheimer (MCGEER; ROGERS, 1992)
(ROGERS et al., 1993).

Outra hipdtese, utilizada até agora no tratamento paliativo da Doenca de Alzheimer, é a
proposta da excitotoxicidade glutamatérgica. Foi postulado o efeito toxico do glutamato através do
receptor N-metil-D-aspartato (NMDA), com reducdo de receptores NMDA no cértex e hipocampo de
cerebros humanos com deméncia por Doenca de Alzheimer. Toxicidade por glutamato reproduz as
mudancas bioquimicas e anatdmicas presentes na Doenca de Alzheimer e também estimula in vitro
filamentos helicoidais conhecidos hoje como os emaranhados neurofibrilares (DE BONI;
MCLACHLAN, 1985; GREENAMYRE et al., 1988). O medicamento utilizado com base nesta

proposta € a memantina, aprovada nos Estados Unidos para o tratamento da Doenga de Alzheimer
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moderada a avancada (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2003).
2.2 Epidemiologia da Doenca de Alzheimer

A Doencga de Alzheimer é uma doenca neurodegenerativa de carater cronico, sendo a causa de
deméncia mais notificada. De fato, estima-se que ela seja responsavel por 60% dos casos de deméncia,
sendo o tipo mais comum até este momento. A deméncia vascular € a segunda causa mais comum,
com 20% das ocorréncias (R1ZZ1; ROSSET; RORIZ-CRUZ, 2014).

O critério para diagndstico especifico para a deméncia por Doenca de Alzheimer baseia-se no
Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (atualmente na 5% edi¢do), contudo era-se
utilizado o critério NINCDS-ADRDA de 1984, que possui sensibilidade e especificidades
insatisfatorias em comparacao ao novo critério. Neste critério ainda havia a limitacdo de ndo empregar
biomarcadores originalmente, ndo se considerar a existéncia pré-clinica da doenca e da técnica ser
utilizada para exclusdo dos demais tipos, e ndo da confirmacdo da Doenca de Alzheimer (REIMAN et
al., 2011), implicando que h& subdiagndstico no nimero de casos detectados e relatados pelos
profissionais (“2022 Alzheimer’s disease facts and figures”, 2022).

Os fatores de risco para o desenvolvimento de deméncia s&o diversos. Como exemplos ha
doencas cardiovasculares (hipertensdo arterial, arritmias, niveis elevados de colesterol dentre outras),
diabetes mellitus tipo 11, epilepsia e depressdo, estilos de vida como sedentarismo, distirbios do sono,
etilismo, tabagismo e dieta com elevado teor de lipidios também podem levar ao aumento da incidéncia
da Doenca de Alzheimer (EDWARDS Il et al., 2019).

Ainda dentre os fatores de risco existe o fator genético da Doenca de Alzheimer.
Tradicionalmente realca-se a importancia do gene APOEe4, o mais fortemente associado a casos de
deméncia de inicio tardio (CORDER et al., 1993; STRITTMATTER et al., 1993). Contudo h4 relato
de que 29 loci genéticos associados a 215 genes potenciais foram identificados, relacionados a resposta
imune e metabolismo de lipideos em grande parte (JANSEN et al., 2019).

Em 2019, estima-se que o numero de casos de deméncia no mundo seja, em média, 57.4
milhdes, com projecdo de que em 2050 este nimero eleve-se para 152.8 milhdes, e a prevaléncia da
doenca € maior em mulheres do que em homens (1.69 vezes mais casos) (NICHOLS et al., 2022). Ha
uma provavel relacdo de aumento de mortalidade e risco de desenvolver deméncia com o menor nivel
de escolaridade dos idosos, ndo se encaixando neste estudo idosas com maior nivel de escolaridade,
que demonstraram maior prevaléncia de deméncia (CRIMMINS et al., 2018).

Devido ao dimorfismo sexual presente na espécie humana, o metabolismo entre homens e
mulheres é bastante diferente, levando grupos a investigarem a explicacéo para a prevaléncia superior

em mulheres. Sugere-se que o gene APOg4 confere a mulheres um risco maior de desenvolvimento da
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Doenca de Alzheimer, possivelmente por interferéncia na patologia pela proteina Tau (ALTMANN et
al.,, 2014). Também, levanta-se a hipotese de certos tipos de RNA associados a doencas
neurodegenerativas podem aumentar o risco do desenvolvimento destas doengas em mulheres (CAO
etal., 2019).

Os estudos epidemioldgicos a cerca desta doenca neurodegenerativa sao contrastantes entre 0s
paises de alta renda e os paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento. Enquanto em paises de alta
renda a prevaléncia de deméncias ndo possui altas variacOes, existem varios estudos relatando
estabilidade em sua ocorréncia, correspondendo até 42% dos casos globais estimados de 2010 até 2050.
Paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento, contudo, possuem prevaléncias altamente variaveis,
com namero reduzido de estudos porém demonstrando tendéncia de alta, podendo chegar até a 70.5%
dos casos da doenca no mundo até 2050 (ALLADI; HACHINSKI, 2018).

Ainda relacionando a questdes regionais, embora haja a tendéncia de aumento na incidéncia
global, espera-se que paises asiaticos da regido do Oceano Pacifico com alto aporte financeiro e da
Europa Ocidental possuam acréscimo menos acentuado (aumento em média de 53% e 74%
respectivamente). Contudo paises do Oriente Médio, da porcdo norte da Africa e a Africa subsaariana
sofrerdo maior impacto (aumento de 357% para a porcdo subsaariana e 367% para as demais).
Presumidamente o aumento geral da prevaléncia deve-se ao aumento populacional e do seu

envelhecimento, embora em proporcdes diferentes a cada regido (NICHOLS et al., 2022).
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Nos Estados Unidos calcula-se que em média 11,3% dos habitantes americanos acima de 65
anos possuam deméncia causada por Doenca de Alzheimer. Com a idade hd o aumento desta taxa,
sendo de 5.3% para idosos entre 65 e 64 anos, 13.8% para aqueles de 75 a 84 anos, sendo em média
34.6% acima de 85 anos. Etnicamente, 18.6% dos individuos de etnia afro-americana e 14% dos
hispanicos acima de 65 anos possuem a Doenca de Alzheimer, em comparacao a 10% dos caucasianos
(“2022 Alzheimer’s disease facts and figures”, 2022; RAJAN et al., 2021).

A incidéncia da Doenca de Alzheimer de 65 a 74 anos é de aproximadamente 0.4%,
aumentando para 3.2% de 75 a 84 anos, se aproximando de 7.6% acima dos 85 anos (RAJAN et al.,
2019). Em um estudo feito em uma populacdo de Framingham (estado de Massachusetts/EUA),
observou-se que este risco € de cerca de 11.6% para homens e 21.1% para mulheres (‘2022
Alzheimer’s disease facts and figures”, 2022; SATIZABAL et al., 2016). Também j& foi estipulado o
risco de “viés do sobrevivente”, onde os numeros de deméncia em pesquisas podem ser divergentes
por certos fatores, tais como a maior expectativa de mulheres com a patologia ou 0 menor risco
cardiovascular destas (BOTS; PETERS; WOODWARD, 2017; MIKKOLA et al., 2013; SHAW et al.,
2021), sendo um enfoque interessante para demais estudos.

Nos Estados Unidos existem os planos de saude governamentais Medicare e Medicaid, sendo
que o primeiro é federal e abrange idosos acima de 65 anos com alguns tipos de condicdes e
deficiéncias, enquanto o segundo é uma unido federal-estadual para a populacdo menos favorecida
(U.S. DEPARTMENT OF HEALTH & HUMAN SERVICES, 2022). Aproximadamente 321 bilhGes
de dolares americanos sdo gastos para os cuidados em deméncias: $146 bilhGes sdo gastos pelo
Medicaid (45% do total), $60 bilhdes pelo Medicare (19% do total), $81 bilhGes de forma privada
(25% do total) e $34 bilhdes de outras fontes (“2022 Alzheimer’s disease facts and figures”, 2022).

De acordo com o Departamento de Salude e Servicos Humanos (EUA), 38.6 pessoas a cada
100.000 morreram por Doenca de Alzheimer de forma néo especifica, em comparacao a 27.0 pessoas
em 2010, e 17.6 em 2000 — a Doenca de Alzheimer de inicio precoce equivale a 0.2 morte/100.000
habitantes, e a de inicio tardio (acima de 65 anos) equivale a 0.9 morte/100.000 habitantes (“CDC
WONDER - Underlying Cause of Death, 1999-2020”, 2020), servindo de evidéncia da progressédo da
Doenca de Alzheimer como causa de morte. Mesmo ap0s ajuste por idade das taxas de morte, ainda
h& um aumento de 54.5% entre o periodo de 1999-2014 (TAYLOR et al., 2017).

Rudolph e colaboradores descrevem que em um acompanhamento de em média 3.0 anos, 66%
dos idosos com possivel diagnostico ou com Doenga de Alzheimer ja confirmada foram hospitalizados

a0 menos uma vez e 47% duas ou mais vezes, estando internadas cerca de 3 dias por pessoa-ano. A
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medida que os fatores de risco aumentavam o risco acumulativo também aumenta — idosos sem fatores
de risco possuiam 38% de taxa de hospitalizacdo, chegando a até 85% em caso de quatro ou cinco
fatores de risco. Os fatores de risco avaliados sdo sociodemogréaficos, variaveis relacionadas a
deméncia e variaveis continuas (tal como o grau de deméncia) (RUDOLPH et al., 2010).

Devido ao impacto na capacidade de atuar no cotidiano dos portadores de deméncias em geral,
ha a necessidade de auxilio de terceiros em seus cuidados — 11% dos cuidadores citam deméncias
como a maior enfermidade do idoso cuidado, embora 26% admitam que as pessoas que séo cuidadas
possuem alguma forma de deméncia (“Caregiving in the U.S. - 2020 Report”, 2020).

Dos dados obtidos da Global Burden of Disease (GBD) de 2000 a 2016, em 2016 a prevaléncia
de deméncia no Brasil é de 1036.9 pessoas a cada 100.000 habitantes (em torno de 1,04%), com
aumento de 4.5% da incidéncia. Ela é tida como a segunda maior causa de morte em pessoas acima de
70 anos em 2016 para ambos 0s géneros no pais, dada como provavel justificativa a progressdo da
longevidade (MELO et al., 2020).

De 2010 a 2019, os dados de internacdo do DATASUS demonstraram que houve um aumento
expressivo na internacdo de homens (97.4% contra 83.1% das mulheres), no nimero de individuos
pardos hospitalizados (224% contra 73.2% de brancos e 63.3% de negros) e nos idosos acima de 80
anos (aumento de 115.1%) — a regido Nordeste e Centro-Oeste tiveram 0 maior aumento no nimero
de hospitalizacdes do pais (aumentos de 172.1% e 144.2%, respectivamente) (FETER et al., 2021).

Pelas informacdes obtidas do DATASUS de 2008 a 2020, 18.69% das pessoas internadas por
conta especificamente da Doenca de Alzheimer vieram a falecer, resultando em 2780 6bitos. A taxa
de mortalidade foi maior para a regido Sudeste (21.34%) e menor na regido Norte (10.35%). Os
internados pela patologia ficaram em média 26.0 dias no hospital, resultando por paciente um custo de
R$1921 para a internacdo e R$26.13 milhdes em custos hospitalares no total. Em nameros absolutos,
sdo aproximadamente R$28.21 milhfes gastos no total por 22.112 interna¢es (ROCHA DE
ALMEIDA; CALMON NOGUEIRA DA GAMA PEREIRA, 2022). Portanto sdo notaveis os impactos
na salde publica brasileira devido a Doenca de Alzheimer, afetando também aspectos econdmicos e

psicossociais.

16



2.3. Proteina beta-amiloide: producdo e mecanismos envolvidos na hipersecrecéo

A proteina B-amildide (AP) existe sob diversas formas como a APi40 € APi42, Ccujas
numeracdes sdo referentes a quantidade de aminoacidos de sua composi¢do. Contudo, todas advém da
clivagem da proteina precursora amil6ide (APP-amyloid precursor protein). Através do gene APP, o
precursor da proteina B-amildide e proteinas semelhantes a APP (APLP1 e APLP2) sdo sintetizadas
em mamiferos, sendo apenas a proteina APP responsavel pela producdo da proteina B-amildide
(MULLER; DELLER; KORTE, 2017).

Dos trés isotipos expressos APP695, APP751 e APP770, o RNA mensageiro do primeiro
isotipo aparece com o dobro de frequéncia do APP751, e 20 vezes mais que o APP770 no cortex frontal,
onde a concentracao de proteina R-amildide é maior (TANAKA et al., 1989).

A familia das APPs possuem o papel fisiologico na formacdo de memoria e no aprendizado,
sendo sua auséncia responsavel por reducéo de sinapses e plasticidade sinaptica hipocampais, prejuizo
na memoria espacial e causam hiperexcitabilidade neuronal no hipocampo de camundongos com trés
meses de idade (LEE et al., 2020). Entretanto, camundongos que ndo expressam producdo da proteina
APP possuem reducdo da atividade locomotora como também déficit cognitivo (SENECHAL;
KELLY; DEV, 2008). Dito isto, a APP pode ser clivada sob duas rotas: a via amiloidogénica e a ndo-
amiloidogénica.

A via ndo-amiloidogénica inicia-se com a ac¢do da enzima proteolitica a-secretase, que cliva a
APP em dois fragmentos. O primeiro se mantém dentro da célula e o segundo na membrana: SAPPa e
aCTF (respectivamente, proteina precursora amildide-o soltvel e fragmento a-C-terminal) (ESCH et
al., 1990).

O fragmento sAPPa possui fungdes biologicas relatadas como a manutencdo das estruturas
dendriticas com o envelhecimento, inibicdo da neurotoxicidade da proteina B-amildide e protecdo
contra hipoglicemia e excitotoxicidade glutamatérgica (MATTSON et al., 1993; TACKENBERG;
NITSCH, 2019; TYAN et al., 2012), enquanto o fragmento restante aCTF aparenta ter funcdo na
inibicdo da y-secretase (TIAN; CRUMP; LI, 2010), sendo a a-secretase estudada entdo como um
potencial alvo terapéutico.

Na via amiloidogénica h& primeiramente a atividade de outra classe de secretases, as f-
secretases — uma familia de enzimas cuja atividade aumenta com a senescéncia (FUKUMOTO et al.,
2004). Elas existem tanto como as BACEL (enzima de clivagem de APP no sitio B 1) e as BACEZ2,
embora as BACEL sejam as mais predominantes no processo da geracao de -amiloide (AHMED et
al., 2010) . Neste caso, a APP é clivada e gera entdo o fragmento BCTF através da agédo das p-secretases

e 0 respectivo metabdlito citosélico SAPPp.
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Este metabdlito possui 16 aminoacidos a menos que sua contraparte SAPPa, mas ainda possui
efeitos fisiologicos como promover o crescimento de axonios, embora com menor eficiéncia que o
fragmento a (CHASSEIGNEAUX et al., 2011) e ofereca cerca de apenas 1% da eficiéncia da SAPPa
com relagdo a protecdo contra excitotoxicidade glutamatérgica e os danos por B-amiloide
(FURUKAWA et al., 1996).

Um terceiro tipo de secretase, a y-secretase, esta envolvido no processo da geracdo da p-
amiloide. Esta enzima, diferente das outras duas secretases, atua no fragmento presente na membrana
— ndo especifica aos fragmentos CTF, sendo inespecifico e posuindo varios substratos relacionados
(KOPAN; ILAGAN, 2004). A y-secretase é a responsavel por clivar a aCTF e a BCTF, originando um
fragmento P83 e a proteina B-amildide, respectivamente: os mais estudados sdo ABi-42 € APi-ao,

contudo outros fragmentos podem ser gerados, como a APi-46 (ZHAO et al., 2004).

Jcasp | 4 3 C31
s AICD
y-cleavage caspase-cleavage
sAPPa —
! aCTF i
—
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0 — 0 = c31
B-cleavage ——— caspase-cleavage
4 —=
~ BCTF ——
sAPPp — 5
y-cleavage caspase-cleavage
v
AICD
Ap ﬂ'
Jcasp C31

Figura 1. Representacdo da rota amiloidogénica e ndo amiloidogénica da APP (proteina precursora
amiloide). A APP integra pode sofrer a clivagem a ou 3 — a clivagem o (cascata ndo amiloidogénica,
representada na parte superior) resulta em moléculas com potencial neuroprotetor ou neurotréfico,

enquanto a clivagem B (cascata amiloidogénica, regido inferior) resulta em metabolitos toxicos, como
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mondmeros de B-amiloide. A cascata amiloidogénica se encontra estimulada em comparacéo a nao
amiloidogénica na DA. (ZHANG et al., 2011)

2.4. Neurobiologia da Doenca de Alzheimer

Como citado anteriormente, a Doenca de Alzheimer pode ser confirmada pelo depdsito de
placas de AP e a presenca dos emaranhados neurofibrilares. A proteina B-amiléide é produzida
fisiologicamente a nivel picomolar, auxiliando a viabilidade neuronal, aumento na atividade
hipocampal em processos de memoria e aprendizado, como também reciclagem de vesiculas sinépticas
empregadas para a neurotransmissdo (LAZAREVIC et al., 2017; PLANT et al., 2003; PUZZO et al.,
2008, 2011; YANKNER; DUFFY; KIRSCHNER, 1990).

Neste contexto, concentracdo de B-amiloide é mantida a niveis homeostaticos através do
clearance cerebral, que supera parcialmente sua producdo (BATEMAN et al., 2006). A sua eliminacgéo
pode ocorrer de algumas maneiras: através de fluido intersticial sob modulacao de atividade sinaptica;
através do metabolismo de certas proteases; via transporte atraves da barreira hematoencefalica por
proteinas como a apolipoproteina E; fagocitose através da micréglia, dentre outras vias (CIRRITO et
al., 2005; DEANE et al., 2008; KOENIGSKNECHT; LANDRETH, 2004; LEISSRING et al., 2003;
MINERS et al., 2011; PAN et al.,, 2011; RIES; SASTRE, 2016; SAIDO; LEISSRING, 2012;
WILDSMITH et al., 2013).

A formacdo dos oligdbmeros de B-amiloide é uma polimerizacdo dependente de nucleacdo: 0s
mondmeros da proteina se mantém em equilibrio termodindmico, ndo sendo favoravel a formacao
destes nucleos. Contudo, ao se formar um ndcleo de varios mondmeros de A, a reacdo entra no estagio
de elongagao, onde essas “sementes” dos nicleos ja formados, promovendo a formagao de protofibrilas,
e entdo as fibrilas maduras (JARRETT; LANSBURY, 1993; ONO; WATANABE-NAKAYAMA,
2021; WALSH et al., 1997, 1997). O peptideo possui tendéncias de formar folhetos-p ao se
oligomerizar, podendo lembrar “grampos de cabelo”, sendo mais presente conforme a polimerizacao
ocorre (KIRSCHNER; ABRAHAM; SELKOE, 1986; ONO; CONDRON; TEPLOW, 2009;
PETKOVA et al., 2002).

Os oligbmeros da B-amiloide afetam primariamente as sinapses glutamatérgicas do Sistema
Nervoso Central, afetando a cinética de liberacdo e recaptacdo de glutamato. Fisiologicamente, a
liberacdo de vesiculas de glutamato na fenda sindptica ocorre por exocitose mediada por calcio. Apds

a liberacdo o glutamato atinge a membrana pés-sinaptica onde ativa Varios tipos de receptores ,
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incluindo os receptores ionotropicos NMDA (N-metil-D-aspartato). A ativacdo de tais receptores
levam a efeitos neuroprotetores favorecendo mecanismos de aprendizado e formacdo de memoria.
Uma das bases moleculares para a ocorréncia de tais fendmenos seria a liberagéo de neurotrofinas, tais
como o fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF- brain derived neurotrophic fator). Este fator
estimula a expressdo génica, aumentando a formacédo de brotos dentriticos e neurgénese hipocampal
(HETMAN; KHAREBAVA, 2006; IKONOMIDOU; STEFOVSKA; TURSKI, 2000; JOURDI et al.,
2009; PAPADIA et al., 2008; POHL et al., 1999). O equilibrio dos niveis sinapticos de glutamato sdo
mantidos pelos astrdcitos, que realizam a recaptacdo de glutamato e o armazenam em vesiculas de
glutamina pela glutamina sintetase, o precursor de glutamato; a glutamina pode ser levada aos
neurdnios pré-sindpticos novamente e entdo ser convertida em glutamato pela glutaminase para
reutilizacdo (RUDY et al., 2015).

Devido ao acumulo de oligbmeros de B-amiloide nas sinapses, multiplos mecanismos de
toxicidade ocorrem: ha um aumento da secrecdo de glutamato pelo terminal pré-sindptico por conta
da p-amiloide (BRITO-MOREIRA et al., 2011; JANG et al., 2014) e pelos astrocitos (PIRTTIMAKI
et al., 2013; TALANTOVA et al., 2013), havendo ainda interferéncia nas proteinas recaptadoras que
internalizam glutamato nos astrécitos, GLAST e GLT-1 (MATOS et al., 2008; SCIMEMI et al., 2013).
Com o excesso de glutamato na fenda sinaptica, este mediador transborda para 0 espaco extrasinaptico,
ativando receptores NMDA extrasinapticos (e-NMDA). Quando ativados estes receptores permitem a
entrada de célcio, que por sua vez estimulam vias neurotdxicas tais como a liberacdo de caspase, €
formacdo de emaranhados neurofibrilares intracelulares que potencializam a morte neural
(HARDINGHAM; FUKUNAGA,; BADING, 2002; RUDY et al., 2015; TALANTOVA et al., 2013).

Os emaranhados neurofibrilares sdo compostos de proteina Tau modificada pos-traducéo,
sendo hiperfosforiladas. A proteina Tau é composta por até 441 residuos de aminoécido e possui uma
estrutura de baixa complexidade, sendo uma proteina resistente a variacdes de pH e salinidade
(JEGANATHAN et al.,, 2008; MUKRASCH et al., 2009). Sua atividade bioldgica baseia-se
principalmente na formacgdo de microtdbulos, mantendo a morfologia dos axénios e dendritos
(WEINGARTEN et al., 1975). Contudo devido a gama de ligantes com os quais interage, a proteina
Tau pode haver papeis biologicos variados, tais como a neurotoxicidade quando hiperfosforilada.
Nesta situacdo, ela esta envolvida na desagregacgdo das sinapses que ocorre ao longo da Doencga de
Alzheimer (MORRIS et al., 2011).

Um outro elemento de enfoque na Doenca de Alzheimer é a neuroinflamacao junto do estresse
oxidativo: ambos 0s processos sdo presentes neste processo patoldgico e contribuem de forma

substancial, visto como altos niveis de marcadores oxidativos e de citocinas pro-inflamatérias
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(HENSLEY et al., 1995; WANG et al., 2015b).

Uma das citocinas pro-inflamatdrias é o fator de necrose tumoral (TNF), que pode ativar vias
de necroptose, uma modalidade de morte celular resultante da ativacdo de receptores RIPK1 e
principalmente RIPK3 (acronimos para quinase proteica com interacdo a receptor tipo 1 ou 3)
(DHURIYA; SHARMA, 2018).

A via necroptotica esta altamente estimulada em tecido cerebral de pacientes com Doenca de
Alzheimer post-mortem, sendo entdo significativamente revertida por inibidores de RIPK1 e RIPKS,
demonstrando a importancia do TNF nesta patologia (JAYARAMAN et al., 2021). Em outros estudos,
observou-se uma melhoria na capacidade cognitiva de pacientes com Doenca de Alzheimer e em
modelos animais ap6s administracdo de inibidores de TNF-o e curcumina, composto natural de
capacidade antioxidante e anti-inflamatdria (TORRES-ACOSTA et al., 2020).

O interferon (IFN) é descrito por influenciar no metabolismo da APP, especialmente via y-
secretase. Junto do TNF- a, ele promove 0 aumento da expressdo desta secretase, que participa no
processo final da formacdo da p-amiloide (LIAO et al., 2004). Em modelo transgénico murino, as
placas amildides estimularam a secrecdo do IFN pela microglia e pelos astrécitos, causando aumento
da acdo da B-secretase e o declinio de sua elimina¢do (YAMAMOTO et al., 2007).

As interleucinas tipo 6 e tipo 12 (IL-6 e IL12) sdo citocinas pro-inflamatorias relevantes para a
DA. IL-6 aparece em tecidos post-mortem de pacientes com DA em concentracdes elevadas em
astrocitos proximos de depositos amiloides. Modelos animais nos quais ha expressdo acentuada de IL-
6 demonstram ter alta ativacdo de micrdglia e estimulo secundério de producdo de outras citocinas pro-
inflamatdrias, como TNF (GYENGESI et al., 2019; LYRA E SILVA et al., 2021)

A interleucina 12, junto do TNF-a e IL-6, apresenta estar em maior quantidade no sangue
periférico em portadores de Doenca de Alzheimer em comparacdo a individuos sadios
(SWARDFAGER et al., 2010). A inibicdo da sinalizagdo via IL-12 demonstrou reduzir tanto a
concentracdo de proteina amildide cerebral quanto o déficit cognitivo em modelo de camundongo
transgénico da Doenga de Alzheimer (VOM BERG et al., 2012). Em outro modelo transgénico de
camundongos, a reducdo da unidade p40 desta citocina causou reducdo de placas amildides em
camundongos machos e a reducdo do oligdmero BA1-40 em fémeas (EEDE et al., 2020), denotando a
relevancia desta citocina no processo neurodegenerativo.

O papel do estresse oxidativo se da pelo aumento de espécies reativas de oxigénio e/ou
nitrogénio, baixa protecéo antioxidante ou metais de transigéo livres, promovendo uma cataliza¢do da
formacéo de radicais livres, especialmente por ions ferrosos (Reacéo de Fenton), ocorrendo, finalmente,
a oxidacdo de lipidios, proteinas e DNA (FENTON, 1894; HALLIWELL, 2001).
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O cérebro é altamente vulneravel ao estresse oxidativo: utiliza aproximadamente 20% do O:
tendo uma reduzida massa em relacdo ao corpo, possui altos niveis de acidos graxos insaturados,
abundancia de ions ferrosos e o metabolismo de muitos neurotransmissores, tais como dopamina e
noradrenalina, forma radicais livres (HALLIWELL, 2001; SVENNERHOLM, 1968).

Ressalta-se também que o cérebro possivelmente ndo possui um grande aporte de protecédo
antioxidante, como niveis relativamente baixos de catalase no cortex frontal (BRANNAN; MAKER;
RAES, 1981; ZIMATKIN; LINDROS, 1996)) e que células da micrdglia produzem citocinas proé-
inflamatorias devido ao dano celular, agravando ainda mais o estresse oxidativo por também
produzirem espécies radicalares (SIMPSON; OLIVER, 2020).

A mieloperoxidase € uma enzima presente em leucécitos que gera acido hipocloroso que,
embora participe do processo de defesa contra patdgenos, estd em maiores niveis em tecidos cerebrais
de pacientes com Mal de Parkison e Doenca de Alzheimer, especialmente em placas amildides
(GELLHAAR et al., 2017; GREEN et al., 2004). Em camundongos transgénicos como modelo de
Doenca de Alzheimer com déficit de mieloperoxidase notou-se uma melhora de aprendizado e de
memoria espacial assim como a memoria associativa (VOLKMAN et al., 2019). Neutrofilos podem
ainda se aderir a vasculatura cerebral, gerando estresse oxidativo localizado e podendo levar também
ao enfraquecimento da barreira hematoencefalica (SMYTH et al., 2022). Finalmente, é importante
frisar que o estresse oxidativo leva a um “ciclo vicioso” — 0 excesso de radicais livres leva ao aumento
da formacdo de B-amiloide e Tau hiperfosforilada, promovendo peroxidacdo lipidica e carbonilacédo
de proteinas, resultando em defeitos na manutencdo de calcio intracelular, causando uma maior
producdo de espécies reativas e dano celular. Este dano levard novamente a inflamacéo, gerando ainda
mais radicais livres até que o aporte antioxidante consiga impedir as reacdes radicalares dos varios
mecanismos de estresse oxidativo concomitantes (BUTTERFIELD; HALLIWELL, 2019; TONNIES;
TRUSHINA, 2017; TRAMUTOLA et al., 2017).
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Figura 2. Representacdo das vias do estresse oxidativo e alteracdes fisioldgicas relacionadas a
deposicdo de proteina B-amiloide. Adaptado de TONNIES e TRUSHINA (2017).
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2.5. Tratamentos farmacolégicos clinicamente disponiveis

Os medicamentos utilizados na clinica para o tratamento da Doenca de Alzheimer baseiam-se
em duas teorias: a teoria colinérgica, onde ha a elevada morte de neurdnios colinérgicos (FISHMAN
et al., 1986), sendo necessario um aumento no aporte de acetilcolina utilizando-se agentes
anticolinesterasicos; e a teoria glutamatérgica, onde o excesso de glutamato poderia ser amenizado
pelo uso de antagonistas de receptores glutamatérgicos.

Os medicamentos anticolinesterasicos atuam através da inibicdo da enzima que inativa a
acetilcolina, a acetilcolinesterase — logo, reduzindo os impactos da reduzida concentracdo deste
neurotransmissor na Doenca de Alzheimer. Atualmente, os mais utilizados terapeuticamente sdo a
rivastigmina, galantamina e o donepezil, embora o primeiro aprovado para o tratamento da patologia
pela Food and Drug Administration — EUA tivesse sido a tacrina (FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION, 1997, 2000, 2001, 1997).

A tacrina foi o primeiro farmaco aprovado para o tratamento da Doenca de Alzheimer, sendo
sua carta de aprovacgéo liberada em 1997 (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 1997). Este
medicamento demonstrou ter leves beneficios cognitivos. Contudo, possuia uma significativa taxa de
ndo-adesdo ao tratamento por conta dos seus efeitos colaterais (QIZILBASH et al., 1998).
Adicionalmente, notou-se que a tacrina resultava em aumento do nivel de enzimas hepaticas séricas
advindo de metabolitos toxicos apos o metabolismo hepatico pelo citocromo P450 (PATOCKA,; JUN;
KUCA, 2008; WILCOCK et al., 1993), levando entdo a descontinuagdo de seu uso.

A rivastigmina e a galantamina s&o dois agentes anticolinesterasicos de uso contemporéneo
para o tratamento da Doenca de Alzheimer, e possuem um melhor perfil de aceitabilidade que a tacrina.
Contudo ainda podem causar desconfortos gastrointestinais, como pirose e colicas abdominais, devido
a exacerbacdo da atividade colinérgica periférica (BIRKS; CHONG; EVANS, 2015; LOY;
SCHNEIDER, 2006). A rivastigmina demonstrou causar uma melhora leve no quadro cognitivo e nas
atividades de rotina, enquanto a galantamina apresenta ter melhora significativa no cotidiano e na
capacidade cognitiva (BIRKS; CHONG; EVANS, 2015; LOY; SCHNEIDER, 2006).

O donepezil é o farmaco anticolinesterasico mais utilizado em comparagdo aos demais para
este fim terapéutico. Em comparacdo aos demais ele induz menos efeitos colaterais comparavel ao
placebo e ndo demonstrou causar alteragdes em sinais vitais ou em ensaios bioquimicos (ROGERS;
FRIEDHOFF, 1996).

Ao serem comparados entre si, 0 donepezil tem menor indice de ndo-adeséo e melhor eficacia
global. Entretanto, nenhum dos trés farmacos acima mencionados melhora os sintomas

neuropsiquiatricos avaliados, como disforia, ansiedade, impulsividade ou irritabilidade (BLANCO-
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SILVENTE et al., 2017). Embora tenha sido mencionado em alguns estudos a ndo melhora do estado
psiquiatrico dos pacientes, ha resultados conflitantes entre revisdes sobre a melhora ou ndo dos quadros
neuropsiquiatricos com agentes anticolinesterasicos (KOBAYASHI et al., 2016; TRINH et al., 2003;
WANG et al., 2015a).

Para a abordagem glutamatergica, o tnico farmaco disponivel é a memantina. Seu mecanismo
de acdo € o0 antagonismo ndo-competitivo de receptores NMDA, que seriam estimulados
excessivamente pelo glutamato quando h& acimulo de pB-amiloide (ALAM et al., 2017; JOHNSON;
KOTERMANSKI, 2006). O percentual de efeitos adversos ndo aparenta ser discrepante dos grupos
placebo, indicando uma alta tolerabilidade do farmaco. Entretanto, efeitos adversos como nauseas,
vOmitos, diarreia, anorexia, tontura e depressdo foram associados ao uso de memantina (LI et al.,
2019).

A memantina causa uma leve melhora apenas aos pacientes em estagio moderado ou de baixa
severidade, contudo estes dados sdo conflitantes entre autores (BLANCO-SILVENTE et al., 2017;
DOU et al., 2018; MCSHANE et al., 2019). Existem estudos que apontam a eficiéncia da combinacéo
da memantina e um inibidor de acetilcolinesterase, como o donepezil, na melhora do quadro clinico,
porém com certos efeitos colaterais. Esta combinacdo desaceleraria o desenvolvimento dos sintomas
apenas (CHEN et al., 2017; DUBOIS et al., 2007; GUO et al., 2020).

Como pode ser visto, existem poucas alternativas terapéuticas para tratamento da Doenca de
Alzheimer, sendo que apresentam efeitos colaterais aparentes e nenhuma delas é capaz de interromper
0 processo de morte neural, 0 que torna a sua eficacia muito limitada. Neste sentido, a caracterizacdo
e desenvolvimento de novas estratégias farmacoldgicas sdo necessarios para aumentar o arsenal

terapéutico com substancias verdadeiramente eficazes para o controle da doenca.
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2.6. Potencial de novas drogas anti-inflamatdrias e antioxidantes para tratamento

Como explicado anteriormente, um componente marcante da Doenca de Alzheimer é a
inflamacdo. De fato, ja foram observadas relagbes do aumento de citocinas pré-inflamatdrias
periféricas (como IL-1p, IL-6 e TNF-a) e o0 grau da doenca (LAl etal., 2017). Na Doenca de Alzheimer,
diferente de casos de déficit cognitivo leve, a neuroinflamacao abrange todos os tecidos cerebrais e
com maior intensidade, correlacionada a um maior declinio cognitivo especialmente na regido parietal
(BRADBURN; MURGATROYD; RAY, 2019).

Em relacdo a abordagem antioxidante, percebe-se que embora relacionada a neuroinflamacao
devido ao efeito cascata desta patologia, esta ocorre concomitante a inflamacdo e ndo como
consequéncia. Consequentemente, agentes antioxidantes, entdo, poderiam mitigar o dano celular.
Estudos epidemioldgicos preliminares indicaram a possibilidade de anti-inflamatérios reduzirem a
velocidade do desenvolvimento da Doenca de Alzheimer (MCGEER; ROGERS, 1992; STEWART et
al., 1997).

Por exemplo, a vitamina E, especialmente na forma a-tocoferol, ja foi estudada devido ao seu
efeito antioxidante bem elucidado. Porém, seus resultados ndo séo conclusivos em relagdo ao aumento
ou ndo de mortalidade, embora haja uma correlacdo entre baixos niveis de vitamina E no liquido
cefalorraquidiano ou plasma e risco do desenvolvimento da Doenca de Alzheimer (BROWNE et al.,
2019; FARINA et al., 2017).

Muitos compostos naturais possuem atividade antioxidante e/ou anti-inflamatdria, como a
classe dos polifendis, incluindo compostos como a curcumina, silimarina e resveratrol. Embora muitos
compostos de origem natural possuam potencial atividade antioxidante e/ou anti-inflamatéria contra a
Doenca de Alzheimer, eles sdo muitas vezes pouco biodisponiveis ou possuem problemas para
atravessar a barreira hematoencefalica, sendo um 6bvio obstaculo para ensaios e tratamentos clinicos
(CHEN et al., 2021; JURCAU, 2021).

Neste sentido, compostos de origem fitoquimica sdo uma importante fonte de potenciais novos
farmacos, sendo utilizados até hoje na descoberta de novas substancias. Desde 1981 até 2019, 506 de
1394 pequenas moléculas de potencial farmacoldgico, ou seja, cerca de 36% destas tiveram ao menos
inspiracdo em produtos naturais. Para a Doencga de Alzheimer foram desenvolvidos 6 compostos, sendo
3 deles sintéticos porém com grupo farmacoférico inspirado em moléculas naturais (NEWMAN;
CRAGG, 2020).

Duas das principais classes de compostos com atividade biologica encontrados em plantas é a
das lignanas e neolignanas. Elas possuem uma ampla gama de efeitos farmacologicos, tais como

atividades anti-inflamatoria, citotdxica, antioxidante e antimicrobiana. Por exemplo, neoligninas
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contendo o ntcleo tetrahidrofurano ou 7,7’-lignanas demonstraram atividade antioxidante em
concentracgdes de cerca de 1.1 uM (BERTRAND TEPONNO; KUSARI; SPITELLER, 2016).

A grandisina, uma neolignana de nucleo tetrahidrofurano obtida da planta Virola surinamensis
ja foi caracterizada pela atividade antioxidante através de seu metabdlito 4-O-desmetilgrandisina,
auxiliando em atividade citoprotetora contra o agente ciclofosfamida (VALADARES et al., 2011).

Adicionalmente, a grandisina ndo desmetilada proporcionou atividade anti-nociceptiva
observada através de contor¢des abdominais por acido acético em camundongos e pelo teste da
formalina e inibiu a inflamac&o avaliada pelo método da peritonite por carragenina e edema de orelha
por 6leo de Croton (CARVALHO et al., 2010).

Em um modelo utilizando cultura de neurénios corticais de rato, observou-se que compostos
neolignanas 2,5-diaril-3,4-dimetiltetrahidrofuranos promoveram o crescimento de projecdes
neuronais, demonstrando efeitos neurotréficos. Além disso, tais compostos foram capazes de aumentar
a viabilidade de neurdnios hipocampais que foram incubados com a proteina amildide Apzs.ss,
revelando também um efeito neuroprotetor (ZHAI et al., 2005).

Com os dados apresentados aqui nota-se que a grandisina € um composto natural de grande
interesse, sendo uma molécula apropriada como base para outras pesquisas para doencas
neurodegenerativas como a Doenca de Alzheimer. Além disso, a estrutura da grandisina permite a
modificacdo molecular para a sintese de novos compostos com propriedades mais vantajosas em

relagdo ao composto original.
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2.7. Bioisosterismo como estratégia para producéo de novas drogas

A fim de se desenvolver um novo farmaco, uma metodologia muito utilizada é a de
bioisosterismo. Ao escolher uma molécula lider que apresente boas propriedades quimicas e
bioldgicas, sabendo-se seu mecanismo de acdo ou seus efeitos farmacoldgicos, e preferencialmente
seu grupo farmacoférico, pode-se modifica-la para melhorar sua atividade farmacoldgica, se tornando
mais seletiva a certos alvos e melhorar também sua farmacocinética, isto é, a sua absorcdo,
distribuicdo, metabolizacédo e sua eliminacdo (LIMA; BARREIRO, 2005).

No bioisosterismo, existem duas abordagens para modificacdo molecular: o bioisosterismo
classico e o bioisosterismo ndo-classico. No bioisosterismo classico, grupos funcionais com elétrons
de valéncia iguais, como CH3, NH2 e OH ou moléculas equivalentes em anéis aroméaticos, como um
heterodtomo em um anel aromatico, permitiria que um composto com estas modificagcbes tenham
propriedades fisicas e quimicas semelhantes ao composto de origem utilizado, mantendo um perfil de
atividade bioldgica semelhante entre si (THORNBER, 1979).

A abordagem do bioisosterismo nao-classico, contudo, ndo segue tao estritamente a questao de
distribuicdo eletrbnica e a estericidade. Pode-se modificar anéis, trocando grupos para serem
espacialmente ou eletronicamente semelhantes, como a quebra de anéis para insercédo de outros grupos;
trocar grupos funcionais de lugar (retroisosterismo) ou de grupos funcionais com caracteristicas fisico-
quimicas parecidas, como os acidos carboxilicos e sulfonamidas (LIMA; BARREIRO, 2005).

Neste sentido, no Laboratério de Quimica Farmacéutica do UFMS, foi sintetizado um
bioisdstero da grandisina, no qual o seu anel central tetrahidrofurano foi substituido por um grupo
1,2,3-triazol, originando o analogo triazélico da grandisina (AGT, Figura 3). Este grupo funcional
confere a moléculas atividades bioldgicas variadas, incluindo atividade antimicrobiana,
antituberculose, anti-inflamatdéria e neuroprotetora (AGALAVE; MAUJAN; PORE, 2011,
BOZOROV; ZHAO; AISA, 2019). Outra vantagem deste grupo triazélico é sua sintese: ele é
produzido através da chamada click chemistry, uma rota sintética rapida e simples onde ha altos
rendimentos de produto (KOLB; FINN; SHARPLESS, 2001), levando Sharpless a ganhar o Prémio
Nobel de Quimica de 2022 por sua publicacgéo.

Além disso, a substituicdo do grupo tetrahidrofuranico da grandisina por um triazol melhorou
a sua solubilidade em solventes inertes sem atividade bioldgica, permitindo a sua solubilizacéo e
realizacdo de estudos in vivo com estes derivados.

Apesar do conhecimento do potencial neuroprotetor e neurotréfico in vitro de neolignanas,
nenhuma dessas moléculas foi testada em um modelo animal da Doenga de Alzheimer.

Adicionalmente, dados ndo publicados demonstram que o AGT ¢é ainda mais potente e mais soluvel
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do que o composto original. Assim, a hipdtese do presente trabalho é a de que o tratamento repetido
com AGT poderia induzir efeitos neuroprotetores em animais que receberam a injecao

intracerebroventricular de oligbmeros da proteina B-amiloide.

Figura 3. Representacdo da molécula da grandisina (a esquerda) e a modificagdo molecular realizada,
levando a grandisina triazol (a direita).
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3. JUSTIFICATIVA

Na atualidade, existem pouquissimas opcOes terapéuticas disponiveis na clinica para tratamento
da Doenca de Alzheimer. Além disso, tais op¢Bes possuem varias limitacfes no que se refere aos
efeitos clinicos esperados, uma vez que podem perder sua eficacia a medida que a doencga avanca, além
do elevado perfil de efeitos colaterais. Adicionalmente, a gravidade e a dificuldade no tratamento de
doencas neurodegenerativas, como a Doenga de Alzheimer, mostram a necessidade da busca de novos
farmacos com efeitos neuroprotetores e com um perfil de seguranga mais vantajoso.

Compostos fitoquimicos sdo potenciais agentes neuroprotetores, devido a suas propriedades
anti-inflamatorias e antioxidantes. Este parece ser o caso de neolignanas tetraidrofurancias como a
grandisina. Entretanto, produtos naturais apresentam determinados inconvenientes para o teste em
modelos in vivo, tal como a solubilidade em veiculos inertes que permitam o teste. Assim sendo se faz
necessaria a modificagdo molecular para a sintese de compostos com propriedades mais vantajosas.
Uma destas técnicas € o bioisosterismo, que consiste na sintese de moléculas com ineditismo estrutural
a partir substancias com estrutura definida, nas quais um grupo quimico é trocado por outro com
distribuicéo eletronica e conformacéo semelhantes, o que permite a identificacdo e avaliacdo de novos
compostos com perfil farmacolégico desejado. Neste sentido, o nlcleo tetraidrofuranico da grandisina
foi substituido por um nucleo triazélico, rendendo o analogo triazolico da grandisina (AGT).

Apesar de neolignanas como o AGT possuirem efeitos anti-inflamatérios, antioxidantes e até
mesmo neurotréficos e neuroprotetores in vitro, seus efeitos ainda ndo foram avaliados em um modelo
animal da Doenca de Alzheimer. Portanto, o presente projeto se propde a caracterizar 0s possiveis
efeitos neuroprotetores do tratamento repetido com AGT em camundongos submetidos a injecao

intracerebroventricular da proteina 3-amiloide.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar os possiveis efeitos neuroprotetores do tratamento repetido com AGT em camundongos
C57/BI6 submetidos a injecdo intracerebroventricular da proteina BA.

4.2 Objetivos Especificos

4.2.1 — Mensurar o efeito do tratamento repetido com o AGT, sobre a memoria de reconhecimento e
localizagdo em camundongos com deposi¢do de B-amiloide, pela injecdo intracerebroventricular desta
proteina ou do respectivo veiculo.

4.2.2 — Auvaliar o efeito do tratamento repetido com com o AGT sobre o nivel de expressdo de
substancias envolvidas em processos neurotoxicos, inflamatérios e oxidantes, tais como TNF-a, INF,
IL-6 bem como a peroxidacdo lipidica, carbonilacdo proteica e atividade da mieloperoxidase no CPFM
e/ou Hpc de camundongos com deposi¢ao de BA, pela injecdo intracerebroventricular desta proteina
ou do respectivo veiculo.

4.2.3- Avaliar o possivel efeito do AGT sobre a prevencdo do prejuizo cognitivo persistente em
camundongos que receberam injecdo de B-amiloide e comparar tais efeitos com a memantina, uma

droga clinica, utilizada como controle positivo.
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Abstract

Background and Purpose: Alzheimer’s disease is a chronic neurodegenerative disease caused by
accumulation of amyloid-beta protein in cortex and hippocampus, leading to neurocognitive
impairment due to neuroinflammation and oxidative stress. Current drugs for its treatment are scarce,
have explicit side effects and limited efficacy over the disease progression. In this study, we evaluate
the effects of a triazole grandisin analogue (TGA) in inflammatory biomarkers and object recognition
memory in mice under intracerebroventricular ABi-s2 injection.

Experimental Approach: Male C57/BI6 mice underwent stereotaxic surgery, receiving
intracerebroventricular injections of A or vehicle. Intraperitoneal treatment with TGA (1 mg/kg) or
vehicle was repeated for 14 days. One day after the end of treatment, novel object recognition task
(NORT) was performed for memory improvement or deficit evaluation. Another set of animals had
memantine (10 mg/kg) administered as a positive control for 14 days after AP injection, with NORT
performed on days 7 and 14 of treatment. At the end of the task animals were euthanized and their
cortex and hippocampus underwent oxidative stress and inflammatory biomarkers measurement.

Key Results: TGA reduced cortex/hippocampus lipoperoxidation in APi-42 mice, prevented APi-42
cognitive impairment as well as reducing tumor necrosis factor (TNF) and interferon (INF) levels
without impacting control group after 14 days of treatment. Memantine failed to prevent lipid
oxidation, recognition memory decline and to reduce TNF-INF concentrations.

Conclusion and Implications: Such results show that TGA was able to prevent memory impairment
due to AP injection by antioxidant and anti-inflammatory effects. Moreover, the experimental drug
could induce persistent neuroprotective effects, especially compared to memantine, reflecting its

innovative properties.

Keywords: Alzheimer’s Disease, neolignans, neuroprotecti on, oxidative stress.



6.1 Introduction

Alzheimer’s disease (AD) is a chronic neurodegenerative disease, affecting cognitive functions, such
as speaking, learning and memory formation, along with autonomic alterations and motor disability.
Demographically it is ubiquitous, estimated to be present in 4.4% of Europeans above 65 years-old and
9.7% for United States individuals above 70 years-old (Qiu et al., 2009). Estimations for 2050 are that
23.5% of the males and 30.5% of the females aged above 85 years old will develop AD, resulting up
to 152.8 million individuals affected by the disease (Nichols et al., 2022).

Amyloid 3 (AB) plagues and Tau protein tangles are hallmarks of AD. Such proteins start to deposit in
the prefrontal cortex and spreads through the hippocampus, which are crucial structures for memory
and cognitive functions(Tiwari et al., 2019).

AP is generated by cleavage of APP (amyloid precursor protein) by a and [-secretases, leading to
nonamyloidogenic and amyloidogenic pathways, respectively. In the amyloidogenic pathway, APP is
metabolized by B-secretases and y-secretases, resulting in the production of amyloid beta protein (Ap).
Physiologically, A is able to sustain intermediate glutamate levels in synaptic cleft. Synaptic NMDA
glutamate receptors (S-NMDA) activates calcium influx, inducing plasticity processes, such as
neurogenesis and dendritic formation, which are necessary to memory formation. The balance in Ap
content is maintained by apolipoprotein E activity, which removes it from the synapses (Liu CC,
Kanekiyo T, Xu H, 2013). However, during AD progression, AB accumulates outside neurons on
account of overproduction or decreased removal, yielding large and insoluble plaques or highly soluble
oligomers (Canevari et al., 2004; Guo et al., 2020).

Under such conditions, AB oligomers increases glutamate release from neurons and also inhibits its
reuptake on astrocytes. The excess of glutamate diffuses to spine neck, where extra-synaptic NMDA
receptors (E-NMDA) are located. Activation of such receptors triggers calcium mediated tau
hyperphosphorylation, oxidative damage by reactive oxygen and nitrogen species. Additionally, Ap
stimulates microglial cells to produce pro-inflammatory cytokines, such as TNF, IL-1p and INF; such
inflammatory and oxidative environment leads to lipid peroxidation, protein carbonylation,
neurogenesis impairment and dendritic spine loss (Marcus et al., 1998; Centonze et al., 2009; Lai et
al., 2017). Microglial cells can also lead to cell damage by myeloperoxidase (MPO) pathway. MPO is
an enzyme present in granulocytes but also in microglia, being considered an infiltration marker. On
the other hand, its activity engages hipochlorous acid production, which is highly oxidant (Aratani,
2018). Additionally, MPO activity is enhanced 21 days after AB i.c.v. injection in mice (Cazarin et al.,

2021). Therefore, oxidative and inflammatory events are hallmarks of neurodegeneration process in
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AD.
Until the present day, there are quite a few pharmacological strategies to treat AD. Memantine is a non-
competitive NMDA receptors antagonist, clinically used in AD treatment, lowering the pathologically
high receptor activity(Matsunaga et al., 2015). Nevertheless, such compound fails to prevent persistent
neuronal damage in animals that received intracerebroventricular injections of AP oligomers
(Figueiredo et al., 2013). Corroborating this result, it was demonstrated that clinical effects of
memantine may decrease along disease progression, being slightly beneficial at mild-to-severe AD and
no effect on mild AD (Reisberg et al., 2003; Schmitt et al., 2006; McShane et al., 2019). Apart from
it, acetylcholinesterase inhibitors are approved for AD in order to counteract loss of acetylcholine
neurons(Food and Drug Administration; FDA, 1997, 2000, 2004, 2010). However, such drugs present
important side effects and, despite having 7similar efficiency, they may provide only small
improvements on more severe cases of the disease(Birks, 2006; Js et al., 2015; Birks & Harvey, 2018)
and none of them is able to stop progressive neuron damage (H. Ferreira-Vieira et al., 2016).
Based on the aforementioned, it is urgent to develop more effective pharmacological tools to treat AD.
Therefore, natural products may be a source of new drugs, since several compounds found in plants
show anti-inflammatory and antioxidant properties(Rondanelli et al., 2018; Tao et al., 2020; Nani et
al., 2021).
In this context, grandisin, a neolignan phytochemical compound obtained from the plant Virola
surinamensis, commonly found in Amazon River banks, showed anti-inflammatory and antioxidant
properties. Carvalho and colleagues (2010) showed that grandisin reduced inflammatory process in
formalin induced paw edema and also in croton-oil induced ear edema (Carvalho et al., 2010).
Furthermore, Valadares and co-workers (2011) demonstrated that grandisin metabolite, 4-O-
methylgrandisin, was able to scavenge free radicals in an electrochemical cell-based apparatus,
suggesting antioxidant effects(Valadares et al.,, 2011). Additionally, it was demonstrated that
tetrahydrofuran neolignans increased neuronal survival in hippocampal neurons against Ap application,
suggesting possible neuroprotective and neurogenic effects (Zhai et al., 2005).
More recently, a triazole grandisin analogue (TGA) was synthesized by bioisosterism, by which its
tetrahydrofuran core was replaced by a triazole ring. This new compound showed reduction of
polymorphonuclear cells migration in carrageenan induced peritonitis, an effect that was absent in the
original grandisin compound(Carvalho et al., 2010).
Despite of its anti-inflammatory and antioxidant properties, nor grandisin or TGA have been tested in
animal models of chronic inflammation. Considering that AD shows well established inflammatory
and oxidative pathophysiological mechanisms, it is reasonable to assume that grandisin analogues may
4



counteract disease progression. In addition, unpublished data shows that TGA has cLogP = 2.49 and
fits other Lipinski’s Rule of Five (Ro5)(Lipinski et al., 2001) parameters for prediction of lead-like
drugs, which is consistent to other compounds that are able to cross blood-brain barrier.

Therefore, the aim of the present work is to evaluate to evaluate the possible anti-inflammatory and

antioxidant effects of TGA in an AD animal model.

Figure 1. Chemical structure of the tetrahydrofuran lignan grandisin (left side) and its bioisoster, triazole analogue grandisin
(TGA), in the right side.

6.2 Bullet point summary:
e What is already known:
o Oxidative stress and inflammation are crucial for cognitive impairment and
tissue damage.
o Triazole grandisin analogue (TGA) may reduce both factors but it needed
evaluation.
e What this study adds:
o TGA prevented cognitive impairment by amyloid oligomer 1-42.
o TGA reduced tumor necrosis factor and interferon levels, while
memantine did not.
e Clinical significance:
o TGA showed more persistent effects than memantine, the reference drug.
o This new drug may prove useful for Alzheimer’s Disease treatment.
O
6.3 Material and methods

6.3.1. Animals



Male C57/BI6 mice, 7 to 9 weeks-old, were bred in pathogen-free conditions in Fundacédo Universidade
Federal do Mato Grosso do Sul — Campo Grande Animal Facility. They were kept in a temperature-
controlled room, 25°C, with 12 hours dark-light cycle, with food and water ad libitum. The Ethics
Committee in Animal Research of the Federal University of Mato Grosso do Sul approved the

experimental design (protocol number: 1.129/2020).

6.3.2. Drugs and reagents

The following drugs were used: ketamine; xylasine Sigma, St. Louis, Missouri, USA).; amyloid-beta
(AP 1-42; California Peptides); dimethylssulfoxide (DMSO, TOCRIS- USA); commercially available
saline (0.9% NacCl); lysis buffer (20 mM sodium phosphate; pH 7.4, 0.1% Triton ans 150 mM (1:20
w/v); memantine (MEM -commercially available). Triazol grandisin analogue (TGA) was obtained in
the Laboratory of Pharmaceutical Chemistry of the Federal University of Mato Grosso do Sul, under
the supervision of Dr. Adriano César de Morais Baroni. TGA was dissolved in Kolliphor — Sigma
Chemical (10% in saline 0.9%).

6.3.3. AP oligomer (APO) preparation

AP oligomer AB1-42 was solubilized in hexafluoroisopropanol, in order to obtain dry films of AB1-42
after solvent evaporation. Afterwards, this film was then dissolved in anhydrous and sterile DMSO
(dimethyl sulfoxide) for a 5mM solution. This solution was then dissolved in PBS (phosphate-buffered
saline) at 100 uM concentration, incubated at 4°C for 16 hours.

This new solution was, then, centrifuged (14000 rpm/10 minutes/4°C) for protofibrils and insoluble
fibrils removal; the supernatant solution, now, has soluble ABOs, being stored at 4°C. Enzyme-linked
imunossorbant assay (ELISA) was performed in order to determine the final concentration of amyloid
beta oligomers (ABO’s) in each tube. The concentration ranged from 79 uM to 145 uM. Preparation of
ABO’s was performed in the Laboratory of Biochemist, School of Medicine of Ribeirdo Preto/SP,

Brazil, under the supervision of Dr. Adriano Sebollela.

6.3.4. Intracerebroventricular injection

Intracerebroventricular ABO’s injection was performed after mice intraperitoneal anesthesia with
ketamine/xylazine (concentrations of 70mg.kg™/10mg.kg™?, respectively), in a 10mg/mL volume.
Trichotomy was done after mice immobilization in a stereotaxic device (Stoelting, Wood Dale, IL,
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USA). Lidocaine/vasoconstrictor (3% phenylephrine) solution was subcutaneously injected into the
scalp in order to mitigate bleedings. Then, an approximately 0,5cm incision was done, keeping the
periosteum away, exposing the cranial cavity. The region was then cleaned with hydrogen peroxide
10% and sodium chloride 0,9%.

As described by Diniz et al (Diniz et al., 2017), a stainless steel guide cannula (0,9 mm diameter) was
inserted in the mice left ventricle (coordinates as follow: anteroposterior = -0,3mm from lambda, lateral
= 1,2mm, dorsoventral = -2,5mm). It was fixed to the skull using dental cement. An injection needle
was used to administer the oligomer or vehicle in the left ventricle through a polyethylene catheter
connected to a 10 uL syringe (Hamilton, USA). A final volume of 2 uL of the ABO solution or its

vehicle were applied through an infusion pump in 30 seconds (Classico, Brazil).

6.3.5. Pharmacological treatment

Mice were divided according to the intracerebroventricular (i.c.v.) or intraperitoneal (i.p.) treatment.
ICV injections of ABO or DMSO 10% determined the “condition group” and the “control group”,
respectively. Ip injection of vehicle (0.9% saline/Kolliphor 10%, emulsifier used for the drug
solubilization) TGA or MEM vyielded the pharmacological treatment groups. Therefore, the resulting
groups are: 1 (Control-i.c.v./Vehicle-i.p.), 2 (ApO-i.c.v./Vehicle-i.p.), 3 (Control-i.c.v./TGA-i.p.), 4
(ABO-i.c.v./TGA-i.p.). In another set of animals, Control-i.c.v./TGA-i.p. group was replaced by ABO-
i.c.v./MEM-i.p. group, in order to compare TGA effects with a positive control, such as memantine
(MEM), which is a clinical drug for AD.

Twenty-four hours after stereotaxic surgery, IP treatment started and was repeated once per day for 14
days, with either vehicle, TGA (1 mg/Kg) or MEM 10 mg/Kg (Figueiredo et al., 2013) at a final volume
of 10 mL/kg. Solutions were prepared slightly before the treatment. Animals were daily weighed to

check animal health. Each experimental group had 7-8 animals.

6.3.6. Novel object recognition test

In order to assess both the impact of ABO i.c.v. injection and the pharmacological treatment on mice

cognition, Novel Object Recognition task (NORT) was used. In this model, each mouse is placed in a

round arena with acrylic walls (40cm diameter, 40cm height) with a wooden floor divided in 16

quadrants.

After 14 days of pharmacological treatment, mice underwent a 5 minutes habituation session in the
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arena. In this previous session, locomotor activity was assessed in the Open Field Test. 24 hours later,
in the first test day (T1) mice were individually placed in the arena facing the posterior acrylic wall.
They were allowed to explore two identical objects placed in symmetric positions (around 16 cm
height, heavy enough not to be displaced) for 5 minutes. Twenty-four hours later T2 was performed by
replacing one of the old objects for a new one (different from both T1 objects in size, texture and color),
allowing again 5 minutes of exploration (Figure 2-b). Mouse turning its face towards an object close
to a 2 cm distance while it glares, sniffs or touches the object characterizes object exploration.

In the second set of animals, where ABO-i.c.v./MEM-i.p. group was used, NORT was performed twice.
In the first NORT test, was performed after 7 days of pharmacological treatment, matching T2 with the
8" day after AB, in order to evaluate early effects of both compounds. Additionally, in this first test, T2
was made before pharmacological treatment, to avoid any acute effect of the compounds. The second
NORT test occurred after 14 days of treatment, aiming to evaluate possible protective effects of both
compounds on persistent memory impairment. The objects used in the second NORT test were
completely different from those used in the first test to avoid overlapping information.

The obtained values from T1 and T2 are used to calculate discrimination index (d2). This variable is
obtained employing the formula d2 = T2 (novel object — familiar object) / T2 (total object exploration
time). Positive values indicate preference to the new object, while negative values show higher
exploration of the familiar object. In the case of d2= 0 (zero), animals demonstrate no preferences
whatsoever. Those results are a parameter used to assess recognition memory. A high d2 value (0.2-
0.35) shows high cognitive performance in this task. On the other hand, values close to zero or even
negative values indicate poor cognitive performance (Prickaerts et al., 1997; Rutten et al., 2008).
After the NOR test, mice were euthanized, decapitated and had their cortex and hippocampus dissected

and stored at -80°C freezer for biological assays.

6.3.7. Oxidative stress assays
6.3.7.1. Lipoperoxidation evaluation

As described by Parisotto and co-workers (Parisotto et al., 2015), lipid oxidation was assessed through
TBARS (thiobarbituric acid reactive species) levels, mostly malondialdehyde. The lysate solution was
precipitated with 800 pL of trichloroacetic acid (TCA) 12% (v/v) and then incubated with TBA 0.73%
for 60 minutes, 100°C, in a 60 nM Tris-HCI + 0.1nM DTPA (diethylenetriaminepentaacetic acid)
buffer, pH 7,4. The solutions were then centrifuged for 5 minutes (1500 RCF). Absorbance was read

at 535 nm in a spectrophotometer, in duplicates. The formula used was € = 1.56 X 10° Mcm™, values
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in nmol/mL. The results were normalized by calculating the amount of protein in each sample.

6.3.7.2. Myeloperoxydase assay

A volume of 20 pL from samples was transferred in tubes containing 150 pL of a previous solution
added (165 pL of o-dianisidine hydrochloride, 50 uL of 30% H20-, distilled H.O and monosodium
phosphate 50nM). It was incubated at room temperature for 15 minutes. In order to stop the reaction,
15 pL of sodium azide 1% was then added, and again incubated for 10 minutes in room temperature.
The results were read in an ELISA reader in the 450 nm wavelength. The results were compared to a

standard curve. Mieloperoxydase activity is expressed as mU/mL (Parisotto et al., 2015).

6.3.7.3. Carbonyl protein assay

In order to assess carbonyl protein concentrations, 100 pL of the sample was added to 600 pL of 2,4-
dinitrophenylhydrazine (DNPH) for derivatization, with later addition of ethanol/ethyl acetate (1:1,
v/v) to remove DNPH. Afterwards, 600 puL of guanidine chloride was added, with the carbonyl proteins
being read at 370 nm(Levine et al., 2000; Parisotto et al., 2015). A standard curve was made using
albumin in order to normalize the protein concentration (LOWRY et al., 1951).

Protein carbonyls are produced on account of aldehydes and ketones formed during oxidative stress in
physiological and mostly in pathological conditions. The hydrazine group of DNPH reacts with the
carbonyl groups in the amino acid residues of proteins, resulting in a stable hydrazone, that is read at
370nm. Since 2,4-dinitrophenylhydrazine also has a significant absorbance at 370nm, the ethanol/ethyl

acetate solution removes such excess of DNPH (Levine et al., 2000).

6.3.8. Cytokine Quantification

The cytokines TNF, INF and IL-6 were quantified from mice Hpc samples by flow cytometry
(CytoFLEX, Beckman Coulter, USA) using the mouse immunoglobulin Cytometric Bead Array (CBA,
BD Biosciences) according to manufacturer's instructions. Flowjo V10.8 (BD) and GraphPad Prism
v8.0 software were used for data analysis. Results were expressed as pg/mL, based on standard

concentration curves.



6.3.9. Experimental Protocol

Figure 2-A shows the timeline of the study protocol. Stereotaxic surgery was performed in the first day
for ICV administration of vehicle or ABO, followed by 14 days of intraperitoneal treatment with
vehicle or TGA. 24 hours after the last day of treatment ORT was performed, avoiding the need of an
additional experimental group with acute treatment. Animals were sacrificed after behavioral tests and

Ctx and Hpc were harvested for molecular analysis.

6.3.10. Statistical analysis

Data were expressed as mean £ SEM and were analyzed using one-way ANOVA. The Bonferroni post-
test was used to reveal specific differences among experimental groups and the control group. A

significance level of p<0.05 was considered.

A) Dayv1 Day 2 Day 15 Day 16 Day 17
Daily intraperitoneal treatment
24 hours (14 days) 24 hours 24 hours
| Vehicle | | |
Stereotaxic surgery or Habituation T1 T2
ABO TGA + +
or vehicle (ICV) OFT Animal Sacrifice

24h /—a 24h
e —
O O

Habituation T1 (acquisition) T2 (retention)

Figure 2. (a) Simplified experimental timeline. On day 1 mice were submitted to stereotaxic surgery for ABO or vehicle
(DMSO 10%) ICV injection. On day 2, intraperitoneal treatment with vehicle (Kolliphor 10%; saline 0.9%) or TGA begins,
lasting for 14 days. On the last day of treatment (day 15), habituation session and Open Field Test (OFT) are carried out
before injections. Novel Object Recognition Task T1 (acquisition session) and T2 (retention session) are performed in a 24
hours interval in the last two days of the protocol. Immediately after T2, animals are sacrificed for tissue collection. (b)
Novel Object Recognition Task: in the first day, animals are allowed to explore the arena for 5 minutes (habituation session).
One day later, they are placed in the same arena with two identical objects located in symmetric positions (T 1-acquisition).
24 hours later, one of the old objects is replaced for a new one and exploration time is again recorded (T2-retention).
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6.4. Results

6.4.1. Effects of repeated treatment with TGA on cognitive performance in ABO injected mice
on NORT

Recognition memory of mice was evaluated after daily intraperitoneal treatment for 14 days with TGA
or vehicle on control or ABO mice. ABO-ICV/vehicle-1P animals showed significantly reduction on d2
index in comparison with Control-1CV/Vehicle-IP group (0.22 £+ 0.03 vs -0.08 + 0.09; P<0.01, F(3,28=
4.69). It demonstrates the characteristic cognitive decline induced by ICV ABO injection. Control mice
treated with TGA showed no difference on d2 when compared with Control-ICV/Vehicle-IP (0.22
0.03vs 0.12 £ 0.09; P>0.05). On the other hand, TGA treatment prevents memory impairment induced
by ABO injection, since there was no difference between Control-ICV/Vehicle-IP and ABO-
ICV/vehicle-IP groups (0.22 £ 0.03 vs 0.27 + 0.06; P>0.05) (Figure 3-b). Results of OFT showed that
locomotor activity was not modified by any experimental conditions (data not shown), reinforcing that
the reduction in d2 observed in ABO-ICV/vehicle-IP was due to memory deficit and not by locomotor

impairment.
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Figure 3. (a) Locomotor activity of mice of each experimental group expressed as number of subsection crossings
performed in the Open Field Test. (b) Discrimination index (d2) evaluated in the Novel Object Recognition Task. ABO-
ICV/Vehicle-IP shows memory impairment when compared to the Control-ICV/Vehicle-IP (*P<0.05). TGA shows no
effect per se in control animals, but prevented cognitive disruption in ABO mice (*non-significantly different from Control-
ICV/Vehicle-IP). Values are Mean + SEM.

6.4.2. Effects of repeated treatment with TGA on myeloperoxidase activity, lipoperoxidation
and protein carbonylation in cortex and hippocampus of APO injected mice

In order to evaluate possible beneficial antioxidant effects of TGA in APO mice, we sought to
investigate the activity of the pro-oxidant enzyme, myeloperoxidase, and also the level of brain
oxidative damage markers, such as lipid peroxidation and protein carbonyls. Table 1 depicts the results
of variance analysis of each variable measured.

Myeloperoxidase activity was found to be slightly higher in both Hpc and Ctx in ABO mice treated
with vehicle when compared to the control group. Nevertheless, such difference was not significant
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(Hpc: P=0.18, F(233=2.08; Ctx: P=0.66, F(238=0.55; Figure 4-a,b; Table 1). Therefore, oxidative

damage induced by ABO might not involve myeloperoxidase pathway.

b) MPO (Ctx
30— a) MPO (Hpc) 08 ) (Ctx)
25 20 — Control-ICV/ Vehicle-IP
20 I T i mm ABO-ICV/ Vehicle-IP
o ‘ D 15 “
E sl T \ E § == Control-ICV/TGA-IP
N -
£ \ £ 10- \ s ABO-ICV/ TGA-IP
10+ \ \
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0 NN 0 NN

Figure 4. Myeloperoxidase activity (MPO-mU/mg) expressed as mean + SEM in Hpc (a) and Ctx (b) of ABO and control
mice treated with vehicle of TGA. ABO does not enhance MPO activity in both brain areas 14 days after ICV injection.
One-way ANOVA corrected with Bonferroni post-hoc test shows no significant difference among experimental groups.

On the other hand, lipid peroxidation (TBARS) was significantly higher in vehicle treated ABO mice
in comparison with the control group in both Hpc and Ctx. Such results demonstrate the pro-oxidant
effect of ABO on both structures. Repeated treatment with TGA had no effect on lipoperoxidation in

control mice. However, TGA was capable of preventing lipid oxidative damage on both structures

(Hpc: P<0.05, F(2,33=6.80; Ctx: P<0.01, F(2,33=6.65; Figure 5-a,b; Table 1).

a) Lipoperoxidation (Hpc) b) Lipoperoxidation (Ctx)
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Figure 5. Lipid peroxidation (TBARS-nmol/mg) expressed as mean + SEM in Hpc (a) and Ctx (b) of ABO and control
mice treated with vehicle of TGA. APO enhance TBARS levels in both brain areas 14 days after ICV injection when
compared to Control-1ICV/Vehicle-IP (*P<0.05; **P<0.01). TGA shows no effect per se in control animals, but prevented
cognitive disruption in ABO mice (*non-significantly different from Control-ICV/Vehicle-IP).

Moreover, protein carbonyls content was also measured as an additional oxidative damage marker. Our

results show that ABO did not modify protein carbonyls levels in both hippocampus and cortex in
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comparison with the control group, demonstrating that such parameter may not be altered 14 days after

ICV injection (Hpc: P=0.72, F(2,38)=0.45; Ctx: P=0.82, F(2,38=0.31; Figure 5-a,b, Table 1).
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Figure 6. Protein carbonyls levels (mmol/mL) expressed as mean + SEM in Hpc (a) and Ctx (b) of ABO and control mice
treated with vehicle of TGA. APO was unable to enhance protein carbonyl content in both brain areas 14 days after ICV
injection when compared to Control-ICV/Vehicle-IP.

Table 1: Mean values of pro-oxidant enzymatic activity and neuronal oxidative damage markers in hippocampus
and cortex among experimental groups

Hippocampus Cortex
Group MPO TBARS level PC level MPO TBARS level PC level
(mU/mg) (nmol/mg) (mmol/mL) (mU/mg) (nmol/mg) (mmol/mL)
ControHICV 16324138 0.0034£00006  018+002 | 16224317  000270.0004  0.18+0.01
Vehicle-IP
APO-ICY 51894207 0.0069£0.0010*  019+002 | 2204+1.05  0.00610.0008**  0.16+0.01
Vehicle-IP ns P<0.05 ns ns P<0.01 ns
Control-ICV' 13614239 0.0036 £0.0006 0.18+0.01 16.76 +£3.56  0.0031+0.0004  0.18+0.03
TGA-IP ns ns ns ns ns ns
ABOICV 19724051 00039£0.0007  016+0.03 | 1584293  0.0034£00007  0.17:+0.03
TGA-IP ns ns ns ns ns ns
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Values are Mean +SEM. *P<0.05, **P<0.01 are considered significantly different from the Control-ICV/Vehicle-IP group and are
depicted in bold. ns: non-significant (P>0.05). MPO: myeloperoxidase; TBARS: thiobarbituric acid; PC: protein carbonyls.

6.4.3. Effects of TGA or MEM on cognitive performance in ABO injected mice on NORT after
7 and 14 days of repeated treatment

In order to evaluate the effects of TGA on transient or persistent cognitive impairment, NORT was
performed after 7 and 14 days of treatment. Since MEM is unable to prevent persistent memory
impairment (Figueiredo et al., 2013), in this new protocol the group Control ICV/TGA IP was replaced
by AB ICV./MEM IP, as a positive control.

After 7 days of treatment, there is a sharp decrease in d2 index in A4z i.c.v./vehicle i.p. group in
comparison to Control i.c.v./vehicle i.p. (0.35 + 0.09 vs 0.04 £ 0.03; p<0.05, F25 = 3.65). Memantine
managed to prevent memory impairment after 71" day of treatment (0.35 + 0.09 vs 0.34 + 0.08; p>0.05).
Likewise, TGA also prevented recognition memory impaiment (0.35 £ 0.09 vs 0.23 + 0.04; p>0.05)
(Figure 7-a).

After 14 days of treatment, expected persistent ABa. induced memory impairment was observed (0.37
+ 0.05 vs -0.12 + 0.04; p<0.001, F(2,35 = 27.09). However, MEM failed to prevent the reduction in d2
index (0.37 £ 0.05 vs -0.15 + 0.06; p<0.001). On the other hand, TGA was able to prevent recognition
memory deficit induced by ABa42 injection (0.37 £ 0.05 vs 0.37 £ 0.07; p>0.05) (Figure 7-b).
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Figure 7. Discrimination index (d2) evaluated in the Novel Object Recognition Task. (a)After 7 days of treatment, ABa
i.c.v./Vehicle i.p. shows memory impairment in comparison to Control i.c.v./Vehicle i.p. Both MEM and TGA prevented
memory deficit induced by A4 ICV injection. (b)After 14 days of treatment, MEM failed to prevent persistent memory
impairment, while TGA was still able to prevent ABs2 induced memory deficit (*P<0.05; ***P<0.001; “non-significantly
different from Control-ICV/Vehicle-IP).

6.4.4. Effects of repeated treatment with TGA or MEM on lipoperoxidation in cortex and
hippocampus of ABO injected mice

Since lipoperoxidation rising induced by BAaz injection was prevented by TGA treatment (Figure 5), such marker
was used to compare our experimental compound with MEM on oxidative status. As expected, A4, led to pro-
oxidative effects in Hpc (0.004 £ 0.0004 vs 0.007 £ 0.0006; *p<0.05; ; F@s.26 = 7.90). After 14 days of treatment,
MEM was unable to prevent lipoperoxidation (0.004 + 0.0004 vs 0.007 + 0.0009; **p<0.01). As expected, TGA
precluded TBARS increasing in this brain area (0.004 £ 0.0004 vs 0.004 = 0.0001; p>0.05) (Figure 8-a).

In cortex, APB4, oligomer once again increased oxidative damage in comparison to Control ICV./Vehicle IP
(0.004 £+ 0.0003 vs 0.012 + 0.002; ***p<0.001; F26 = 9.84). MEM was not able to prevent lipoperoxidation
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(0.004 £ 0.0003 vs 0.009 £ 0.001; *p<0.05), while TGA effectively prevented TBARS enhancement (0.004 £+
0.0003 vs 0.004 + 0.0003) (Figure 8-b).

a) Lipoperoxidation (Hpc) b) Lipoperoxidation {Ctx)
0.010- 0.020-
= Control ICV//ehicle IP

S 0.008 P =) .
-E. i £ 0.0154 - AR |CV/Vehicle IP
S 0.006- EEEEE E B2 AR ICVIMEM IP
£ - o £0.010- * N AR ICVITGA IP
w - ::::: Y
e 9-004 e Q 4
& e \ w0005
= 0.0027 o \ =

0.000 22NN 0.000

Figure 8. Lipid peroxidation (TBARS-nmol/mg) expressed as mean + SEM in hippocampus (a) and cortex (b) of ABO and
control mice treated with vehicle, MEM or TGA. APO promoted lipid peroxidation in both areas when compared to Control
i.c.v./vehicle i.p. (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001). TGA prevented lipoperoxidation, however MEM failed to show any
antioxidant effects (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; *non-significantly different from control i.c.v./vehicle i.p).

6.4.5. Effects of repeated treatment with TGA or MEM on cytokines levels in hippocampus of
ABO injected mice

Through the Cytometric Bed Array (CBA), we estimated the concentration of interferon gamma (IFN) and the
pro-inflammatory cytokines Tumor Necrosis Factor (TNF) and interleukin-6 (IL-6) in the Hpc of mice. A2
effectively increased IFN levels (1.63 £ 0.11 vs 2.35 £ 0.22; *p<0.05, F = 8.78). While MEM failed to inhibit
its enhancement (1.63 £ 0.11 vs 2.10 + 0.07; *p<0.05), TGA managed to maintain it in control control levels
(1.63 £ 0.11 vs 1.82 + 0.14; p>0.05) (Figure 8-a).

Regarding IL-6, AB42was unable to modify its concentration in Hpc when compared to the control group (5.59
+0.20 vs 6.67 + 0.61; p>0.05, F(24) = 5.31). The IL-6 levels were not significantly changed in the MEM (5.59
+0.20 vs 5.56 + 0.27; p>0.05) nor in TGA groups (5.59 + 0.20 vs 6.27 + 0.22; p>0.05) (Figure 8-b).

In the TNF group, APa42 promoted an increase in its concentration in Hpc (9.64 £ 0.73 vs 17.97 £ 2.93; **p<0.01,;
F24) = 5.00). MEM was unable to prevent TNF levels enhancement (9.64 + 0.73 vs 13.51 + 0.32; **p<0.01).
On the other hand, TGA did inhibit its increasing in this brain structure (9.64 £ 0.73 vs 12.16 + 0.50; p>0.05).
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Figure 9. Pro-inflammatory cytokines concentrations in Hpc of mice, expressed as mean = SEM (pg/mL). (a) IFN levels
were significantly increased by Apaz injection when compared to control group. MEM failed to inhibit its enhancement,
while TGA was capable of preventing its increase (*non-significantly different from Control ICV/Vehicle IP). (b) ABs, was
unable to increase IL-6, when compared to control levels (p>0.05). Such difference was also absent in BA ICV/MEM IP
and BA ICV/TGA IP groups. (C) APs2enhanced TNF levels in Hpc. MEM could not prevent TNF rising induced by Apaz,
while TGA treated animals had TNF levels comparable to control group (*p<0.05; **p<0.01; “non-significantly different
from Control ICV./Vehicle IP).
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6.5. Discussion

Our results demonstrate that the intracerebroventricular (ICV) injection of AR oligomers was
able to induce memory loss in mice (Figure 3-b), corroborating other studies that also obtained similar
results in NORT (Chen L. et al., 2017; Lourenco et al., 2019). This analysis is very important, since
the evaluation of memory proposed in NORT triggers brain regions involved in memory formation,
such as Ctx and Hpc, both affected in AD. Since locomotor activity evaluated in OFT was not affected
by any conditions (Figure 3-a), lack of object exploration may be attributed to memory impairment. In
addition, the repeated treatment with TGA had no effect on control mice. However, the compound was
able to prevent discrimination index (d2) impairment in mice that received AB-ICV in NORT after 14
days of repeated treatment (Figure 3-b). This ability may be associated with the antioxidant and anti-
inflammatory properties of the compound (Carvalho et al., 2010; Valadares et al., 2011). Such
properties are promising, since in AD there is activation of E-NMDA receptors, which stimulate the
production and release of reactive species, such as nitric oxide (NO) and superoxide anion (O2-) and
also activation of inflammatory response and cytokines, that lead to neuronal death and cognitive loss
(Talantova et al., 2013).

In this context, animals that received AR-ICV showed increased levels of TBARS, a marker of
lipid peroxidation, in both Ctx and Hpc, evidencing AR pro-oxidative effects (Figure 5). We also
observed a marked reduction in lipid oxidative damage via TBARS in mice that underwent TGA
treatment. This effect may be associated with grandisin ability to scavenge free radicals (Valadares et
al., 2011), which may lead to a reduction in lipid peroxidation in both areas.

However, AP was not able to alter myeloperoxidase (MPOQ) actitvity and protein carbonyls (PC)
after 14 days (Figure 4; Figure 6). Studies that used an animal model like ours obtained an increase in
MPO levels in the twenty-first day after AB administration (Mosunmola et al., 2022). Therefore, it is
possible that MPO increased activity needs a longer period after Al% injection to be detected. Regarding
PC, it was observed that its enhancement in both Ctx and Hpc lasts for 10 days after AB injection.
However, PC return to control levels after the 101" day (Jin Hyeong Jhoo et al. 2004). Thus, we believe
that we did not observe an increase in PC formation as our analyzes were performed after 14 days of
AP injection.

Besides oxidative stress, inflammation is also present in AD, since AR oligomers stimulate the
release of TNF, INF and IL-6 in in vitro and in vivo AD models (Floden et al., 2005; Bedse et al.,
2014). In addition to this, microglia is also stimulated to produce pro-inflammatory cytokines and other
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mediators that make a neurotoxic environment and favor the progression of the disease (Floden et al.,
2005). In our study, we observed increased TNF and INF production in Hpc, after 16 days of Ap ICV
injection. Since neolignans, such as TGA, have anti-inflammatory effects (Carvalho et al., 2010), we
seek to evaluate the levels of these cytokines in Hpc after repeated pharmacological treatment. The
results show that TGA prevented TNF and INF enhancement induced by AR (Figure 9). Such anti-
inflammatory effect could be a result of lower microglial activation, since these are the primary immune
cells of the brain. However, some effect of these compounds on astrocytes function is also possible.
Apart from its role on regulation of glutamate levels in synaptic cleft, astrocytes can also release TNF
and INF and contribute to neuronal damage stimulated by AR (Benito et al., 2012). A possible
pharmacological target for TGA in these cells is NF-xB pathway, which is a transcription factor for
pro-inflammatory cytokines that can be triggered by AR (Thawkar & Kaur, 2019). Other neolignans,
such as arctigenin and fargesin display anti-inflammatory properties by inhibiting this pathway (Xu et
al., 2020; Lu et al., 2021). Since, TGA belongs to this same class, it is possible that this experimental
molecule may preclude NF-kB activation in microglia and astrocytes induced by AB in Hpc. It is
important to mention, that the lack of IL-6 increase can be due to the AD model used. Khodadadi and
colleagues (2021) observed increased IL-6 in a transgenic AD model in 3-months-old mice (Khodadadi

et al., 2021). Such result suggest that IL-6 may need a more chronic AR deposition to be altered.
Interestingly, in 2013, Figueiredo and collaborators reported that low molecular weight Ap
oligomers (LMW) induce persistent neuronal damage, demonstrated by memory impairment on 14"
day after ICV injection. On the other hand, high molecular weight oligomers (HMW) led to transient
memory impairment that was only observed on the 7" day after AB administration. In addition, the
same authors showed that MEM was able to rescue the transient cognitive impairment caused by HMW
oligomers but failed to prevent memory impairment induced by LMW. These data indicate that MEM
is not capable of counteracting the persistent neural damage, which is consistent with the loss of clinical
efficacy as the disease progresses (Reisberg et al., 2003). Consistently with these previous data, our
results show that MEM is able to prevent acute memory impairment, but not persistent memory loss
after 14 days of treatment (Figure 7-a,b). On the other hand, TGA demonstrated to have not only acute
effects, but also led to prolonged preventive effect on memory when compared to MEM (Figure 7-a,b).
The behavioral data is corroborated by the molecular experiments, since MEM, but not TGA, fails to
prevent TBARS, TNF and IFN enhancement after 14 days of treatment (Figure 8; Figure 9), showing
persistent antioxidant and anti-inflammatory effects. Therefore, it is relevant to argue that TGA
prevents cognitive impairment caused by both HMW and LMW oligomers. Consequently, although
we do not know for sure the mode of action of TGA, this compound has a potentially innovative effect
20



in this AD model compared to a clinical drug.

It is interesting to note that the treatment with TGA was interrupted about 48 hours before T2
of NORT. Because of this, it is likely that the concentration of TGA in the CNS was considerably
reduced during the test. Even so, TBARS, TNF and IFN, as well as the cognitive activity were still at
control levels (Figure 8, Figure 9). Therefore, the effect of TGA on oxidative stress, inflammation and
cognitive function is persistent and perhaps the compound may induce more profound neuroprotective
effects. In fact, a study performed by Zhai and collaborators in 2005, demonstrated that tetrahydrofuran
neolignans were able to favor the viability of hippocampal neurons treated with AP oligomers. In the
same work, it was also highlighted that the application of these molecules increased the amount of
neurites in cultured cortical neurons (Zhai et al., 2005), suggesting that TGA structure related
compounds have a neurotrophic effect. Thus, the prevention of cognitive impairment, as well as the
reduction in lipid peroxidation and inflammatory mediators observed in our study, may be due to
possible neuroplastic effects induced by repeated treatment with TGA. However, these possible effects
need yet to be addressed.

Based on such results, we can conclude that systemically TGA repeated treatment prevents
memory decline in animals that received AP ICV injection, showing antioxidant and anti-inflammatory
effects on Ctx and Hpc. In addition, TGA effects on memory are persistent, demonstrating an

innovative effect when compared to a clinical drug, such as MEM, in this AD animal model.
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