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RESUMO

Introducdo: A doenga de Alzheimer (DA) ¢ resultante da deposicdo da proteina
beta-amildide (BA) em regides especificas do sistema nervoso central, tais como o cortex e
hipocampo ativando vias inflamatorias e oxidantes, resultando em neurodegeneragdo. A
memantina ¢ utilizada em casos moderados da doenca. Contudo, ela apresenta limitagdes,
como a perda de eficdcia em casos mais avancados, o que € corroborado em modelos animais
da DA. Um estudo recentemente publicado por nosso grupo de pesquisa, demonstrou que o
analogo triazdlico da grandisina (ATG) previne o prejuizo cognitivo em animais que
receberam administragdo de oligomeros da PA, através de efeitos anti-inflamatérios e
antioxidantes. Entretanto, para avaliar possiveis efeitos persistentes do ATG sera necessario
comparar o efeito desta molécula-teste com a memantina neste mesmo modelo. Objetivo:
Analisar os efeitos agudos e tardios do tratamento repetido com o ATG, em camundongos
submetidos ao modelo da DA, utilizando a memantina como controle positivo. Metodologia:
Foram utilizados camundongos C57/Bl6 de 3 meses de idade (protocolo CEUA: 1.129/2020).
Os animais foram submetidos a cirurgia estereotdxica para implante unilateral de canula-guia
no ventriculo esquerdo para injecdo intracerebroventricular (i.c.v.) de oligdmeros de BA ou
veiculo. Vinte e quatro horas apds a cirurgia foi iniciado o tratamento farmacologico repetido
por via intraperitoneal (i.p.) com ATG, veiculo ou memantina (MEM), por 14 dias. Os
animais foram separados em 4 grupos de acordo com o tratamento, sendo eles: controle
(i.c.v.)/veiculo (i.p.), beta-amiloide (i.c.v.)/veiculo (i.p.), beta-amiloide (i.c.v.))MEM (i.p.) e
beta-amiloide (i.c.v.)/ATG (i.p.). O teste de reconhecimento de objetos (TRO) foi utilizado
para avaliacdo da atividade cognitiva dos animais e foi repetido no 8° e 16° dias apds a injegao
de BA. Apos a realizagdo do TRO os animais foram eutanasiados e o cortex e hipocampo
foram dissecados para analises moleculares. Resultados: A MEM induziu efeitos
neuroprotetores apos 7 dias de tratamento, ao passo que o mesmo efeito nao foi observado
apos o 14° dia. Por outro lado, o AGT preveniu o prejuizo da memoria de reconhecimento dos
animais apos 7 e 14 dias de tratamento, sugerindo efeitos neuroprotetores persistentes. Além
disso, houve redugdo do nivel de peroxidagdo lipidica no cértex e hipocampo dos animais,
demonstrando efeitos antioxidantes e neuroprotetores do composto. Ademais, os niveis de
citocinas pro-inflamatorias foram reduzidos pelo ATG no hipocampo, porém nao pela MEM.
Conclusdo: O derivado triazdlico da grandisina apresentou potencial neuroprotetor devido
aos seus efeitos antioxidantes e anti-inflamatorios, além de prevenir o prejuizo cognitivo
persistente induzido pela inje¢do de beta-amiloide.

Palavras-chave: Doenga de Alzheimer; Memantina; Grandisina, Neuroprote¢do; Drogas

multi-alvo.



ABSTRACT

Introduction: Alzheimer’s disease (AD) results from the deposition of beta-amyloid (BA)
protein in specific regions of the central nervous system, such as the cortex and hippocampus,
activating inflammatory and oxidative pathways, leading to neurodegeneration. Memantine is
used in moderate cases of the disease. However, it has limitations, such as loss of efficacy in
more advanced cases, which is corroborated by animal models of AD. A study recently
published by our research group demonstrated that the triazolic analog of grandisine (ATG)
prevents cognitive impairment in animals administered with BA oligomers, through
anti-inflammatory and antioxidant effects. However, to assess possible persistent effects of
ATG, it will be necessary to compare the effects of this test molecule with memantine in the
same model. Objective: To analyze the acute and late effects of repeated treatment with ATG
in mice subjected to the AD model, using memantine as a positive control. Methodology:
Three-month-old C57/Bl6 mice were used (CEUA protocol: 1.129/2020). The animals
underwent stereotaxic surgery for unilateral implantation of a guide cannula in the left
ventricle for intracerebroventricular (i.c.v.) injection of BA oligomers or vehicle. Twenty-four
hours after surgery, repeated pharmacological treatment was initiated via intraperitoneal (i.p.)
injection with ATG, vehicle, or memantine (MEM) for 14 days. The animals were divided
into 4 groups according to treatment: control (i.c.v.)/vehicle (i.p.), beta-amyloid
(i.c.v.)/vehicle (i.p.), beta-amyloid (i.c.v.)/MEM (i.p.), and beta-amyloid (i.c.v.)/ATG (i.p.).
The object recognition test (ORT) was used to evaluate the cognitive activity of the animals
and was repeated on the 8th and 16th days after BA injection. After the ORT, the animals were
euthanized, and the cortex and hippocampus were dissected for molecular analyses. Results:
MEM induced neuroprotective effects after 7 days of treatment, whereas the same effect was
not observed after the 14th day. On the other hand, ATG prevented the recognition memory
impairment in animals after 7 and 14 days of treatment, suggesting persistent neuroprotective
effects. Additionally, there was a reduction in lipid peroxidation levels in the cortex and
hippocampus of the animals, demonstrating the antioxidant and neuroprotective effects of the
compound. Furthermore, levels of pro-inflammatory cytokines were reduced by ATG in the
hippocampus, but not by MEM. Conclusion: The triazolic derivative of grandisine showed
neuroprotective potential due to its antioxidant and anti-inflammatory effects, in addition to
preventing persistent cognitive impairment induced by beta-amyloid injection.

Keywords: Alzheimer's disease; Memantine; Grandisin, Neuroprotection; Multi-target drugs.
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1. INTRODUCAO

A preocupacao com a deméncia e a idade avancada existe desde a Roma Antiga,
quando Marcus Tulio Cicero (106 - 43 a.C.) escreveu a respeito em seu livro “De Senectude”,
em 44 a.C., onde mostra sua perspectiva sobre a terceira idade, a época com 62 anos de
idade. Nele, ha uma passagem que diz: “Estudo assiduamente a literatura grega e, para
exercitar minha memoria, aplico o método caro dos pitagdricos: toda noite procuro
lembrar-me de tudo o que fiz, disse e ouvi.”. Esta passagem nos mostra como o autor
considerava importante exercitar o cérebro mesmo em idade avancada, em prol de manter a
memoria ativa.

Assim, o relato de Cicero nos mostra que a busca pela satide do cérebro sempre esteve
presente, principalmente em relagdo a manutencdo da memoria. Neste contexto, a doenga de
Alzheimer (DA) ¢ uma patologia neurodegenerativa frequentemente associada a idade, a qual
apresenta manifestagdes cognitivas e neuropsiquidtricas, causando uma deficiéncia
progressiva e eventual incapacitagdo do paciente. Foi primeiramente descrita em 1906, em
uma mulher de 51 anos, por Alois Alzheimer, na Alemanha (Bird, 1998).

Atualmente, as formas de tratamentos ndo previnem a progressao da doenca, apenas
retardam seus efeitos neurodegenerativos. Com essa realidade, faz-se necessario a busca por
novos fdrmacos multi-alvo que sejam capazes de desacelerar o progresso da DA, além de

tentar garantir efeitos neuroprotetores.

2.  REVISAO BIBLIOGRAFICA

A DA possui uma fisiopatologia muito diversa e, atualmente, estd associada a presenca
das placas neurais com proteina PBA (beta-amildide), deposicdo extracelular de PBA e
emaranhados neurofibrilares. Estudos mostram que essas caracteristicas comecam a ser
formadas antes do aparecimento de sintomas clinicos (DeTure et al., 2019; Aisen et al.,
2017). Entretanto, ainda é desconhecida a forma como a doenga realmente comeca a se
desenvolver (Fan et al., 2019), mas sabe-se que sua ocorréncia ¢ influenciada por varios
fatores, como: idade avangada, histérico familiar, fatores genéticos, baixa escolaridade, entre
outros.

Mundialmente, cerca de 47 milhdes de pessoas possuem deméncia (DATASUS). Uma
das suas principais caracteristicas ¢ o aumento da incidéncia desta com o aumento da idade
dos individuos, que também ¢ um dos principais fatores de risco para DA. Com isso, sabe-se
que ocorre uma variagdo de 0,16% entre individuos de 65-69 anos de idade a 23,4% em

individuos acima dos 85 anos (Eratne et al., 2018).
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Segundo dados obtidos do Departamento de Informatica do SUS (DATASUS), portal
oficial do Ministério da Saude, no Brasil, entre 2013 e 2022, das 14.024 pessoas ja internadas
pela doenca de Alzheimer, 7.721 pertencem a regido Sudeste, sendo a mais prevalente entre as
cinco, com cerca de 55% das internagdes registradas. Ainda de acordo com o DATASUS, o
género feminino apresenta prevaléncia de 65%. Essa estatistica estd relacionada ao hormdnio
foliculo-estimulante (FSH) (Xiong et al., 2023). Este, por sua vez, ¢ um hormdnio secretado
pelas células gonadotroficas, da glandula pituitaria anterior. Foi visto que o FSH ativa FSHR
(receptores do hormoénio foliculo-estimulante) no cérebro, deixando as mulheres mais
susceptiveis a patologia da DA e, ainda, o bloqueio de FSH melhorou a cogni¢ao de ratos com
modelo da DA (Xiong et al., 2022). Além disso, outro dado importante observado foi que
58,2% das pessoas analisadas tinham 80 anos ou mais.

Assim, quando se fala da fisiopatologia da DA, desde a década de 90, temos a
“hipotese da cascata amildide”, a qual sugere que a formacao de aglomerados toxicos deve-se
a fragmentagcdo da proteina precursora amildide (PPA) (Santos et al., 2017). A PPA ¢
responsavel por diversos processos neurais, como a diferenciagdo das células nervosas e o
desenvolvimento dos neurdnios, além de estar localizada nas membranas neuronais, o que a

liga diretamente ao processo de formacao da peptideo beta-amildide (BA) (Ribeiro et al.,

2021).

Desse modo, para chegar a formacao das placas senis, € preciso entender os processos
de clivagem da PPA. Esta clivagem pode ocorrer por duas vias distintas, com trés secretases
diferentes. Na primeira via, chamada de ndo amiloidogénica, ocorre uma quebra realizada
pela a-secretase, originando um fragmento denominado C83 (83 aminoacidos) e uma proteina
PPA soluvel, com efeitos neurais protetores. O fragmento continua ligado @ membrana neural
e, posteriormente, sofre uma clivagem pela Y-secretase (Bernhardi, 2005). Logo, a via
mediada pela enzima a-secretase ndo permite o acumulo e a formagao de placas senis uma

vez que o peptideo final ndo corresponde a BA (Castro-Alvarez, Cardona-Gomez, 2014).

A segunda via de clivagem da PPA, chamada de via amiloidogénica, ¢ quem origina a
BA. A quebra da molécula ¢ iniciada pela B-secretase, a qual libera um segmento N-terminal
menor e outro C-terminal, contendo 99 aminoéacidos, os quais passam por mais uma
fragmentacao pela y-secretase, levando a formagao do peptideo BA. (de Paula et al., 2009).
Porém, a clivagem do fragmento C99 pode gerar diversas fragdes com diferentes quantidades
de aminoécidos, variando de 40 a 51. Os fragmentos que formam a BA possuem de 40 a 42
aminoacidos (Olsson et al., 2014).

11



A partir de certas condi¢des, sabe-se que os mondmeros de A, quando liberados em
excesso podem agregar-se de diversas formas, como em oligdmeros, fibrilas amildides e
protofibrilas, levando a formacao de placas (Haass et al., 1992). O excesso de secre¢do da PA
pode ocorrer por um aumento da atividade da enzima B-secretase associado a uma reducao da
atividade da a-secretase, favorecendo assim a via amiloidogénica (Klein et al., 2001). A
presenca de oligdmeros e sua consequente agregacdo em dimeros, trimeros, tetrdmero e
pentameros, e até estruturas menos soliveis causam dano aos neurdnios, promovendo
neurotoxicidade, inflamagao, estresse oxidativo, perda de sinapses, o que acarreta o principal

sintoma da DA, o déficit de memoria (Klein ez al., 2001).

Por conseguinte, as formas soliveis de BA acabam intensificando a libera¢do de
glutamato pelos neurdnios, o que dificulta sua recaptagdo pelos astrécitos. O glutamato se
difunde pelo espaco extra-sinaptico, onde existem  receptores N-metil-D-aspartato
extra-simpaticos (E-NMDA). A ativagdo destes receptores causa uma hiperfosforilacao da
proteina TAU, levando a formagao de emaranhados neurofibrilares que se acumulam dentro
das células e contribuem para a morte neural. Além disso, a ativagao dos E-NMDA estimula a
producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, provocando dano oxidativo. Por outro
lado, as formas insoluveis de PA estimulam as células microgliais a liberar citocinas
pro-inflamatorias, tal qual o fator de necrose tumoral (TNF), interleucina-1-beta (IL-1pB) e

interferon-7" (IFN-T)) (Andrade et al., 2023).

O cendrio acima resulta em uma peroxidagdo lipidica e prejuizo na neurogénese. As
células microgliais causam dano neural pela via da mieloperoxidase, que ¢ uma enzima e um
biomarcador de infiltragdo presente nos granuldcitos e na microglia. Sua atividade promove a
producdo de um agente oxidante, o acido hipocloroso. Com isso, os eventos oxidativos e

inflamatorios acabam sendo marcas da neurodegeneracao da DA (Zhang et al., 2015).

Atualmente, existem dois grupos principais de farmacos para tratamento da DA,
representados estruturalmente na Figura 1, os inibidores de acetilcolinesterase, os quais
inibem as enzimas que degradam a acetilcolina (Ach). Assim ocorre maior disponibilidade do
neurotransmissor na fenda sindptica, podendo causar melhora nos sintomas cognitivos, sendo
indicada para tratar as fases leve e moderada da doenga, como donepezil (1), rivastigmina (2)
e galantamina (3). E, um antagonista do receptor de NMDA, a memantina (4), usada em fases
moderadas (Oliveira et al., 2019). Contudo, tais abordagens terapéuticas acabam nao atuando

na progressao da doenca, ja que a DA nao possui cura.
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Figura 1: Estruturas quimicas das drogas usadas no tratamento da Doenga de Alzheimer.

A memantina (Figura 1, composto 4), por sua vez, ¢ um antagonista ndo competitivo
do receptor NMDA, reduzindo o acimulo de Ca*" dentro da célula, o que acaba beneficiando
as funcdes cognitivas do cérebro (Wang et al., 2017; Khoury et al., 2018). No entanto, este
farmaco pode induzir diversos efeitos colaterais, como alucinagdes, confusdo, dores de
cabeca, tontura, pressdo alta, sonoléncia e inquietagao (Shafiei-Iran Nejad et al., 2021).
Apesar de muito utilizada nos tratamentos de casos mais moderados da DA, a memantina ndo
previne danos neurais permanentes em animais submetidos a injecdo intracerebroventricular
de oligdmeros de beta-amiloide (Figueiredo et al., 2013). Além disso, seus efeitos clinicos sdo

reduzidos conforme a progressao da doenca (Reisberg et al, 2003).

Sabe-se que os oligomeros de BA podem ser de alto ou baixo peso molecular. A partir
disso, por estudo de Figueiredo e colaboradores (2013), foi analisado que os oligdmeros de
baixo peso molecular causam dano neuronal persistente, ao reduzir a quantidade de sinapses
no hipocampo e, também, ha indicios de que afetam a plasticidade neural, prejudicando a
memoria. JA os oligdbmeros de alto peso molecular, prejudicam a memoria de maneira
transitoria, ndo progredindo ao longo do tempo. Com isso em perspectiva, foi visto que a
memantina consegue reverter o dano cognitivo transitério dos oligdmeros de alto peso
molecular, porém, ndo previne a perda de memoria induzida pelos oligdmeros de baixo peso
molecular. Isso indica que este farmaco nao ¢ capaz de prevenir dano neural persistente e,
consequentemente, interromper a progressdo da DA, diminuindo sua eficacia clinica

(Reisberg et al., 2003).

Devido ao fato de que os farmacos atuais possuem uma eficicia clinica reduzida a
longo prazo, faz-se necessaria a busca por novas alternativas de tratamento para a DA. A
inflamagao ¢ um ponto chave e muito caracteristico da doenga, contribuindo para os danos

neurais. Desse modo, modificar as vias inflamatdrias pode ser uma alternativa terapéutica
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(Turgutalp et al., 2024). Estudos sobre os inibidores de tirosina-quinase como nilotinibe,
dasatinibe e imatinibe, entre outros, produziram efeitos que modificam a doenca em ensaios
clinicos, ao aliviar a inflamacdo. O dasatinibe, por sua vez, conseguiu obter um resgate
significativo da fosforilagdo de TAU, da neuroinflamagdo e da secre¢do de BA (Jackson ef al.,

2021).

Atualmente, foi desenvolvida uma geracao de novos compostos para tratamento da
DA, que corresponde aos anticorpos monoclonais anti-BA (Cehlar et al., 2018; Kozin et al.,
2018). Tais anticorpos possuem como principal mecanismo a ligagdo com sitios especificos de
oligdbmeros de BA, com o intuito de atrair células de defesa e aumentar a remogao desses
oligobmeros. De fato, o estudo de Sevigny e colaboradores de 2016 demonstrou que o
aducanumab, primeiro anticorpo monoclonal anti-BA a ser descrito, foi capaz de reduzir a
carga amiloide de pacientes com DA apos 54 semanas de tratamento. Além disso, houve
lentificagdo do prejuizo cognitivo dos individuos testados em relacdo ao grupo placebo
(Sevigny et al., 2016). Entretanto, no mesmo trabalho foram descritos efeitos colaterais
associados ao aducanumab, tais como as anormalidades em exames de imagem, tais como

micro-hemorragia e edema. Em 2024, o uso de aducanumabe (Aduhelm®) foi descontinuado

(https://edition.cnn.com/2024/01/3 1/health/aduhelm-alzheimers-biogen/index.html.).

Portanto, apesar de ser promissor, o uso de anticorpos apresentou efeitos toxicos
importantes, além de serem farmacos de alto custo. Consequentemente, ainda existe a
necessidade da busca por novos compostos com atividade neuroprotetora € que apresentem

niveis de seguranca adequados.

Neste contexto, outras estratégias estdo sendo utilizadas para a producao de novas
drogas multi-alvo, como o bioisosterismo. Este, por sua vez, consiste em uma técnica de
modificagdo molecular de substancias, focado na alteragao de atomos ou grupos quimicos
semelhantes de forma espacial e eletronica. Apds esse processo, ¢ possivel obter andlogos
estruturais a partir de moléculas bioativas, com atividade biologica semelhantes ou melhores
do que os compostos originais, mas com algumas propriedades diferentes, como solubilidade
e especificidade (FIlho, 2002). Com base nisso, no laboratério de quimica farmacéutica da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS) foi sintetizado por bioisosterismo um
analogo triazolico da grandisina (ATG), no qual seu nucleo tetrahidrofurano foi substituido
por um anel triazolico (Figura 2). A grandisina ¢ um produto natural extraido da planta Virola

surinamensis. Zhai e colaboradores em 2005 mostraram que neolignanas possuem efeito
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neuroprotetor in vitro contra oligobmeros de BA (Zhai et al., 2005). Um estudo prévio
demonstrou que este composto apresenta efeitos anti-inflamatoérios em modelo de edema de
pata e edema de orelha em camundongos (Figueiredo et al., 2013). Tais dados sugeriram que
neolignanas possuem potencial neuroprotetor em modelos animais da DA.

Adicionalmente, dados da literatura demonstram que o ATG apresentou maior

poténcia em ensaios antileishmania in vitro do que o composto original (COSTA et al., 2016).

Figura 2: Estrutura quimica da neolignana grandisina (5) de tetrahidrofurano e do

analogo triazolico de grandisina (TGA).

(a) (b) . R
Niicleo Tetrahidrofurano Nicleo Triazélico

Simplificagido e
Bioisosterismo

Anailogo Triazélico da Grandisina

(ATG)

Neolignana Tetrahidrofurano
Grandisina

Diante do que foi exposto, ¢ visto que a DA possui mecanismos inflamatdrios e
oxidativos conhecidos, o que causa a morte neural progressiva. Também, com o conhecimento
sobre as neolignanas e seus efeitos anti-inflamatorios, antioxidantes e neuroprotetores,
podemos hipotetizar que o ATG consiga reduzir os efeitos deletérios de oligdmeros da BA.
Dados ndo publicados mostram que o ATG tem uma lipossolubilidade adequada (LogP =
2,80) e se encaixa em outros parametros da Regra dos Cinco de Lipinski, o que € coerente
com outros compostos que sdo capazes de atravessar a barreira hematoencefalica (BHE) e
alcangar o SNC. Portanto, este estudo objetivou a avaliagdo dos efeitos neuroprotetores

persistentes do AGT em um modelo animal da DA.

3. OBJETIVOS

3.1.  Objetivos Gerais
Analisar os efeitos agudos e tardios do tratamento repetido com um anélogo triazdlico

da grandisina (ATG), em camundongos submetidos ao modelo da Doenga de Alzheimer.
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3.2.  Objetivos Especificos

3.2.1.  Avaliar o efeito do tratamento repetido com ATG e memantina, 8 (0ito)
e 16 (dezesseis) dias apos a injecdo de intracerebroventricular de
oligdmeros da BA, utilizando a MEM como controle positivo.

3.2.2. Avaliar o efeito do tratamento repetido sobre o nivel de
lipoperoxidagdo no cortex e no hipocampo dos animais tratados com a
memantina e ATG.

3.2.3. Mensurar o conteudo de citocinas inflamatorias, o fator de necrose
tumoral (TNF), interferon (IFN) e IL-6, no hipocampo de animais que

foram submetidos ao tratamento com memantina e ATG.

4. METODOLOGIA

4.1. Animais

Foram utilizados camundongos C57/Bl6 de 3 meses de idade. Os animais foram
mantidos com agua e comida ad libitum em sala com temperatura controlada. O projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (protocolo

1.129/2020). Eles foram fornecidos pelo Biotério Central da UFMS.

4.2. Preparacio dos oligdmeros da proteina BA fracionados

Os oligdmeros foram preparados a partir do peptideo sintético BA1-42 (California
Peptides). O peptideo foi solubilizado em hexafluoroisopropanol e o solvente foi evaporado
para produzir filmes secos, os quais foram subsequentemente dissolvidos em dimetilsulféxido
estéril e anidro para fazer uma solugdo de 5 mM. Essa solugdo foi dissolvida a 100 uM em
PBS incubada por 16 horas a 4°C. A preparacao foi entdo centrifugada a 14000 rpm por 10
minutos a 4°C para a remocgao de protofibrilas e fibrilas insoluveis. O sobrenadante contendo
oligdbmeros soluveis da BA (OBA) foi estocado a 4°C. A concentragdo dos OBA foi mensurada

pelo ELISA (LIU MY et al., 2014).

4.3. Injecido intracerebroventricular de oligdmeros da A

Para injecdo intracerebroventricular de BA, os animais foram anestesiados, por via
intraperitoneal (i.p.) com cetamina (70 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) em volume de aplicacio
de 1 mg/kg. As coordenadas estereotaxicas para implante unilateral de canula guia no

ventriculo esquerdo estdo descritas no trabalho de Diniz e colaboradores (2017) (LANE RM
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et al., 2006). O volume final de injecdo foi de 2 pL, sendo utilizada uma seringa Hamilton

com capacidade de 10 uL (FIGUEIREDO et al., 2013).

4.4. Tratamento farmacologico

O analogo trazolico da grandisina (ATG) foi sintetizada no Laboratorio de Quimica
Farmacéutica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS), sob supervisao do
Professor Dr. Adriano César de Morais Baroni. Os animais receberam uma inje¢do por via
intraperitoneal (i.p.), uma vez ao dia durante 14 dias, sendo iniciado 24 horas apds a
estereotaxia . Os camundongos foram distribuidos em quatro grupos experimentais: (1)
Veiculo (i.c.v.)-veiculo (i.p.); (2) AP (i.c.v.)-Molécula ATG; (3) AP (i.c.v.)-veiculo (i.p.) e (4)
AP (i.c.v.)-Memantina (i.p.). A molécula ATG foi testada na dose de 1 mg/kg (ADRYANO A.
V. CARVALHO et al., 2010). A memantina foi utilizada como um controle positivo e foi
administrada na dose de 10 mg/kg (Figueiredo et al., 2013).

4.5. Teste de reconhecimento de objeto (TRO)

O TRO foi realizado segundo metodologia descrita por Figueiredo e colaboradores,
2013 (FIGUEIREDO et al., 2013). Assim sendo, os animais foram colocados individualmente
em uma arena circular de acrilico para a sessdo de habituacdo (t0). Vinte e quatro horas
depois, os animais foram recolocados na mesma arena com dois objetos idénticos dispostos
simetricamente, sendo medido o tempo de exploragdo de cada um deles (sessdo de aquisigdo —
tl). Um dia depois, os camundongos foram novamente colocados na arena, sendo que um dos
objetos utilizados no t1 foi substituido por um objeto novo (sessdo de retencao- t2). O tempo
total de cada uma das sessoes foi de 5 minutos. O indice de discriminagao foi utilizado para
analisar o tempo de exploracao entre o objeto novo e o familiar. Este indice ¢ calculado pela
diferenga entre a exploracdo do objeto familiar (TF) e o novo (TN) dividido pelo tempo de
exploragdo total do objeto novo e familiar [DI= (TN — TF) / (TN + TF)]. Para avaliagdo dos
efeitos agudos e tardios do tratamento com ATG e MEM, o TRO foi realizado duas vezes, de
modo que as sessdes de retencdo de memoria (t2) coincidiram com o 8° e 16° dias apods a

injecao de BA.

4.6. Perfil Oxidativo

Apbs o TRO, os animais foram eutanasiados, decapitados ¢ o cortex e hipocampo
foram dissecados para as andlises moleculares. Para medidas do perfil oxidativo foi
determinado o conteudo das substincias que reagem com o acido tiobarbitirico

(thiobarbituric acid reagent species -TBARS), onde aproximadamente 95% destas,
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correspondem ao malondialdeido - MDA, produto majoritario da peroxidacgao lipidica (9), no
cortex e hipocampo dos animais (Bird e Draper, 1984). Os resultados foram normatizados de
acordo com o conteido de proteinas obtidas nas amostras pelo método de Lowry e
colaboradores (1951), utilizando uma curva padrdo de albumina de soro bovino (Sigma®)

para calcular a concentracdo de proteina nas amostras.

4.7. Dosagem de citocinas

O fator de necrose tumoral (TNF), interferon (IFN) e IL-6 foram quantificados no
hipocampo dos animais através de citometria de fluxo (CytoFLEX, Beckman Coulter, EUA)
usando imunoglobulina de camundongos no ensaio Cytometric Bead Array (CBA, BD
Biosciences) de acordo com as recomendacdes do fabricante. Os softwares Flowjo V10.8
(BD) e GraphPad Prism v.8 foram utilizados para anélise. Os resultados foram expressos em

pg/mL, baseados em curvas padroes.

4.8.  Analise estatistica
A andlise estatistica dos dados foi realizada usando ANOVA, para comparagao
pareada entre os grupos em relagdo ao controle, admitindo um nivel minimo de significancia

de p<0,05. O software utilizado foi o GraphPad Prism versao 5.0.

5.  RESULTADOS

5.1 O ATG, mas nao a MEM, previne o prejuizo cognitivo persistente induzido

pela injecao de oligomeros de BA.

Apos 8 dias da injecdo de BA, houve uma queda acentuada do indice d2 no grupo A
(i.c.v.) — Veiculo (i.p.) (d2 = 0,04 = 0,03) em comparagdo com o grupo controle
(i.c.v.)-veiculo (i.p.) (d2 = 0,35 + 0,09; p < 0,05, F5,5 = 3,65). O grupo tratado com MEM
apresentou valores de indice d2 (0,34 + 0,08, p > 0,05) proximos ao grupo controle
(i.c.v.)-veiculo (i.p.) (d2 = 0,35 = 0,09), demonstrando que a droga preveniu o prejuizo
cognitivo induzido por PBA apo6és 8 dias da injecdo. Igualmente, o ATG preveniu o
comprometimento da memodria de reconhecimento no mesmo ponto temporal
(BA-i.c.v./ATG-1.p., d2 = 0,23 £ 0,04, p > 0,05) em comparagao com o grupo controle (Figura
3a).
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Figura 3: Indice de discriminagdo (d2) em uma tarefa de reconhecimento de objeto
novo (NORT).

a) TRO depois de 8 dias de tratamento
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(a) Aos 7 dias de tratamento, o grupo PA-ICV/veiculo-IP apresentou comprometimento da memoria em
comparagdo com o grupo controle-ICV/veiculo-IP. Tanto a memantina (MEM) quanto o analogo triazolico de
grandisina (ATG) preveniram o déficit de memoria induzido por BA. (b) Aos 14 dias de tratamento, a MEM nao
conseguiu prevenir o comprometimento persistente da memoria, enquanto o ATG foi capaz de prevenir o déficit
de memoria induzido por BA. Os grupos experimentais foram os seguintes: inje¢ao intracerebroventricular (ICV)
controle/injegdo intraperitoneal (IP) veiculo, n = 7; BA-ICV/veiculo-IP, n = 8; BA-ICV/MEM-IP, n = 7,
BA-ICV/ATG-IP, n = 7. Os valores estdo expressos como média = erro padrdo da média. *p < 0,05, ***p <
0,001, e #p > 0,05 em comparagdo com o grupo controle-ICV/veiculo-IP (Andrade et al.,2023).

Apbés o 16° dia da injecdo de PBA do grupo PA-i.c.v./veiculo-i.p. apresentaram
comprometimento significativo da memoria (d2 = —0,12 + 0,04; p < 0,001, F,,s = 27,09).
Além disso, a memantina ndo foi capaz de prevenir a diminui¢do de d2 (d2 =-0,15+ 0,06, p
< 0,001), demonstrando perda de eficidcia em prevenir o prejuizo persistente de memoria.
Curiosamente, o ATG preveniu o déficit de reconhecimento da memoria apés 16 dias da
injecdo de AP (ABO-i.c.v./TGA-i.p., d2 = 0,37 + 0,07, p > 0,05) demonstrando valores de
indice d2 préximos ao grupo controle-i.c.v.- veiculo-i.p. (0,37 = 0,05, p > 0,05) , sugerindo
que o composto teste induziu efeitos neuroprotetores persistentes no modelo usado (Figura

3b).
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5.2 O tratamento com ATG, mas nio com a MEM previne a lipoperoxidaciao no

cortex e hipocampo dos animais apds 16 da injecao de APO.
Figura 4: Peroxidacao lipidica (TBARS, nmol/mg) no (a) hipocampo (Hpc) e (b)
cortex (Ctx) de camundongos injetados com PBA e camundongos controle tratados com

veiculo, memantina (MEM) ou anélogo triazdlico de grandisina (ATG).

a) Peroxidacio Lipidica (Hpc) b) Peroxidacao Lipidica (Ctx)
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BA promoveu peroxidagdo lipidica em ambas as 4reas em comparacdo com o tratamento
controle-ICV/veiculo-IP. O ATG preveniu a lipoperoxidagdo, e a MEM ndo exerceu efeitos antioxidantes. Os
grupos experimentais foram os seguintes: injegdo intracerebroventricular (ICV) controle/inje¢do intraperitoneal
(IP) veiculo, n = 7; BA-ICV/veiculo-IP, n = §8; BA-ICV/MEM-IP, n = 7; ¢ BA-ICV/ATG-IP, n = 7. Os valores
estdo expressos como média £ erro padrdo da média. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ¢ #p > 0,05 em
comparagao com o grupo controle-ICV/veiculo-IP (Andrade et al., 2023).

Os niveis de TBARS foram usados para comparar os efeitos do ATG e da MEM
quanto a lipoperoxidacdo no cérebro dos animais que receberam OBA. Como esperado, o
grupo APO-i.c.v./veiculo-i.p. (TBARS = 0,007 + 0,0006 nmol/mg) apresentou um aumento
substancial em marcadores pro-oxidativos no hipocampo em comparagdo com O grupo
controle (controle-ICV/veiculo-IP, TBARS = 0,004 £ 0,0004 nmol/mg; p < 0,05, F3,26 =
7,90). Como observado no grupo ABO-i.c.v./MEM-i.p., TBARS = 0,007 = 0,9 nmol/mg), a
memantina ndo conseguiu prevenir a lipoperoxidacdo em comparagdo com o controle
(controle-ICV/veiculo-IP, TBARS = 0,004 + 0,0004 nmol/mg, p <0,01). O ATG preveniu um
aumento nos TBARS no hipocampo (ABO-ICV/ATG-IP, TBARS = 0,004 + 0,0004 nmol/mg),
resultando em nenhuma diferenca entre os grupos com o grupo controle(i.c.v.)-veiculo (i.p.)

(p > 0,05) (Figura 4a).

No cortex, APO  aumentou  significativamente = o dano  oxidativo
(ABO-i.c.v./veiculo-i.p., TBARS = 0,012 £+ 0,002 nmol/mg; p < 0,001, F3,26 = 9,84) em
comparagdo com o controle-i.c.v./veiculo-i.p. (TBARS = 0,004 £ 0,0003 nmol/mg). A

memantina ndo conseguiu prevenir a lipoperoxidagdo induzida por APO
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(ABO-i.c.v./MEM-i.p., TBARS = 0,009 + 0,001 nmol/mg, p < 0,05) em compara¢do com o
controle (p < 0,05). Ainda, pode se observar que o ATG (ABO-ICV/ATG-IP, TBARS = 0,004
+ 0,0003 nmol/mg) preveniu efetivamente um aumento nos TBARS, resultando em nenhuma

diferenca em relagdo ao controle-i.c.v/veiculo-i.p. (p > 0,05) (Figura 4b)

5.3 O ATG, mas ndo a MEM, reduziu os niveis de citocinas pré-inflamatoérias no

hipocampo de camundongos injetados com ABO.

Figura 5: Concentracdes de citocinas pro-inflamatorias no hipocampo de
camundongos.
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(a) Os niveis de IFN-y foram significativamente aumentados pela injecdo de BA em comparagdo com o controle.
A memantina (MEM) ndo conseguiu inibir o aumento de IFN-y, enquanto o analogo triazdlico de grandisina
(ATG) preveniu seu aumento. (b) BA ndo modificou os niveis de IL-6 em comparagdo com o controle (p > 0,05),
resultando em diferengas ndo significativas entre A-ICV/MEM-IP ¢ BA-ICV/ATG-IP em rela¢do ao controle.
(c) BA aumentou os niveis de TNF. A MEM néo preveniu o aumento de TNF, enquanto os animais tratados com
ATG apresentaram niveis de TNF comparaveis aos do grupo controle. Os grupos experimentais foram os
seguintes: inje¢do intracerebroventricular (ICV) controle/inje¢do intraperitoneal (IP) veiculo, n = 7,
BA-ICV/veiculo-IP, n = 8; BA-ICV/MEM-IP, n = 7; e BA-ICV/ATG-IP, n = 7. Os valores estdo expressos como
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média + erro padrio da média. *p < 0,05, **p < 0,01, e #p > 0,05 em comparacdo com o grupo
controle-ICV/veiculo-IP (Andrade et al., 2023).

Além do estresse oxidativo, ocorre a liberacao de citocinas pré-inflamatérias como
TNF, IFN-y e IL-6 em estruturas afetadas pela BA. Essa liberagao acaba criando um ambiente
neurotoxico no cérebro, causando dano e morte neuronal (62). Foi feita uma estimativa das
concentracdes de IFN-y, TNF e IL-6 no hipocampo de camundongos. Neste estudo, os
seguintes grupos experimentais foram utilizados: a, controle-i.c.v./veiculo-i.p.; b,

ABO-i.c.v./veiculo-i.p.; ¢, ABO-i.c.v./MEM-i.p. (controle positivo); e d, ABO-i.c.v./ATG-i.p.

ABO aumentou efetivamente os niveis de IFN-y no grupo b (ABO-i.c.v./veiculo-i.p.=
235 £ 0,22 pg/mL; p < 0,05, F,,; = 5,55) em comparagio com o controle
(controle-ICV/veiculo-IP, 1,63 + 0,11 pg/mL). A memantina (ABO-i.c.v./MEM-i.p., 2,10 +
0,07 pg/mL) ndo conseguiu inibir o aumento de IFN-y em comparacdo com o controle (p <
0,05). Curiosamente, no grupo d, o TGA (APO-ICV/TGA-IP, 1,82 + 0,14 pg/mL) manteve os
niveis de IFN-y, préximos do controle (p > 0,05) (Figura 5a).

A injecdo de ABO (APO-i.c.v./veiculo-i.p., 6,67 = 0,61 pg/mL) ndo resultou em
diferengas na concentragdo de IL-6 (p > 0,05, F3,23 = 1,52) em relag@o ao controle (5,59 +
0,20 pg/mL). Assim, os niveis de IL-6 ndo diferiram significativamente (p > 0,05) entre o
controle ¢ a memantina (ABO-ICV/MEM-IP, 5,56 + 0,27 pg/mL) ou os camundongos tratados
com TGA (ABO-ICV/TGA-IP, 6,27 + 0,22 pg/mL) (Figura 5b).

ABO aumentou (p < 0,01, F;,; = 5,20) a concentragdo de TNF no hipocampo
(ABO-i.c.v./veiculo-i.p., 17,97 + 293 pg/mL) em comparagdo com o controle
(controle-i.c.v./veiculo-i.p., 9,64 £ 0,73 pg/mL). A memantina ndo preveniu um aumento no
nivel de TNF (ABO-ICV/MEM-IP= 13,51 + 0,32; p < 0,01) em comparacdo com o controle.
No entanto, 0 TGA inibiu a elevagdao do nivel de TNF (ABO-ICV/ATG-IP= 12,16 + 0,50

pg/mL, p>0,05) em comparagdo com o tratamento controle.

6. DISCUSSAO

Sabe-se que a fisiopatologia da DA ¢ caracterizada por alteragcdes estruturais e
bioquimicas no cérebro, provenientes do actimulo das placas amiloides, interferindo na
comunicagdo sinaptica e levando ao dano neuronal (Selkoe, 2001). No presente estudo, foi
possivel demonstrar que a injecdo intracerebroventricular (i.c.v.) de oligobmeros de BA

induziram prejuizo cognitivo e perda de memoria no modelo animal de DA. Essa questao tem
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grande relevancia, pois o teste de memoria proposto no TRO recruta o cortex e o hipocampo
dos camundongos, que sdo afetados pela doenca em humanos. Nao obstante, os animais que
receberam AP apresentaram valores de TBARS em ambas regides, o que confirma o estresse

oxidativo induzido por AP.

Com o mesmo intuito, foi medida a atividade de citocinas pro-inflamatorias no
hipocampo dos animais. A elevagdo da IL-6 estd associada a quadros de inflamacao cronica e
processos autoimunes (Jones et al., 2018). Essa expressdao excessiva esta relacionada ao
déficit cognitivo da patologia da DA (Lyra et al., 2021). Contudo, os animais que foram
tratados com memantina ¢ com ATG ndo modificaram a presenca de IL-6 de maneira

significativa, quando comparados ao grupo controle (Figura 5, grafico b).

O IFN-y promove dano neuronal progressivo, a partir do recrutamento excessivo de
microglias e astrocitos para a inflamacao gerada na DA. Com isso, ocorre o acimulo de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, assim como outros mediadores de citotoxicidade
(Mietelska e Wojda, 2017). Assim, no presente estudo, os niveis de IFN-y no grupo b
aumentaram quando comparados ao grupo controle (Figura 5, grafico b). A memantina, por
sua vez, ndo inibiu o aumento desta citocina quando comparada ao controle. J4 o ATG

conseguiu manter os niveis de IFN-y em valores semelhantes do grupo controle.

A citocina TNF auxilia no processo de necropsia neuronal, uma vez que modula a
funcionalidade da microglia, e a deixa em uma forma ativa na presencga de placas amiloides
(Ren et al., 2021). No hipocampo dos animais estudados, a quantidade de TNF aumentou
quando comparado ao controle, indicando dano cerebral. A memantina ndo foi capaz de
prevenir seu aumento. Porém, o ATG obteve sucesso na inibicdo do aumento desta citocina

pro-inflamatoria.

Esses resultados sugerem que o ATG possui efeito anti-inflamatorio no hipocampo dos
animais com DA. Provavelmente estd ligado a reducdo da ativagdo da microglia, as quais sdao
a primeira linha de defesa do cérebro (Andrade et al., 2023). Além disso, em estudos prévios
foi demonstrado que a citocina IL-6 atua no hipocampo de animais transgénicos que
expressam PA com trés (3) meses de vida, segundo Khodadadi e colegas (2021), sugerindo

que pode ser uma citocina que leve mais tempo para ser liberada no contexto da DA.

Através dos resultados do presente estudo ¢é possivel observar que a MEM apresenta
efeitos protetores agudos sobre a memoria de reconhecimento dos animais, porém perde a

eficdcia apods 16 dias da injegdo de PA (Figuras 3, 4 ¢ 5). E provavel que essa diferenca esteja
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ligada ao tempo de meia vida de cada farmaco, sendo o do ATG maior que o da memantina.
Esta, inclusive, de acordo com estudos, apresenta meia-vida de, no maximo, 4 horas em
camundongos. Entretanto, no estudo atual, os animais pararam de receber os tratamentos dois
dias antes da realizacdo da sessdo de T2, que foi realizada 16 dias ap6s a administracdo dos
oligdbmeros. Neste momento ¢ possivel que os niveis de ATG estivessem diminuidos no
momento de realizagdo do T2. Porém, o efeito do ATG neste momento foi preservado. Com
isso, podemos ver que a memantina ndo conseguiu manter um efeito neuroprotetor
persistente, ao contrario do ATG, que mesmo dois dias depois do fim da administracao, ainda

atuava nas citocinas do hipocampo dos animais.

Figueiredo e colaboradores em 2013 mostraram que oligdmeros de alto peso molecular
induzem um efeito neurotdxico transitorio em camundongos que receberam inje¢ao i.c.v.
destes peptideos. Estes animais recuperaram a atividade cognitiva 7 dias apds a injecao. Por
outro lado, os oligdmeros de baixo peso molecular causam danos persistentes sobre a
cognicdo, prejudicando a plasticidade sinaptica, visto que mesmo 14 dias apos da inje¢do, os
animais apresentavam prejuizo de memoria (Figueiredo et al, 2013). Baseado nisso, pode-se
sugerir que o ATG ¢ capaz de prevenir o dano persistente de memoria induzido por
oligbmeros de alto peso molecular, visto que mantém seu efeito 8 e 16 dias ap6s a injec¢do, o
que ¢ diferente da MEM que carece de efeitos neuroprotetores mais tardiamente. Tais dados
sugerem também que a droga experimental ATG possui efeitos inovadores sobre a

neuroprote¢do frente a uma farmaco clinica, no modelo utilizado.

7. CONCLUSAO

Esses resultados sugerem que o ATG possui efeitos neuroprotetores persistentes, ao
diminuir o estresse oxidativo no coértex e no hipocampo, bem como os valores de citocinas
dos animais submetidos ao modelo da doenga de Alzheimer, mostrando-se como uma droga

com perfil inovador quando comparada 8 MEM no modelo de DA utilizado.
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8. APENDICE 1

Neuroprotective Profile of Triazole Grandisin Analogue against
Amyloid-Beta Oligomer-Induced Cognitive Impairment

Victor H. B. de Andrade, Erick Y. M. Rodrigues, Nayara A. F. Dias, Gabriela F. C. Ferreira,
Diego B. de Carvalho, Amarith R. das Neves, Paola M. V. Coronel, Murilo K. A. Yonekawa,
Eduardo B. Parisotto, Edson A. dos Santos, Albert S. Souza, Edgar J. Paredes-Gamero,

Kamylla S. de Sousa, Leticia L. de Souza, Leonardo B. M. Resstel, Adriano C. M. Baroni,*

and Davi C. Lagatta*
E,j OHMACS Chem. Newroscl. 2025, 14, 4258-4310 E Read Online
7%
g
é! ABSTRACT: Alzheimer’s disease (AD) is a ve disorder
S2  cansed by sccumulation of smyloid§ oligomers (ASO) in the brain, AR et e
} neuroinflammation, oxidative stress, and cognitive decline. Grandisin, a
tetrahydeofuran  neoligean, exhibits relevant anti-inflammatory and
39 antioxidant properties. Interestingly, grandissn-based compounds were .
§ shown to prevent AJO-induced neuronal death in vitro, However, no U —
83 study has assessed the effiect of these compounds on the AD animal i~
8 model This study focuses on a triaxole grandisin analogue (TGA)
gi systhesized wsing simpliication and bioksosteric drug design, which
resulted in @mproved potency and solubility compared with the pareat
=N compound. This study aimed to investigate the possible in vive effects of
e TGA against AO.sduced AD. Male CS7/BI6 mice underwest
3 stereotaxic intracerebroventricular AJO (90 uM) or vehicle injections.
a2 24 h after , antmals received intraperitoneal trestment with TGA (1 ar vehicle, admisistered on a 14 day schedude.
E One day after treatment completion, a novel object recognition task (NORT) was performed Memantine (10 mg/kg) was
administered a5 & positive control, NORT retestion sessions were performed on days B and 16 after AFO injection. Immediately
Mmm,MthmMWMmSpmmnﬂmdbm
stress and cytokine amalyses. TGA reduced the Jevel of cortex/hippocampus lipoperoxidation and prevented cognitive impairment in
AFO mjected mice. Additionally, TGA reduced tamor necrosis factor (TNF) and nteeferon-y (IFN-y) Jevels in the hippocampus. By
.52. contrast, memantine falled to prevent cortex/hippocampus Bpid peroxidation, recognition memory decline, and AFO-induced
= incresses i TNF and IFN-y levels in the hippocampus, Thus, memantine was unable to avoid the AJO-indaced persistent cogaitive
!' The results showed that TGA may prevent memory impairment by exesting antioxddant and anti-inSammatory effects in
3 mice, Moreover, TGA exhibited a persistent effect compared to memantine, reflecting an innovative
profile of this promising agent agalnst newrodegenerative diseases, sach as AD.

KEYWORDS: Alzheimer’s diseuse, tetruhpdrofuran neolignan derivative, nearoprotection, exidative stress

Bl BACKGROUND

As a Jeading bealth concern, dementia affects moce than 55
million people and is the seventh leading camse of death
worldwide, approximately 10 million cases are notified per year.
These reports are alarming mainly because the clder population
has increased over time.” The disease impacts different aspects
of life in patients and their families, having physical,
peychological, sodial, and economic effects. In 2019, the global
cost of dementia was estimated to be US$1.3 trillion.'”
Dementia i a generic term for several diseases

memory and thinking abilities, including Alzheimer's disease
(AD). AD is the most common form of dementia, representing
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appeoximately 70% of dementia dagnoses. Despite extensive
research in this area, about 150 million people are expected to be
living with AD by 2050.° As a chronic neurodegenerative
disease, AD affects cognitive functions, such as speaking,
learning, and memory formsation, cassing autonomic alterations
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