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RESUMO

O aumento da expectativa média de vida da populacdo é um fendmeno atual. Segundo alguns
pesquisadores, a idade € o principal fator de risco que contribui para o aumento da incidéncia das
principais patologias que afetam a faixa etaria mais idosa, incluindo a doenca de Alzheimer (DA).
Estima-se que a DA acometa cerca de 35 milhdes de pessoas globalmente a um custo bilionario
para 0s servicos de saude. Apesar do impacto social e econdmico, poucas estratégias
farmacoldgicas estdo disponiveis para 0 manejo desta doenca, que é progressiva e incuravel. Ao
resveratrol (RSV), uma fitoalexina, sdo atribuidas diversas atividades bioldgicas, incluindo a
neuroprote¢do. No entanto, sua baixa biodisponibilidade ainda é um fator limitante ao uso clinico
deste fitoquimico. Uma série de analogos do RSV foi anteriormente sintetizada e testada quanto
as suas acoes bioldgicas. RSVA6 demonstrou tanto in silico quanto in vitro ser capaz de interagir
e inibir a enzima acetilcolinesterase. Para o presente estudo, avaliou-se a capacidade antioxidante
de RSVAG pelo método do 1,1-difenil-2-picrilhidrazil e, comparado ao RSV, o analogo apresentou
acdo inferior. Ensaios in vivo foram conduzidos a fim de testar a capacidade neuroprotetora de
RSVA6 em camundongos induzidos ao déeficit cognitivo pela escopolamina (ESC). Os
camundongos foram pré-tratados com uma dose Gnica de RSVA6 (100 mg kg?; via oral) ou
rivastigmina (1 mg kgt; intraperitoneal), e apds um tempo de 60 min, receberam ESC (1 mg kg™;
intraperitoneal). RSVA6 preveniu o declinio cognitivo nos animais submetidos aos testes de
mem©ria do pellet enterrado, de reconhecimento de objetos e de realocacdo de objetos. Além disso,
0 derivado do RSV néo exerceu efeito comportamental no experimento no campo aberto e no
labirinto em cruz elevado, sugerindo a ndo-interferéncia da molécula na atividade motora e no
comportamento tipo-ansioso dos animais. Em conjunto, os resultados apontam que RSVVA6 exerce
efeito neuroprotetor na disfuncdo cognitiva induzida pela escopolamina e sugerem a molécula

como um potencial candidato para 0 manejo de doencas neurodegenerativas, incluindo a DA.

Palavras-chave: resveratrol, doenga de Alzheimer, acetilcolinesterase, déficit cognitivo,

escopolamina.



ABSTRACT

The increase of the global population life expectancy is a current phenomenon. According to some
researchers, age is the main risk factor that contributes to a higher incidence of the major
pathologies over the elderly group, including Alzheimer's disease (AD). AD is estimated to affect
over 35 million people globally at a billion-dollar cost for the health systems. Despite the social
and economic impact, few pharmacological strategies are available for the management of this
progressive and cureless disease. Resveratrol (RSV), a phytoalexin, is known as having several
biological properties, including neuroprotection. However, its low bioavailability is still a limiting
factor to the clinical use of this phytochemical. A number of RSV analogs have previously been
synthesized and tested for their biological actions. RSVA6 has been shown both in silico and in
vitro to be able to interact and inhibit the acetylcholinesterase enzyme. In this present study, the
antioxidant capacity of RSVA6 was evaluated by the 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazine method.
Comparing to RSV, the analogue showed inferior action. In vivo assays were conducted in order
to test the neuroprotective ability of RSVAG on scopolamine-induced cognitive impairments. Mice
were pretreated with a single dose of RSVA6 (100 mg kg-1; orally) or rivastigmine (1 mg kg-1;
intraperitoneally), followed by a 60 min interval before receiving scopolamine (1 mg kg-1)
intraperitoneally. RSVAG6 prevented cognitive decline in the buried pellet, object recognition and
object location tasks. In addition, the derivative had no behavioral effect on the open field and
elevated plus maze tests, suggesting no interference on the motor activity and anxious-type
behavior. Taken together, the results indicate neuroprotective effect of RSVA6 on scopolamine-
induced cognitive dysfunction and suggest the molecule as a potential candidate for the treatment
of neurodegenerative diseases, including AD.

Key words: Resveratrol, Alzheimer's disease, acetylcholinesterase, cognitive impairment,

scopolamine.
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1. INTRODUCAO

O envelhecimento populacional é um fendmeno atual, acompanhado pelo aumento da
incidéncia de doencas que comumente afetam a faixa etaria mais idosa (FOTIOU et al., 2015). A
doenca de Alzheimer (DA) é uma doenca neurodegenerativa sendo a principal causa de deméncia
entre os idosos. Atualmente, estima-se que cerca de 35 milhdes de pessoas ao redor do mundo séo
acometidas pela DA (WORLD ALZHEIMER REPORT, 2018), representando um impacto
econdmico de aproximadamente US$ 818 bilhdes (MICHALOWSKY et al., 2019). As projectes
indicam que tanto o nimero de pessoas acometidas pela DA quanto os gastos envolvidos no
cuidado desses pacientes tendem a triplicar em 2050 (BARNES et al., 2018). O contexto
epidemioldgico aponta um cendrio atual de processo de inversdo da piramide etaria e o
envelhecimento populacional como um dos principais fatores de risco para doencas
neurodegenerativas, incluindo a DA.

A DA apresenta-se como uma patologia progressiva e incuravel, caracterizada pelo
declinio da memoéria e das funcBes cognitivas (REITZ, MAYEUX, 2014). Os sinais
histopatoldgicos mais relevantes incluem o acimulo de placas insollveis da proteina S-amiloide
(AB) no meio extracelular e a agregagdo de emaranhados fibrilares da proteina tau hiperfosforilada
no interior dos neurdnios (SERRANO-POZO et al., 2011; MAGAKI et al., 2018). Outra
modificacdo observada na DA é a diminuicao dos niveis do neurotransmissor acetilcolina (ACh)
na fenda sinaptica, o qual é fundamental nos processos de aprendizado e meméria (FOTIOU et al.,
2015). Apesar das alteracOes patoldgicas e moleculares observadas no curso da doenga, pouco se
conhece acerca dos processos fisiopatologicos relacionados a génese e progressao da DA.

Nos ultimos anos, algumas teorias surgiram a fim de tentarem preencher essa lacuna do
conhecimento cientifico, incluindo as hipdteses, a saber: colinérgica, da cascata amiloide, da
proteina tau e da neuroinflamacdo. A partir dessas hipoteses, pesquisadores buscam por solugdes
farmacoldgicas capazes de interferir, de alguma forma, na progressdo da DA. A hipotese
colinérgica associa o declinio cognitivo a diminui¢do nos niveis de ACh na fenda sinéptica (DU,
WANG; GENG, 2018). Trés dos quatro medicamentos aprovados para o tratamento sintomatico
da DA sdo inibidores da enzima acetilcolinesterase (IAChE; SCHELTENS et al., 2016). No

entanto, a0 menos metade dos pacientes ndo responde ao tratamento disponivel (KUMAR,;
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SINGH; EKAVALLI, 2015), sendo este o motivo pelo qual a busca por estratégias voltadas para o
manejo da DA se faz tdo necesséria.

O resveratrol (RSV) é um polifenol encontrado em um grande numero de vegetais, tais
como o amendoim, frutas vermelhas e uvas (MALHOTRA; BATH; ELBARBRY, 2015).
Diferentes relatos cientificos associam o RSV a prevencdo e/ou capacidade de tratamento de
distintas doengas. Além da propriedade antioxidante ja bem documentada (SALEHI et al., 2018),
o polifenol ainda exibe acdo anti-inflamatoria (YANEZ et al., 2019), neuroprotetora (QI et al.,
2019), fotoprotetora (OLIVEIRA et al., 2016), dentre outras. No entanto, a biodisponibilidade do
RSV ¢é muito baixa (FRANCO et al., 2012), fato esse que limita a extrapolacdo dos efeitos
observados in vitro para os modelos de estudos in vivo.

Dentro desta perspectiva e objetivando solucionar o problema da biodisponibilidade do
RSV em humanos, diversas estratégias tém sido exploradas nos dltimos anos. Um exemplo é a
sintese de novos e mais potentes analogos do RSV que possuam melhores propriedades
farmacocinéticas e bioldgicas comparadas a molécula-lider (CHIMENTO et al., 2019). Nesse
sentido, nosso grupo de pesquisa tem dedicado esforcos na sintese e avaliacdo de propriedades
bioldgicas de um grupo de analogos do RSV, denominados aza-estilbenos, os quais apresentaram
previamente atividade antituberculose (PAVAN et al., 2011), antioxidante (CALIL et al., 2012) e
despigmentante (FRANCO et al., 2012). Em estudos recentes, analises in silico e in vitro
demonstraram a capacidade de interagdo entre esse grupo de analogos e a AChE (dados ainda nao
publicados). Um derivado em especifico, aqui denominado RSVA6, demonstrou ser capaz de
inibir a AChE em 92,4%, quando comparado a rivastigmina — usado como controle positivo.

Motivados pelos achados recentes, neste trabalho foram conduzidos protocolos nomodelo
animal de déficit cognitivo induzido pela escopolamina, a fim de avaliarmos o efeito neuroprotetor
do RSVAG. Os camundongos foram submetidos a testes comportamentais e de memoria. Além
disso, avaliou-se, in vitro, a capacidade antioxidante de RSVA6 em compara¢do ao RSV. Ademais,
as estratégias atualmente disponiveis para a abordagem terapéutica da DA ainda sdo muito
limitadas e, por este motivo, diversos grupos cientificos ao redor do mundo se dedicam a pesquisar

e a desenvolver possiveis alternativas que possam retardar a progressao da doenca.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. DOENCA DE ALZHEIMER

2.1.1. Aspectos gerais

O envelhecimento é um processo biologico, universal e inevitavel, oriundo da interacéo
entre fatores genéticos e ambientais, sendo este um processo dindmico e caracterizado pela
remodelagem continua do organismo (MINCIULLO et al., 2016). Nos altimos 150 anos, a
expectativa média de vida dos seres humanos tem aumentado substancialmente em diversas
sociedades e, pela primeira vez na historia, a maioria das pessoas pode ultrapassar a marca dos 60
anos de vida ou ir mais além (HAAN; LAZARE, 2018; WHO, 2018). De acordo com a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a populacdo mundial na faixa etaria acima dos 60 anos
sera de 2 bilhdes de pessoas em 2050, sendo que 80% delas viverdo em paises pobres ou em
desenvolvimento (WHO, 2018). Para esses paises, 0s dados sobre o envelhecimento populacional
podem representar um verdadeiro desafio ja que o aumento da expectativa de vida ndo equivale a
viver mais e de forma sadia (LONGO et al., 2015). Apesar de muitos idosos alcangarem uma idade
avancada em condicdes saudaveis (HAAN; LAZARE, 2018), tem-se observado um aumento da
prevaléncia de doencas associadas ao envelhecimento. Segundo Lopez-Otin (2013), a idade € o
principal fator de risco para as principais patologias humanas, incluindo o cancer, os distarbios
metabdlicos e cardiovasculares e as doencas neurodegenerativas. No que diz respeito ao sistema
nervoso central (SNC), o processo de envelhecimento pode vir acompanhado de déficits
cognitivos, declinio de funcGes motoras e de uma inflamacgéo cronica de baixo grau — conhecida
como inflammaging (MINCIULLO et al., 2016; ABHUIT et al., 2017), que, em conjunto, podem
contribuir para o desenvolvimento de doengas como a de Alzheimer (WATSON et al., 2017).

A DA é uma doenca neurodegenerativa progressiva que, atualmente, representa a forma
mais comum de deméncia entre os idosos (FALCO et al., 2016). Estima-se que, no presente, cerca
de 50 milhdes de pessoas sofram de deméncia ao redor do mundo, representando um impacto
econdmico de US$ 818 bilhdes (MICHALOWSKY et al., 2019). As projecOes apontam que, em
2050, essa prevaléncia pode atingir cerca de 150 milhdes de pessoas (WORLD ALZHEIMER
REPORT, 2018). Desse total, cerca de 70% dos casos podem ser atribuidos a DA (REITZ;
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MAYEUX, 2014). No Brasil, os dados a respeito da incidéncia da DA séo escassos ou inexistentes,
representando uma lacuna no que diz respeito ao conhecimento do perfil epidemioldgico da doenga
no pais (TEIXEIRA et al., 2015). Fochat e colaboradores (2016) constataram que cerca de metade
dos casos de deméncia registrados na Zona da Mata Mineira-Brasil em idosos acima dos 60 anos
de idade sdo causados pela DA. Interessantemente, o Brasil vem sofrendo uma rapida transicédo
demografica nos altimos anos, com queda na taxa de fertilidade e aumento exponencial da
populacio idosa (BOVOLENTA; FELICIO, 2017). Este fendmeno exigira a criacio de politicas
publicas de saude que priorizem o cuidado dos idosos, especialmente daqueles portadores de
algum tipo de doenca degenerativa, tal como a DA.

As caracteristicas clinicas e patologicas da DA foram descritas pela primeira vez em 1907
pelo médico alemdo Alois Alzheimer, o qual observou em uma paciente de 51 anos de idade falhas
na memoria recente, paranoia, problemas comportamentais e de linguagem. A necropsia desta
paciente revelou um cérebro atrofiado e a presenca de emaranhados fibrilares (STELZMANN;
SCHNITZLEIN; MURTAGH, 1995). Apesar de muito ter sido descoberto em relagéo a patogenia
da DA desde entdo, muitas séo as lacunas remanescentes, as quais fizeram a OMS reconhecé-la
como uma das prioridades de saude publica global (LANE; HARDY; SCHOTT, 2017).

Em linhas gerais, o cértex cerebral e o hipocampo sdo as primeiras areas cerebrais afetadas
pela DA (MASTERS et al., 2015). Clinicamente, a forma mais comum de apresentagdo inicial da
doenca surge com episédios recorrentes e progressivos de falha da memdria recente, que
geralmente ndo sdo suficientes para um diagnéstico precoce. No segundo estagio, sdo observados
sinais como dificuldades topograficas e de realizacdo de tarefas simples, acompanhados de uma
perda de confianca do paciente. A medida que a doenca progride, as dificuldades cognitivas se
tornam mais profundas, interferindo diretamente no desempenho das atividades diarias do
paciente. Somente nesse estagio é que se torna possivel o diagnostico provavel de deméncia
causada por DA. Por conseguinte, 0 paciente torna-se cada vez mais dependente de um cuidador
e, ja no estagio final da doenca, é comum que ocorra incapacidade motora e 0 aparecimento de
alucinaces e convulsdes. A DA é, portanto, uma patologia progressiva e incurdvel, cuja morte do
paciente ocorre, em média, 8,5 anos apos o surgimento dos primeiros sintomas (LANE; HARDY;
SCHOTT, 2017).

Os sinais histopatoldgicos mais relevantes incluem a atrofia cortical difusa, o acumulo de

placas insollveis da proteina g-amiloide no meio extracelular e nas paredes de vasos sanguineos,



22

a agregacdo de emaranhados fibrilares da proteina tau no interior dos neurdnios, a degeneracéo
neurovascular, a morte neuronal e a perda sinaptica, impactando em diferentes sistemas de
neurotransmissdo (MASTERS et al., 2015; TEIXEIRA et al., 2016). A Figura 1 ilustra o esquema
da evolucdo da doenca em seus diferentes estadgios. Além dos achados neuropatologicos,
observam-se, ainda, sinais bioquimicos que incluem neuroinflamacdo, estresse oxidativo
difundido por todo o cérebro, alteragdo mitocondrial, desequilibrio ibnico e toxicidade sindptica
(TEIXEIRA et al., 2016).

a) b)

Placa amiloide

Estagio inicial Estagio Estagio final
intermediario

Emaranhado neurofibrilar

| |

- Estagio inicial Estagio Estagio final
Severidade intermediario

Emaranhado
neurofibrilar

Figura 1: Evolugdo esquematica patoldgica da doenca de Alzheimer e seus diferentes estagios. a) Placas
amiloides e emaranhados neurofibrilares se espalham pelo cérebro & medida que a doenca
progride. b) Em casos tipicos da doenga, a deposi¢do de placas S-amiloides antecede as alteragdes
neurofibrilares e se originam, aparentemente, nos lobos frontal e temporal, hipocampo e sistema
limbico (topo da imagem). Os emaranhados neurofibrilares e a degeneracéo neural se iniciam no
lobo temporal médio e hipocampo, se espalhando progressivamente para outras areas do neocértex
(base da imagem).

Fonte: Adaptado de MASTERS et al., 2015.

Antes, porém, da manifestacdo clinica da DA, um estagio prodrémico e assintomatico,
chamado de pre-sintomatico e caracterizado por uma sequéncia de marcadores fisiopatologicos,
pode surgir até 20 anos antes do inicio da doenca (CROUS-BOU et al., 2017). Duas formas da
doenca podem ser diferenciadas a partir do seu surgimento: a DA de inicio precoce (EOAD — do
inglés Early Onset Alzheimer’s Disease) e a DA de inicio tardio (LOAD — do inglés Late Onset

Alzheimer’s Disease). A EOAD ocorre antes dos 65 anos de idade (em média, em torno dos 45
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anos de vida) e representa 1 — 5% de todos os casos de AD. Comumente, a EOAD € também
chamada de DA familiar (FAD — do inglés Familial Alzheimer’s Disease) por ja terem sido
observadas mutagdes patogénicas nos genes que codificam a proteina precursora amiloide (APP —
do inglés amyloid precursor protein), a presenilina 1 (PSEN1) e a presenilina 2 (PSEN2). Tais
proteinas estdo envolvidas na quebra da APP e na geracédo de Ap. A alteracdo genética relacionada
a DA apresenta uma alta penetréncia (> 85%) sendo, na maioria das vezes, uma heranca
autossomica dominante (REITZ; MAYEUX, 2014). A LOAD, em contrapartida, representa 95%
dos casos e ocorre apds os 65 anos de vida. O histérico familiar ndo € comum nessa forma da
doenca, porém pode ocorrer em pequena proporcdo (< 1%) (BEKRIS et al., 2010; MASTERS et
al., 2015).

Apesar dos esforgos direcionados ao melhor entendimento da DA, sua etiologia ainda ndo
estd completamente elucidada. Além das mutacGes que podem ocorrer nos genes das proteinas
APP, PSEN1 e PSEN2, o polimorfismo da apoliproteina E (ApoE) foi identificado como um
potencial fator de risco para o surgimento da DA (BALLARD et al., 2011). Individuos portadores
do alelo ApoE &4 apresentam um risco até sete vezes maior de desenvolver a doenca quando
comparado aqueles que possuem o alelo ApoE ¢3 (CORDER et al., 1993). Outros fatores
relacionados ao desenvolvimento da DA, além da idade avancada e da predisposicdo genética,
incluem o sexo (mulheres tém maior chance de adoecerem), nivel educacional, estilo de vida,
fatores psicoldgicos e distarbios metabdlicos (LI et al., 2016).

Até o momento, a DA pode ser definitivamente diagnosticada apenas post mortem. No
entanto, a adocao de técnicas e critérios mais especificos torna possivel o diagnostico provavel da
doenca (BALLARD et al., 2011), tais como a histéria clinica do paciente, exames fisicos e testes
bioguimicos, exames neurolégicos e de imagem, e exames cognitivos que incluem o Exame do
Estado Mental (MMSE — do inglés Mini-Mental State Examination) e a Escala de avaliacdo para a
doenca de Alzheimer — cognitiva (ADAS-Cog — do inglés A/zheimer’s Diasease Assessment Scale)
(ALZHEIMERS-DEMENTIA/DIAGNOSIS/ALZHEIMER’S ASSOCIATION, 2019). Cabe
ressaltar que o diagnostico baseado na historia clinica do paciente é, ainda, desafiador ja que
comorbidades como a doenga cerebrovascular e a esclerose hipocampal, por exemplo, podem ser
erroneamente diagnosticadas como DA (MASTERS et al., 2015).
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2.1.2. Bases moleculares da doenca de Alzheimer

Desde sua primeira descricdo, a etiologia e 0s eventos patogénicos envolvidos nos estagios
iniciais da DA ainda ndo foram completamente elucidados. Atualmente, a ciéncia considera quea
DA seja uma patogenia de origem multifatorial, heterogénea, com interacédo entre os diferentes
mecanismos patofisiologicos envolvidos no seu surgimento (HAMPEL et al., 2018). Apesar dessa
complexidade, nas ultimas trés décadas, algumas hipoteses tém sido propostas, a fim de elucidar

as bases moleculares sob as quais a doenca se desenvolve.

2.1.2.1. Hipdtese colinérgica

A acetilcolina (ACh) é um neurotransmissor liberado pelos neurdnios tanto no SNC quanto
no sistema nervoso periférico (SNP) e jun¢des neuromusculares (VENTURA et al., 2010). Além
da neurotransmissdo, essa molécula também tem sido associada a uma acdo neuromoduladora
(revisado por PICCIOTTO; HIGLEY; MINEUR, 2012). No cérebro humano, o sistema
colinérgico central se organiza, basicamente, em seis nucleos (Chl — Ch6) que se diferem quanto
a sua localizacdo anatdmica, padrfes de projecdo e caracteristicas funcionais (Figura 2). O sistema
colinérgico do encefalo basal é formado por quatro dos seis nicleos acima citados: o ndcleo do
septo medial (Chl); os ndcleos da banda da broca diagonal (Ch2 e Ch3), e o nicleo basal de
Meynert (NBM; Ch4). Os neurdnios dos nucleos Chl, Ch2 e Ch3 sdo a principal fonte de ACh
para 0 hipocampo e para o cOrtex entorrinal, enquanto aqueles do nucleo Ch4 inervam,
principalmente, o cortex cerebral e a amigdala. Esses nucleos aparentam serem 0s principais locais
de disfuncdo colinérgica associada a DA. No tronco cerebral estdo localizados os nucleos
tegumentar peduncolopontina (Ch5) e tegumentar laterodorsal (Ch6), que, ao contrario dos
demais, se mantém relativamente preservados na DA (NEWMAN et al., 2012; DOUCHAMPS;
MATHIS, 2017).
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Figura 2: Representacdo esquematica da localizacdo e das proje¢des colinérgicas no sistema nervoso
central. MS: ndcleo do septo medial (Ch1); DB: nucleo da banda da broca diagonal (Ch2 e Ch3);
nBM: nlcleo basal de Meynert (Ch4); LDT: ndcleo tegumentar peduncolopontina (Ch5); PPT:
nucleo tegumentar laterodorsal (Che6).

Fonte: Adaptado de NEWMAN et al., 2012.

A sintese de ACh na terminagdo nervosa é dependente da recaptacdo de colina pelo
transportador de colina de alta afinidade (CHT1) e da enzima Colina-O-Acetil-Transferase
(ChAT), a qual catalisa a acetilacdo da colina com a acetil-coenzima A (acetil-CoA). Uma vez
sintetizada, a ACh ¢ transportada ativamente e armazenada em vesiculas sinpticas por meio do
transportador vesicular de ACh (VAChT), nas quais permanecerd até a chegada do impulso
nervoso. A despolarizacio da membrana, consequéncia do influxo de célcio (Ca?*), promove a
fusdo das vesiculas e libera ACh na fenda sinéptica. O neurotransmissor, entdo, se liga a receptores
colinérgicos dos tipos nicotinicos (ion-dependentes) e muscarinicos (acoplados a proteina G),
expressos nas membranas pré- e pos-sinapticas. Na fenda sinaptica, a acdo da ACh é cessada pela
acdo das enzimas acetilcolinesterase (AChE), mais especifica e em maior concentracdo, e
butirilcolinesterase (BuChE), menos especifica. A ACh é hidrolisada em acetato e colina, sendo
esta recaptada por neurbnios pré-sindpticos, nos quais sera novamente convertida em ACh pela
ChAT (VENTURA et al., 2010; DOUCHAMPS; MATHIS, 2017; PRADO et al., 2017). A Figura

3 ilustra os processos de sintese e de degradacdo da ACh descrito acima.
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Figura 3: Sintese e degradacao da acetilcolina na fenda sinaptica. AChR: receptores de acetilcolina; AChE:
acetilcolinesterase; BUChE: butirilcolinesterase; ChT: transportador de colina; ChAT: colina-O-
acetiltransferase.

Fonte: Adaptado de DULAWA; JANOWSKY, 2018.

A hipotese colinérgica no contexto da DA foi formulada hd pouco mais de trinta anos e é
a teoria mais antiga que tenta descrever as bases moleculares da patologia. Nesta, as disfuncGes no
sistema colinérgico estariam correlacionadas aos déficits cognitivos associados a doenga
(BARTUS et al., 1982). Entre as décadas de sessenta a oitenta, diferentes pesquisadores
convergiram esfor¢os em estudos que culminaram na descoberta e na caracterizacdo ndo somente
de neurotransmissores e seus receptores, mas também no delineamento da neuroanatomia quimica
do cérebro (CONTESTABILE, 2011). A partir de amostras cerebrais autdpticas de pacientes
portadores da DA, pode-se constatar a diminuicdo da concentracdo da ChAT no cortex e no
hipocampo, além da deplecdo dos neur6nios colinérgicos situados no nucleo basal de Meynert
(Ch4). Associada as essas descobertas, a demonstracdo de que antagonistas colinérgicos eram
capazes de prejudicar a memoria e que 0s agonistas, ao contrario, exerciam efeitos benéficos sobre
os déficits cognitivos associados ao envelhecimento, formaram a base de evidéncias cientificas
que sustentou o surgimento da teoria colinérgica (FALCO et al., 2016; DOUCHAMPS; MATHIS,
2017; HAMPEL et al., 2018).

A disfungdo colinérgica até entdo observada na DA serviu de alicerce para que

medicamentos colinomiméticos fossem clinicamente testados. Em 1993, o Food and Drug
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Administration (FDA) aprovou a tacrina (Cognex®) como o primeiro medicamento destinado ao
tratamento da DA (ASHFORD, 2015), exercendo agdo farmacoldgica pela inibicdo da AChE
(PARK et al., 2015). Em sequéncia, outros inibidores da AChE foram aprovados (tais como
donepezil, galantamina e rivastigmina), sendo os principais farmacos comercialmente usados, até
0 momento, para o tratamento da doenca. Os inibidores da AChE serdo revisados mais
detalhadamente na se¢do “2.1.3. Tratamentos farmacolédgicos”.

Ainda, os avancos cientificos e tecnolégicos dos Ultimos anos geraram evidéncias as quais
demonstram o papel complexo e multifatorial da DA, visto que a deplecdo colinérgica nao € a
Unica causa patologica. Ndo ha davidas, no entanto, de que a disfuncao colinérgica seja um evento
importante na progressdo da doenca, além de ser alvo terapéutico valioso na abordagem
polifarmacéutica das terapias paliativas, as quais objetivam melhorar a eficicia do tratamento
(CONTESTABILE, 2011), visto que ainda ndo ha cura para a DA.

2.1.2.2. Hipdtese da cascata amiloide

A hipotese da cascata A sugere que a neurodegeneracao caracteristica da DA é causada
pelo acumulo anormal, em diferentes regides cerebrais, de placas formadas pela agregacdo do
peptideo Ap. Essas placas seriam responsaveis por desencadear diversas cascatas bioquimicas,
incluindo a ativagao da microglia e a formagao de emaranhados neurofibrilares, que propiciariam,
entdo, a mudancas bioquimicas e estruturais nos neurdnios subjacentes a deposicdo, resultando em
perda sinaptica, morte neuronal e atrofia cerebral (BARAGE; SONAWANE, 2015; ZHOU et al.,
2018).

As placas senis sdo formadas por fragmentos proteoliticos de peptideos Ap, derivados da
APP (NHAN; CHIANG; KOO, 2015). O processamento proteolitico da APP segue duas vias
bioquimicas diferentes, porém paralelas, as quais ocorrem em equilibrio. A via nao-
amiloidogénica, catalisada pelas enzimas a-seretase e y-secretase, € assim chamada por produzir
a-peptideos soltveis e metabolizados fisiologicamente (PARONI; BISCEGLIA; SERIPA, 2019).
Ja a via amiloidogénica (Figura 4) gera peptideos Ap, insollveis e propensos a formacdo de
oligbmeros. Nesta via, a APP é catalisada pela f-secretase (BACE — do inglés p-amyloidcleaving
enzyme) e, em sequéncia, pela y-secretase, gerando fragmentos de aminoacidos com 40 e 42
residuos (ApB140 € Af142, respectivamente). Apesar de o fragmento ApBi4o Ser a isoforma

predominante, o maior potencial amiloidogénico € atribuido a fracdo Af1-42, pois esta possui dois
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residuos hidrofobicos adicionais na porcdo C-terminal, potencializando a sua tendéncia a
agregacdo (WALKER, 2016). Os peptideos A podem ser encontrados sob a forma de monémeros
ou oligbmeros, estes Ultimos compostos por dimeros ou trimeros. Além destes, observam-se ainda
as fibrilas, estruturas intermediarias entre os agregados oligoméricos e as placas senis (FALCO et
al., 2016).
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Figura 4: Origem, mecanismo de formacao e toxicidade da placa amiloide. APP: proteina precursora
amiloide; Ap: beta-amiloide.
Fonte: Adaptado de DROLLE et al., 2014.

Diversas observacdes clinicas e genéticas suportam a hipotese da cascata amiloide no
contexto da DA. O gene codificador da APP, por exemplo, esta localizado no cromossomo 21.
Interessantemente, boa parte dos individuos com sindrome de Down (trissomia do cromossomo
21) desenvolve neuropatologia tipica a DA quando alcangam a idade adulta (SELKOE; HARDY,
2016), a qual tem sido atribuida justamente a triplicacdo ou aumento da expressao do gene da APP
(RICCIARELLI; FEDELE, 2017). A partir dessa observagdo, foram identificadas naquele
cromossomo seis mutacdes autossdmicas dominantes diferentes, sendo cinco delas associadas a
forma familiar da DA (FALCO et al., 2016).

Outra observagado genética que sustenta a teoria da cascata amiloide é a ocorréncia da forma
familiar da DA em individuos que apresentam mutacdes autossémicas dominantes nos genes
PSEN1 e PSEN2, os quais codificam as presinilinas 1 e 2. Esses dois genes sdo homdlogos e suas
funcdes fisioldgicas ainda ndo foram completamente elucidadas. Porém, sabe-se que 0s mesmos
estdo envolvidos na geracdo de residuos aspartato, requeridos no sitio ativo catalitico da y-
secretase, e que uma mutacgéo tanto em PSEN1 quanto em PSENZ2 pode alterar o padréo de quebra
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enzimatico, culminando com o aumento dos niveis de peptideos A (BARAGE; SONAWANE,
2015).

Além dos fatores supramencionados, o polimorfismo da lipoproteina ApoE € outro fator
de risco primordial que apoia a hipotese amiloide. Dentre as trés isoformas proteicas codificadas
pela ApoE (ApoE &2, ApoE ¢3 e ApoE &4), ApoE ¢4 esta relacionada com maior risco de
surgimento da forma esporadica da DA, sendo ainda maior para homozigotos, quando comparado
aos heterozigotos (RUKMANGADACHAR; BOLLU, 2019). Sabe-se que a ApoE esta envolvida
no transporte e no clearance de AS e que as diferentes isoformas possuem diferentes afinidades
pelo peptideo, muito embora ApoE &4 possua a menor afinidade (CASTELLANI; PLASCENCIA-
VILLA; PERRY, 2019).

Apesar de as placas Ag serem consideradas, juntamente aos emaranhados neurofibrilares,
marcadores patoldgicos da DA, evidéncias cientificas questionam a teoria amiloide como sendo o
evento central na patogenia da doenca (RICCIARELLI; FEDELE, 2017). No estudo longitudinal,
Villemagne e colaboradores (2011) avaliaram a deposicéo de Af e a sua relagdo com a cognicao
e a progressdo da DA. Os resultados apontaram que, apesar de a deposi¢do de placas senis
continuarem ocorrendo entre os estdgios moderado e severo da doenca, o declinio cognitivo ndo
estaria diretamente relacionado a esse aumento, sugerindo assim que outros fatores exerceriam
maior efeito na progressdo dos sintomas (VILLEMAGNE et al., 2011). Outra questdo levantada
refere-se a0 modelo animal utilizado nos estudos sobre a patofisiologia da AS. Camundongos
transgénicos para a DA possuem mutacdes comuns a forma familiar da doenca, 0 que ndo seria
representativo para a LOAD, forma esporadica e mais comum da doenca, ja que a manifestacdo da
DA ocorre em idades diferentes, com sintomas cognitivos e progressoes diferentes entre os dois
grupos, mesmo havendo similaridade entre as caracteristicas anatdmicas e patologicas nas duas
formas de DA (KOMAROVA; THALHAUSER, 2011). Além disso, apesar de algumas
substancias quimicas terem sido capazes de eliminar as placas senis em pacientes com DA, elas
ndo foram capazes de reverter o quadro da neurodegeneracdo (ZHOU et al., 2018). Diante do
exposto, pode-se sugerir que as evidéncias atuais tanto suportam quanto rejeitam a hipotese

amiloide, sendo inexequivel tecer qualquer conclusao a esse respeito.
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2.1.2.3. Hipdtese da proteina tau
Além das placas senis, outra caracteristica patoldgica da DA é a presenca intracelular de
emaranhados neurofibrilares constituidos pela proteina tau (TROJANOSKI; MATTSON, 2003).
Segundo a hip6tese da proteina tau, seria justamente essa proteina o principio causal da DA. Esta
pertence a um grupo de proteinas associadas aos microtibulos, comumente, expressa nos axénios
neuronais. Sua principal funcéo é a estabilizacdo dos microtibulos, os quais estdo envolvidos em
diversas fungdes neuronais, incluindo a manutencéo da cito-arquitetura e o transporte axonal de
organelas e vesiculas. Dentro das vesiculas, 0s neurotransmissores e as proteinas sao transportados
para as sinapses distais, partindo do corpo celular (PAULA; GUIMARAES; FORLENZA, 2009).

No cérebro adulto, foram identificadas seis isoformas da proteina tau, derivadas de um
unico gene localizado no cromossomo 17, cuja expressdo € regulada ao longo do desenvolvimento
do cérebro humano (KOLAROVA et al., 2012). A estrutura da tau é essencial para a manutengao
das suas funcOes celulares, e analises sequenciais demonstraram que a proteina contém trés
dominios principais. Na por¢cdo C-terminal da molécula encontra-se trés ou quatro dominios de
ligacdo da tubulina (constituinte unitaria dos microtubulos) envolvidos na polimerizagdo e na
estabilizacdo microtubular (MIETELSKA-POROWSKA et al., 2014). Estes dominios sdo
constituidos de repetidas sequéncias de serina, treonina e prolina (BARAGE; SONAWANE,
2015). A regido mediana da proteina, por sua vez, possui diversos residuos de prolina, alvo paraa
acdo de diferentes quinases. Finalmente, a por¢do N-terminal da tau é rica em aminoacidos
acidicos, os quais ndo se ligam aos microttbulos, porém se projeta para além deles. Essa regido
possivelmente interage com outros elementos do citoesqueleto, com mitocéndrias e/ou com a
membrana plasmatica neuronal (MIETELSKA-POROWSKA et al., 2014).

A proteina tau pode sofrer diversas modificacGes pos-transducionais, as quais incluem a
fosforilacdo, a glicosilacdo, a glicacdo, a nitracao, a acetilacdo, a isomerizacdo e a oxidacgdo, dentre
outras (MARTIN; LATYPOVA; TERRO, 2011). A fosforilagdo é a modificacdo comumente
descrita e, quando ocorre em condi¢des fisioldgicas, é essencial para que a tau opere suas funcdes
celulares. Uma molécula de tau contém cerca de 80 residuos de serina e treonina disponiveis para
fosforilacdo, a maioria deles localizados nas proximidades da regido rica em prolina e da porcéo
C-terminal da proteina (KOLAROVA et al., 2012). Em condigdes fisiologicas, parece haver um
balango entre tau quinases (responsaveis pela fosforilagdo da tau) versus tau fosfatases

(responsaveis pela remogdo do grupamento fosfato da molécula). Entretanto, sob condicdes
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patoldgicas, pode ocorrer uma hiperfosforilagdo da tau como resultado de uma regulacgdo positiva
das quinases (GUO; NOBLE; HANGER, 2017). Dentre as quinases, a glicogénio sintase quinase
36 (GSK3p), também chamada de tau quinase € a responséavel por modificar o maior nimero de
sitios da proteina tau (AVILA, 2018). O aumento, tanto da concentracdo de GSK34 quanto da sua
atividade no SNC, parece correlacionar com a progressdo da neurodegeneracdo evidenciada na
DA, contribuindo significativamente para a hiperfosforilacdo da tau (TALIB et al., 2015; GUO;
NOBLE; HANGER, 2017).

Nos neurdnios, a hiperfosforilacdo da tau promove alteracdes em diferentes processos que
séo diretamente regulados pela rede de microtubulos (MANDELKOW et al., 2003; LAPOINTE
et al., 2009). Em neur6nios afetados pela DA, proteina tau citosolica hiperfosforilada é incapaz de
se ligar a tubulina ou de promover a estabilizacdo dos microttbulos (KOLAROVA et al., 2012).
Além disso, sob a condi¢do de hiperfosforilacdo, a tau pode polimerizar-se sob o formato de
filamentos helicoidais pareados (FHP) e filamentos retos (FR), chamados de emaranhados
neurofibrilares (MIETELSKA-POROWSKA et al., 2014), conforme ilustrado na Figura 5.

o Miciotabil TAU Filamentos Emaranhados
Heuron T hiperfosforilada helicoidais neurofibrilares
pareados

b
Figura 5: Formacdo de emaranhados neurofibrilares a partir da hiperfosforilacdo da proteina tau, durante o

desenvolvimento e progressdo da doenga de Alzheimer.
Fonte: Adaptado de VERWILST et al., 2018.

Estudos in vitro e in vivo tém demonstrado a correlacéo entre o acumulo de placas Af e a
hiperfosforilacdo da proteina tau (BLOOM, 2014). Primeiramente, Af causaria a hiperfosforilacao
da tau, que por sua vez, mediaria a neurotoxicidade. Uma segunda abordagem atribui a toxicidade
da Ap a presenca da tau nos dendritos. Ainda, tanto a AS quanto a proteina tau agiriam
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sinergicamente em processos celulares e organelas, amplificando ambas as toxicidades (ITTNER,;
GOTZ, 2010).

Apesar das evidéncias existentes até 0 momento, as condicdes fisioldgicas e patoldgicas
relacionadas a hiperfosforilagdo da proteina tau ainda ndo estdo claramente elucidadas. Além
disso, o entendimento da DA como uma doenca multifatorial excluiria a teoria de que o0s
emaranhados neurofibrilares seriam, isoladamente, os desencadeadores da DA. No entanto, iSso
ndo exclui a participacdo da proteina tau na génese e/ou progressdo da DA.

2.1.2.4. Hipdtese da neuroinflamacéo

De acordo com Heneka e colaboradores (2015), as evidéncias sugerem a ocorréncia de
fortes interacBes imunoldgicas cerebrais na fisiopatologia da DA, ndo restringindo, dessa maneira,
0 processo apenas ao compartimento neuronal. Apesar do envolvimento dos ja discutidos
marcadores patoldgicos da DA (placas Ap e emaranhados neurofibrilares) no surgimento e na
progressdo da doenca, esta cada vez mais claro que a DA é modificada coletivamente pelo
envolvimento de diferentes fatores genéticos, 0s quais, conjuntamente, governam cascatas
celulares e moleculares, incluindo mediadores e genes relacionados a resposta imunoldgica (CAQO;
ZHENG, 2018).

Assim, na hipotese neuroinflamatdria relacionada a DA, mediadores inflamatérios seriam
essenciais para a producdo e regulacdo do Ag, assim como dos emaranhados da proteina tau. Os
astrécitos e a microglia poderiam ser ativados por citocinas e, entdo, passariam a serem 0S
principais emissores dos sinais neuroinflamatdrios. A partir dai essas células poderiam contribuir
para as disfungdes metabdlicas neuronais e excitotoxicidade, capazes de ocasionar disfuncéo
cerebral e deterioragdo cognitiva e, consequentemente, dano axonal e morte neuronal. As placas
Ap e os emaranhados intracelulares podem agir como agentes pré-inflamatérios, estimulando a
proliferacdo e a ativacdo de astrcitos e de microglia. No entanto, os mecanismos relacionados a
“neuroinflamagdo — marcadores patologicos” ainda ndo foram totalmente -elucidados
(MAGALHAES et al., 2018).

Além da resposta imunoldgica que ocorre no ambiente cerebral, evidéncias clinicas e
experimentais indicam, ainda, o envolvimento do sistema imunoldgico periférico na patogénese
da DA. A inflamacdo cronica de baixo grau, também conhecida como inflammaging, € uma

caracteristica do processo de envelhecimento que pode ocorrer secundariamente ao estado
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fisiolégico ou patoldgico de diversas doencas. Nas pessoas idosas, essa pre-disposicdo a
inflamacdo crénica pode ocorrer independente de um processo patoldgico, como resultado de
diferentes mudancas fisioldgicas relacionas a idade, incluindo a senescéncia celular e o acimulo
de debris celulares (WATSON et al., 2017; WALKER, 2019). Achados recentes indicam que o
inflammaging poderia causar ou perpetuar o estado de neurodegeneracdo observado nos pacientes
com DA. A neuroinflamagdo poderia ser também causada por mediadores inflamatorios
periféricos que cruzariam a barreira hematencefélica e, posteriormente, aumentariam sua
permeabilidade (WALKER, 2019). Em pacientes com DA, essa barreira poderia estar danificada
pelo acimulo de AB nos vasos sanguineos (angiopatia cerebral amiloide), conduzindo a uma
inflamacdo vascular, a qual poderia gerar uma comunicacdo entre o cérebro e 0 sistema
imunoldgico periférico (TAKEDA; SATO; MORISHITA, 2014). Uma vez rompida a
permeabilidade da barreira hematencefalica, as células do sistema imunoldgico, juntamente, aos
mediadores periféricos produzidos, poderiam se comunicar diretamente com 0 SNC e desencadear
cascatas de sinalizacdo, que, ao longo do tempo, poderiam conduzir a alteracfes funcionais e
estruturais no cérebro (WALKER, 2019).

Nos ultimos anos, a ciéncia tem investigado o papel das enzimas da familia fosfolipase A2
(PLA2 — do inglés phospholipase A2) em diversos aspectos que envolvem 0s processos
inflamatdrios periféricos e centrais. As PLA2 estdo envolvidas na homeostase das membranas
fosfolipidicas (TALIB et al., 2015), e a atividade catalitica dessas enzimas libera &cidos graxos
sob a forma livre, tal como o &cido araquidénico (AA). Esses &cidos graxos sdo precursores de
diferentes mediadores lipidicos bioativos pro-resolucdo, tais como resolvinas, maresinas e
protectinas que, por sua vez, possuem funcdes bioldgicas, incluindo o papel imunomodulador da
resposta inflamatoria (LOPEZ-VALES; DAVID, 2019). Interessantemente, alteracdes no
metabolismo fosfolipidico e, consequentemente, nos niveis de PLA2 tém sido reportadas na DA
(MURY et al., 2016).

2.1.3. Tratamentos farmacoldgicos

O surgimento das hipoteses que tentam explicar as bases moleculares da DA direcionou (e
ainda direciona) diversos grupos de pesquisa na busca por terapias farmacologicas capazes de
reverter ou mesmo estabilizar o quadro patoldgico que se instala no paciente. Entretanto, apesar

de todo o progresso na investigagdo da doenga nos ultimos anos, ainda ndo existe uma cura paraa
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DA. Os tratamentos disponiveis tém o objetivo clinico de aliviar os sintomas cognitivos,
comportamentais e psicolégicos da doenca, objetivando conjuntamente desacelerar a progressao
da doenca. No entanto, os efeitos observados sdo modestos e temporérios (COIMBRA, 2016).

Atualmente, existem apenas quatro opgdes terapéuticas aprovadas pela agéncia reguladora
americana, FDA, e disponiveis no mercado direcionados ao tratamento sintomatico da DA, e todas
essas objetivam contrabalancear o distlrbio neurotransmissor da doenca (YIANNOPOULOU,;
PAPAGEORGIOU, 2013). Os inibidores da AChE sdo utilizados no tratamento sintomatico de
estagios leves a moderados da doenca, enquanto a memantina (Namenda®), antagonista dos
receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), foi aprovada para o tratamento dos sintomas de DA
moderada e severa (BRIGGS; KENNELLY; O'NEILL, 2016). Além das duas classes citadas,
antidepressivos e antipsicoticos também sdo utilizados para o alivio dos sintomas comportamentais
da doenca (BALLARD; CORBETT, 2010). Nesta revisdo, serd dada maior atencdo aos inibidores
da AChE.

2.1.3.1. A enzima acetilcolinesterase

A AChE é uma enzima colinérgica encontrada, principalmente, nas juncfes pos-sinapticas
nervosas e musculares. A acdo principal da enzima consiste na hidrélise da ACh em acido acético
e colina, finalizando, dessa maneira, a transmissao neuronal e a sinalizagdo sinaptica desencadeada
pelo neurotransmissor (TRANG; KHANDHAR, 2019). Os inibidores da AChE (iAChEs)
impedem a quebra da ACh, gerando acimulo deste neurotransmissor na fenda sinaptica
(PARMAR; HIGHLAND; GEORGE, 2018).

Estruturalmente, a AChE possui trés ramificacdes e cada uma delas representa uma unidade
enzimatica, a qual é composta por quatro subunidades proteicas. Cada uma dessas subunidades é
capaz de hidrolisar a ACh. Dessa forma, ha um total de 12 sitios ativos por enzima (ARAUJO;
SANTOS; GONSALVES, 2016), conforme ilustrado na Figura 6.
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Figura 6: Representacao esquematica da enzima acetilcolinesterase.
Fonte: ARAUJO; SANTOS; GONSALVES, 2016.

Cada subunidade da AChE possui um sitio catalitico composto pelos residuos de serina
(Ser200), histidina (Hiss40) e acido glutdmico (Glusas). Estes aminoacidos compfem a triade
catalitica envolvida diretamente no processo de quebra da ACh. Além do sitio catalitico, existe
uma regido anidnica que interage com a porcao catiénica da ACh, orientando a parte carregada do
substrato a entrar no centro ativo (PETRONILHO; PINTO; VILLAR, 2011). Essa funcdo de
orientacdo do substrato é desempenhada pelos residuos de triptofano (Trpss). Existe ainda um
terceiro dominio na enzima, constituido por uma por¢do hidrofébica e importante para a ligacao
com substratos ciclicos. Mais distante do sitio ativo, encontra-se um quarto dominio constituido
dos residuos de aspartato (Aspzs) e triptofano (Trpzss), chamado de sitio aniénico periférico
(MATQOS, 2012), no qual ocorre a ligacdo inicial da ACh na enzima, essencial para que haja um
aumento da probabilidade de o substrato seguir para a centro ativo da AChE (SANTOS, 2009). A
Figura 7 representa, esquematicamente, os sitios de ligacdo da AChE.
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Figura 7: Representacéo esquematica dos sitios de ligacdo da enzima acetilcolinesterase.
Fonte: Adaptado de COLOVIC et al., 2013.

No sitio catalitico onde ocorre a hidrolise da ACh, o residuo Hisa4o age como um catalisador
acido-base, enquanto o residuo Serzoo age como um nucledfilo. A reacdo se inicia com a chegada
da ACh no sitio ativo da enzima. Primeiramente, o par de elétrons da hidroxila (-OH) presente no
residuo de serina ataca a carbonila (R — C = O) do neurotransmissor, enquanto a histidina age como
uma base, visto que retira um préton (H*) do ion hidroxénio (H3O*) formado. Em uma segunda
etapa, a histidina protonada, agindo como um 4cido, doa um H* para a porcao colina da ACh. Essa
porcao é, entdo, liberada da molécula, deixando a AChE acetilada. Nesse ponto, ocorre uma
hidrolise e a 4gua faz o papel de nucledéfilo, formando acido acético. O residuo de serina é, entdo,
liberado e o sitio catalitico da AChE fica disponivel para uma nova hidrolise do neurotransmissor
(ARAUJO; SANTOS; GONSALVES, 2016). Uma representacdo esquematica da hidrdlise da
ACh que ocorre no sitio ativo da AChE encontra-se na Figura 8.

Além da hidrélise da ACh, foram descobertas fun¢fes ndo-colinérgicas da AChE. Algumas
evidéncias sugerem que a enzima teria papel essencial no desenvolvimento das placas senis, pois
aceleraria a deposicdo da Ag (ANAND; SINGH, 2013). A AChE, através do seu sitio anidnico
periférico, forma complexos estaveis com as placas senis (BARTOLINI et al., 2003) que
demonstraram serem mais toxicos que a Ag isoladamente (REYES et al., 2004; DINAMARCA et
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al., 2010). Tais descobertas sugerem o papel fundamental da AChE néo s6 na génese, mas também
na progressdao da DA (ANAND; SINGH, 2013).
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Figura 8: Representacdo esquematica da hidrolise da acetilcolina que ocorre no sitio ativo da enzima
acetilcolinesterase.
Fonte: ARAUJO; SANTOS; GONSALVES, 2016.

2.1.3.2. Inibidores da acetilcolinesterase utilizados na DA

Tao logo a hipdtese colinérgica surgiu, o estimulo do sistema colinérgico tornou-se a
principal estratégia terapéutica em estudos pré-clinicos e clinicos, os quais buscavam avaliar o
efeito de diferentes moléculas no déficit cognitivo em condicdes de envelhecimento fisioldgicase
patoldgicas (DOUCHAMPS; MATHIS, 2017). Enquanto os precursores da ACh e agonistas
muscarinicos falharam, de maneira geral, em melhorar a funcao colinérgica no SNC, os inibidores
da AChE demonstraram efeitos cognitivos satisfatorios (DOUCHAMPS; MATHIS, 2017). Assim,
em 1993, a tacrina (Cognex®, Figura 9) se tornou o primeiro iAChE aprovado pelo FDA para o
tratamento da DA (DEARDORFF; FEEN; GROSSBERG, 2015). Entretanto, estudos apontaram

a molécula como capaz de induzir 0 aumento sérico de transaminases, como a alanina
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aminotransferase (ALT), sugerindo dano hepatico em cerca de 50% dos pacientes (LOU et al.,
2015). Por este motivo, este farmaco ndo é mais empregado como terapia farmacoldgica no
tratamento da DA (IBRAHIM; GABR, 2019).

NH.

X
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N

Figura 9: Estrutura quimica da tacrina.
Fonte: FALCO et al., 2016.

Atualmente, os IAChE comumente prescritos para o tratamento sintomético da DA incluem
a donepezila (Aricept®), a rivastigmina (Exelon®) e a galantamina (Coglive®), cujas estruturas

quimicas estdo representadas na Figura 10.
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CI50 (rAChE) = 5,7 nM CI50 (hAChE) =4150 nM CIs50 (hAChE) =355 nM
CIso (rBuChE) = 7138 nM CIs0 (hBuChE) = 37 nM CIs0 (hBuChE) = 19100 nM

Figura 10: Estrutura quimica dos inibidores da enzima acetilcolinesterase aprovados para o tratamento da
doenca de Alzheimer. a) donepezila, b) rivastigmina e c) galantamina. AChE:
acetilcolinesterase; rAChE: acetilcolinesterase murina; rBuChE: butirilcolinesterase murina;
hAChE: acetilcolinesterase humana; hBuChE: butirilcolinesterase humana. Clso: concentracao
necessaria para inibir 50% da enzima.

Fonte: Adaptado de KNEZ et al., 2017.

e Donepezila
A donepezila (Figura 10a) foi aprovada em 1996 para o tratamento dos estagios leve e
moderado da DA (MEHTA; ADEM; SABBAGH, 2012), e, em 2006, foi indicada para tratar
também o estagio avancado da doenca (FDA, 2012). O farmaco é um inibidor seletivo e reversivel

da AChE, ligando-se ao sitio anidnico periférico da enzima. Encontra-se disponivel sob as formas



39

farmacéuticas de solucdo oral e de comprimido, apresenta biodisponibilidade oral de 100% e
atravessa facilmente a barreira hematencefalica, além de apresentar excrecdo lenta. Pode ser
administrada uma unica vez ao dia, com tempo de meia-vida de 70 horas. A dose inicial geralmente
prescrita é de 5 mg, podendo ser aumentada para 10 mg ap0ds algumas semanas. Recentemente,
uma dose diaria de 23 mg foi aprovada para os casos severos da DA (COLOVIC et al., 2013).
Entretanto, a dosagem de 23 mg/dia foi associada a efeitos adversos colinérgicos tipicos no sistema
gastrintestinal. Ainda assim, a analise do risco/beneficio suporta o uso dessa dose (FARLOW et
al., 2011). Além do efeito inibitorio da AChE, acredita-se que a donepezila possa agir também nos
niveis molecular e celular em praticamente todos os estagios da DA. Esses efeitos adicionais
incluem a inducdo da forma neuroprotetiva da AChE, blogueio do estresse oxidativo e a reducao
da expressao de citocinas pro-inflamatérias (JACOBSON; SABBAGH, 2008).

e Rivastigmina

A rivastigmina (Figura 10b) foi aprovada no ano de 2000 para o tratamento do estagio leve
a moderado da DA. A molécula atua por meio da ligacdo néo seletiva (também se liga a BuChEg)
e prolongada na porgéo anibnica do sitio ativo da enzima, e por isso é chamada de “pseudo-
irreversivel” (COLOVIC et al., 2013). A rivastigmina esta disponivel sob as formas farmacéuticas
de cépsula, de solucéo oral e de adesivo transdérmico. Essa Ultima esta relacionada a maior adesao
do paciente ao tratamento e a reducdo dos efeitos adversos (DEARDORFF; FEEN; GROSSBERG,
2015). A dose diaria varia de 1,5 a 13,3 mg, a depender da forma farmacéutica (ver Tabela 1). Os
efeitos adversos estdo relacionados com a acao colinérgica da molécula, incluindo nausea, vomito,

diarreia, anorexia e dor abdominal (BIRKS et al., 2009).

e Galantamina

Aprovada para 0 uso nos estagios leve a moderado da DA em 2001, a galantamina (Figura
10c) é um inibidor seletivo, competitivo e reversivel da AChE que se liga tanto ao subsitio aniénico
quanto a porcdo hidrofobica da enzima. Além disso, a molécula também & capaz de se ligar
alostericamente aos receptores colinérgicos nicotinicos (AGO et al., 2011; POHANKA, 2011).
Ap0s aadministracdo por via oral, a absorcao é rapida e completa, apresentando biodisponibilidade
entre 80% e 100%. Geralmente, o tratamento € iniciado com uma dose de 4 mg, administrada duas
vezes ao dia, podendo ser gradualmente elevado a 12 mg e duas administracOes diarias (TAYEB
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et al.,, 2012). Os efeitos adversos sdo similares aqueles observados para os IAChEs
supramencionados. Além dos efeitos sobre o sistema colinérgico, a galantamina pode estimular a
liberacdo de outros neurotransmissores (tais como dopamina e serotonina) ja que ela interage com
0S receptores nicotinicos e estes se localizam, também, nos terminais de neurdnios nao-
colinérgicos (AGO et al., 2011). Tal fato sugere o efeito pleiotrépico do farmaco.

A Tabela 1 apresenta resumo comparativo entre os trés iIAChE acima descritos, quanto as

formas de apresentacéo, dosagem usual e estagio da DA no qual sdo mais efetivos.

Tabela 1: Comparag&o entre os inibidores da enzima acetilcolinesterase disponiveis no mercado para o
tratamento da doenga de Alzheimer.

. Forma o Outras
Farmaco A Dosagem Indicacéo . N
Farmacéutica informacoes
Donepezila Comprimido 5;10; 23 mg Leve a severa Bem tolerado
Comprimido de 5;10mg
desintegracao
oral
Rivastigmina Cépsula 1,5;3;4;5;,6 mg Leveasevera Efeitos no trato
Solucéo oral 2mgmL? gastrintestinal
Adesivo 4,6 mg/24 h, Moderada a Melhor tolerado
transdérmico 9,5 mg/24 h, severa
13,3 mg/24
Galantamina Comprimido de 4;8; 12 mg Leve a moderada Efeitos no trato
liberacdo gastrintestinal
imediata
Comprimidos de 8; 16; 24 mg
liberacdo
prolongada
Solugéo oral 4 mgmL?

Fonte: Adaptado de GLYNN-SERVEDIO; RANOLA, 2017.

Apesar dos diferentes beneficios cognitivos e comportamentais atribuidos ao uso dos
IAChE, ao menos metade dos pacientes com DA s&o refratarios ao tratamento (KUMAR; SINGH,;
EKAVALLI, 2015). Enquanto que para a outra metade dos pacientes, a eficiéncia clinica dos

mesmos é considerada restrita, uma vez que estes farmacos apenas aliviam os sintomas da DA por
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um determinado periodo (MENDEZ-ROJAS et al., 2018). Dessa maneira, a busca por solucdes
farmacoldgicas capazes de prevenir ou tratar/curar a DA se faz tdo necesséria quanto atual.

2.1.4. Memoria e modelos animais da DA

A perda da memoria episodica € a principal manifestacdo clinica inicial da DA,
acompanhada por falha progressiva de outras fungdes cognitivas (TELLECHEA et al., 2018).
Conceitualmente, meméria € o produto gerado a partir dos processos de aquisigdo, de
consolidacédo, de armazenamento e de evocacdo de informacGes. As teorias que surgiram a fim de
explicar esse fendmeno ainda passam por modificacfes, porém parece ser consenso a ideia de que
diferentes subsistemas cognitivos estdo envolvidos na sua formagédo (AFFONSO, 2017).

De acordo com Purves e colaboradores (2011), o critério de classificagdo dos tipos de
memo©ria (Figura 11) depende do periodo de tempo durante o qual ela permanece efetiva. Dessa
forma, uma memoria pode ser imediata, de curto prazo ou de longo prazo. No primeiro grupo, as
informacdes ficam retidas no cérebro por alguns segundos, envolvendo todos os sentidos e dando
ao individuo a sensagdo de “tempo presente”. J4 a memoria de curto prazo esta relacionada coma
habilidade de reter uma informacéo por alguns segundos ou minutos. Nesse grupo, se encaixa a
memoria de trabalho, responsavel por reter a informacdo por tempo suficiente até a ativacdo de
funcBes cognitivas mais complexas. Finalmente, a memdria de longo prazo seria aquela
responsavel por armazenar as informacdes por horas, dias, meses e até mesmo anos (PURVES et
al.,, 2001). Esse grupo se subdivide em memdria explicita, referente a fatos, eventos,
acontecimentos pessoais, € memoria implicita, evocadas de maneira mais automatica, como andar
de bicicleta, por exemplo. Dentro da categoria da memoria explicita, chamada por alguns autores
de memdria declarativa, encaixam-se as memorias episodicas e semanticas, que interagem entre
si durante o processo de evocacdo intencional (AFFONSO, 2017). Como dito anteriormente, esse

tipo de memdria é o mais comumente afetado pela DA.
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Memoéria imediata

Memoéria Humana — Memoéria de curto prazo
Implicita
(ndo-declarativa)
Meméria de longo prazo - Episédica
- Explicita 2
(declarativa)
Semantica

Figura 11: Esquema representativo dos tipos de meméria.
Fonte: Elaborado pela autora (2019).

O hipocampo, a amigdala e diferentes regides corticais, incluindo a pré-frontal e a
entorrinal, estdo envolvidas nos processos de formacéo da memoria declarativa (IZQUIERDO et
al., 2013). Nos pacientes com DA, essas areas cerebrais apresentam-se significativamente mais
reduzidas e atrofiadas quando comparadas ao cérebro de idosos saudaveis (YANG et al., 2019),
sendo este um motivo provavel pelo qual episddios de amnésia sdo observados nos estagios iniciais
da doenga.

A habilidade humana de formacdo da memodria de longa duracdo é dependente de
modificacdes sinapticas estruturais e funcionais observadas ao longo de periodos que podem durar
horas, dias ou semanas (IZQUIERDO et al., 2003; IZQUIERDO et al., 2008). O aumento da
eficacia sinptica também é conhecido como potencial de longa duracdo (LTP — do inglés long-
term potentiation) (SILVERIO; ROSAT, 2006). Essas modificaces, chamadas de plasticidade
neural, incluem a formacdo de novas sinapses, a neurogénese, e as remodelagens sinapticas e
estruturais do cérebro, e envolvem mudancas nos mecanismos de sinalizacdo que envolve a
regeneracdo neural. Todo esse processo torna-se essencial a memoria e ao aprendizado, posto que
a sinalizacdo por intermédio dos potenciais poOs-sinapticos apresenta gastos energéticos muito
elevados. Para compensar, o cérebro mantém baixo o nimero de sinapses. Logo, qualquer dano
cerebral capaz de interferir nos mecanismos de regeneracdo e de modelagem podera afetar a
memdria (SUN, 2018).

O mecanismo pelo qual o LTP atua na aquisicdo da memoria ja foi descrito previamente.

Resumidamente, a mudanca eletrofisiologica advinda de um LTP que se observa nas sinapses &
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capaz de ativar receptores excitatdrios, ocasionando a abertura de canais dependentes de voltagem
e entrada de ions Ca?*. Enzimas dependentes desses ions fosforilam proteinas envolvidas na
transcricdo génica, levando a sintese proteica, no neurdnio ativado, daquelas que alteram as
funces sinapticas e regulam todo esse processo (IZQUIERDO et al., 2013). O fator neurotrofico
derivado do cérebro (BDNF — do inglés brain derived neurotrophic factor) é uma das principais
proteinas envolvidas na modulacéo do processo descrito acima (BUDNI et al., 2015; GIUFFRIDA,
COPANI; RIZZARELLI, 2018; KOWIANSKI et al., 2018).

Evidéncias apontam o sistema colinérgico como um dos sistemas neurotransmissores que
modulam o processamento da memoria. Um ponto, porém, permanece obscuro e ele se refere a
qual papel, de fato, a ACh desempenha no processamento da memdria. Anteriormente, foi
demonstrado que os niveis extracelulares de ACh encontram-se elevados pelos processos de
aprendizado e de memoria; que essa elevacao é geralmente correlacionada com o tipo de memoria
e seu tempo de duracdo e, ainda, que somente a atividade locomotora nao seria capaz de explicar
esse aumento. Contudo, ndo existe consenso se a ACh participa, produz ou seria necessaria para o
processo de memoria (PARENT; BAXTER, 2004). Projec¢des colinérgicas oriundas de diferentes
regides dos nucleos de base cerebrais inervam o cortex e o hipocampo (HASSELMO; SARTER,
2011). Uma vez liberada a ACh na fenda sinéptica, a transducdo dos sinais acontece pela sua
ligacdo aos receptores nicotinicos e muscarinicos (SHIN; DIXON, 2015). Os receptores
ionotrdpicos nicotinicos sdo excitatorios e o subtipo o7 é abundantemente encontrado no
hipocampo. Sua particularidade consiste em ser permeavel aos ions Ca?*, por outro lado, os
receptores muscarinicos subtipos M1 (excitatorio), M2 e M4 (inibitorios) sdo expressos nas
membranas pré e pos-sindpticas hipocampais. Enquanto M1, subtipo mais abundante, regula
fundamentalmente a excitabilidade neuronal, M2 e M4 modulam a liberacdo de
neurotransmissores (HAAM; YAKEL, 2017).

Muito antes, porém, da demonstracdo de transmissdo colinérgica, ja havia evidéncias de
que colinomimeéticos e anticolinérgicos afetavam a memoria e a aprendizagem (JERUSALINSKY;;
KORNISIUK; IZQUIERDO, 1997). No inicio do século passado, por exemplo, as propriedades
amnésicas da escopolamina, antagonista muscarinico ndo-seletivo, ja eram demonstradas (GAUS,
1906). Por conta dessa propriedade, a escopolamina tem sido tradicionalmente usada no campo da
neuropsicofarmacologia como um padrdo de inducdo de déficits cognitivos relacionados ao
envelhecimento e a deméncia (KLINKENBERG; BLOKLAND, 2010). Em camundongos, a
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intervencdo induzida pela escopolamina desregula a atividade colinérgica no hipocampo,
interferindo nos processos de aprendizagem e de memoria (LEE et al., 2018). Além do déficit
cognitivo, a molécula pode induzir disfuncdo colinérgica cerebral e estresse oxidativo (XU et al.,
2019). Dessa forma, o uso da escopolamina como um modelo farmacologico de amnésia resultante
de déficit colinérgico ganhou popularidade ap6s a hipotese colinergica (KLINKENBERG;
BLOKLAND, 2010) e a sua aplicacdo em modelos animais difundiu-se como uma estratégia de
pesquisa na busca por tratamentos para a DA (LEE et al., 2018).

Segundo Laurijssens; Aaujard; Rahman (2013), o uso de modelos animais no processo de
busca pela prevencdo e/ou cura da DA é considerado desejado, se ndo essencial. Sendo assim,
diversos modelos além daquele do déficit cognitivo induzido pela escopolamina tém sido
desenvolvidos e aprimorados nos ultimos anos, conforme resumo apresentado na Tabela 2. Paraa
conducdo desse trabalho, foi utilizado o modelo de déficit cognitivo induzido pela administracéo

da escopolamina, conforme descrito na se¢do “4. Material e métodos”.

Tabela 2: Descrigdo dos modelos animais utilizados na triagem de novas moléculas para a doenca de

Alzheimer.

Tipo de Modelo Acédo Referéncias

Natural Animais espontaneamente desenvolvem  LAURIJSSENS; AUJARD;
algumas caracteristicas neuropatologicas RAHMAN, 2013;

g patolog LANGUILLE etal., 2012

semelhantes a DA

Genético Utiliza-se da tecnologia transgénica para  SASAGURI et al., 2017;

. o - HOLM; ALSTRUP; LUO,

reproduzir em animais as caracteristicas 2016
patoldgicas da DA

Intervencional Replica-se em animais alguns sinais FACCHINETTI;

BRONZUOLI; SCUDERI,
2017; GOTHWAL et al.,
administracdo de farmacos/agentes 2019

caracteristicos da DA por meio da

quimicos ou pela inducdo de lesdes em

regides especificas do cerebro.

Fonte: Elaborado pela autora (2019). DA: doenca de Alzheimer.
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Como a busca por novos agentes terapéuticos eficazes instigam o0s pesquisadores e
impulsionam as pesquisas, 0s produtos de origem vegetal representam uma alternativa a ser

explorada em doencas, tal como a DA.

2.2. RESVERATROL

Os compostos fenolicos representam a classe de metabolitos secundarios mais abundantes
do reino vegetal e se derivam da fenilalanina, aminoacido aromético proveniente da via do
chiquimato (DAI; MUMPER, 2010; CZELUSNIAK et al., 2012). Quimicamente, os polifenois
sdo caracterizados pela presenca de um ou mais anéis aromaticos ligados a um ou mais grupos
hidroxila (BIJAK; PONCZEK; NOWAK, 2014), e contribuem para a manutencdo de diferentes
processos fisiologicos dos vegetais, incluindo a absorcdo da radiagdo ultravioleta (RUV) e a
reducdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (TUONG; WALKER; SIVAMANI, 2015). Esses
compostos sdo categorizados em diferentes classes que se diferenciam, principalmente, em funcéo
do namero de anéis fenolicos presentes, dos grupos substituintes que se ligam a estes anéis, e pelas
possiveis ligacdes que podem fazer com outras moléculas (MATIAS, 2012). Nessa categoria,
incluem-se os flavonoides, os &cidos fendlicos, os taninos, as ligninas e os estilbenos (MANACH
etal., 2004; JUNIOR; TEIXEIRA; MACEDO, 2015).

Os estilbenos sdo compostos naturais envolvidos nos mecanismos de resisténcia das
plantas a condigdes de estresse, como ataque de micro-organismos e RUV, por exemplo. Por este
motivo, também sdo chamados de fitoalexinas, do grego phytos = planta e alekein = defender.
Trata-se, geralmente, de compostos pequenos, cujo peso molecular varia entre 210 e 270 g Mol
e cuja estrutura é caracterizada por um esqueleto 1,2-difenil-etileno (Figura 12; KASIOTIS et al.,
2013).

Figura 12: Estrutura quimica do esqueleto estilbenoide.
Fonte: DOGAN, 2008.
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Dentre os estilbenoides j& identificados at¢é o momento, o resveratrol, 3,4’,5-
trihidroxiestilbeno, € o mais conhecido e melhor caracterizado (ROUPE et al., 2006). Esse pode
existir sob as formas estéreo-isoméricas cis-(Z)- e trans-(E)-resveratrol (Figura 13). Os beneficios
bioldgicos da molécula séo atribuidos a forma trans-RSV; porém, devido a sua conformacdo, a
forma cis-RSV é a mais estavel (CHATTERJEE et al., 2018). Sob a a¢do da luz, a forma trans- é
convertida a forma cis- da molécula (SIMKOVITCH; HUPPERT, 2015).

OH

- =
OH

OH

OH

trans-Resveratrol cis-Resveratrol

Figura 13: Estruturas quimicas do trans-resveratrol e do cis-resveratrol. (3 e 5: posi¢do da hidroxila no anel
A; 4’: posi¢ao da hidroxila no anel B).
Fonte: Adaptado de GAMBINI et al., 2015.

O RSV foi primeiramente isolado das raizes de Veratrum grandiflorum O. Loes em 1940,
e nos anos de 1960, foi encontrado nas raizes de Polygonum cuspidatum, espécie vegetal asiatica
amplamente utilizada pela medicina tradicional Chinesa e Japonesa daquela época (PANGENI et
al., 2014). Atualmente, sabe-se que o RSV esta presente em um grande nimero de vegetais, tais
como o amendoim, frutas vermelhas e uvas (MALHOTRA; BATH; ELBARBRY, 2015), sendoo
vinho tinto a mais conhecida fonte dietética do RSV, justificando assim a hip6tese de que o RSV
seja um dos fatores mais importantes do que ¢ conhecido como “Paradoxo Francés” (FEI et al.,
2018). Esta relacdo surgiu a partir de observac6es epidemioldgicas que demonstraram baixas taxas
de doencas coronarianas entre os franceses apreciadores de vinho, apesar de uma dieta rica em
gordura animal, consumo excessivo de tabaco e pouca atividade fisica (NGUYEN et al., 2017).
Desde entdo, diversos relatos associam o RSV a prevencao e/ou capacidade de tratamento de
diversas doencas, incluindo aquelas relacionadas ao processo de envelhecimento e de

neurodegeneracdo (YU; LI, 2012), tal como a DA.
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2.2.1. Absorcao, metabolismo e biodisponibilidade

A molécula de RSV [Chemical Abstract Service (CAS) numero 501-36-0] apresenta-se
como um po esbranquicado, de formula molecular C14H1,03, peso molecular de 228,25 g Mol e
ponto de fusdo entre 253 °C e 255 °C (AMRI et al., 2012). Possui caracteristica lipofilica
(coeficiente de partico igual a 3,40), soltvel em etanol (~ 50 mg mL™) e em dimetilsulfoxido
(DMSO; ~ 16 mg mL™), porém praticamente insolvel em agua (~ 3 mg 100 mL™), e possui alta
permeabilidade (SOLDATI, 2015). Moléculas que seguem esse perfil sdo enquadradas na classe
Il do Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB) (AMIDON et al., 1995).

A biotransformacdo do RSV acontece tdo logo ele atinge o trato gastrintestinal (Figura 14;
SPRINGER; MOCO, 2019). Pela via de administracao oral, 0 RSV pode ser absorvido no intestino
tanto por difusdo passiva quanto pela formacdo de complexos com transportadores presentes na
superficie da membrana (GAMBINI et al., 2015). Nos enterdcitos, a molécula passa pelo
metabolismo de fase Il, produzindo metabdlitos polares a partir de reacGes de conjugacao
mediadas pelas enzimas uridina 5’-difosfo-glucuronosiltransferases (UDP-
glucuronosiltransferase; UGT) e sulfotransferases. As reacfes de glucuronidacdo e sulfatacdo
alteram as propriedades bioldgicas do RSV, e as formas conjugadas do composto e uma pequena
fracdo sob a forma livre podem alcancar o limen intestinal via membrana apical ou atravessar a
membrana basolateral e alcancar a corrente sanguinea (WANG; SANG, 2018; SPRINGER;
MOCO, 2019). Sob a forma livre, 0 RSV pode se ligar a aloumina e as lipoproteinas, incluindo as
de baixa densidade (LDL), formando complexos. Estes complexos podem ser dissociados em
membranas celulares que apresentam receptores para albumina e LDL, por exemplo, liberando o
RSV que pode, entdo, entrar nas células (GAMBINI et al., 2015).
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Sistema % "‘F
Rasvaratrol Digastivo . Coragio srebro
\ ‘ \.uc.sl.-,_o

Circulagio Enteropitica

Intastino
Grosso

Figura 14: Representacdo esquematica do metabolismo simplificado do resveratrol. (RSV — Resveratrol;
GLU-RSV - forma glucuronidea; SUL-RSV — forma sulfatada).
Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Partes das fracbes de RSV conjugadas e livres que alcancam o Iimen intestinal séo
metabolizadas pela microbiota intestinal, sendo, entdo, excretadas pelas fezes. Ja a outra parte pode
ser absorvida e alcancar tanto o figado quanto outros Orgdos e serem, posteriormente,
metabolizadas e excretadas. Metabdlitos do RSV podem circular do figado para a bile, atingindo
novamente o intestino por meio da circulacdo enteropatica. No intestino delgado, pode ocorrer
hidrélise do RSV e dos seus metabdlitos antes de alcangarem a circulagcdo portal e serem
transportados, novamente, para o figado (SPRINGER; MOCO, 2019). A circulagio enteropatica,
pode-se atribuir a presenca prolongada do RSV e de seus metabolitos na circulagdo sanguinea
(WALLE et al., 2004). A partir do figado, as formas livres e conjugadas do RSV atingem a
circulacdo sistémica e sdo absorvidas pelos tecidos periféricos. Nos rins, pode ocorrer a excrecao
dos metabdlitos polares da molécula (SPRINGER; MOCO, 2019). Vale aqui ressaltar que o
metabolismo do RSV, assim como o de outras substancias quimicas, pode ser influenciado pela
variabilidade interindividual, por exemplo, polimorfismo genético das enzimas
biotransformadoras (RITTER, 2007; UNG; NAGAR, 2007) e por outros fatores, tais como dose,
espécie, sexo, tecido e estagio de determinada doenca (WANG; SANG, 2018).
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Apesar do carater lipofilico e da sua alta absor¢do, 0 RSV apresenta biodisponibilidade
extremamente baixa (FRANCO et al., 2012). Fatores como a reduzida solubilidade da molécula
em &gua, isomerizacdo e metabolismo pré-sistémico répido e extenso estdo relacionados com a
baixa distribuicdo tecidual do RSV (SANTOS et al., 2019), exigindo certa cautela ao extrapolar
os efeitos observados in vitro para modelos de estudos in vivo. Ainda assim, muitos estudos
demonstraram a eficacia da molécula em modelos animais. A atividade bioldgica do composto
pode estar relacionada ao processo de recirculacdo enteropética, seguida da desconjugacgdo e
reabsorcdo dos metabdlitos no intestino delgado. Os proprios metabdlitos, por sua vez, podem
apresentar atividade farmacologica (GAMBINI et al., 2015). Estas possibilidades, no entanto,
carecem de maior investigacao e representam uma interessante hipotese a ser explorada no que
tange a farmacocinética do RSV.

A fim de solucionar a biodisponibilidade reduzida do RSV em humanos, diferentes
estratégias tém sido exploradas nos ultimos anos. Uma vez classificada como molécula de classe
Il no SCB (baixa solubilidade e alta permeabilidade), uma pequena alteracdo na solubilidade
poderia melhorar a biodisponibilidade de forma significativa (AMRI et al., 2012). Um exemplo
seria 0 desenvolvimento de sistemas de drug delivery capazes de promover uma rapida absor¢ao
de uma quantidade consideravel do ativo, aumentando a sua concentracdo plasmatica.
Formulacgdes orais (NEVES et al., 2013) e tdpicas do tipo nanolipidica sélida (OLIVEIRA et al.,
2017) e dispersbes soélidas (SPOGLI et al., 2018) demonstraram melhora expressiva na
solubilidade do RSV, estabilizando a molécula contra a isomerizagdo e melhorando sua
biodisponibilidade. Outra abordagem muito empregada € a sintese de novos e potentes analogos
do RSV, os quais possuem propriedades farmacocinéticas e bioldgicas melhores quando
comparadas & molécula-lider. Sdo considerados derivados estruturais do RSV moléculas cujas
mudancas estejam relacionadas com o tipo, 0 nimero e a posicao dos substituintes (CHIMENTO
etal., 2019).

O investimento em abordagens que visam aumentar a biodisponibilidade e o potencial
farmacoldgico do RSV tem despertado o interesse cientifico nos Gltimos anos. Além de ser um
composto de origem vegetal, estudos in vitro e in vivo apontam a molécula como uma possivel
alternativa para a prevencao e o tratamento de diferentes patologias imunomediadas, neurolégicas

e neurodegenerativas. O desenvolvimento de sistemas de drug delivery ou mesmo derivados
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estruturais do RSV representam uma possibilidade de reprodutibilidade em estudos clinicos dos

efeitos terapéuticos observados nos ensaios pre-clinicos.

2.2.2. Propriedades biologicas

As caracteristicas fisico-quimicas do RSV permitem que a molécula atravesse
passivamente as membranas celulares e interaja com receptores presentes nessas membranas, além
de ser capaz de interagir com moléculas intra- e extracelulares. Dessa maneira, 0 RSV pode exercer
seu mecanismo de acdo por ativacdo de cascatas de sinalizacdo iniciadas apos interacdo da
molécula com receptores de membrana, por ativacdo de mecanismos intracelulares, ou, ainda, por
atuagdo nos niveis intracelulares (GAMBINI et al., 2015).

Nesta perspectiva, diferentes atividades bioldgicas ja foram atribuidas ao RSV, incluindo
acdo antioxidante (BASHIR, 2018), anti-inflamatéria (YANEZ et al., 2019) e neuroprotetora (QI
etal., 2019). Distintos trabalhos cientificos demonstraram ainda que, a molécula também apresenta
acdo antitumoral (KUNDU; SURH, 2008; WANG et al., 2019), cardioprotetora (RIBA et al.,
2017), antialérgica (JOHNSON-WEAVER et al., 2018), osteogénica (TSENG et al., 2011),
fotoprotetora (OLIVEIRA et al., 2016), e antidiabética (SOUFI et al., 2012).

2.2.2.1. Acdo antioxidante

As EROs e as espécies reativas de nitrogénio (ERNSs) sdo constantemente produzidas no
organismo a partir de processos enddgenos envolvidos no metabolismo aerdbico, e exdgenos, 0s
quais incluem agentes ambientais, radiagdo e exposicéo a determinados metais (ROLEIRA et al.,
2015). Tais espécies participam da manutencdo da homeostase celular. Entretanto, quando ha
excesso na producdo de EROs ou deficiéncia na remocao por meio de sistemas antioxidantes
fisioldgicos, enzimaticos ou ndo, origina-se uma condicdo conhecida como estresse oxidativo
(DURACKOVA, 2010; SOLDATI et al, 2018).

O dano oxidativo contribui com a patogenia de diferentes doencas, incluindo as
neurodegenerativas (CENINI; LLORET; CASCELLA, 2019). Sendo assim, muito tem sido
investigado a respeito dos antioxidantes exdgenos, principalmente aqueles de origem vegetal,
incluindo o0 RSV, cujo potencial antioxidante ha muito tem sido estudado.

A capacidade antioxidante do RSV depende do arranjo dos grupos funcionais na sua

estrutura nuclear. Dessa forma, a configuragdo cis/trans, a substituicdo e o total de hidroxilas (—
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OH), bem como a posicdo que ocupam na estrutura molecular, influenciam diretamente nos
mecanismos pelos quais o composto exerce a sua acdo antioxidante (SALEHI et al., 2018).
Anteriormente, foi demonstrado que tanto a —OH da posigdo 4’ quanto aquelas posicionadas nos
carbonos 3 e 5 (Figura 13) sdo importantes para a atividade antioxidante do RSV (SZEKERES et
al., 2010). Além disso, também foi demonstrado que o trans-RSV pode agir de maneira eficiente
na neutralizacdo de radicais hidroperoxila (¢*OOH) (IUGA; ALVAREZ-IDABOY; RUSSO, 2012).
Entretanto, a capacidade de captura dos elétrons desemparelhados parece ndo ser o Unico
mecanismo de acdo antioxidante do RSV. A molécula pode atuar, indiretamente, na modulacéo de
cascatas antioxidantes mitocondriais e nucleares (KONYALIOGLU et al., 2013; GAMBINI et al.,
2015; SALEHI et al., 2018).

2.2.2.2. Acdo imunomoduladora

Os estilbenoides, incluindo o RSV, sdo polifendis de carater acido que possuem atividade
imunomoduladora e anti-inflamatéria atuando em diferentes alvos (SALEHI et al., 2018). A
inflamacdo ocorre a partir da secrecdo de citocinas e quimiocinas, também chamadas de
interleucinas (IL). Essas proteinas promovem uma espécie de sinalizacao intercelular, mobilizando
leucdcitos da corrente sanguinea para o local da lesdo. Ao se ligarem aos seus respectivos
receptores de membrana, os mondcitos e macrdéfagos sdo ativados para eliminarem os patdgenos
e/ou células danificadas (LANCOU; FRAZZI; LATRUFFE, 2016).

Recentemente, 0 RSV demonstrou ser capaz de bloquear, em modelo animal, a inducéo da
expressao de receptores do tipo Toll 4 (TLR4) e do fator nuclear de transcricdo (NF-kB), bem
como diminuiu os niveis séricos do fator de necrose tumoral (TNF) e da IL-6, a producdo de EROs
e 0s niveis da ciclooxigenase (COX)-2 (ZHOU et al., 2017). O TLR4 esta associado ao processo
de neuroinflamacéo e, em razdo disso, tornou-se alvo terapéutico em potencial. Ainda, 0 RSV
suprimiu significativamente a expressdo de TLR4, NF-xB e do grupo de proteinas 1 de alta
mobilidade (HMGB1, do inglés High Mobility Group Box-1) em modelo de lesdo cerebral
induzida em ratos (ZHANG et al., 2016), além de impedir a translocagdo da HMGB1 nuclear para
o citoplasma e meio extracelular durante infec¢do pelo virus da dengue (ZAINAL et al., 2017).
Sabe-se que a interacdo da HMGB1 com TLR4 é capaz de iniciar uma cascata de sinalizac¢ao a
qual ativa o fator de transcricdo NF-«kB, envolvido na regulagdo da inflamagdo e na ativagdo de

células imunoldgicas (SHI et al., 2018).
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A molécula de RSV também pode exercer efeito anti-inflamatério via inibicdo da
expressdo do Oxido nitrico sintase induzida (iNOS), enzima envolvida na produc¢éo de 6xido nitrico
(ON), bem como pode inibir a producdo de EROs (COUTINHO et al., 2018). Em ratos, a
administracao crénica de RSV foi capaz de bloquear a hiperexcitabilidade neuronal por meio da
inibicdo da cascata de sinalizacdo da COX-2 central e periférica (SEKIGUCHI et al., 2016). Ex
vivo, 0 RSV também inibiu lesdes inflamatdrias na cavidade oral (MARTINS et al., 2018).

2.2.2.3. Acao neuroprotetora

O sistema nervoso também se beneficia das propriedades farmacoldgicas do RSV. Estudos
prévios ja demonstraram a acao neuroprotetora do RSV em DA (SAWDA; MOUSSA; TURNER,
2017; ALKIHOULI et al., 2019), doenca de Parkinson (LIU et al., 2019), esclerose multipla
(GANDY et al., 2019) e doenca de Huntington (TELLONE et al., 2015). O estresse oxidativo é
um fator comum observado nessas patogenias, afetando diversos tipos celulares, especialmente os
neuronios (SUN et al., 2010). No entanto, o papel neuroprotetor do RSV parece ndo estar
relacionado somente a sua a¢do antioxidante e imunomoduladora (SALEHI et al., 2018).

Em 2015, foi demonstrado por Bastianetto; Ménard; Quirion, que um dos mecanismos pelo
qual o RSV exerce acdo neuroprotetora € a ativacao da via de sinalizacdo das sirtuinas (SIRT). As
SIRT representam uma classe de deacetilases que, nos tltimos anos, emergiram como um potencial
alvo terapéutico para o tratamento de doencas neurodegenerativas (ALBANI; POLITO;
FORLONI, 2010). Através da sua acdo sobre as SIRT, o RSV pode melhorar as funcbes
mitocondriais e a biogénese (SALEHI et al., 2018). Além disso, existem evidéncias de que a
ativacdo das SIRT pode inibir a via de transcricdo do NF-kB, prevenindo a senescéncia celular, a
neurotoxicidade de placas S-amiloides e diminuindo a liberagdo de citocinas pré-inflamatorias,
tais como IL-6 e TNF (XU et al., 2019). Tal efeito se torna particularmente interessante ao
considerar a neuroinflamacdo como fator preponderante na génese e/ou progressao das doencas
neurodegenerativas. H4, ainda, evidéncias de que as SIRT estejam envolvidas na regulacdo do
processo bioldgico de estresse oxidativo. A SIRT1, um dos membros da familia das SIRT, regula
importantes fatores de transcri¢do, incluindo o fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2
(Nrf2, do inglés nuclear fator erythroid 2-related factor2) (DO et al., 2014). O Nrf2 induz a
transcricdo de enzimas antioxidantes, sendo, entdo, considerado um regulador fundamental do
processo antioxidante fisiolégico (HAHN; OLIVEIRA; BOCK, 2017).
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Em ratos induzidos ao dano colinérgico, a administracdo intraperitoneal (i.p.) de RSV
melhorou o aprendizado espacial e o desempenho no campo aberto, bem como atenuou a
imobilidade dos animais (KARTHICK et al., 2016). Além disso, 0 RSV inibiu a producéo e a
agregacao de p-amiloide em diferentes linhagens celulares, e em modelos animais, preveniu a
perda neuronal induzida por placas Ag, a morte celular, o0 acimulo de produtos provenientes da

peroxidacdo lipidica e, ainda, inibiu a produgdo de iNOS no hipocampo (REGE et al., 2014).

2.2.3. Aza-estilbenos analogos do resveratrol

Na tentativa de melhorar o potencial farmacologico do RSV, nosso grupo de pesquisa tem
dedicado esforcos na sintese e na avaliacdo de propriedades bioldgicas de um novo grupo de
analogos do RSV, denominados aza-estilbenos (Figura 15).

RSVA1. R, = CO,H
NH; 2 RSVA2. R, = OMe

R .
O 1 3 RSVA3. R, = NMe,
N 4 RSVA4. R; = NO,
> 1 - ©/ 5 RSVAS. R, = OH
4 2 - RSVA6. R, = OH
EtOH

3 RSVA7. R; = OH; R, = OMe
RSVAS. R, = R; = R, = OMe

Figura 15: Rota sintética dos derivados aza-estilbendides do resveratrol.
Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Anteriormente, esses compostos apresentaram atividade antituberculose (PAVAN et al.,
2011), antioxidante (CALIL et al., 2012) e despigmentante (FRANCO et al., 2012). Recentemente,
estudos in silico e in vitro demonstraram a capacidade de interacdo entre esse grupo de analogos e
a enzima AChE (dados ainda ndo publicados). Motivados por esses resultados, realizou-se
protocolos pré-clinicos adicionais objetivando avaliar o potencial neuroprotetor do RSVA6 —
molécula com melhor desempenho na inibigéo in vitro da AChE — no modelo de déficit cognitivo
induzido pela escopolamina. O presente estudo foi conduzido dentro do contexto epidemiologico
que aponta um cenario atual de processo de inversao da piramide etaria e o envelhecimento
populacional como um dos principais fatores de risco para doencas neurodegenerativas, incluindo

a DA. Ademais, as estratégias atualmente disponiveis para a abordagem terapéutica da DA ainda
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sdo limitadas e, por este motivo, diferentes grupos cientificos ao redor do mundo se dedicam a
pesquisar e a desenvolver possiveis alternativas farmacoldgicas e ndo farmacoldgicas. Por
conseguinte, mas ndo menos importante, modular terapeuticamente o sistema colinérgico foi a
melhor alternativa até o presente momento, que, de fato, produziu efeitos clinicos durante o

desenvolvimento e progressao da DA, ainda que temporarios.
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3. OBJETIVOS

3.1. GERAL
Avaliar o efeito neuroprotetor do RSVA6 no modelo experimental de déficit cognitivo

induzido pela escopolamina em camundongos.

3.2. ESPECIFICOS
e Avaliar a atividade antioxidante in vitro de RSVA6 pelo método do 1,1-difenil-2-
picrilhidrazil (DPPH);
e Investigar o efeito do RSVAG no déficit cognitivo induzido pela escopolamina;

e Auvaliar o efeito do RSVA6 na memoria de trabalho durante a administracéo da
escopolamina;

e Investigar a acdo ansiolitica do RSVAG6 durante a administracdo da escopolamina.

e Investigar o efeito motor do RSVAG durante o modelo experimental de escopolamina.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. MOLECULA-TESTE: RSVAG

A partir do trabalho prévio realizado pelo nosso grupo de pesquisa, a molécula RSVAG
apresentou importantes atividades farmacoldgicas. Uma série de moléculas analogas ao RSV foi
sintetizada (PAULA et al., 2013) e submetida a andlises in silico, cujos resultados demonstraram
que as modificacdes realizadas na estrutura do RSV sugeriam uma melhor interacdo da RSVAG
com a AChE, quando comparada a molécula-lider. Tal predi¢éo se confirmou na andlise in vitro,
cujo ensaio foi conduzido seguindo o método colorimétrico de Ellman (ELLMAN et al., 1961)
com algumas modificagdes ja publicadas pelo nosso grupo (LUCAS et al., 2019; ASSIS et al.,
2019). A molécula RSVAG inibiu a enzima em 92,4 % (Clso = 2,22 x 10 M), enquanto o RSV
inibiu 56,2% da atividade enzimatica (Clso = 3,27 x 10° M), quando comparadas ao padrdo
fisostigmina (100%; Clso = 7,69 x 109).

4.2. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade antioxidante do RSVAG6 foi avaliada pelo método de sequestro de espécies
reativas de oxigénio, atraves da reducdo do 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH; Sigma-Aldrich,
EUA), descrito por Sreejayan e Rao (1996), com pequenas modificacGes. Inicialmente, preparou-
se solucdo de DPPH na concentracdo de 0,05 mM por meio da pesagem de 1 mg de DPPH que foi
solubilizado em 50 mL de etanol grau absoluto (EtOH P.A.; Cromato Produtos Quimicos LTDA,
Brasil). Na sequéncia, seguiu-se o preparo da amostra. Foram pesados 2 mg de RSVAG,
solubilizados em 2 mL de EtOH P.A. para obtencdo de uma solucdo-estoque inicial de 1000 ug
mL, a partir da qual sucessivas diluicdes foram realizadas na proporcéo de 1:2 volume/volume
(v/v), utilizando EtOH P.A. como diluente. Em uma microplaca de 96 pocos, aliquotas de 50 pL
de cada uma das diferentes concentracdes de RSVA6 foram adicionadas a 150 uL da solucao de
DPPH. Ao término do processo, foram obtidas na placa, concentragdes teste na faixa de 0,97 a 250
ug mL™L. O branco da amostra foi preparado com 150 pL de EtOH P.A. e 50 pL da solugo-teste,
a fim de excluir possivel interferéncia da coloracdo da amostra. A placa foi cuidadosamente agitada
(MicroPlate Genie, Scientific Industries Inc, EUA) e, posteriormente, deixada em repouso, ao

abrigo da luz e a temperatura ambiente, por um periodo de 30 min. Em seguida, foi realizada a
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leitura da absorbancia em espectrofotémetro (Multiskan GO, EUA) em comprimento de onda fixo
de 510 nm. Resveratrol (98% de pureza; JiAherb, China) foi utilizado como controle positivo.
Valor de absorbéncia baixo representa atividade antioxidante frente ao DPPH. A atividade

antioxidante foi calculada através da Equacéo 1:

o\ _Aamostra-Acontrole
ooooooooo oooooooooooo (%) = o100

A DPPH

Em que: Aamostra € 0 Valor da absorbancia para a solugdo que contém a amostra mais o DPPH;
Acontrole Se refere ao valor de absorbancia da amostra mais o EtOH; e ApppH representa a

absorbéancia da solucdo de DPPH.

A porcentagem de atividade antioxidante de cada concentracéo foi calculada, e a partir da
curva concentracdo-resposta foi possivel obter a concentracéo inibitdria de 50% (Clso), isto €, a
concentracdo de RSVA6 (uM) necessaria para consumir 50% dos radicais livres presentes no

DPPH. Quanto menor o valor da Clsg, maior potencial antioxidante da amostra.

4.3. ANIMAIS

Neste estudo, duas linhagens de camundongos machos (Ordem Rodentia; Familia Muridae;
Espécie Mus musculus) foram utilizadas. A linhagem Swiss foi utilizada para os modelos
experimentais de teste do pellet enterrado e teste de reconhecimento de objetos. Os animais
pesavam, em média, 40 g e a idade aproximada era de 60 dias. Para os testes de campo aberto,
realocacdo de objetos e de labirinto em cruz elevado foram utilizados camundongos C57BL/6, cuja
idade aproximada era de 60 dias e 0 peso médio de 40 g. Esses animais sdo do tipo inbred, isto &,
homozigotos gerados a partir do cruzamento sucessivo entre irmdos. Devido & uniformidade
genética alcancada com o passar das geracdes, a linhagem inbred é mais sensivel e reage de
maneira mais homogénea aos modelos experimentais, tornando possivel a utilizagdo de um nimero
menor de animais (MAGALHAES, 2012). Por outro lado, a obtencdo de camundongos C57BL/6
¢ economicamente mais dispendiosa quando comparada aos animais Swiss, sendo este 0 motivo
pelo qual os experimentos aqui descritos foram iniciados com a linhagem Swiss e complementados
com a linhagem C57BL/6.
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Todos os animais utilizados neste estudo foram alojados em pequenos grupos em gaiolas
de polipropileno, cobertas com maravalha e com livre acesso a ragdo e agua. Os animais foram
mantidos em regime de luz (regime claro/escuro de 12 h; periodo claro iniciando as 07:00 h) e
temperatura (21 £ 1 °C) controlados. As manipulacGes ocorreram durante o periodo de 09:00 h e
16:00 h. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com a Diretriz Brasileira para o
Cuidado e a Utilizacdo de Animais em Atividades de Ensino ou Pesquisa Cientifica (DBCA;
CONCEA, 2016). Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comiss&o de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) sob o protocolo
3914220319. Os animais foram fornecidos pelo biotério da mesma universidade, e todos 0s
esforcos foram utilizados a fim de minimizar o sofrimento, bem como reduzir o nimero de animais
utilizados nos experimentos, pautado pelo principio dos 3Rs (Replacement, Reduction e
Refinement).

4.4. DESENHO EXPERIMENTAL

Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos experimentais e tratados
conforme a Figura 16. O grupo controle foi tratado apenas com solucéo salina (um estimulo oral e
dois intraperitoneais). A escopolamina (ESC) e a rivastigmina (RIVA) foram adquiridas das
empresas Sigma-Aldrich (EUA) e Biossintética (Brasil), respectivamente.
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= Controle (salina)
A) @B ESC (1 mg kg''; ip.)
Tratamento £3 RIVA (1 mg ke ip)
@D RSVAG6 (100 mg kg'!; v.0.)

Habituagdo Habituagdo Treinamento Teste
| | | | |
DIAS
1 2 3 4 5
Teste do pellet enterrado [
Teste do campo aberto
Teste de reconhecimento de objeto Teste do labirinto em cruz
Teste de realocagdo de objeto elevado
Eutanésia

B)

' 60 min ;
RIVASTIGMINA | ‘ _ |

SN My TESTES

30 min

Figura 16: Delineamento experimental dos ensaios in vivo. A) Distribui¢do das etapas ao longo da semana.
B) Sequéncia cronolégica de administracdo dos tratamentos. ESC: escopolamina; RIVA:
Rivastigmina; i.p.: intraperitoneal; v.o.: via oral.

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

4.5. TESTES COMPORTAMENTAIS E DE MEMORIA

4.5.1. Teste do pellet enterrado

O objetivo deste protocolo experimental foi avaliar a memoria e a capacidade olfativa dos
animais. Cada animal utilizado teve o seu peso registrado 48 h antes do experimento e, em seguida,
passou por uma restricdo alimentar a 90% do peso corporal. Durante este periodo que antecedeu o
teste, foram ofertados a cada animal dois pellets de cereal, os quais foram utilizados na avaliacao.

Os camundongos foram submetidos a um jejum alimentar de 18 h antes do inicio do treino e



60

subsequente habituacdo de 1 h na sala de experimentacdo comportamental. As gaiolas-teste foram
preparadas com 3 cm de maravalha fresca, sendo que em um dos cantos de cada gaiola foi
enterrado um pellet de cereal a 0,5 cm da superficie (Figura 17). Um Gnico camundongo foi
alocado em cada gaiola por vez, e o tempo de laténcia para que cada animal encontrasse o alimento
foi registrado. O treino teve duracdo de 5 min e para agueles animais que ndo encontraram o
sedimento, este foi o tempo de laténcia registrado. No dia seguinte ao treinamento, 0S
camundongos foram submetidos ao protocolo de tratamento e, entdo, o teste foi realizado da

mesma forma que no dia anterior.

Figura 17: Representagdo esquematica do animal durante o protocolo de avaliacdo da memaria olfativa
avaliada pelo teste do pellet enterrado.
Fonte: Elaborado pela autora (2019).

4.5.2. Teste de reconhecimento de objetos (TRcO)

Neste protocolo experimental, foi avaliada a memoria de reconhecimento dos animais
(Figura 18). Os animais foram, individualmente, acondicionados no campo aberto para habituacgéo
durante o tempo de 5 min, por trés dias consecutivos. No quarto dia, os mesmos foram colocados
sobre a mesma arena, porém com a presenca de dois objetos iguais posicionados na mesma linha
direcional e distantes 7 cm das paredes da caixa. Nesta sessdo de treinamento com duracéo de 5
min, foi registrado o tempo, em segundos, que cada animal gastou investigando cada um dos
objetos. Apds 24 h, os animais foram tratados conforme protocolo e, 1 h apds foram novamente
expostos aos objetos no campo aberto. Entretanto, o objeto menos explorado durante o treinamento

foi substituido por uma nova peca. Novamente, o tempo de exploracdo de cada objeto foi registrado
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como no dia anterior, durante o tempo de 5 min. Assim, foram consideradas como atividades
exploratorias o ato de cheirar, tocar ou observar o objeto a menos de 2 cm de disténcia. A funcéao
cognitiva foi avaliada em fungdo do indice de discriminacdo (ID), ou seja, o tempo gasto pelo
animal explorando o objeto novo comparado com aquele ja familiar. Para efeito de célculo,
utilizou-se ID = Tn/ (Tn + TF) x 100, no qual Tn = tempo gasto explorando o objeto novo e Tr=
tempo gasto explorando o objeto familiar (BHUVANENDRAN et al., 2018). Ao fim de cada
sessao, o campo foi limpo com etanol 10%, a fim de minimizar as pistas olfativas deixadas pelos

animais anteriores.

0 QL
“' > “' > \'

Habituagdo Treinamento Teste

Figura 18: Representagdo esquematica do protocolo de avaliagdo da memdria de reconhecimento, através
do teste de reconhecimento de objeto.
Fonte: Elaborado pela autora (2019).

4.5.3. Teste do campo aberto (TCA)

O teste do campo aberto permite avaliar a ocorréncia de possivel efeito dos tratamentos nas
atividades exploratéria e locomotora (RODRIGUES et al., 1996). O teste foi realizado em uma
caixa de madeira de dimensdes 40 cm x 60 cm x 50 cm, cuja base foi dividida em 12 quadrantes
iguais (Figura 19). As condicGes de luz, temperatura e ruido foram controladas durante todo o
procedimento. Os animais foram posicionados no centro do campo, com livre permissdo para
exploréa-lo durante o tempo de 5 min. O nimero de quadrantes cruzados com as quatro patas foi
contabilizado. Ao fim de cada sesséo, o aparato foi limpo com etanol 10%.
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Figura 19: Representagdo esquematica do animal sob avalia¢do das atividades exploratdria e locomotora
no teste do campo aberto.
Fonte: mindthegraph.com.

4.5.4. Teste de realocacdo de objetos (TRaO)

O teste de realocacdo de objetos avalia a memdria espacial em camundongos e o protocolo
experimental encontra-se representado pela Figura 20. Nos dois primeiros dias do protocolo, 0s
animais foram habituados no campo aberto por 5 min e as pistas visuais foram alocadas ao redor
do campo, a fim de servirem como guia. No terceiro dia, os camundongos foram novamente
treinados no campo aberto pelo mesmo tempo dos dias anteriores, porém com a presenca de dois
objetos iguais (A e B), os quais foram posicionados a 12 cm um do outro e a 11 cm da parede da
caixa. O tempo que os animais gastaram na exploracdo de cada objeto foi registrado, seguido do
calculo do tempo médio. No quarto dia, o objeto A foi realocado para outro ponto do campo,uma
vez que os camundongos gastaram, em média, menos tempo explorando A durante o treinamento.
Aos animais foi permitida, entdo, uma nova exploracdo de 5 min com registro dos tempos de
exploracdo para A (realocado) e B. Foram consideradas como atividades exploratorias o ato de
cheirar, tocar ou observar o objeto a menos de 2 cm de distancia. Nesta fase de teste, a memoria
espacial dos animais foi avaliada pelo célculo do indice de discriminacéo (ID), ou seja, 0 tempo
gasto pelo animal explorando o objeto realocado comparado com aquele ja familiar. Para efeito de
calculo, utilizou-se ID = Ta/ (Ta+ Tg) x 100, no qual Ta = tempo gasto explorando o objeto
realocado e Tg = tempo gasto explorando o objeto familiar. O campo e os objetos foram
higienizados ao fim de cada sesséo com etanol 10%, a fim de minimizar as pistas olfativas deixadas

pelos animais anteriores.
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Figura 20: Representacdo esquematica da avaliacdo da memoria espacial do animal através do teste de
realocacéo de objeto.
Fonte: Elaborado pela autora (2019).

4.5.5. Teste do labirinto em cruz elevado (LCE)

O labirinto em cruz elevado (LCE; Figura 21) baseia-se na averséo natural que os roedores
possuem por espacos abertos (SILVA, 2011) e pode ser utilizado para avaliar comportamento
motor, exploratério e niveis de ansiedade (AYDIN et al., 2016). O aparato consiste de dois bracos
abertos apostos (25 cm x 5 cm) perpendiculares a dois bracos fechados também opostos (25 cm x
5 cm x 15 cm) que se encontram em uma plataforma central (5 cm x 5 cm), elevados a umaaltura
de 50 cm do nivel do chdo. Inicialmente, cada animal foi colocado cuidadosamente na plataforma
central do labirinto de frente para o braco aberto, sendo permitida a livre circulacdo sobre o
labirinto durante 5 min. O nimero de entradas e 0 tempo gasto em cada bragco foram manualmente
registrados ao longo desse tempo, sendo que o registro ocorreu somente quando o animal colocou
as quatro patas dentro de um dos bracos, aberto ou fechado. Os dados coletados serviram como

medida de ansiedade.

Figura 21: Representacdo do animal durante o protocolo de avaliagdo de ansiedade, através do teste do
labirinto em cruz elevado.
Fonte: mindthegraph.com.
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4.6. ANALISES ESTATISTICAS

Todos os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média. Os resultados
foram submetidos a analise de variancia (uma- ou duas-vias ANOVA), a fim de analisar as
diferengas entre os grupos experimentais, e p < 0,05 foi definido como estatisticamente
significante. As analises foram realizadas com o auxilio do software Prism® verséo 6.0 (GraphPad
Software Inc., USA).

5. RESULTADOS

5.1. RSVA6 APRESENTOU ACAO ANTIOXIDANTE INFERIOR AO RESVERATROL

A avaliacdo da atividade antioxidante pelo método do DPPH é um método colorimétrico
simples que avalia a habilidade do composto testado em neutralizar o radical livre que se encontra
desemparelhado na molécula do DPPH. Sob a forma de radical, o DPPH possui coloracéo violeta
e absorbancia na faixa de 510-520 nm. Quando reduzido, o0 DPPH adquire coloracdo amarela e,
consequentemente, ocorre um decréscimo da absorbancia (ALVES et al., 2010). De maneira geral,
a presenca de grupos —OH na estrutura basica dos compostos confere maior capacidade de
neutralizacdo de radicais livres (SOLDATI, 2015).

O Gréfico 1 apresenta o perfil antioxidante do RSV e do RSVAG6 no protocolo utilizando
o DPPH. O RSV apresentou uma relacdo de inibicdo dose-dependente, ou seja, quanto maior a
concentracdo do composto, maior a neutralizacdo do DPPH. Na faixa de concentracdo que variou
de 0,9 a 62,5 ug mL?, a porcentagem de atividade antioxidante do estilbeno variou de 30% a 90%.
Além disso, foi possivel demonstrar a acdo do RSV por meio da sua concentracéo efetiva (CEso),
ou seja, a concentracdo do composto necessaria para neutralizar 50% dos radicais de DPPH
disponiveis no meio reacional. A partir da equacédo da reta obtida (y = 4,36x + 25,32; R = 0,96),

obteve-se uma CEso= 5,66 ugmL™.
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Grafico 1: Atividade antioxidante do resveratrol e do RSVA6 pelo método do 1,1-difenil-2-picrilhidrazil.
Resultados expressos como média + erro padrdo da média (n = 3).

O derivado RSVAG apresentou uma relacdo nao linear entre a concentragdo do composto
vs. a atividade antioxidante. A partir do Grafico 1, observa-se que RSVA6 apresentou inibicao
igual ou abaixo de 20%, independente da sua concentracdo em solucdo. A ndo linearidade
impossibilitou o calculo da CEso do andlogo. Dessa maneira, fica demonstrado que a alteragéo na
estrutura do RSV que deu origem ao derivado RSVA6 implicou na reducdo da atividade

antioxidante da molécula.

5.2. EFEITO NEUROPROTETOR DO RSVA6 NO MODELO EXPERIMENTAL DE DEFICIT
COGNITIVO INDUZIDO PELA ADMINISTRAGAO DE ESCOPOLAMINA

5.2.1. Pré-tratamento com RSVAG preveniu disfuncdo sensorial olfativa

O teste do pellet enterrado avalia a memdria olfatéria relacionada a motivacdo alimentar,
ja que avalia a habilidade dos animais advindos de um regime de restricdo nutricional em detectar
um pellet de cereal enterrado na maravalha (LEHMKUHL; DIRR; FLEMING, 2014). O tempo de
laténcia € o principal parametro avaliado no teste, representando o periodo entre 0 momento o qual
o animal foi colocado na gaiola até o instante em que ele encontrou o pellet (YANG; CRAWLEY,
2009). O Gréfico 2 ilustra que ndo houve diferenca significativa no tempo de laténcia durante o
periodo de treino (P > 0,05). Em contrapartida, no periodo de teste, o grupo ESC (1 mg kg%; i.p.)
apresentou tempo significativamente maior (P < 0,01) quando comparado ao grupo controle para

encontrar o pellet enterrado. Esse resultado indica o potencial do blogueador muscarinico em
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induzir anosmia nos animais, indicando que o modelo experimental empregado foi capaz de
induzir uma disfungéo sensorial olfativa nos animais. Interessantemente, o grupo tratado com
RSVA6 (100 mg kg?; v.0.), administrado 60 min antes da ESC, apresentou laténcia
significativamente menor (P < 0,01) quando comparado aos animais do grupo ESC, similarmente
aos animais tratados com RIVA (1 mg kg?; i.p.) — farmaco comercialmente utilizado para o
tratamento da DA e, utilizando como controle positivo. Em conjuntos, estes resultados sugerem
uma acgdo neuroprotetora do RSVABG, visto que a molécula preservou as habilidades olfativas dos

animais ap6s a administracao da escopolamina.
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Grafico 2: Pré-tratamento com RSVAG6 preveniu disfuncdo sensorial olfativa. Todos os valores foram
expressos como média + erro padrdo da média. ANOVA de duas-vias seguido do pds-teste de
Bonferroni. Valores de #P < 0,01 comparado com grupo controle e **P < 0,01 comparado com
grupo ESC. ESC: escopolamina; RIVA: rivastigmina.

5.2.2. Efeito neuroprotetor de RSVA6 na memoria de reconhecimento

O TRcO baseia-se no conceito de que roedores possuem uma preferéncia inata por
novidade, e por isso tendem a explorar por mais tempo um objeto novo quando comparado a objeto
familiar (SORIAL; SAYED, 2017). Na fase de treinamento (Gréafico 3A) ndo se observou
diferenca significativa (P > 0,05) no indice de discriminagéo (ID) entre 0s grupos, ou seja, ndo houve
preferéncia por nenhum dos dois objetos idénticos aos quais 0s animais foram expostos.

O grafico 3B ilustra que uma Unica dose de ESC (1 mg kg; i.p.) resultou na diminuicio
significativa da exploracdo do novo objeto em comparacdo com aquele ja familiar, quando
comparado com o grupo controle (P < 0,01). A administragdo prévia de RSVAG (100 mg kg™;

v.0.) bloqueou significativamente a perda da memdria de reconhecimento induzida pela
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administracao de ESC (P < 0,01), similarmente o grupo tratado com rivastigmina (RIVA 1 mg kg

1).
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Gréfico 3: Efeito do RSVAG6 no déficit cognitivo induzido pela escopolamina em camundongos Swiss no
teste de reconhecimento de objeto. A) periodo de treino. B) periodo de teste. Todos os valores
foram expressos como média * erro padrdo da média, n = 10 em cada grupo. Valores de #P <
0,01 comparado com grupo controle e **P < 0,001 comparado com grupo ESC. ID: indice de
discriminagéo; ESC: escopolamina; RIVA: rivastigmina.

5.2.3. RSVAG nédo interferiu na atividade locomotora dos animais

O TCA foi utilizado a fim de excluir possivel dano motor do RSVA durante o protocolo
experimental utilizado. O Gréfico 4 ilustra que o tratamento dos animais com RSVA6 nédo induziu
alteracfes locomotoras, particularmente, no nimero de quadrantes percorridos nos periodos que
abrangeram a habituacdo, o treino e o teste, eliminando assim a interferéncia motora na funcéo

cognitiva dos roedores.
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Gréfico 4: Avaliacdo da atividade locomotora dos animais da linhagem C57BL/6, avaliada no teste do
campo aberto. Todos os valores foram expressos como média + erro padrdo da média. Nao
houve diferenga significativa entre os grupos. ESC: escopolamina. RIVA: rivastigmina.

5.2.4. Efeito neuroprotetor do RSVA6 na memdria espacial de curto prazo

Os efeitos de RSVA6 na memoria espacial foi avaliada pelo TRaO (Gréafico 5). Na fase de
treinamento, ndo foram observadas diferencas significativas no tempo de exploracdo dos objetos
A e B entre os diferentes grupos (P > 0,05; Gréafico 5A), excluindo assim a existéncia de
preferéncia dos respectivos animais. Na fase de teste, conforme indicado no Gréfico 5B foram
observadas diferencas significativas no 1D entre os grupos experimentais. O ID foi expresso como
a proporcao do tempo total gasto pelos animais explorando os objetos e representa, neste caso, a
diferenca do tempo de exploracdo entre o objeto realocado e objeto familiar. Conforme esperado,
andlises post hoc de comparacGes multiplas demostraram que o grupo tratado apenas com ESC (1
mg kg™) apresentou uma diminuicao significativa no ID quando comparado ao grupo controle (P
< 0,05). Por outro lado, o pré-tratamento com RSVAG6 (100 mg kg™) reverteu o déficit cognitivo
quando comparado ao grupo ESC (P < 0,05). Esta acdo foi similar a resposta observada nos grupos
controle e controle positivo (RIVA 1 mg kg™?), indicando o efeito neuroprotetor do derivado, por
meio da facilitacdo dos processos de aprendizagem e memoria, mesmo na presenca de deficit

cognitivo.
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Gréfico 5: Efeito do RSVA6 no déficit cognitivo induzido pela escopolamina em camundongos C57BL/6
no teste de realocacdo de objeto. A) periodo de treino. B) periodo de teste. Todos os valores
foram expressos como média + erro padrdo da média, n = 4 em cada grupo. Valores de *P <
0,05 comparado com grupo controle e *P < 0,05 comparado com grupo ESC. ID: indice de
discriminacdo; ESC: escopolamina; RIVA: rivastigmina.

5.2.5. RSVA6 nao alterou o nivel de ansiedade dos animais ap6s a administracdo da
escopolamina

O LCE pode ser utilizado para avaliar padrées comportamentais em roedores que incluem
a capacidade exploratéria, aprendizado, memoria e ansiedade (YADAV et al., 2019). Assim, cada
animal foi posicionado no ponto de intersecdo entre os bracos do aparato, direcionados ao braco
aberto. O nuimero de entradas em cada braco (aberto e fechado), bem como o tempo de
permanéncia em cada um deles serve como parametros de medida indireta de ansiedade (FOX;
TORIGOE; BUTCHER, 2018), visto que existe uma preferéncia natural dos animais por areas
fechadas, ao mesmo tempo em que séo instigados pela curiosidade inata a explorar o braco aberto.
O Grafico 6 demonstra que ndo houve diferenca significativa (P > 0,05) entre 0s grupos com
relacdo ao numero de entradas nos bracos fechados (Gréafico 6A), bem como ao tempo de

permanéncia (Gréafico 6B) em cada um dos bracos.
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Gréfico 6: Avaliacdo do perfil de ansiedade de camundongos C57BL/6, através do labirinto em cruz

elevado. Todos os valores foram expressos como média + erro padrdo da média. Ndo houve
diferenca significativa entre os grupos. ESC: escopolamina; RIVA: rivastigmina.
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6. DISCUSSAO

A DA é uma patologia neurodegenerativa caracterizada pela perda progressiva da memoria
e pelo declinio das habilidades intelectuais, incapacitando o paciente a desempenhar suas
atividades diarias (KIM et al., 2016). Apesar de ainda ndo haver uma completa resposta no que
tange as bases moleculares envolvidas no surgimento e evolucdo da doenca, a ciéncia parece cada
vez mais entender a DA como uma combinacdo de diferentes afeccdes, e essa visdo implica na
ideia de que ndo ha, necessariamente, uma Unica origem para as alteracGes observadas (NEFF,
2019).

Espécies reativas de oxigénio sdo produzidas continuamente pelo organismo durante o0s
processos bioquimicos naturais do corpo. Em concentracdes fisioldgicas participam da homeostase
celular (GULCIN, 2010) e na regulacdo de processos metabdlicos da musculatura esquelética
(NEMES et al., 2018). As EROs sdo potentes indutoras do sistema antioxidante enzimatico. No
entanto, o desequilibrio redox pode desencadear um quadro de estresse oxidativo (COUGHLIN,
2018), contribuindo com a fisiopatologia de doengas cronicas, incluindo a DA (LIGUORI et al.,
2018). A membrana cerebral € composta por &cidos graxos poli-insaturados, tornando esse érgéo
particularmente vulneravel ao ataque por EROs. Além disso, as placas Af possuem sitios de alta
afinidade para o cobre e o zinco — biometais envolvidos nos processos oxidativos (HUANG;
ZHANG; CHEN, 2016).

As atividades farmacoldgicas do RSV tém sido amplamente estudadas ao longo dos anos,
e dentre as acdes protetoras do composto incluem-se a reducdo do estresse oxidativo, a capturade
radicais livres e a melhora na atividade das enzimas antioxidantes (KHALID et al., 2018). Uma
vez que os antioxidantes sdo, em esséncia, agentes redutores, pode-se inferir que a abstracdo do
hidrogénio € o principal mecanismo de acdo de moléculas como o RSV. Em consonancia, estudos
prévios demonstraram que o nimero de grupos —OH e a posi¢do que ocupam na molécula, bem
como a dupla ligag&o caracteristica do nucleo estilbeno estéo diretamente relacionados a maior ou
menor agdo antioxidante. Stivala e colaboradores (2001) compararam a atividade antioxidante do
RSV sob a forma trans (I) e cis (I1) com os derivados 3,5dihidroxi-4’-metoxiestilbeno (l11), 3,5-
dimetoxi-4’-hidroxiestilbeno  (IV), 3,4’,5-trimetoxiestilboeno (V), e a,p-dihidro-3,4°,5-

trihidroxiestilbeno (V1), representados na Figura 22.



OH

OH

I) trans-resveratrol

OH

CHSO O N O

OCH;

IV) 3,5-dimetoxi-4’-hidroxiestilbeno

OH

1) cis-resveratrol

OCH;4

CH,0 l ~ O

OCH;

V) 3.,4’,5-trimetoxiestilbeno

72

OCHg3

HO I \

OH
IIT) 3,5dihidroxi-4’-metoxiestilbeno

OH

HO l

OH
VI) o,p-dihidro-3.4°,5-trihidroxiestilbeno

Figura 22: Estruturas quimicas do resveratrol e seus derivados utilizados no estudo de Stivala e
colaboradores (2001).
Fonte: Adaptado de STIVALA et al., 2001.

Assim, os autores concluiram que as formas cis e trans ndo foram significativamente
diferentes quanto ao potencial antioxidante. Muito embora, o derivado |11 apresentou uma reducgéo
da acdo atribuida a presenga do grupamento metil (-CHs) na posicéo 4’. A manutencdo da—OH na
posicdo 4’ do andlogo IV conferiu a molécula agdo antioxidante, apesar da presenga dos
grupamentos —CHz nas posi¢des 3 e 5. O anélogo V nédo exerceu nenhuma atividade antioxidante,
enquanto o composto VI, cuja dupla ligagdo caracteristica do nucleo estilbeno foi removida, exibiu
uma acdo cinco vezes menor que o0 RSV. A partir de tais resultados, os autores concluiram que a
—OH presente na posi¢do 4’ ¢ determinante para a acdo antioxidante do RSV, e que a presenca da
dupla ligacdo parece atuar sinergicamente nesse efeito (STIVALA et al., 2001).

Conclusdo semelhante foi alcangada por Storniolo e Moreno (2018), os quais propuseram
uma série de mudancas na estrutura do RSV, dentre as quais a mudanga no nimero de grupos —
OH nos anéis aromaticos, a substituicdo de —OH por —CH3 ou halogénios e a alteracdo das posicdes
dos substituintes na estrutura molecular. Utilizando a metodologia do 2,2’-azino-bis (3-
etilbenzotiazolin) 6-acido sulfénico (ABTS), demonstraram que a atividade antioxidante foi
mantida naqueles derivados cujo grupo —OH foi mantido, principalmente na posi¢éo orto do anel
aromatico.

Os dados aqui obtidos sdo consistentes e, particularmente, contribuem com os estudos

supracitados. Comparado com a estrutura quimica do RSV, o0 RSVAG6 possui apenas um
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grupamento —OH localizado na posi¢do orto do anel aroméatico B (Figura 23). Apesar da nédo
obtencdo de uma curva de relacdo dose-dependéncia, ao contrério do que foi observado para o
RSV, 0 RSVAG exibiu percentual de inibicdo do DPPH préximo de 20%. Baseado nos estudos de
Stivala e colaboradores (2001) e Storniolo e Moreno (2018), pode-se inferir que tal atividade
resulta da —OH na estrutura do andlogo. Entretanto, segundo Szekeres e colaboradores (2010), um
maior nimero de grupamentos —OH nos anéis fendlicos dos estilbenos é proporcional ao aumento
da capacidade de captura de radicais livres, além de melhorar a atividade citostatica da molécula.
No RSV, os grupos —OH posicionados nos carbonos 3 e 5 do anel benzénico A parecem agir de
maneira sinérgica com a —OH do carbono 4’ (STIVALA et al., 2001). Na estrutura do RSVA®6,
porém, ndo existem grupos —OH no anel benzénico A, o que justificaria o pequeno percentual de

inibicdo da molécula quando comparada com RSV.

OH

I) trans-resveratrol IT) RSVA6

Figura 23: Representacao da estrutura quimica do trans-resveratrol e do seu andlogo RSVAG.
Fonte: Marvinjs.chemaxon.

Além das alteracdes dos grupos substituintes e da posi¢cdo que estes ocupam na estrutura
molecular, outra estratégia que poderia melhorar a acdo antioxidante do RSV seria a substitui¢do
da ligacdo C = C por N = C, gerando os analogos imina do RSV. Lu e colaboradores (2012)
submeteram uma série de 25 analogos do RSV ao teste do DPPH e constataram que 0s derivados
que, além do grupo —OH na posicdo orto do anel B mas também possuiam a ligacdo N = C,
demonstraram atividade antioxidante superior aquela apresentada pela molécula-lider. Uma
possivel explicacdo seria o fato de ocorrer uma ligagdo entre o hidrogénio da —OH e o atomo de
nitrogénio (N), ja que este possui um par de elétrons. Como demonstrado pela Figura 23, a

molécula de RSVA 6 possui dois parametros que a literatura cientifica aponta como sendo
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essenciais para o desempenho da atividade antioxidante. Baseado nesses estudos, € possivel inferir
que a auséncia de grupos —OH no anel A de RSVAG6 sejam responsaveis pela diminuigdo
significativa, quando comparada com o RSV. No entanto, a presenca do grupo —OH em posic¢ao
orto no anel B e da ligacdo N = C conferiram ao RSVAG6 atividade antioxidante parcial. No
contexto deste trabalho, uma acdo antioxidante parcial ndo possui peso negativo, visto que o
principal objetivo do estudo foi a investigagdo do efeito neuroprotetor de RSVA6. Assim, a
inibicdo em torno dos 20% na méaxima concentragio testada (250 pg mL™?), é uma potencialidade
adicional no conjunto de dados aqui apresentados.

Se, por um lado, a abstracdo de dois grupos —OH da estrutura de RSVA6 pbde conferir a
molécula menor desempenho antioxidante, € possivel que essa estratégia esteja relacionada a maior
estabilidade metabdlica do composto quando comparado ao RSV. Ap6s administracdo oral em
humanos, cerca de 80% do RSV é absorvido, valor considerado elevado para um polifenol de fonte
dietética e de baixa solubilidade aquosa (WALLE, 2011). Porém, devido ao rapido e extensivo
metabolismo que o composto sofre no intestino e no figado, sua biodisponibilidade oral varia entre
5% (PENALVA etal., 2018) e 1% (SERGIDES et al., 2015, SUMMERLIN et al., 2015; ).
Glucuronosiltransferases e sulfotransferases, enzimas envolvidas nas reacfes de metabolismo de
fase Il, desempenham papel crucial na biotransformacdo do RSV. A conjugacdo da molécula a
sulfatos e glucuronideos aumenta a solubilidade aquosa do RSV, reduz seu influxo pelas
membranas e aumenta a sua taxa de eliminacdo (SMOLIGA; BLANCHARD, 2014). Resveratrol-
3-O-glucuronideo e resveratrol-4’-O-glucuronideo (Figura 24) tém sido descritos como 0s
principais glucuronideos do RSV (BRILL et al., 2006). De acordo com Wang e Sang (2018), as
enzimas do complexo UGT catalisam a conjugagéo do RSV nos grupamentos —OH que ocupam a
posi¢do 3 e 4’ na estrutura do composto, sendo que parece haver uma preferéncia pela formagao

de resveratrol-3-O-glucuronideo.
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Figura 24: Estruturas quimicas do resveratrol e seus principais metabolitos.
Fonte: Elaborado pela autora (2019).

A sulfatacdo € outra rota metabdlica envolvida na biotransformacdo do RSV. Enzimas
sulfotransferases humanas (SULT) catalisam a transferéncia do &tomo de enxofre (S) para o grupo
3-OH e 4’-OH, gerando trés principais metabdlitos: resveratrol-3-O-sulfato, resveratrol-4’-O-
sulfato e resveratrol-3,4’-O-sulfato (Figura 24; MIKSITS et al., 2005). A reacdo de sulfatacéo
ocorre de forma extremamente rapida nos enterocitos e hepatdcitos, sendo esse fator limitante na
biodisponibilidade do RSV (CHIMENTO et al., 2019). Além disso, a deteccdo de conjugados
sulfatados no plasma tanto ap6s administracdo oral quanto intravenosa permitiu a conclusao de
que a sulfatacdo seja, provavelmente, a principal rota metabélica do RSV (WALLE, 2011). De
maneira semelhante ao que ocorre na glucuronidacéo, parece haver uma preferéncia das SULT
pelas posi¢cdes 3—-OH e 4’-OH (MIKSITS et al., 2005; WALLE, 2011; WANG; SANG, 2018).

Os dados cientificos, atualmente disponiveis, a respeito do metabolismo do RSV permitem
sugerir que o RSVAG teria maior biodisponibilidade. Isso porque foram abstraidas da estruturade
RSVAG os grupos —OH das posigdes 3 ¢ 4’ — 0s principais sitios para 0 metabolismo de fase II.
Ainda, a possibilidade de ocorrer uma ligacdo de hidrogénio entre os atomos de N e de H presentes
na molécula de RSVAG6 impediria, em um primeiro momento, a conjugacdo imediata da Unica —
OH mantida na estrutura de RSVA6. Além da alteracao estrutural, os dados aqui apresentados
demonstram que o RSVVAG foi capaz de reverter/prevenir efetivamente o déficit cognitivo induzido
pela escopolamina, e, possivelmente, tal efeito ndo seria reproduzido pelo RSV. Apesar da
auséncia de um grupo RSV no protocolo experimental, Rachna e colaboradores (2012) avaliaram

os efeitos do estilbeno em camundongos induzidos ao déficit cognitivo. Durante 21 dias, dois
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grupos de animais receberam uma dose de 10 mg kg™ ou 20 mg kg™ de RSV (i.p.). Ap0s esse
periodo, o dano cognitivo foi induzido via administracdo de ESC (1 mg kgt; i.p.) 30 min antes do
inicio da avaliagdo da memoria e aprendizado, avaliadas no LCE, esquiva passiva e labirinto
aquatico de Morris. Contrariando as evidéncias in vitro que destacam o potencial neuroprotetor do
RSV, o composto ndo foi capaz de prevenir/reverter o deficit induzido pelo antagonista
muscarinico. Os resultados deste presente trabalho, ao contrario, sugerem o potencial
neuroprotetor da administragio de uma tnica dose de RSVA6 (100 mg kg; v.0.), 60 min antes de
ministrar a ESC (1 mg kg!; i.p.). Nesse contexto, retornamos a hipdtese de que o RSVAG seja
metabolicamente mais estavel, devido a abstracdo dos grupos —OH, mesmo quando administrado
oralmente. Menor metabolismo sugere maior biodisponibilidade. Sendo assim, RSVAG6 desponta
como um derivado possivelmente mais potente que o RSV, apesar da necessidade da conducéo de
novos estudos de biodisponibilidade a fim de confirmarmos essa hipotese.

As evidéncias cientificas disponiveis até o momento sugerem hipotetizar uma maior
biodisponibilidade de RSVA6, quando comparado ao RSV, devido as alteragbes estruturais
propostas. Estudos conduzidos anteriormente em nosso ndcleo de pesquisa demonstraram a
superioridade de RSVA6 em inibir a enzima AChE (92,4%) quando comparado a molécula-lider
(56,2%; dados ainda ndo publicados). Por conseguinte, os ensaios in vivo apresentados neste
presente trabalho foram realizados a fim de investigar o efeito neuroprotetor de RSVAG, sugerindo
a molécula como potencial candidata a estudos adicionais voltados para o manejo da DA.

Os efeitos de RSVAG sobre o déficit cognitivo induzido pela administracdo intraperitoneal
de escopolamina foram avaliados. Este farmaco (escopolamina) age bloqueando os receptores
colinérgicos de forma ndo-seletiva, associando-se a disfuncdo colinérgica que, por sua vez,
interfere nos processos de aprendizado e de memoria (BHUVANENDRAN et al., 2018) a curto e
a longo prazo (LIN et al., 2016). Previamente, andlises teciduais demonstraram que os niveis de
ACh encontravam-se significativamente reduzidos em tecidos cerebrais de camundongos que
receberam o farmaco (LEE et al., 2018), contrastando com o aumento da atividade da AChE nestes
animais (LEE et al., 2018; MUSHTAQ; ANWAR; AHMAD, 2018). Além disso, iIAChE podem
atenuar o dano cognitivo induzido pela escopolamina por meio do aumento da concentracdo de
ACh (LIN et al., 2016). Apesar deste modelo conter algumas limitagdes, como a auséncia de
aspectos patoldgicos e a possivel participacéo de outros sistemas neurotransmissores na progressao

da DA (CHEN etal., 2018), a semelhanca entre a alteracdo induzida pela escopolamina em animais
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e 0s sintomas observados nos estagios iniciais da doenca fizeram deste um protocolo validado e
amplamente aceito como um padrdo farmacoldgico para a avaliagdo de agentes com potencial
efeito cognitivo (KOUEMOU et al., 2017). Por meio, entdo, desta metodologia, conduzimos os
experimentos animais em modelos comportamentais e de memoria.

O teste do pellet enterrado foi utilizado para investigar a memoria olfativa dos animais. Os
resultados apontaram que o bloqueio dos receptores colinérgicos muscarinicos causaram déficit
sensorial nos animais do grupo ESC (1 mg kg; i.p.), mesmo ap6s um periodo de privacéo
alimentar, sendo consistente com os dados da literatura que apontam a ACh como um modulador
importante da memoria associativa olfativa. Tanto o bloqueio dos receptores colinérgicos quanto
as lesdes em neur6nios de projecdo colinérgica sdo capazes de interferir na aquisicao desse tipo de
memoria (WILSON; FLETCHER; SULLIVAN, 2004). De maneira similar, a disfuncdo olfativa
observada em pacientes nos estagios iniciais da DA (LIAN et al., 2019) pode ter como uma das
possiveis causas o déficit colinérgico (ZOU et al., 2016). Apesar de ainda ndo ter sido demonstrada
a eficacia (ou ndo) dos IAChE sobre a disfuncdo olfativa, Velayudhan e Lovestone (2009)
demonstraram em um estudo aberto que a terapia com donepezila (5 — 10 mg / dia; v.0.) foicapaz
de melhorar a identificacdo de odores por pacientes com DA. Mesmo com o Vviés atribuido ao
desenho experimental, os resultados sugerem que a maior disponibilidade de ACh pode estar
associada a melhorias na percepcdo olfativa. Sendo assim, podemos sugerir que o pré-tratamento
com RSVAG6 (100 mg kg?; v.0.) desempenhou um papel neuroprotetor nos camundongos,
provavelmente por meio da inibicdo da AChE que, consequentemente, ocasionou um aumento na
concentracdo de ACh nas regides cerebrais envolvidas nos processos olfativos.

Os testes de reconhecimento e de realocacdo de objetos (TRcO e TRaO, respectivamente)
foram utilizados para avaliar a memaria espacial e de reconhecimento de curto prazo dos animais,
levando em consideracdo a tendéncia natural dos roedores em explorar aquilo que, para eles,
representa uma novidade (LU et al., 2018). No presente estudo, os animais do grupo ESC (1 mg
kg; i.p.) ndo foram capazes de distinguir tanto o objeto substituido no TRaO (Gréafico 3) quanto
0 objeto realocado no TRcO (Grafico 5) em relagdo ao objeto familiar, e uma reducdo significativa
no ID em relagdo ao grupo controle foi encontrada, estando em acordo a outros estudos
(MALAMED et al., 2017; SUl et al., 2017; LU et al., 2018). Além disso, a comparagdo entre 0s
grupos RSVAG6 e ESC demonstrou aumento significativo no ID, sugerindo que a administracdo
prévia do derivado de RSV apresentou efeito neuroprotetor aos animais induzidos ao dano
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cognitivo. A fim de eliminar a possibilidade de efeitos locomotores ou ansioliticos, os quais
poderiam ser desencadeados pela administracdo de RSVAG, foram conduzidos experimentos no
campo aberto e no labirinto em cruz elevado, os quais permitem avaliar 0s aspectos
supramencionados (MURY et al., 2016). Na dose de 100 mg kg™, o0 RSVA6 nio exerceu efeito
comportamental no experimento no campo aberto (Grafico 4) e no labirinto em cruz elevado
(Gréfico 6), sugerindo que o composto ndo afetou a atividade motora tampouco alterou o
comportamento tipo-ansioso dos animais. O conjunto de dados deste trabalho e de trabalhos
anteriores conduzidos pelo nosso grupo sugere que o RSVA6 possui acdo neuroprotetora,
possivelmente, pelo blogueio da enzima AChE e, consequente, aumento da concentracéo de ACh
na fenda sindptica durante processos neuropatoldgicos.

O declinio cognitivo, principalmente o comprometimento da memdria, € uma das
principais consequéncias relacionadas ao envelhecimento e presente na DA (IZQUIERDO et al.,
2019). Sabe-se que o sistema colinérgico esta envolvido no controle da atencédo, do pensamento e
dos estimulos (TRANG; KHANDHAR, 2019) e em casos de DA, os neurbnios colinérgicos
encontram-se comprometidos. O fato dos principais medicamentos aprovados para o tratamento
sintomatico da DA serem inibidores da AChE ndo deixa davidas a respeito do papel fundamental
que a ACh exerce no processo patologico. Entretanto, como revisado neste presente trabalho,
outros processos moleculares também parecem estar envolvidos no processo neurodegenerativo.
Interessantemente, diversas moléculas bioativas, incluindo o RSV, tém demonstrado efeito
neuroprotetor por meio de mecanismos que envolvem tanto o sistema colinérgico quanto outras
vias, incluindo a amiloidogénica e neuroinflamatoria (SAWDA; MOUSSA; TURNER, 2017).

As evidéncias cientificas a respeito do potencial de inibicdo da AChE desempenhado pelo
RSV sdo contraditdrias (revisado por JABIR; KHAN; TABREZ, 2018). Salazar e colaboradores
(2016) demonstraram, in vitro, ndo haver inibicdo significativa da AChE ou mudanca nos
parametros cinéticos com o uso do RSV. Em modelo animal, a molécula ndo foi capaz de reverter
0 dano cognitivo induzido pela escopolamina (RACHNA et al., 2012). Além disso, nosso grupo
demonstrou que, pelo método de Ellmann, o RSV apresenta capacidade de inibicdo da AChE
inferior a0 RSVAG. Esses dados nos permitem especular que: 1) apesar de inibir a AChE em torno
dos 55% o efeito neuroprotetor de RSV ocorra, principalmente, por outras vias; e 2) talvez RSVA6

possa também atuar em outros mecanismos, além do colinérgico.
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Gomes e colaboradores (2018) correlacionaram o principal mecanismo neuroprotetor do
RSV na DA com a possivel ativacdo da sirtuina 1. Apesar de 0s mecanismos que envolvem a
fitoalexina e o aumento de expressdo de SIRT1 ainda serem totalmente desconhecidos, esse
aumento pode ter um papel fundamental na protecdo neuronal, no que diz respeito as EROs, a
cascata de sinalizacdo do NF-kB a partir da ativagdo da microglia, a prevencao da toxicidade de
placas AB, alem de poder contribuir nos processos de aprendizado e memoria. A observagdo de
que moléculas bioativas similares sdo mais provaveis de compartilharem alvos similares
(GFELLER et al., 2014) sugere que RSVAG seja um candidato em potencial a estudos posteriores

que explorem outras vias envolvidas no processo patologico da DA.
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7. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Diante do exposto, conclui-se que:

e Areducdo no numero de —OH na estrutura de RSVA6 pode estar relacionada com a menor
eficiéncia antioxidante do an&logo, comparando-o com a molécula-lider;

e A atividade antioxidante parcial observada pode ser resultado da presenca de um grupo —
OH na posicéo orto do anel B, bem como a insercéo da ligagdo N = C na estrutura de
RSVAG;

e As alteragOes supracitadas podem estar relacionadas a uma maior biodisponibilidade de
RSVAG. No entanto, estudos adicionais sao necessarios para confirmar esta hipotese;

e A administracdo oral de RSVA6 em camundongos induzidos ao déficit cognitivo pela
escopolamina conferiu efeito neuroprotetor na memaria de trabalho dos animais;

e Provavelmente, um dos mecanismos envolvidos na neuroprotecdo conferida por RSVAG6
foi a inibigdo da enzima AChE. Ensaios de doseamento tanto da ACh quanto da AChE nos
tecidos cerebrais dos animais seriam necessarios para confirmar essa hipétese;

e Nao foram observadas mudancas locomotoras ou no comportamento tipo-ansiolitico ap6s
a administracdo de RSVAG.

e Os resultados obtidos sugerem RSVA6 como um potencial candidato a conducgéo de novos
ensaios complementares, incluindo sua acdo sobre citocinas pro e anti-inflamatérias, seu

perfil farmacocinético e seu comportamento frente aos agregados de Ap.
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ANEXO A — PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA EM
PESQUISA

Universidade Federal Comissdo de Etica no
de Santa Catarina Uso de Animais
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Eduarda Gomes Ferrarini; Elaine Cristina Dalazen Gongalves; Jaine Ferrareis Menegasso; Carlos Martins; Amanda Vasconcelos;
Andressa Ferraresi; Julia Maziero - que envolve a produgao, manutencao e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata,
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