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RESUMO

A doenca de Alzheimer (DA) ¢ uma doenga neurodegenerativa que mais acomete individuos
em idade avangada. Sendo caracterizada por piora cognitiva, bem como perda da memoria e
dificuldade de realizar as atividades cotidianas. De maneira fisiopatoldgica, seu principal
achado molecular ¢ deposicao placas beta-amiloides (BA), seguida da hiperfosforilacdo de
Tau, neuroinflamacao e estresse oxidativo. Esses mecanismos causam danos cerebrais, como
apoptose neuronal, e, consequente, redu¢do da massa cerebral, observada em cérebro de
pacientes post mortem. A DA nao possui cura, apenas tratamento sintomatico. A terapia com
ultrassom pulsado de baixa intensidade (UPBI) j4 se mostrou eficiente contra modelos
animais de DA, em aspectos comportamentais e moleculares, de forma indolor € ndo invasiva.
Tendo em vista tais aspectos, nosso objetivo foi estudar como o a terapia com o UPBI em
modelo animal de DA induzida por BA. O estudo foi realizado a partir de ratos machos, com 8
semanas de idade, mantidos em condi¢des ambientais padrdo, com comida e adgua a vontade,
em ciclo claro/escuro de 12h. Os ratos foram submetidos a inje¢do intracerebroventricular de
oligomero PAis (400pmol). Apds 24h, eles passaram a receber terapia com UPBI
transcraniano, numa periodicidade de 48 horas, no mesmo horario, com durag¢ao de 5 minutos
por animal, durante 5 semanas. Apds o periodo de 5 semanas, os animais foram submetidos a
testes comportamentais e, ao final dos testes, eutanasiados e extraidos hipocampo e cortex
para andlises bioquimicas. Os resultados apontam que o BA .4 induziu prejuizo na memoria de
reconhecimento o que foi revertido pelo tratamento com UPBI. Os niveis de BDNF ¢ NGF
estiveram reduzidos significativamente no cortex no grupo BA .4, em comparacao aos outros
dois grupos. Enquanto isso, no hipocampo houve aumento do BDNF e NGF no grupo BA 4 +
UPBI, em comparagdo aos grupos sham e BA 4. Foram avaliados os niveis de IL-1f3, IFN-y e
IL-10, onde apenas no hipocampo a IL-10 se mostrou aumentada no grupo que recebeu a
terapia com UPBI, em comparagdo aos outros grupos. Ao avaliar as espécies reativas a partir
do DCFH, nao foi possivel observar diferengas significativas. Os niveis de nitrito no cortex
estiveram aumentados no grupo BA;.4+UPBI, comparados ao grupo sham, e em hipocampo
também se apresentaram aumentados em relagdo ao grupo PA;.s Houve diminuigao
significativa de carbonilagdo de proteinas em hipocampo no grupo BA .., +UPBI, ja no cortex
ndo se observou diferenca significativa. Ao avaliar enzimas antioxidantes, SOD e GSH, foi
possivel observar diferenca significativa apenas em cortex, aumento dessa enzima no grupo
sham, em comparagdo aos demais grupos. Nossos resultados indicam que a terapia com UPBI
pode ser eficiente para melhora cognitiva e de niveis tréficos, visto que estes podem estar
interligados. Sugerimos que mecanismos inflamatorios e oxidativos possam ter acontecido em
outro momento, o qual ndo foi possivel analisar. Em conclusdo, nosso estudo serviu para guiar
novos experimentos utilizando terapia de UPBI sobre modelos de DA por BA ..

Palavras-chave: Neuroinflamagao. Estresse oxidativo. Neurotrofinas. Memoria.



ABSTRACT

Alzheimer's disease (DA) is the neurodegenerative pathology that most affects individuals in
old age. It is characterized by cognitive worsening, as well as memory loss and difficulty in
performing daily activities. In a pathophysiological way, its main molecular finding is beta-
amyloid plaque deposition (BA), followed by Tau hyperphosphorylation, neuroinflammation
and oxidative stress. These mechanisms cause brain damage, such as neuronal apoptosis, and
consequently, reduction of brain mass, observed in the brain of postmortem patients. AD has
no cure, only symptomatic treatment. Low intensity pulsed ultrasound (UPBI) therapy has
already been shown to be efficient against animal models of AD, in behavioral and molecular
aspects, painlessly and noninvasively. In view of these aspects, our objective was to study
how therapy with UPBI in an animal model of BA-induced AD. The study was conducted
from 8-week-old male rats, kept in standard environmental conditions, with food and water at
will, in a light/dark cycle of 12 h. The rats were submitted to intracerebroventricular injection
of BA .4 oligomer (400pmol). After 24 hours, they began to receive therapy with transcranial
UPBI, at a frequency of 48 hours, at the same time, lasting 5 minutes per animal, for 5 weeks.
After the period of 5 weeks, the animals were submitted to behavioral tests and, at the end of
the tests, euthanized and extracted hippocampus and cortex for biochemical analysis. The
results indicate that BA .4, induced impairment in recognition memory, which was reversed by
treatment with UPBI. BDNF and NGF levels were significantly reduced in the cortex in group
BAi4 compared to the other two groups. Meanwhile, in the hippocampus there was an
increase in BDNF and NGF in the BA;.», + UPBI group, compared to the control and PA;.4
groups- 11-1B, IFN-y and IL-10 levels were evaluated, where il-10 was increased only in the
hippocampus, which was increased in the group that received UPBI therapy compared to the
other groups. When evaluating the reactive species from the DCFH, it was not possible to
observe significant differences. Nitrite levels in the cortex were increased in the BA .4+UPBI
group, compared to the control group, and in the hippocampus were also increased in relation
to the BAgoup 1-42. There was a significant decrease in protein carbonylation in the hippocampus
in the BA 4 +UPBI group, while in the cortex there was no significant difference. When
evaluating antioxidant enzymes, SOD and GSH, it was possible to observe significant
difference only in cortex, increase of this enzyme in the control group, compared to the other
groups. Our results indicate that UPBI therapy may be efficient for cognitive improvement
and better trophic levels, since these may be interconnected.

Keywords: Neuroinflammation. Oxidative stress. Neurotrophins. Memory.
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1 INTRODUCAO

A expectativa de vida esta aumentando em todo o mundo, e segundo a Organizacao
Mundial da Satde, houve acréscimo na esperanca de vida em mais de 6 anos, entre os anos de
2000 e 2019, aumentado de 66,8 anos para 73,4 anos, respectivamente. Isso ocorreu em
decorréncia da diminuicdo de mortalidade, aumentando também a expectativa de vida
saudavel de 8%, 58,3 anos em 2000 para 63,7 anos em 2019 (WHO, 2020).

Tendo em vista esse aumento de expectativa de vida, aumentaram também os indices
de doencas que mais acometem idosos, dentre elas a deméncia. Esta doenga apresenta
natureza crdnica e progressiva, resultando em deterioracao de neuronios e, consequentemente,
da funcdo cognitiva, o que afeta a memoria, o pensamento, a orientagdo, a capacidade de
realizar célculos, a aprendizagem e a linguagem, bem como mudangas de humor e descontrole
emocional. Assim, a deméncia ¢ uma das principais causas de incapacidade e dependéncia
entre idosos, gerando impactos fisicos, psicoldgicos, sociais € econdmicos, envolvendo
familiares ou cuidadores (KOVACS, 2018; WHO, 2021).

O diagnodstico da deméncia, muitas vezes pode ocorrer de forma tardia, devido
estigmatizagdo, o que demonstra a falta de conscientizagdo das pessoas ao seu redor em
relagdo a tal doenga, além de barreiras ao diagnostico e tratamento. Estima-se que cerca de 55
milhdes no mundo possuem o diagndstico demencial e espera-se que esse numero aumente
para 78 milhdes em 2030 e 139 milhdes em 2050 (WHO, 2021).

Ademais, a deméncia também pode ser um fator de risco para outras doencas. Um
exemplo disso ocorreu recentemente, sendo tal doenca considerada um fator de risco de
mortalidade entre pacientes que contrairam o SARS-CoV-2/COVID 19, chegando a 62,2% de
mortalidade entre os pacientes afetados pela deméncia, indice muito maior em comparagdo a
pacientes sem deméncia (26,2%) (BIANCHETTI et al., 2020). Foi sugerido que esse
resultado se deve a apresentacdo clinica de COVID -19, considerada atipica, reduzindo o
reconhecimento precoce dos sintomas e a necessidade de internagdo, devido ao delirium
hipoativo e piora do estado funcional desses pacientes com deméncia (BIANCHETTI et al.,
2020).

As doencas neurodegenerativas que geram deméncia classificam-se basicamente por
sintomas clinicos determinados pela regido anatdomica cerebral mostrando disfun¢ao neuronal
e por proteinas que mostram varias modificacdes bioquimicas, com acumulo intra ou

extracelularmente (KOVACS; BOTOND; BUDKA, 2010). Na Doenca de Alzheimer (DA) os
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principais achados sdo hiperfosforilacdo da proteina Tau intracelular, placas beta-amiloides
(BA) extracelular, metabolismo celular reduzido, ativagdo de microglia, gerando
neuroinflamagdo e estresse oxidativo/nitrosativo, o que resulta em morte neuronal (CHAE et

al., 2004; JANSEN et al., 2015).

1.1 DOENCA DE ALZHEIMER

Na deméncia atribuida a DA, os sintomas clinicos por vezes nao sao diagnosticados e
sdo atribuidos incorretamente ou rejeitados e ignorados, o que causa atrasos prejudiciais no
recebimento de cuidados adequados (ATRI, 2019). Tais sintomas envolvem distirbios
afetivos, déficit de atencdo, dificuldade de aprendizado ou em lembrar de novas informacgdes,
desorientagdo geografica, fluéncia verbal reduzida, entre outros, todos atrelados ao declinio
cognitivo (ERATNE et al., 2018).

A DA ¢ a alterag@o neurologica mais comum em idosos acima de 65 anos de idade, e
afeta milhdes de individuos em todo o mundo, sem distin¢cdo de raga, cor ou classe social,
causando neurodegeneracdo e, consequentemente, a deméncia (CHEN et al, 2017). O
primeiro caso de DA foi relatado por Alois Alzheimer, um psiquiatra e patologista alemao, de
onde surgiu o nome da doenga (BERCHTOLD; COTMAN, 1998). Alguns fatores de risco
para o desenvolvimento da DA sdo idade, sexo (com maior prevaléncia no feminino),
traumatismo cranioencefalico, historico familiar/genética, obesidade, hipertensdo, diabetes,
dislipidemias, depressao e pouca atividade fisica (ATRI, 2019; GOLDSMITH, 2011).

Os mecanismos fisiopatologicos envolvidos na DA sdo complexos e multifatoriais.
Sabe-se que ha relagdo com duas proteinas, consideradas marcadores da doenga. Sdo elas as
proteinas hiperfosforiladas TAU e o BA (YU; WU, 2021). A primeira estd presente no meio
intracelular ligada aos microtubulos, estruturas responsaveis por sustentar o citoesqueleto do
neurdnio. Quando essa proteina ¢ hiperfosforilada, ela pode desestabilizar os microtiibulos, se
acumulando em forma de emaranhados neurofibrilares intracelulares que, por sua vez, sdo
capazes de danificar a estrutura do neurdnio, levando a apoptose (ZHANG et al., 2021).

A proteina BA € o principal marcador da doenca, e ¢ a partir dela que pode-se
diagnosticar a DA (CHEN et al., 2017). O BA se forma no meio extracelular, a partir do mau
processamento da proteina precursora amiloide (APP), que ¢ liberada e acumula-se formando

peptideos e placas BA, que recrutam células da glia e iniciam a cascata de sinalizacdo
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inflamatoéria, podendo gerar danos neuronais e até apoptose celular (CARRILLO-MORA;
LUNA; COLIN-BARENQUE, 2014). Além disso, outros fatores fisiopatologicos estdo
envolvidos, como a neuroinflamacdo e estresse oxidativo, que podem resultar da

hiperfosforilagdo da TAU e formacao da BA (ZHANG et al., 2021).

1.1.1 Diagnéstico

O diagnostico precoce da DA consistiria em uma grande vantagem para estabelecer o
tratamento precoce, a fim de retardar a progressio da doenga, porém, a identificagdo
definitiva da-se na avaliacdo post-mortem do tecido cerebral. No entanto, hd evidéncias de
que alguns biomarcadores da doenga, encontrados no liquido cefalorraquidiano (LCR),
associados a exames de imagem e diversos novos critérios clinicos, possam auxiliar no
diagnéstico de individuos ainda em vida (WELLER; BUDSON, 2018).

Os primeiros sinais da doenca envolvem déficit cognitivo, tornando-se ponto de
partida para o diagnostico, onde a avaliagdo basica médica € essencial para identificar sinais
de deméncia, momento em que ¢ necessario o encaminhamento para o especialista da area, a
fim de dar continuidade na investigacdo da doenca (KNAPSKOG et al., 2021). O segundo
passo, apds a avaliagdo clinica, ¢ identificar alguns biomarcadores, e diversas alteracdes
patoldgicas que podem surgir entre 10 a 20 anos antes do inicio dos sintomas mais comuns ou
ainda em assintomaticos, os quais poderdo ser quantificados laboratorialmente (JACK et al.,
2018).

O inicio da doenga ¢ marcado pela formagdo e deposi¢ao de placas amiloides
insoliveis extracelularmente, fosforilagdo de proteinas TAU no meio intracelular, seguidas de
dano neuronal, ativando o sistema imunoldgico e danificando sinapses, diminuindo a
produgcdo de neurotransmissores (LUKIW et al., 2020). Os biomarcadores podem ser
identificados e quantificados no LCR, onde ¢ possivel medir os niveis de amiloide solavel
fosforilada e total, mas seus niveis no LCR sdo inversamente proporcionais entre placas
amiloides e amiloides soluveis (JANSEN et al., 2015). Amiloide total ¢ um marcador
inespecifico para DA e indica dano neuronal e outras condigdes, enquanto a amiloide
fosforilada ¢ especifica para DA (BLENNOW et al., 2015a). Apesar da possibilidade de
identificacdo desses biomarcadores precocemente, ndo se deve excluir outros exames

complementares para o diagnoéstico final da doenga.
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Ademais, ¢ possivel identificar a DA por meio de alguns exames de imagem que
evidenciam o nivel de atrofia ou atividade do metabolismo, como ressondncia magnética
(RM) e tomografia computadorizada (TC) (SCHELTENS et al., 1992). A tomografia por
emissdo de protons com desoxiglicose marcada com fluoro-18 (PET FDG) ¢ capaz de medir
o metabolismo, que nesta doenga apresenta-se reduzido, enquanto por meio da tomografia por
emissao de protons € possivel quantificar a deposi¢cao de amiloide (KNAPSKOG et al., 2021).
Além disso, exames de genotipagem podem identificar genes que codificam apolipoproteina
E (APOE) ou mutacdes das presinilinas PSEN1, PSEN2 e APP, mas essa analise se torna
relevante apenas quando ¢ identificado casos de deméncia familiar (SCHELTENS et al.,
2016). A combinagdo desses métodos ¢ crucial para diagnostico correto, a fim de estabelecer

a farmacoterapia correta para o individuo.

1.2 ASPECTOS NEUROCELULARES

Alguns achados neurocelulares caracterizam a fisiopatologia da DA, e devido a
complexidade desses achados, alguns mecanismos exatos permanecem incertos (PEREIRA et
al., 2019). De forma bem definida, pode-se citar a hiperfosforilacdo da proteina TAU, que
formam emaranhados neurofibrilares intracelulares que prejudicam sistemas de transporte de

neurotransmissores e outras moléculas, causando apoptose neuronal (ITTNER; GOTZ, 2011).

Pessoa A Gniamat: DAL DA DA
Saudavel SRR i Moderada Grave

Severidade patologica

Tempo

Figura 2. Avanco da Taupatia, deposi¢ao de BA e morte neuronal, no decorrer do tempo.
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Os principais marcadores da DA sdo a deposi¢ao de BA e acumulo de proteina Tau, onde o
primeiro marcador citato ¢ o que inicia todo o processo de doenca, ainda na fase
assintomatica. O processo de morte neuronal e deposi¢ao da proteina Tau se inicia apenas na
fase leve da doenga, momento em que doenca ja pode ser diagnosticada. Quanto maior os
niveis desses marcadores, maior ¢ a severidade da doenga.

Traduzida de Garcia-Morales et al., 2021.

Na Figura 2, pode-se visualizar, de forma ilustrativa, a evolucdo da doenca de acordo
com a gravidade, a taupatia, a deposi¢do de BA e a morte neuronal. Note que o BA € o
primeiro sinal cerebral, e surge antes mesmo dos primeiros sinais € sintomas da doenca,
seguido de hiperfosforilacio da Tau, apresentada apenas no estidgio leve a moderado da
doenca (GARCIA-MORALES et al., 2021). Tendo em vista que o PA é o primeiro a surgir e
se mantém por todo tempo de doenga até a morte, ¢ importante que terapias preventivas ou

reversiveis, capazes de diminuir a produgao dessa molécula sejam de maior importancia.

1.2.1 Peptideo BA1.42

O peptideo BA ¢ formado a partir de uma falha na fragmentagao da APP por B e y-
secretase, que participam da fase final de processamento do APP (ATRI, 2019; CHIANG et
al., 2020). O APP ¢ uma proteina de membrana, e faz parte da familia de proteinas
membranares tipo 1, possuindo algumas fungdes fisiologicas como: sinaliza¢do neurotréfica,
adesdo e sinalizacdo celular (NIXON, 2007). Apds ser sintetizada, essa proteina ¢ carregada
para membrana, onde € processada por duas vias alternativas: a via amiloidogénica, que dara
origem a fragmentos danosos ao cérebro, e a via ndo-amiloidogénica, que origina fragmentos
facilmente depurados e niio causam danos aos neurdnios (JAGER et al., 2009).

Na via ndo-amiloidogénica (Figura 3), a APP ¢ clivada por uma a-secretase ligada a
membrana, em seu terminal extracelular, liberando sAPPa, fragmento N-terminal, e outro
fragmento o-C-terminal de 83 aminodcidos (a-C83). Este ultimo fragmento ¢ clivado
novamente, por y-secretases, o que gera uma por¢ao P3 extracelular e dominio intracelular de
APP (AICD) (CHEN et al., 2017). O complexo intermembranar de y-secretases, também
conhecido por BACE, é composto pelas proteinas presenilinas (PS), nicastrina (Nct), faringe
anterior 1 defeituosa (APH-1) e potenciador de presenilina 2 (PEN-2) (ZHANG et al., 2014).

Quanto maior a atividade elétrica e a ativacdo de receptores muscarinicos, maior serd a
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liberacao de sAPPa, advindo de aumento da clivagem de APP pela a-secretase (CHEN et al.,
2017; JAGER et al., 2009; REIMAN, 2016).

A via amiloidogénica ¢ caracterizada pela acdo sequencial de B e y -secretases,
ligadas as membranas. Num primeiro momento, o dominio extracelular de APP ¢ clivado pela
B-secretase, gerando sAPPP, fragmento N-terminal, e outro C-terminal de 99 aminoacidos
(C99) preso a membrana. Consecutivamente, esse Ultimo fragmento sofre a acdo da vy-
secretase, restando um (AICD), que pode translocar para o nucleo, que tem a capacidade de
modificar a expressdo génica, induzindo genes apoptoticos, € ¢ na clivagem extracelular de

APP/C99 que surgem os fragmentos neurotdxicos BA (CHEN et al., 2017; NIXON, 2007).
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Figura 3. Vias amiloidogénica e ndo-amiloidogénica.
Na via ndo-amiloidogénica, a APP ¢ processada por uma o-secretase, e segue-se para sua via
fisioldégica. Na via amiloidegénica, essa mesma proteina ¢ clivada por uma [-secretase,
progredido para formagdo de fragmentos BA neurotoxicos.
Fonte: Adaptado de Chen et al., 2017.

Dependendo onde ¢ clivado o fragmento C99, € possivel gerar fracdes contendo 43,
45, 46, 48, 49 ¢ 51 aminoacidos, que posteriormente sdo finalmente fragmentados em BA de
40 aminoacidos ¢ BA de 42 aminoacidos (BA4)(OLSSON et al., 2014). Em um primeiro
momento, os mondmeros de BA sdo liberados e, em seguida, eles podem agregar-se em varios
tipos de montagens, maiores € mais insoluveis, oligomeros, protofibrilas e fibrilas amiloides,

que agregaram-se entre si formando placas, e se espalham por todo o cérebro, geralmente
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encontradas no cortex (HAASS et al., 1992). Apesar das placas serem mais insoluveis, sdo os
oligdbmeros que causam maior dano cerebral, pois eles se agregam em dimeros, trimeros,
tetrameros e pentdmeros, sdo facilmente soliveis, promovem neurotoxicidade, falhas em
sinapses, €, consequentemente, falhas na memoria, principal caracteristica da DA (KLEIN;
KRAFFT; FINCH, 2001).

Em situagdes patoldgicas, os astrocitos podem contribuir para o agravamento da DA
através de uma série de alteragdes morfologicas, que os transforma em astrdcitos reativos, e
por sua vez, liberam citocinas e fatores inflamatorios. Estre processo gera neuroinflamacao,
além de aumentar espécies reativas de oxigénio, contribuindo pra o estresse oxidativo e
aumento da BA cerebral (HENEKA; RODRIGUEZ; VERKHRATSKY, 2010).

O PBA possui algumas fungdes biologicas, desde mondomeros a placas, interagem
como potenciais receptores e ativam vias intracelulares, que podem causar repostas danosas
ao neurdnio ¢ morte neuronal (CHEN et al., 2017). Entre esses receptores pode-se citar o
recepetor de neurotrofina p 75 (P75NRT), o receptor de lipoproteina de baixa densidade
(LRP), o receptor de proteina pridnica celular (PrP°), os receptores metabotropicos de
glutamato (mGIluRS5), subunidade o do receptor nicotinico de acetilcolina (a¢7NAChR), o
receptor de acido N-metil-D-aspartico (NMDAR), o receptor B-adrenérgico (B-AR), o
receptor de linha celular de hepatoma produtor de eritropoetina (EphR), o receptor B do tipo
imunoglobulina pareada (PirB), os receptores scavenger B1 (SCARA) e o receptores de
produtos finais de glicacdo avancada (RAGE), os receptores e seus respectivos ligantes sdo
encontrados na Figura4 (CHEN et al., 2017; CHOI et al., 2014; COSTA et al., 2012; KIM et
al., 2013; SHANKAR et al., 2007).
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Figura 4. Receptores e ligantes amiloides.

Os mondmeros, oligdomeros, fibrilas e placas BA, ligam-se a receptores me membrana, os
quais dao inicio a diversos outros mecanismos prejudiciais ao cérebro, como hiperfosforilagao
da TAU, formagdo de radicais livres, neuroinflamacdo, disfun¢do mitocondrial, dano em
DNA, disfung¢@o sinaptica e morte neuronal.

Fonte: Adaptado de Chen et al., 2017.

Assim como quase toda substancia presente no cérebro, a depuracao e transporte de
BA também acontece. O BA solavel ¢ capaz de ser transportado pela barreira
hematoencefalica do plasma para o cérebro via RAGE e do cérebro para o plasma via LRP,
podendo também se ligar a proteinas de transporte como apoliproteinas E e J, e a2-
macroglobulina (a2M) e ser degradado pelas proteases neprilisina (Nep), enzimas de
conversdao de endotelina (ECE), enzima degradante de insulina (IDE) e plasmina, bem como
degradacdo através da microglia (IWATA et al., 2000).

O comprometimento da memoria e neuroinflamagdo ¢ aumentado quando

administrado intracerebroventricular oligdmeros de BA.«, através da ativagdo microglial por
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receptores de reconhecimento padrao (PRRs), que identificam essa molécula como patdgenos,
estimulando a cascata inflamatéria (KIGERL et al., 2014; MORRONI et al., 2016;YANG et
al., 2017). Desta forma, esse modelo animal pode apresentar aumento da expressdo e
producdo de citocinas pro-inflamatdrias (XU et al., 2016, 2018). Em média, o tempo para
indu¢do da neuroinflamagdo, estresse oxidativo e déficit cognitivo ¢ apresentado 3 a 8

semanas apos a inje¢ao de oligdmeros de BA .4 (AZM et al., 2018).

1.2.2 Células da glia e Fatores neurotroficos

Cerca de 5 a 10% do volume de células cerebrais ¢ composto de microglia, que
servem como células do sistema imune no SNC, também conhecidos como os macrofagos do
cérebro (MARiN-TEVA et al.,, 2012). Normalmente, a microglia assume sua forma
ramificada o que contribui para manutencdo da homeostase cerebral, interagindo com outras
células vizinhas, dando apoio tanto por contato fisico quanto por liberagao de fatores solaveis,
além de regular a neurogénese, e em sua forma ameboide € capaz de realizar a fagocitose em
processos inflamatorios (ARAKI; IKEGAYA; KOYAMA, 2021).

Dentre os fatores soliveis que a microglia é capaz de secretar, pode-se citar alguns
fatores troficos, como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), o fator de
crescimento tipo insulina 1 (IGF-1), o fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), além
de fatores inflamatérios como o fator de necrose tumoral a, o interferon y (IFN v), a
interleucina 1p (IL 1), a interleucina 6 (IL-6) e a interleucina 18 (IL-18) (YANG et al.,
2010).

Os astrocitos sdo os principais secretores do cérebro, sendo capazes de captar e
liberar varios fatores essenciais a saide do neurdnio, contribuindo para homeostase cerebral,
ademais, auxiliam na transmissdo sinaptica, envolvendo as pré e poés-sinapses (ALLEN;
BARRES, 2009). Essas células sdo as principais secretoras de fatores de crescimento como o
BDNF, os fatores de crescimento de fibroblastos 2 (FGF-2) e o fator neurotrofico derivado de
linha de células gliais (GDNF), além de interleucinas (ARAKI; IKEGAYA; KOYAMA,
2021).

O BDNF foi a primeira neurotrofina a ser associada com déficit cognitivo e
deméncia. Além disso, essa proteina é capaz de aumentar impulsos nervosos e, em cultura
celular, pode ser observada geragdo de potenciais de agdo com maior frequéncia. Ademais,

também ¢é capaz de aumentar a atividade de sinapses glutamatérgicas, essenciais para
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formagao de novas memorias (ELMARIAH et al., 2004; PARK e POO, 2013; CHEN, LAN ¢
YANG, 2019). Diveersos autores foram capazes de apresentar resultados experimentais
promissores na memoria e aprendizado ao administrar BDNF em animais com deficiéncia
cognitiva (MURER et al., 1999).

Outra neurotrofina envolvida na sobrevivéncia neuronal e fun¢do cognitiva € o fator
de crescimento do nervo (NGF), a expressao de seus receptores esta localizada principalmente
em receptores colinérgicos, principais neurdnios envolvidos na fun¢do cognitiva (SCHWAB
et al., 1979). Apo6s a liberagdo de NGF como proteina precursora (proNGF) pelos neurdnios
pOs-sindpticos, essa proteina se liga ao receptor de receptores de tropomiosina quinase A
(TrkA), e por meio de transporte retrogado, inicia uma cascata de sinaliza¢do para liberacao
de acetilcolina (ZHENG; KOO, 2011).

Na DA ja foi descrito que ha alteragdo desta via, de forma negativa, como regulagido
negativa do receptor TrkA, a sinalizacdo e o transporte retrogrados prejudicados, o aumento
da degradacdo de NGF e a resposta inflamatéria devido a redug¢do da producdo de Ach e,
também, ao aumento dos niveis de BA (MITRA; BEHBAHANI; ERIKSDOTTER, 2019).
Autores discutem que o aumento de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio podem reduzir
a expressao do receptor TrkA e prejudicar a via de sinalizacdo NGF/TrkA, o que pode

ocasionar déficits na memoria e na aprendizagem (KROPF; FAHNESTOCK, 2021).

1.2.3 Neuroinflamacio

A neuroinflamacdo ¢ wuma condi¢do apresentada em varias doengas
neurodegenerativas, dada a sua importancia, estudos atuais, realizados em animais e humanos,
jé& investigam as modificagdes causadas pela inflamacdo no cérebro a partir de imagens com
PET in vivo (ZHOU et al., 2021). A inflamagdo cerebral ¢ um evento patogénico chave da
etiologia da DA, porém, ainda ndo foi possivel validar clinicamente métodos de diagnostico a
partir dela, mas sabe-se que o acumulo de BA pode estimular a microglia e todo processo
inflamatério envolvido (PERRY; HOLMES, 2014). A microglia ¢ a principal célula
envolvida no processo de neuroinflamagdo, tanto de forma fisiologica, quanto de forma
patologica ou cronica. Ao se ativar, ela assume a forma ameboide que ¢ capaz de realizar

fagocitose e de secretar fatores anti e pro-inflamatdrios, que podem atuar como fator
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neuroprotetor ou causar ainda mais danos ao cérebro, como apoptose neuronal (TAYLOR et
al. 2013).

Ja foi constado por varios estudos que o BA pode ativar a producdo de citocinas
inflamatérias pela ativacdo microglial, através de PRRs o que pode ocasionar a morte
neuronal (GARCEZ et al., 2017, 2019; YANG et al., 2017). Outros receptores sdo ativados
pelo BA, sendo eles o SCARA 1, os marcadores de agrupamento de diferenciacdo de
superficie celular (CD), a integrina a6P1 e os receptores tipo Toll-Like (TLR): TLR2, TRLA4,
TLR6 e TREM2, e através destes, estimula a microglia a liberar citocinas pro-inflamatorias,
que interferem na sintese de citocinas anti-inflamatérias (BAMBERGER et al., 2003).

A neuroinflamagdo ativa a via das caspases na microglia e induz a apoptose
neuronal, outra caracteristica dos modelos de AD. Ademais, a ativagdo microglial por APP
também pode ocorrer através da via das proteinas quinases ativadas por mitogeno (MAPK),
que inicia a geracao de marcadores pro-inflamatorios, bem como, também ser desencadeada
por citocinas, principalmente: interleucina I beta (IL If) (BODLES; BARGER, 2005).
Outrossim, as vias Janus quinase/duas proteinas de transdutor de sinal e ativador de
transcri¢do (JAK/STAT) e fator nuclear kappa B (NFxB) também estdo envolvidas, e autores
mostram uma forte relagdo na ativagdo microglial envolvida na patogénese da DA (WAN et
al., 2021).

Visto isso, pode-se dizer que os fatores inflamatdrios estdo ativamente presentes no
cérebro do paciente com DA, dentre esses fatores podemos citar: a IL I e o interferon gama
(INF-y), e outras citocinas, que em conjunto, podem levar ao quadro de neuroinflamacao,
induzir a producao excessiva de espécies reativas, causando lesdo celular, o recrutamento de
neutrofilos, e a ativagcdo da neuroglia, o que forma um ciclo de inflamag¢ao cronica (BLOCK;
ZECCA; HONG, 2007; IULITA et al., 2014).

Viarios estudiosos encontraram em amostras post mortem de individuos com DA
niveis aumentados de IL-If, INF-y e iNOS, bem como radicais livres, € em outros estudos foi
possivel encontrar em amostras de sangue ¢ LCR de pacientes com DA expressoes
aumentadas dos mesmo marcadores inflamatorios, além de marcadores anti-inflamatorios
como IL-10 (AKIYAMA et al., 2000; KHEMKA et al., 2014; SASTRE; KLOCKGETHER;
HENEKA, 2006). Em resumo, o BA ¢ capaz de ativar a microglia, que por sua vez secreta
radicais livres e fatores pré e anti-inflamatdrios, esses fatores podem advir através das vias de
sinalizacdo intracelular ou mesmo, ativar essas vias por si, através da ligagdo com receptores

de membranas, além de serem produzidas pela simples agdo do BA. As citocinas juntamente
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com radicais livres causam danos ao neur6nio, ativando vias apoptoticas, levando a morte

neuronal e progressdo da DA, como demonstrado na Figura 5.
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Figura 5. Da Ativagdo microglial a apoptose neuronal.
A neuroinflamacdo surge através da ativacdo microglial, que por sua vez, secreta fatores pro-
inflamatérios e  radicais livres, com o objetivo de destruir o fa.

Fonte: a autora.

1.2.4 Estresse oxidativo

Na DA o acumulo de BA ¢ capaz de promover a neurodegeneragdo através de varios
mecanismos, incluindo a disfungdo mitocondrial, que resulta em produ¢do de radicais livres
através do funcionamento anormal da cadeia de transporte de elétrons (CTE), devido a danos
em seus complexos (REDDY; BEAL, 2005; SWERDLOW; BURNS; KHAN, 2014). Vérios
estudos em cérebros post-mortem, tanto em humanos com DA quanto em modelos animais de

DA, demonstraram anormalidades mitocondriais, metabolismo energético reduzido, mitofagia
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reduzida, processo de eliminagdo de mitocondrias através de autofagia, aumento concomitante
da secregdo de citocinas pro-inflamatorias e inibi¢do da depuragao de PA (BLENNOW et al.,
2015b; FANG et al., 2019; KIM; MOOK-JUNG, 2019; MINOSHIMA et al., 1997).

Em modelos animais de DA, foi possivel observar, também, o declinio cognitivo o
que demonstra forte ligagdo com os danos mitocondriais, e com liberagdo de padrdes
moleculares associados a danos (DAMPS), bem como a reducao de ATP (AGRAWAL; JHA,
2020; EDLER; MHATRE-WINTERS; RICHARDSON, 2021). Evidéncias indicam que a
injecdo de PA cerebral ¢ capaz de gerar comprometimento cognitivo, aumento de danos
causados por radicais livres e declinio da atividade de enzimas antioxidantes, bem como,
perda sinéptica relaciona a DA (MARCUS et al., 1998; PADURARIU et al., 2010; RADI et
al., 2014)

O aumento das espécies reativas de oxigénio (EROs) ou de nitrogénio (ERNs) no
cérebro esta fortemente associado a modelos de deméncia e/ou DA, podendo ser o gatilho
para processos pro-inflamatorios, como a producao de citocinas € quimiocinas nocivas ao
cérebro, ou mesmo ocasionando o contrario, induzindo o aumento dessas espécies reativas por
meio da inflamagdo (ZUSSY et al., 2013; SHARMA et al., 2016). No cérebro, a microglia ¢ a
principal célula produtora de radicais livres, por ser também a que mais libera interleucinas
pro-inflamatérias, reduzindo a defesa antioxidante (EDLER; MHATRE-WINTERS;
RICHARDSON, 2021; KOELLHOFFER; MCCULLOUGH; RITZEL, 2017).

Os radicais livres sdo moléculas altamente reativas e instdveis que perderam um
elétron na sua ultima camada de valéncia, desta forma, estdo sempre capturando elétrons de
outras moléculas normais (ARUOMA et al., 2007). O radical livre mais prejudicial ¢ advindo
do oxigénio, o ion superdxido (O,) (SAUER; WARTENBERG; HESCHELER, 2001)

Espécies reativas de oxigénio (EROs), quando em niveis normais, sdo capazes de
desempenhar fungdes benéficas de sinalizacdo cerebral (MERAZ-RIOS et al., 2014). Tais
moléculas surgem do metabolismo mitocondrial, através da CTE; em macréfagos, com fungao
de defesa a insultos; e peroxissomos (KURUTAS, 2016). Um desequilibrio nos niveis de
EROs, em concentragdes altas, tornam estas moléculas capazes de modificar negativamente
lipideos celulares, membranas, expressdo de proteinas e DNA, o que pode ocasionar a
apoptose celular (BALENDRA; SINGH, 2021; KANSANEN; JYRKKANEN; LEVONEN,
2012).

O nitrito ¢ uma espécie reativa de nitrogénio derivada do 6xido nitrico (NO) que, em

niveis normais, ¢ capaz de estimular a proliferacdo celular (SHABAB et al., 2017). Essa
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molécula tem como sua principal funcao sinalizagdo e ¢ sintetizada por trés formas de 6xido
nitrico sintase (NOS): NOS endotelial, NOS neuronal ¢ NOS induzivel (iNOS) mas destas,
apenas a ultima ¢ ativada em condicdes patologicas na DA, ocorrendo principalmente na
microglia (SHABAB et al., 2017).

A 1INOS pode ser estimulada por algumas interleucinas, como em caso de
neuroinflamagdo, por exemplo, ¢ o aumento de NO leva a inducao de nitracdo de varias
proteinas cerebrais (UDDIN et al., 2020). A produ¢do de radicais livres, no caso do nitrito,
promove a desaminagdo de bases do DNA que contém grupo amina (-NH,) livre, sendo elas a
guanina e a citosina de adenina. Essa nitracdo pode causar apoptose neuronal, além contribuir
para o aumento adicional de iNOS e NO, elevando ainda mais os radicais livres e provocando
efeitos citotoxicos no cérebro (DHAPOLA et al., 2021).

A medida que as espécies reativas aumentam, mecanismos de eliminagdo dessas sdo
iniciados (AOYAMA; NAKAKI, 2013). As enzimas antioxidantes sdao moléculas capazes de
inativar os radicais livres, tornando-os moléculas inertes, que nao causaram danos ao tecido
(CHEN et al., 2022). A glutationa (GSh) ¢ uma das moléculas de defesa antioxidante
presentes no cérebro, exercendo seus efeitos através da doagdo de um equivalente redutor a
uma espécie reativa de oxigénio para neutralizd-lo (FORMAN; ZHANG; RINNA, 2009). Em
modelos animais de doengas neurodegenerativas e in vitro ja foi possivel observar que baixos
niveis de GSH esté relacionado com maior morte neuronal, demonstrando que a GSH pode
ser um potencial alvo terapéutico dessas doengas (AOYAMA; NAKAKI, 2013; SAHARAN;
MANDAL, 2014).

A superdxido dismutase (SOD) € a primeira linha de defesa contra o radical livre Oy,
e, visto a sua reatividade, faz-se dessa enzima a mais importante (SALMAN; ASHRAF,
2015). A SOD ¢é uma metalenzima, que reage na presenca de Fe*, através da reagdo de
Fenton, para formar o peréxido de hidrogénio (H.O,) e oxigénio (O,) (SEIFRIED et al.,
2007). Contudo, se a concentracao de radicais livres superar a capacidade enzimatica da SOD,
0 O, pode combinar com NO e formar o peroxinitrito (ONOQO") ou formar radicais hidroxila
(OHe), um oxidante mais forte e mais prejudicial que o O, (IMLAY; LINN, 1988). Estudos
demonstram que a diminui¢do da atividade da SOD estd intimamente ligada ao estresse
oxidativo apresentado na DA, indicando que formas de modular positivamente podem ser

promissoras no que se refere a doengas neurodegenerativas (BALENDRA; SINGH, 2021).
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A carbonilagdo proteica ¢é resultado da acdo direta de espécies reativas de oxigénio
produzindo modificagdes oxidativas nas proteinas (BERLETT; STADTMAN, 1997). A
introdugdo de grupos carbonil (C=0) nos residuos de aminoacidos ¢ uma marca registrada
destas modificagdes oxidativas e sabe-se que quase todos os aminodcidos sdo susceptiveis a
essa modificacdo causada pelas espécies reativas de oxigénio (ALMEIDA; DE OLIVEIRA
RIBEIRO, 2014).

Diante disso, a reacdo destes grupos carbonil com reagentes especificos ¢ uma forma
eficiente de inferir se estd ocorrendo dano oxidativo em proteinas (LEVINE et al., 1990). Esse
grupamento surge através da degradacdo oxidativa de peroxidos lipidicos (LOOH)
(VINCENTT et al., 2019). Uma vez sujeitas ao dano oxidativo, as proteinas precisam ser
reparadas. No entanto, se isso ndo for possivel, elas sdo degradadas e eliminadas das células

para minimizar efeitos negativos potenciais destas moléculas (BISWAS; MANO, 2021).

1.3 TRATAMENTO FARMACOLOGICO

Atualmente, ndo ha tratamento para atenuar o declinio cognitivo progressivo, apenas
o tratamento paliativo com objetivo de melhora na qualidade de vida dos pacientes. A seguir,
a Figura 1 ilustra a taxa de declinio da memoria ao longo do tempo em um individuo com DA.
Em pessoas que ndo possuem a DA, a memodria diminui lentamente devido ao
envelhecimento. J4 na DA ha um declinio cognitivo mais acentuado que, por vezes, se inicia
precocemente na vida, o que ocasiona o decaimento da memoria. As terapias atuais tentam
melhorar a memoria, mas nao obtém sucesso contra o declinio na doenca. Os resultados
esperados de novos farmacos ¢ que eles reduzam a taxa de declinio da doenca (WELLER;

BUDSON, 2018).

Memoria
[
I
]
I
B

Tempo
(meses a anos)
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Figura 1. Taxa de declinio da memoria 1- Estado normal/natural, 2- Declinio precoce de
memoria, paciente com DA, 3- DA com terapia atual e 4- resultado esperado de novos
farmacos.

Fonte: Traduzido de Weller; Budson, 2018.

Nos dias de hoje, ha duas classes principais de medicamentos utilizados na terapia da
DA, sao eles: 1) os inibidores da acetilcolinesterase (donepezil, rivastigmina e galantamina) e,
i1) os antagonistas ndo competitivos do receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) (a memantina)
(WELLER; BUDSON, 2018). Alguns outros farmacos estdo sendo desenvolvidos e
explorados quanto a capacidade de diminuir o prejuizo ao cérebro em individuos com DA,
dentre esses, pode-se observar as drogas multialvos, moléculas hibridas compostas por duas
estruturas - como por exemplo o ladostigil, baseada em uma jun¢do quimica de antagonistas
de receptor NMDA e um inibidor da monoaminoxidase (MAQ). Porém, essa nova classe de
farmaco ndo foi capaz de atingir objetivos de retardar a progressao da doenca, tendo seus
ensaios clinicos encerrados (ATHAR; AL BALUSHI; KHAN, 2021; SCHNEIDER et al.,
2019).

O desenvolvimento de medicamentos monoclonais estd sendo fortemente
pesquisado. Um exemplo disto ¢ que em novembro de 2020 a agéncia Food and Drug
Administration (FDA) dos EUA autorizou o uso do medicamento Aducanumab, um anticorpo
monoclonal IgG1 anti-BA humano especificos para oligomeros BA e fibrilas, que estdo
envolvidas na DA. O aducanumab revelou-se capaz de diminuir os niveis de PA cerebral,
mostrando melhorias clinicas nos pacientes portadores da doenca (ALEXANDER;
EMERSON; KESSELHEIM, 2021; AVGERINOS; FERRUCCI; KAPOGIANNIS, 2021).
Esses anticorpos sdo proteinas projetadas especificamente para um antigeno, no caso para o
BA que, ao identificar o epitopo, opsonizam o antigeno, levando a destruicdo dessa molécula
(KOUHI et al., 2021). A partir deste mecanismo, outras imunoglobulinas tornaram-se alvo de
pesquisas, € se mostram promissoras para o tratamento da DA (SUN et al., 2021).

Outras drogas com alvos distintos estdo sendo estudadas. As terapias visam a
inibicdo da BACE, a fim de limitar a producao de BA (FRANCIS, 2008), e de inibidores de y-
secretase, impedindo a formagdao de PBA (SIEMERS et al.,, 2005). Além de tais drogas,
também estuda-se os estimuladores de o-secretase, que através da ativagdo de proteina

quinase C, reduzem os niveis de BA (COMAN; NEMES, 2017). Por fim, ha também os
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inibidores de agregacdo amiloide e imunoterapias que agem na inibigao da formagao de placas
amiloides (DELRIEU et al., 2012; YIANNOPOULOU; PAPAGEORGIOU, 2013).

Por outro lado, alguns fArmacos ja aprovados pela FDA ainda estdo sendo testados
para uso na DA. Na Tabela 1 podem ser observados os medicamentos em estudo, seu
mecanismo de a¢do e o status do ensaio clinico. Além disso, outros fAirmacos que ndo sao
especificos para uso na DA, podem ser combinados na terapia para amenizar os sintomas
demenciais e produzirem efeitos benéficos comportamentais, tais como antipsicoticos
antagonistas de receptores dopaminérgicos, utilizados em momentos de agitacdo excessiva, e

inibidores seletivos da recaptacao de serotonina (HAMPEL et al., 2021; VASSAR, 2014).

Tabela 1. Mecanismo de agdo e status de ensaios clinicos de alguns medicamentos anti-DA

Nome Mecanismo de acio Status do ensaio clinico
1 Lanabecestat Inibicao reversivel de BACEI Fase 3 (encerrada em 2018)
2 Umibecestat Inibigao reversivel de BACE1 Fase 2/3 (encerrada em 2019)
3 Tramiprosato * Inibigdo da agregagdo BA Fase 3 (descontinuada em 2007)
4 ALZ-801 Inibigdo da agregagdo BA Fase 3 (em andamento)
5 Verubecestat Inibigéo reversivel de BACE1 Fase 3 (descontinuada em 2017)
6 Elenbecestat Inibigao reversivel de BACE1 Fase 3 (descontinuada em 2019)
7 Atabecestat Inibigdo reversivel de BACE1 Fase 2/3 (em andamento)
8 Semagacestat inibidor de y-secretase Fase 3 (encerrada em 2011)
9 Avagacestat Inibidor de y-secretase Fase 2 (descontinuada em 2012)
10  Etazolato Estimulador de a-secretase Fase 2 (em andamento)
11 Acitretina * Estimulador de a-secretase Fase 2 (em andamento)
12 Epigalocatequina- Estimulador de a-secretase Fase 2/3 (em andamento)
galato *
13 Tarenflurbil (MPC- | Inibidor de y-secretase Fase 3 (terminada em 2009)
7869)
14 GV9I71 Inibidor de agregacao BA Fase 3 (em andamento)
15  Colostrinina Inibidor de agregacdo BA Fase 2 (encerrada em 2009)
16  Bapineuzumabe mAB anti-amiloide Fase 3 (descontinuada em 2012)
17  Solanezumabe mAB anti-amiloide Fase 3 (em andamento)
18  Gantenerumabe mAB anti-amiloide Fase 3 (em andamento)
19  Aducanumabe * mAB anti-amiloide Aprovado (7 de junho de 2021)
20  Lecanemab mAB anti-amiloide Fase 3 (em andamento)
21 LMTM inibidor de agregacdo de tau Fase 3 (em andamento)
22 Blarcamesina Ativador do receptor Sigma-1 Fase 2b/3 (em andamento)
23 Saracatinibe * Inibidor de Src quinase Fase 2a (terminada em 2018)
24 Thiamet G Inibidor da enzima O - Fase 1 (em andamento)
GlcNAcase
25  Telmisartana * Bloqueador do receptor da Fase 2 (em andamento)
angiotensina II




26
27
28
29

30

31

32

33

34

35

36

37

38
39

40

41
42

43

44

ALZT- OPla
Atuzaginstat
Masitinibe *

Azeliragon

Enceniclina
J-147
Escitalopram *
Brexipiperazol *
Pioglitazona *
Guanfacine *
Losartana *

Minociclina *

Nivaldipina *
Liraglutida *

Semaglutida *
Aripiprazol *
Lumateperona (ITI-
007)

Idalopirdina

AVP-786

promotor de depuragdo BA
Inibidor irreversivel de gingipain
Inibidor de tirosina quinase

Receptor para inibidor de
produtos finais de glicagdo
avangada (RAGE)

Agonista a. T-nAChR parcial
Inibidor da MAO-B

Inibidor seletivo da recaptagdo de
serotonina

Agonista parcial dos receptores 5-
HT 1A e dopamina D2 e D3

Agonista do receptor y ativado
por proliferador de peroxissoma

Agonista do receptor
adrenérgico o 2A

Bloqueador do receptor da
angiotensina II
Anti-inflamatério, inibe a
inativacdo microglial
Bloqueador de canais de calcio
Agonista do peptideo 1
semelhante ao glucagon

Agonista do peptideo 1
semelhante ao glucagon
Agonista de dopamina D2

Antagonista de SHT 2A , SSRI,
modulador de fosfoproteina do
receptor de GluN2B de glutamato

Inibidor de AChE e antagonista
de SHT-6

Antagonista do receptor NMDA

* medicamento comercializado/aprovado US-FDA
Fonte: traduzido de Athar; Al Balushi; Khan, 2021.
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Fase 3 (em andamento)
Fase 2/3 (em andamento)
Fase 2b/3 (concluida)
Fase 3 (em andamento)

Fase 3 (em espera clinica)
Fase 1 (em andamento)
Fase 3 (em andamento)
Fase 2/3 (em andamento)
Fase 3 (encerrada em 2018)
Fase 3 (em andamento)
Fase 2/3 (em andamento)

Fase 2 (descontinuada em 2019)

Fase 3 (Inativo desde 2018)
Fase 2b (em andamento)

Fase 3 (em andamento)

Fase 3 (encerrada em 2016)

Fase 3 (encerrada em 2018, ndo
cumpriu os objetivos do endpoint
primario)

Fase 3 (descontinuada em 2017)

Fase 3 (em andamento)

1.4 ULTRASSOM PULSADO DE BAIXA INTENSIDADE

Uma vez que os tratamentos existentes t€ém poucos efeitos sobre a progressao da

doenga, novas terapias para retardar a progressdo da DA sdo necessarias, e a estimulagdo
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cerebral ndo-invasiva de areas cerebrais especificas poderia ser uma terapia promissora
(LEGON et al. 2014). Desta forma, tal terapia pode atuar como adjuvante para tratar a doenga
ou até mesmo retardar seu desenvolvimento, sem efeitos adversos significativos, aumentando
a qualidade de vida em pacientes com DA, bem como contribuir para o entendimento dos
mecanismos que envolvem a memoria e aprendizado (FOMENKO et al., 2018).

O campo da neuromodulacdo esta crescendo significativamente na ultima década,
utilizando-se de energia as redes cerebrais, que podem excitar, inibir ou interromper a
dindmica cerebral de forma controlada e indolor, que irdo variar apenas em paradmetros como
tempo, intensidade e area de aplicagdo (JOHNSON et al., 2013; KRAMES et al., 2009).
Diante disso, tornando o UPBI uma forma alternativa e indolor, que podem oferecer
especificidade e serem reversiveis, em comparacdo a alternativas medicamentosas ou
cirurgicas (EDELMAN et al., 2015).

O mecanismo completo do UPBI ¢ ainda desconhecido, mas alguns fatores ja foram
elucidados (DALECKI 2004; HUANG et al. 2017). Sabe-se que ele age por meio de energia
mecanica em intensidades bem baixas, sendo transmitida através do meio para células e
tecidos como ondas acusticas de alta frequéncia (REPACHOLI et al., 1987). Essas ondas
podem causar efeitos térmicos minimos e principalmente ndo térmicos, que inclui neste, a
formacdo de microbolhas, microjatos, induzidos através de cavitacdo, fluxo acustico e
estimulagdo mecanica (LIN et al., 2016). Essa ondas podem gerar uma abertura rapida e
transitoria na barreira hematocerebral, o que facilita a administragdo de farmacos e nano
particulas contribuindo para o tratamento de doencas (SU et al., 2017a). Além disso, esse
mecanismo de entrega de moléculas ao cérebro pode contribuir para o diagnodstico de doengas
neuroldgicas em exames que utilizem o contraste (LIPSMAN, et al. 2018, LIU, et al. 2020,
MORSE, et al. 2019, YING et al. 2019).

O UPBI pode alterar as propriedades viscoelasticas das membranas celulares do
sistema nervoso central (SNC), modulando a excitabilidade neuronal e a cinética de ativacao
dos receptores membranares (JOHNS, 2002; TYLER; TUFAIL; PATI, 2010). Ademais, o
UPBI pode ter tem efeitos antioxidantes, diminuindo algumas espécies reativas (ZORTEA et
al. 2015). Em alguns experimentos foi possivel observar que o UPBI foi capaz de modular
positivamente os niveis de BDNF cerebral (CHEN et al., 2018; SU et al., 2017b)

O UPBI ja demonstrou uma capacidade de estimulacdo neuronal diferente da gerada
pelo ultrassom focado de alta intensidade (UFAI), sendo possivel se obter efeitos neurais

reversiveis, cumprindo requisitos de seguranca do FDA (BYSTRITSKY; KORB, 2015;
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TYLER; LANI; HWANG, 2018; WANG et al., 2019). Além disso, ondas ultrassonicas ja
foram utilizadas em modelos experimentais de isquemia cerebral ¢ DA — resultando em
aumento da expressdao neurotrofica, diminuicdo das lesdes cerebrais, melhora na
aprendizagem e memoria, e alteracdes de morfologia neuronal em roedores (BAEK et al.,
2018; GUO et al., 2015; LIN et al., 2015; NOTTURNO et al., 2014; ZHENG et al., 2020).
Ademais, outras aplicagcdes j4 foram investigadas experimentalmente, como a inibicdo de
respostas inflamatorias e neuromodulagdo, como o equilibrio entre atividade da microglia M1
e M2 (pr6 e anti-inflamatéria), diminui¢do de IL 10 e outras citocinas (QIN; LUO; ZHU,
2022; SU et al., 2017a).

Visto os efeitos benéficos do UPBI, pretende-se avaliar se essa terapia poderia
diminuir danos ao cérebro: radicais livres e neuroinflamacdo e aumentar niveis de
neurotrofinas e citocinas anti-inflamatdrias, além de diminuir prejuizos 8 memoria. O objetivo
deste estudo ¢ auxiliar no desenvolvimento de tais métodos, como por exemplo, através do
uso do UPBI, possivel terapia alternativa pouco invasiva, onde trata-se apenas de aplicar o
aparelho de ultrassom focado em contato com o cranio por alguns minutos em intensidade
controlada. Varios resultados puderam ser observados, os quais podem auxiliar a entender os
mecanismos envolvidos da doenca e a sua resposta a terapia apresentada, bem como, o

mecanismo da propria terapia.
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1.5 OBIJETIVOS

1.5.1 Objetivo Geral

Avaliar o tratamento ultrassom pulsado de baixa intensidade transcraniano em um
modelo da doenca de Alzheimer induzido pela injecao intracerebroventricular de BA .4, € seus

em parametros comportamentais e bioquimicos.

1.5.2 Objetivos Especificos

I. Analisar o efeito da terapia com UPBI sobre a memoria e aprendizagem em modelos de DA
induzida por A 42 ;

II. Analisar o efeito da terapia com UPBI sobre parametros tréficos, BDNF ¢ NGF, em
modelos de DA induzida por BA;.4;

III. Analisar o efeito da terapia com UPBI sobre pardmetros pro e anti-inflamatérios, 1L-1,
INF-y e IL-10, em modelos de DA induzida por BA;.4;

IV. Analisar o efeito da terapia com UPBI sobre parametros de estresse oxidativo e
nitrosativo, DCFH e Nitrito, em modelos de DA induzida por BA;.4;

V. Analisar o efeito da terapia com UPBI sobre danos celulares, carbonilagdo de proténas, em
modelos de DA induzida por BA.4;

VI. Analisar o efeito da terapia com UPBI sobre parametros anti-oxidantes, SOD ¢ GSH, em

modelos de DA induzida por BA;.4;
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 ANIMAIS

Para realizacdo da experimentacdo, utilizaram-se ratos machos da espécie: Rattus
norvegius, linhagem: Wistar (n=27), com 8 semanas de idade, com faixa de peso entre 250 a
300g, originados e mantidos do biotério da Universidade do Extremo Sul Catarinense-
UNESC. Os animais foram alojados gaiolas com livre acesso a alimentos e agua, em
condi¢des ambientais padrao, ciclo claro/escuro de 12 horas. O experimento foi aprovado pelo
Comité de Etica local de Uso de Animais (CEUA) 088.2015-1, todos os procedimentos foram
realizados por pessoas capacitadas por este comité e pelas Diretrizes Brasileiras de Cuidado e
Uso de Animais para Fins Cientificos e Didaticos (RN n°® 12/2013 - MCTC). Dividiu-se os
animais em trés grupos, sendo eles: grupo sham n=9; grupo interven¢ao PA ;.4 (400pmol/rato)

n=9; e grupo intervengao e terapia A4 (400pmol/rato) + UPBI n=9.

2.2 CIRURGIA

Para induzir o modelo de doenca de Alzheimer os animais foram submetidos a
cirurgia estereotaxica. O procedimento anestésico ocorreu por inje¢do intraperitoneal de uma
combinagdo de farmacos: cetamina - 100 mg/kg de peso corporal (Schering-Plough Coopers,
Brasil) e xilazina - 10 mg/kg de peso corporal (Coopazine; Syntec, Brasil). A cirurgia ocorreu
com o auxilio de um equipamento estereotaxico, realizou-se pequena exérese do tegumento
na parte superior do cranio, entre as orelhas, a fim de visualizar o bregma. Com um aparato
perfurador, foi realizado um pequeno orificio no hemisfério direito 1 mm posterior a bregma,
2 mm lateral e 3 mm de profundidade (medidas aproximadas), para que neste realiza-se a
infusdo intracerebroventricular (ICV) de solugdo salina 0,9% (sham) ou solu¢do contendo
oligomeros de BA .4, (400pmol) (intervencdo) (LAURSEN; BELKNAP, 1986).

Os oligdbmeros foram preparados de acordo com as instrugdes do fabricante,
suspendendo o liofilizado com tampao fosfato e incubados a 37°C por 7 dias, posteriormente,

aliquotados e armazenados a -20°C (Sigma-Aldrich, 2012).
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2.3 TERAPIA UPBI

O tratamento com UPBI iniciou 24 horas apds a cirurgia estereotdxica. Os animais
foram previamente anestesiados em sistema de anestesia fechado, numa caixa acrilica de
indugcdo com um fluxo de 2,5 litros/minuto de oxigénio com 4% de isoflorano. Apds isso,
foram mantidos a 2% de isoflorano com inalacdo continua, através de um equipamento
especifico da Insight (Al 100 - Anestesia Inalatoria). A parte superior do cranio, entre as
orelhas e logo apds os olhos, foi o local de aplicagdo da terapia, e para que as ondas fossem
penetradas no cranio utilizou-se gel condutor de Carbopol.

O equipamento indutor das ondas esteve contato direto com o gel e o cranio do rato,
nos parametros: intensidade de 0,8 W/cm?, frequéncia central de 3,3 MHz + 10%, alteracdo
por onda seno com ciclo de 50%, largura de pulso de 5 ms e frequéncia de repeti¢des pulsadas
100 Hz e transdutor do dispositivo com as seguintes dimensdes geométricas: Area aplicada
ou face transdutor (didmetro de abertura) = 44,0 +/- 0,3 mm; Tipo de feixe = Collimatted;
AIE (Area de Irradiagdo Eficaz) = 7,0 cm?, BNR (Relagdo de Nao-deformidade do Feixe) = 3
(Ibramed, 2012). A frequéncia da aplicacdao da terapia ocorreu a cada 48horas, no mesmo
horério, no tempo de 5 minutos por animal, durante 5 semanas. Os animais que nao receberam

terapia UPBI foram apenas anestesiados da mesma forma

2.4 RECONHECIMENTO DE OBJETOS

Na ultima semana de tratamento com UPBI, foi realizado o teste comportamental
para avaliar a fun¢do cognitiva, memoria de curto e longo prazo dos animais utilizando, para
isso, o teste de reconhecimento de objetos. Para adaptagdo dos animais ao novo ambiente e
aparato, no primeiro dia, um a um, eles foram alocados em caixa de madeira revestida de
material impermeavel na cor preta, com dimensdes de 90x90x90 cm, posicionada no chdo em
uma sala a prova de som com ilumina¢do difusa. por 10 minutos. No segundo dia, um a um,
eles foram familiarizados com dois objetos plasticos idénticos em forma, cor, textura e
tamanho (A + A), sendo esta a fase de treinamento. Ap6s 90 minutos, a memoria de curto
prazo foi avaliada, onde um dos objetos foi substituido por um novo objeto que diferia em
forma, cor, textura e tamanho (A + B). Apos 24 horas, terceiro dia, a memoria de longo prazo

ou a retencdo da memoria foi avaliada através de um novo teste, onde, novamente, um dos
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objetos foi substituido por um novo objeto que difere em forma, cor, textura e tamanho (A +
O).

Cada sessdao de teste durou 5 minutos e o tempo gasto explorando cada objeto foi
mensurado. O index de reconhecimento foi avaliado da seguinte forma: TN/TN + TF (TN =
tempo gasto explorando o novo objeto, B ou C; TF = tempo gasto explorando o objeto
familiar, A). A caixa e todos os objetos foram completamente limpos com alcool entre os
testes para remover odores residuais. O reconhecimento foi definido como um ato no qual o
animal se aproximaria do objeto a aproximadamente 2 cm de distancia, cheiraria e/ou tocaria
no objeto com a ponta do nariz e/ou com as patas. Quando o rato estava ao lado ou em cima

do objeto, isso ndo foi considerado uma atividade exploratoria (Antunes e Biala 2012).

2.5 EUTANASIA E PREPARACAO DE AMOSTRAS

A eutanasia foi realizada 24 horas ap6s o ultimo dia do teste de reconhecimento de
objeto. O hipocampo e o cortex foram extraidos de ambos os hemisférios cerebrais. Parte das
estruturas foram homogeneizadas em um tampao adequado, de acordo com a técnica a ser
realizada e o restante foi armazenado a uma temperatura de -80°C para procedimentos

técnicos futuros.
2.6 LINHA DO TEMPO EXPERIMENTAL
Para melhor ilustrar o periodo experimental com os animais , foi confeccionada

a linha do tempo experimental, ilustrando as etapas do experimento, onde a mesmo ¢

demonstrada na figura 5.
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Figura 6. Desenho experimental. Apds anestesia, os animais receberam uma inje¢do ICV de
BAi4 e 24 h apos iniciou-se o tratamento UPBI a cada 48 h durante 5 semanas. A tarefa de
reconhecimento de objetos foi realizada, ao fim do experimento acorreu a eutandsia.

Fonte: a autora.

2.7  ELISA

O hipocampo e o cortex foram homogeneizados em tampdo de lise de
imunoprecipitagcdo e apos centrifugados. Os niveis de fator neurotrofico derivado do cérebro
(BDNF) e fator de crescimento nervoso-f§ (NGF-B) (Sistemas de P&D, Minneapolis, EUA),
IL-1B, IF-y e IL-10 (Invitrogen, Califéornia, EUA) foram avaliados usando kits ELISA
disponiveis. Todos os protocolos experimentais foram realizados de acordo com as instrugdes
do fabricante. Os valores foram calculados com base em uma curva padrao para cada ensaio e

expressos em proteina pg/mg.

2.8 PARAMETROS OXIDATIVOS

Para avaliar os parametros oxidativos, as estruturas, hipocampo e cortex, foram

homogeneizadas em tampao fosfato de 50 mM com KCI 20 mM, a suspensdo resultante foi
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centrifugada a 3000 xg por 10 min e o sobrenadante foi separado para analises posteriores

(LEBEL; BONDY, 1990).

2.9 QUANTIFICACAO DE NITRITO

Os niveis de nitrito foram avaliados por ser um metabdlito mais estavel do 6xido
nitrico. As amostras foram incubadas em reagente Griess (1% sulfanilamida em HCI 0,1
mol/L e 0,1% N-dihidrato [1-naftil]] diamina de etileno) a temperatura ambiente por 10
minutos e a absorc¢do foi aferida espetrofometricamente em comprimento de onda de 540 nm.
Os valores foram calculados com base em uma curva padrdo para cada ensaio e expressos em
pMol /mg proteina, um curva padrdo de 0 a 100 nM realizada com o metabolito nitrito de

sodio (NaNO,) (CHAE et al., 2004).

2.10 DETERMINACAO DO DCFH

Os niveis intracelulares de 2,7-diclorodihidrofluoresceina (DCFH) foram
monitorados em amostras incubadas com 2,7-diclorofluoresceina (DCF) (10mM) a 37 °C por
30 min. A formagao do derivado fluorescente oxidado foi analisada em comprimentos de
onda de excitagdo e emissdes de 488 e 525 nm, respectivamente, utilizando um
espectrofotometro de fluorescéncia. Uma curva padrao DCFH foi construida utilizando DCF
(concentracdo de 10 nM) como controle interno no experimento e os resultados foram
expressos como intensidade de fluorescéncia (DONG; SULIK; CHEN, 2010; LEBEL;
BONDY, 1990).

2.11 MEDICAO DE DANO OXIDATIVO

O dano oxidativo foi analisado através grupos carbonila presente nas proteinas das
células dos tecidos analisados. Apds o preparo prévio das amostras, foram adicionados a
acido tricloacético 20%, centrifugadas a 14400 x g, ressuspendidas e adicionadas acido
cloridrico 2M e ou 2’-Desoxiadenosina 5'-trifosfato 10mM (dNTP), descartou-se o
sobrenadante, adicionou-se etanol-etilacetato, homogeneizou-se e ressuspendeu-se novamente
as amostras, analise foi realizada espectrofotomicamente a 370nm, os resultados foram

calculados e expressos em nmol/mg de proteina (AUGUSTYNIAK et al., 2015).
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2.12 ENZIMAS ANTIOXIDANTES

A atividade antioxidante de superdxido dismutase de enzimas (SOD) foi avaliada
inibindo a oxidagdo da adrenalina. As estruturas do hipocampo e do coértex foram
homogeneizadas em tampao glicina, depois inseridas a placa 5, 10 e 15 pL, em seguida
adicionadas as amostras 5 pL de catalase, 175-185 pL de tampao glicina e 5 pLL de adrenalina.
As leituras foram realizadas em 180 s, com intervalos de 10 s e medidas em um leitor de
placas a 480 nm. Os valores foram expressos em unidades SOD por miligrama de proteina
(WEYDERT; CULLEN, 2010).

Foram avaliados os niveis de glutationa enzimatica antioxidante (GSH). O GSH foi
medido em homogeneizados teciduais apds precipitagdo proteica usando acido tricloroacético
de 10%. Apos tal procedimento,uma aliquota de amostra foi adicionada a um tampao fosfato
de 800 mM contendo DTNB 500 mM. O desenvolvimento de cores resultante da reagdo entre
NBD e tiols atingiu o pico em 5 minutos e permaneceu estavel por 30 minutos. A
fluorescéncia foi determinada em 412 nm apds 10 min. Uma curva padrdo, construida com
glutationa reduzida, foi utilizada para calcular os niveis de GSH nas amostras (HISSIN;

HILF, 1976).

2.13 DETERMINACAO DO CONTEUDO PROTEICO

Para determinar o teor de proteina, o cortex e o hipocampo foram homogeneizados
utilizando-se albumina soro padrao e reagente fosfomolibdico-fosfotungstico (Folin fenol), de
acordo com a técnica, as amostras foram analisadas em absorbancia com comprimento de

onda de 750 nm (Lowry et al. 1951).
2.14 ESTATISTICA
Os dados foram testados para normalidade usando o teste Shapiro-Wilk, observada a

normalidade, em sequéncia realizou-se uma andlise de varidncia (ANOVA), seguida pela

analise pds-hoc pelo teste Tukey, no software GraphPad Prism. Os dados foram expressos
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como * desvio padrao (DP) e considerados estatisticamente significativos os valores de p <

0,05. Os dados da tarefa de reconhecimento de objetos foram analisados através do teste T.
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3 RESULTADOS

3.1  MEMORIA DE RECONHECIMENTO

Para analisar a fungdo de aprendizagem e memoria de curto e longo prazo utilizou-se
a tarefa de reconhecimento de objetos. A memoria de curto prazo, retém uma quantidade
limitada de informagdo durante um periodo curto de tempo. Na memoria de longo prazo,
armazena-se a informagdo por tempo indeterminado. Na fase de treinamento, ndo houve
diferenca no index de reconhecimento entre os grupos (A+A). O grupo A .42 ndo demonstrou
diferenga significativa entre o index de reconhecimento do objeto, tanto na memoria de curto
prazo quanto de longo prazo (A + B; A + C). Os animais dos grupos sham e fA 4, + UPBI
mostraram um aumento significativo no index de reconhecimento do novo objeto (A + C), na

memoria de curto prazo e na memoria de longo prazo (Figura 7).
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Figura 7. Tarefa de reconhecimento de objetos. Todos os animais desmontaram index
semelhantes de exploracao dos objetos na fase de treinamento. Na memoria de curto e longo
prazo, os animais no sham e BA;4 + UPBI mostraram maior index no novo objeto em
comparagdo com o antigo (novo objeto > objeto antigo; *p <0.05). Os animais do grupo BA 4
ndo mostraram diferenca significativa entre objetos em memoria curta e longa. Média + DP, n

=09.
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3.2  FATORES NEUROTROFICOS

Os processos de aprendizagem e memoria também sdao modulados por fatores
neurotroficos, diante disso, avaliaram-se os niveis de BDNF e NGF-B. Os niveis de BDNF
foram reduzidos significativamente no cortex no grupo PA;., em comparagdo com outros
grupos (Figura 8A). Entretanto, no hipocampo, houve aumento do BDNF no grupo BA 4 +
UPBI, em comparagdo com outros grupos (Figura 8B). Da mesma forma, os niveis de NGF-
foram diminuidos significativamente no cortex no grupo PA;4, em comparagdo com outros
grupos (Figura 8C). No hipocampo, os niveis de NGF foram elevados de forma significativa
no grupo PA;4, + UPBI, em comparagao com outros grupos (Figura 8D).
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Figura 8. Niveis de neurotrofinas no cortex e hipocampo. A e C- Os niveis de BDNF e
NGF-B foram reduzidos no cortex dos animais do grupo PA;4 em comparacdo com outros
grupos (*BA ;.. < Sham e BA 4, + UPBI; p <0,05). Média +£DP, n = 6. B e D — houve aumento
de BDNF ¢ NGF- no grupo BA ;.. + UPBI no hipocampo em comparagdo com outros grupos
(*BAi4 + UPBI > Sham e BA.4; p<0.05). Média + DP, n=9.
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3.3 NEUROINFLAMACAO

O BAi4 ¢ um fator que pode afetar o status inflamatorio cerebral, desta forma,
alguns niveis de citocinas pré e pro-inflamatorias foram analisados. No cortex e no
hipocampo, os niveis de IL-1B ndo foram alterados significativamente pela terapia UPBI
(Figura 9A e B). Da mesma maneira, ndo houve diferenca significativa nos niveis de INF-y no
cortex e hipocampo dos animais tratados ou ndo com UPBI (Figura 9C e 4D). Igualmente, os
niveis de IL-10 ndo foram alterados no cortex (Figura 9E), mas foram aumentados
significativamente no hipocampo do grupo BAi4 + UPBI, em comparagdo com os grupos

Sham e BA .4 (Figura 9F).
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Figura 9. Neuroinflamacio. A, B, C, D, E - Os niveis de citocinas pré-inflamatorias IL-1[3
(A e B) e INF-y (C e D) nos grupos cortex e hipocampo nao foram alterados nos grupos BA 4
e BAi4 + UPBIL bem como, IL-10 (E). F - Os niveis de IL-10 foram aumentados de forma
significativa no grupo PA;.». + UPBI em comparagdo com outros grupos (*BA 4, + UPBI >
Sham e BA;.4; p<0.05) Média + DP,n=9.

3.4 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO E NITROGENIO

A producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio em excesso, compde o
quadro de estresse oxidativo, desta forma fez-se necessario avaliar tais marcadores.
Observou-se que ndo houve diferenga significativa entre os grupos nos niveis de DCFH tanto
no cortex quanto no hipocampo (Figura 10A e B). Porém, houve um aumento nos niveis de
nitrito no cortex em animais do grupo A4 + UPBI, em comparagdo com o grupo sham
(Figura 10C), bem como, aumento significativo nos niveis de nitrito no hipocampo dos

animais do grupo BA 4, + UPBI, em compara¢do com o grupo BA.4. (Figura 10D).
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Figura 10. Marcadores de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. A e B - Nao houve
diferengas significativas entre os grupos nos niveis de DCFH no cortex e no hipocampo. C -
Os niveis de nitrito foram aumentados no cortex do fA4 + UPBI em comparagdo com o
grupo sham (*BA;.4 + UPBI > Sham; p <0,05). D- Os niveis de nitrito foram aumentados no
hipocampo do BA;.4» + UPBI em comparagdo com o grupo BA .4 (*BAis+ UPBI > BAix; p
<0.05). Média + DP,n=9.

3.5 DANO PROTEICO

Os niveis de carbonilagao das proteinas foram avaliados para determinar o dano
proteico. Nao foi observada diferenca significativa no cértex em nenhum dos grupos (Figura
11A). Houve uma significativa diminui¢do nos niveis de grupo carbonil em proteinas no
hipocampo de animais do grupo PAi.». + UPBI, em comparagdo com o grupo sham (Figura

11B). Média + DP, n=9.
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Figura 11. Marcador de dano proteico. A - Nao houve diferencas entre os grupos no
contetido de carbonil no cortex. B - Os niveis de proteinas carboniladas foram diminuidos no
grupo BAi4 + UPBI em comparacdo com outros grupos (*BAi4 + UPBI > Sham e BA.4;
p<0.05). Média + DP, n=9.
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3.6 ESTADO ANTIOXIDANTE

A atividade da enzima superdxido dismutase (SOD), bem como, os niveis de
glutationa foram mensurados para determinar a capacidade antioxidante. A atividade SOD no
cortex foi diminuida de forma significativa nos grupos PAi4 € PA 14 + UPBIL em
comparacdo com o grupo sham (12A). No hipocampo, ndo foram observadas diferengas
significativas na atividade SOD (12B). Os niveis de GSH ndo apresentaram diferengas

significativas entre os grupos, tanto no cortex quanto no hipocampo (12C e D).
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Figura 12. Enzimas antioxidantes. A - A atividade SOD foi diminuida nos grupos A4 €
BA;.4 + UPBI em comparagdo com o grupo sham (*Sham > BA ;.4 e fA;4 + UPBI; p <0.05)
B - A atividade SOD nao foi alterada pelo tratamento no hipocampo. C e D - Os niveis de

GSH nao foram alterados no cortex e no hipocampo. Média + DP, n =9.
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4 DISCUSSAO

O Alzheimer ¢ uma doenca dificil de tratar, devido a sua progressao, e medicamentos
ou métodos ndo invasivos existentes ndo sdo capazes de prevenir ou reverter os danos
causados ao paciente (SCHELTENS et al, 2016). Na indutstria farmacéutica, ha varios
medicamentos capazes de amenizar os sintomas da doenga em seus estagios iniciais, sendo
que os mecanismos destes variam entre inibidores das colinesterases e antagonistas de
receptores NMDA. Porém, devido a evolugdo da doenga, os medicamentos vao diminuindo a
sua eficacia no combate dos sintomas psiquicos ao longo do tempo (BRIGGS; KENNELLY;
O’NEILL, 2016). Atualmente, desenvolver medicamentos ou métodos confidveis e eficazes
contra a progressdao da DA ¢ um desafio (ATHAR; AL BALUSHI; KHAN, 2021). Em nosso
estudo propomos uma nova abordagem de tratamento da DA, através do uso do UFBI, por ser
indolor e com pouco desconforto ao paciente, além de ser seguro e eficaz.

O peptideo PA ;42 € um dos principais marcadores cerebrais da DA, assim como as os
emaranhados de proteina TAU e excitotoxicidade glutamatégica (FRANCIS, 2008). Os
primeiros sintomas da doenga envolvem o déficit cognitivo, perda memoria e dificuldade de
aprendizado, bem como modelos de deméncia ou DA utilizando BA4, que também tém
demonstrado déficits cognitivos e o prejuizo de memoria de reconhecimento (BENTON,
2010). Em testes cognitivos utilizando o labirinto aquatico de Motris, animais expostos a
modelos de DA BAi.4, apresentaram maior laténcia para encontrar a plataforma (LEE; CHU;
CHIANG, 2021; MORRONI et al., 2016). Nossos resultados indicam que o tratamento com
UPBI reverteu o comprometimento no processo de memoria de aprendizagem. Os animais
que receberam apenas a inje¢do ICV de BA;4 demonstraram maior prejuizo na memoria.
Corroborando com nosso estudo, outros estudos demonstraram que o prejuizo na memoria de
reconhecimento ¢ caracteristica deste modelo de DA (JIANG et al, 2019; BLACKMORE et
al., 2019; SHIN et al., 2019; SU et al., 2017). O ultrassom terap&utico em modelos animais de
DA apontaram melhorias significativas na cogni¢ao, além de melhoras graduais, a medida que
o niimero de sessdes fosse aumentado (GOTZ; RICHTER-STRETTON; CRUZ, 2021; CHEN
et al. 2018; HUANG et al. 2017; LIN et al. 2015). O ultrassom juntamente com anticorpos
anti- BA foi capaz de demonstrar melhora 5 vezes maior na memoria espacial em
camundongos, apds 3 dias de tratamento, em comparagdo com o0s que receberam apenas o

anticorpo (LEINENGA; KOH; GOTZ, 2021).
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O ultrassom pode aliviar o comprometimento cognitivo ¢ melhorar a memoria em
camundongo transgénicos com DA. Além disso, reduz significativamente placas amiloides, e
juntamente com as microbolhas induziu a fagocitose de BA ;.4 pela microglia (BURGESS et
al., 2014; PANDIT; LEINENGA; GOTZ, 2019; SHEN et al.,, 2020). Autores também
puderam relatar aumento de neurogénese ¢ melhora na fungdo de receptores sinapticos
NMDA, induzidos por ultrassom, mecanismos que impactam no bom funcionamento cerebral,
bem como melhora cognitiva (BLACKMORE et al., 2021)

As neurotrofinas, produzidas por células cerebrais sdo responsaveis por fazer a
manuten¢do dos neurdnios, bem como plasticidade neuronal (KHAN; SMITH, 2015). Varios
modelos animais de DA demonstram diminuicdo de fatores neurotréficos, principalmente
BDNF e NGF-B (IULITA et al. 2017; PHILLIPS et al. 1991). Essas neurotrofinas sdo
essenciais para a formacdo de novas memorias, assim como o aprendizado e desenvolvimento
cognitivo, desta forma, modelos animais com niveis reduzidos destes fatores troficos
apresentam piores resultados em testes cognitivos em comparagdo com animais sadios
(PARK; POO, 2013).

Em outro experimento utilizando modelo animais foram capazes de apresentar que o
BNDF tem efeito neuroprotetor contra a toxicidade PA, através do aumento da ativagdo de
TrkB, comprovando que a via de sinalizagdio BDNF/TrkB pode ter um papel importante
contra a patogénese da DA (ARANCIBIA et al., 2008). A regulagdo dessa via, de forma
negativa, estd associada a perda sinaptica e déficit cognitivo, essa regulacdo pode ocorrer
acumulo de BA cerebral e também por aumento de citocina pré-inflamatorias, como TNFa e
IL-1B (WU et al., 2021).

Nosso estudo foi capaz de demonstrar que modelos animais do modelo de DA que
ndo receberam a terapia com UPBI tiveram menores niveis de neurotrofinas, BDNF e NGF-§,
em cortex, comprado com o grupo sham. J& em hipocampo, o grupo BA ;.. que recebeu a
terapia com UPBI apresentou aumento significativo nos niveis tréficos, em comparacao ao
grupo sham e grupo BAi.4, que ndo recebeu a terapia. O tratamento com UPBI pode manter
ou até aumentar os niveis dessas neurotrofinas, tendo em vista que estes fatores troficos tem
grande importancia na cogni¢do e manutengdo das memorias, aumentar ou manter os niveis
dessas neurotrofinas ¢ essencial para bom funcionamento cerebral, refor¢ando a ligagdo entre
conteudo de BDNF e NGF-3 e comprometimento cognitivo (LYNCH, 2004; YANG et al.,
2015).
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A neuroinflamag¢dao ¢ um mecanismo necessario para manutencao cerebral, atuando
como protetor contra lesdes. No entanto, quando se prolonga e se torna cronica pode induzir a
neurodegeneragdo, como observado em modelos animais de neuroinflamacdo (TRAMONTIN
et al., 2020; SIMON et al., 2020). Autores mostraram que a injecao de BA .4, causou picos de
IL1B, TNF-a em 21 dias, bem como, diminuicdo de atividades antioxidantes, em conjunto
com ativagdo microglial e a expressio de mRNA de fatores inflamatorios (OYELEKE;
OWOYELE, 2022; XU et al., 2018).

Em nossos resultados ndo foi possivel observar diferengas significativas nos niveis
de citocinas pro-inflamatorias, IL-1B, IFN-y. Apenas da citocina anti-inflamatéria 1L-10, no
hipocampo, onde pdde-se verificar aumento significativo em comparacdo aos demais grupos
quando utilizada a terapia com UPBI. Estudos demonstraram que, ap6s 6 dias de tratamento
com ultrassom juntamente com microbolhas, foi possivel observar uma resposta imune inata,
evidenciada pela infiltragdo no SNC de mondcitos/macrofagos (KOVACSA et al., 2017). Os
resultados dos marcadores inflamatdrios apos 5 semanas em nosso modelo BA .4, poderiam ter
sido diferentes se tivéssemos avaliado anteriormente, no inicio do experimento, € esta questao
merece novos experimentos especificos para estuda-lo.

Diversas intensidades de terapias utilizando o UPBI podem reduzir alguns fatores
pro-inflamatérios em culturas celulares ¢ melhorar a recuperacao de lesdes musculares,
acelerando o processo de diapedese, migragdo macréfagos, ao local lesionado, fase aguda da
inflamacdo (DA SILVA JUNIOR et al.,, 2017). Em adicdo a isso, diferentes tempos de
tratamento com UPBI ¢ capaz de diminuir os niveis de citocinas pro-inflamatdrias e aumentar
fatores neurotroficos em culturas celulares de células cerebrais, astrocitos e microglia
(CHANG et al., 2020; DA SILVA JUNIOR et al., 2017; ZHANG et al., 2017). A terapia com
ultrassom ¢ capaz de facilitar a absor¢do de fatores transmitidos pelo sangue, a fim de ativar a
microglia, células que também absorvem o PAi;4 em seus lisossomos e os digerem,
realizando a depuragdo do PBAi.», que quando combinada com anticorpos anti- BA podem
gerar resultados mais eficazes (GOTZ; RICHTER-STRETTON; CRUZ, 2021).

A inflamagdo crdonica pode gerar danos neurocelulares, a prevencdo ou modulagio
negativa da via inflamatoria tem grande impacto na preservagdo da fungao cognitiva normal
em modelo de DA induzido por BA 4, (CRISTIANO et al., 2019). Porém, em nosso estudo
ndo foram observadas mudangas significativas em parametros inflamatorio, mas sim em

parametros cognitivos e troficos. Em outro estudo demonstrou-se que o tratamento com UPBI
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diminuiu o comprometimento da memoria induzido por neuroinflamagdo, através da inibi¢ao
da sinaliza¢ao da TLR4/NF-Kb, reduzindo mediadores inflamatorios, bem como, aumento da
expressdo de BDNF no hipocampo em camundongos modelos de DA a partir de LPS,
demonstrando efeitos protetores contra a neurotoxicidade do PBAi4, além de diminuir a
expressao de fA;4 e APP, além de inibir a atividade da caspase 3 (CHEN; LAN; YANG,
2019).

O processo inflamatorio conta com algumas moléculas necessarias para o reparo de
lesdo ou insultos ao cérebro, e os radicais livres sdo moléculas que fazem parte do sistema de
defesa. Porém, quando hd um desbalango das mesmas, podem haver lesdes neurocelulares e
até a apoptose, podendo, em alguns casos, levar a alteracao da fungao cognitiva e atrapalhar o
processo de memorizagdo (GHOSH et al., 2021). Essas moléculas sdo as espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio, que também exercem fungdes fisioldgicas benéficas, com mecanismos
de defesa bem definidos (BAILEY et al. 2019; BUTTERFIELD e BOYD-KIMBALL 2018).

A espécies reativas de oxigénio, quando em excesso, caracterizam o estresse
oxidativo, que por sua vez desempenha um papel critico na DA, promovendo a deposi¢do de
BA cerebral, além de impulsionar a hiperfosforilacio da TAU, resultando em perda de
sinapses e apoptose neuronal (CHEN; ZHONG, 2014). Em nosso estudo ndo foi observada
alteracdo significativa no cortex ou no hipocampo, quanto a niveis de espécies reativas de
oxigénio. Sabe-se que uma das caracteristicas marcantes dos modelos animais de DA ¢ a
presenga do quadro caracterizado como estresse oxidativo, que causa danos cerebrais. Desta
forma, podemos sugerir que da mesma forma que a inflamagdo, o processo de formagdo
dessas espécies reativas tenha ocorrido em outro momento, ou até, juntamente com o processo
inflamatério (MOHMMAD ABDUL et al. 2006; ZRAIKA et al. 2009). Em modelos de DA
utilizando o PA .4, pode se observar, que o estresse oxidativo depende do tempo, aumentando
marcadores oxidativos em até 10 dias, e apds 20 dias ja ndo é possivel observar
diferencas em seus niveis no cérebro, embora o desempenho cognitivo se apresente
prejudicado, em decorréncia do tempo de exposicdo a estes radicais livres (AZM et al., 2018;
JHOO et al., 2004; KARTHICK et al., 2019).

As espécies reativas de oxigénio sdo as moléculas mais conhecidas, em se falando de
radicais livres, porém, ha outra molécula proveniente do metabolismo da oxidagao de NO,
chamada nitrito, que estd fortemente associada a geragdo excessiva de espécies reativas de
nitrogénio (MANGIALASCHE et al. 2009; SHARMA et al. 2016). Da mesma forma que as

espécies reativas de oxigénio, o nitrito também possui funcao fisiolégica, como promover a



32

sintese de NO, tendo acdo vasodilatadora (MANGIALASCHE et al. 2009). A iNOS pode ser
estimulada por algumas interleucinas, no processo de neuroinflamacdo, formando NO em
excesso, que pode combinar-se com O2- e formar o ONOO-, um potente radical livre, levando
ao estresse nitrosativo (IMLAY; LINN, 1988).

Em nosso estudo podemos observar que houve alteragdes dos niveis desse radical
livre, onde em coértex se apresentou aumentado no grupo que recebeu a terapia com UPBI, em
relagdo ao grupo sham. De forma semelhante ocorreu no hipocampo, mostrando aumento
dessa molécula no grupo que recebeu tratamento com UPBI, em relacdo ao grupo que serviu
apenas como modelo de DA a partir do BA ;4. O tratamento UPBI diminui os niveis de nitrito.
Autores mostraram que a inje¢do de PA .4 no corpo estriado foi capaz de demonstrar niveis
significativamente aumentados na expressdo de iNOS em ratos (EDLER; MHATRE-
WINTERS; RICHARDSON, 2021).

A carbonilagdo proteica esta intimamente ligada ao estresse oxidativo, sendo este o
principal marcador de dano proteico, essas proteinas passam a perder sua funcdo assim que
sdao carboniladas (HENSLEY et al. 1995; SMITH et al. 1991). Quanto maior os niveis de
proteinas carboniladas, maiores os niveis de espécies reativas de oxigénio (FEDOROVA et al.
2014; Ma et al. 2018; MANO 2012). Em nosso estudo nao se observou diferenga significativa
entre os grupos no cortex, apenas em hipocampo, apresentando diminui¢do dos niveis de
grupos carbonil no grupo que recebeu a terapia com UPBI. Esse resultado pode sugerir que a
terapia utilizada em nosso estudo pode minimizar a carbonilagdo proteica ou auxiliar como
prevencgdo desse mecanismo celular, atrelado a diminui¢cdo de apoptose celular. Em modelos
animais de doenga utilizando A4, autores puderam demonstrar que o conteudo de
carbonilas significativamente foi maior, em comparagdo aos animais sham (LEE; CHU;
CHIANG, 2021). O BAi4 injetado ICV aumenta os niveis de proteinas carboniladas, bem
como enzimas antioxidantes, no hipocampo de ratos (NAVIGATORE FONZO et al., 2021).
Em tecido muscular, j& foi possivel observar diminui¢do no nivel de proteinas carboniladas,
apos o tratamento com UPBI (SILVEIRA et al., 2010).

Para contrabalancear o niveis de radicais livres as células sdo capazes de utilizar
alguns mecanismos, através de enzimas antioxidantes, sendo elas, as principais moléculas
capazes de modular o estresse oxidativo e/ou nitrosativo (CHAKRABARTI et al., 2013).
Devido ao beneficio que seu mecanismo traz as células, formas de aumentar a capacidade

antioxidante por tratamentos ndo invasivos pode prevenir, ou até tratar, doengas
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neurodegenerativas, bem como a DA (BIRNBAUM et al., 2018). Além disso, o desequilibrio
de radicais livres podem levar danos, seguida de neuroinflamacdo e excitotoxidade
glutamatérgica aumentada, e por ultimo, e talvez o mais importante achado neurocelular, a
formagdo de BA 4 (YU; WU, 2021).

Foi possivel observar em nosso estudo, que ndo houve diferenga da atividade ou
niveis de enzimas antioxidantes, SOD e GSH, em ambos os tecidos, exceto a atividade da
SOD no cortex, onde houve aumento de sua atividade no grupo sham em relacdo ao grupo que
mimetizou a DA, que recebeu ou ndo tratamento com UPBI. Pode-se sugerir, que assim como
a formagdo de radicais livres, pode ter ocorrido alteracdo mais significativas em outro
momento do experimento, indicando que seria de grande importancia avaliar essas enzimas
em diferentes fases da experimentagdo animal. Diferentes autores foram capazes de
demonstrar que, em animais injetados com BA,.4,, espécies EROs estiveram aumentadas, ao
passo que os niveis de GSH também estiveram aumentados, em cortex e hipocampo,
indicando que o BA .4, pode, de certa forma, modular o estado redox, através da compensagao
entre enzimas anti-oxidantes e estresse oxidativo no cérebro de camundongos (CETIN;
DINCER, 2007; MORRONI et al., 2016).

Em outros estudos, foi possivel observar o aumento de atividade da SOD, utilizando
o mesmo modelo de BA;.», em estagios iniciais da doenga de 3 semanas, explicando que a
adaptagdo de estresse oxidativo ocorreu em periodos anteriores (AZM et al. 2018; JHOO et
al., 2004). O efeito da Ba,.4 inclui a diminui¢cdo de atividade da SOD, bem como aumento de
marcadores de estresse oxidativo, fato que nao foi possivel afirmar com certeza em nosso
estudo, mas outros autores puderam demonstrar (CARRILLO-MORA et al. 2014; KONTUSH
2001). A SOD teve sua atividade aumentada apos a injecao ICV de Ba,.4, (AZM et al., 2018).
O tratamento com UPBI foi capaz de diminuir a atividade da SOD, nas primeiras aplicagdes,
3° 5% e 7° dias, apds esse periodo esses niveis voltaram ao nivel basal, bem como outras
enzimas antioxidantes, dentre elas a glutationa, que se comportou de maneira semelhante
(KHANBAZI et al., 2020).

O UPBI pode ser uma terapia alternativa que auxilia outras a obterem melhor
resultado em terapias ja existentes, pois esse método € capaz de abrir transitoriamente a BHE,
o que facilita a entrega de moléculas ao cérebro fisiologicamente envelhecido (GOTZ;
RICHTER-STRETTON; CRUZ, 2021). O ultrassom pode ser um método seguro de entrega
de moléculas/farmacos, ja que ndo foi capaz de gerar dano tecidual e vascular, ao induzir a

abertura da BHE, ap6s 4 semanas (MCDANNOLD et al., 2005). Essa abertura da BHE
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também pode estimular respostas inflamatérias benéficas, gerando respostas tanto na
astroglia, quanto na microglia, resultando secrecdo de fatores tréficos e de reparo celular,
respectivamente (KOVACSA et al., 2017). Além disso, em outros experimentos foi possivel
observar possivel remocao de PA;.4, cerebral através da abertura da BHE utilizando o UPBI

(JORDAO et al., 2010; PARK et al., 2021).
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5 CONCLUSAO

Nosso estudo foi capaz de mostrar que o UPBI € capaz de prevenir, ou reverter, o
déficit cognitivo ¢ modular os niveis de BDNF ¢ NGF-B no cérebro do modelo de DA
induzida por BA 4. Esses dois resultados combinados podem sugerir que o UPBI seja uma
possivel terapia, objetivando a melhora cognitiva de paciente com DA. Porém, no momento
avaliado, ndo foram registradas alteracdes significativas induzidas pelo modelo BAi4 ou
tratamento UPBI em parametros oxidativos e inflamatorios, sugerindo que as alteragdes
podem ser dependentes do tempo, caracteristica deste modelo.

O tratamento UPBI cronico revela-se, seguro e induz beneficios aos processos de
aprendizagem e memoria, indicando o UPBI como uma nova e promissora estratégia
adjuvante para o tratamento da DA. Ainda s3o necessarios mais estudo sobre essa tecnologia,
para que nao haja riscos quando em aplica¢do clinica em humanos, mas ja sabe-se que, em
animais, se mostrou indolor e ndo causou lesdes cerebrais ou vasculares significativas. O
tempo e intensidade devem variar, isso demonstra que uma possivel janela terapéutica do
UPBI possa existir. Tendo isso em vista, o maior desafio para tratar pessoas com doengas
neurodegenerativas seja comprovar a eficacia e seguranga da “dose-resposta”.

Nosso trabalho teve como principal objetivo, avaliar o efeito do UPBI em animais
que j& mimetizam o modelo de DA a partir do BA .4, desta forma ndo podemos afirmar que a
terapia pode ter ou ndo efeitos sobre animais sem a doenca. Mostramos entdo apenas o efeito
sobre a doenca apresentada, mas mais estudos devem ser realizados para comprovar se ha ou
nao efeito sobre cérebros sadios, bem como uma curva ‘“dose-resposta” de tempo e

intensidade do UPBI.
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