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RESUMO

A doenca de Alzheimer é caracterizada pelo seu perfil neurodegenerativo progressivo e
desenvolvimento de deméncia. Dentre as diversas manifestaces clinicas observadas em
pacientes com a doenca de Alzheimer encontram-se os deéficits cognitivos e confusfes na
memoria visuo-espacial. Atualmente, a doenca afeta aproximadamente 2% da populacdo dos
paises industrializados e estima-se que a incidéncia da doenca de Alzheimer ira triplicar nos
proximos 50 anos, levando em conta o aumento progressivo do risco da doenca apds os 70
anos de idade. Nenhum dos modelos animais disponiveis € capaz de contemplar e mimetizar a
ampla gama de alteracBes cognitivas, comportamentais, bioquimicas e histopatoldgicas
envolvidas no desenvolvimento da doenca. Entretanto, algumas dessas alteragcbes podem ser
induzidas através de manipulacdes farmacolégicas. O modelo animal em ratos Wistar
induzido pelo composto diabetogénico estreptozotocina tem mostrado ser muito eficiente ao
mimetizar essa condicdo. Este estudo buscou avaliar as alteracbes comportamentais no
hipocampo de ratos submetidos a injecdo intracerebroventricular de estreptozotocina; bem
como um possivel efeito protetor do tratamento com exendina-4, um peptideo andlogo ao
glucagon e agonista dos receptores de glucagon tipo peptideo-1 (GLP-1), comumente
utilizado para estimular a secre¢do de insulina das células B-pancredticas dependentes de
glicose e administrado para o tratamento de diabetes melitus tipo 2. Exendina-4 foi
administrada intraperitonealmente uma vez ao dia ap6s a injecdo intracerebroventricular de
estreptozotocina (3 mg/kg, i.c.v.), e 0 tratamento estendeu-se até o dia 21. Os tratamentos com
estreptozotocina, exendina-4, e seu agregado (estreptozotocina + exendina-4) causaram
alteracdes significativas no peso corporal dos individuos quando comparados ao grupo
controle. Nao foram observados efeitos da exendina-4 e também nenhuma interacdo
significativa entre os tratamentos para os niveis de glicose sanguinea. As alteracGes
comportamentais em tarefas voltadas ao aprendizado e memdria foram avaliadas, sendo
possivel identificar interagdo protetiva do exendina-4 na memoria espacial contra deméncia
esporadica do tipo Alzheimer induzida pela estreptozotocina.

Palavras-chave: Doenca de Alzheimer, Estreptozotocina, Exendina-4, Neuroinflamacéo,
Morte celular.
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INTRODUCAO
A doenca de Alzheimer (DA) é caracterizada pelo seu perfil neurodegenerativo

progressivo e desenvolvimento de deméncia. Atualmente afeta aproximadamente 2% da
populacdo dos paises industrializados e apds os 70 anos de idade o risco aumenta
progressivamente. De todas as doencas neurodegenerativas a DA € a forma mais comum das
deméncias, sendo um processo resultante da morte de neurbnios especificos em regides
particulares com formacdo de agregados proteicos na sua caracterizacdo histopatoldgica.
Esses agregados proteicos podem ocorrer no ambiente extracelular, nas placas senis (PS); ou
no interior dos neurbnios, os emaranhados neurofibrilares (ENF). Essas alteracOes
histopatolégicas estdo associadas com o processo neurodegenerativo e estdo relacionadas com
o fendmeno de perda da memdria e em alguns casos mais severos até mesmo alteracBes da
personalidade. Algumas drogas podem temporariamente melhorar a memoria, porém é muito
dificil conter a perda desses neurdnios envolvidos com o processamento e armazenamento das
informacdes (MATTSON, 2004 e KIMURA, 2016).

As PS sdo formadas por depositos extracelulares de agregados amorfos e insoltveis do
peptideo B-amiloide (Af), no entanto alguns depositos difusos de AP também podem estar
presentes em grandes quantidades. Ja os ENF sdo caracterizados pela proteina intracelular
TAU, essa € uma proteina associada aos microtabulos que apos hiperfosforilacdo e/ou
modificacbes oxidativas, formam agregados insollveis. Tanto as PS quanto os ENF estdo
presentes principalmente nas regiGes envolvidas com aprendizado, memoria e
comportamentos emocionais. Assim, essas regides apresentam reduzidos nimeros de sinapses
e neuritos danificados pela presenca dos agregados proteicos caracterizando a toxicidade
(MATTSON, 2004; KIMURA, 2016).

Diversos modelos animais da DA tém sido desenvolvidos para estudar as
caracteristicas patolégicas dessa doenca, tanto modelos genéticos quanto ndo genéticos.
Embora nenhum modelo animal disponivel seja capaz de mimetizar todas as caracteristicas
cognitivas, comportamentais, bioguimicas e histopatolégicas observadas na DA, algumas
dessas alteracbes podem ser induzidas através de manipulag@es farmacoldgicas (YAMADA,
NABESHIMA, 2000).

Um composto diabetogénico amplamente utilizado, a estreptozotocina (STZ), tem sido
utilizado para induzir o modelo da DA quando administrado no ventriculo cerebral (i.c.v.) de
ratos. Esse composto apresenta carater hidrofilico devido a presenca do grupamento hexose de
sua estrutura que € de grande importancia para ser internalizado pelas células (Chen et al,
2013). Embora o exato mecanismo de acdo da STZ no sistema nervoso central (SNC) ainda
ndo esteja completamente elucidado, j& é sabido que é capaz de induzir a hiperfosforilacdo da
TAU (LENZEN, 2007; KNEZOVIC et al., 2015). Além disso, alguns dos efeitos associados a
sinalizacdo down-stream do receptor de insulina (IR) também parecem estar envolvidos com a
DA. Esses mecanismos estdo diretamente relacionados com a perda da memdria caracteristica
da doenca (KNEZOVIC et al., 2015; KAMAT, 2015).

Mais especificamente, ja foi demonstrado que o déficit de memdria observado no
modelo induzido por STZ estid relacionado com uma redugdo na via de sinalizacdo
down-stream do IR na regido CA3 do hipocampo de ratos (AGRAWAL et al., 2011). No
entanto, estudos com pacientes portadores da DA mostraram que alteracdo na expresséo do
gene da GSK-3R, down-stream da proteina cinase AKkt, esta envolvida com a presenca de ENF
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(SCHAFFER et al., 2008). De fato, uma sinalizacéo aberrante da via da insulina, como ocorre
no diabetes mellitus, parece estar relacionado com a formagéo tanto de PS quanto de ENF
(KIMURA, 2016).

O periodo de avaliacdo ap6s infusdo do STZ varia de acordo com os objetivos do
estudo. A literatura cientifica mostra dados com obtencdo de déficits cognitivos ja duas
semanas (RODRIGUES et al., 2009), um més (MURTISHAW et al., 2016; BIASIBETTI et
al., 2017) ou ainda nove meses (KNEZOVIC et al., 2015) ap6s a administracdo de STZ. Além
disso, os estudos que buscam desenvolver o0 modelo da DA esporadica geralmente utilizam
animais jovens para evitar os fatores relacionados ao envelhecimento (presente em ratos
idosos), focando assim nos possiveis mecanismos envolvidos na sinalizagdo disparada pela
STZ.

Sabe-se que o hipocampo possui papel chave no processo de consolidacdo da
memoria. Os processamentos de neuroplasticidade ocorrem principalmente na regido CAL, no
entanto podem ser vistos na amigdala basolateral e nos cortices entorrinal, parietal e do
cingulo (IZQUIERDO; MEDINA, 1997). Em humanos, a lesdo hipocampal produz amnésia
retrograda comprometendo ambas as memarias remotas e recentes.

Além do hipocampo, a DA também compromete outras estruturas encefalicas, com o
processo degenerativo associado a disfungdo insulinica e hiperfosforilagdo da TAU. S&o elas:
o0 bulbo olfatorio, o hipotdlamo, diferentes regides corticais e o cerebelo (EL KHOURY et al.,
2014).

O Teste do Labirinto em Y é uma tarefa que permite avaliar a memoria espacial de
roedores. Resumidamente, este teste verifica se 0 roedor mantém na memaoria o0 espaco que
acabou de explorar. Os experimentos sdo conduzidos em um ambiente com atenuacao de sons
e luz de baixa intensidade, onde o roedor é posicionado no centro de um labirinto em forma
de Y. Num primeiro momento, o animal tem um intervalo de tempo para explorar dois bragos
(periodo este chamado de treino). No momento do teste (hora em que a memoria é avaliada),
o terceiro braco é liberado e o nimero de entradas e tempo gasto no braco novo é utilizado
como parametro para avaliar a memoria destes animais (GOTZ; ITTNER, 2008).

Sabe-se que a DA néo possui cura, e a busca por ferramentas que possam contribuir na
prevencdo ou protecdo contra os efeitos deletérios nesta patologia assumem grande
importancia. Neste contexto, destacamos a exendina-4 (EXE-4). Esta molécula é um analogo
do peptideo-1 tipo glucagon (GLP-1) capaz de passar a barreira hemato-encefalica (CAl et al.,
2014). Evidéncias apontam que a administracdo periférica deste peptideo apresenta efeitos
benéficos sobre a funcdo cognitiva em um modelo animal de neuroinflamacdo associado a
hiperglicemia (HUANG et al., 2012). Além disso, a acdo neuroprotetora de agonistas GLP-1
ja mostraram a capacidade de aumentar a neurogénese, sinaptogénese e reparacdo celular,
bem como, suprimir a inflamacéo crénica reduzindo os niveis de placas amiloides (CAl et al.,
2014). Mais recentemente, demonstramos que a EXE-4 foi capaz de reverter os déficits de
memoria na tarefa de Morris Watter Maze e as alteracbes teciduais na barreira
hemato-encefalica induzidas pela diabetes mellitus em ratos (ZANOTTO et al., 2017). Tais
resultados sugerem que agonistas GLP-1, em especial EXE-4, apesar de pouco explorados,
tem efeitos bioldgicos relevantes no SNC que vao além da homeostase da insulina e podem
exercer um papel terapéutico para o tratamento de desordens cognitivas associadas a diabetes
mellitus. Com a execucdo deste projeto, espera-se encontrar um efeito protetor em potencial
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da EXE-4 num modelo para a DA bem como descobrir possiveis mecanismos pelos quais
esta molécula pode proteger as células do hipocampo contra a toxicidade induzida pelo STZ.

MATERIAIS E METODOS
Foram utilizados 40 (quarenta) ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus), machos de 90

dias, mantidos sob controle de luminosidade e temperatura (ciclo de 12 horas claro/12 horas
escuro em constantes 22 + 1°C) e comida e agua ad libitum em grupos de 5 (cinco) animais
em caixas limpas de polipropileno recobertas com maravalha. Os animais receberam ragéo
padrdo (50% carboidrato, 22% proteina e 4% lipidio) e para os procedimentos que demandam
anestesia (cirurgia estereotaxica e puncgdes) foi utilizado cetamina/xilazina ([60-90] e [5-10]
mg/Kg respectivamente i.p.). Os animais foram aclimatizados no biotério durante 10 dias até
0 inicio do experimento. Os procedimentos foram realizados de acordo com a Lei de
Procedimentos para o Uso Cientifico de Animais - Lei n® 11.794/2008 que regulamenta o uso
de animais para préatica didatico-cientifica.
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Figura 1. Desenho experimental

As administracfes de estreptozotocina foram realizadas intracerebroventricular,
bilateralmente num volume total de 10 uL (STZ, 3mg/kg, dissolvido em tampao citrato pH
7.4,) no dia 0.

As administracfes de EXE-4 (dia 2 ao 21; dose 10 pg/kg) foram realizadas
intraperitoneal (i.p). As drogas foram diluidas em solugdo PBS e este procedimento configura
invasividade leve a moderada (ZANOTTO et al., 2017; TORTORELLI et al., 2015).

FAMILIAR FAMILIAR NOVEL
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Figura 2. Desenho esquematico da execucao na tarefa do Y-maze

Em ambiente de baixa luminosidade e silencioso, o roedor foi posicionado no fim do
braco em Y (posicdo central do aparato) com acesso a apenas um dos bragos. Durante 0s 5
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primeiros minutos os animais puderam explorar dois bracos. Ao término da habituacdo, o
animal teve acesso ao brago novo. O teste foi realizado 4 horas ap6s o treino para verificar a
memoria de curta duracdo. O numero de entradas e o tempo gasto no braco novo foram
utilizados como parametro para avaliacdo cognitiva (GOTZ; ITTNER, 2008).

RESULTADOS E DISCUSSAO
O gréafico 1 mostra que ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos quando

comparados ao grupo veiculo (F(3,33)=3.484; P=0,0266) no dia 1. No sétimo dia, ocorreu
uma reducéo significativa do peso corporal (F(3,33)=9.224; P=0,0001) induzida por STZ em
relacdo ao grupo veiculo (vehicle vs STZ, P=0,0024; vehicle vs EXE-4+STZ, P<0,0001;
EXE-4 vs STZ, P=0,0034). Os grupos EXE-4, STZ e EXE-4+STZ apresentaram uma reducao
significativa do peso corporal no décimo quarto dia comparado ao grupo Vveiculo
(F(3,33)=13,73; P<0,0001) (vehicle vs EXE-4, P=0,0309; vehicle vs STZ, P=0,0001; EXE-4
vs STZ, P=0,0005). O mesmo efeito também foi observado no 21 dia, onde todos o0s
tratamentos reduziram o peso corporal (F(3,33)=15.85; P<0,0001) (vehicle vs EXE-4
P=0,0058; vehicle vs STZ, P<0,0001; vehicle vs EXE-4+STZ, P<0,0001; EXE-4 vs
EXE-4+STZ, P=0,0006; STZ vs EXE-4+STZ, P=0,0159). Ao longo dos 21 dias, tanto a
inducdo de deméncia esporadica tipo Alzheimer quanto o tratamento com EXE-4 reduziram o
peso corporal. Além disso, STZ mostrou um efeito mais robusto na reducédo do peso corporal
quando comparado com a EXE-4. A interacdo dos tratamentos EXE-4 + STZ mostrou um
efeito somatorio reduzindo ainda mais o peso corporal. P<0.05 foi considerado significativo.
Dados expressos como média * erro padrdo da média para n=9-10.
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* P<0.05 foi considerado significativo.
**Dados expressos como média + erro padrao da média para n=9-10.

Grafico 1. Efeito do tratamento com exendina-4 em ratos submetidos a um modelo de
deméncia esporadica do tipo Alzheimer sobre o peso corporal

O grafico 2 mostra que STZ reduziu os niveis de glicose no sangue dos grupos STZ e
EXE-4+STZ (F(1,32)=6.668; P=0,0148), descartando um quadro hiperglicémico de diabetes.
Ndo foram observados efeitos da EXE-4 (F(1,32)=0,005; P=0,9812) e também nenhuma
interacdo significativa entre os tratamentos (F(1,32)=0.024, P=0,877) para os niveis de glicose
sanguinea. P<0.05 foi considerado significativo. Dados expressos como média + erro padrdo
da média para n=9-10.
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Grafico 2. Niveis de glicose plasmatica apés a eutanasia.

O gréafico 3A e 3B mostram que EXE-4 e STZ ndo alteram a frequéncia dos animais
no braco familiar (F(1,33)=1.255; P=0,2707, graph 3A) nem o tempo gasto no braco familiar
(F(1,33)=0.123; P=0,7288, graph 3B).

O grafico 3C mostra que houve uma interacdo significativa entre os tratamentos onde
EXE-4 protege contra a reducdo na frequéncia dos animais no brago novo induzida pelo STZ
(F(1,33)=5,061; P=0,0313, graph 3C). Além disso, 0 mesmo efeito protetor foi visto quando
avaliado o tempo gasto no brago novo (F(1,31)=4,909; P=0,0342, graph 3D).
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* P<0.05 foi considerado significativo.
**Dados expressos como média + erro padrao da média para n=9-10.

Grafico 3. Efeito do tratamento com exendina-4 (EXE-4, 10ug/kg, ip) em ratos submetidos a
um modelo de deméncia esporadica do tipo Alzheimer (STZ, 3mg/kg, icv) sobre a
performance na tarefa do Y-Maze.

CONCLUSAO

O projeto obteve resultados interessantes e impactantes para a area e demonstraram
um efeito protetivo do tratamento com exendina-4 em ratos submetidos a um modelo de
deméncia esporadica do tipo Alzheimer (DETA) sobre a memdria espacial, na tarefa do
Y-Maze, que esté prejudicada em ratos submetidos a um modelo de DETA e foram revertidos
pelo tratamento com EXE-4.
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