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1. INTRODUGAO

A doenga de Alzheimer (DA) é caracterizada por alteragdes bioquimicas como
a formacgao de placas senis contendo o peptideo B -amildide (AB) (AVRAMOVICH et
al., 2002) e emaranhados neurofibrilares intracelulares que tem em sua composig¢ao
a proteina tau hiperfosforilada (SELKOE, 2004). Durante o curso clinico da doencga,
além do comprometimento cognitivo e a perda de memoria ocorre o surgimento de
sintomas neuropsiquiatricos (irritabilidade, depressdo, agitacdo e ansiedade)
(MASTERS et al., 2015). Além disso, a agitagdo pode ser causada por dor
subdiagnosticada e nao tratada (SAMPSON et al., 2015). Adicionalmente, na DA,
ocorrem prejuizos na neurotransmissdo como por exemplo a redugdo do
neurotransmissor acetilcolina (ACh), acarretando em prejuizos no aprendizado e na
memoéria no curso desta doenca (SCHLIEBS e ARENDT; 2006). A
acetilcolinesterase (AChE) € uma enzima responsavel por degradar a ACh em colina
e acido acético. Além do mais, sabe-se que este neurotransmissor também pode
modular a ativagdo da microglia (CARNEVALE et al., 2007). Kokras e colaboradores
(2018), demonstram que pacientes com a DA apresentaram niveis mais elevados de
citocinas pré-inflamatérias, como o fator de necrose tumoral a (TNF-a), em
comparagao com pacientes saudaveis. Nesse sentido, o aumento da atividade e / ou
expressdo da AChE pode estar associado ao déficit colinérgico e aumento do
processo inflamatario.

A experiéncia clinica tem demonstrado que os medicamentos utilizados para
a DA podem ser apenas paliativos, pois ndo abordam a etiologia complexa da
doenga, além do mais, esses medicamentos causam efeitos adversos bastante
significativos (ALI, et. al., 2015). Baseado nisso, nosso grupo de pesquisa tem
interesse em alcangar uma eficacia terapéutica para esta doenca. Recentemente,
mostramos que o composto 6-((4-fluorofenil) selanil)-9H-purina (FSP) apresentou
efeito na melhora da memoaria através do seu efeito anticolinesterasico em cértex
cerebral de camundongos (DUARTE et al., 2017). Neste contexto, este composto
torna-se um agente promissor a ser testado na prevencdo da memoria e
hiperalgesia mecanica em um modelo DA em camundongos.

2. METODOLOGIA
Todos os experimentos foram conduzidos de acordo com as normas da
Comiss&o de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Pelotas
(UFPel) (CEEA 1974-2016). Foram utilizados camundongos machos adultos da raca
Swiss (20-25 g) provenientes do Biotério Central da UFPel. O composto FSP (figura
1) foi sintetizado de acordo com Duarte et al. (2017). Os animais foram divididos em
4 grupos experimentais (8 animais por grupo). Trinta minutos antes de iniciar a
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indugdo, os animais do grupo sham e do grupo AB receberam 6leo de canola (10
ml/kg) por via per oral (p.0.), enquanto os animais pertencentes aos grupos FSP e
AB+FSP receberam o composto FSP (1 mg/kg) (p.o). Posteriormente os grupos AB e
AB+FSP foram induzidos por via intracerebroventricular (i.c.v.) com o AB (3 nmol/ 3
pl/por sitio) e os animais dos grupos sham e FSP receberam solugéo salina 0,9% (3
pl/ por sitio) (IANISKI et al., 2012). No 1° dia do protocolo experimental, realizou-se o
teste do von frey, através de um analgesimetro digital (Insight, Brasil) para avaliacéo
da hiperalgesia mecanica (CHAPLAN et al., 1994). Este mesmo teste foi repetido no
8° e 16° dia do protocolo experimental. Nos 13° e 14° dias apos a inducgao foi
realizada a tarefa da esquiva inibitoria (SAKAGUCHI et. al., 2006), para avaliar a
memoria aversiva nao espacial de longo prazo. No dia seguinte, os animais foram
submetidos a eutanasia e as estruturas cerebrais (cortex e hipocampo) foram
removidas para determinacédo da expressdao da AChE e TNF-a (LIVAK et al., 2001).
Os dados foram expressos como meédia + erro padrdao da média (S.E.M.). A anadlise
estatistica foi realizada utilizando ANOVA de uma via seguida pelo teste de Tukey
para a expressao relativa da AChE e do TNF-a e Newman Keuls para os demais
testes. Os valores de p <0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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Figura 1- Estrutura quimica de 6 - (4-f|uorofen|I) selanil) -9H-purina (FSP).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Como demonstrado na Tabela 1, ndo houve diferenca entre os grupos no 1°
dia do protocolo experimental em que se realizou o teste do von-frey. No entanto, no
8° dia, o AB ocasionou um aumento da hiperalgesia mecéanica em relagdo ao grupo
sham, indicando o envolvimento da dor no curso desta doenca. Surpreendentemente,
no 15° dia de tratamento, o FSP reduziu a frequéncia de resposta ao estimulo do
von frey, indicando um efeito anti-hiperalgésico do composto em animais induzidos
pelo AB (Tabela 1).

Tabela 1. Efeito do FSP e / ou peptideo B-amildide (AB) na hiperalgesia mecanica
no teste de von frey (os valores foram expressos em gramas).

Grupos Dia 1 Dia 8 Dia 16
sham 12.39 £ 0.38 10.91 £ 0.51% 11.69 +0.33##
FSP 11.77 £ 0.28 10.66 + 0.27# 10.94 + .22##
AB 11.91 £ 0.39 9.13+£0.207 8.92+0.19™
AB + FSP 12.02 £ 0.36 9.71 £ 0.39 11.31 £ 0.21%##

Os dados foram expressos como média + erro padrao da média (SEM) de 8 animais
por grupo. (**) e(****) representam p <0,01 e p <0,0001, respectivamente em
comparagao com o grupo sham. (#),(##) e (####) representam p <0,05, p <0,01, p
<0,0001, respectivamente em comparagao com o grupo AB (analise de variancia de
uma via/ teste de Newman-Keuls).
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Adicionalmente, pode-se observar na figura 2 que nao houve diferenga entre
0s grupos na fase do treino da esquiva inibitéria. Além disso, verificou-se que o AB
reduziu o tempo de descida da plataforma, demonstrando que ocorreu um prejuizo
na memoaria ndo espacial de longo prazo, e a administragdo de FSP foi capaz de
aumentar este tempo (figura 2), indicando uma melhora na memdéria dos animais
induzidos com AB.
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Figura 2- Efeito do FSP na tarefa da esquiva inibitoria. Os dados foram
expressos como média * erro padrdao da média (SEM) de 8 animais por grupo. (****)
denota p <0,0001 em comparagéo com o grupo sham. (###),(####) representam p
<0,001 e p <0,0001, respectivamente em comparagao com o grupo AB (analise de
variancia de uma via/ teste de Newman-Keuls).

Pode-se verificar na figura 3C um aumento nos niveis de expressédo da
enzima AChE no hipocampo e o composto foi capaz de proteger contra este
aumento. Estes resultados sugerem que o FSP apresentou um efeito
anticolinesterasico e este pode ser um possivel mecanismo pelo qual houve uma
melhora na memdria dos animais. Conforme demonstrado na figura 3 houve um
aumento na expressao de TNF-a no cortex cerebral (figura 3B) e hipocampo (figura
3D) dos animais induzidos pelo AB. O composto FSP foi capaz de proteger contra
este aumento em ambas estruturas (figuras 3B e 3D), indicando um efeito anti-
inflamatorio. Neste contexto, pode-se sugerir que este efeito do FSP pode contribuir
para a reducao da hiperalgesia mecanica induzida pelo AB.
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Figura 3- Efeito do tratamento com o FSP na expressdo da AChE no cortex cerebral
(3A) e hipocampo (3C) e expressao do TNF-a no cértex cerebral (3B) e hipocampo
(3D) de camundongos. Os dados sao relatados como média * erro padrdo da média
(SEM) de de 5 animais por grupo. (*),(**), denota p <0,05 e p <0,01, respectivamente
em comparagao com o grupo sham. (#),(##),(###), (####) representa p <0,05, p
<0,01 p <0,001 e p <0,0001, respectivamente em comparagao com o grupo AR
(analise de variancia de uma via / teste de Tukey).
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4. CONCLUSOES
Os resultados do presente estudo demonstraram que o FSP protegeu contra
o comprometimento da memdéria e a hiperalgesia mecanica em um modelo de DA
induzido por AB. Além disso, a acao anticolinesterasica e anti-inflamatéria do FSP
parece contribuir para seus efeitos farmacolégicos. Desta forma, o FSP pode ser
uma alternativa promissora para a profilaxia da DA, contudo mais estudos sao
necessarios para elucidar outros mecanismos envolvidos nestas agdes.
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