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1. INTRODUGAO

A Doenca de Alzheimer (DA) é uma condigdo neurodegenerativa progressiva
e multifatorial, caracterizada pelo declinio cognitivo, perda de memodria,
desorientacdo espacial, alteracbes de humor e comportamento, sendo a forma
mais comum de deméncia na populacao idosa (KNOPMAN; AMIEVA; PETERSEN
et al., 2021). Diversos mecanismos estdo implicados na fisiopatologia da DA,
incluindo processos inflamatoérios, comprometimento sinaptico, disfungdes nos
mecanismos de morte celular e alteracbes em vias relacionadas a sobrevivéncia
neuronal. Diante da complexidade da doenga e da limitada eficacia dos tratamentos
disponiveis, cresce a demanda por novas estratégias terapéuticas capazes de
modular multiplas vias envolvidas na neurodegeneracédo (BAIl; GUO; YE et al,
2022). Compostos contendo selénio tém se destacado pelo seu potencial
antioxidante, anti-inflamatoério e neuroprotetor. Além disso, estruturas derivadas de
2,3-diidrobenzofuranos (2,3-DHBF) apresentam relevancia farmacoldgica devido a
sua versatilidade estrutural e atividade biologica (AZEVEDO; CORDEIRO;
STRELOW et al.,, 2023). Nesse contexto, o presente estudo avaliou os efeitos
moleculares do composto 2-(((3-trifluorometil)fenil(selenil)metil)-2,3-di-
hidrobenzofurano (TFSeB), um derivado selénico do 2,3-DHBF, em hipocampo de
camundongos submetidos a um modelo experimental de DA induzido por
estreptozotocina (STZ).

2. METODOLOGIA

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissao de
Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Pelotas (CEUA-UFPEL), sob
o numero 032391/2023-84. Para o estudo, foram utilizados camundongos Swiss
machos, sendo mantidos no biotério sob temperatura controlada (22 £ 1 °C), ciclo
claro/escuro de 12 horas, com livre acesso a agua e ragaéo. A STZ e a memantina
foram dissolvidos em solugéo salina a 0,9%, sendo a STZ administrado por via via
intracerebroventricular (i.c.v.) e a memantina por via intragastrica (i.g.). O composto
TFSeB foi sintetizado no laboratério SupraSelen da Universidade Federal
Fluminense (UFF), dissolvido em 6leo de canola e administrado por via i.g., em
volume fixo de 10 mL/kg.

O delineamento experimental compreendeu seis grupos experimentais:
Naive (controle basal, sem qualquer manipulagéo), Sham (controle cirurgico), STZ
(modelo de DA), STZ + TESeB 1 mg/kg, STZ + TFSeB 5 mg/kg e STZ + Memantina
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10 mg/kg (controle positivo). Nos dias 1 e 3 do protocolo, os animais receberam
inje¢des i.c.v. de 1,5 mg/kg de STZ por ventriculo (totalizando 3 mg/kg por animal),
em um volume fixo de 3 L por ventriculo, visando a indugéo de déficits cognitivos
compativeis com DA. O grupo Sham foi submetido ao mesmo procedimento
cirurgico, porém recebeu apenas solugao salina (0,9%) por via i.c.v., enquanto o
grupo Naive nao foi submetido a nenhuma intervencgao cirurgica ou farmacoldgica.
Do 4° ao 25° dia do protocolo, os grupos STZ + TFSeB (1 e 5 mg/kg) e STZ +
Memantina (10 mg/kg) receberam tratamento diario por via i.g. com as respectivas
substancias. Os grupos STZ e Sham receberam apenas o veiculo do composto
(6leo de canola) por i.g. durante o mesmo periodo. Entre os dias 20 e 24, os animais
foram submetidos a testes comportamentais para avaliacdo da atividade
locomotora e da memoria. No 25° dia, os animais foram eutanasiados para a coleta
de estruturas biologicas.

Isolamento de RNA e PCR quantitativa em tempo real: A extragdo de RNA
total foi realizada com reagente TRIzol®, e a concentracdo do RNA foi determinada
por espectrofotometria. A sintese de cDNA foi conduzida com o kit High-Capacity
cDNA Reverse Transcription, seguindo as instru¢des do fabricante. As reacdes de
PCR em tempo real foram realizadas com o reagente GoTaq® gPCR Master Mix,
utilizando o equipamento Stratagene Mx3005P. A expresséo génica foi normalizada
utilizando B-actina como gene de referéncia. As andlises foram realizadas apenas
nos grupos Sham, STZ e STZ + TFSeB 5 mg/kg, utilizando tecido do hipocampo
(n=4).

A analise estatistica foi conduzida com o software GraphPad Prism (verséo
8.2.0), por meio de ANOVA de uma via, seguida pelo teste post hoc de Newman-
Keuls. Os dados foram expressos como média + erro padrdo da media (E.P.M.),
sendo considerado estatisticamente significativo o valor de p < 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A administragédo i.c.v de STZ tem sido amplamente utilizada para induzir
déficits cognitivos e alteragbes moleculares semelhantes as observadas na DA,
incluindo estresse oxidativo, neuroinflamacéo e disfungéo sinaptica (FAN; LIU; SUN
et al., 2022). Neste contexto, avaliamos os efeitos do TFSeB sobre a expressao de
genes relacionados a processos inflamatérios, apoptéticos, oxidativos e de suporte
neurotrofico no hipocampo, uma estrutura essencial para a memodria, visto que os
efeitos terapéuticos deste composto sobre a memdédria de camundongos neste
modelo experimental ja foram reportados.

A Figura 1 mostra os efeitos do composto TFSeB (5 mg/kg) na expressao
génica hipocampal de camundongos submetidos ao modelo de DA por STZ. Em
relacdo a neuroinflamacao, a analise estatistica mostrou efeito significativo entre
0s grupos na expressao interleucina-6 (IL-6) [F,9) = 11,13; p = 0,0037] (Fig 1A) e
de NF-kB [F2,9) = 11,83; p = 0,0030] (Fig 1B). Observou-se que a administragao de
STZ resultou em um aumento significativo na expressdo de NF-kB, um fator de
transcricdo central na resposta inflamatdria, e IL-6, uma citocina pré-inflamatéria
diretamente regulada por NF-kB. O tratamento com TFSeB foi capaz de atenuar
significativamente os niveis de RNAmM de ambos os marcadores, sugerindo uma
acao anti-inflamatoria eficaz. Esse efeito pode estar relacionado a regulagao
negativa da via classica do NF-kB. Essa via € normalmente ativada quando a
enzima IKK fosforiza a proteina inibitéria 1kB, promovendo sua degradacéo e
permitindo que o complexo NF-kB (formado pelas subunidades p65/p50) se
transloque para o nucleo, onde ativa a transcricdo de genes inflamatérios
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(ANILKUMAR; WRIGHT-JIN, 2024). A inibicado dessa sequéncia de eventos reduz
a ativagcao de genes pro-inflamatérios.

Do ponto de vista apoptético, o grupo STZ apresentou um aumento na
expressao do gene BAX, marcador pré-apoptético, com diferenga significativa entre
os grupos [F2,9) = 10,30; p = 0,0047] (Fig 1C). Em contrapartida, observou-se uma
reducao na expressao de BCL-2, proteina com fungédo antiapoptética essencial
para a manuteng¢ao da integridade mitocondrial [F2,9)= 16,79; p = 0,0009] (Fig 1D).
O tratamento com TFSeB restaurou o equilibrio entre BAX e BCL-2, favorecendo a
sobrevivéncia celular. Esses resultados indicam que o composto pode modular a
via intrinseca de apoptose, possivelmente reduzindo a liberagao de citocromo c e
a ativacdo de caspases, processos exacerbados em modelos de
neurodegeneracao (CALLENS; KRASKOVSKAYA; DEREVTSOVA et al., 2021).

Outro marcador de relevancia foi a glicogénio sintase quinase-3 beta (GSK-
3B), uma enzima envolvida na fosforilagdo anormal da proteina tau e na regulagéo
de vias inflamatdrias e apoptaticas. A analise revelou um aumento significativo da
expressdo de GSK-3B no grupo STZ [F29) = 12,29; p = 0,0027] (Fig 1E), enquanto
o TFSeB reduziu esses niveis para valores semelhantes ao grupo controle. A
inibicdo de GSK-3B é considerada um alvo terapéutico promissor em doencgas
neurodegenerativas, pois essa quinase também interfere negativamente na
neurogénese e na plasticidade sinaptica (CHAUHAN; PALIWAL; JAIN et al., 2022).
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Figura 1. Efeitos do composto TFSeB (5 mg/kg) na expressao génica hipocampal
de camundongos submetidos ao modelo de DA por STZ. Niveis de mRNA de (A)
IL-6, (B) NFKB, (C) BAX, (D) BCL2, (E) GSK3B e (F) BDNF. Os dados sao
apresentados como média * erro padrao da média (E.P.M.); n = 4 por grupo. A
analise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via seguida do teste post hoc
de Newman-Keuls. (*) p < 0,05, (**) p < 0,01 indicam diferencas significativas em
relacdo ao grupo sham; (#) p < 0,05, (##) p < 0,01 e (###) p < 0,001 indicam
diferencas em relagao ao grupo STZ.

Complementando esses achados, foi analisada a expressdo do fator
neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF), proteina fundamental para a plasticidade
sinaptica, consolidacdo da memoria e sobrevivéncia neuronal. O grupo STZ
apresentou uma reducgdo acentuada na expressao de BDNF [F9) = 16,79; p =
0,0009] (Fig 1F), enquanto o tratamento com TFSeB restaurou esses niveis. O
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essa enzima atua negativamente na transcricdo de genes neurotréficos por meio
da modulacdo de fatores como CREB (MARTINI; REGIS LEITE; GONCALVES
ROSA et al.,, 2020). A preservagdo dos niveis de BDNF reforca o potencial do
TFSeB em promover suporte neurotréfico e plasticidade neuronal em um cenario
de neurodegeneragéo.

Os dados apontam que o TFSeB pode exercer um perfil neuroprotetor
multifacetado, com possiveis ag¢des sobre vias inflamatdrias, apoptéticas e de
suporte neurotroéfico. Esses efeitos podem estar, ao menos em parte, relacionados
a presenca do selénio em sua estrutura, considerando que esse elemento tem sido
associado a modulagao do estresse oxidativo e a protecdo de biomoléculas frente
a danos celulares (BARCHIELLI; CAPPERUCCI; TANINI, 2022).

4. CONCLUSOES

Os resultados indicam que o composto TFSeB apresenta potencial
neuroprotetor ao reverter alteragbées moleculares no hipocampo de camundongos
submetidos a um modelo de DA induzido pela STZ. Esses efeitos podem estar
relacionados a modulacédo de vias associadas a inflamacéao, apoptose e suporte
neurotréfico, possivelmente contribuindo para a melhora da memdéria nos animais.
Tais achados reforcam o potencial do TFSeB como candidato promissor para o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.
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