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RESUMO

A Doenca de Alzheimer (DA) caracteriza-se como a principal causa de deméncia
entre os idosos. Esta doenga ndo tem cura, sendo que os farmacos disponiveis para
0 seu tratamento apresentam uma abrangéncia terapéutica limitada e, por este
motivo, o desenvolvimento e avaliagcdo de novos farmacos sado necessarios. Ja foi
demonstrado em modelos experimentais que alguns compostos organicos de
selénio apresentaram efeitos em conter a manifestacdo da DA. Em estudos prévios
in vitro, compostos derivados de diihidropirimidiononas, chamados de selenoésteres,
demonstraram propriedades antioxidantes, quelante de metais e inibitéria sobre a
atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE), o que o0s torna potenciais
candidatos a um tratamento multialvo para a DA. Entretanto, os efeitos desses
compostos ainda nao foram demonstrados em modelos in vivo. Visando a avaliagcido
destes, o Caenorhabditis elegans (C.elegans) se mostra um modelo promissor, visto
gue ha disponibilidade de cepas transgénicas que expressam e agregam o peptideo
beta-amildide (AB) da mesma constituicdo dos agregados encontrados no cérebro
de individuos que desenvolvem a doenca. O objetivo deste trabalho foi avaliar os
efeitos multialvo dos compostos selenoésteres na cepa GMC101, além de verificar
0s principais mecanismos de acdo molecular destes. Para isso, inicialmente
submetemos 0s vermes a uma exposicdo aguda (30min) aos compostos
denominados FA83, FA84, FA85, FA86, FA87, FA88, FA90 e FA130 e 48 horas apos
o fim da exposicéo verificamos a porcentagem de vermes vivos. Apos 48 horas do
tratamento os vermes foram mantidos a uma temperatura superior a habitual (25°C)
para que houvesse a expressao e agregacao do AB. A partir disso realizamos 0s
ensaios de postura de ovos, (24 horas ap6s a exposicdo a 25°C), movimentos
natatérios e taxa de paralisia (72 horas ap0s a exposicdo da 25°C). Para
verificarmos o efeito protetor dos compostos a longo prazo, realizamos o ensaio de
longevidade. Também verificamos os efeitos dos compostos que se destacaram nos
estudos preévios in vitro e in vivo (FA86, FA90 e FA130) sob aspectos relacionados a
neurotransmissdo no verme, através da atividade da enzima AChE. A partir dos
resultados obtidos, buscamos o mecanismo de acdo molecular dos selenoésteres
via chaperonas e autofagia. Além disso, realizamos a marcacdo dos agregados de

AB in vivo utilizando o corante X-34. Os dados foram analisados através do software



GraphPad Prism 7.0. Nas concentracbes testadas (5, 10, 100 e 200uM)
encontramos mortalidade significativa apenas nos animais tratados com o0s
compostos FA86 e FA90 em 200uM. Por outro lado, o Unico composto que reduziu
significativamente a taxa de vermes paralisados, ap6s a indug¢do da agregacéo do
AB, foi o FA90 (200uM). Entretanto, esse efeito ndo foi capaz de estender o tempo
de vida dos vermes tratados, onde somente o composto FA130 demonstrou efeito
protetor durante o tempo de vida dos vermes. Os 3 compostos (FA86, FA90 e FA130)
apresentaram efeito na sinalizagédo colinérgica, melhorando a postura de ovos dos
vermes submetidos a uma exposicdo com 0 agonista colinérgico levamisol.
Entretanto, somente o composto FA90 reduziu a atividade da AChE, além de
melhorar a taxa de movimentos dos vermes no ensaio de movimentos natatorios.
Acredita-se que esses efeitos do FA90 via sinalizacdo colinérgica, estejam
intimamente relacionados a estrutura do composto, visto a capacidade do seu
grupamento fenil livre em interagir com a enzima AChE. Além disso, o FA90 parece
agir através de chaperonas ao induzir o aumento da expressdo dos genes hsp-6 e
hsp-4 em C. elegans. O composto FA9O0 foi, entre os selenoésteres avaliados, o que
demonstrou melhor efeito em conter as manifestacdes fenotipicas da DA em modelo

de C.elegans.

Palavras-Chave: acetilcolinesterase, beta-amiloide, chaperonas, dihidropirimidinonas,

e selénio



ABSTRACT

Alzheimer’s disease (AD) is characterized as the main cause of dementia among
elderly. This disease has no cure, once the drugs available to the treatment, have a
limited therapeutic range. It was already to demonstrated in experimental models, the
role of selenium organic compounds, to stops the effects caused by AD manifestation.
In previous in vitro studies, diihydropyrimidinones compounds, known as
selenoesters, demonstrated antioxidant and metals chelator properties, and
inhibitory effect in the activity of acetylcholinesterase enzyme (AChE), which makes
them potential candidates for multi-target treatment for the disease. However, the
effects of these compounds, haven’t been demonstrated in vivo models for the AD.
Aiming to evaluate these, the Caenorhabditis elegans (C.elegans) is a promisor
model, since there are transgenic strains (example GMC101) that express and
aggregate the beta-amyloid peptide (AB), in the same condition of the aggregates
found in the brain of individuals that develop the disease. The objective of this study
was evaluate the multi-target effects of selenoester compounds in the strain GMC101,
and verify the main molecular mechanisms of action. For this, initially we submitted
the worms in an acute exposition with the compounds FA83, FA84, FA85, FAS86,
FA87, FA88, FA90 e FA130 and 48 hours after we verify the rate of live worms. After
48 hours of treatment the worms were maintaining at a temperature higher than
usual (25°C) for that there was the expression and aggregation of AB. From that
assessed the egg-laying (24 hours after at 25°C), swimming and paralysis (72 hours
after). To verify the protector effect of compounds during the lifespan, we performed
the longevity assay. It was verified the effects of compounds that obtained better
effects in vitro and in vivo studies (FA86, FA90 e FA130), under aspects related to
neurotransmission in the worm, through measurement of AChE activity. From the
results obtained, investigated the molecular mechanism of action of selenoesters via
chaperones and autophagy. Besides that, performed the target of aggregates with
dye X-34. The data were analyzed through the GraphPad Prism 7.0 software. In the
concentrations tested (5, 10, 100 e 200uM) found only a significant mortality in the
compounds FA86 and FA90 at 200 uM. Being that one compounds that reduced
significantly the rate of paralyzed worms, after the aggregation induction of AR, was
the FA90 (200uM). However, this effect was not able to extend the lifespan of treated

worms, where only the compound FA130, demonstrated protector effect in the



longevity of worms. When we tested the three compounds (FA86, FA90 and FA130)
that demonstrate the better results in vitro and previous studies in vivo, all these had
effect in the cholinergic signaling, improving the egg-laying of worms submitted to
exposition with agonist cholinergic levamisole. However, only the compound FA90
reduced the AChE activity. Beside that the same improve the movements rate in the
swimming assay of worms. Acting through chaperones by inducing the increase of
genes expression hsp-6 and hsp-4 in C.elegans. The compound demonstrated the
better effect in the contain the pathologic manifestations that mimic the AD in

C.elegans.

Keywords: acetylcholinesterase, amyloid-beta, chaperones, dihydropirimidinones,

and selenium



APRESENTACAO

A presente dissertacdo encontra-se estruturada em trés partes:

1° PARTE: as secdes introducao, revisdo bibliogréafica, justificativa e objetivos geral

e especificos.

2° PARTE: os resultados que compdem o presente trabalho serdo apresentados no
formato de artigo cientifico, estando as secdes Materiais e Métodos, Resultados e
Discussao contidas no manuscrito. O manuscrito o qual faz parte desta dissertacao
encontra-se estruturado no mesmo formato no qual serd submetido a revista

Neuroscience.

3° PARTE: nesta se¢do encontram-se as conclusbes do presente trabalho bem

como perspectivas futuras.
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INTRODUCAO

Nas ultimas décadas houve um crescente aumento da prevaléncia de idosos
na populacdo mundial e, concomitantemente, uma maior incidéncia de doengas
cronicas nao transmissiveis (DCNTs), que estdo associados ao envelhecimento e
prejudicam a qualidade de vida dos sujeitos acometidos. Dentre essas DCNTs estéo
as neurodegenerativas, que resultam principalmente em comprometimento cognitivo
relacionado a memoria (Ridley, Baker et al. 1986).

A Doencga de Alzheimer (DA) € a principal causa de deméncia entre os idosos,
afetando aproximadamente 47 milhdes de pessoas no mundo todo (Ponjoan, Garre-
Olmo et al. 2019). Esta doenca neurodegenerativa caracteriza-se por alteracdes a
nivel cerebral, resultantes de modificagbes que ocorrem na homeostase proteica,
com formacdo de placas neurotdxicas, além do quadro neurodegenerativo que
ocasiona morte neuronal e consequentemente prejudica a sinalizacdo de
neurotransmissores. Consequentemente, isto resulta nos sinais e sintomas
caracteristicos da DA, como perda de memoria, apatia, distarbios do sono e
alimentares (Amadoruge e Barnham 2011).

Ainda nao foi desenvolvido um farmaco capaz de abranger todos os
mecanismos patofisiolégicos envolvidos na progressdo da DA. As terapias
atualmente disponiveis apresentam uma abrangéncia terapéutica limitada. Por isso,
pesquisadores buscam novas drogas multialvo que possam atuar tanto nos
mecanismos associados com o desenvolvimento da doenca bem como na
progressdo desta. Dentre estas novas moléculas que estdo sendo estudadas estao
0s compostos de organoselénio (Pinton, da Rocha et al. 2010, Barbosa, Canto et al.
2016, Cummings, Lee et al. 2019).

Existem varios estudos em animais demonstrando o papel neuroprotetor de
compostos organicos de selénio em fase teste de estudos (Ishrat, Parveen et al.
2009, Zamberlan, Arantes et al. 2014, Barbosa, Canto et al. 2016, Xie, Tan et al.
2017, Martini, Rosa et al. 2019). Compostos selenoesteres derivados de
dihidropirimidinonas demonstraram, em estudo in vitro, potencial agao multialvo para
um provavel tratamento da DA, com propriedades antioxidantes, quelante de metais
e inibitoria sobre a atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE). Entretanto essas
propriedades ainda ndo foram demonstradas em estudos in vivo ( Barbosa, Canto et
al. 2016).
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O Caenorhabditis elegans (C. elegans) € um nematoide amplamente utilizado
para a avaliacdo de novos compostos candidatos a farmacos. Além disso, existem
cepas transgénicas disponiveis para o estudo da DA. Estas cepas apresentam
formacdo de agregados de peptideo beta-amiloide (AB) em neurdnios ou nos
muasculos do corpo. Fenotipicamente, peptideos agregados causam um
comprometimento locomotor nos vermes, resultando em um estado de paralisia.
Com isso, €& possivel avaliar os efeitos farmacoldgicos na contencdo e/ou
consequéncias da formacao dos agregados. Além disso, € possivel visualizar in vivo
a formacdo destes agregados através da utilizacdo de um marcador derivado do
vermelho do congo, o X-34 (1,4-bis(3-carboxi-4-hidroiphenilethenil)-benzeno).

Na presente dissertacdo foi avaliada a seguranca e eficacia de uma série de
compostos selenoesteres, em um modelo in vivo de DA através de cepas
transgénicas mutantes de C. elegans que expressam o peptideo beta-amildide (AB1-
42) humano. Além de estudar seus principais efeitos na contencédo de manifestacdes
fenotipicas, [também foram investigados os possiveis mecanismos de acédo
molecular destes compostos. Dentre os 8 compostos, 1 foi identificado como sendo
mais promissor, o qual age na homeostase proteica via chaperonas com reducao
dos efeitos desencadeados pela expressdo do AB e na sinalizacdo colinérgica

através do aumento da atividade da enzima acetilcolinesterase.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Envelhecimento e doencas neurodegenerativas

O envelhecimento é uma condicdo fisiolégica intimamente relacionada a
expectativa de vida. Nos ultimos anos, devido as melhorias no acesso aos servi¢os
de salde e contencdo das doencas infectocontagiosas, a prevaléncia de idosos na
populacdo mundial aumentou. Entretanto, o aumento da expectativa de vida nao
estd diretamente relacionado com melhor qualidade de vida e saude nesta
populacdo. Isso porque, paralelamente a este cenario atual, a prevaléncia de
doencas cronicas nao transmissiveis (DCNTs) entre os idosos aumentou. As DCNTs
abrangem distarbios metabdlicos e cognitivos com vérias etiologias, o que contribui
para aumento dos casos de mortalidade e morbidade nessa populacdo (Kennedy,
Berger et al. 2014).

Uma das principais caracteristicas da senescéncia sdo as alteracdes que
surgem na memoria e aprendizagem. Segundo Tulving e Craik (2000), caracteriza-
se como memoria a capacidade de relembrar eventos passados e trazer a tona fatos
e ideias aprendidas. Ela pode ser de curto ou de longo prazo. O que diferencia uma
da outra é o tempo de armazenamento das informacfes e experiéncias obtidas, ou
seja, na memoaria de curto prazo essa funcédo € limitada, tendo duracdo de segundos
ou minutos. JA na de longo-prazo, o armazenamento da memoéria tem duracao
ilimitada (Jonides, Lewis et al. 2008).

O envelhecimento € uma das condicbes que predispbem a alteracdes em
aspectos cognitivos. Todas as informacdes e aprendizados que absorvemos ao
longo da vida sdo armazenadas no cérebro, sendo o hipocampo a principal area
envolvida na memaria. Essa informacéo sé foi descoberta devido a pesquisadores
encontrarem perda deste potencial apos lesédo no hipocampo, sendo esta uma das
grandes descobertas na neurociéncia, dando inicio assim a compreensédo de como
todos os processos envolvendo a memdria ocorrem (Anand e Dhikav 2012, Nyberg,
Lovdén et al. 2012).

O tamanho e a integridade das estruturas cerebrais sdo fatores que
influenciam na resposta individual & cognicdo. Uma das alteracdes estruturais a nivel
cerebral encontrada em individuos acometidos por doencas neurodegenerativas é a
reducdo de areas do cérebro como hipocampo e coértex. Isso demonstra uma relagéo

entre o conteudo integro destas areas e as func¢des cognitivas (Atiya, Hyman et al.
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2003).

Varios estudos com organismos modelos tém demonstrado os mecanismos
associados com o envelhecimento, o que inclui dano a macromoléculas, alteracdes
metabolicas, estresse oxidativo, inflamag&o, morte celular e desregulagdo na
homeostase proteica, além de outras (Kennedy, Berger et al. 2014). Entre os
modelos alternativos utilizados para elucidar estes mecanismos tem-se a Drosophila
melanogaster e o C.elegans. Nesses modelos, mutacbes em alguns genes ou
condicdes incomuns de habitacdo (altas temperaturas ou restricdo dietética),
implicam diretamente na longevidade destes animais. Isso envolve mecanismos
associados as vias da sinalizacdo da insulina e de mTOR, bem como ao processo
de autofagia, por exemplo. Além disso, alteragBes a nivel celular que implicam
diretamente na funcdo de proteinas e no material genético (DNA) tém sido
exploradas (Bitto, Wang et al. 2015, Klaips, Jayaraj et al. 2018).

Uma das teorias associadas ao envelhecimento é o encurtamento de
telomeros, os quais desempenham um papel na diferenciacdo e no tempo de vida
celular. Células microgliais envolvidas na resposta imune primaria a nivel cerebral
apresentam teldmeros mais curtos devido ao envelhecimento (Scheffold, Holtman et
al. 2016). Essas células, juntamente aos astrécitos, sdo capazes de produzir e
liberar citocinas pro-inflamatoérias em resposta a um estresse neuronal. Entretanto,
acredita-se que no envelhecimento esse mecanismo de protecdo encontra-se
comprometido (Crowe, Tuzer et al. 2016).

Vérias doencas neurodegenerativas comumente associadas ao
envelhecimento implicam no acumulo de proteinas anormais ou mal-formadas.
Proteinas intracelulares sofrem constantemente mudancas conformacionais e
desdobramentos, entretanto em alguns casos, ocorre a exposi¢cao de suas regides
hidrofébicas. Com isso, estas tornam-se mais propensas a se agregarem com outras
proteinas. Entretanto, em condi¢bes normais, existem moléculas que auxiliam na
cobertura dessas regides, impedindo esse processo. Além disso, h4 mecanismos
envolvendo proteinas de reparo que S&80 responsaveis por reconhecer esses
defeitos e caso ndo haja o reparo, seja feita a destruicdo destas proteinas mal
formadas (Koga, Kaushik et al. 2011).

A autofagia € uma das vias que é comprometida no envelhecimento, sendo
relacionada principalmente a homeostase proteica e, portanto, esta envolvida em

mecanismos de neuroprotecdo. Nos casos de doengas neurodegenerativas, em que
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ha alteracdo na estabilidade de proteinas, genes envolvidos nesta via apresentam
sua expressdo aumentada. Em C. elegans, o gene unc-51, € um dos reguladores da
autofagia no verme, mas também desempenha um papel no desenvolvimento de
axbnios (Crowe, Tuzer et al. 2016). Nesse mesmo modelo, o maior acumulo
intracelular da proteina precursora amiloide (APL-1) esta associado a um aumento
do comprometimento da autofagia e alteracdo em parametros comportamentais,
como a aprendizagem (Florez-McClure, Hohsfield et al. 2007, Trunova e Giniger
2012). Isso demonstra que as alteracbes associadas ao processo de

envelhecimento implicam diretamente nas manifestagcdes cognitivas a nivel neuronal.

2.2 A Doenca de Alzheimer

As DCNTs afetam os individuos por um longo periodo de tempo. Entre os
fatores de risco para o desenvolvimento destas estdo os modificaveis (por exemplo
hébitos relacionados ao estilo de vida) e ndo-modificaveis (condi¢bes hereditarias).
Porém, essa classificacdo torna-se mais complexa quando as etiologias dessas
doencas sdo mistas, tornando a abordagem de prevencao bastante complexa. Este
€ um cenario encontrado quando se engloba as doencas neurodegenerativas. Visto
que estas ndo apresentam, na maioria das vezes, uma causa especifica, existem
fatores de risco relacionados que vao desde as alteracbes no metabolismo
energético até produtos da microflora intestinal, além dos fatores genéticos que
exercem um papel significativo na predisposicdo ao desenvolvimento destas
doencas (Figura 2) (Cai, Cong et al. 2012, Silva, Segheto et al. 2017, Kowalski e
Mulak 2019).

A Doenca de Alzheimer (DA) é uma doenca neurodegenerativa progressiva e
sem cura. Dentre as DCNTSs, é responsavel por 5% dos casos de morte prematura.
Esta doenca se caracteriza como um disturbio neurodegenerativo que resulta na
perda da memoria e consequentemente da capacidade cognitiva (Collaborators
2019). A cognicao é uma das funcdes relacionadas aos aspectos de comportamento,
memoria, linguagem e aprendizagem. Quando ocorre um declinio nos aspectos
cognitivos, com potencial de prejudicar as fungdes diarias do individuo, tem-se o
quadro de deméncia (Trojsi, Christidi et al. 2018). De acordo com o periodo em que
se manifesta, pode ser classificada em precoce (<65 anos) ou tardia (>65anos).

Existem véarias teorias acerca dos mecanismos que levam ao quadro
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neurodegenerativo na DA, 0 que resulta consequentemente neste déficit cognitivo
(Wattmo e Wallin 2017).
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Figura 1: Hipometabolismo no cérebro de individuos com NCI (cognigdo normal), MCI
(comprometimento cognitivo leve) e AD (deméncia associada a Doencga de Alzheimer), através da
tomografia por emissdo de pdsitrons (PET) utilizando 2 [18F]-fluoro-2-desoxi-D-glicose. Fonte:
Schilling, Zimmer et al. (2016).

Uma das teorias ja descritas é sobre o acumulo de metais como Ferro (Fe),
Aluminio (Al), Chumbo (Pb), Manganés (Mn), Zinco (Zn) e Cobre (Cu) em certas
areas cerebrais. Estes elementos séo facilmente absorvidos por organismos vivos ja
gue estdo presentes na agua e no solo, também em produtos industriais e de
residuos, o que facilita a exposicdo e consequentemente o acumulo destes nos
tecidos como o cérebro. Esses metais desempenham fung¢des importantes para
alguns mecanismos celulares, estando envolvidos na cadeia transportadora de
elétrons, transporte de oxigénio, respostas imunes e sintese de neurotransmissores
(Chen, Miah et al. 2016). Porém, metais como Cu e Zn, apresentam a capacidade de
interferirem em moléculas associadas ao quadro fisiopatolégico da DA, como o
peptideo AB (peptideo beta-amiloide). Além disso, os niveis aumentados de Fe, por
exemplo, contribuem para a producdo de EROs (espécies reativas de oxigénio), e
consequentemente estresse oxidativo (Piloni, Fermandez et al. 2013). Isso acaba
contribuindo para o quadro neurodegenerativo, com disfuncdo neuronal e sinaptica

(Amadoruge e Barnham 2011).
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Os processos metabdlicos exercem grande efeito sob a geracdo de radicais
livres e EROs. DCNTs de carater metabdlico, associado com diabetes e obesidade,
acarretam em alteragcdo na sinalizagdo de insulina, quadro de hiperglicemia e
hiperinsulinemia, geralmente acompanhado pelo aumento da producdo de &cidos
graxos livres (AGLs). No SNC (Sistema Nervoso Central), os neurdnios necessitam
de uma alta demanda energética, sendo a glicose sua principal fonte. Existem
receptores de insulina (IRs) no hipocampo, bem como fatores de crescimento (IGF-1)
dispostos em vérias &reas do cérebro, sendo associados a integridade de células
neuronais e plasticidade sinaptica (Spinelli, Fusco et al. 2019). Este hormdnio esta
envolvido na neuromodulacdo, sendo sua liberacdo no SNC regulada pelo
neurotransmissor ACh (acetilcolina), que também estimula a captacdo de glicose
para o cérebro (Molina, Rodriguez-Diaz et al. 2014). Desta maneira, a desregulacdo
da sinalizacdo da insulina esta associada a déficits no metabolismo da ACh e glicose,
com hipometabolismo a nivel cerebral (Figura 1) (Matioli e Nitrini 2015).

Mutacbes no alelo variante ¢4 do gene (apoE) que codifica a expresséo
glicoproteina apolipoproteina E (ApoE), envolvida no catabolismo de lipideos e
transporte de colesterol e fosfolipideos a nivel neuronal, corroboram com os
mecanismos associados a fisiopatolologia da DA. Sendo o cérebro o segundo local
de maior liberacdo da ApoE (depois do figado), sua sintese ocorre nos astrécitos e
células microgliais (Fernandez, Hamby et al. 2019). A desregulacéo do conteudo de
colesterol celular (nos neurbnios) estd associada com a predisposicdo para o
deposito de AR (beta-amiléide), sendo que este peptideo pode ligar-se a essa
lipoproteina. Portanto o aumento de esterol nas membranas celulares promove o
aumento da producao deste peptideo (Namba, Tomonaga et al. 1991). Além disso
essa lipoproteina também encontra-se presente nos NFTs (emaranhados
neurofibrilares) (Huang, Liu et al. 2001)

Como as defesas antioxidantes do SNC séo bastante limitadas, e esta regiao
€ rica em acidos graxos poli-insaturados susceptiveis a peroxidacéo lipidica, esses
intermediarios metabdlicos acarretam na geracdo de EROs, o que contribui para a
disfuncdo mitocondrial, exercendo um papel na patogénese da DA (Verdile, Keane et
al. 2015, Holscher 2019, Maciejczyk, Zebrowska et al. 2019).

Sabe-se que as mitocondrias sdo as principais organelas responsaveis pela
producdo de EROs, sendo a disfuncéo mitocondrial um dos eventos que ocorrem no

estagio inicial da DA. Entre os complexos da cadeia transportadora de elétrons, o IV
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(citocromo oxidase) € o que apresenta reducdo de 50% em pacientes com DA,
ocasionando em reducéo na producao de ATP (trifosfato de adenosina). O complexo
II também é afetado, visto que ha uma reducdo de sua atividade diretamente
correlacionada a presenca do AB. A importancia dessa organela na DA é elucidada
pelo fato de que a administracdo de compostos antioxidantes em modelos
experimentais para a DA, resulta em uma melhora do quadro relacionado a
neurodegeneracao (Stefanello, Gubert et al. 2015, Andrade e Ramalho 2019).

Além desses mecanismos fisiopatoldgicos a nivel celular, microoganismos
bacterianos constituintes da flora intestinal também desempenham um papel na DA.
Produtos oriundos do metabolismo bacteriano, como acidos graxos de cadeia curta
e até mesmo alguns neurotransmissores, podem atravessar a barreira hemato-
encefélica (BHE) e contribuir para a neuroinflamacéo e agregacéo de proteinas mal-
formadas (Vogt, Kerby et al. 2017, Cerovic, Forloni et al. 2019). Além disso, algumas
bactérias produzem proteinas amiloides, como é o caso da Escherichia coli (E.coli)
que as utiliza para ligar-se a outros microrganismos e formar biofilmes,
desencadeando uma resposta imune e liberacdo de substancias neuroinflamatorias.
Também, a flora microbiana é capaz de modular a ativacdo de células microgliais
(Wang, Wang et al. 2018). A desregulacdo entre os microrganismos pré e anti-
inflamatorios pode contribuir para a neuroinflamacdo e amiloidose; e portanto, o
equilibrio da manutencdo da microbiota saudavel auxilia na homeostase a nivel
cerebral (Jiang, Li et al. 2017, Kowalski e Mulak 2019).



81

Figura 2: Fatores idiopaticos que predispdem a DA. AGLs: Acidos Graxos Livres; IRS:
Receptores de Insulina; GLUT: Transportador de Glicose; EROs: Espécies Reativas de Oxigénio.

Fonte: prépria autora.

Os danos intracelulares neuronais e a transmissao sinéptica prejudicada na
DA, estdo associados também a desestabilizacdo dos microtibulos que auxiliam a
manter a flexibilidade e integridade de axdénios. Em condi¢cdes normais, a proteina
tau encontra-se associada aos microtubulos e tem a funcdo de os estabilizar e
favorecer a transmissao sinaptica (Figura 3). Entretanto, na DA essa proteina se
desprende dos microtubulos, sendo hiperfosforilada e posteriormente liberada na
forma de fragmentos insollveis que apresenta tendéncia a agregacédo e formacao
dos emaranhados neurofibrilares (NFTs), afetando as funcdes fisioldgicas e

morfolégicas de neuronios (Liu et al. 2010).
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Figura 3: Mecanismo de fosforilagdo da proteina tau e formagdo dos emaranhados

neurofibrilares (NFTs). Fonte: prépria autora

A teoria amiloidogénica descreve o papel do AR no quadro fisiopatolégico que
contribui para as manifestagBes clinicas da DA e também est4d associada a
desregulacdo na homeostase proteica. Isso resulta principalmente do distirbio na
homeostase proteica, levando ao acumulo dessas proteinas malformadas a nivel
cerebral, ocasionando a perda neuronal e atrofia cerebral, consequentemente
prejudicando as sinapses. Entre essas proteinas tem-se a APP (proteina precursora
amiloide), uma das mais abundantes no SNC. A APP é uma proteina transmembrana,
com dominios citoplasmatico e extracelular, sendo em humanos codificada por um
gene que se localiza no cromossomo 21. Sua clivagem e processamento dependem
da atividade de trés enzimas conhecidas como secretases (a, B e y). Em uma
situacdo nao patologica, a clivagem da APP pela enzima a-secretase entre o
dominio Lys'® e Leul” origina um fragmento carboxi-terminal C83, sendo liberada
para a porcao extracelular fragmentos da proteina APP que sao soluveis (sAPPa)
(Figura 4 A, via ndo-amiloidogénica) (Vingtdeux e Marambaud 2012).

Ja a y-secretase é uma enzima com atividade proteolitica que apresenta um
complexo contendo as presenilinas 1 e 2 e nicastrina. Portanto, uma muta¢ado ou
defeito nestes genes pode ocasionar a clivagem incorreta da APP, propiciando o

aumento da sintese de fragmentos insolluveis de AB. Sua agéo sobre a APP ocorre
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na sua porcao c-terminal, apds o processo de clivagem pelas enzimas a ou f3
secretase. A acdo da enzima B-secretase envolve a via amiloidogénica, ou seja,
aquela responsavel pela formagao do peptideo AB. No primeiro processo de
clivagem desta enzima, ha a formagcdo de uma porcdo N-terminal, do AB, e a c-
terminal contendo o fragmento que esta ligado C99. Posteriormente a y-secretase
separa essas porgoes, liberando o AB (Figura 4, B- via amiloidogénica) (O'Brien e
Wong 2011).

(A) Via nSo-amiloidogénica (B) Via amiloidogénica Espaco extracelular
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Figura 4: Mecanismo de clivagem da proteina precursora amiloide (APP). Fonte: prépria
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Especula-se que o que delimita a enzima atuante (a ou [ secretase) na
porcado N-terminal do AB é uma mutacdo genética, que leva a troca na sequéncia de
cédons que codificam para aminoacidos, de lisina para aspargina e de metionina
para leucina, precisamente no local de clivagem da APP pela 3-secretase (BACEL),
na porcdo 99 aminoacidos apés a extremidade C-terminal. A BACE1 é altamente
presente nos neurbnios e ao redor das placas amiloides, propiciando um circulo
vicioso, entre a clivagem da APP e a presenca do peptideo. A presenca desses
agregados acarreta em uma sinalizacao pro-inflamatéria, onde as citocinas liberadas
também modulam a expressao da BACE1 (Cole e Vassar 2007).

Esses peptideos AB organizam-se principalmente na forma de oligdbmeros, sendo
predominantemente constituidos por 40-42 aminoacidos. O niumero de aminoacidos
que constituem o peptideo esta proporcionalmente relacionado a toxicidade das
placas. Estes por apresentarem caracteristicas hidrofobicas, agregam-se no espaco

extracelular, formando placas conhecidas como senis ou amiloides (Chen, Xu et al.
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2017).

O AP pode se acumular intracelularmente, precisamente nos neurdnios, onde
estudos demonstraram a presenca desse peptideo juntamente as NFTs nestas
células. Além disso, € possivel que haja a captacdo desse peptideo do espaco
extracelular para os neurénios, devido a sua capacidade de ligacdo a biomoléculas
como lipideos, proteinas e proteoglicanos. Sendo um dos fatores que leva a
disfuncdo sinaptica e morte neuronal, além de exercer um efeito inibitério sobre o
sistema proteassoma, que auxilia na remocdo dessas proteinas malformadas.
Inibidores das secretases (y e B) ou estimuladores para a a secretase tém sido
usados como alvos terapéuticos para a DA (Bayer e Wirths 2010).

Algumas mutacdes genéticas estdo envolvidas nesse processo de clivagem
com formagdo do AB. As presenilinas (PS1 e PS2) constituem as subunidades
cataliticas da enzima y-secretase, mutacées do gene PSEN1, que codifica a sua
expressdo, estdo associadas com a DA de origem familiar, que geralmente se
caracteriza como de inicio precoce (<65 anos). Ja a DA de inicio tardio (>65 anos)
esta associada a uma mutacao no gene que codifica a expressao da apolipoproteina
E (ApoE), principalmente no alelo variante €4, sendo esta lipoproteina presente de
forma abundante no SNC. Esta mutacdo exacerba o acumulo de AB no cérebro
(Yamazaki, Zhao et al. 2019).

Os eventos neurotdxicos se devem a capacidade desse peptideo de interagir
com a membrana celular e formar poros, alterando sua permeabilidade.
Consequentemente, ocorrem alteracdes na bicamada lipidica da célula prejudicando
o processo de difusdo, proporcionando uma modulagdo na atividade das B e vy
secretases e estimulo a producao de AB. Todos esses danos ao constituinte lipidico
de membrana acarretam na reducado dos niveis de ATP neuronal, consequentemente
ocasionando a morte neuronal e prejudicando a neurotransmissao (Evangelisti,
Cascella et al. 2016).

Com a morte de neurbnios, ocorre um prejuizo na sintese de
neurotransmissores, entre eles a acetilcolina (ACh). Com isso, também ocorre uma
reducdo nas enzimas envolvidas na sua sintese e degradacdo, colina
acetiltransferase (ChAT) e acetilcolinestrase (AChE). Inicialmente, a enzima ChAT
realiza a converséo de colina e acetil-CoA em acetilcolina. Para cessar o estimulo
colinérgico, ocorre a hidrolise da ACh através da acdo da enzima AChE em acetato e

colina, sendo este ultimo produto reciclado pelos neurdnios. Essa disfun¢cdo no
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sistema colinérgico afeta a neuroplasticidade e as fun¢cdes hemodinamicas a nivel
cerebral, como processo de vasodilatacdo e fluxo sanguineo. A nivel
comportamental sdo relatadas alteragdes do sono, déficit de atenc¢éo, dificuldade de
aprendizagem e memoéria (Ferreira-Vieira, Guimaraes et al. 2016).

A principal alteracdo a nivel molecular que desencadeia a desregulacdo na
homeostase proteica envolve mecanismos associados ao sistema proteossomal e
autofagia. A remocéo e degradacdo das proteinas malformadas ocorre através do
sistema ubiquitina-proteassoma (UPS), sendo a proteina ubiquitina dependente de
ATP. A ativacdo desta é responsavel pela cascata de eventos visando a manutencéo
da homeostase proteica. O inicio ocorre por meio a ubiquitinacdo, na qual a
ubiquitina se liga as proteinas alvo através de trés principais enzimas: E1 (enzima
ativadora de ubiquitina), E2 (enzima conjugadora de ubiquitina) e E3 (enzima ligase
de ubiquitina), A primeira enzima E1, irAd se conjugar a ubiquitina, através do seu
residuo c-terminal, formando uma ligacdo tio éster. Posteriormente essa molécula,
sera transferida para a segunda enzima (E2), formando uma nova ligacéo tio éster.
Sendo a terceira ligase (E3) a responséavel por sinalizar e propiciar a ligacdo da
ubiquitina a proteina alvo (Dikic 2017). Quando ocorre a marcacao dessas proteinas
através da ubiquitina, a degradacdo ocorre através do complexo proteolitico
dependente de ubiquitina e ATP, conhecido como proteassoma 26S. Porém esse
complexo sé agira quando a proteina-alvo for sinalizada quatro vezes
(poliubiquitinacdo). Posteriormente ocorrerd a degradacdo da proteina marcada e
liberacdo da ubiquitina para a reciclagem (Callis 2014).

A outra segunda maior via de degradacao é a autofagia, que pode ser de trés
tipos: macroautofagia, microautofagia e autofagia mediada por chaperonas, sendo
este Ultimo mecanismo um dos envolvidos na homeostase proteica. Assim como o
sistema UPS, as chaperonas detectam essas proteinas malformadas e previnem a
agregacédo, o que as tornam um dos mecanismos moleculares de acdo para
farmacos utilizados no tratamento da DA. Uma das chaperonas intimamente
relacionadas a remocao de agregados proteotdoxicos na DA pertence a familia das
proteinas de choque térmico 70 (HSP70) (Glick, Barth et al. 2010, Kaushik e Cuervo
2012).

Estas chaperonas apresentam a capacidade de interagir com as porcoes
hidrofébicas de peptideos, além de uma por¢cdo C-terminal com afinidade a essas

proteinas com ma formacéo estrutural, além de serem dependentes de ATP. Isso
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consequentemente protege contra a formacdo de agregados, além de favorecer a
redistribuicdo da ubiquitina, pertencente ao sistema proteossomal. Os membros
dessa familia estdo localizados em varios compartimentos celulares, como reticulo
endoplasmatico, mitocondria, ndcleo e citoplasma, atuam também por um
mecanismo conhecido como autofagia mediada por chaperonas (AMC) além da
macro (autofagia) e microautofagia (Orenstein e Cuervo 2010, Kaushik e Cuervo
2012) .

Nesse caso, a principal diferenga entre a AMC e a macroautofagia é que a
primeira ndo envolve a degradacdo de organelas celulares, mas sim, apenas
proteinas. Ja na macroautofagia, ocorre a formacdo de uma vesicula
(autofagossomo) contento o conteudo citoplasmatico a ser degradado, enquanto na
microautofagia ndo ha a formacao desse invélucro, sendo o lisossomo a organela
encarregada da invaginacdo desses componentes citosélicos (Glick, Barth et al.
2010). Basicamente, a AMC consiste na degradacdo de proteinas citosdlicas,
através dos lisossomos, onde h& a interacdo com uma chaperonas pertencente a
familia das HSP70, a HSC70, sendo exclusivamente participante deste mecanismo.
Junto ao seu substrato, a HSC70 é capaz de interagir com uma proteina lisossomal
de membrana (LAMP-2A) e, nos lisossomos, esse complexo é degradado através de
enzimas hidroliticas (Kaushik e Cuervo 2018).

Alguns estudos demonstram a co-localizagcédo destas chaperonas em locais de
acumulagcao do AB, sendo que a desregulagdo da autofagia € uma das alteragbes
que predispdem a fisiopatologia da DA. A ligacdo da HSP70 a APP previne a
formacdo dos peptideos neurotéxicos oriundos da clivagem dessa proteina,
promovendo um efeito neuroprotetor (Radons 2016, Lackie, Maciejewski et al. 2017,
Campanella, Pace et al. 2018).

Sabe-se que os aglomerados do AB se encontram no espago extracelular,
sendo as HSPs expressas em organelas intracelulares. Entretanto, estudos ja
detectaram a presenca de HSPs fora das células. Com o envelhecimento, os niveis
de HSPs tendem a reduzir, e o peptideo AB apresenta maior tendéncia a agregacgao
com o passar de idade. Por isso, o equilibrio entre a produgéo de chaperonas e 0s
niveis do peptideo pode contribuir para manter a homeostase proteica, impedindo a
oligomerizacéo (Rivera, Capone et al. 2018).

Visto que os mecanismos fisiopatoldgicos associados a DA estédo elucidados,

é possivel determinar os fatores que predispdéem ao desenvolvimento da doenca e,
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portanto, o desenvolvimento de terapias que ajam na sua causa. Os farmacos
existentes para o tratamento da DA, limitam-se quanto a abrangéncia terapéutica, e
atuam em mecanismos especificos, ndo levando em consideracdo a origem
multifatorial da DA. Estratégias terapéuticas jA& comumente utilizadas bem como

novos alvos terapéuticos, serdo abordados a seguir.

2.3 Terapias na Doencga de Alzheimer

Devido a complexidade da etiologia da DA, ha uma dificuldade na busca por
uma terapia-alvo envolvida em todos os mecanismos associados a patogénese da
doenca. Atualmente os farmacos bem descritos e amplamente utilizados sédo alguns
inibidores da AChE (AChEi) e a memantina (droga antagonista ndo-competitiva que
age na reducao dos niveis de glutamato). Além disso, a busca crescente por novas
terapias tem crescido, como farmacos anti-amiloide e anti-tau, mitocondriais e
imunoterapicos, por exemplo. Essas terapias a nivel de inibicdo da agregacéo
proteica, tendem a agir via inibicAo de enzimas associadas a clivagem dessas
proteinas (como as secretases e quinases), bem como modular sua degradacdo. Ja
a nivel mitocondrial estdo associadas a estabilidade das funcbes antioxidantes e a
imunoterapia envolve a utilizacdo de anticorpos especificos contra essas proteinas
mal-formadas (Cummings, Lee et al. 2019).

As drogas com atividade inibitoria sobre a enzima acetilcolinesterase (AchEi)
sdo as mais comumente utilizadas e apresentam como principal mecanismo de acao
impedir a atividade de quebra da ACh através da enzima AChE, potencializando a
acao do neurotransmissor. Os sitios ativos dessa enzima apresentam duas regides,
uma anibnica (residuo de triptofano) e outra esteérica (residuo de histidina). Nesse
primeiro sitio € onde ocorre a interacédo entre a ACh e enzima, devido a diferenca de
cargas positiva do N desse neurotransmissor com a carga negativa do residuo de
aspartato da AChE. J& no segundo sitio € onde ocorre a ligacdo (éster-hidrogénio)
do substrato com a enzima (Colovi¢, Krsti¢ et al. 2013).

Entretanto, ja esta estabelecido que existem outros locais de ligagdo na AChE
para seu substrato bem como para outras moléculas quaternarias. Seriam estes
locais periféricos que se diferenciam do local de ligacdo do substrato, mas que
possuem potencial para a acdo de compostos inibitérios da AChE (AChEi) (Dvir,

Silman et al. 2010). Drogas com esse potencial foram desenvolvidas visando o
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tratamento de distarbios colinérgicos, principalmente quando relacionados a DA.

Dentre os AChEi disponiveis para o tratamento da DA a Tacrina (Cognex®) foi
uma das pioneiras, sendo aprovada e disponibilizada no ano de 1992. Entretanto,
seus efeitos hepatotoxicos foram reportados ja em 1994 (Watkins, Zimmerman et al.
1994). Posteriormente, em 1996, o Donazepil (Eranz®) foi outro AChEi liberado e
aprovado, sendo utilizado para o tratamento da DA leve a moderada. Em 1997 a
Rivastigmina (Exelon ®) foi disponibilizada para administracdo oral ou transdérmica.
Ja nos anos 2000, a Galantamina (Razadyne®) foi aprovada, atuando também como
um farmaco potencializador de receptores para ACh muscarinicos e nicotinicos
(Galimberti e Scarpini 2016). Em C.elegans alguns alcaloides ja mostraram efeito
inibitério sobre a AChE bem como organoselénios (Xin, Yamujala et al. 2013,
Stefanello, Gubert et al. 2015). A ades&o ao tratamento auxilia na reducdo da taxa
de deficit cognitivo. Porém, estes efeitos séo limitados, uma vez que se observa uma
melhor eficacia nos primeiros 12-24 meses de tratamento, e com altas doses. Como
0 quadro neurodegenerativo € progressivo, seus efeitos podem ser retardados, mas
ndo interrompidos, sendo que a partir desse periodo a eficacia na contencdo da
progressédo da DA ja é limitada e os efeitos adversos agravam-se (Tayeb, Yang et al .
2012).

Entretanto, o principal problema dessa classe de drogas, principalmente a
Tacrina, sdo seus efeitos colaterais mais agravantes como hepatotoxicidade, sendo
relatados casos de ictericia, insuficiéncia hepéatica aguda, hepatite crénica ou
sindrome do ducto biliar, além de outros problemas gastrointestinais (nauses,
vomitos ou diarreia). Nao se sabe ao certo como ocorre a lesdo hepética, mas como
esse farmaco € metabolizado pelo sistema do citocromo P450, acredita-se que
algum metabdlito toxico possa ser responsavel pelos quadros de injuria hepatica
(Watkins, Zimmerman et al. 1994).

Durante a adaptacdo do paciente aos farmacos ocorre a administracdo de
diferentes doses até se atingir uma dosagem com efeito terapéutico, e durante esse
periodo os sintomas indesejaveis tendem a se instalar. Por exemplo, para o
Donazepil, a dose inicial durante o periodo de adaptacdo € de 5mg, sendo
posteriormente aumentada para 10mg, a dose maxima recomendada (Shin, Kim et
al. 2018). Estas diferencas de dosagens, durante o periodo de ajuste da terapia,
podem resultar em um aumento da biodisponibilidade plasmatica destes farmacos, e

consequentemente uma sobrecarga hepatica inicial para sua eliminacéo,
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propiciando alteracdo na atividade das enzimas hepaticas como alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST). Portanto, a janela
terapéutica destas drogas € bastante estreita (Grutzendler e Morris 2001).

Um estudo demonstrou baixa ades&o ao tratamento nos primeiros 12 meses,
onde entre 3.091 pacientes, somente 58,2% adeririam a terapia oral (Borah, Sacco
et al. 2010). ApoOs esse periodo, 0s pacientes que persistem no tratamento
representam 40-54% dos que aderiram a terapia nos primeiros 12 meses (Herrmann,
Binder et al. 2009). A idade acaba exercendo influéncia no nivel de adesédo, sendo
que individuos com mais de 86 anos sdo mais persistentes durante o tratamento
(Borah, Sacco et al. 2010). Além disso, dentre pacientes que acabam aderindo ao
tratamento nem todos apresentam melhorias nos aspectos cognitivos. Por exemplo,
um estudo demonstrou que apenas 21-38% dos pacientes que fizeram o uso de
Donazepil apresentaram melhoria significativa nesse parametro (Lanctét, Herrmann
et al. 2003).

A memantina € um farmaco que age como antagonista do receptor de N-metil-
D-aspartato de baixa a moderada afinidade (NMDAr), sendo prescrito entre as fases
moderada a grave da doenca. Apresenta entre outros efeitos colaterais o bloqueio
das funcdes fisioldgicas do receptor NMDA, alterando o balanco GABA/Glutamato.
Seus efeitos colaterais incluem manifestacdes gastrointestinais associadas a
constipacao, tonturas, confusdo e efeitos sedativos (Mimica and Presecki 2009).
Inicialmente esta droga foi descrita para o tratamento do diabetes tipo 1 (Willenborg,
Schmoller et al. 2011). Entretanto, posteriormente descobriu-se o seu efeito benéfico
para varias doencas neurodegenerativas, como a DA. Como este farmaco € um
antagonista do glutamato, age inibindo receptores excitatorios (ionotrépicos), através
do bloqueio dos canais ibnicos, prevenindo assim a lesdo e morte neuronal, através
da manutencdo do fluxo de Ca?* pelo canal i6nico. Como o uso dessa droga
costuma ser prescrito em uma fase mais avancada da DA, associa-se a terapia a um
AChEI, mostrando-se assim uma terapia complementar eficaz em retardar o declinio
cognitivo e funcional na doencga (van Marum 2009).

Outros mecanismos terapéuticos abordados, envolvem moléculas com efeito
anti-tau ou anti-amiloide. Impedir a agregagcédo dessas proteinas pode minimizar os
efeitos neurotoxicos causados por esses depositos. Sabe-se que com relagéo ao AR,
h& enzimas envolvidas no seu processo de clivagem e formacéo das placas. O uso

de inibidores da y e B-secretase tem sido uma estratégia investigada. Estudos ja
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demonstraram que a deplecdo do gene BACE 1, em camundongos, que codifica
para a enzima B-secretase, reduziu a producao de AB sem causar efeitos colaterais
graves (Luo, Bolon et al. 2001). Entretanto, alguns dos principais problemas de
novas moléculas que estao nas fases clinicas de teste mais avangadas, in vivo, sao
a baixa biodisponibilidade, curta meia-vida e capacidade de penetrar na BHE
desfavoravel (Liu, Xie et al. 2019).

Notavelmente, o uso de imunoterapia através de anticorpos direcionados
contra o local de clivagem da APP pela BACEL, demonstram resultados promissores
tanto in vitro quando em animais transgénicos, na redugcdo da producao de AR e
formacdo das placas (Re, Airoldi et al. 2010, Moussa 2017). A imunoterapia tem sido
aplicada com o intuito de modular o sistema imune para combater os eventos
patogénicos neurodegenerativos na DA. Estudos ja4 demonstraram efeitos na
reducao da agregacao do AP através do uso de imunoterapia com anticorpos em
camundongos (Wilcock, Rojiani et al. 2004). Isso porgque especula-se que haja uma
dificuldade de penetracdo destes anticorpos via BHE, e por isso a redugéo de sua
deposicdo ndo seja significativa (Davies e Koppel 2009). Ja os resultados com
imunoterapia para a tau parecem mais promissores quanto a eficacia e seguranca.
Um anticorpo, o AADvac-1, ja em fase Il de testes, demonstrou capacidade de
reducdo dos biomarcadores associados a desregulacdo desta proteina, além de
melhora na capacidade cognitiva (Godyn, Johczyk et al. 2016). A vacina com ACI-35
em camundongos foi capaz de deter os efeitos locomotores causados pelos
depdsitos da tau, sendo que testes para avaliar a tolerabilidade e imunogenicidade
ja estdo sendo realizados em pacientes com DA. Entretanto ainda muito especula-se
sobre a seguranca deste método preventivo e 0 que a aplicacdo dessa intervencao
precoce acarretara nos individuos (Bittar, Bhatt et al. 2020).

Como a DA caracteriza-se por um quadro patoldgico envolvendo mais de um
mecanismo, a terapia combinada pelo uso de mais de um farmaco, também tem sido
uma estratégia abordada. Alguns estudos descrevem a relacdo entre a tau
hiperfosforilada e a aglomeragdo do AB. A curcumina e o Azul de metileno sao
compostos que apresentaram efeitos nas fases de testes clinicos iniciais, em
aspectos cognitivos e nos biomarcadores de doenca, entretanto a sua seguranca e
efeitos a longo prazo ainda estdo sendo avaliados. Como no desprendimento da tau
ocorre uma desestruturacdo dos microtubulos, drogas com efeito estabilizador sobre

essas estruturas tém sido estudadas como um alvo terapéutico para a DA. O
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antifangico epitilona D promoveu esse efeito em camundongos, além de manter a
estrutura dos axonios. Entretanto esses candidatos acabam tendo seus testes
clinicos interrompidos por desencadearem efeitos adversos (Congdon e Sigurdsson
2018).

A geracdo de EROs acompanhada da disfuncdo mitocondrial, resultantes do
estresse oxidativo, sdo eventos associados a patogénese da DA. Portanto, drogas
moduladoras com efeitos antioxidantes tém sido estudadas com uma estratégia
terapéutica para a doenca. Ja foi demonstrada que a administracdo de CoezimaQ e
MitoQ em modelos experimentais neurodegenerativos, tiveram um papel significativo
na contencdo da geracdo de EROs além do quadro neurodegenerativo (Bonda,
Wang et al. 2009). O horménio melatonina também exerce efeitos anti-apoptéticos
induzidos pelo AB, além de manter a fungdo mitocondrial com redugcédo das EROs,
melhorando a cognicdo de camundongos e reduzindo a producdo de citocinas
inflamatorias (Wang e Chen 2016).

Entretanto, os principais fatores que influenciam na adesdo e,
consequentemente, a eficicia terapéutica, sdo a dose utilizada dos farmacos, a
idade do paciente e os provaveis efeitos adversos que estes desencadeiam.
Levando ainda em consideracao que poucos medicamentos sédo capazes de impedir
a progressdo da doenca, novas estratégias terapéuticas sdo necessarias, visando
uma margem terapéutica mais abrangente, promovendo assim melhor eficacia e

adeséao ao tratamento (Campbell, Dexter et al. 2013).

2.4 Compostos organicos de Selénio

Durante muitos anos o Se foi estudado devido a toxicidade causada em
animais, onde seus efeitos toxicos e 0s danos negativos causados por esse
elemento, caracterizam o termo selenofobia. Nao se sabe ainda ao certo como o Se
pode desencadear as manifestacfes toxicas, especula-se que compostos organicos
e inorganicos derivados deste elemento, ao interagirem com grupamentos tiois, que
sdo mais reativos e facilmente oxidados, podem resultar nessa condicdo de
toxicidade. O organoselénio Difenil disseleneto (DPDS) também age como um
agente oxidante de grupamentos ti6is, bem como interage com a enzima 3-
aminolevulinate dehydratase inibindo-a (Rosa, Roesler et al. 2007, Nogueira and
Rocha 2011).

O Selénio é um mineral essencial (Se), importante para vérias funcdes
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inerentes a saude humana como a atividade de selenoproteinas, como a glutationa
peroxidase e tioredoxina redutase, sendo a ingesta recomendada 55ug/dia para
adultos (Dodig e Cepelak, 2004). A biossintese destas proteinas é dependente da
disponibilidade de Se, j& que estas contém o aminodcido selenocisteina (Sec) em
seu sitio ativo. As selenoproteinas estdo envolvidas nos mecanismos de defesa
antioxidante e, sendo o cérebro um local propicio para a geracdo de EROs devido a
alta demanda de oxigénio para producdo de energia, essas proteinas auxiliam na
integridade das células neuronais e manutencdo de suas fung¢des (Papp, Lu et al.
2007).

As defesas antioxidantes oferecidas por essas enzimas protegem o cérebro
de danos oxidativos que favorecem a vulnerabilidade de neurbnios, quadro
intimamente relacionado ao desenvolvimento de doencas neurodegenerativas. A
importancia do Se é tal que em condicbes de deficiéncia, a disponibilidade deste é
priorizada a nivel cerebral em relacdo a Orgdos periféricos, sendo esse papel
desempenhado pela Selenoproteina P (SelP), que realiza o seu transporte no SNC
(Pitts, Byrns et al. 2014).

Alguns estudos reportam a deficiéncia de Se como uma das condi¢cdes que
contribui para o déficit cognitivo (Akbaraly et al. 2007), ja que as selenoproteinas sédo
expressas a nivel cerebral, como no hipocampo. A suplementacdo com selenito de
sédio em ratos com dano neuronal induzido por estreptozotocina, melhorou a
sinalizagdo colinérgica através do aumento nos niveis de acetilcolina, um dos
neurotransmissores mais prejudicados na DA (Ishrat et al. 2009). Além disso, ha
evidéncias de que o Se, através da suplementacdo de levedura enriquecida
(levedura Se), atenua a formacao do AP através da reducdo da atividade das
enzimas [(-secretase e y-secretase e modula a autofagia (Gwon et al. 2010), (Song
et al. 2018).

Durante vérias décadas, o Se ganhou destaque pelo seu potencial toxico e
carcinogénico devido a sua interacdo com grupamentos tidis, promovendo a
oxidacdo e geracdo de EROS. Entretanto, quando elucidado o seu papel como
constituinte das selenoproteinas, houve aumento no interesse pela sintese de
compostos organicos com potencial farmacolégico. Atualmente, a sintese destes
compostos é voltada aos efeitos antioxidantes, anticancer, antitumorais,
antimicrobianos, moduladores enzimaticos e hipoglicemiantes, por exemplo (Pietka-

Ottlik, Wojtowicz-Mtochowska et al. 2008, Plano, Baquedano et al. 2010, Barbosa,



93

Canto et al. 2016, Quines, Rosa et al. 2016, Gandin, Khalkar et al. 2018, Quines,
Rosa et al. 2018, Spengler, Gajdacs et al. 2019).

As propriedades farmacologicas destes compostos devem-se pela atividade
do grupamento selenol que é analogo ao grupo tiol, sendo este metabolizado devido
a reacodes fisiologicas envolvendo hidroperoxidos, através do consumo de glutationa
(GSH). Compostos organicos de Se, como o Ebselen, mimetizam a acado da GPx
(Glutationa Peroxidase) através do consumo de GSH para remover peroxinitritos

(Figura 5).
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Figura 5: Mecanismos de a¢do do Ebselen na reducao de catalitica de peréxidos. Inicialmente
ocorre a geracdo de selendxido (62), oriundo do processo de reducéo de perdxido nitrito (ONOO-) em
nitrito. Posteriormente o selenodxido (62) é reduzido, através da GSH, formando o selenodisulfeto (54)
e regenerando o ebselen novamente, utilizando equivalentes redutores na forma de GSH (Nogueira,
Zeni et al. 2004).

Entre os compostos organoselenios, o Ebselen é o mais popular, por ter sido
um dos primeiros a serem sintetizados (1940) e, portanto, um dos mais estudados.
Suas propriedades terapéuticas foram somente elucidadas aproximadamente 40-50
anos apdés a sua sintese. Isso propiciou avancos na elucidacdo de seus efeitos
terapéuticos, propiciando avangos em estudos clinicos que demonstraram sua
eficacia. Tanto o Ebselen quando o outro composto de selénio também amplamente
estudado, o disseleneto de difenila (DPDS), apresentam seus efeitos biolégicos
devido a essa capacidade de serem reduzidos a selenol além de mimetizar a
atividade da GPx (Barbosa, Nogueira et al. 2017).

O Se como oligoelemento, bem como em formas orgéanicas, apresenta
propriedades que o tornam um candidato terapéutico para o DA. Destacam-se o

potencial antioxidante e atividade inibitoria de enzimas envolvidas na patogénese da
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doenca, bem como na prevencdo da agregacdo das proteinas mal-formadas
(Lindgren, Lindgren et al. 1985, Gamble, Wiseman et al. 1997, Song, Chen et al.
2018). De fato, alguns estudos com compostos organoselénio demonstraram efeitos
terapéuticos em modelos para a DA. Em ratos com deméncia esporadica tipo DA,
induzido com injegcdo intracerebroventricular de AP, o tratamento com Se-
xilofuranosideos demonstrou efeitos benéficos sobre aspectos cognitivos,
protegendo contra a perda da memoéria, bem como a manutencdo da atividade de
enzimas como a superoxido dismutase (SOD) e AChE, e reducdo dos niveis de
citocinas pro-inflamatdrias, como IL-6 (interleucina-6) (Chiapinotto Spiazzi, Bucco
Soares et al. 2015). Em um modelo de DA induzido por estreptozotocina, o p,p’-
metoxil-disseleneto de difenila [(MeOPhSe);] reverteu os comprometimentos
associados a aprendizagem e o aumento da atividade da AChE induzidos pela droga
(Pinton, da Rocha et al. 2010).

Os efeitos na reducédo dos niveis do AB e fosforilagdo da proteina tau pelo
Ebselen ja foram demonstrados em modelos de estudo para a DA utilizando ratos e
linhagens celulares. Este composto minimizou a disfungcdo cognitiva e o déficit
sinaptico, demonstrando seu efeito promissor no tratamento da DA (Xie, Tan et al.
2017). Além disso, este mesmo composto jA& demonstrou potencial inibitério sob o
transportador divalente de metal 1 (DMT1) envolvido na homeostase do Fe, na
deposicao das placas amiloides e na fosforilagdo da tau (Xie, Zheng et al. 2012, Xie,
Yu et al. 2018).

A classe das DHPMs compreende compostos heterociclicos, sendo que uma
das razbes pela atividade biolégica destas € a presenca na sua estrutura da
pirimidina, uma constituinte de bases timina, uracila e citosina, que estao presentes
nos acidos nucléicos (DNA e RNA) (Sondhi, Goyal et al. 2005). A sintese de
organoselénios derivados de DHPMs, ocorre a partir da reacdo de Biginelli, que
consiste na condensacédo de aldeidos aromaticos, etil-4-cloroacetato, ureia ou N-Me-
uréia para originar 6-clorometil dihidropirimidinona, que subsequentemente, através
da reacdo com selenocarboxilatos, promove a formacdo de Se-DHPMs. Esta
recuperacdo € capaz de promover uma boa estabilidade (Barbosa, Canto et al.
2016).

Estes compostos da classe das dihidropirimidinonas (DHPMs), chamados
selenoesteres, ja demonstraram em estudos prévios in vitro potencial eficacia para o

tratamento da DA, com atividade antioxidante, quelantes de metais e AChEi
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(atividade superior ao farmaco padrdo Galantamina) (Barbosa, Canto et al. 2016).
Essas propriedades os tornam compostos de interesse para testes, quanto a

seguranca e eficicia, em organismos in vivo para o estudo da DA.

2.6 Caenorhabditis elegans

O C.elegans é um pequeno nematoide de vida livre, transparente, encontrado
habitualmente no solo, em produtos oriundos da decomposicédo da matéria organica.
Seu tamanho varia de 0.25mm (quando larvas, apds a eclosao dos ovos) a 1mm
(quando adultos). Por isso a observacdo destes vermes s6 é possivel mediante o
uso de estereomicroscoépio (Hodgkin 2001).

Seu ciclo de vida é curto, de aproximadamente 3 dias desde ovo até o inicio
do periodo reprodutivo, quando chegam a jovens adultos. Durante esse periodo o
verme passa por 4 estagios larvais (L1, L2, L3 e L4) até chegar ao estagio adulto.
Entretanto, caso o C.elegans seja submetido a condicbes de estresse, devido a falta
de alimento ou temperaturas ndo habituais a de manutencdo (20°C no tipo
selvagem), 0 mesmo entra em um estagio alternativo de resisténcia (dauer), que
permite pela sobrevivéncia do animal por varios meses. J4 0 verme que persiste no
ciclo habitual tem um tempo de vida estimado de 20 dias em média (Hall e Altun
2007).

Como o C. elegans, no ambiente, é encontrado na matéria organica, sua
principal fonte de alimento sdo algumas bactérias que ali habitam. Em condicdes
laboratoriais 0 verme é mantido em placas de &gar contendo NGM (Meio de
Crescimento para Nematoides) semeado com a bactéria Escherichia coli (E.coli)

como fonte de alimento (Stiernagle 1999) .
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Figura 6. Ciclo de vida do Caenorhabditis elegans. Fonte: Autora.

Quando grande parte da populacéo presente na placa de cultivo, encontrar-se
no periodo reprodutivo (1° dia apés L4), pode-se romper a cuticula dos vermes,
através de um movimento mecéanico juntamente a uma solucao de lise (NaOH 1M,
NaClO 1%, e H20 distilada), para obtencdo dos ovos e realizagdo dos ensaios
experimentais (Porta-de-la-Riva, Fontrodona et al. 2012).

O sistema nervoso deste nematdide é bastante complexo, apresentando 302
neurdnios nos hermafroditas e 385 nos machos. Vinte destes neurdnios estédo
localizados na faringe e os outros distribuidos ao longo de corpo do verme, como
cabeca, musculo e cauda (Hobert 2005). A rede neuronal de C. elegans é conhecida
desde 1986, bem como o conectoma. Este envolve as informacdes conectadas entre
cerca de 90 neurbnios sensoriais que recebem o estimulo e 0s transmitem por meio
de 80 interneurdnios, para 120 neurbnios motores que controlam o comportamento
locomotor do verme (Sabrin, Wei et al. 2019). Os neurdnios sdo quem recebem
essas informacgfes sensoriais e as transmitem por meio da sinalizacdo que se da
através de neurotransmissores acetilcolina, dopamina, tiramina, octopamina, acido
gama-aminobutirico e glutamato. Esse sistema de neurotransmissores é homaologo
ao dos vertebrados, o que permite que efeitos e resultados no verme sejam
extrapolados para outros sistemas mais complexos (Bargmann 1998).

Outra vantagem de se utilizar o C. elegans para ensaios laboratoriais é a alta
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homologia de seu material genético com o de humanos. Cerca de 83% de seus
genes sao ortdlogos aos dos humanos, isso inclui proteinas e vias envolvidas em
varios processos metabdlicos e de longevidade (Lai, Chou et al. 2000). Devido a isso,
0 genoma sequenciado e toda a linhagem celular da rede neuronal do verme ja
conhecida facilta a manipulacdo genética, visando a obtencdo de cepas
transgénicas. Varios tipos de cepas estdo disponiveis e podem ser obtidas através
do Centro Genético em Caenorhabditis (https://cgc.umn.edu). Entre estas cepas
estdo os modelos utilizados para o estudo de doencas neurodegenerativas, como a
DA.

As cepas disponiveis apresentam expressao e agregagao do peptideo AB no
corpo do verme (musculos) ou em neur6nios, as quais podem apresentar alteracées
na quimiotaxia e disfun¢cdes locomotoras (paralisia). Estes fenotipos permitem a
realizacdo de alguns ensaios para avaliacdo essas disfun¢cdes como quimiotaxia,
locomocéo, longevidade e postura de ovos. Além disso, a marcacédo in vivo destes
agregados pode ser realizada utilizando corantes especificos, como o vermelho do
congo e a tioflavina. Ja a marcacdo com a proteina verde fluorescente (GFP) para o
AB é restrita a neurbnios glutamatérgicos (Link 2006, Alexander, Marfil et al. 2014,
Griffin, Caldwell et al. 2017). Além disso, € possivel realizar ensaios de alta eficiéncia
em um menor tempo em relacdo a outros modelos animais. A disponibilidade de
animais transgénicos possibilita que os mecanismos de acdo destas novas drogas
sejam elucidados.

Os compostos organicos de selénio tem sido testados quanto sua eficacia em
cepas transgénicas para o estudo da DA, em C.elegans. O disseleneto de difenila
atenuou a toxicidade induzida pela expressao do AR, revertendo os efeitos causados
nos aspectos cognitivos relacionados a memoria, em cepa transgénica para a DA
(Zamberlan, Arantes et al. 2014). J4& organoselenotriazbis atenuaram os efeitos
causados pelo EO (estresse oxidativo), demonstrando a capacidade antioxidante em
vermes que apresentam disfuncdo mitocondrial (Soares, Rodrigues et al. 2019). Da
mesma forma, resultados demonstrando propriedades antioxidantes com reducéo de
EROs ap0s exposicdo ao paraquat, foram descritas apds tratamento com 4-
organilsulfenil-7-cloroquinolinas (Salgueiro, Xavier et al. 2014). B-selenoaminas e
analogos de DPDS na concentracdo de 200uM, demonstraram ser potentes
inibidores da AChEi em C. elegans (Stefanello, Gubert et al. 2015).

Atualmente, varias drogas tem sido testadas quanto a sua eficacia para a DA.



98

Sabe-se que entre as medicacdes comumente prescritas, a estreita margem
terapéutica dificulta o seguimento ao tratamento, visto os efeitos adversos oriundos
do aumento da dose efetiva para conter os sintomas da doenca. Devido a isso,
muitos pacientes acabam nao aderindo a terapia. A maioria dos medicamentos
disponiveis também apresentam uma limitacdo quanto a sua baixa abrangéncia
multialvo. Novas drogas tém sido testadas, entretanto poucas acabam avancando
para os ensaios clinicos com humanos, visto o empecilho entre dose terapéutica
versus dose toxica. A busca por novos compostos candidatos a terapia multialvo da
DA tem sido constante. Selenoesteres jA demonstraram efeitos promissores em
ensaios in vitro, entretanto sua eficacia e seguranca também necessitam ser
elucidadas em um organismo in vivo que seja modelo para DA. Neste contexto, o
C.elegans se mostra como um modelo promissor para triagem de compostos

candidatos bem como elucida¢cédo de seus mecanismos de acao.

3. JUSTIFICATIVA

Levando em consideracdo i) a grande parcela de idosos presentes na
populacdo mundial e que anualmente € diagnosticada com a DA, ii) o fato de que
essa doenca ndo apresenta cura e nem um farmaco totalmente eficaz na contengéo
da progressdo da doenca e iii) a falta de abrangéncia terapéutica contra todos os
sintomas e mecanismos fisiopatoldégicos da DA, é necesséaria a busca por novos
compostos que possam apresentar acdo multi-alvo na contencdo da doenca. Sendo
assim, devido aos efeitos previamente descritos em estudos in vitro dos compostos
de selenoesteres, torna-se imprescindivel a continuacdo da avaliacdo da eficacia
desses compostos em novos modelos experimentais para a DA in vivo, como o C.

elegans, e, posteriormente, também em mamiferos.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar a potencial eficacia e seguranca de selenoésteres em um modelo in

Vivo para o estudo da DA.

4.2 Objetivos especificos

e Determinar a seguranca dos compostos de selenoesteres em C.elegans;

e Avaliar os efeitos dos compostos de selenoesteres nas manifestacdes
fenotipicas induzidas pela expressao do A;

e Avaliar os possiveis mecanismos de acdo molecular destes compostos, via
autofagia, chaperonas e sinalizacdo colinérgica;

e Determinar a relagéo estrutura x atividade dos compostos.
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5. MANUSCRITO

CONCLUSOES

e Entre os 8 compostos selenoesteres testados, apenas o FA90 e FA86 na
maior concentracao (200uM) afetou a taxa de vermes vivos, apesar de néo

encontrarmos uma CL50:;

e O composto FA90 foi capaz de exercer efeito protetor sobre as disfungdes lo-
comotoras associadas a agregacdo do AB (paralisia). Além de juntamente
com o composto FA130 E fa86aumentar a taxa de locomocéo dos vermes tra-

tados, 72 horas ap0s a inducao da expressao do AB;

e O efeito promissor do FA90 na contencdo das manifestacfes fenotipicas in-
duzidas pela agregacao do AB envolve a sinalizacéo colinérgica e ativacao de

proteinas de choque térmico a nivel reticular e mitocondrial;

e O anel fenil livre na extremidade do composto pode apresentar a capacidade
de interagir com o anel indol Trp 279 no local ativo da AChE, explicando o

efeito do selenoéster na reducao da atividade da AChE.
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PERSPECTIVAS

Considerando que as propriedades multialvo para o tratamento da DA com o
composto FA90 foram demonstradas tanto in vitro quanto in vivo, e seu efeito
protetor age em um mecanismo molecular terapéutico ainda pouco explorado (via
chaperonas). Para elucidar o real papel do Selénio na estrutura desse composto,
poderiamos testar seu analogo, com um substituinte, verificando também um efeito
cronico, ap0s uma exposicdo mais prolongada com este tratamento. Bem como um
tratamento de vermes adultos, ap0s exposi¢cdo a metais ou altas concentracdes de
glicose. Outros mecanismos fisiopatoldgicos associados a DA, também podem ser
melhor explorados, como cepas transgénicas para a proteina tau.

Além disso, mais estudos avaliando outros mecanismos de sinaliza¢cdo, como
0 serotoninérgico, com 0 ensaio de postura de ovos através da utilizacdo de
serotonina podem ser realizados. O papel de enzimas antioxidantes, como Catalase
e Superodxido dismutase sdo passiveis de avaliacdo in vivo com o selenoéster, bem
como a geracdo de EROs. Aliado a isso avaliacdo de funcé&o mitocondrial, através da
mensuracgao dos niveis de ATP.

Como ndo ha cepas comercialmente disponiveis com os agregados de AP
marcados com GPF, poderiamos utilizar uma cepa que mimetiza a agregacao
proteica, através do peptideo degron (GFP::degron), que € expresso nos musculos e
neurdnios do verme, e seus depdsitos ocasionam paralisia.

Ensaios visando avaliar a memodria de curto e longo prazo podem ser
realizados para verificar o comportamento do verme que expressa o AB, frente ao
tratamento com o composto FA90. Além disso, mais estudos em modelos superiores,
como camundongos, devem ser realizados visando verificar a reprodutibilidade
destes resultados, bem como melhor explorar a avaliacdo de parametros cognitivos

e de memoria.
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