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RESUMO

MALERBA, H. N. Avaliacdo molecular da neuroplasticidade de animais tratados
com litio em ambiente enriquecido. 2020. 80 f. Dissertacdo (Mestrado em
Farmacologia)- Instituto de Ciéncias Biomédicos, Universidade de Sao Paulo, Sao
Paulo, 2020.

Com o aumento da longevidade populacional a aplicagdo de conhecimentos
gerontolégicostorna-se uma ferramenta de grande valor para promover um
envelhecimento saudavel. A proximidade da velhice acarreta aumento de doengas
cronicas que muitas vezes podem ser debilitantes. Nos Ultimos anos nosso grupo
de pesquisa vem estudando os beneficios do enriquecimento ambiental e
administracdo de microdoses dos ions de litio para a melhora da memoria de
animais e seres humanos, o que pode levar a longevidade com saude. Postanto o
objetivo do projeto foi verificar a efetividade do tratamento com microdoses de litio,
por via oral, em camundonos pertencentes a linhagem que apresenta
envelhecimento acelerado (SAMP-8, "senescece-accelerated mouse") combinada
ou ndo com o enriguecimento ambiental, para a promoc¢ao do envelhecimento
saudavel. Os animais SAMR-1 ("senescence-accelerated mouse resistant") foram
utilizados como controles dos animais SAMP-8. Os camundongos SAMP-8 foram
divididos em quatro grupos: 1) Grupo Controle: sem tratamento e sem
estimulacdo; 2) Grupo Litio (Li): tratados com 0,25 mg/kg de carbonato de litio,
dissolvidos na agua de beber; 3) Grupo Ambiente Enriquecido (AE): colocados
diariamente em ambiente enriquecido, constituido por diferentes objetos; 4) Grupo
Li+AE: tratados com litio e colocados em ambiente enriquecido. Ao atingirem 10
meses de idade foi possivel observar que os animais SAMP-8 controle tiveram
uma diminuicdo da memodria quando comparados aos animais SAMR-1. Além
disso, apresentaram menos densidade neuronal, maior area de
neurodegeneragao, maior densidade de placas senis e diminuicdo da densidade
de sinaptofisina em relacdo aos aniamis SAMR-1. Os tratamentos por si sé
promoveram resultados semelhantes. E possivel sugerir que as estratégias
propostas, combinadas ou néo, sdo benéficas para animais com envelhecimento
acelerado, contribuindo assim para a manutencdo da memaoria na velhice.

Palavras- chave: Neuroprotecao. Litio. Ambiente Enriquecido. Memoria.



ABSTRACT

MALERBA, H. N. Molecular evalution of neuroprotection after treatment of mice
with lithium and submition to enriched enviorement. Master thesis (Pharmacology)-

Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2020.

With the increase in population longevity, the gerontological approach to promote
healthier aging is also rising. The proximity of elderly causes an increase in the
prevalence of diseases, especially chronic diseases that can be debilitating. Over
the last few years, our research team have been studied the benefits of enriched
environment and lithium in microdoses to improve memory of mice and humans,
which can lead to healthy aging. The aim of this project was to verify the benefits of
with treatment with lithium in microdose combined or not with enriched
environment for the healthy aging of senescence accelerated mice (SAMP-8). Male
SAMP-8 mice (2 months old) were divided into four groups: 1) Control group:
without treatment and without stimulation; 2) Lithium group: treated with 0.25mg/kg
of lithium carbonate, dissolved in the drinking water; 3) Enriched Environment
group (EE): animals submitted to enriched environment (toys in the cage); 4)
Lithium + EE group: treated with lithium and submitted to EE. SAMR-1
(“senescence-accelerated mouse resistant”) was used as control of SAMP-8.
Memory was evaluated along the aging process of animals and when they were 10
months old they were anesthetized and killed and the brains were isolated and
frozen. SAMP-8 presented lower amount of neuronal density, higher
neurodegeneration area, higher density of amyloid- plaques and higher density of
synaptophysin when compared to SAMR-1 hippocampal samples. The SAMP-8
group that was in enriched environment and was treated with lithium presented
memory and neuronal maintenance, decreased density of beta-amyloid plaques,
increased density of synapthophysin and decrease in hippocampal degeneration.
The treatments alone promoted similar results. It is possible to suggest that the
proposed strategies combined or not, are benefic for animals with an accelerated

aging, thus contributing to memory maintenance in old age.

Keywords: Neuroprotection. Lithium. Enriched Enviorement. Memory.
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1. Introducéo

1.1 Envelhecimento

O aumento da longevidade, tanto em paises desenvolvidos como em
desenvolvimento, é devido a fatores como o avanco da medicina, a melhoria da
assisténcia a saude, a ampliagdo do suporte social a pessoa idosa e a diminuicdo
na taxa de natalidade. De acordo com o censo realizado em 2010 pelo Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica, a populacdo com idade menor ou igual a 20
anos ja apresenta uma diminuicdo sensivel e perceptivel em relacdo a outras
faixas etarias. A diminuicdo dessa populagcédo se deu pelo aumento de individuos
adultos, tendo como destaque o aumento do nimero de idosos. Devido a essa
mudanca na distribuicdo etaria, vé-se necessario o aprimoramento de estudos
gerontoldgicos, pois o envelhecimento ocorre de forma Unica e distinta entre os
individuos. O conhecimento ampliado sobre o fendmeno do envelhecimento leva a
uma melhora da qualidade de vida tanto dos idosos atuais como dos futuros.
Nesse sentido, o conceito de qualidade de vida, Segundo a Organiza¢cdo Mundial
de Saude (2013), é a percepcédo do individuo de sua insercdo na vida, no contexto
da cultura e sistemas de valores nos quais ele vive e em relagdo aos seus
objetivos, expectativas, padrdes e preocupacdes.Abrange uma area
multidisciplinar que engloba, além de diversas formas de ciéncia e conhecimento
popular, conceitos que permeiam a vida das pessoas como um todo (ALMEIDA et
al., 2012).

Nesse contexto, a saude € um fator fundamental para o envelhecimento
bem sucedido que possui como uma das definicbes a auséncia de doencas
cronicas, alta capacidade funcional, auséncia de incapacidade e longevidade
(TEIXERA et al.,, 2020). Para se entender a salde no idoso é necessario,
primeiramente, entender a diferenca entre senescéncia e senilidade ( SCHROOTS
e BIRREN, 1990). Mesmo ambos ocorrendo de forma heterogénea, a
senescéncia, também conhecida como envelhecimento primério, trata-se do
processo que acomete a todos progressivamente, afetando o individuo de forma
gradual e acumulativa, sempre sob influéncia do estilo de vida de cada um. Esse
processo nao se constitui em doenca, mas ha a presenca de diversos indicadores
demonstrativos do padréo de envelhecimento tardio como cabelos brancos, rugas,

flacidez muscular e surgimento de déficits sensoriais leves. Por outro lado, a



senilidade, também denominada de envelhecimento secundario ou patoldgico,
esta relacionada a alteragdes ocasionadas durante o envelhecimento que podem
levar ao surgimento de doencas debilitantes, como problemas cardiovasculares,
deméncia senil e doencas neurologicas. Essas alteracfes possuem um grande
aumento de incidéncia com o aumento da idade mediante influéncia de
mecanismos genéticos, fatores ambientais, estilo de vida e personalidade (NERI,
2005).

Vérios estudos vém demonstrando que a alteracdo no estilo de vida pode
determinar a presenca ou ndo de doencas ao longo da vida, determinando o
padrdo de senescéncia ou senilidade aos individuos. Devido ao aumento da
longevidade, entretanto, ainda se pode perceber um aumento do numero de
doencas cronicas nao transmissiveis. De acordo com as Diretrizes para o cuidado
das pessoas com doencas crbnicas (2013), as doencas na velhice, além de serem
relacionadas a causas mdltiplas, sdo graduais e podem durar por periodo
indefinido, podendo levar o individuo a ter incapacidades. Nesses casos, 0
paciente necessita de cuidado continuo, com o uso de tecnologias e de mudancas
de estilo de vida. Mesmo assim, e dependendo do caso, nem sempre pode haver
cura.

Dentre as doencgas crbnicas mais comuns entre pessoas com mais de 60
anos, podemos citar a Doenca de Alzheimer (DA). De acordo com o Relatério da
Organizacdo Mundial de Saude realizado juntamente com a Associacdo
Internacional da Doenca de Alzheimer de 2012, estima-se que em 2050 cerca de
115,4 milhdes de pessoas terdo desenvolvido DA, tornando essa doenga uma das
principais causas de deméncia no mundo.

A DA é uma doenca que atinge igualmente etnias e classes sociais, sendo
mais prevalente em mulheres do que em homens. De acordo com oManual de
Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais, 52 edicdo (DSM-V; 2013) a DA é
um transtorno neurocognitivo classificado como maior, na qual ocorre uma
deterioracdo global, progressiva e irreversivel de diversas fungdes cognitivas
(memoria, atencédo, percepc¢ao, linguagem e funcdes executivas) influenciando
assim na independéncia do individuo e comprometendo as atividades de vida
diaria. Por acometer um grande numero de pessoas, podemos dizer que a DA
possui grande influéncia econémica e social. Ha registros que o gasto total



mundial na sociedade foi estimado em, aproximadamente, U$ 422 milhfes, em
2009, incluindo U$ 142 milhdes para cuidados informais (4%) com pessoas com
DA (WIMO et al., 2010). Dessa forma, essa doenca vem se tornando cada vez
mais um importante problema de saude publica em todo o mundo devido aos seus
aspectos clinicos e pelos custos diretos e indiretos associados a perda
ocupacional, ao tratamento e a reabilitagdo dos individuos (LIMA, 2008). O
principal sintoma dessa doenca consiste na perda de memdrias pela degeneracao
de neurdnios e mecanismos celulares relacionados a sua formacéo, manutencéo e

recuperacao.

1.2 Formacéao daresiliéncia cerebral e LTP

A memodria é fundamental para a vida, pois € responsavel por nos conectar
com momentos e situacdes tanto especiais como tristes, nos transformando no
que somos como individuo. Através dela guardamos ensinamentos que s&o
anicos, pois as experiéncias se formam a depender de fatores individuais
influenciados pela resiliéncia, crencas, cultura, convivio social, etc.

A literatura vem mostrando que a manutencdo da funcao cognitiva, durante
a velhice, depende da formacdo de reservas cognitivas e estruturais
(VALENZUELA et al., 2008; PETROSINI et al., 2009, BALTHAZAR et al., 2018), o
gue serviria para a construcdo de uma resiliéncia cognitiva, que pode ser
entendida como uma forma de resisténcia a possiveis danos. Essas reservas sao
construidas a partir da alimentacdo saudavel e de estimulacdes durante praticas
de atividade fisica, social, motora, sensorial e cognitiva e podem ser o ponto-
chave que separa a manutencdo da memoéria durante o envelhecimento saudavel
e os estados iniciais de deméncia.

A hipotese da reserva cognitiva foi construida a partir da observacéo de que
individuos que apresentavam evidéncias neuropatologicas tinham funcéo cognitiva
aparentemente normal. De acordo com essa hipétese, a estimulacdo cognitiva
(educacional, social, ambiental) desde a infancia levaria a formacdo de uma
reserva cognitiva e cerebral. Na presenca de insultos ao longo do envelhecimento,
como desenvolvimento de neurodegeneracao, a funcdo cerebral desses individuos

seria mantida devido a reservas estruturais (ou seja, densidade neuronal e



conectividade sinaptica) ou funcionais (eficicia dos circuitos neuronais) (revisado
por MILGRAM et al., 2006; PETRESONI et al., 2009).

Essa hipotese se baseia no fato de que a neuroplasticidade ligada a
experiéncia cognitiva constroi as reservas necessarias para manutencdo das
fungBes cerebrais, impedindo que o individuo chegue ao esquecimento e perda de
outras habilidades cognitivas (VALENZUELA, 2008). Dessa forma, seria possivel
desenvolver fatores que aumentassem a resiliéncia cerebral. Esse € um termo
utilizado em varios campos do conhecimento, mas na area das neurociéncias
significa aumentar as capacidades funcionais e estruturais do cérebro que
permitam que 0 mesmo Sse recupere ou se torne resistente a danos por estresse,
choques ou disturbios neuropatoldgicos (PETROSINI et al., 2009).

Até onde se sabe, a formacdo da memaria envolve um processo bioldgico
de modificacdo das conexdes neurais que levam ao aumento da arborizacdo
dendritica e maior interacdo entre neurdnios, o que determina a consolidacédo de
uma informacdo. Esse fendmeno bioldgico € conhecido como potenciacdo de
longa duracdo (LTP, do inglés “long-term potentiation”) e € o mecanismo mais
aceito para se explicar a formagdo das memoérias de longa duracdo (COOKE e
BLISS, 2006). A LTP ocorre devido a ativacao sinaptica de receptores NMDA (N-
metil-D-aspartato) e AMPA (alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropionico)
(BLISS e COLLINGRIDGE, 1993). Esses receptores serdo ativados apds a
liberacdo do neurotransmissor glutamato liberado do terminal pré-sinaptico que, ao
se ligar aos receptores AMPA, permite a troca de ions Na* e K*, gerando um
potencial de agdo na membrana local. Esse potencial de agdo atinge receptores
NMDA proximos que, juntamente com a ativacdo por glutamato, libera o canal
ibnico associado (bloqueado por um ion magnésio), o que permite o influxo de
Ca?*, levando a ativacdo de diversas quinases (NICOLL et al., 1988; NICOLL,
2017). Em neurdnios ha a ativacao da proteina quinase dependente de
Ca?*- calmodulina IV que ird promover a ativacdo de fatores de transcricdo de
proteinas, como o elemento de resposta ao cAMP (CREB) (FINKBEINER, 2000;
MAYR e MONTMINY, 2001; KOKUBO et.al, 2009). A ativacdo (fosforilacdo) de
CREB levara ao aumento da producdo de neurotrofinas, como por exemplo o

BDNF (fator neurotrofico derivado do cérebro), demonstrando ser fundamental



para a consolidagédo do LTP (FINKBEINER, 2000; MAYR e MONTMINY, 2001;
KOKUBO et.al, 2009).

1.3 Via tri-sinéptica

O hipocampo é uma das principais regiées no cérebro envolvidas com
formacao, manutencéo e recuperacdo de memoérias (OLTON et al., 1978; ENDEL
e MARKOWITSCH, 1998; BURGUESS et al., 2002). Ele € composto por quatro
subdivisbes: a) areas corticais retro-hipocampais, principalmente o cértex
entorrinal, b) giro denteado (GD), c) corno de Amon (Ca), sendo esse dividido em
quatro areas Cal, Ca2, Ca3 e Ca4, e d) subiculum (EICHENBAUM et al., 1992;
BEAR et al., 2002). Ao chegarem ao hipocampo, as informacfes sdo processadas
e analisadas pela via tri-sinaptica (ANDERSEN, 1975) como demonstrado na
Figura 1. As informacgfes transmitidas pelo neocértex, regides subcorticais e por
areas sensoriais primérias do cortex entorrinal (CE) s@o enviadas pela via
perforante para o GD e Ca3, e para o Cal pela camada 3 do cértex entorrinal
(STEWARD et al., 1976; DOUGLAS et al., 1975; EMPSON et.al, 1995).

Figura 1. Imagem demonstrativa da via-tri singptica.
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Fonte: Daumas et al., 2009.

Pela via perforante as sinapses sao transmitidas para as células granulares
do GD e sédo processadas e integradas, para que seja possivel realizar a
diferenciacdo de localizacdo espacial, assim como 0s contextos, que serao
separados para que auxiliem no reconhecimento de objetos (KESNER, 2013).
Dada a complexidade das vias descritas, fica evidente a importancia da

preservacdo da regido para o processamento mnemonico de informacdes. As



células granulares da regido do GD s&o projetadas em células musgosas para
estabelecer contato sinaptico com dendritos das células piramidais do CA3
(AMARAL et al., 1981). As células musgosas séo células granulares com grandes
terminais axonais, complexos e repletos de vesiculas sinapticas dando a
aparéncia aos axonios de estarem coberto com musgos. Sao imunorreativas ao
glutamato (RAMON e CAJAL, 1911; BLACKSTAD e KJAERHEIM, 1961;
LAATSCH e COWAN, 1966; FROTSCHER e SORIANO, 1994) e para enviam as
informacgdes do GD para o Ca3 essas células inervam dendritos apicais proximais
das células piramidais do Ca3 que sdo denominadas de “espinhos complexos”
(SCHARFMAN e MYERS, 2013). Dessa forma possuem grande influéncia na
plasticidade e na codificacdo da memoéria (SCHWARTZKROIN e BUCKMASTER,
1994).

As células musgosas ativam as células piramidais da regido do Cas3,
responsaveis pelo armazenamento de memodrias auto associativas, ou seja,
diferentes componentes da mesma memodria que seriam armazenados e
recordados por meio de associacdes (HERTZ et. al, 1991; ROLLSs e TREVES,
1997; LISMAN, 1999). Além das células musgosas, o Ca3 também recebem
projecbes da via perforante, responsavel por gerar sequéncias de memorias
relacionadas ao seu respectivo contexto (LISMAN, 1999). Por essa via foi
observado que as células piramidais do Ca3 influenciam na estimulacdo das
células granulares do GD provocando assim uma “retroprojecao”, ou seja,
capacidade das células piramidais do Ca3 de inibir ou excitar as células denteadas
atravées dos receptores GABAérgicos (DINGLEDINE e KNEISLER, 1995;
SCHARFMAN, 1991; SCHARFMAN, 2007). O bloqueio ou altera¢cées desta via
prejudicam a formagdo de novas memorias (dependentes do hipocampo), mas
nao prejudicam a retengdo de memorias armazenadas anteriormente. Em estudo
realizado por Bennett e colaboradores (2018) foi demonstrado que idosos, sem
diagndsticos de doencas neurolégicas, possuiam diminuigcdo do volume na regido
do GD e do Ca3 e déficit no processo de memorizagao.

A formacédo e projecdo da memoria podem ser danificadas caso ocorra o
bloqueio de sinapses vindas da via perforante e das fibras musgosas (ROLLS,
1996). O Ca3 envia proje¢Oes pela via colateral de Schaffer, sendo essa formada
por neurdnios originarios do proprio Ca3 (JONES, 1993) que enviam projecdes



excitatorias glutamatérgicas para os dendritos das células piramidais da regido do
Cal, devido a grande densidade de receptores AMPA (acido a-amino-3-hidroxi-5-
metil-4-isoxazolepropidnico) pos-sinapticos em sua extenséao (SMITH et al., 2003).
As projecOes sinapticas, ao serem enviadas para as células piramidais do Cal,
sdo preservadas para serem utilizadas posteriormente quando houver auto
associacao entre Ca3 e Cal. Essa correlagdo de evocacdo de memoria entre o
Cal e o Ca3 é ativada no momento da recuperacdo da memoria. Além de receber
projecbes da via colateral de Schaffer, as células piramidais do Cal também
recebem cerca de % de projecBes celulares originarias da 32 camada do cértex,
pertencentes a via perforante do cortex entorrinal, permitindo assim conexdes
sinapticas em camadas mais profundas do cértex como a 4 e 5, originando as
conexdes pela via perforante ao GD e Ca3. Com isso, podemos considerar que
essas células ndo possuem somente a funcdo de recuperar as informacdes
através do Ca3, mas possuem seu préprio mecanismo de recuperacdo de
memorias (ROLLS, 1996; JONES, 1993).

A importancia do Cal na evocacdo de memorias foi demonstrada como
fundamental em pacientes que possuiam amnésia global transitéria, pois a lesédo
nessa regidao foi relacionada como uma possivel causa do déficit de memoria
autobiogréfica (BARTSCH et al., 2011). Apés a evocacdo das memorias o Cal
envia projecdes para o subiculum, regido formada por células piramidais que séo
inibidoras GABAérgicas (TEMAMAKI, 1991;STAFSTROM, 2005). O subiculum faz
parte do sistema limbico e é responsavel pela evocacdo da memoria e codificacao
espacial (THERESE e WITTER, 1991; SCHARP et al., 1995; NABER, 2000). Apds
essa codificagdo, as informacdes sdo enviadas novamente para o cortex entorrinal
(JONES, 1993).

Como colocado, a formacado, consolidacdo e recuperacdo das memorias
declarativas dependem da complexa interacdo hipocampo-cortical. Da mesma
forma, a perda das memoarias se da pela disruptura de qualquer desses processos,
gque pode ocorrer durante o envelhecimento natural ou em doencas
neurodegenerativas progressivas. A formacao da reserva estrutural e da reserva
cognitiva pela alteracdo de habitos cotidianos pode ser uma importante estratégia
para a manutencdo das fungbes cognitivas ao longo do processo de
envelhecimento, permitindo manutencdo da qualidade bio-psico-social na velhice.



1.4 Ambiente Enriquecido e Litio

Diversas estratégias, tanto farmacoldgicas como nao farmacolégicas, vém
sendo estudadas para promover um envelhecimento bem sucedido. Dentre as
alternativas ndo farmacologicas, podemos citar o ambiente enriquecido (AE). Em
trabalho anterior do nosso grupo, a manutencdo em ambiente enriquecido
diminuiu a formagao de placas de beta-amiloide em animais transgénicos para a
doenca de Alzheimer (BALTHAZAR et al.,, 2018). Também foi observado que
mesmo reduzindo a densidade de placas senis, em casos onde houve o aumento
dessas placas ao longo do tempo, foi observado que o enriqguecimento ambiental
promoveu preservacdo funcional da memoria de animais transgénicos para DA
(JANKOWSKY et al., 2005). Também foi observado aumento de neurogénese e
reducdo de declinio cognitivo de cées quando submetidos ao enriquecimento
ambiental (MILGRAN et al., 2006). Em outro trabalho do grupo, foi visto que
animais estimulados ao longo do envelhecimento tiveram uma melhora da
memoria espacial, aumento da neurotrofina BDNF e melhora na ativacdo do
sistema colinérgico (BARALDI et al., 2013), sugerindo que a melhora do
desempenho cognitivo e da neurogénese esta relacionada ao fato de se levar uma
vida ativa (GARTHE et al., 2016). Em seres humanos, foi verificado que aqueles
gue possuem uma maior atividade em ambientes urbanos complexos, apresentam
um maior volume do hipocampo (CLEMENSON et al., 2015). Com esses dados
vé-se a importancia da associacao de terapias farmacologicas com a alteracdo do
estilo de vida de cada individuo.

Outra estratégia que vem sendo vista como promissora para o tratamento
de doencas neurodegenerativas € o uso de sais de litio. O litio € um ion
monovalente utilizado hd muitos anos para o tratamento do transtorno bipolar
(QUIROZ et al., 2004). Em estudo realizado com idosos bipolares, tratados com
litio, foi visto que eles apresentaram menor indice de deméncia quando
comparados a idosos tratados com farmaco estabilizador de humor (NUNES et al.,
2007). Dessa forma, surgiu a hipétese de que o litio seria um possivel tratamento
para a Doencga de Alzheimer, visto que ele atua de forma neuroprotetora inibindo,
entre outros mecanismos, a ativacdo da glicogénio sintase quinase-3 (GSK-3). A
GSK-3 possui 2 isoformas: GSK-3a e GSK-3B. A isoforma GSK-3a esta
relacionada com a regulacéo do peptideo beta-amildide (BA) (PHIEL et al., 2003).



Para ativacdo da GSK-3 é necessario a fosforilagdo da serina 21 para a forma a e
da serina 9 para a forma . O litio age inibindo a ativagdo do GSK-3, inibindo a
fosforilacdo das serinas (CHALECKA et al.,, 1999), impedindo a formacéo de
oligbmeros toxicos de BA. Além da inibicado da GSK-3, o litio promove aumento da
expressdo de genes anti apoptoéticos, como o da proteina-2 do linfoma de células
B citoprotetoras (Bcl-2). Aumentando Bcl-2, foi verificado que camundongos
submetidos a situacdes estressantes e tratados com sais de litio, apresentaram
aumento de neurogénese (O’LEARY et al., 2012). Outras alteracbes provocadas
pelo litio também auxiliam na promocdo de seu efeito neuroprotetor como a
inibicdo do estresse oxidativo celular, aumento de BDNF, espessamento cortical,
aumento da densidade da substancia cinzenta, aumento do hipocampo e aumento
da neurogénese, mesmo o individuo sendo exposto a situacdo estressante
(FORLENZA et al., 2012; CHEN et al., 2000) Além de alteracdes moleculares
também foi visto que o Li promoveu melhora da memdria e diminuicdo do

comportamento ansioso de animais transgénicos para DA (NUNES et al., 2015)..

2. Hipotese

No dia-a-dia promove-se a utilizacdo de diversas estratégias para o
beneficio da salde, como boa alimentacdo e pratica de atividades fisicas,
intelectuais e de lazer. Uma vez que tanto o litio em microdose quanto o
enriquecimento ambiental causam beneficios cognitivos e neuroprotecdo, a
hip6tese desse trabalho é que a combinacdo dessas duas estratégias constitua
um beneficio ainda maior para o envelhecimento saudavel do que os tratamentos

propostos individualmente.

3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Avaliar possiveis alteracdes celulares no hipocampo de animais com
envelhecimento acelerado apdés o tratamento com baixas doses de litio e a
manutencdo em ambiente enriquecido propostos individualmente e de forma

combinada.



3.2 Objetivos especificos:

3.2.1. Avaliar a manutencdo da memoéria dos animais submetidos aos
tratamentos;

3.2.2. Avaliar a ansiedade dos animais tratados;

3.2.3. Verificar alteragdes na densidade de neurdnios do tecido hipocampal,

3.2.4. Verificar alteragbes na densidade de placas senis e o nivel de
protecdo do tecido hipocampal contra neurodegeneracao;

3.2.5. Avaliar a influéncia dos tratamentos para a densidade da neurotrofina
BDNF no hipocampo dos diferentes grupos, como um indicativo da manutencao
da reserva cognitiva e neuroprotecao;

3.2.6. Avaliar a influéncia dos tratamentos para a densidade de proteinas

gue participam da LTP e terminais sinapticos;

4. Material e métodos

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem SAMP-8 que apresentam
envelhecimento acelerado. Esses animais séo derivados de camundongos AKR/J.
Quando colocados para cruzamento entre irmaos,os filhotes apresentaram
algumas caracteristicas diferentes das matrizes como: perda de atividade motora,
alopécia e falta de brilho nos pelos, lesbes peri-oftdlmicas, aumento da cifose e
morte precoce. Os animais com essas caracteristicas foram selecionados e
classificados como tendo propensdo ao envelhecimento acelerado, sendo
denominados como série P. Outros animais que apresentaram envelhecimento
normal, foram selecionados como matrizes de uma linhagem mais resistente, que
seria denominada série R. Dos camundongos da série P foi realizada a divisdo de
5 séries denominadas P-1, P-2, P-3, P-4 e P-5. Da série R foram obtidas 3 séries
diferentes denominadas R-1, R-2 e R-3. Com 0 passar do tempo foi visto que a
série P-2 e P-5 ndo era favoravel para experimentos, porém foi visto que através
delas surgiram novas linhagens como os P-8 provenientes do P-2 e P-10
provenientes do P-3 (Takeda et.al, 1981; Takeda et.al, 1994). Dessa forma, o0s
camundongos com envelhecimento acelerado foram denominados SAMP

("senescence-accelerated mouse prone") e os resistentes foram denominados
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SAMR ("senescence-accelerated mouse resistant”) (Takeda et.al, 1994) como
demonstrado na Figura 2.
Figura 2. Gréfico representativo do desenvolvimento genealdgico da linhagem SAM a
partir de dezembro de 2005.
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Fonte:Toshio Takeda, 2009.

Analisando as caracteristicas de cada linhagem, para o presente estudo
foram escolhidos os animais SAMP-8 que, além de apresentarem envelhecimento
acelerado, possuem expectativa de vida de cerca de 10 meses, déficit de memoria
e aprendizagem, depdsito precoce de placas BA no hipocampo, disfuncdo da
barreira hematoencefalica, atrofia cortical, perda neuronal, entre outros. Assim,
esse é um modelo promissor para o estudo de doencas neurodegenerativas como
a doenca de Alzheimer. Durante o periodo de vida, os animais exibem declinios de
aprendizagem e memoria, disturbios emocionais, ritmos circadianos anormais e
atrofia cerebral (TAKEDA, 1999). Como grupo controle dos animais SAMP-8 sem
tratamento, foram utilizados camundongos machos da linhagem SAMR-1 que, ao
contrario dos SAMP-8, possuem envelhecimento normal (TAKEDA, 1999).

Os camundongos foram mantidos em estantes ventiladas com agua e
comida ad libitum em caixa padrdo com o0 mesmo numero de animais em cada
caixa. Os animais formam separados em seus respectivos grupos aos 2 meses de
idade, logo apos serem divididos forma submetidos a semana de aprendizagem
do teste para avaliagdo da memdria espacial. Apds a realizacdo da semana de
aprendizado os animais foram submetidos aos seus respectivos tratamentos até

os 10 meses de idade. Ao chegarem aos 10 meses de idade, foi realizado o ultimo
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teste comportamental. 24 horas apds esse teste, 0s animais foram anestesiados
com isoflurano e, mortos por decapitacdo. O cérebro e sangue foram coletados e
armazenados a -80°C para analises moleculares posteriores.

A idade de 10 meses foi determinada como um “ponto de finalizagdo” da
participacdo dos animais no projeto, a partir de observacfes gerais da sua saude
(reducdo do comportamento alimentar, dor, aparecimento de tumor, etc) (para
revisdo, consultar AKIGUCHI, 2017).

Andlise
| d 2 meses 5 meses 8 meses 10 meses molecular do
nicio das :
observagdes =9 . ? . T :;I;;C;?po dos
e dos
tratamentos T
Aprendlzad_ T Aprendizado
: Aprendizado:
M Aprendizad rendizad || Memoéria Memoéria
espacial 0:Meméria espacial Espacial

Comportamento
ansioso

As matrizes das linhagens foram doadas pela Prof? Eliana Akamine do
Departamento de Farmacologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB) da
Universidade de Sao Paulo e foram mantidas no biotério do Departamento de
Ciéncias Fisioldgicas da Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de Sédo
Paulo, em colaboracdo com o Prof. Dr. Hudson de Sousa Buck. A partir dessas

matrizes, foi estabelecida uma col6nia dessa linhagem.

4.2 Grupos Experimentais

SAMR-1 (n =10): utilizados como controles dos animais SAMP-8.

Os animais SAMP-8 foram divididos nos seguintes grupos:

1) Controle SAMP-8 (n = 8): animais que beberam somente agua filtrada
durante todo o processo de envelhecimento.

2) Litio (Li) (n=10): animais que receberam carbonato de litio na dose de
0,25 mg/kg durante o processo de envelhecimento.

3) Ambiente enriquecido (AE) (n=8): animais que foram mantidos em

ambiente enriguecido durante o processo de envelhecimento.



4) Litio + AE (Li+AE) (n=8): animais que foram mantidos em ambiente
enriquecido durante o processo de envelhecimento e tratados com a mesma dose
de carbonato de litio.

Os tratamentos e observacdes comportamentais descritos a seguir foram
realizados no periodo de fevereiro a dezembro de 2017, durante projeto de

iniciacao cientifica.

4.3 Tratamento com carbonato de litio

O carbonato de litio foi adicionado a 4gua de beber e foi oferecido aos
animais na dose final de 0,005 mg/animal/dia, o que corresponde a dose de 0,25
mg/kg (NUNES et al.,2015).

4.4 Estimulacao cognitiva em ambiente enriquecido
O ambiente enriquecido foi composto por varios objetos incluindo escadas,
rodas de exercicio, bolas, objetos de plastico e madeira. Os objetos foram

trocados a cada dois dias,conforme descrito anteriormente (BARALDI et al., 2013).

4.5 Avaliacdo da memdria espacial

A avaliagdo da memdria espacial foi realizada de acordo com trabalhos
anteriores do grupo (BARALDI et al., 2013; BALTHAZAR et al., 2018), utilizando-
se o “labirinto de Barnes”. Esse labirinto € composto por uma prancha circular
branca com buracos distribuidos radialmente, circundada por uma parede escura
onde quatro simbolos (cruz, quadrado, circulo e triangulo) amarelos foram
dispostos em sequéncia. Uma caixinha preta com maravalha (caixa de escape) foi
colocada embaixo de um dos buracos (sempre o mesmo para cada animal). O
animal foi colocado no centro da prancha, onde permaneceu por 1 minuto em uma
caixa de acrilico para reconhecer o ambiente a sua volta. Sobre a prancha foi
colocada uma luz (70 W) considerada como estimulo incbmodo para o roedor. Em
seguida, ele foi solto e teve, no maximo, cinco minutos para encontrar a caixa de
escape, onde foi deixado por mais um minuto, com as luzes da sala apagadas e a
caixa fechada. A laténcia para encontrar a caixa de escape, bem como o tempo de

permanéncia no quadrante onde se localizava a caixa de escape foram
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registrados. O teste é baseado na preferéncia inata de roedores por lugares
escuros e fechados.

Na fase de aquisicdo da informacédo, quando os animais estavam com dois
meses de idade, passaram por uma prova por dia, durante cinco dias. Os testes
para avaliagdo da consolidacdo da memodria foram realizados a cada trés meses

até a morte do animal.

Figura 3. Labirinto de Barnes desenvolvido para avaliacdo da memdria espacial

de camundongos. A caixa de escape fica sob um dos buracos.

Fonte: Arquivo pessoal.

4.6 Avaliacdo do comportamento de ansiedade

O comportamento de ansiedade foi verificado utilizando-se o Labirinto em
Cruz Elevado (LCE), equipamento que consiste em dois bragos abertos opostos
(50 x 10 cm) cruzados por dois bragos fechados (50 x 10 cm, paredes com 40 cm
de altura). Os bracos sdo conectados a um quadrado central (10 x 10 cm) que
confere uma aparéncia de cruz ao labirinto. O labirinto é mantido a,
aproximadamente, 50 cm do chao (Figura 3).

Os parametros avaliados foram a porcentagem do tempo de permanéncia
nos bracos abertos, nos bragos fechados e no centro do equipamento. Foram
registrados, também, o nimero de entradas nos bragos abertos, o numero de
entradas nos bracgos fechados e o numero de “head dippings” (comportamento de

mergulhar a cabeca para explorar o ambiente fora do equipamento). Quanto mais
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0 animal entrar e/ou quanto mais tempo permanecer nos bracos abertos, menor o
nivel de ansiedade. Da mesma forma, quanto maior o numero de “head dippings”,
menor o nivel de ansiedade.

Os dados obtidos foram tempo de permanéncia no braco aberto/tempo total
do experimento, tempo de permanéncia no braco fechado/tempo total do
experimento, nimero de entradas no brago aberto/ niumero total de entradas e

numero de entradas no braco fechado/namero total de entradas.
Figura 4: Labirinto em cruz elevado. Equipamento utilizado para medir o nivel de

ansiedade de roedores.

Foto: Divulgacado/FFCLRP.

4.7 Ensaios de imunofluorescéncia

Para realizar os ensaios de imunofluorescéncia, os cérebros de 5 animais
por grupo foram selecionados aleatoriamente. Foram obtidas amostras de 20 ym
em criostato (-20 °C a -22 °C, Microm HM 505N, Francheville, Franca) e as
seccOes foram colocadas em laminas revestidas com gelatina. Apds o término do
procedimento, as caixas com as laminas foram embrulhadas em papel aluminio e
mantidas em dessecador por 5 minutos em temperatura ambiente. Logo em
seguida, as caixas foram armazenadas em freezer a -80°C até serem utilizadas.

4.7.1 Analise da densidade de neurdnios hipocampais
Para marcacéo de neurdnios, as fatias foram aquecidas por 10 minutos
e, em seguida, foram fixadas com acetona 100% por 5 min. As fatias foram, entéo,

lavadas em PBS por 1 minuto e mergulhadas em peréxido de hidrogénio 0,6% em
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metanol por 20 minutos. Logo apos, as fatias foram lavadas novamente em PBS
por 5 min e incubadas com soro de cabra (“normal serum”) por 30 min. Passado
esse tempo, as fatias foram incubadas com o anticorpo conjugado anti-NeuN com
Alexa Fluor 488 (NBP1-92693AF488, 1:500) diluido em “normal serum” por 1 hora.
ApOs esse periodo, as fatias foram lavadas novamente em PBS por 5 minutos e
as laminas foram fechadas com Fluoroshild com DAPI para marcacao de nucleos
celulares (Sigma, F6057).

As imagens das regifes hipocampais DG, Cal e Ca3 foram obtidas no
microscopio invertido modelo Leica DMi8. Para as imagens com marcacdo para
DAPI foi utilizado o filtro DAPI com excitacdo de 345 nm e emissao de 460nm.
Para adquirir as imagens com a marcacao feita com NeuN foi utilizado o filtro GFP
com excitacdo de 561 nm e emissdo de 594 nm. Imagens de trés cortes de cada
animal foram adquiridas com lente objetiva de 10x na regido entre -1.70mm a -
2.46mm a partir do bregma (PAXINOS e FRANKLIN, 2008).

As imagens foram analisadas utilizando-se o programa ImageJ 1.51j8
(National Institutes of Health, EUA). Os dados foram calculados a partir da
proporcdo da area marcada com relacdo a area total (area proporcional = area
marcada/area total selecionada) e expressos como area proporcional marcada.

4.7.2 Andlise de placas senis

A analise da presenca e densidade de placas senis foi realizada
utilizando-se marcacdo com thioflavina-S, um marcador especifico para
aglomerados do peptideo B-amiloide. As laminas contendo as fatias foram
aguecidas até a temperatura ambiente por 10 minutos e depois lavadas em PBS
contendo Triton (PBST) por 3 minutos. Esse processo foi repetido por 3 vezes.
Logo apos, as laminas foram imersas em thioflavina-S (Sigma T1892- 25g) diluida
em PBST por 5 minutos. Em seguida, foram lavadas em PBS por 3 minutos, 3
vezes seguidas. ApGs esse processo, foram colocadas em &lcool 70% por 5
minutos e lavadas novamente em PBS por 3 minutos repetindo o processo por 3
vezes seguidas. As laminas foram fechadas com Fluoroshild com DAPI (Sigma -

F6057) e guardadas em ambiente refrigerado.
As imagens do hipocampo foram obtidas em microscopio invertido modelo
Leica DMi8. As imagens com marcacao para DAPI foram obtidas com filtro DAPI,
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com excitacao de 345nm e emissédo de 460nm. Para as imagens com a marcacao
feita com Thioflavina-S foi utilizado o filtro GFP com excitacdo de 480nm e
emissao de 525 nm. Assim como descrito anteiormente, imagens de trés cortes de
cada animal foram adquiridas com lente objetiva de 10x na regido entre -1.70 mm
a -2.46 mm a partir do bregma (PAXINOS e FRANKLIN, 2008).

As imagens foram analisadas utilizando-se o programa ImageJ 1.51j8
(National Institutes of Health, EUA). Os dados foram expressos como numero total

de placas senis.

4.7.3 Deteccao de células em processo de degeneracao

A analise de neurodegeneracdo foi realizada com Fluoro-Jade C,
marcador utilizado para analisar a densidade de neurbnios em processo de
degeneragédo. Para essa marcacao, as laminas foram secas por 10 min e fixadas
com paraformaldeido 4% por 15 min. Logo depois foram mergulhadas em &lcool
80% com hidréxido de sd6dio por 15 min e, em seguida, etanol 70% por 2 min.
Depois foram lavadas em agua destilada por 2 min sendo, em seguida,
mergulhadas em permanganato de potassio a 0,06% por 2 min. Logo apds foram
lavadas novamente com agua destilada por 10 min e incubadas por 1 hora em
solugéo de Fluoro-Jade C, para marcacao de neurodegeneracdo e com DAPI,
para a marcacdo de nucleos celulares. Apds esse periodo, as laminas foram
lavadas com agua destilada por 3 vezes (de 1 min). Para finalizar, as laminas
foram submetidas a duas passagens no xilol e, em seguida, foram fechadas com
DPX (Sigma 100909960). As imagens das regides hipocampais DG, Cal e Ca3
foram obtidas no microscépio invertido modelo Leica DMi8. Para aquisicdo das
imagens com marcacao para DAPI foi utilizado filtro DAPI com excitacdo de
345nm e emisséo de 460nm e para as imagens com a marcacao feita com Fluro-

Jade C foi utilizado o filtro GFP com excitacdo de 480nm e emisséo de 525 nm.
Para a quantificacdo foram analisados trés cortes de cada animal. As
imagens foram adquiridas com lente objetiva de 10x na regido entre -1.70mm a -
2.46mm a partir do bregma (PAXINOS e FRANKLIN, 2008). A quantificagédo foi
realizada com ImageJ 1.51j8 (National Institutes of Health, EUA). Os dados foram

calculados a partir da propor¢céo da area marcada com relacdo a area total (area
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proporcional = area marcada/area total selecionada) e expressos como area
proporcional marcada.

4.8 Western-Blotting para proteinas relacionadas a LTP e ao terminal
sinaptico

Amostras de hipocampo de 6 animais, foram separadas e homogeneizadas
em tampao de lise contendo 50 mM de Tris-HCI (pH 7,4), 0,1% Triton X-100, 4 mM
EGTA, 10 mM EDTA e um tablete de coquetel de inibidores de proteases e
fosfatases. Os homogenatos foram centrifugados a 12.000 rpm, por 15 min, a 4°C.
A partir do sobrenadante foi feita a dosagem da concentracdo de proteinas, em
cada fracao, utilizando-se o método de Bradford (1976). Quantidades equivalentes
de proteinas foram separadas por gel de poliacrilamida (SDS-PAGE a 10%) a 25
mA por aproximadamente 2 h. ApOs a corrida eletroforética, as proteinas foram
transferidas para uma membrana de nitrocelulose em tampéo Tris 25 mM pH 8,3,
glicina 192 mM e metanol 20%, a 400 mA por 40 minutos a 4°C. Terminada a
transferéncia das proteinas, a membrana foi incubada com tamp&o Tris contendo
Tween-20 1,0% e albumina de soro bovino (BSA) 2% (Tampé&o de bloqueio) por 1
h a temperatura ambiente, sob agitacdo constante, para o blogueio das reacdes
nao especificas do anticorpo primario. Apos lavagem, o material foi incubado com
Ponceau S por 5 minutos para marcacdo controle. Em seguida, as membranas
foram lavadas novamente e foram incubadas com o anticorpo primério anti-
NMDA-2B (Abcam, ab65783, diluido: 1:1000), anti-Glu2/3/4 (Cell Signalling,
2460S, diluido 1:1000), anti-CAMKIV (Cell Signalling, 4032S, diluido 1:1000) ou
anti-Sinaptofisina (Abcam, ab8049, diluido 1:1000). Em seguida as membranas
foram lavadas conforme descrito anteriormente e incubadas com o anticorpo
secundario (Abcam, ab 6721 Rb, diluicdo 1:4000) em tampéo de bloqueio por 2
horas a temperatura ambiente. As membranas foram reveladas no aparelho LASS

500 e foram analisadas no software ImageJ.

4.9 Avaliacao da densidade de BDNF
As amostras de sobrenadante dos homogenatos de hipocampo dos

camundongos foram colocadas na placa previamente preparada com o anticorpo
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monoclonal anti-BDNF (método pré-coated) e esta, incubada por 120 minutos em
temperatura ambiente sob agitagcdo constante. Em seguida, ap6s a placa ser
lavada trés vezes com tampao de lavagem do ensaio, o anticorpo monoclonal anti-
BDNF foi adicionado e a placa incubada por 60 minutos em temperatura ambiente
sob agitacao constante. Foi repetido o ciclo de lavagem e adicionado o substrato
para o anti-BDNF. Foi feita nova incubacdo a temperatura ambiente por 30
minutos, protegida da luz. Ao término, adicionou-se a solucéo finalizadora da
reacao e a absorcéo foi lida a 450 nm em leitora de microplacas (PowerWave HT,
BioTek, Winooski, Vermont, USA). Os valores de absorbéancia foram comparados
a uma curva padrédo com diferentes concentragdes de BDNF (0 — 1000 pg/mL) e
normalizados pela quantidade total de proteinas da solucdo, obtendo-se, ao final,

os valores em pg/ug.

5. Anédlise Estatistica

Os resultados foram expressos como médias * erros-padrdo. Para as
comparacoes entre as linhagens SAMR-1 e SAMP-8 foi realizado o teste de Mann-
Whitney para dados ndo pareados. Para a analise do efeito dos tratamentos
isolados ou combinados em animais SAMP-8, os dados foram submetidos a
analise de variancia de duas vias, seguida do teste de Bonferroni para
comparacdes multiplas. As diferencas foram consideradas significativas quando p
<0,05.

6. Resultados

6.1 Efeitos dos tratamentos na meméria espacial

Como contextualizacdo, segue a descricdo dos dados obtidos em ensaios
comportamentais, realizados durante o periodo entre fevereiro e dezembro de
2017. Com relacdo a memodria espacial, na avaliagdo do tempo despendido no
guadrante certo (quadrante da caixa de escape) foi observado que os animais
SAMP-8 permaneceram menos tempo no quadrante certo no 8° més (18,4%, p <
0,05) e no 10° més de vida (25,5%, p < 0,01) em relacdo aos animais SAMR-1
(Gréfico 1A). Com relacdo aos SAMP-8 que foram submetidos aos tratamentos
com litio, ambiente enriquecido (AE) ou ambos, no 8° més de idade houve

significativa manutencéo da memaria dos animais que estiveram em AE (22,2%, p
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< 0,05) ou em AE e tratados com Li (29,8%, p<0,05) (Gréfico 1B). Aos 10 meses
de idade, os animais tratados com litio também apresentaram aumento
significativo do tempo no quadrante correto (13,8%, p<0,05), assim como 0 grupo
com tratamento combinado (18,5%, p<0,05, Figura 4B). Ndo foi observada
diferenca entre os grupos tratados.

Vale ressaltar que nos demais parametros normalmente observados no
labirinto de Barnes (tempo para achar a caixa de escape, tempo total, nimero de
erros) ndo foram observadas diferencas entre SAMR-1 e SAMP-8 ou entre 0s

grupos em tratamento.

Gréfico 1. Tempo que os animais permaneceram explorando o quadrante da caixa
de escape.
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A: Comparagdo entre SAMR-1 e SAMP-8. B: Comparagédo entre os diferentes
tratamentos aplicados aos animais SAMP-8. Os histogramas e barras verticais sdo as
médias + erros-padréo. *: p < 0,05; **: p < 0,01.

6.2 Avaliagdo do comportamento ansioso no Labirinto em Cruz
Elevado

Na avaliacdo do numero de entradas nos bracos abertos e bracos
fechados, foi verificado que houve uma reducado significativa da entrada dos
animais SAMP-8 nos bracos abertos (14,30%, p<0,05), quando comparados com
animais SAMR-1 (Grafico 2A). Por outro lado, quando comparamos 0s animais em
tratamento com os animais controle, ndo foi observada nenhuma alteracdo no

tempo em que esses animais permaneceram nos bracos abertos. Da mesma
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forma, ndo houve diferenca no ndmero de entradas nos bracos abertos entre os
grupos tratados (Grafico 2B).

Quando analisado o tempo de permanéncia nos bracos abertos € possivel
verificar que os animais SAMP-8 permaneceram menos tempo nos bracos abertos
em relacdo aos animais SAMR-1 (25,85%, p<0,0001) (Gréafico 2C). Em relacéo
aos grupos tratados, AE e LI+AE permaneceram mais tempo nos bragos abertos
guando comparados aos animais do grupo controle (21,41% e 20,30%
respectivamente, p<0,05). O grupo Li também permaneceu cerca de 15,00% a
mais nos bragcos abertos do que o grupo controle, porém ndo ha diferenca
estatistica significativa. Ndo houve diferenca na permanéncia dos bragos abertos

entre os grupos tratados (Grafico 2D).

Gréfico 2. Tempo que 0s animais entraram e permaneceram nos bracos abertos
do LCE.
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A: Comparacao entre SAMR-1 e SAMP-8 em relacdo a quantidade de entradas
nos bracos abertos. B: Comparacdo entre os diferentes tratamentos aplicados aos
animais SAMP-8 em relacdo aos animais SAMP-8 controle em relacdo a quantidade de
entradas nos bracos abertos. C: Comparacédo entre SAMR-1 e SAMP-8 em relacdo ao
tempo em que permaneceram nos bracos abertos. D: Comparacdo entre os diferentes
tratamentos aplicados aos animais SAMP-8 em relagéo aos animais SAMP-8 controle em
relacdo ao tempo que os animais permaneceram nos bracos abertos. Os histogramas e

barras verticais sdo as médias * erros-padréo. *: p < 0,05; a: p < 0,0001.

6.3 Efeitos dos tratamentos na densidade neuronal

Com a marcagdo com NeuN foi observado que os animais SAMP-8
apresentaram reducéo significativamente menor de 9,22% de neurdnios (p < 0,05)
do que os animais SAMR-1 na regido do giro denteado (Grafico 3A e Figura 5).
Por outro lado, com as estratégias propostas, houve manutencdo da densidade
neuronal na regido do GD, uma vez que a densidade de neurdnios em relacdo aos
animais SAMP-8 controles foi maior em animais tratados com Li (1,57 vezes, p <
0,001), mantidos em AE (1,70 vezes, p < 0,0001) e Li+AE (1,63 vezes, p < 0,0001)
apresentaram uma quantidade maior de neurénios na regido do GD (Grafico 3B e
Figura 5).

Na regido Cal também foi observado que os animais SAMP-8 possuem
uma densidade de neurdnios significativamente menor (15,70%, p < 0,05) em
relacdo aos SAMR-1 (Grafico 3C e Figura 6). Os animais SAMP-8 submetidos a
todos os tratamentos apresentaram quantidade significativamente maior (Li: 2,19
vezes; AE: 2,25 vezes; LI+AE: 2,36 vezes, p < 0,0001) de neurbnios em relacéao
ao controle (Grafico 3D e Figura 6).

Assim como nas outras areas hipocampais, na regido Ca3, os animais
SAMP-8 apresentaram quantidade significativamente menor (11,77%, p < 0,001)
de neurdnios em relagdo ao grupo SAMR-1 (Gréfico 3E e Figura 7). Os grupos
SAMP-8 AE, Li e LI+AE apresentaram densidade ainda maior (Li: 2,19 vezes; AE:
2,45 vezes; LI+AE: 2,40 vezes, p < 0,0001) de neurbnios nessa regidao. Nao foi
observada diferenca na densidade neuronal entre os diferentes tipos de

tratamentos (Grafico 3F e Figura 7).
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Gréfico 3. Porcentagem de NeuN por area proporcional na regido do giro
denteado (Ae B),Cal (CeD)e Ca3 (EeF).

>
o

a

40- * sk

K & Li,CO, + -

AE - - + +

y

Area proporcional (%)
-]
‘I‘
Area proporcional (%)
- [} w
$ ° @

o
<

@)
O

=3
=
:

*

=

1=

T

W]

W
=]
L

[ ]

Area proporcional (%)
2 B
Area proporcional (%)
N (24
(-] o
]
]
]

o

-
(=] (-]

[ ]

® T

40 *kk

B
g

304 bl [ X ]
20
[ ]
10+ | ®
0-
vég' vsis Li,cO; = + - +
% 2 AB _ _ . N

Area proporcional (%)
[*]
o

n
]
Area proporcional (%}

A, C e E: Comparagdo entre as linhagens SAMR-1 e SAMP-8. B, D, F:
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Figura 5. Marcag&o de NeuN na regido do GD.



DAPI NeuN MERGE

SAMR-1
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Fonte: autor. Marcacdo de NeuN (verde) na regido do GD no hipocampo de animais
SAMR-1 (A-C), SAMP-8 (D-F), AE (G-I), Li (J-L) e Li+AE (M-0).0s nucleos celulares
foram marcados com DAPI (azul). As imagens foram obtidas no microscoépio invertido

modelo Leica DMi8 na objetiva de 10x. Barra de escala: 100pum.

Figura 6. Marcacao de NeuN na regido do Cal.
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DAPI NeuN MERGE
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Fonte: autor. Marcacdo de NeuN (verde) na regido do Cal no hipocampo de animais
SAMR-1 (A-C), SAMP-8 (D-F), AE (G-I), Li (J-L) e Li+AE (M-O). Os nucleos celulares
foram marcados com DAPI (azul). As imagens foram obtidas no microscopio invertido

modelo Leica DMi8 na objetiva de 10x. Barra de escala: 100um.

Figura 7. Marcacao de NeuN na regido do Ca3.
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DAPI NeuN MERGE

SAMR-1

SAMP-8

AE

Li

Li+AE

Fonte: autor. Marcacdo de NeuN (verde) na regido do Ca3 no hipocampo de animais
SAMR-1 (A-C), SAMP-8 (D-F), AE (G-I), Li (J-L) e Li+AE (M-O). Os nucleos celulares
foram marcados com DAPI (azul). As imagens foram obtidas no microscopio invertido

modelo Leica DMi8 com objetiva de 10x. Barra de escala: 100um.

6.4 Efeitos dos tratamentos para neuronios em neurodegeneracao
Com a marcacgado com Fluoro- Jade C na regido do GD foi possivel observar

gue os animais SAMP-8 apresentaram area hipocampal significativamente maior
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(4,37%, p < 0,05) em degeneracdo em relacdo aos animais SAMR-1 (Grafico 4A e
Figura 8). Porém quando tratados com Li e AE, mesmo ndo havendo diferenca
estatisticamente significante (4,83% e 4,68% respectivamente) foi possivel
observar diminuicdo na neurodegeneracdo na regido do giro denteado. Quando
submetidos ao tratamento combinado, os animais SAMP-8 apresentaram uma
diminuicdo significativa (5,24%, p<0,05) de neurodegeneragdo em relacdo aos
animais SAMP-8 controle (Grafico 4B e Figura 8).

Na regido Cal foi possivel observar um aumento significativo de
neurodegeneracdo em amostras de SAMP-8 (3,76%, p< 0,01) com relacdo aos
SAMR-1 (Grafico 4C e Figura 9). Os animais SAMP-8 Li e Li+AE apresentaram
diminuicdo da degeneracdo em Cal (6,523% e 8,37% respectivamente, p<0,05)
em relacdo aos animais SAMP-8 sem nenhum tratamento. Ja os animais do grupo
AE também demonstraram diminui¢cdo na densidade de neurodegeneragdo nessa
regido (4,09%), porém ndo houve diferenca estatistica significativa (Grafico 4D e
Figura 9).

De forma semelhante, entre as linhagens na regido Ca3 foi possivel
observar uma maior densidade de neurodegeneracdo nos animais SAMP-8
(5,36%, p<0,005) (Grafico 4E e Figura 10). Nessa regiao os tratamentos com Li e
Li+AE promoveram diminuicdo da neurodegeneracdo na regido do Ca3 dos
animais SAMP-8 (Li: 7,58%, Li+AE: 7,79%, p<0,01) quando comparados ao
controle. Essa diferenca também foi observada nos animais submetidos ao AE
(8,58%, p<0,001) (Grafico 4F e Figura 10). Os tratamentos ndo apresentaram

diferenca entre si.

Grafico 4. Porcentagem de marcagdo com Fluoro Jade C por &rea proporcional na
regido do GD (A, B), Cal (C, D) e Ca3 (E, F) do hipocampo.
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A, C, E: Comparagcdo entre as linhagens SAMR-1 e SAMP-8. B, D, F:
Comparacao entre os diferentes tratamentos aplicados aos animais SAMP-8. Os simbolos
e barras verticais sdo as médias + erros-padrao: *: p <0,05; **p <0,01; *** p <0,001.

Figura 8. Marcacao da neurodegeneracao na regiao do GD.
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DAPI Fluoro-Jade C MERGE

.
E F

SAMR-1

SAMP-8

AE

N
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. -
Fonte: autor. Marcacdo de Fluoro-Jade C (verde) na regido do GD no hipocampo de

animais SAMR-1 (A-C), SAMP-8 (D-F), AE (G-l), Li (J-L) e Li+AE (M-O). Os nucleos

celulares foram marcados com DAPI (azul). As imagens foram obtidas no microscopio

M

invertido modelo Leica DMi8 com objetiva de 10x. Barra de escala: 100um.
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Figura 9. Marcacao da neurodegeneracéo na regiao do Cal
DAPI Fluoro-Jade C MERGE

SAMR-1

SAMP-8

AE

Li

Li+AE

Fonte: autor. Marcacdo de Fluoro-Jade C (verde) na regido do Cal no hipocampo de
animais SAMR-1 (A-C), SAMP-8 (D-F), AE (G-l), Li (J-L) e Li+AE (M-O). Os nlcleos
celulares foram marcados com DAPI (azul). As imagens foram obtidas no microscopio

invertido modelo Leica DMi8 na objetiva de 10x. Barra de escala: 100um.

Figura 10. Marcacao da neurodegeneracdo ha regido do Ca3.
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DAPI Fluoro-Jade C MERGE
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AE

Li
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Fonte: autor. Marcacdo de Fluoro-Jade C (verde) na regido do Ca3 no hipocampo de
animais SAMR-1 (A-C), SAMP-8 (D-F), AE (G-I), Li (J-L) e Li+AE (M-O). Os ntcleos
celulares foram marcados com DAPI (azul). As imagens foram obtidas no microscopio

invertido modelo Leica DMi8 com objetiva de 10x. Barra de escala: 100um.

6.5 Efeitos dos tratamentos para a densidade de placas senis

31



Pela marcagdo com Thioflavina S foi observada uma densidade
significativamente maior de placas senis no hipocampo de animais SAMP-8
(70,45%, p<0,01), quando comparado com a densidade em hipocampo de animais
SAMR-1 (Grafico 5A e Figura 11). As trés formas de tratamento se mostraram
eficazes, diminuindo significativamente a quantidade de placas dos animais
SAMP-8,sendo que os animais do grupo Li apresentaram uma diminuicdo da
densidade de placas senis de 70,45% (p<0,001); para os submetidos ao AE a
reducdo foi de 72,72% (p<0,001) e para os animais submetidos ao tratamento
combinado, houve uma diminui¢cdo de 79,45% (p<0,0001) no hipocampo quando
comparados aos animais SAMP-8 controle (Grafico 5B e Figura 11). Entre os

diferentes tratamentos, quando comparados, nédo foi verificada diferenca.

Gréfico 5. Densidade de placas senis no hipocampo.
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diferentes tratamentos aplicados aos animais SAMP-8. Os simbolos e barras verticais sdo

as médias * erros-padrao: ** p <0,01, *** p <0,001; a: p <0,0001.
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Figura 11. Marcacao da placas senis no hipocampo.

DAPI Thioflavina S MERGE

SAMR-1

Li+AE

Fonte: autor. Marcacéo de Thioflavina-S (verde) no hipocampo de animais SAMR-1 (A-C),
SAMP-8 (D-F), AE (G-l), Li (3-L) e LI+AE (M-O). Os nucleos celulares foram marcados
com DAPI (azul). As imagens foram obtidas no microscoépio invertido modelo Leica DMi8

com objetiva de 20x. Barra de escala: 100pm



6.6 Avaliacéo da densidade de receptores NMDA-2B

Na avaliacdo da densidade dos receptores NMDA-2B foi possivel observar
gue ndo houve diferenca entre as linhagens (Grafico 6A). Também néo foi
observada alteracdo na densidade da proteina nos animais submetidos aos
diferentes tratamentos quando comparados aos animais controle, nem entre 0s

tratamentos (Gréafico 6B).

Grafico 6. Densidade de receptores NMDA-2B no hipocampo.
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34



6.7 Efeito dos tratamentos na densidade de receptores AMPA
(Glu2/3/4)

Na avaliacdo da densidade de receptores AMPA foi observado aumento da
densidade em animais SAMP-8 quando comparados aos animais SAMR-1
(Grafico 7A). Néo foi observada diferenca na densidade desses receptores em
animais tratados quando comparados aos animais do grupo controle. Da mesma
forma, ndo foi observada diferenca na densidade de AMPA entre os diferentes

tratamentos (Gréafico7B).

Grafico 7. Densidade de receptores AMPA (Glu2/3/4).
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6.8 Densidade da proteina CAMK IV

Na avaliacdo da densidade da proteina CAMK |V foi observada densidade
significativamente menor (45,53%, p<0,05) nos animais SAMP-8 quando
comparados com o0s animais SAMR-1 (Gréfico 8A). Os animais tratados
apresentaram manuten¢do da densidade de CAMK 1V, pois houve aumento
significativo da densidade dessa proteina quando comparados aos animais do
grupo controle (Li: 1,86 vezes, AE: 1,93 vezes, LI+AE: 1,86 vezes, p<0,05).Néao foi
observada diferenca na densidade de CAMK |V entre os diferentes tratamentos
(Gréfico 8B).

Grafico 8. Densidade da proteina CAMK V.
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6.9 Analise na concentracdo de BDNF no hipocampo.

Na avaliacdo da concentracdo de BDNF no homogenato do hipocampo dos
animais foi observado que os animais SAMP-8 possuem menor concentracdo de
BDNF (59,79%, p<0,01) do que os animais SAMR-1 (Grafico 9A). Os animais dos
grupos AE e LIi+AE apresentaram aumento significativo da concentracdo de BDNF
(2,08 e 3,09 vezes, respectivamente, p< 0,05) em relagdo aos animais SAMP-8
controle, sugerindo a manutencdo da densidade da proteina. Os animais tratados
com Li também apresentaram aumento da concentracdo de BDNF de 1,83 vezes
em relacdo aos animais SAMP-8 controle , porém néo houve diferenca estatistica

significativa (Gréfico 9B).

Gréfico 9. Comparacéo da concentracao de BDNF no hipocampo.
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A) Comparacdo entre as linhagens SAMR-1 e SAMP-8. B) Comparagdo entre os
diferentes tratamentos aplicados aos animais SAMP-8. Os simbolos e barras verticais sdo
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6.10 Efeitos dos tratamentos para a densidade de terminais sinapticos
Na avaliacdo da densidade de terminais sinapticos foi observado que os animais
SAMP-8 apresentaram uma menor densidade de sinaptofisina em relacdo aos
animais SAMR-1 (58,65%, p<0,001) (Grafico 10A). Os tratamentos mantiveram a
densidade de terminais sinapticos, pois foi observado aumento significativo da
densidade de sinaptofisina em Li (2,24 vezes, p<0,01), AE (1,73 vezes, p<0,0001)
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e LI+AE (1,94 vezes, p<0,001) em relacdo aos animais do grupo controle (Grafico
10B).Nao houve diferenca entre os tratamentos.

Grafico 10. Comparagéo da densidade de terminais sindpticos em hipocampo.
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A) Comparacdo entre as linhagens SAMR-1 e SAMP-8. B) Comparagdo entre 0s
diferentes tratamentos aplicados aos animais SAMP-8. Os simbolos e barras verticais séo
as médias * erros-padrao: p > 0,01, a: p <0,0001, ***: p <0,001.

7. Discusséao

Com o aumento da longevidade devido ao desenvolvimento de novas
tecnologias, a preocupacao com uma velhice bem-sucedida vem se mostrando
cada vez mais presente na sociedade. O aumento da longevidade, entretanto, leva
ao aumento da probabilidade de surgimento de doencas que acometem essa faixa
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etaria, entre elas a Doenca de Alzheimer, sendo que seu efeito mais comum s&o
respostas cognitivas desadaptadas (LUZARDO et al., 2006).

Atualmente existem diversas tentativas farmacologicas de tratamento para
essa doenca, mas devido aos diversos efeitos colaterais € fundamental a busca de
tratamentos alternativos (ORESTES et al., 2005). Nunes e colaboradores em
2007, observaram que pacientes com DA tratados cronicamente com litio,
combinado com anticolinesterasicos, apresentaram um menor declinio cognitivo
do que os que realizavam os tratamentos classicos. Corroborando com esses
achados, nosso grupo de pesquisa também demonstrou que o litio em baixa
dosagem estabilizou a memoria de pacientes com DA (NUNES et al.,, 2013) e
alterou as caracteristicas neuropatoldgicas de um modelo murino de DA (NUNES
et al., 2015). Além disso, nosso grupo também demonstrou que o ambiente
enriquecido pode causar uma melhora da memdria espacial de camundongos com
envelhecimento natural (BARALDI et al., 2013) ou transgénicos para a DA
(BALTHAZAR et al., 2018).

Mais recentemente (MALERBA, 2017) demonstramos que animais SAMP-8
(com envelhecimento acelerado) apresentaram pior capacidade de memorizacao
do que os animais SAMR-1. Em relacdo aos grupos SAMP-8 submetidos aos
diferentes tratamentos, foi possivel observar o efeito benéfico relacionado a
manutencdo da memdéria em todas as estratégias a que foram submetidos, pois os
animais permaneceram mais tempo no quadrante correto no labirinto de Barnes,
mostrando a efetividade do litio na manutencéo da memoria (NUNES et al., 2013)
e do ambiente enriquecido (KONDO et al.,2016). Em relacdo aos grupos SAMP-8
tratados foi possivel observar a manutencdo da memodria, pois 0s animais
permaneceram mais tempo no quadrante certo no labirinto de Barnes,
confirmando a efetividade do litio na manutencdo da memoria, verificada em
trabalho anterior (NUNES et al., 2015) e do ambiente enriquecido (BARALDI et al.,
2013) e do tratamento combinado, se mostrando eficaz para a manutengao da
memoaria, assim com os tratamentos individuais.

O tratamento combinado, assim como 0s outros tratamentos propostos,
também demonstrou ser efetivo na estabilizacdo da memoarias dos animais SAMP-

8, sendo uma estratégia eficaz para manutencdo da memoria.
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Sabe-se que a ansiedade influencia o processo de memorizagdo e a
manutencdo da memoéria em longo prazo (MORAN, 2016). Nos ensaios para
verificar se o0s tratamentos propostos tiveram influéncia na ansiedade, foi
observado que os animais SAMP-8 apresentaram maior nivel de ansiedade do
gue os animais SAMR-1 devido ao fato de permanecerem menos tempo nos
bracos abertos do que os animais SAMR-1. Comportamento semelhante foi
observado anteriormente e pode estar relacionado ao fato de que os animais
SAMP-8 demonstram uma maior atividade ao serem apresentados a novos
estimulos ambientais e demonstram, devido a presenca de cores, formas e
objetos aos quais ndo estdo habituados, maior ansiedade do que os SAMR-1
(BRANDEWIEDE et al., 2005). Além dos fatores ambientais, 0 aumento da idade
desses camundongos influéncia diretamente no aumento da ansiedade, sendo a
idade um fator determinante para esse comportamento (CHEN et al., 2007).

Mesmo ndo havendo diferenca entre os grupos tratados e o grupo controle
em relacdo ao tempo de permanéncia nos bracos abertos do labirinto, foi
observado que os animais tratados com litio ou submetidos ao tratamento
combinado, apresentaram maior ndmero de entradas nos bracos abertos,
mostrando-se mais dispostos a exposicdo de ambientes ndo conhecidos.
Indicando que os animais tratados possuem menos ansiedade comparados aos
animais do grupo controle. A diminuicdo da ansiedade com o tratamento com ions
de litio foi observada anteriormente por nosso grupo (NUNES et al., 2015) tanto
em animais transgénicos para a doenca de Alzheimer quanto em camundongos
C57BI/6. Outros grupos também demonstraram esse efeito (SANTOS et al., 2003).

Da mesma forma, o ambiente enriquecido além de melhorar a meméoria,
também promoveu diminuicdo da ansiedade, assim como observado em animais
transgénicos para DA (BENAROYA- MILSHTEIN, et al.,2004; PIETROPAOLO et
al.,2014). O tratamento combinado também promoveu diminuicdo da ansiedade
desses animais, demonstrando a efetividade de combinagéo das estratégias.

Além das alteragcbes comportamentais foi possivel observar que houve
maior densidade de placas senis em animais SAMP-8 em relagdo aos animais
SAMR-1. O acumulo de placas senis € uma das caracteristicas neuropatologicas
da DA. As placas senis sao formadas pela clivagem da proteina precursora do

amiloide pela B-secretase na porgao extracelular e depois pela y-secretase na
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porcdo intracelular criando os peptideos neurotoxicos AR40 e AB42 (JARRET et
al., 1993; LaFERLA et al., 2007). Esses oligdbmeros, antes mesmo de se tornarem
altamente neurotoxicos, bloqueiam a potenciacdo de longa duracdo (LTP),
prejudicando a formacdo ou manutencdo da memoéria (CHEN et al.,, 2000).
Quando agregados entre os neurbnios, também causam morte neuronal, sendo
que o peptideo AB42 é considerado o mais téxico (LOO, et al., 1993).

Os animais SAMP-8 apresentam aumento de depoésito de granulos do
peptideo AB42 e AB40 com aparente origem neuronal, a partir dos 6 meses de
idade, sendo o primeiro encontrado em maior quantidade. O acumulo desses
oligbmeros pode ser o motivo pela neurodegeneracao progressiva desses animais
(MANICH et al., 2011, SOREGHAN et al., 1994, NIE et al., 2011). No presente
estudo também foi verificada a presenca de placas senis nos animais SAMR-1 aos
10 meses de idade. Jaume e colaboradores (2010) demonstraram que apos os 9
meses de idade, os animais SAMR-1, mesmo sem apresentar déficits cognitivos,
apresentavam depoésito desse peptideo no hipocampo. Em seres humanos,
apesar de o grande depdsito de placas senis estar relacionado ao diagndéstico da
DA, idosos com envelhecimento normal apresentam depdsito de (B-amiloide no
cérebro, porém sdo assintomaticos, ou seja, nao apresentam déficits de memoria
(AIZENSTEIN et al., 2008). Visto que os animais SAMR-1, apresentaram melhor
desempenho nos testes de memoria e menor quantidade de placas comparados
aos animais SAMP-8 da mesma idade, o depdésito de placas nesses animais seria
natural do envelhecimento.

Com relacdo aos tratamentos realizados em animais SAMP-8, foi
observado que todos promoveram diminuicdo da quantidade de placas senis.
Como visto em camundongos transgénicos, o litio promoveu diminuicdo na
formacao de placas no hipocampo (NUNES et al., 2015) e o mesmo foi observado
em animais transgénicos para DA expostos ao ambiente enriquecido
(BALTHAZAR et al., 2018). O tratamento combinado demonstrou ser mais efetivo
na diminuicdo de placas senis em relacdo aos animais tratados individualmente na
regido hipocampal. Logo, todos os tratamentos promoveram diminui¢cdo de placas
senis no hipocampo de animais SAMP-8, evitando a disfuncédo neuronal devido a
perda de neurdnios e diminuicdo dos contatos sinapticos, evitando o déficit na
constituicdo e evocagdo de memorias (ROSENZWEIG e BARNES, 2003).
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Os animais SAMP-8 também apresentaram maior grau de
neurodegeneracdo no GD, Cal e Ca3 em relacdo aos animais SAMR-1. Além
disso, houve diminuicao significativa na densidade de neurbnios no giro denteado,
Cal e Ca3 em relacédo aos animais SAMR-1. Esses fatos podem ser relacionados
ao aumento de placas senis nas regifes hipocampais estudadas. A presenca de
placas, principalmente do subtipo AB42, promove grande neurotoxicidade,
induzindo a neurodegeneracado (PIKE et al., 1993, OAKLEY et al., 2006) e
aumentando a perda neuronal conforme o aumento de sua densidade (YANKNER
et al.,1990, KAKU et al.,, 2003). Os tratamentos individuais com litio e AE
promoveram aumento na densidade neuronal no GD, Cal e Ca3 e diminui¢do da
neurodegeneracdo no GD, Cal e Ca3 quando comparados as amostras de
animais SAMP-8 nao tratados. Essas observacdes estdo de acordo com a
literatura, uma vez que ja foi demonstrado que o enriguecimento ambiental de
animais SAMP-8 de 2 meses e animais transgénicos para a DA promoveu reducao
da perda neuronal (AKIGUCHI et al., 2017, GRINAN-FERRE et al., 2016,
NICOLETTA et al.,, 2007). O litio também promoveu efeito neuroprotetor nas
regides do GD, Cal e Ca3, reduzindo a densidade de neurodegeneragcédo e
aumento da densidade neuronal. Animais C57Bl/6 com neurodegeneracdo
induzida e animais transgénicos para a doenca de Alzheimer, quando tratados
com litio, apresentaram aumento da densidade neuronal (RELANO-GINES et al.,
2018, NUNES et al., 2015). Nos animais submetidos ao tratamento combinado foi
observado aumento na densidade de neurbnios e diminuicdo da
neurodegeneracdo em relacdo aos animais controle na regido do GD, Ca e Ca3,
porém nao se demonstrou mais efetivo do que os tratamentos propostos
individualmente.

A manutencdo da densidade de neurdnios e diminuicdo da
neurodegeneracdo em regido do GD é fundamental para a manutencéo da LTP e
formacdo da memdria espacial, j& que essa regido esta muito relacionada com
esse tipo de memoria (McNAMARA e SKELTON, 1993). A diminuicdo da
neurodegeneracdo e manutencdo da densidade neuronal das células piramidais
na regido do Cal é fundamental para reserva cognitiva, visto que auxilia na
formacdo de novas memorias e possui papel fundamental na evocacdo de

memorias ja existentes (HUERTA et al., 2000). Por fim, a manutencdo neuronal
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em Ca3 é importante devido ao fato de essa regido ser fundamental para a
codificacdo de novas informacdes (NAKAZAWA et al., 2003), demonstrando sua
influéncia sobre a reserva cognitiva desses animais.

Neste trabalho também foram analisadas alteracées moleculares em um
sistema fundamental para a plasticidade sinaptica, aprendizado e memoria: o
sistema glutamatérgico. Dentre os diversos subtipos dos receptores NMDA o
subtipo NMDA-R2B, é fundamental para a estabilizacdo sinaptica principalmente
durante a maturacdo neuronal (GROC et al.,, 2006). Estudo recentes vém
demonstrando que esse subtipo de receptor € responsavel pelo aumento da
excitotoxicidade em pacientes de DA, pois a grande quantidade de placas beta-
amiléide no hipocampo induz a substituicdo da subunidade Glu-N2A por Glu-N2B
permitindo que ele migre para regides extra-sinapticas devido a sua ligacdo do
receptor com SAP-102, impedindo que ele seja internalizado para endocitose
promovendo apoptose neuronal (PARSONS e RAYMOND, 2014; ZHANG et al.,
2016; BADING et al., 2017). Mesmo os animais SAMP-8 apresentando uma maior
densidade de placas beta-amiléide do que os animais SAMR-1 a densidade
desses receptores foi a mesma entre as linhagens. Quando os animais SAMP-8
foram submetidos aos diferentes tratamentos também né&o foi observada nenhuma
alteracdo na densidade do receptor NMDA-R2B. Nesse caso uma possivel
explicacdo é que a densidade desses receptores se manteve a mesma em todos
0S grupos, porém essa subunidade do receptor NMDA esteja com a expressao
reduzida na superficie de neurdnios (SYNDER et al.,2005) e aumentada na regido
extra-sinaptica (PARSONS e RAYMOND, 2014; ZHANG et al., 2016; BADING et
al., 2017) nos animais SAMP-8 sem tratamento, devido a alta densidade de placas
beta-amiloide, como demonstrado anteriormente.

Além dos receptores NMDA-2B também foi analisada a densidade de
receptores AMPA, que sao fundamentais para que ocorra a neurotransmissao
excitatéria nos neurbénios (BREDT et al, 2003). Normalmente esses receptores sao
expressos transitoriamente conforme a necessidade fisiolégica e séo
predominantemente ndo permeaveis ao calcio, porém em situacdes especificas
essa permeabilidade € fundamental principalmente para a transmissao sinaptica
(WHITEHEAD et al., 2017). Em cultura priméaria de hipocampo, foi observado que

o tratamento com ABinduz ao aumento do influxo de Ca?*, em neur6nios com
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canais AMPA GluR2/3 (ZHAO et al., 2010), logo, uma possivel hipotese € que ha
uma expressdo anormal de receptores AMPA permedveis a Ca?* causando um
influxo intracelular excessivo desse ions promovendo disfuncdo sinaptica e
neurodegeneracdo (WHITHEAD et al., 2017). Neste trabalho os animais SAMP-8
apresentaram maior densidade de receptores AMPA em relagdo aos animais
SAMR-1. O mesmo foi observado em pacientes com DA, pois houve aumento na
densidade de receptores AMPA, enquanto ndo foram observadas alteracdes nos
receptores NMDA (MARCELLO et al, 2012), o aumento do receptor AMPA
também foi observado em camundongos transgénicos para DA (MEGILL et al.,
2015), fortalecendo a hip6tese de que o aumento da densidade desses receptores
pode promover neurodegeneracdo, uma vez que neste trabalho também foi
demonstrado aumento de neurbnios em processo de neurodegeneracdo dos
animais SAMP-8, comparados aos animais SAMR-1. Quando tratados, 0s animais
SAMP-8 néo apresentaram alteracdo na densidade dos receptores AMPA. Com
esses resultados podemos supor que o tratamento possa ter estabilizado os niveis
de expressao dos receptores AMPA, principalmente os com a subunidade GIuR2,
visto que houve diminuicdo de placas beta-amiléide desses animais e reducdo da
neurodegeneracdo no hipocampo quando comparados aos animais SAMP-8 sem
tratamento.

A proteina calmodulina quinase dependente de calcio IV (CAMK 1V) é
localizada no nucleo celular e possui papel fundamental no processo de formacao
de memoria e aprendizado através da inducdo da LTP por promover a fosforilacdo
do residuo ser-133 do CREB durante a estimulacao sinaptica que leva a ativacéo
de genes dependentes de CREB como o BDNF (WANG et al.,2017; KIMURA et
al., 2017). Na DA ha diminuicdo da densidade dessa proteina, o que foi
relacionado ao déficit na retencdo da memoria espacial e diminuicdo da
plasticidade sinaptica (ARRAZOLA et al., 2009; KANG et al.,2001). Neste trabalho
foi observado que os animais SAMP-8 apresentam uma densidade menor da
CAMK IV em relacdo aos animais SAMR-1. A diminuicdo dessa proteina sugere a
diminuicdo da LTP inicial (TOMOBE, 2009), justificando o pior desempenho
desses animais no teste de Barnes. Ja nos animais SAMP-8 tratados foi
observado que houve o aumento da densidade dessa proteina em relacdo aos

animais controle. Como observado em camundongos transgénicos para DA, o

44



enriguecimento ambiental promoveu aumento da CAMK IV, com aumento de
pCREB (HU et al., 2013). O mesmo foi observado em células linfoblastos tratadas
com litio que apresentaram aumento da densidade de pCREB (ALDA et al., 2013).
O tratamento combinado ndo demonstrou ser mais eficaz do que os tratamentos
propostos individualmente, porém também demonstrou efichAcia ao promover
aumento da densidade de CAMK IV.

A ativacdo de CAMK IV ira promover a producdo de BDNF que é
responsavel pela neurogénese e regulacdo da transmissdo sinaptica, logo,
fundamental para a plasticidade sinaptica (ZHANG et al., 2018; BRAMHAN et al.,
2005). Em pacientes com DA ocorre diminuigdo da producdo de BDNF (LASKE et
al., 2006). No presente trabalho, foram encontrados niveis menores de BDNF em
amostras de hipocampo de animais SAMP-8, em relacdo as amostras de animais
SAMR-1. Resultados semelhantes foram descritos por Chan e colaboradores
(2017), que observaram redugcdo da concentracdo de BDNF dos animais com
envelhecimento acelerado quando comparados aos animais com envelhecimento
normal. Em nosso estudo, quando submetidos aos diferentes tratamentos, os
animais SAMP-8 apresentaram aumento da concentragdo de BDNF quando
comparados ao grupo sem tratamento, como jA demonstrado em animais
transgénicos para DA tratados com microdose de litio (NUNES et al., 2015) e
guando colocados em enriguecimento ambiental (BARALDI et al., 2013). O
tratamento combinado também foi eficaz, promovendo o aumento de BDNF,
porém nao demonstrou ser mais eficaz do que o0s tratamentos propostos
individualmente.

Para completar a andlise sobre a influéncia dos tratamentos sobre a
manutencdo da estrutura neuronal, a densidade da proteina sinaptofisina foi
verificada. A proteina sinaptofisina € encontrada em vesiculas pré-sinapticas
neuronais, estando assim relacionada com a formagéo de vesiculas sinapticas no
cérebro, podendo ser utilizada para analisar a densidade de sinapses da regido
(VALVORTA et al., 2004, WIEDENMANN et al.,1985). Na DA, é observado que ha
diminuicdo dessa proteina, inibindo assim, a liberagcdo de neurotransmissores e a
plasticidade sinaptica, sendo esse um dos motivos que contribuem para o declinio
cognitivo apresentado na doenca (SZE et al., 1997, ADAMS et al., 2017). Neste
trabalho foi observado que os animais SAMP-8 apresentaram diminuicdo de
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sinaptofisina em relagdo aos animais SAMR-1. A reducdo da densidade de
sinaptofisina esta relacionada com a baixa capacidade desses animais de
aprendizagem e memoéria (CHENGET al., 2011), visto que os animais SAMP-8
apresentaram piora da memaria com o passar do tempo quando comparados aos
animais SAMR-1. Ao serem submetidos aos tratamentos, os animais SAMP-8
tratados com litio demonstraram aumento dessa proteina, comprovando, assim,
seu efeito em relacdo ao aumento de sinapses no hipocampo (CALSON et al.,
2017). Ja quando expostos ao ambiente enriquecido, houve aumento dessa
proteina em animais SAMP-8, mostrando que somente a exposicdo a esse
estimulo também pode prevenir a diminuicdo da densidade sinaptica (GIACOBBO
et al., 2019). O tratamento combinado ao longo do envelhecimento promoveu
aumento da densidade de sinaptofisina em relacdo aos animais controle,
mostrando que também possui efeito protetor, assim com os tratamentos
propostos individualmente.

Em complementacao, foi verificado em analise da densidade de astrécitos
feita com marcacdo com GFAP que ndo houve diferenca entre os grupos SAMR-1
e SAMP-8. Da mesma forma, os tratamentos néo alteraram a densidade desse
marcador. Nao se pode dizer, entretanto, que os tratamentos podem ou néo
influenciar a funcao dessas células, o que podera ser explorado em um trabalho

futuro.

8. Considerag®es finais

Em concluséo, todos os tratamentos promoveram manutengcdo da memoria
e diminuicdo do comportamento ansioso. Também promoveram neuroprotecdo
através da diminuicdo da densidade de placas beta-amildide no hipocampo
desses animais, manutencdo da densidade de NeuN e reducdo da
neurodegeneracdo em diferentes regides do hipocampo. Mesmo nao sendo
observada alteracdo na densidade de receptores NMDA e AMPA, o aumento da
densidade de CAMKIV, e sinaptofisina e da concentracdo de BDNF demonstra
gue todos os tratamentos promoveram alteragcdes moleculares benéficas para a
promocdo da neuroplasticidade. A efetividade do tratamento combinado foi
comprovada, como proposto no projeto, porém nao se demonstrou mais efetivo do

gue os tratamentos realizados individualmente. Visto que o enriguecimento
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ambiental e o litio sdo benéficos para outros fatores fisiolégicos além do
neurolégico, a combinacdo ou as estratégias propostas individualmente se
mostram favoraveis para a promocéo do envelhecimento bem sucedido como um
todo.
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