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RESUMO

O periodo p6s-menopausa € caracterizado por uma diminuicdo acentuada da oferta
hormonal de estrogénio no organismo feminino e este periodo pode prolongar-se
com o aumento da expectativa de vida. Esse declinio é associado a diversas
doencas neurodegenerativas, entre elas a Doenca de Alzheimer (DA). Visto que a
DA ndo possui até os dias atuais um tratamento com notavel eficiéncia na reversao
dos danos cognitivos causados pela patologia, cada vez mais, buscam-se novas
alternativas terapéuticas. A vitamina D tem se destacado nesse sentido devido a seu
efeito neuroprotetor, podendo ser usada em associacdo com farmacos pre-
existentes como a memantina e o donepezil, visando potencializar seus efeitos.
Essa abordagem é ainda mais interessante quando associada a modelos animais de
menopausa, como através de ovariectomia (OVX), uma vez que as mulheres no
periodo pés-menopausa compdem a prevaléncia de individuos acometidos pela DA.
Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da vitamina D associada a
memantina e donepezil na protecdo neuroldgica comportamental e imunoquimica,
em camundongos fémeas submetidas a OVX, com privacdo de estrogénio por 5
meses, e submetidas a um modelo animal de deméncia tipo DA induzido pelo
peptideo B-amiloide 1-42 (AB1-42). Foram utilizados camundongos Balb/c fémeas
com 8 meses de vida, divididos em 5 grupos experimentais (1 - Sham + fluido
cefalorraquidiano artificial [ACSF] + agua; 2 - Sham + AB1-42 + 4gua; 3 — OVX +
ACSF + 4gua; 4 - OVX + AB1-42 + agua; 5 - OVX + AB1-42 + vitamina D +
memantina + donepezil), que receberam tratamento de 17 dias com vitamina D +
memantina + donepezil ou agua. Ao final do protocolo experimental, os animais
foram submetidos aos testes comportamentais de labirinto radial, labirinto em Y e
habituacdo ao campo aberto. Apos, os animais sofreram eutanasia no 18° para a
retirada de estruturas cerebrais como o hipocampo e cortex frontal para a andlise
dos niveis de citocinas (TNFa, IL-1B e IL-4) e de fatores neurotroficos (BDNF) e soro
para a analise dos niveis de estrogénio (E2) e vitamina D. Os resultados mostram
que os grupos OVX apresentam niveis reduzidos de E2 e o grupo com o triplo
tratamento apresentou niveis elevados de vitamina D. Os resultados também
demonstraram que a administracdo do peptideo AB1-42 juntamente com a OVX
induziu a danos de memodria espacial de curto e longo prazo e de memoria de
habituacdo, além de induzir a reducbes dos niveis de BDNF e IL-4 no hipocampo,
bem como aumentar os niveis de TNFa no hipocampo e de IL-1 no hipocampo e no
cortex frontal dos animais. Em contrapartida, o tratamento de associacdo tripla
reverteu os efeitos de dano a memadria espacial de longo prazo e de habituacao,
assim como reverteu as alteragdes nos niveis de TNFa, IL-13 e IL-4 no hipocampo
dos animais tratados. Concluindo que a associagcdo terapéutica com vitamina D
apresenta efeitos benéficos em parametros de memoria e inflamacdo em
camundongos fémea submetidos a OVX e ao modelo de deméncia tipo AD.

Palavras-chave: Alzheimer, ovariectomia, vitamina D, memantina, donepezil,
memoaria.



ABSTRACT

The postmenopausal period is characterized by a marked decrease in the hormonal
supply of estrogen in the female organism and this period can be prolonged with
increased life expectancy. This decline is associated with several neurodegenerative
diseases, including Alzheimer's disease (AD). Since AD doesn’t have a treatment
with remarkable efficiency in reversing the cognitive damage caused by the
pathology, new therapeutic alternatives are necessary. Vitamin D has been
highlighted in this way due to its neuroprotective effect and can be used in
combination with pre-existing medications, such as memantine and donepezil, to
improve their effects. This approach is even more interesting when associated with
animal models of menopause, such as through ovariectomy (OVX), since women in
the postmenopausal period are the most affected by AD. Therefore, the objective of
this study was to evaluate the effect of vitamin D associated with memantine and
donepezil on behavioral and immunochemical neurological protection in female mice
submitted to OVX for 5 months and subjected to an animal model of AD-induced
dementia by the B-amyloid 1-42 (AB1-42). Animals were divided into 5 experimental
groups (1 - Sham + artificial cerebrospinal fluid [ACSF] + water, 2 - Sham + AB1-42 +
water, 3 - OVX + ACSF + water; 4-OVX + AB1-42 + water; 5-OVX + AB1-42 + vitamin
D + memantine + donepezil), who received 17 days of vitamin D + memantine +
donepezil or water treatment. At the end of the experimental protocol, animals were
subjected to behavioral tests of radial maze, Y maze and habituation to open field.
Afterwards, the animals underwent euthanasia at 18" for removal of cerebral
structures such as hippocampus and frontal cortex for analysis of cytokine levels
(TNFa, IL-18 and IL-4) and neurotrophic factors (BDNF) and serum for analysis of
estrogen (E2) and vitamin D levels. The results show that OVX groups exhibit
reduced levels of E2 and triple treatment group had high levels of vitamin D. Results
also demonstrated that administration of the AB1-42 together with OVX induced
short- and long-term spatial and habituation memories damage. In addition, induced
reduction of BDNF and IL-4 levels in hippocampus, as well as increasing levels of
TNFa in hippocampus and of IL-1B in hippocampus and frontal cortex of animals. In
contrast, triple-association treatment reversed the effects of long-term spatial and
habituation memories damage, as well as reversed changes in TNFa, IL-13 and IL-4
levels in hippocampus of treated animals. In conclusion, therapeutic association with
vitamin D has beneficial effects on memory and inflammation parameters in female
mice subjected to OVX and the AD animal model of dementia.

Key words: Alzheimer's, ovariectomy, vitamin D, memantine, donepezil, memory.
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1. INTRODUCAO

O envelhecimento populacional tende a causar uma mudanca
demogréfica nos préximos anos, aumentando a ocorréncia de patologias
relacionadas a senilidade, como as deméncias (Annweiler et al, 2011; Shen e Ji,
2015; Alzheimer’s Association, 2017). A Alzhmeimer’s Association prevé que no ano
de 2050 o numero de idosos acima de 65 anos nos Estados Unidos duplicara para
cerca de 88 milhdes (Alzheimer's Association, 2017). A deméncia pode ser
caraterizada como um declinio intelectual progressivo capaz de comprometer
atividades rotineiras (Reitz e Mayeux, 2014; Annweiler, 2016); tendo como principais
causas a doenca de Alzheimer (DA), doenca vascular, deméncia frontotemporal e

esclerose multipla (Hamdan e Ramos, 2016).

A DA é a causa mais frequente de deméncia (Vest e Pike, 2013; Reitz e
Mayeux, 2014; Lobo et al, 2014; Shen e Ji, 2015; Hernando-Requejo, 2016;
Alzheimer’s Association, 2017), representando de 60 a 80% dos casos (Zemek et al,
2014; Crous-Bou et al, 2017), sendo reconhecida como uma doenca
neurodegenerativa progressiva e irreversivel (Cai, Hussain e Yan, 2013).
Caracteriza-se pela diminuicdo da capacidade cognitiva de forma gradativa, com
comprometimento das habilidades funcionais e comportamentais, apresentando-se
como um exemplo de doenca relacionada ao envelhecimento (Allegri et al, 2006).
Dificilmente ocorre em individuos com menos de 60 anos, e quando acontece,
geralmente relaciona-se com mutacdes genéticas bastante especificas (Lobo et al,
2014). Frequentemente, as mulheres sdo mais acometidas por esta doenca do que
os homens (Vest e Pike, 2013; Bushra et al, 2014; Lobo et al, 2014).

Mulheres com idade avancada, acima de 60 anos, possuem uma maior
prevaléncia de deméncias, declinios cognitivos relacionados ao envelhecimento e
DA, que o restante da populacdo (Reitz et al, 2011; Alzheimer’s Association, 2017;
Davey, 2017). A causa para esta predominancia feminina ainda ndo esta totalmente
esclarecida, e pode ser parcialmente justificada pela maior longevidade feminina,
visto que a idade avancada € considerada um fator de risco para a DA (Alzheimer’s
Association, 2017). Porém, esta justificativa ndo deve ser considerada de forma
privativa, ja que algumas teorias associam este risco aumentado a senescéncia

hormonal na menopausa (Bushra et al, 2014). O envolvimento dos hormdnios
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esteroides sexuais femininos no desenvolvimento da deméncia (Vest e Pike, 2013)
pode ser reforcado pelo aumento da prevaléncia desta apds a ocorréncia de

ovariectomia bilateral antes da menopausa natural (Davey, 2017).

No ambito da sociedade, a deméncia e as perdas cognitivas associadas a
ela sdo preocupacdes importantes (Reitz e Mayeux, 2014), pois com o aumento da
expectativa de vida, o nimero de pessoas afetadas por estas disfuncbes cresce
exponencialmente (Lobo et al, 2014), concebendo um problema de saude publica
devido ao aumento da necessidade de assisténcia médica e social e a falta de
solucbes imediatas em relacdo a cura ou tratamento eficaz (Bermejo-Pareja et al,
2016).

1.1 DOENCA DE ALZHEIMER

A DA é uma doenca neurodegenerativa (Liu et al, 2013; Bermejo-Pareja
et al, 2016) que potencializa a ocorréncia de deméncia e consequente perda de
autonomia no envelhecimento (Annweiler et al, 2011). Esta patologia possui um
inicio ameno, normalmente representado pelo declinio da memodria, da fluéncia
verbal e da capacidade cognitiva (Annweiler et al, 2011; Liu et al, 2013; Lobo et al,
2014). Tais caracteristicas impactam negativamente nas atividades sociais das

pessoas acometidas pela DA (Annweiler et al, 2011).

Sabe-se que a DA pode ocorrer de duas formas distintas. Quando ocorre
com inicio precoce, idade inferior 65 anos, normalmente € acompanhada por
alteracdes genéticas, sendo a presenca do alelo E4 do gene da apolipoproteina E
(ApoE) o fator de risco genético mais conhecido (Depypere et al, 2016). Ja quando
acontece ap0s os 65 anos, é considerada de inicio tardio, sendo esta a forma mais

comum (Balin e Hudson, 2014; Reitz e Mayeux, 2014).

A fisiopatologia da DA caracteriza-se, principalmente, pelo acumulo
extracelular de placas senis de peptideo beta amiloide (AB) no tecido cerebral,
juntamente com a ocorréncia de emaranhados neurofibrilares intracelulares
derivados da hiperfosforilagdo anormal da proteina tau. Esta € uma proteina do
citoesqueleto dos neurbnios que tem funcéo estrutural, mantendo os monémeros de
tubulina unidos, formando microtubdlos, que modulam a organizacdo funcional do
neurénio (Vest e Pike, 2013; Balin e Hudson, 2014; Durk et al, 2014; Lobo et al,
2014; Reitz e Mayeux, 2014; Bermejo-Pareja et al, 2016; Hamdan e Ramos, 2016).
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Tais alteragcbes acometem, principalmente, as regides do hipocampo e cortex
cerebral (Vest e Pike, 2013).

O peptideo AB € gerado naturalmente a partir do processo de clivagem
proteolitica da proteina precursora amiloide (APP) (Liu et al, 2013; Vest e Pike,
2013; Durk et al, 2014). A APP pode ser metabolizada por duas vias diferentes,
sendo que em apenas uma delas ha a formacdo de peptideos AB (Vest e Pike,
2013). Pela via amiloidogénica a proteina precursora é clivada pela enzima (-
secretase, liberando duas particulas: a proteina 3 e o fragmento terminal AB, o qual
€ posteriormente clivado pela enzima y-secretase e da origem aos peptideos AB de
40 ou 42 aminoacidos (Liu et al, 2013; Vest e Pike, 2013; Balin e Hudson, 2014). O
peptideo AB 1-42 é a fracdo considerada mais patogénica, pois possui maior
associacdo com a formacdo de oligbmeros e placas insoluveis (Balin e Hudson,
2014; Durk et al, 2014), devido, principalmente a sua hidrofobicidade (Durk et al,
2014). Ja pela via ndo amiloidogénica, apds a clivagem da APP pela enzima a-
secretase, ocorre a formacao de fragmentos de APPs solUveis, mas nao de peptideo
AB (Vest e Pike, 2013).

Em condicdes fisioldgicas, estes peptideos séo liberados para o meio
extracelular (Vest e Pike, 2013) e sao eliminados pelas vias de depuragéo cerebral
(Durk et al, 2014). Entretanto, um desequilibrio entre a producéo e a eliminacédo dos
peptideos AP resulta no acumulo dos mesmos, formando oligbmeros que prejudicam
as sinapses e, conseguentemente, levam ao processo neurodegenerativo (Liu et al,
2013; Vest e Pike, 2013; Durk et al, 2014). O prejuizo derivado do acumulo de
placas B-amiléides parece influenciar também na formacdo de emaranhados
neurofibrilares, uma vez que leva a fosforilacdo da proteina tau (Liu et al, 2013;
Morley, 2014).

Além destes achados, outros mecanismos podem estar relacionados com
o desenvolvimento da doenca, tais como: alteracdes reacionais da microglia (Vest e
Pike, 2013; Reitz e Mayeux, 2014); reducdo de neurdnios e perda de sinapses (Vest
e Pike, 2013; Afzal et al, 2014; Reitz e Mayeux, 2014; Hamdan e Ramos, 2016);
declinio de fatores de crescimento, como fator neurotrofico derivado do cérebro
(BDNF) (Budni et al, 2015) e fator de crescimento nervoso (NGF) (Hu et al, 2019),
dano oxidativo (Afzal et al, 2014); excitotoxicidade glutamatérgica (Kim et al, 2017) e

inflamacédo (Afzal et al, 2014; Kim et al, 2017). As proposi¢cdes mais aceitas
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atualmente, além da “cascata amiléide” proposta inicialmente por Hardy e Allsop
(1991), sdo a hipodtese colinérgica (Bartus et al, 1982) e a hipdtese inflamatoria
(Krstic e Knuesel, 2012). A neuroinflamacao, ou seja, processo pelo qual o cérebro
responde a injurias no sistema nervoso central através das células microgliais,
destaca-se entre esses mecanismos (Cai, Hussain e Yan, 2013; Heppner et al,
2015).

Estudos prévios mostram que o tecido cerebral acometido pela DA
demonstra evidéncias de inflamagdo relacionada ao acumulo do peptideo AR,
possivelmente associando a hiperativacdo da microglia durante a formacdo de
placas AB e a progressao da DA (Minter, Taylor e Crack, 2015; Hung e Fu, 2017,
Sochocka, Zwolinska e Leszek, 2017). A ativacado da microglia pela via de formacao
dos peptideos AR pode acarretar em uma producdo anormal de citocinas pro-
inflamatorias tais como fator de necrose tumoral a (TNFa), interleucina 1B (IL-1B) e
interleucina 6 (IL-6). Estas citocinas elaboram um papel importante na fisiopatologia
da DA e de outras doencas neurodegenerativas ligadas ao envelhecimento (Cai,
Hussain e Yan, 2013; Ferreira et al, 2014; Minter, Taylor e Crack, 2015; Sochocka,
Zwolinska e Leszek, 2017). A IL-18 destaca-se como um dos principais agentes
nesse processo (Chen et al, 2016), pois aumenta a proliferacéo de linfécitos T e B e
estimula a atividade células NK (Natural Killer Cell) visando a eliminacdo do
processo prejudicial, além de induzir a producdo de outras citocinas como TNFa e
IL-6 que, por sua vez, tém efeitos secundarios em outras células (Barrientos et al,
2016) e sao considerados as principais citocinas proé-inflamatérias, sendo
configurados como marcadores classicos de neuroinflamacdo (Latta, Brothers e
Wilcock, 2015; Chen et al, 2016).

Em situacBes fisioldgicas, este processo € controlado e culmina no
recrutamento de células imunitarias para o local e resolucdo do processo
inflamatorio (Minter, Taylor e Crack, 2015), através da remocao do estimulo deletério
e da manutencdo da homeostase (Chen et al, 2016). Porém, na DA a presenca
excessiva de peptideos AR e proteinas tau hiperfosforiladas induzem uma resposta
inflamatodria excessiva, induzindo uma produgdo maior de citocinas e quimiocinas

pré-inflamatérias (Minter, Taylor e Crack, 2015).

Entretanto, a relacdo entre os agentes antinflamatérios e pré-inflamatorios

na DA ainda € bastante ambigua (Jevtic et al, 2017), pois mesmo sabendo-se que
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os mediadores inflamatorios aumentam diversos mecanismos neurodegenerativos, e
que as citocinas podem ter propriedades téxicas diretas, outras podem
desempenhar papéis protetores (Chitnis e Weiner, 2017). Desta forma, ndo é
apenas o aumento das citocinas proé-inflamatérias (como TNFa, IL-18 e IL-6) que
influencia nestas doencas, visto que o desequilibrio entre substancias pré e
antinflamatoérias (como as citocinas IL-4, IL-10 e IL-13), também € prejudicial (Cali,
Hussain e Yan, 2013). Quando ha uma desregulacdo nos mecanismos inflamatérios
pode ocorrer a conversdo de um estado de inflamacdo aguda para crbnica,
resultando em uma resposta que leva a um prejuizo tecidual (Chen et al, 2016),
além de prejudicar o sistema de eliminacdo de proteinas anormais, ocasionando
neurodegeneragcdo e resultando em declinio cognitivo (Heppner, Ransohoff, &
Becher, 2015; Sochocka, Zwolinska e Leszek, 2017). A vista disso, a disfuncéo do
sistema imunolégico pode ser um fator primario no desenvolvimento de doencas

neurodegenerativas, como a DA (Jevtic et al, 2017).

Da mesma forma, a inflamacdo pode repercutir negativamente na
neurbgenese através, por exemplo, da reducdo de producao e funcdo do BDNF, via
citocinas pro-inflamatérias (IL-18 e TNFa) (Chen et al, 2016). O BDNF € um fator
neurotréfico classico, amplamente expresso no sistema nervoso central, com
destaque para o hipocampo (Zhao, Woody e Chhibber, 2015), capaz de proteger os
neurbnios e as células da glia contra a excitotoxicidade e outros processos
neurodegenerativos (Cabezas et al, 2018), regular a sobrevivéncia, diferenciacéo e
plasticidade neuronal (Barrientos et al, 2016; Tanila, 2017; Hu et al, 2019), além de
reduzir o estresse oxidativo e a morte celular (Hu et al, 2019). Em reforco, mostrou-
se que a suplementacdo de BDNF € capaz de atenuar parametros de inflamacao,
especialmente através da diminuicdo da expressao de IL-18 (Chen et al, 2016).
Além do mais, o BDNF € bastante significativo na DA, pois seus niveis costumam
apresentar-se diminuidos com a idade e progressao da doenca (Zhao et al, 2017; Hu
et al, 2019).

1.2 MENOPAUSA

Em conjunto com o aumento da expectativa de vida populacional, milhdes
de mulheres passarao cerca de um ter¢o, ou mais, de suas vidas apds a ocorréncia
da menopausa (Lobo et al, 2014). A menopausa natural pode ser descrita como um

evento de alteracbes hormonais, especialmente caracterizado pelo declinio dos
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niveis de estrogénio, levando a cessacdo permanente da ovulacdo e da
menstruacdo, ocasionando inabilidade reprodutiva (Takahashi et al, 2015; Davey,
2017; Siebert et al, 2017).

Os efeitos decorrentes da menopausa séo dependentes do momento em
que ela ocorre, posto que durante a transicdo da menopausa natural podem ocorrer
decréscimos discretos em relacdo a atencdo, porém sem ligacdo comprovada com
afeccbes a memoria (Lobo et al, 2014). A idade média do episddio natural é
considerada entre 45 e 55 anos, podendo também acontecer de forma
extemporanea. Caracteriza-se como menopausa prematura quando esta ocorre em
idades inferiores a 45 anos (Davey, 2017; Siebert et al, 2017), de forma espontanea
ou em decorréncia de intervencbes médicas como tratamentos por quimioterapia e
radiagdo ou induzidas cirurgicamente através de ovariectomia, ambas estando
ligadas a expanséo do risco de comprometimento cognitivos e deméncias (Lobo et
al, 2014; Siebert et al, 2017).

A menopausa precoce tem sido considerada um agravo em relacdo ao
risco de desenvolvimento de doencas neurologicas e perda cognitiva, porém o0s
mecanismos responsaveis por essa associacdo ainda ndo sao totalmente
compreendidos (Siebert et al, 2017). Acredita-se, que a exaustdo dos hormdnios
esteroides sexuais femininos, especialmente o estrogénio, sdo consequéncias
naturais do envelhecimento, porém elevam a vulnerabilidade a doencas
relacionadas aos tecidos sensiveis a estes hormoénios, como 0ssos, tecidos do

sistema cardiovascular e do cérebro (Lobo et al, 2014).

Consta que os estrogenos, especialmente o estradiol (E2) (Hansberg-
Pastor et al, 2015), promovem efeitos neurotroficos no tecido cerebral, com relagcédo
indireta de manutencdo das funcbes cognitivas, e sua deficiéncia pode estar
relacionada a deficiéncias de memdéria e aprendizado (Siebert et al, 2017). Um dos
possiveis mecanismos envolvidos nestas caracteristicas é a acdo dos hormdnios
esterdides sexuais durante o periodo de desenvolvimento neural, resultando em
diferencas criticas entre o cérebro feminino e o masculino (Vest e Pike, 2013).
Também séo citadas as diferencas em relacdo a forma como o declinio hormonal
ocorre entre 0os sexos, sendo geralmente mais gradual nos homens (Vest e Pike,
2013).
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O E2 € um hormonio derivado do colesterol e sua funcdo mais conhecida
envolve a regulacdo dos processos reprodutivos, mas ele também exerce efeitos
nas fungdes cognitivas (Hansberg-Pastor et al, 2015). E capaz de atravessar a
barreira hematoencefalica e interagir com receptores de estrogénio especificos do
tipo a e B (ERa e ERP), além de ser sintetizado no cérebro, em neurdnios e células
gliais (Hansberg-Pastor et al, 2015). Os receptores ERa e ERP sao
predominantemente expressos em &reas do cérebro ligadas a cognicao,
especialmente no hipocampo, e o ERB, em particular, parece estar relacionado com
a plasticidade neural relacionada com o BDNF (Zhao, Woody e Chhibber, 2015),
neurotrofina que tem suas concentracdes séricas diminuidas significativamente apés

a menopausa (Cubeddu et al, 2010).

Ademais, uma das descobertas mais significativas relacionando o E2 a
DA é a capacidade de reducédo da formacdo de peptideo AB, uma vez que este
horménio modifica o processamento da APP estimulando a utilizacdo da via nao
amiloidogénica (Vest e Pike, 2013). Sabe-se que mulheres com DA apresentam
niveis mais baixos de E2 circulante e cerebral, se comparadas com mulheres que
nao apresentam a doenca (Vest e Pike, 2013). Estudos também relacionam o
esgotamento hormonal pds-ovariectomia com o0 aumento do acumulo de peptideo
AB em roedores e destacam que tal alteracdo pode ser revertida pela administracéo

de estrogénio exdgeno (Vest e Pike, 2013).

Para o tratamento dos sintomas relacionados a menopausa,
seguidamente as mulheres recorrem ao uso de terapia de reposicdo hormonal (Vest
e Pike, 2013; Siebert et al, 2017). Existem relatos de beneficios decorrentes desta
terapia em relacdo a memodria, cognicdo e a diminuicdo da ocorréncia de DA,
doenca cerebrovascular e deméncia (Rocca et al, 2011; Davey, 2017), apesar de
nao ser uma alternativa indicada para melhorias cognitivas em mulheres com DA
(Hogervost et al, 2009).

Entretanto, os resultados do tratamento de reposicdo hormonal séo
controversos (Vest e Pike, 2013; Lobo et al, 2014), pois também sao relatadas
associacfes a predisposicdo de tumores, doencas cardiovasculares (Siebert et al,
2017) e ao aumento do risco de deméncias (Shumaker et al, 2003). Um estudo
realizado pelo Women's Health Initiative Memory Study indica que a reposicao

hormonal em mulheres com mais de 65 anos duplica o risco de deméncia
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(Shumaker et al, 2003; Vest e Pike, 2013), enquanto que quando utilizada logo apés
a menopausa cirargica em mulheres mais jovens ou durante a meia idade esta

relacionado a diminuicdo do risco de desenvolvimento de DA (Lobo et al, 2014).

Devido a esta ambiguidade, e ao fato de saber-se que 0 estrogénio possui
efeitos benéficos, neutros e deletérios no cérebro humano (Davey, 2017), a triade de
ovariectomia, terapia de reposicdo hormonal e DA tem chamado a atencédo por
muitos anos (Bushra et al, 2014). Uma hip6tese de grande relevancia refere-se a
‘janela de oportunidade” para o tratamento em mulheres menopausadas (Vest e
Pike, 2013; Bushra et al, 2014; Lobo et al, 2014; Kantartci et al, 2016). Acredita-se
gue o melhor momento para o inicio da reposicdo hormonal € imediatamente apoés a
menopausa, acarretando em atenuacdo e, até mesmo, prevencdo das doencas
cronicas que se manifestam apds a ocorréncia da cessa¢do menstrual (Lobo et al,
2014), podendo levar a efeitos prejudiciais se iniciada em um periodo mais tardio, a

partir de 10 anos apés o evento (Bushra et al, 2014).

Entende-se que, no periodo imediatamente apdés a menopausa, a
administracdo de E2 exdgeno possui acdo direta no cérebro, prevenindo o depdsito
de peptideo AB e da proteina Tau, desta forma, contribuindo para a prevencao de
DA e deméncia (Kantartci et al, 2016). Além disso, previne o desenvolvimento de
aterosclerose nos vasos sanguineos cerebrais (Davey, 2017). Porém, em mulheres
pés-menopausadas a longo tempo, ocorre uma diminuicdo dos ERa de estrogénio
devido ao declinio na produgéo deste hormonio (Craig e Murphy, 2010; Smith et al,

2010), prejudicando assim a eficacia da terapia.

Assim sendo, ainda é necessaria a busca por alternativas eficazes para o
tratamento dos efeitos cognitivos deletérios da privacdo de E2 apdés a menopausa,
assemelhando-se ao cenario atual da DA em que, apesar dos esforcos, ainda
carece de um tratamento efetivo em prejuizos de memoria e cogni¢cdo (Annweiler,
2011)

1.3 TRATAMENTOS PARA A DOENCA DE ALZHEIMER

Atualmente, somente quatro medicamentos Ssdo aprovados e
comercializados para o tratamento da DA (Graham, Bonito-Oliva e Sakmar, 2017,
Kim et al, 2017). Destes, trés farmacos (donepezil, galantamina e rivastigmina) sao
inibidores da enzima acetilcolinesterase (ChEI) (Zemek et al, 2014) e atuam nas vias
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colinérgicas do sistema nervoso central, com atividade anticolinesteragica e, no caso
da galantamina, também agindo como modulador alostérico dos receptores
nicotinicos de acetilcolina (Graham, Bonito-Oliva e Sakmar, 2017). Estes
medicamentos sdo aprovados para deméncia leve a moderada (Zemek et al, 2014;
Boinpally, 2015) e visam compensar a afinidade do peptideo AB pelo sistema
colinérgico, que causa a diminuicdo da atividade colinérgica no cérebro e mantém
niveis exacerbados de acetilcolina nas sinapses (Annweiler et al, 2012b, Kim et al,
2017).

Outro farmaco, a memantina, voltado para DA moderada a severa, € um
antagonista dos receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) (Zemek et al, 2014,
Boinpally, 2015). Visto que o excesso de glutamato nas sinapses excitatorias na DA
(Annweiler et al, 2012b, Kim et al, 2017) e, consequentemente, a excitotoxidade
envolvida, parecem ser decorrentes da diminui¢cdo da receptacdo de glutamato pela
microglia (Graham, Bonito-Oliva e Sakmar, 2017), a memantina atua nas vias
glutamatérgicas bloqueando receptores NMDA (Graham, Bonito-Oliva e Sakmar,
2017).

Porém a efetividade destes farmacos € limitada. Apesar dos inUmeros
esforcos e estudos voltados a terapias para a DA, esta patologia ainda carece de
tratamentos efetivos, pois as drogas atualmente aprovadas ndo apresentam
evidéncias claras tanto em relagdo a seguranca a longo prazo, quanto a eficacia do
tratamento, visto que nenhum dos farmacos modifica 0s processos patolégicos
primarios da doenca ou evitam a sua progressdo, apesar de fornecerem um alivio
sintomatico (Annweiler et al, 2012a; Matsuzono et al, 2015; Crous-Bou et al, 2017;
Graham, Bonito-Oliva e Sakmar, 2017; Hung e Fu, 2017). Desta forma, funcionando
mais como um tratamento paliativo visando o retardo da perda de qualidade de vida
do paciente, posto que diminuem o declinio cognitivo e, por conseguinte, retardam a
perda de independéncia (Annweiler et al, 2012a; Graham, Bonito-Oliva e Sakmar,
2017).

Além disso, ja demonstrou-se que a administracao destes farmacos pode
estar associada a efeitos adversos. Relata-se que os ChEls, em especial o
donepezil, pode causar reacbes como tontura, vOmito, diarreia, constipacao,
cefaleia, disturbios do sono (Zemek et al, 2014; Greig, 2015). J4 a administracdo de

memantina pode ocasionar, além de cefaleia, diarreia e constipacdo, quedas,
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infeccbes do trato urinario, depresséo, aumento do peso corporal, sonoléncia, dores
nas costas, dores abdominais e reducdo dos niveis de hemoglobina, sendo este

ultimo efeito uma anormalidade de importancia clinica (Greig, 2015).

Sendo assim, as estratégias em busca de substancias eficazes e
curativas para a DA tem sido acompanhada pela investigacdo de formas de
prevencdo com foco em populacdes de risco (Graham, Bonito-Oliva e Sakmar,
2017). Outra potencial solucdo seria o foco em tratamentos com multiplos alvos, ou
associacdo farmacoldgica (Matsuzono et al, 2015), objetivando as diversas vias que
podem levar a neurodegeneracdo (Annweiler et al, 2012a; Singh et al, 2015). A
combinacdo de ChEls e memantina tem sido estudada e é considerada o padréo
ideal na abordagem atual de tratamento (Greig, 2015) e os resultados mostram que
a combinacdo de memantina com donepezil parece ser mais eficaz (Zemek et al,
2014) que outras combinacfes, como memantina e rivastigmina (Gareri et al, 2014;
Greig, 2015).

1.3.1 Tratamento combinado com farmacos classicos e Vitamina D

Buscando minimizar os sintomas derivados da DA, o desenvolvimento de
novas estratégias no ambito terapéutico € imprescindivel (Annweiler et al, 2011),
visto que o tratamento da DA ainda carece de uma droga, farmaco ou substancia
com eficacia para o combate a doenca (Shen e Ji, 2015; Landel et al, 2016). Uma
das alternativas em voga é a busca por substadncias com propriedades
neuroprotetoras, preferencialmente, ja aprovadas pelo FDA (Food and Drug
Administration) e com toxicidade conhecida, para facilitar o alcance dos pacientes
com DA (Landel et al, 2016).

Ainda neste sentido, acredita-se que através da minimizacao dos fatores
de risco e da promocdo de fatores protetores, a DA e a deméncia podem ser
prevenidas ou retardadas (Davey, 2015). Por isso, uma das alternativas com énfase
para a reducao da incidéncia desta enfermidade € a modulagcéo dos fatores de risco
modificaveis (Shen e Ji, 2015; Bermejo-Pareja et al, 2016), pois sabe-se que a
deméncia ndo estd apenas ligada a fatores genéticos, mas também diretamente
relacionada a fatores predisponentes ambientais, sendo estes eventualmente mais

passiveis de modificacdes, como por exemplo, a dieta (Hernando-Requejo, 2016).
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Toda deficiéncia nutricional em pacientes com comprometimento cognitivo
deve ser tratada, entretanto, quando se busca a prevencao e a reducéo estatistica
dos casos tal abordagem deve ser feita em pacientes ainda saudaveis (Hernando-
Requejo, 2016). Atualmente, vinculos entre a vitamina D e a DA tém se destacado,
pois a deficiéncia desta vitamina é prevalente, tanto em portadores de DA, como de
deméncias em geral (Afzal et al, 2014; Morley, 2014; Shen e Ji, 2015; Landel et al,
2016). Estudos também demonstram que niveis elevados de 25-hidroxivitamina D
relacionam-se a melhores desempenhos em testes cognitivos (Landel et al, 2016).

A vitamina D € um horménio esteroide solivel em gordura (Shen e Ji,
2015; Landel et al, 2016) com capacidade de ultrapassar a barreira
hematoencefélica (Dursun, Gezen-Ak e Yilmazer, 2011; Annweiler et al, 2014) e
notavel atividade no metabolismo de regulagdo do calcio (Annweiler, 2016). Sua
versao metabolicamente ativa é representada pela 1a,25—diidroxicolecalciferol
(calcitriol ou 1,25(0OH)2D3) e tem sua origem a partir de duas moléculas precursoras
inativas: a vitamina D2 (ergocalciferol) e a vitamina D3 (colecalciferol) (Barral, 2007).
Enquanto a vitamina D2 pode ser obtida apenas a partir da dieta, especialmente de
produtos de origem vegetal; a vitamina D3 pode ser obtida tanto da dieta, quanto
produzida de forma enddgena (Kennel, 2010). A producao de D3 pelo corpo ocorre a
partir do precursor lipidico 7-deidrocolesterol (7-DHC), presente naturalmente na
epiderme e que ao entrar em contato com a radiacdo ultravioleta B (UVB)
proveniente da exposicdo solar, transforma-se em vitamina D3 (Landel et al, 2016;
Mpandzou et al, 2016). Tanto a vitamina D2 quanto a D3 passam por um processo
de hidroxilacdo no figado, transformando-se em 25-hidroxivitamina D (calcidiol)
(Kennel, 2010). O calcidiol é transportado para os rins, ou outros tecidos com acgao
da enzima 1a-hidroxilase, onde € novamente hidroxilado e d& origem a vitamina D
ativa, a 1,25(0OH)2D3, ou calcitriol (Kennel, 2010; Landel et al, 2016; Mpandzou et al.,
2016). Em situacbes em que a exposicao solar é deficiente, o organismo necessita
da ingestdo de vitamina D através da dieta, seja na forma de vitamina D2 ou D3
(Landel et al, 2016).

A 1,25(0H):D3 (vitamina D ativa) age nas células alvo através de
receptores nucleares especificos para vitamina D (VDR - vitamin D receptor)
(Annweiler, 2016; Landel et al, 2016). Atraves desses receptores, aléem da regulacéo

do metabolismo 0sseo, a vitamina D exerce funcdes biolégicas em outros locais,
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como o sistema nervoso central (Dursun, Gezen-Ak e Yilmazer, 2011; Annweiler,
2016). Este receptor encontra-se vinculado aos neurbnios e nas células da glia
(Annweiler, 2016), especialmente nas regides ligadas a cogni¢do, como hipocampo,
hipotalamo, cértex e subcortex (Annweiler et al, 2014).

Sabe-se que a 1,25(0OH):D3 sérica é capaz de atingir o liquido
cefalorraquidiano ao ultrapassar a barreira hematoencefalica, mas evidéncias
comprovam que algumas células cerebrais, como neurdnios e células gliais,
possuem a capacidade de produgdo da enzima 1a-hidroxilase (Mpandzou et al.,
2016), necessaria para a hidroxilacdo e formacdo da 1,25(OH)2D3 internamente
(Dursun, Gezen-Ak e Yilmazer, 2011; Annweiler, 2016), especialmente em &areas
relacionadas com distarbios neurodegenerativos (Dursun, Gezen-Ak e Yilmazer,
2011). Desta forma, a presenga de enzimas e receptores envolvidos no metabolismo
da vitamina D em areas especificas do cérebro, reforca a hipotese de acdes
neurosterdides da vitamina D (Annweiler, 2016), tanto na regulacdo do

desenvolvimento quanto da funcao cerebral (Mpandzou et al., 2016).

A vitamina D é capaz de regular a expressao de proteinas estruturais,
fatores neurotréficos (Annweiler, 2016) e neurotransmissores deficientes em
doencas neurodegenerativas (Mpandzou et al., 2016), como acetilcolina, dopamina,
serotonina e GABA (4cido gama-aminobutirico) (Annweiler, 2016). Também
relaciona-se com a atenuacao da inflamacao relacionada a senescéncia natural e do
acumulo de peptideo AR através de estimulo a fagocitose e depuracdo (Annweiler,
2016). Além disso, é capaz de realizar o controle dos canais de calcio com tenséo
reduzida (Annweiler, 2016), contribuindo para a homeostase de calcio intraneuronal
e evitando a necrose, além de apresentar -caracteristicas neuroprotetoras
antioxidantes em relacéo a toxicidade glutamatérgica (Annweiler, 2016), evitando a
apoptose. Fatos estes que podem se relacionar com a fisiopatologia da DA, que esta
parcialmente ligada a toxicidade tanto do calcio, quanto do glutamato (Annweiler,
2011).

Vale destacar que a incidéncia de déficit de vitamina D em idosos é
significativa (Annweiler et al, 2014) e pode estar relacionada a menor exposi¢céo
solar, reducdo da ingestdo através da dieta e a menor disponibilidade de 7-DHC
(Mpandzou et al., 2016). Com base nestas caracteristicas, e nos relatos de que o

déficit cognitivo pode ser associado a hipovitaminose D, é possivel supor que a
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reversao da deficiéncia deste nutriente pode ser um fator contribuinte para a melhora
do declinio cognitivo. Além disso, seus efeitos benéficos podem ser combinados a
medicamentos ja utilizados para tratamento de deméncias, contribuindo para um
tratamento de drogas multiplas e uma possivel potencializacdo de efeitos benéficos
(Annweiler et al, 2012b).

Com base nisso, novas abordagens terapéuticas vém sendo estudadas
visando a utilizagdo desta vitamina, de forma isolada (Briones e Darwish, 2012) ou
em associacdo com outras substancias (Annweiler et al, 2011) como resveratrol
(Cheng et al, 2016), memantina (Annweiler et al, 2012), apresentando efeitos
positivos, como aumento da depuracédo de peptideo AB (Briones e Darwish, 2012),
melhora na capacidade cognitiva (Annweiler et al, 2012) e reducdo da citotoxidade
induzida pela DA (Cheng et al, 2016).

Justificativa

Apesar de pesquisas prévias demonstrarem o potencial neuroprotetor da
vitamina D, além de suas contribuicbes em processos de memoéria, 0S mecanismos
pelos quais esses beneficios acontecem ainda sdo obscuros, gerando a
necessidade de maiores investigacdes acerca deste potencial e dos mecanismos
envolvidos no processo, especialmente quando relacionamos a ocorréncia de
menopausa. Ademais, a associacdo a farmacos pré-existentes parece ser uma

alternativa relevante na busca por novas estratégias terapéuticas.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da suplementacdo com vitamina D associada com
memantina e donepezil em camundongos fémeas submetidas a ovariectomia (OVX)

e ao modelo animal de deméncia induzido pelo peptideo AB1-42.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o efeito da suplementacdo com vitamina D associada com
memantina e donepezil em camundongos fémeas ovariectomizadas e submetidas
ao modelo animal de deméncia induzido pelo peptideo AB1-42 nos niveis de

estrogénio e vitamina D.

- Avaliar o efeito da suplementacdo com vitamina D associada com
memantina e donepezil em camundongos fémeas ovariectomizadas e submetidas
ao modelo animal de deméncia induzido pelo peptideo AB1-42 nos testes

comportamentais de labirinto radial, labirinto em Y e habituacdo ao campo aberto;

- Avaliar o efeito da suplementagdo com vitamina D associada com
memantina e donepezil em camundongos fémeas ovariectomizadas e submetidas
ao modelo animal de deméncia induzido pelo peptideo AB1-42 nos niveis das
citocinas interleucina 1B (IL-1 B), IL-4 e do fator de necrose tumoral a (TNF-a), no

cortex frontal e hipocampo.

- Avaliar o efeito da suplementacdo com vitamina D associada com
memantina e donepezil em camundongos fémeas ovariectomizadas e submetidas
ao modelo animal de deméncia induzido pelo peptideo AB1-42 nos niveis de BDNF

no hipocampo.



26

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Balb/c fémeas com 8 meses de idade
procedentes do biotério da UNESC pesando aproximadamente 25 a 30g. Os
camundongos ficaram abrigados em 5 por caixa com acesso a alimento e agua ad
libitum e foram mantidas em um ciclo claro/escuro de 12 horas (06:00 as 18:00) e
temperatura de 23 +1° C. Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEUA) da Universidade do Extremo Sul Catarinense, sob protocolo
063/2018-2 — Verséo 02.

3.2 DESENHO EXPERIMENTAL

Foram utilizados camundongos Balb/c fémeas com 8 meses de vida apds
5 meses da OVX, cada grupo com n de 8-13 animais considerando uma perda de
30%. Os animais foram divididos em 5 grupos experimentais: trés submetidos a OVX
e dois grupos Sham, que sofreram cirurgia, porém sem OVX. Apés a cirurgia,
gquando os camundongos completaram 8 meses, estes foram submetidos a
administracdo de peptideo AB1-42 ou ACSF (fluido cerebroespinhal artificial).
Passadas 24 horas apds a injecdo intracerebroventricular (i.c.v.) de ABR1l-42 ou
ACSF, os camundongos foram tratados com vitamina D3 na dose de 420 Ul/kg
associada a memantina e donepezil ou agua via oral por gavagem durante 17 dias.

Os grupos experimentais seguiram a seguinte diviséo:

1- Sham + ACSF + agua;

2- Sham + AB1-42 + 4gua,

3- OVX + ACSF + agua;

4- OVX + AB1-42 + agua;

5- OVX + AB1-42 + vitamina D3 + memantina + donepezil.

No 14° de tratamento, 0s animais foram submetidos ao teste
comportamental do labirinto radial, o qual persistiu por 5 dias para avaliar a memoria
espacial. Outro grupo independente de animais, no 12° e 13° dias de tratamento,
foram submetidos ao teste de memodria de habituacdo ao campo aberto para

avaliacdo da habituagéo, e no 14° dia, ao teste do labirinto em Y para avaliar a



27

memoria espacial de curto prazo. Apdés o0s testes comportamentais 0s animais

sofreram eutanasia.

Tratamento

. . *
90 dias 240 d|a5| |
| W I Eutanasia
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Analise
comportamental
v
Cirurgia

estereotaxica

Figura 1. Esquema de linha do tempo dos procedimentos cirurgicos representada em dias.
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Figura 2. Esquema de linha do tempo do tratamento e dos testes comportamentais representada em
dias.

3.3 CIRURGIA PARA OVX OU SHAM

As fémeas de 3 meses de idade foram anestesiadas com uma mistura de
cetamina/xilazina (cetamina: 60 mg/kg e xilazina: 4 mg/kg intramuscular, i.m). Apés a
desinfeccdo da pele com clorexidina, uma incisdo cutanea na linha média dorsal foi
feita caudal na parte posterior das costelas. Usando dissec¢cdo sem corte ao tunel
subcutéaneo, lateral a incisdo da pele, os musculos da parede abdominal posterior
foram separados para expor a cavidade abdominal. O ovario foi localizado em uma
almofada de gordura 1 a 2 cm abaixo dos musculos. A gordura periovariana foi
presa com pinca para levantar e exteriorizar o ovario. A trompa de Fal6pio foi

esmagada e o ovario removido por cauterizacdo da area presa. A incisdo da pele foi
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fechada usando fio de sutura numero 6. Os animais controle ou Sham somente
passaram pelo procedimento cirdrgico, sem a cauterizacdo dos ovarios. Apds a
cirurgia, as fémeas foram colocadas em uma gaiola comunitaria com acesso ad
libitum aos alimentos e 4gua, e mantidos em local aquecido com um aquecedor
elétrico para se recuperar da anestesia. Foi adicionado 0,2 mg/mL de dipirona
sbdica na agua das garrafas de beber dos animais, disponivel ad libitum durante 72
horas, para minimizar a dor pos cirdrgica. Posteriormente, para garantir a auséncia
prolongada de horménios ovarianos, os animais foram devolvidos as instalacées

habitacionais durante 5 meses (Rigalli e Loreto, 2009; Fatemi et al, 2018).

3.4 INDUCAO DO MODELO ANIMAL PELA ADMINISTRACAO DO
PEPTIDEO AB1-42

O peptideo ABR1-42 (Tocris Bioscience, Bristol, UK) foi dissolvido numa
solucdo de tampdao fosfato (NaCl 137 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 1,8 mM,
KCI2,7 mM, pH 7,5) na concentragdo de 1 pg/uL. A solugao foi incubada durante 7
dias em estufa a 37°C e 5% de CO:2 para permitir a agregac¢ao dos peptideos AR1-42
em oligdmeros (Ueda, Fukui e Kageyama et al, 1994; Resende et al, 2008; Ruiz-
Mufioz et al, 2011; Garcez et al, 2017). ApOs a agregacao, a solucdo foi armazenada
a - 20°C até a sua utilizacdo. No dia da administracdo a solucéo foi diluida na dose
final de 100 pmol/uL em ACSF (NaCl 24 mM, KCI 2,5 mM, MgS0O4 2,0 mM, KH2PO4
1,25 mM, 26 MM de NaHCO3, glicose 10 mM e sacarose 4 mM). Os animais foram
anestesiados com isoflurano (1,5%) utilizando um aparelho de anestesia inalatoria.
Os oligbmeros AR foram injetados através de uma agulha de aco inoxidavel de
calibre 28 com 3 mm de comprimento acoplada a uma seringa de Hamilton. A
agulha foi inserida unilateralmente através da pele e do cranio diretamente no
ventriculo lateral esquerdo, via intracerebroventricular (i.c.v). A localizacdo do
bregma foi realizada pela visualizacdo de um triangulo equilatero, tracando uma
linha entre os olhos e a parte superior aos olhos do camundongo, e a partir desse
ponto, foi medido 1 mm posterior e 1 mm para lateral esquerda, a agulha inserida
nesse ponto a uma profundidade de 2,5 mm (Laursen e Belknap, 1986; Gomes et al,
2013). Os oligbmeros AB foram injetados no volume de 4 pl (400 pmol/sitio) ao longo
de um periodo de 10 segundos, seguido por um atraso de 10 segundos para permitir

a total difusdo da solugcdo. Apds a administracdo, os animais foram colocados em
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uma gaiola comunitaria com acesso ad libitum aos alimentos e agua, e logo se

recuperaram da anestesia.
3.5 TRATAMENTO REPETIDO

Os animais foram tratados com vitamina D3 (420Ul/kg) (Adera®)
associada com memantina (5 mg/kg) (Eurofarma®) e donepezil (1 mg/kg)
(Eurofarma®) ou agua via oral, administrada por gavagem, durante 17 dias. A
vitamina D, a memantina e o donepezil foram diluidos em 4gua. As gavagens foram
administradas todos os dias as 10h, com auxilio de uma agulha de gavagem,
realizada por alunos experientes com 0 maximo cuidado para evitar o estresse dos

animais.
3.6 ANALISE COMPORTAMENTAL
3.6.1 Labirinto radial

O aparato do labirinto radial consiste em 8 bracos, nhumerados de 1 a 8
(48 x 12 cm), que se estende radialmente a partir de uma area central (32 cm de
didmetro). O aparelho é colocado a 50 cm acima do chdo, e possui formas
geométricas posicionadas na reta dos bracos nos quais € colocada a recompensa.
Esse teste € usado para avaliar a memaria espacial de longo prazo. No primeiro dia
(14° dia de tratamento), os animais foram colocados um de cada vez no aparato
para explorar livremente durante 5 minutos, sem recompensa, apenas para Sse
habituarem ao equipamento. Apds, retornaram a caixa moradia e foram devolvidas
ao biotério com um cereal de chocolate (Nescau Cereal®) por animal em cada caixa
moradia, para se habituarem a comida (recompensa), juntamente com a ragao
padrdo do biotério, porém essa foi racionada (2,5 g por animal) para que no dia
seguinte (primeiro dia de teste) os animais estivessem com fome para facilitar a
realizacdo da tarefa. No primeiro dia de teste (15° dia de tratamento) o animal foi
colocado novamente no aparato e quatro dos oito bragos do labirinto possuiram a
recompensa (cereal), e nestes mesmos bracos haviam as pistas geométricas. Cada
animal teve 10 minutos para realizar a tarefa de encontrar a recompensa nos 4
bracos, sendo que, ao encontrar as 4 recompensas ou passados os 10 minutos, eles
foram devolvidos a caixa moradia, onde novamente foi realizado o racionamento de

comida e eles foram devolvidos ao biotério. Esse procedimento foi realizado da
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mesma forma nos 3 dias subsequentes, totalizando 5 dias de teste com intervalos de
24 horas. Os parametros avaliados foram: tempo total para encontrar a recompensa
nos 4 bracos (laténcia); erros totais (n° de entradas) em cada bracgo para encontrar a
recompensa. Estes parametros compdem a memoaria espacial de longo prazo e o
aprendizado dos animais ao longo de 5 dias (Foyet et al, 2011; Hritcu, Cioanca e

Hancianu, 2012). Apos o término do teste os animais foram submetidos a eutanasia.
3.6.2 Labirinto em Y

Este teste avalia a memoria espacial de curto prazo e o aprendizado. A
memoria de reconhecimento espacial dos animais foi investigada usando um
labirinto em “Y’. O aparelho feito de acrilico preto possui trés bragos iguais (50 x 10 x
20 cm, cada bracgo) afastados em 120° e foi colocado em uma sala com dicas visuais
nas paredes para facilitar a localizacdo espacial dos animais. O protocolo consiste
em duas sessfes separadas por um intervalo de 180 minutos. Na primeira sessao, o
animal foi colocado no final de um dos bragos, chamado de “brago de partida” (ou
start), e teve livre acesso para explorar o “outro brago” (ou other) durante 5 minutos.
Nesta sessdo inicial, o terceiro braco do labirinto foi bloqueado por uma porta
guilhotina e sera chamado de “brago novo” (ou novel). O animal foi, entdo, removido
do labirinto e retornou a caixa moradia. Depois de 2 horas, na segunda sesséo, 0
animal foi novamente colocado no “brago de partida” do labirinto para explorar
livremente todos os trés bracos durante 5 minutos. O tempo de permanéncia em
cada braco foi registrado. Os resultados foram expressos pelo tempo em segundos

no braco novo e no outro brago (Dellu et al, 1997).
3.6.3 Teste de habituacdo ao campo aberto

No 12° dia de tratamento, os animais foram colocados no aparato de
habituacdo ao campo aberto de 40 x 60 cm delimitado por 4 paredes com 50 cm de
altura, sendo 3 de madeira e uma de vidro transparente. O piso do campo
aberto é dividido em 9 quadrados iguais marcados por linhas pretas. Na sessao de
treino, os animais foram cuidadosamente colocados no quadrado do canto posterior
esquerdo do aparelho, a partir do qual explorou livremente o ambiente por 5
minutos. Imediatamente apds, 0os animais voltaram para a caixa moradia. A sessao
de teste foi realizada 24 horas apo6s o treino (13° dia de tratamento) na qual se

repetiu o procedimento do treino (Vianna et al, 2000). Foram medidos 0s numeros
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de “cruzamentos” através das linhas pretas e o niumero de “levantamentos” medidos
pelas vezes que o animal permaneceu nas duas patas traseiras, esses parametros

foram avaliados em ambas as sessdes.
3.7 ANALISES BIOQUIMICAS DAS AMOSTRAS OBTIDAS

Os animais foram submetidos a eutanasia no 18° dia do experimento, por
deslocamento cervical. Os animais ficaram aguardando a eutanasia na sala ao lado
a sala da eutanasia para evitar que sentissem o cheiro do sangue. O cortex frontal e
o hipocampo foram dissecados para posteriores analises dos niveis de citocina. O
hipocampo também foi utilizado para a analise dos niveis de BDNF. O sangue foi
coletado para as andlises dos niveis de vitamina D e estrogénio. As amostras foram
armazenadas com refrigeracao a — 80C°.

Amostras de cortex frontal e hipocampo foram homogeneizadas em
tampéo fosfato. As citocinas TNFa, IL-18 e IL-4 foram quantificadas por kits de

ELISA, em conforme as recomendacgdes do fabricante.
3.7.1 Andlise dos niveis de vitamina D3 e estrogénio no soro

As amostras de sangue apos coletadas foram centrifugadas a 3000 rpm
por 10 minutos. O soro foi separado e estocado a -80 ° C realizar as dosagens. Os
niveis de vitamina D (25-hidroxivitamina D) e estrogénio foram medidos usando
imunoensaio quimioluminescente no sistema BitLab (Abbott Diagnostics). Os valores
de vitamina D (25-hidroxivitamina D) e estrogénio foram expressos em ng/mL and

pg/mL, respectivamente.
3.7.2 Anélise dos niveis de citocinas e BDNF

Amostras de cortex frontal e hipocampo foram homogeneizados em
tampao fosfato. Os niveis de citocinas TNFa (Invitrogen, Catalog Number 88-7340),
IL-1B8 (Invitrogen, Catalog Number 88-7013), IL-4 (Invitrogen, Catalog Number 88-
7044) e BDNF (Sigma Aldrich, RAB0026) foram quantificadas por Kkits de
imunoensaio enzimatico (ELISA), conforme as recomendac¢Bes do fabricante,
descritas a seguir. As placas de microtitulagcdo (96 pocos de fundo plano) foram
incubadas durante a noite com o anticorpo de captura. Posteriormente, as placas
foram lavadas trés vezes com tampao fosfato de lavagem, e em seguida, foram

bloqueadas com uma solucdo de tampéo fosfato com albumina 1% durante 1 hora.
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Apos, foram incubadas as amostras homogeneizadas e a curva padréo, diluidas em
solucdo tampao, durante 2 horas. Posteriormente, as placas foram lavadas trés
vezes com tampdo de lavagem e, em seguida, incubadas com anticorpo de
deteccdo por mais 2 horas. Depois das lavagens, foi incubado uma peroxidase
conjugada com estreptavidina por 20 minutos, e apos o substrato (peréxido de
hidrogénio e tetrametilbenzidina, 1:1), e a reacéao foi finalizada pela adicdo de acido
sulfarico 2N. As placas foram lidas a 450nm em espectrofotémetro. A proteina total
foi mensurada de acordo com o método de Lowry (Lowry et al., 1951), usando

albumina de soro bovino como padréo.
3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados utilizando o programa STATISTICA
versao 8.0 (StatSoft, Inc., USA). O teste de normalidade Shapiro—Wilk foi realizado
para confirmar se os dados apresentaram uma distribuicdo normal. Os resultados do
teste de labirinto octogonal foram analisados por andlise de variancia de uma via de
medidas repetidas (repeated measures via two-way ANOVA), seguido do teste de
post hoc Newman-Keuls quando apropriado. Os dados de memdria de habituacéo
do campo aberto e Y-maze foram analisados por teste T de Student. Os dados dos
niveis de estrogénio, vitamina D, BDNF e citocinas foram analisados por ANOVA de
uma via, seguido pelo teste post hoc Newman-Keuls quando apropriado. Os dados
foram expressos como média + erro padrdo da média. Os valores de p sé&o

considerados significativos quando < 0,05.
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4. RESULTADOS

A figura 3 mostra a dosagem de E2 (estrogénio) dos animais Sham ou
OVX. ANOVA de uma via mostrou diferenca significativa [F(4,25)=521,45, p<0,01]. O
teste post hoc de Newman-Keuls mostrou diferenca significativa para os grupos

OVX, indicando que os animais OVX apresentaram niveis de estrogénio < 9,9 pg/ml.
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Figura 3. Efeito do tratamento com vitamina D (420 Ul/kg) + memantina (5 mg/kg) + donepezil (1
mg/kg) nos niveis de estrogénio (E2), em camundongos fémeas Balb/C ovariectomizadas
administradas com Af1-42 i.c.v. para inducdo do modelo animal de deméncia do tipo DA. Os dados
s80 expressos como média + erro padrdo da média de 6 animais por grupo, **p<0,01 quando
comparado com ao grupo Sham + ACSF + agua.

A figura 4 mostra a dosagem de vitamina D3 dos animais Sham ou OVX.
ANOVA de uma via mostrou diferenca significativa [F(4,22)=57,10, p<0,01]. O teste
post hoc de Newman-Keuls mostrou diferenga significativa para o grupo OVX + Af1-
42 + vitamina D + memantina + donepezil, indicando que os animais suplementados
com 420 Ul/Kg com vitamina D3 apresentaram niveis séricos de vitamina D3
aumentados.
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Figura 4. Efeito do tratamento com vitamina D (420 Ul/kg) + memantina (5 mg/kg) + donepezil (1
mg/kg) nos niveis de vitamina D3, em camundongos fémeas Balb/C ovariectomizadas administradas
com APi142 i.c.v. para inducdo do modelo animal de deméncia do tipo DA. Os dados sao expressos
como média * erro padrdo da média de 4-6 animais por grupo, **p<0,01 quando comparado a todos
0S 0utros grupos.

Os resultados apresentados na figura 5 mostram os dados sobre o
labirinto radial. Na figura 5A encontram-se os resultados de laténcia para encontrar a
recompensa. ANOVA de uma via de medidas repetidas mostrou efeito significativo
para a interacdo de todos os grupos [F(12,126)=2,09, p<0,05]. O grupo Sham +
ACSF + agua aprendeu a tarefa no terceiro e quarto dia de teste. Ja o grupo Sham +
AB1-42 + &gua aprendeu somente no ultimo dia, indicando dano na memoria
espacial de longo prazo. Os animais do grupo OVX + ACSF + 4gua aprenderam a
tarefa no terceiro e quarto dias como no grupo controle (Sham + ACSF + &agua),
indicando que a OVX aparentemente ndo causou dano na memoria espacial de
longa duragao. Contudo, o grupo OVX + AB1-42 + 4gua mostrou dano na memoaria
espacial em todos os dias do teste. Este dano foi maior ao comparar o grupo Sham
+ AB1-42 + agua ao grupo OVX + AB1-42 + agua. Este resultado mostra que a OVX
associada ao peptideo causa maior dano. Foi possivel observar que o tratamento
com a tripla associacao vitamina D + memantina + donepezil foi efetivo em reverter o
dano da memoria espacial causado pelo peptideo associado com a OVX. Os

animais deste grupo aprenderam ja no terceiro dia de treino, como o grupo controle.

Os resultados ilustrados na figura 5B mostram os dados dos erros que 0s

animais cometeram até encontrarem a recompensa. ANOVA de uma via de medidas
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repetidas revelou nenhuma diferenca significativa na interacdo entre os fatores
analisados [F(12,126)=0,53, p=0,05].
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Figura 5. Efeito do tratamento com vitamina D (420 Ul/kg) + memantina (5 mg/kg) + donepezil (1
mg/kg), no teste de labirinto radial, em camundongos fémeas Balb/c ovariectomizadas administradas
com A4z i.c.v. para indugdo do modelo animal de deméncia do tipo DA. A figura A mostra a laténcia
em segundos para encontrar a recompensa nos 4 bracos. B mostra os erros totais de entrada nos
bracos antes de encontrar a recompensa nos 4 bragos. Os dados s@o expressos como média + erro
padrdo da média de 8-11 animais por grupo, **p<0,01 quando comparado dentro do grupo com o

primeiro dia de teste.
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Os resultados apresentados na figura 6 mostram os dados do labirinto em
Y. Teste T de Student mostrou diferenca significativa somente no grupo Sham +
ACSF + agua [t(9): -2,78, p<0,05]. Isso indica que somente 0 grupo controle
aprendeu a tarefa, mostrando nenhum prejuizo na memoéria espacial de curto prazo.
Enquanto os grupos Sham + AB1-42 + agua, OVX + ACSF + agua, OVX + AB1-42 +
agua e OVX + AB1-42 + vitamina D + memantina + donepezil ndo mostraram
diferencas significativas entre os bragos outro e novo indicando que 0s animais nao
aprenderam a tarefa, ou seja, houve dano na memoria espacial de curto prazo e o

tratamento néo foi capaz de reverté-lo.
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Figura 6. Efeito do tratamento com vitamina D (420 Ul/kg) + memantina (5 mg/kg) + donepezil (1
mg/kg), no teste de labirinto em Y, em camundongos fémeas Balb/C ovariectomizadas administradas
com A1-42 i.c.v. para inducdo do modelo animal de deméncia do tipo DA. A figura mostra o tempo de
exploracdo em segundos em cada braco do labirinto. Os dados s@o expressos como média * erro

padrao da média de 9-13 animais por grupo, *p<0,05 quando comparado com o “outro” brago.

A figura 7 mostra os resultados do teste de habituacdo ao campo aberto.
Na figura 7A estdo os resultados do numero de cruzamentos e na figura 7B os
resultados do niamero de levantamentos. O teste T de Student mostrou diferencas
significativas no nimero de cruzamentos para o grupo Sham + ACSF + agua [t(10):
2,95, p<0,05], OVX + ACSF + agua [t(9): 2,47, p<0,05] e OVX + AB1-42 + vitamina D
+ memantina + donepezil [t(7): 3,02, p<0,05]. No numero de levantamentos, o teste

T de Student mostrou diferenca significativa somente para o grupo OVX + AB1-42 +
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vitamina D + memantina + donepezil [t(7): 2,94, p<0,05]. Juntos, os resultados da
figura 7A e da figura 7B mostram que os animais dos grupos Sham + ACSF + agua
e OVX + ACSF + agua aprenderam no numero de cruzamentos, mas ndo no numero
de levantamentos. Os grupos Sham + AB1-42 + agua e OVX + AB1-42 + 4gua néo
aprenderam no numero de cruzamentos e nem mesmo no numero de
levantamentos, mostrando dano na memoria de habituagdo ao campo aberto.
Contudo, o tratamento com a tripla associagdo de vitamina D + memantina +
donepezil reverteu completamente o dano da memoéria de habituagcdo ao campo
aberto, tanto no numero de cruzamentos quanto no numero de levantamentos,
causado pelo peptideo AB1-42 associado com a OVX. Isso indica que a tripla

associacdao foi protetora contra o dano na memoaria de habituagcado ao campo aberto.
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Figura 7. Efeito do tratamento com vitamina D (420 Ul/kg) + memantina (5 mg/kg) + donepezil (1

mg/kg), no teste da memdria de habituagcdo ao campo aberto, em camundongos fémeas Balb/C
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ovariectomizadas administradas com AB1-42 i.c.v. para inducéo do modelo animal de deméncia do tipo
DA. A figura A mostra o niumero de cruzamentos e a figura B mostra o nimero de levantamentos dos
animais no aparato de campo aberto. Os dados sdo expressos como média * erro padrdo da média

de 8-11 animais por grupo, *p<0,05 quando comparado com 0 mesmo grupo ha sessao treino.

A figura 8 mostra a dosagem de BDNF no hipocampo de animais Sham
ou OVX. ANOVA de uma via mostrou diferenca significativa [F(4,10)=4,57, p<0,05].
O teste post hoc de Newman-Keuls mostrou reducdo significativa nos niveis de
BDNF em todos os grupos experimentais quando comparado ao grupo controle e o
tratamento com vitamina D + memantina + donepezil ndo foi capaz de reverter este

efeito.
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Figura 8. Efeito do tratamento com vitamina D (420 Ul/kg) + memantina (5 mg/kg) + donepezil (1
mg/kg) nos niveis de BDNF no hipocampo de camundongos fémeas Balb/C ovariectomizadas
administradas com Afi42 i.c.v. para inducdo do modelo animal de deméncia do tipo DA. Os dados
sd0o expressos como média + erro padrdo da média de 3 animais por grupo, *p<0,05 quando
comparado ao grupo Sham + ACSF + agua.

Na figura 9 estdo os resultados de dosagem de TNFa no cortex frontal
(9A) e hipocampo (9B) de animais Sham e OVX. No cortex frontal a ANOVA de uma
via ndo mostrou diferengas significativas [F(4,16)=1,41, p=0,27]. Porém, no
hipocampo ANOVA de uma via mostrou diferencas significativas [F(4,14)=25,57,
p<0,01] para os niveis de TNFa. O teste post hoc de Newman-Keuls mostrou niveis
aumentados de TNFa nos grupos Sham + AB1-42 + agua, OVX + ACSF + 4gua e

OVX + AB1-42 + agua. O tratamento com vitamina D + memantina + donepezil

reverteu o aumento dos niveis desta citocina.
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Figura 9. Efeito do tratamento com vitamina D (420 Ul/kg) + memantina (5 mg/kg) + donepezil (1
mg/kg) nos niveis de TNFa no cortex frontal (A) e hipocampo (B) de camundongos fémeas Balb/C
ovariectomizadas administradas com AB1-42 i.c.v. para inducdo do modelo animal de deméncia do tipo
DA. Os dados s&o expressos como média + erro padrdo da média de 3-5 animais por grupo. **p<0,01
guando comparado ao grupo Sham + ACSF + agua. #p<0,01 quando comparado ao grupo OVX +
AB1-42 + agua.

A figura 10 mostra os resultados de dosagem de IL-13 no cortex frontal
(10A) e hipocampo (10B). ANOVA de uma via mostrou diferengas significativas
[F(4,17)=5,88, p<0,01] para os niveis de IL-1 no cortex frontal. O teste post hoc de
Newman-Keuls indicou que todos 0s grupos experimentais apresentaram diferencas
significativas em relacdo ao grupo controle, Sham + ACSF + agua. Isso indica que
no coértex frontal, o peptideo no grupo Sham, assim como a OVX e/ou peptideo
apresentaram niveis elevados de IL-13 e o tratamento com vitamina D + memantina

+ donepezil ndo reverteu este efeito. No hipocampo a ANOVA de uma via mostrou
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diferenca significativa na dosagem de IL-1B [F(4,20)=5,31, p<0,01]. O teste post hoc
de Newman-Keuls mostrou niveis aumentados de IL-13 nos grupos Sham + AB1-42
+ agua, OVX + ACSF + agua e OVX + AB1-42 + 4gua. O tratamento com vitamina D

+ memantina + donepezil reverteu 0 aumento dos niveis desta citocina.
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Figura 10. Efeito do tratamento com vitamina D (420 Ul/kg) + memantina (5 mg/kg) + donepezil (1
mg/kg) nos niveis de IL-1B no cortex frontal (A) e hipocampo (B) de camundongos fémeas Balb/C
ovariectomizadas administradas com A4z i.c.v. para indu¢do do modelo animal de deméncia do tipo
DA. Os dados séo expressos como média + erro padrao da média de 4-5 animais por grupo. **p<0,01
*p<0,05 quando comparado ao grupo Sham + ACSF + agua. #p<0,05 quando comparado ao grupo
OVX + AB1-42 + agua.

A figura 11 mostra a dosagem de IL-4 no cortex frontal (11A) e hipocampo
(11B) em animais Sham ou OVX. ANOVA de uma via mostrou diferenca significativa

[F(4,20)=6,67, p<0,01] para niveis de IL-4 no cértex frontal. O teste post hoc de

Newman-Keuls mostrou reducao significativa para os niveis de IL-4 no grupo Sham
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+ AB1-42 + agua e OVX + ACSF + agua no cértex frontal. No hipocampo, ANOVA de
uma via mostrou diferenca significativa [F(4,17)=7,57, p<0,01] para niveis de IL-4. O
teste post hoc de Newman-Keuls mostrou aumento significativo nos niveis de IL-4 no
grupo OVX + ACSF + agua, redugéo dos niveis desta citocina no grupo OVX + AB1-

42 + agua. Este efeito foi revertido pelo tratamento com a vitamina D + memantina +

donepezil.
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Figura 11. Efeito do tratamento com vitamina D (420 Ul/kg) + memantina (5 mg/kg) + donepezil (1
mg/kg) nos niveis de IL-4 no coértex frontal (A) e hipocampo (B) de camundongos fémeas Balb/C
ovariectomizadas administradas com AB1-42 i.c.v. para indu¢do do modelo animal de deméncia do tipo
DA. Os dados sao expressos como média + erro padrdo da média de 4-5 animais por grupo, **p<0,01
e *p<0,05 quando comparado ao grupo Sham + ACSF + agua. #p<0,05 quando comparado ao grupo
OVX + AB1-42 + agua.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que a cirurgia de remocao bilateral dos
ovarios (OVX) foi efetiva na reducdo dos niveis de E2 e, que o tratamento com
suplementacdo de vitamina D3 420 Ul/Kg por 17 dias foi capaz de aumentar os
niveis séricos de vitamina D3 nos animais suplementados de forma significativa.
Também foi possivel observar que a ocorréncia de niveis diminuidos de E2 em
combinacdo com a administracdo de peptideo AB1-42 foi capaz de induzir a danos
de memoria espacial de curto e longo prazo e de memaria de habituagcdo em campo
aberto. Além disso, induziu a reducgBes dos niveis da neurotrofina BDNF e da
citocina antinflamatéria IL-4 no hipocampo dos animais, bem como aumentou 0s
niveis de citocinas pré-inflamatérias TNFa no hipocampo e de IL-13 no hipocampo e
no coértex frontal dos animais estudados. Em contrapartida, o tratamento de
associacao tripla com vitamina D3 + memantina + donepezil foi capaz de reverter 0s
efeitos de dano a memaria espacial de longo prazo e a memoaria de habituacdo em
campo aberto, assim como reverter as alteragdes nos niveis de TNFa, IL-13 e IL-4

no hipocampo dos animais tratados.

Vale destacar que a OVX isoladamente também causou danos aos
animais, gerando prejuizo na memoria de curto prazo, diminuicdo dos niveis da
neurotrofina BDNF no hipocampo e da citocina antinflamatoéria IL-4 no cortex, além
de aumento de citocinas pré-inflamatérias TNFa (no hipocampo) e IL-1B (no cortex e
no hipocampo). A cirurgia de remocao dos ovarios (OVX), é utilizada em estudos
dos efeitos decorrentes do declinio da presenca de E2 em modelos animais de

menopausa (Rigalli e Loreto, 2009).

A senescéncia hormonal caracteristica da menopausa € parte natural do
processo de envelhecimento, e por vezes, esse decréscimo nos niveis de E2 resulta
em alteracbes fisiologicas no cérebro (Koebele e Bimonte-Nelson, 2016),
associando-se a déficits cognitivos e prejuizos de memoéria, além de maior
neurodegeneracdo (Candeias et al, 2016; Siebert et al, 2017). Relata-se, também,
gque a menopausa induzida cirurgicamente (OVX) é relacionada com uma maior
formacado de placas de peptideo AB1-42 (Bove et al, 2014; Candeias et al, 2016) e
com uma reducao acentuada da capacidade cognitiva (Bove et al, 2014; Nebel et al,

2018). Além disso, a idade precoce de inicio da menopausa (natural ou induzida)
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pode estar associada a um risco aumentado de deméncias e declinio cognitivo
(Nebel et al, 2018), fato que pode ser compreendido como uma relacdo entre um
maior tempo de privacdo da acdo do E2 e uma maior ocorréncia de alteragdes

intelectuais.

A escassez de E2, principalmente na regido hipocampal resulta em perda
de espinhas sinapticas e neurodegeneracéo (Nebel et al, 2018), além da conversao
de um estado metabolicamente ativo e saudavel para um estado de baixa atividade
metabdlica e oxidativo, com um desequilibrio na capacidade de depuracao amildide
(Zhao, Woody e Chhibber, 2015). Sugerindo, assim, que os efeitos outrora
benéficos da presenca do estrogénio, sdo sucedidos por uma maior predisposi¢cao a
deméncias, como a DA (Bove et al. 2014; Pike, 2016). Esta relacéo é reforcada por
estudos comparativos quanto aos niveis cerebrais de estrogénio em mulheres
idosas com e sem DA, onde as mulheres diagnosticadas com DA apresentaram
niveis reduzidos de 173-estradiol (Yue et al, 2005; Rosario et al, 2011). Ao comparar
estes resultados com a falta de diferencas significativas nos niveis cerebrais de
estrogénios entre homens com e sem DA (Rosario et al, 2011), pode-se sugerir que
a deplecdo estrogénica pode aumentar a vulnerabilidade a DA especificamente em
mulheres (Pike, 2016).

Estes achados corroboram com o presente estudo onde 0s animais
submetidos a OVX e, por consequéncia, com niveis mais baixos de E2
apresentaram prejuizo na memoria de curto prazo, aumento de citocinas proé-
inflamatorias, diminuicdo de neurotrofina e de citocina antinflamatoria, previamente
descritos. Além disto, quando a OVX foi associada a administracdo do peptideo ApR1-
42, os animais apresentaram um proeminente aumento da citocina IL-18 no cortex
(pré-inflamatoéria) (figura 10A) e uma potencializagdo dos danos de memobria de

longo prazo.

Os danos a memoaria, especialmente, sdo caracteristicos do periodo poés-
menopausa, visto que quase metade das mulheres relatam problemas de atencéo,
concentracdo e memoaria nesta fase (Woods, Mitchell e Adams, 2000), sendo que
cerca de um terco destas caracterizam estes disturbios como de gravidade
moderada, tornando-se um possivel indicativo de disfuncdo cognitiva (Vega et al,
2016). No presente estudo, a avaliacdo dos parametros comportamentais e da

capacidade de aprendizagem dos animais demonstrou que a administracdo de
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peptideo AB1-42 foi capaz de induzir a danos de memdéria espacial de longo e curto
prazo (labirinto radial e labirinto em Y, respectivamente) e memodria de habituacéo
em campo aberto. Tendo em vista que a diminuicdo da capacidade cognitiva e 0
declinio da memoria espacial sdo sintomas clinicos da DA, danos de aprendizagem
e de memoria espacial ja foram relatados em estudos com camundongos
transgénicos (Morgan et al, 2000; Kiyota et al, 2010;) e em modelos de
administracao de oligdbmeros ABR1-42 (Budni et al, 2017; Garcez et al, 2018), pois 0
acumulo de peptideo AB é capaz de causar toxicidade as células neurais, causando
um prejuizo caracteristico da DA, induzindo a um declinio cognitivo tanto de
memoria espacial quanto de habituacdo (Budni et al, 2017; Garcez et al, 2017),
contribuindo para a validade do modelo de deméncia em induzir danos semelhantes
a patologia.

A utilizacdo de labirintos comp&e uma técnica classica para estudos de
memoria em roedores e possibilita a avaliacdo de memoérias de longo prazo
(referéncia) e de curto prazo (trabalho), além de possibilitar a utilizacdo de
orientacdo espacial através de pistas, incentivando esta tendéncia costumeira dos
roedores de se locomoverem utilizando sinais de referéncia. Ademais, a aplicacao
de labirintos no estudo da memoéria de roedores é sensivel aos efeitos de alteracdes
hormonais gonadais associadas ao envelhecimento, a reducado folicular e a OVX

(Koebele e Bimonte-Nelson, 2016).

Neste estudo, o labirinto radial foi utilizado para a avaliagdo da memoria
de longo prazo com orientacdo espacial e, para tanto, o animal deveria encontrar a
recompensa alimentar em dias subsequentes, resultando em um volume de
memoéria de trabalho cumulativo no decorrer dos testes, gerando em uma memoaria
de referéncia. Essa avaliagdo € especialmente interessante nos estudos
translacionais de menopausa, pois é considerada uma medida semelhante a tarefa
de memdria verbal, impraticAvel em modelos animais, mas que muitas vezes é
afetada em mulheres neste periodo (Koebele e Bimonte-Nelson, 2016). Entretanto,
os resultados decorrentes ndo demonstraram que a OVX isoladamente induziu a
dano de memoria espacial de longo prazo, pois 0s animais do grupo OVX + ACSF +
agua aprenderam a tarefa no terceiro dia de teste, da mesma forma que o grupo
controle (Sham + ACSF + agua). Porém, ao associar a OVX a administracdo do

peptideo AB1-42, o resultado foi indicativo de prejuizo de memoria, pois 0s animais
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nao conseguiram aprender a tarefa, sendo que no grupo onde foi apenas induzida a
deméncia (Sham + AB1-42 + agua) sem a OVX, os animais haviam aprendido
apenas no quinto dia do teste, 0 que ja caracteriza um prejuizo & memadria mas que,
contudo, foi intensificado pela combinagéo com indu¢do a menopausa. Em adicao, o
tratamento associado de vitamina D, memantina e donepezil foi capaz de reverter

este dano.

Ainda, neste estudo foi avaliada a memoria espacial de curto prazo
através do labirinto em Y, uma vez que nos estagios iniciais da DA, os pacientes
costumam apresentar desorientacdo e comprometimento da memoaria visuoespacial
como consequéncia mais evidente de dano a memoaria (Tu et al, 2015; Foxe et al,
2016). Nesta avaliacdo, demonstrou-se que, tanto a OVX como a administracao do
peptideo AB1-42, foram capazes de induzir ao dano de memaria, de forma isolada e
em combinacao, pois grupo controle foi o Unico a apresentar diferenca significativa
entre as duas sessoes, indicando que ndo obteve danos, diferentemente dos grupos
submetidos a OVX (Cai et al, 2013; Hawley et al, 2014; Zingue et al, 2018) ou ao
peptideo AB1-42 (Budni et al., 2017; Garcez et al, 2018), nos quais ja esperava-se
gue houvesse dano cognitivo de memoéria. Os dados de dano a memoéria de curto
prazo assemelham-se aos resultados encontrados por Wolf e colaboradores (2016),
onde camundongos transgénicos para modelo de DA foram submetidos ao teste de
labirinto em Y e os grupos com deméncia induzida ndo demonstraram diferencas
significativas de alternancia entre os bragos do aparato. Fato este que pode ser
relacionado com a possibilidade de os camundongos ndo reconhecerem os bracos
previamente visitados, ndo diferenciando o braco novo dos demais (Wolf et al,
2016).

Estes resultados se identificam com os obtidos em um estudo com um
modelo animal de inducdo a DA através de privacdo prolongada de hormdnios
ovarianos, induzida por OVX, combinada com administracado de D-galactose (D-gal)
em que os animais submetidos ao modelo de DA tiveram um tempo gasto no braco
novo sem diferencas significativas em relacéo ao braco previamente visitado (Gok et
al, 2016). Resultados semelhantes foram encontrados em modelos animais de OVX
(Cai et al, 2013) e DA isoladamente (Garcez et al, 2018). Nestes estudos em que
estuda-se OVX ou modelo de DA isoladamente, os tratamentos com &cido
rosmarinico (Gok et al, 2016), tenuigenina (Cai et al, 2013) e minociclina (Garcez et
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al, 2018) foram efetivos na reversdo dos danos de memoéria de curto prazo avaliadas
no labirinto em Y, diferindo dos resultados encontrados neste estudo, onde o
tratamento associado de vitamina D, memantina e donepezil ndo conseguiu

modificar este parametro.

Em contrapartida, na memoaria de habituacdo ao campo aberto, a tripla
associacao foi protetora contra o dano causado pela administracdo do peptideo em
combinacdo com a OVX, diferindo de estudos prévios onde a suplementagdo com
vitamina D em ratas ovariectomizadas, e a propria OVX isoladamente, ndo alteraram
estes parametros (Siebert et al, 2018). Esta avaliacdo através do teste em campo
aberto analisa, através da habituacdo comportamental a um novo ambiente, as
tarefas de aprendizagem nado-associativas (Vianna et al, 2000). Os danos a memoria
de habituacdo ao campo aberto demonstrados nesse estudo assemelham-se aos
dados de outras pesquisas onde tanto a OVX (Djiogue et al, 2018) quanto a DA
(Orta-salazar, Feria-velasco e Diaz-cintra, 2017) causaram declinios de desempenho

nas tarefas cognitivas motoras e no comportamento exploratorio (Gok et al, 2016).

Em geral, as tarefas de memdéria associativa podem ser bastante Uteis na
percepcdo do comprometimento decorrente da DA, pois sdo dependentes da
integridade do hipocampo, uma das principais regifes afetadas nesta patologia
(Sperling et al, 2010), e que desempenha uma funcéo critica na orientacdo espacial
e navegacao (Lee et al, 2014). Tendo em vista que a memdéria de curto prazo
relaciona-se mais a areas do cértex pré-frontal, enquanto que a memdria de longo
prazo esta mais ligada a regido hipocampal (Lee et al, 2014; Djiogue et al, 2018), os
resultados deste trabalho em relacdo aos testes comportamentais de memoria
podem ser justificados, ao menos parcialmente, pelo fato de que a vitamina D possui
uma atuacdo mais notavel no hipocampo (Brown et al, 2003; Dursun, Gezen-Ak e
Yilmazer, 2011; Annweiler e Beauchet, 2012), uma vez que o tratamento associado
de memantina + donepezil + vitamina D foi eficaz no teste do labirinto radial
(memodria de longo prazo), porém néo teve efeitos benéficos no teste do labirinto em

Y (memoria de curto prazo).

7

O hipocampo € uma importante regido do cérebro relacionada com as
funcbes de memodria e aprendizagem (Sahin et al, 2019), além de conscientizagéo
contextual e espacial (Barrientos et al, 2016; Deuker et al, 2016), sendo responsavel

por formar novas associacfes entre elementos de informacdes previamente nao



47

relacionadas, contribuindo para a codificacdo episodica (Sperling et al, 2010;
Knierim, 2015; Barrientos et al, 2016; Deuker et al, 2016). O complexo hipocampal é
uma das primeiras regides afetadas durante a patologia da DA tendo sua
conectividade alterada e apresentando-se como um parametro importante na DA
pré-clinica (Harrison et al, 2015). J4 em relacdo a menopausa, destaca-se que o E2
tem notavel atuacdo no hipocampo, posto que exerce seus efeitos cerebrais atraves
de receptores ERa e ERP localizados nas espinhas dendriticas, nos dendritos,
axénios e nucleo dos neurdnios do hipocampo (Djiogue et al, 2018). Sua relacao
com a vitamina D, por sua vez, destaca-se pelos efeitos benéficos que esta
substancia exerce nesta regido, tais como: reducdo do estresse oxidativo nos
neurdnios hipocampais (Dursun, Gezen-Ak e Yilmazer, 2011; Annweiler e Beauchet
2012), reconstrucdo de redes neurais funcionais, aumento da sintese de agentes
neurotréficos e aceleramento do crescimento dos neurdnios (Brown et al 2003),
atenuacgao do acumulo de peptideo AR1-42 e reversdo do quadro inflamatério local
(Nissou et al 2014) e ajuste na expressdo de citocinas inflamatorias (Landel et al,
2016). Sendo assim, um impacto no processo inflamatério relativo ao uso de

vitamina D ndo deve ser considerado inesperado (Landel et al, 2016).

Neste estudo, foi observado que em relacdo a expressdo de citocinas
inflamatorias houve um aumento nos niveis de TNFa no hipocampo e de IL-1B no
hipocampo e no cértex frontal dos animais submetidos a OVX e/ou administracéo de
peptideo AB1-42, o que reforca a tese de que tanto a privacdo de E2, quanto a DA
apresentam um perfil predisponente a um ambiente inflamatoério. Estudos prévios
evidenciaram a relagao entre os niveis de TNFa e a DA ao utilizarem estratégias
antinflamatérias em camundongos transgénicos resultando em uma reducdo da
patologia relacionada ao peptideo AB1-42 e a proteina tau e restaurando os déficits
de memoria apds regularem a sintese de TNFa (Gabbita et al, 2015) ou a atuagao

de seu receptor (Detrait et al, 2014).

Estes dados corroboram estudos prévios em que a administragéo de AB1-
42 aumentou a secrec¢ao de citocinas inflamatodrias, como IL-13, TNFa, IL-6 e IL-10
(Mizwicki et al, 2013; Garcez et al, 2017). De anteméo, consta que niveis
significativamente elevados de citocinas pro-inflamatorias, como a IL-13, em regides
cerebrais relacionadas com cogni¢cdo, como o hipocampo, tém sido prejudiciais em

relacdo a memaoria em ratos adultos jovens (Barrientos et al, 2016). Esta correlacao
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pode ser reforcada com a observacao dos dados deste estudo em relagdo a dano a
memoria (figuras 5, 6 e 7) e de dosagem de citocinas pro-inflamatérias (figuras 9B e
10), onde os grupos de animais que apresentaram aumento de TNFa e IL-1
também demonstraram lesdo na memdria de curta e longa duracéo e de habituacéo

em campo aberto.

A prevaléncia do aumento da expresséo de citocinas pro-inflamatorias no
hipocampo neste estudo, pode ser corroborada pela analise feita por Barrientos e
colaboradores (2016), onde concluiu-se que a resposta amplificada de citocinas foi
especifica no hipocampo de ratos envelhecidos, ndo sendo observada no
hipotalamo, cértex parietal, cortex pré-frontal, baco ou soro. Este fato pode ser
justificado pela alta expresséo de receptores de IL-1 nos neurdnios e glia nas células
granulares do giro denteado e na camada de células piramidais do hipocampo e pela

populacao microglial particularmente densa nesta regiao (Barrientos et al, 2016).

Todavia, o tratamento associado de vitamina D + memantina + dopenezil
foi capaz de reverter o aumento das citocinas TNFa e IL-1B de forma significativa
(figuras 9B e 10B) nos animais submetidos a OVX associada a DA. Desta forma,
reforcando a competéncia antinflamatéria da vitamina D, ja reportada em estudos
prévios onde os efeitos desta vitamina foram capazes de reduzir parametros
inflamatorios no hipotalamo (Farhangi et al, 2017), e reverter os niveis de citocinas
inflamatoérias decorrentes do acumulo de peptideo AB1-42 (Mizwicki et al, 2013).
Contudo, neste trabalho, ndo se pode afirmar que esse efeito foi exclusivamente
devido a administracdo de vitamina D, jA que néo foi realizado um grupo
administrado somente com vitamina D e um grupo administrado somente com

memantina e donepezil.

As citocinas sdo consideradas importantes mediadoras no processo de
neuroinflamacdo e, apesar de serem classificadas como pr6 e antinflamatorias, o
seu equilibrio € que destaca-se como fundamental na resposta efetiva frente a
injurias no sistema nervoso central (Uchoa, Moser e Pike, 2016). Desta forma, a
analise dos niveis de IL-4, uma citocina antinflamatoria, também foi realizada neste
estudo. Assim, observou-se que a IL-4 teve seus niveis diminuidos nos grupos
submetidos a DA ou OVX (isoladamente) no cortex frontal, e nos grupos expostos a
OVX e a administracdo do peptideo AB1-42 concomitantemente no hipocampo.

Estudos prévios demonstraram resultados semelhantes através da reducdo dos
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niveis de IL-4 apds a privacdo estrogénica (Yasui et al, 2007; Ma et al, 2007) e na
DA (Tai et al, 2015; Budni et al, 2017; Garcez et al, 2017)

Todavia, o tratamento triplo de associacdo com vitamina D foi capaz de
restaurar os niveis desta citocina no hipocampo nos animais submetidos a OVX
juntamente com DA, corroborando com a atividade antinflamatoria previamente
destacada da vitamina (Annweiler, 2016). Entretanto, essa eficacia ndo pode ser
totalmente atribuida a vitamina D, visto que ndo houve avaliacdo destes parametros

em grupos com administracao isolada de vitamina ou memantina e donepezil.

E necessario evidenciar que no hipocampo o grupo OVX (OVX + ACSF +
agua) surpreendentemente apresentou niveis elevados de IL-4. Resultados de um
estudo realizado por Villa e colaboradores (2015) também demonstraram resultados
inesperados na relagéo entre IL-4 e E2, onde aparentemente a atividade da IL-4 foi
afetada negativamente pela presenca de E2. Tais fatos ainda carecem de maiores

estudos para sua compreenséao de forma mais assertiva.

Ainda, neste estudo foram avaliados os niveis de BDNF no hipocampo
dos animais, e demonstrou-se que tanto a OVX quanto a administracdo do peptideo
AB1-42 foram efetivos na reducdo dos niveis desta neurotrofina. Esses resultados
apoiam a teoria de que a diminuicdo dos niveis de E2, assim como a DA, geram
uma reducdo nos niveis de neurotrofinas, entre elas o BDNF. Resultados
semelhantes foram encontrados ao evidenciar a correlacdo negativa significativa
entre os niveis séricos de BDNF e a idade da menopausa (Czyzyk et al, 2017),
assim como ao destacar que a expressao de BDNF no hipocampo pode ser alterada
significativamente por variacdes nos niveis de E2 (Wu et al, 2015; Zhao, Woody e
Chhibber, 2015). Da mesma forma, alteracdes na expressdo de BDNF foram
relacionadas a DA (Peng et al, 2005), levando a diminuicdo de seus niveis
(Yasutake et al, 2006; Lee et al, 2009; Gezen-Ak et al, 2013). Porém o tratamento
com associacao tripla ndo foi capaz de reverter este efeito, diferindo de um estudo
realizado por Sahin e colaboradores (2019), no qual a vitamina D foi capaz de
aumentar os niveis de BDNF no hipocampo. Vale salientar que no estudo citado os
animais foram submetidos a um protocolo experimental de epilepsia, ndo ocorrendo
a administracdo de peptideo AB1-42 e a privacdo estrogénica, fato de pode tornar o
resultado encontrado nesse estudo dependente do modelo estudado, implicando em

vias e mecanismos especificos que precisam ser posteriormente esclarecidos.
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Contudo, o tratamento associado de vitamina D, memantina e donepezil
demonstrou resultados positivos, em geral. Pois foi capaz de reverter os danos de
memoéria espacial de longo prazo e de memaria de habituagdo em campo aberto,
além de reestabelecer os niveis de citocinas antinflamatorias e proé-inflamatorias.
Esse fato € consideravelmente importante, visto que atualmente ndo ha cura para a
DA e os tratamentos classicos atuais, além de terem efeitos transitorios, sao
limitados em relacdo a melhorias de cognicao (Annweiler, 2011; Mielke et al, 2012).
Portanto, a associacdo dos medicamentos classicos com uma substancia
previamente conhecida e aprovada, como a vitamina D, facilitaria a insercdo de um
tratamento combinado como parte de um regime de “multiplas drogas” visando
diferentes alvos, com capacidade de melhoria dos prejuizos ja conhecidos causados
pela DA.

Além disso, previamente, mostrou-se que os niveis do receptor VDR no
cérebro na presenca do peptideo AB1-42 foram diminuidos, mesmo em pacientes
com niveis suficientes de vitamina D, o que indica que a suplementacédo pode ser
necessaria mesmo em pacientes sem hipovitaminose buscando estimular e regular
0S mecanismos mediados pela vitamina D no cérebro, prejudicados pela
fisiopatologia da DA (Dursun, Gezen-Ak e Yilmazer, 2011). Com isso, expde-se a
relevancia de associar a vitamina D a farmacos classicos presentes na terapéutica

destes pacientes.

Por fim, existem evidéncias ligando o sexo feminino a uma resposta
prejudicada no tratamento com farmacos classicos para a DA, indicando um
progresso mais lento de melhora clinica com o uso de inibidores da colinesterase em
mulheres, especialmente naquelas com a presenca do alelo ApoE4, diferentemente
do sexo masculino, em que a progressao clinica foi mais rapida (Zhao, Woody e
Chhibber, 2015), justificando assim, a necessidade de estudos continuos em busca
de solugdes com atuacdo especifica neste publico-alvo. Portanto, de acordo com
este estudo observa-se que a associacao da vitamina D com memantina e donepezil
pode ser uma importante estratégia terapéutica futura para a DA, principalmente em

mulheres.
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6. CONCLUSAO

Apesar das diversas evidéncias relacionando a vitamina D e a diminui¢ao
do declinio cognitivo, poucos estudos investigaram os efeitos da suplementacao
desta vitamina em associagdo com farmacos classicos como o donepezil e
memantina em modelos animais de DA, e este estudo € o primeiro a avaliar esse
tratamento em um modelo duplo, DA e OVX. Seus resultados demonstram
primeiramente que o modelo de indugdo & OVX em associagdo com a administracéo
de peptideo AB1-42 foi efetivo na privacdo estrogénica, reduzindo os niveis de E2 e,

posteriormente, na inducdo de dano de meméria em camundongos fémeas.

Em contrapartida, o tratamento com associacdo de vitamina D,
memantina e donepezil foi capaz de aumentar os niveis séricos de vitamina D,
reverter os danos de memoaria espacial de longo prazo e de memoria de habituacdo
em campo aberto, pelo menos em parte por reduzir niveis de TNF-a e IL-13, bem
como aumentar niveis de IL-4 no hipocampo. Porém foi incapaz de reestabelecer os

parametros de memoria de curto prazo e de niveis de BDNF no hipocampo.

Essas descobertas fornecem uma nova perspectiva para estudos
complementares visando compreender e modular o impacto da privacdo de
estrogénio em complemento aos danos notaveis causados pela DA. De forma
positiva, esta busca pode levar ao descobrimento de novas abordagens terapéuticas
com resultados realmente efetivos na reducdo dos danos cognitivos e

comportamentais decorrentes da deméncia, como a DA.
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