UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS:
BIOQUIMICA

Vitor Gayger Dias

AVALIAGAO DA BARREIRA HEMATOENCEFALICA EM RATOS WISTAR
SUBMETIDOS AO MODELO DE DEMENCIA TIPO ALZHEIMER E EFEITO DA
EXENDINA-4 NA NEUROPROTEGAO

Porto Alegre
2021



Vitor Gayger Dias

AVALIAGAO DA BARREIRA HEMATOENCEFALICA EM RATOS WISTAR
SUBMETIDOS AO MODELO DE DEMENCIA TIPO ALZHEIMER E EFEITO DA
EXENDINA-4 NA NEUROPROTEGAO

Dissertacao apresentada ao Programa de
Po6s-Graduagdo em Ciéncias Biologicas:
Bioquimica do Instituto de Ciéncias Basicas
da Saude da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul como requisito parcial para a

obtencgao do titulo de mestre em Bioquimica.

Orientador: Prof. Dr. Carlos Alberto

Goncalves

Porto Alegre
2021



CIP - Catalogagao na Publicacao

Gayger Dias, Vitor )

AVALIACED DA BARFREIRA HEMATOENCEFALICA EM RATOS
WISTAR SUBMETIDCS A0 MODELO DE DEMEMCIA TIPD ALEHEIMER
E EFEITC DA EXENDINA-4 NA HEUP.GPRC?IEI:?'.G / Witor Gayger
Dias. —— 2021.

48 £,

Orientador; Carlos Alberto Gongcalwes,

Dissertacdo {(Mestrado) -— Universidade Federal do
Rig Grande do Sul, Instituto de Ciéncias Basicas da
Sande, Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncias
Biolégicas: Bicguimica, Porto Alegre, BR-ES, 2021,

1. Doenga de Alzheimer. 2. Barreira
Hematoencefalica. 3. Barreira Hematoliguorica. 4.
Exendina-4, 5. S5TE. I. Goncalves, Carlos ARlbsrto,

orient. TI. Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geragdo Aulomatica de Ficha Catalografica da UFRGS com os
dados fornecidos palola) autor({a).




Agradecimentos

Aos meus pais Marilene e Flavio, pelo carinho, amor e dedicagdo com que me
criaram e por sempre depositarem confiangca em mim.

A minha esposa e colega de laboratério Vanessa, pelo apoio, companheirismo
e profissionalismo.

Ao meu irmao Bruno, pela parceria e amizade durante toda minha vida.

Aos meus sogros e cunhadas, por ndo me deixarem desistir, sempre me
apoiando e motivando.

Ao meu orientador Carlos Alberto Gongalves “CA”, por me aceitar no
laboratdrio, por proporcionar essa experiéncia unica, por ser além de orientador, um
psicologo, amigo e pai.

Aos meus queridos colegas de laboratério, principalmente ao “Embustedo”,
pela colaboragao, amizade, conhecimento e confianga que me foram passados.

Ao pessoal da secretaria, em especial Giordano, Cléia e Douglas, que nos
auxiliam de todas as maneiras possiveis, inclusive fora de horario de trabalho.

Aos funcionarios da portaria e da limpeza, que fazem um trabalho
importantissimo, sempre com um sorriso no rosto, em especial a Silvana, que alegra
nossas manhas.

A todos que de uma forma ou outra colaboraram com a ciéncia, tornando o
conhecimento uma chave contra o obscurantismo.

Ao meu eterno presidente Luis Inacio Lula da Silva, por através do PROUNI
permitir minha graduagao, sendo um dos muitos filhos de familia pobre beneficiados
pelo programa.

As agéncias de fomento CAPES, CNPq e FAPERGS, pelo auxilio financeiro,

sem o qual ndo seria possivel a realizacdo deste trabalho.



“O conhecimento nos faz responsaveis”.

Che Guevara

v



PARTE | ettt ettt ettt e st e e st e e en e e e na e e e anre e e e aneee e 1
T INTRODUGAOQ ...ttt ettt ettt e et et enete e nnanas 5
1.1 D0oenga de AlZNEIMET........cooeeeeeeeeeee e 5
1.1.1  EStreptOoZOtOCING ... 7

1.2 Barreira HematoencefaliCa ... 7
1.2 AIDUMING ..o 8

1. 2.2 ClaudINaS ... 8
LG I o U =T oo 4 T = 13T 8
I ) 30 9
(2R €1 U Iy RO 10

1.3 GLP-1 € EXENAING-4 .....ooeiiiiiiiiiiie e 10

2 OBUETIVOS ...ttt ettt e et e e e et e e e e e nee e e e e e amnneeaeeaannneeaeenn 12
2.1 ODJELIVO GEIAI......eiiiiiiiiiiiiee e 12
2.2 ODjetiVOS ESPECITICOS .....uuvuiiiiiiiiiiiiiiiii i 12
N =S 1 SRR 13
S METODOLOGIA....cc et et e e e et e e e e e nee e e e e aanneeeaeeanreeeeeeanees 14
3.1 ANIMAIS ..ot 14
3.2 GrupoSs eXPEriMENTAIS ... ..ceeeeeeeeeieiiiiie e e e e 14
3.3 Desenho Experimental...........oooooiiiii i 15
3.4 Inducao do Modelo de Alzheimer ESporadiCo............ccevveeiiiiiiiiieiiiiiceeeeeiiine, 15
3.5 TratamENTO ... 16
3.6 Teste Comportamental ...........coooeiiiiiiii e 16
3.7 Anestesia, Eutanasia e Coleta de AmMOStras...........ccccvveeiviiiiiiiiiiiiiiiceceee e 17
3.8 Captagao d€ GlICOSE .......ouueiiiiiiie e 17
3.9Western BIOttNG ....c.ouiiii e 18



3.10 Dosagem de Albumina No LiQUOT ..........ccoevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 19

3.11 Dosagem de AlIBUMING NO SO0 ........ccviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeee e 20
3.12 Analise estatistiCa............oooviiiiiiiiiiii 20
S O | I 5 0 S 21
4.1 EX-4 reverte déficit cognitivo induzido por STZ ... 21

4.2 EX-4 reverte diminuigao da captacéao de glicose 4 semanas apos infusao de STZ

4.3 Conteudo de albumina liqudrica e sérica ndo foram alterados ........................ 23

4.4 STZ diminui os niveis de Claudina-2 no hipocampo de ratos Wistar 4 semanas

APOS INFUSA0 ICV ... e e e 24

4.5 STZ néo altera homeostase hidrica e idbnica em modelo de DAe..................... 25
N I | TSR 26
BDISCUSSAD ...ttt 27
B CONCLUSAO. ...ttt enene . 31
7 PERSPECTIVAS ...ttt et e e et e e st e e e ente e e e neeeeaneeas 32
8 APOIO FINANCEIRO .....cciiiieeeiiee ettt ane e et e e anee e eneeas 33
9 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......ooooieieeeeeeeeeeeee e 34

VI



PARTE |



RESUMO

A Doenca de Alzheimer (DA) é uma doenga neurodegenerativa progressiva associada
a uma variedade de sintomas neuropsiquiatricos e comportamentais. A analise de
tecido cerebral de pacientes com DA revela lesdes caracteristicas como acumulo do
peptideo B-amiloide, emaranhados neurofibrilares e gliose. O sistema nervoso central
(SNC) é seletivamente permeavel a moléculas, essa seletividade se deve a presenca
da barreira hematoencefalica (BHE) e da barreira hematoliquérica (BHL). Estas
barreiras possuem um complexo de jung¢des oclusivas, que inibem a difusdo
paracelular de moléculas. Diversos estudos tém demonstrado que o acumulo do
peptideo [-amiloide pode comprometer a integridade da BHE resultando em
neurodegeneracgao. Alteragdes na permeabilidade das barreiras sdo acompanhadas
de mudancgas na expressao de proteinas especificas como aquaporinas, claudinas, e
Kir 4.1. Entretanto, pouco se sabe sobre as barreiras no modelo de deméncia induzido
com estreptozotocina (STZ), cujas alteragdes precedem o acumulo do peptideo B-
amiloide. Pacientes com DA apresentam elevado estresse oxidativo e
hipometabolismo da glicose encefalica, possivelmente pelo prejuizo na sinalizagéo da
insulina cerebral. Portanto, drogas utilizadas no tratamento do diabetes sao sugeridas
como benéficas nos casos de DA. Os agonistas dos receptores do peptideo
semelhante ao glucagon (GLP-1Rs) ja demonstraram ter efeitos neuroprotetores na
patologia da DA. A Exendina-4 (EX-4), uma destas drogas, também ja demonstrou ter
efeito protetor na funcionalidade da BHE em casos de diabetes mellitus e traumatismo
cranio encefalico, no entanto, seu papel nos provaveis danos na BHE causados pela
DA nao estédo estabelecidos. Neste trabalho, analisamos que prejuizos cognitivos e
do metabolismo da glicose no modelo de deméncia induzido por STZ s&o revertidas
pela EX-4. Observamos que os parametros de BHE nao sao alterados até 4 semanas,
mas que a BHL se mostra comprometida em 4 semanas. Demonstramos que a relagao
entre DA e metabolismo da glicose & muito estreita, havendo melhora significativa em
diversos parametros bioquimicos a partir do uso de EX-4, fortalecendo o potencial dos

agonistas do GLP-1R como alternativa terapéutica para DA.

Palavras chave: Doenca de Alzheimer, Barreira Hematoencefalica, Barreira
Hematoliqudrica, Exendina-4, STZ.



ABSTRACT

Alzheimer's Disease (AD) is a progressive neurodegenerative disease associated with
a variety of neuropsychiatric and behavioral symptoms. Analysis of brain tissue from
AD patients reveals characteristic lesions such as B-amyloid peptide accumulation,
neurofibrillary tangles and gliosis. The central nervous system (CNS) is selectively
permeable to molecules, this selectivity is due to the presence of the blood-brain barrier
(BBB) and the blood-cerebrospinal barrier (BCSFB). These barriers have a complex of
tight junctions, which inhibit the paracellular diffusion of molecules. Several studies
have shown that the accumulation of 3-amyloid peptide can compromise the integrity
of the BBB, resulting in neurodegeneration. Changes in barrier permeability are
accompanied by changes in the expression of specific proteins such as aquaporins,
claudins, and Kir 4.1. However, little is known about the barriers in the model of
streptozotocin-induced (STZ-induced) dementia, whose alterations precede the
accumulation of B-amyloid peptide. AD patients have high oxidative stress and brain
glucose hypometabolism, possibly due to impaired brain insulin signaling. Therefore,
drugs used to treat diabetes are suggested as beneficial in AD cases. Glucagon-like
peptide receptor agonists (GLP-1Rs) have been shown to have neuroprotective effects
in AD pathology. Exendin-4 (EX-4), one of these drugs, has also been shown to have
a protective effect on the functionality of the BBB in cases of diabetes mellitus and
traumatic brain injury, however, its role in the probable damage to the BBB caused by
AD has not been established. In this work, we analyze that cognitive and glucose
metabolism impairments in the STZ-induced dementia model are reversed by EX-4.
We observed that the BBB parameters are not changed up to 4 weeks, but that the
BCSFB is compromised within 4 weeks. We demonstrate that the relationship between
AD and glucose metabolism is very close, with significant improvement in several
biochemical parameters from the use of EX-4, strengthening the potential of GLP-1R

agonists as a therapeutic alternative for AD.

Key words: Alzheimer's Disease, Blood Brain Barrier, Blood Cerebrospinal Fluid
Barrier, Exendin-4, STZ.
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1 INTRODUGAO

1.1 Doen¢a de Alzheimer

A Doenca de Alzheimer (DA) foi descrita inicialmente em 1906, pelo psiquiatra
e neuropatologista aleméao Alois Alzheimer. Em 1901 no Asilo de Frankfurt, Alzheimer
tratou uma paciente de 51 anos que apresentava perda progressiva de memoria. O
quadro agravou e ela faleceu 5 anos depois. Na autdpsia, notou que o cortex cerebral
da paciente parecia atrofiado, com aumento dos sulcos. Ele também identificou
alteracdes histopatoldgicas, que viriam a ser conhecidas como marcadores
importantes da condigdo degenerativa que atualmente leva o nome de Alzheimer .

A DA é uma doenga neurodegenerativa caracterizada por perda neurolégica
progressiva associada a uma variedade de sintomas neuropsiquiatricos e
comportamentais, especialmente perdas cognitivas, déficit de memoria, deterioragao
da linguagem e prejuizo da convivéncia social .

Histopatologicamente a DA é caracterizada por perda sinaptica e morte
neuronal, principalmente nas regides cerebrais responsaveis pelas fungdes
cognitivas, incluindo o cértex cerebral, o hipocampo, o cértex entorrinal e o estriado
ventral. As principais caracteristicas encontradas em encéfalos de pacientes
portadores de DA incluem acumulo de placas B-amiloide localizados no espaco
extracelular, principalmente nas paredes dos vasos sanguineos, acumulo de
filamentos anormais da proteina tau hiperfosforilada com consequente formacgao de
emaranhados neurofibrilares no espaco intracelular, ativagdo da glia, aumento de
estresse oxidativo e neuroinflamagéo .

Outras alteragdes cerebrais incluem os processos de neuroinflamacgao e atrofia.
Sabe-se que o acumulo de B-amiloide e proteina tau ativam a microglia. Estas células
tentam eliminar as proteinas toxicas, bem como os restos disseminados de células
mortas. Quando a microglia ndo consegue acompanhar tudo o que precisa ser
eliminado, seus esforgcos passam a ser insuficientes, gerando um processo de
neuroinflamacao crénica. A atrofia ou encolhimento encefalico ocorre devido a grande
perda de células e a fungcédo cerebral € ainda mais agravada por diminuicbes na

capacidade do cérebro de metabolizar a glicose, sua principal fonte de energia 8.



A DA pode ser desenvolvida de duas formas distintas, a DA familiar (DAs) e a
DA esporadica (DAe). A DAré uma doencga autossémica dominante com inicio antes
dos 60 anos. A primeira mutagao causadora da DAs a ser identificada foi no gene da
proteina precursora de amiloide (APP) no cromossomo 21, entretanto mutagdes nos
genes altamente homoélogos da presenilina-1 e da presenilina-2 sdo responsaveis pela
maioria dos casos de DAr. Apesar disso, a forma familiar da doenca é rara, com
prevaléncia abaixo de 0,1%. A DAe € a forma mais comum, sendo responsavel por
mais de 95% dos casos de DA, caracterizada por um inicio mais tardio (acima de 60
anos) por falha na eliminagdo e consequente acumulo de peptideo B-amiloide nos
tecidos cerebrais °.

Diversos fatores de risco estdo associados com o desenvolvimento de
deméncia e DAe. Dentre eles podemos citar o diabetes mellitus (DM), hipertenséo,
tabagismo e obesidade, por exemplo. Um dos fatores de destaque € o DM, pois o
desenvolvimento da deméncia esta intimamente relacionado ao metabolismo da
glicose 1011,

Dentre as alteragdes bioquimicas e moleculares na DA, podemos destacar o
hipometabolismo da glicose e a diminui¢do da expresséo do Transportador de Glicose
| (GLUT-1) na Barreira Hematoencefélica (BHE). Estes fatores levantam questdes
opostas: as alteragcdes na BHE ocorrem devido a diminuigdo da demanda de glicose
por um cérebro disfuncional; ou o cérebro € disfuncional na DA porque a BHE néo
esta fornecendo quantidades adequadas de glicose, modificando o metabolismo do
Sistema Nervoso Central (SNC) 1213,

Em 2015, a DA afetava cerca de 47 milhdes de pessoas ao redor do mundo
(cerca de 5% da populacéo idosa mundial) e as estimativas apontam que este numero
deve aumentar para 75 milhdes em 2030 e 132 milhdes em 2050. Estudos recentes
apontam que globalmente quase 9,9 milhdes de pessoas desenvolvem DA a cada
ano.? No Brasil, a estimativa em 2009 era de que existiam cerca de 1,1 milhdes de
pessoas com DA, mas estes dados possivelmente estavam subnotificados, devido a
problemas de diagndstico 4.



1.1.1 Estreptozotocina

Existem diversos modelos animais para estudar e compreender a DA. Um dos
modelos ndo-transgénicos bem estabelecido na literatura € obtido através de injegao
intracerebroventricular (ICV) de estreptozotocina (STZ). A STZ é uma droga com agao
antibidtica experimentalmente utilizada para indu¢ado de DM tipo |, devido a sua agao
toxica para as células B-pancreaticas, prejudicando a sintese de insulina 1516,

Quando administrada no SNC, em pequenas doses, se estabelece um modelo
relevante de disfungéo cerebral crbnica, caracterizada por déficits progressivos e de
longo prazo na aprendizagem, memoria e comportamento cognitivo. Alteragdes
bioquimicas encontradas no modelo STZ, mimetizando a DA, sdo de extrema

importancia para compreensdo dos mecanismos desta doenga '7-20,

1.2 Barreira Hematoencefalica

O SNC é seletivamente permeavel as moléculas presentes no sangue,
principalmente pela presenga da BHE. Esta barreira possui um complexo de juncgdes
oclusivas que inibem a difusdo paracelular de moléculas ?'. As jungdes oclusivas sao
formadas por um complexo proteico transmembrana. Dentre as varias proteinas deste
complexo estéo as ocludinas e as claudinas 222,

Outro componente importante na estrutura da BHE sdo os astrocitos, que
participam ativamente do controle homeostatico e do transporte de substancias
através do SNC. Os astrocitos sao células em formato de estrela, cujos
prolongamentos formam uma rede de lamelas proximas ao endotélio da BHE,
controlando o ténus vascular. Os poddcitos astrocitarios estao intimamente ligados a
superficie externa dos capilares sanguineos, separando os capilares dos neurdnios.
Durante o desenvolvimento, os astrocitos guiam neurdnios e direcionam os capilares
da BHE, possuindo ainda papel na indugédo e manutencéo do fenotipo da BHE 2324,

A permeabilidade da BHE pode ser alterada em eventos patologicos do SNC.
Diversos estudos tém demonstrado que o acumulo do peptideo beta amiloide pode
comprometer a integridade da BHE, desregulando a homeostase encefélica e
podendo resultar em neurodegeneracdo. Alteragcdes na permeabilidade da BHE sao
acompanhadas de mudangas na expressdo de proteinas especificas como

7



aquaporinas, claudinas, e Kir 4.1, além de extravasamento para o SNC de proteinas

derivadas do sangue como a albumina 16:25-28,

1.2.1 Albumina

Proteinas derivadas do sangue comumente sao utilizadas como biomarcadores
de permeabilidade da BHE. Uma destas proteinas € a albumina. Um aumento na
proporgcao desta proteina no liquido cefalorraquidiano (LCR) em relagdo aos niveis
séricos, € usado como uma medida da funcionalidade da BHE. Diversos estudos

relataram niveis elevados de albumina em pacientes e em modelos animais de DA 2°.

1.2.2 Claudinas

As claudinas sdo uma familia de proteinas integrais de membrana que
juntamente com as ocludinas formam as jung¢des oclusivas. Estas proteinas possuem
entre 21 a 28 kDa, quatro dominios transmembrana, duas porgdes extracelulares e
dominios citoplasmaticos carboxi e amino terminal com uma porgao intracelular curta.
As porcdes extracelulares ligam-se com claudinas adjacentes das células endoteliais,
formando a vedacéao primaria das jungdes oclusivas. O principal papel das claudinas
€ a regulacéo da seletividade paracelular quanto a ions pequenos. A claudina-5 é a
mais abundante das proteinas transmembrana no SNC e um regulador critico na
permeabilidade através da BHE. Outro membro importante da familia das claudinas é
a claudina-2, que esta presente nas jung¢des oclusivas do plexo coroide, agindo como
canal paracelular para agua e pequenos ions através da Barreira Hematoliquérica
(BHL) 16.30-32,

1.2.3 Aquaporinas

As aquaporinas (AQPs) representam uma familia de proteinas de membrana
que realizam um critico controle hidrico, algumas das AQPs também permitem o
transporte de anions, solutos volateis (CO2) e aménia. Existem 13 tipos de AQPs,

destas apenas seis foram descritas no SNC (AQP 1, 3, 4, 5, 8 e 9), distribuindo-se



pelo plexo coroide (AQP1), astrécitos (AQP 1, 3, 4, 5, 8 e 9), oligodendrocitos (AQP8),
células ependimarias (AQP 1, 4 e 9) e neurais (AQP 1, 5 e 8) 3335,

A AQP1 é encontrada nas células epiteliais do plexo coroide, desempenhando
um papel crucial na producdao de LCR. Esta proteina também foi encontrada em
neurdnios sensoriais de pequeno diametro no corno dorsal da medula espinhal e
ganglios trigémeos e nodosos. Além disso, as respostas de dor estdo diminuidas em
animais com expressao reduzida de AQP1, uma forte indicagcéo de que ela pode estar
envolvida na sinalizag&o da dor 3536,

A AQP4 é a principal AQP do SNC em mamiferos, recobre quase 95% da
superficie dos capilares da BHE, permitindo um fluxo bidirecional de agua entre os
tecidos encefalicos e os vasos sanguineos 3°-%/. Foi sugerido que a despolarizagao
dos canais de AQP4 que revestem a BHE levam a progressao acelerada da DA.
Estudos realizados em camundongos transgénicos com superexpressao de f3-
amiloide mostraram que a delecdo de AQP4 aumenta significativamente a formagéao
de placas, implicando em aumento do comprometimento cognitivo e motor. Diversos
grupos afirmam que a depuragdo do LCR depende da expressdao de AQP4 nos
astrocitos, embora este mecanismo ainda ndo seja esclarecido. Evidéncias
cumulativas indicam que a AQP4 afeta o inicio e a progressao da DA por meio de
varios mecanismos, como depuracdo de [B-amiloide, sinalizagdo do glutamato,
plasticidade sinaptica, sinalizacdo de Ca2*, neuroinflamacdo e secrecdo de Fator
Neurotrofico Derivado do Cérebro (BDNF). Todas estas evidéncias apontam a AQP4

como um alvo promissor para a prevencgdo e o tratamento da DA 3538,

1.2.4 Kir 4.1

A homeostase idnica € muito importante para o funcionamento do SNC. O
controle de potassio (K*), € essencial para a excitabilidade neural adequada, estando
intimamente ligado a mecanismos de volume hidrico encefalico. A captagdo de K*
pelas células gliais ocorre principalmente por canais internos de K*, conhecidos como
Kir. A familia de canais Kir esta dividida em sete subfamilias (Kir 1.0 — Kir 7.0), os
quais possuem mais de vinte integrantes. O canal de potassio Kir 4.1 é responsavel

pela manutencao do potencial de repouso celular. Em astrocitos a expressao do Kir



4.1 esta ligada tanto a fenda sinaptica quanto aos vasos sanguineos, realizando o
tamponamento de K* e regulando os niveis deste ion no SNC 3941,

1.2.5 GLUT-1

O SNC é altamente dependente de glicose, principalmente para fornecimento
de energia aos neurbnios. O passo inicial para o metabolismo glicolitico cerebral,
depende da passagem de glicose através das membranas. Devido as suas
caracteristicas de molécula polar e hidrofilica, ela necessita de transportadores
especificos. Uma das familias de transportadores de glicose mais abundantes no SNC
€ a dos transportadores de glicose independentes de sodio (GLUT), que permitem a
passagem de glicose e moléculas semelhantes de forma uniporte. A expressao dos
diferentes membros da familia GLUT (GLUT 1-14) sdo tecido-especificas. Um dos
membros mais importantes e abundantes no SNC é o GLUT-1, que esta presente
tanto na BHE quanto em astrécitos. Devido a sua alta expressédo na BHE, é o principal
responsavel pelo transporte de glicose dos vasos para os tecidos cerebrais. Diversos
estudos mostram a diminuicdo na expressao de GLUT-1 em modelos de DA, bem
como a correlagao dessa diminuigdo com o aumento de deposicao de B-amiloide e de

proteina tau, tornando-se um potencial alvo terapéutico para DA 42,

1.3 GLP-1 e Exendina-4

Devido ao hipometabolismo da glicose e prejuizo na sinalizagado da insulina
cerebral observadas na DA, agonistas do receptor GLP-1, drogas bem estabelecidas
para o tratamento de Diabetes Mellitus tipo Il (DM tipo Il), apresentam efeito
neuroprotetor sobre essas alteracdes, pois sabe-se que elas estimulam a producgao e
secregao de insulina, a partir de um mecanismo dependente de glicose 1643,

O Peptideo Semelhante ao Glucagon-1 (GLP-1) € um horménio peptidico que
aumenta a secreg¢ado de insulina e diminui a secregao de glucagon no pancreas de
maneira dependente da glicose. O efeito do horménio GLP-1 tem limitado valor
farmacoldégico, devido a sua curta estabilidade, de 1 a 2 minutos. Portanto, analogos
mais estaveis tém sido desenvolvidos, possuindo efeito mais longo em relagdo ao do

GLP-1, sendo conhecidos como agonistas dos receptores de GLP-1 (GLP-1R) 4446,

10



Atualmente, cinco agonistas de GLP-1R s&o aprovados pelo Food and Drug
Administration (FDA) para uso em humanos, sdo estes: a Exenatida ou Exendina-4
(EX-4), a Liraglutida, a Lixisenatida, a Albiglutida e a Dulaglutida. A EX-4 foi o primeiro
analogo GLP-1 de agdo longa descrito, aprovado para comercializagdo, sendo
utilizada para o tratamento do DM tipo Il. Esta substancia é extraida do veneno de um
lagarto encontrado na América do Norte, conhecido como Monstro de Gila (H.
suspectum), e apresenta uma estabilidade consideravelmente maior (120 minutos)
que o GLP-1 (na casa de segundos), viabilizando sua utilidade farmacéutica. Os
analogos do GLP-1 atravessam a BHE, propriedade que é de vital importancia para
utilizacdo no tratamento de desordens neurodegenerativas. Existem diversos

resultados positivos na reversdo de danos da DA por agonistas de GLP-1R 16:47-50,
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar, em modelo animal de deméncia do tipo DAe induzido por infusao ICV
de STZ, as alteragbes na BHE, em hipocampo, liquor e soro de ratos Wistar machos
adultos, bem como verificar o papel protetor da EX-4 quanto a fungado cognitiva e o

possivel dano na BHE.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar a fungao cognitiva em animais submetidos ao modelo de deméncia do
tipo DAe induzido por STZ tratados com EX-4 através de teste comportamental.

Analisar a captagao de glicose e quantificagdo das proteinas constituintes da
BHE em modelo de deméncia do tipo DAe induzido por STZ tratados com EX-4.

Observar a partir da quantificagao de albumina no liquor e soro a integridade e
a permeabilidade da BHE em modelo de deméncia do tipo DAe induzido por STZ

tratados com EX-4.
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3 METODOLOGIA

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos de 90 dias de idade (peso: 266g — 3839),
provenientes do biotério do Departamento de Bioquimica da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul (UFRGS). Os animais foram mantidos em ciclo de 12h/12h claro e
escuro, a temperatura constante de 22°C £ 2°C, com livre acesso a comida e agua,
foi utilizada a dieta padrédo do biotério. Os animais foram alojados em caixas de
polietileno (410 x 340 x 160 mm; 1394 cm?), em cama de maravalha de pinus
selecionada e autoclavada. A manipulacao e tratamento dos animais respeitaram as
recomendacdes do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFRGS, além da
legislacao federal preconizada pela Lei Arouca (lei n°® 11.794, de 08 de outubro de
2008) com aprovacédo do CEUA sob o protocolo 37479.

3.2 Grupos experimentais

Os ratos foram divididos aleatoriamente em caixas contendo 4 animais, todas
as caixas possuiam um animal de cada grupo experimental. Os grupos foram
nomeados de acordo com o procedimento cirurgico e com o tratamento aplicado,
formando os seguintes: SHAM, SHAM+EX, STZ, STZ+EX (Tabela 1). Além dos
grupos, foram realizados os mesmos procedimentos para dois diferentes tempos

experimentais, de 2 e 4 semanas (Figura 1).

Tempo Experimental Cirurgia Estereotaxica Tratamento
Salina
SHAM
EX-4
2 Semanas
Salina
STZ
EX-4
Salina
SHAM
EX-4
4 Semanas
Salina
STZ
EX-4

Tabela 1: Grupos experimentais. Fonte: Propria autoria.
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3.3 Desenho Experimental

Desenho Experimental

STZICV EX-4 IP

3mg/Kg 10ug/Kg @ @ @ @
1 Semana 3 Dias 3 Dias

l 2 Semanas 1
| 4 Semanas |

Figura 1 Desenho experimental. STZ: Estreptozotocina. ICV: Intracerebroventricular. EX-4: Exendina-4. IP:

Intraperitoneal RO: Teste de Reconhecimento de Objetos. E2: Eutanasia experimental.

3.4 Indugao do Modelo de Alzheimer Esporadico

Para indugdo do modelo animal de DA do tipo esporadico, os animais foram
anestesiados com injecao intraperitoneal (IP) de Cetamina (75 mg/Kg) e Xilazina (10
mg/Kg). Neste protocolo de anestesia utilizamos a Xilazina por seu efeito de
potencializar as drogas anestésicas, sendo um potente hipnético ndo narcoético
tranquilizante agonista adrenérgico, com propriedades de relaxamento muscular que
usualmente é aplicada em conjunto com a Cetamina, que possui carater anestésico,
induzindo estado de sedacdo, imobilidade e analgesia. Apés a confirmagédo da
anestesia, os animais foram posicionados no aparelho estereotaxico para a realizagao
do procedimento cirurgico. Uma incisao vertical de aproximadamente 2cm foi feita na
cabeca dos animais para acesso ao Bregma. O aparelho estereotaxico foi posicionado
sobre o Bregma para localizagdo das coordenadas (-0,09mm no sentido antero-
posterior, £0,15mm no sentido latero-lateral, -0,36mm no sentido dorso ventral), o
sentido latero-lateral foi marcado em ambos os lados, para acesso bilateral, e, para
acesso as coordenadas dorso-ventral foi realizada perfuragdo do cranio utilizando
broca. Apds atingir o local das coordenadas do 3° ventriculo, como previamente
descrito em 2009 por Rodrigues e colaboradores '8, foram injetados 5uL de solugédo
em cada hemisfério contendo 3mg/Kg de STZ ou veiculo, de acordo com o grupo. Foi

realizada a sutura da incisdo e os animais mantidos sob aquecimento até recuperacao
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da anestesia. Posteriormente, os animais ficaram alojados por 1 semana na sala de
pos cirurgico do biotério do Departamento de Bioquimica da Universidade Federal do

Rio Grande do Sul (UFRGS) para recuperagao do procedimento.

3.5 Tratamento

Uma semana apos o procedimento cirurgico, foi iniciado o tratamento. Cada
animal recebeu uma dose diaria de 200uL IP, contendo salina ou solugdo com
10ug/Kg de EX-4, conforme o grupo experimental. O tratamento foi aplicado uma vez
ao dia, sempre entre as 12h e 14h, durante 1 ou 3 semanas, de acordo com o

protocolo.

3.6 Teste Comportamental

O teste comportamental utilizado foi a tarefa de Reconhecimento de Objetos
(RO), um teste simples de memdria que depende principalmente do comportamento
exploratorio inato do roedor. A tarefa foi realizada em trés etapas: habituagéo, treino
e testes (Figura 2). Todas as etapas foram realizadas durante o periodo ativo dos
animais, em aparato de campo aberto com dimensées de 50cmx50cm. Os animais
ficaram em aclimatacao na sala por 1h antes do inicio de cada etapa do experimento.

No primeiro dia foi realizada a habituagéo, onde o animal foi colocado de costas
para o centro do aparato para exploracao durante 10 minutos. No segundo dia, para
a realizagao do treino, dois objetos idénticos (objeto A) foram colocados em diagonal
na zona periférica do aparato, para o animal explora-los por 5 minutos. Apds uma
hora, foi realizado o teste de memoaria de curta duragédo, no qual um dos objetos A foi
trocado por um novo objeto (objeto B), mantendo-se a posicao anterior, com tempo
de exploragédo de 5 minutos. No terceiro dia, 24 horas apds o treino, foi realizado o
teste de memoria de longa duragdo, onde o objeto B foi trocado por outro objeto novo
(objeto C). O Iindice de Reconhecimento (IR) foi calculado baseado no tempo de
exploragéo do novo objeto x100/ tempo exploragdo em ambos os objetos, gerando o

indice de Reconhecimento de Objeto 175152,
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HABITUAGAO TREINO TESTE 1H TESTE 24H

50cm 10 minutos 5 minutos 5 minutos 5 minutos

Figura 2 Tarefa de Reconhecimento de Objetos. Fonte: Prépria autoria.

50cm

3.7 Anestesia, Eutanasia e Coleta de Amostras

Apoés os protocolos de tratamento, os animais foram anestesiados através de
injecao IP de Cetamina (75 mg/Kg) e Xilazina (10 mg/Kg) a fim de promover 0 minimo
de dor e sofrimento do animal durante a manipulagéo de coleta biolégica e eutanasia.

Posteriormente os animais foram posicionados em um aparelho estereotaxico
e o fluido cerebrospinal (LCR) obtido por pungao via cisterna magna utilizando seringa
com agulha (27 G x V2 polegada). Em seguida os animais foram posicionados em
decubito dorsal e foi realizada uma incisdo mediana ventral, a fim de expor a cavidade
toracica para melhor visualizacdo do musculo cardiaco, e, entao realizada coleta de
sangue por punc¢ao cardiaca. A amostra de sangue foi incubada a 37°C por 10 min e
centrifugada a 1000 X g por 10 min %3

Os animais foram eutanasiados por decapitagdo, para minimizar o estresse, 0s
procedimentos foram realizados por operador treinado em ambiente tranquilo na
auséncia de outros animais. Apds, os encéfalos foram removidos e colocados em
solugdo de tampao fosfato de sodio (PBS) pH 7,4. Foi dissecado o hipocampo e
fatiado através de equipamento de corte (Mcllwain Tissue Chopper) para obtengao
das amostras. Todas as amostras foram acondicionadas em freezer -80°C para

posterior analise.

3.8 Captacao de Glicose

A captacao de glicose foi realizada segundo protocolo descrito por Pellerin e
Magistretti 54. As fatias recém coletadas foram incubadas a 35°C em solugdo
equilibrada de Hanks (HBSS). Foram selecionadas 5 fatias de hipocampo de cada
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animal, trés para triplicata do ensaio e duas para duplicata do inespecifico. Para as
amostras de inespecifico, 0 ensaio se iniciou com a adi¢do de 25 uM de citocalasina-
B, um inibidor do transportador de glicose do tipo 1 (GLUT-1). Ap6és o tempo do
inespecifico, para todas as amostras do ensaio de captacgao, foi iniciada a reagdo com
a adicao de 0,1 uCi/mL de [2’3-*H] deoxi-D-glicose. A incubagéao foi parada apos 30
min com a remog¢ao do meio e lavagem das células por trés vezes com HBSS gelado.
As células foram lisadas em uma solugao 0,5 M de Hidréxido de Sodio (NaOH). Apds
a lise, foi adicionado o liquido de cintilagdo para reagir com a glicose remanescente
no ensaio, a radioatividade foi medida em um contador de cintilagdo (Perkin Elmer
Precisely Tri-Carb 2800TR). Os valores foram corrigidos pelo valor de proteinas totais
de cada amostra utilizando o método de Lowry modificado por Peterson. Os resultados

foram expressos em porcentagem do grupo controle .

3.9 Western Blotting

Para a realizagdo da técnica de Western Blotting, amostras de hipocampo
foram previamente homogeneizadas em SDS Stopping Solution 4% (Stopping A) e
fervidas a temperatura 290°C por 5 minutos para desnaturagao das proteinas.

Apobs o procedimento de homogeneizagao e desnaturagao, as amostras foram
centrifugadas a 10000 X g por 5 minutos e os sobrenadantes coletados para
realizacdo das etapas seguintes. Da aliquota foram utilizados 10 pL para duplicata de
dosagem de proteinas totais, através do método de Lowry modificado por Peterson %°.
Ao volume restante da amostra foi adicionado Glicerol Sample Dilution Solution 40%
(Stopping B), vortexados e centrifugados a 10000 X g por 5 minutos.

A partir da dosagem de proteinas totais, quantidades iguais de cada amostra
(20 pg) foram separadas por eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida. As proteinas
separadas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose. O procedimento
de transferéncia foi confirmado com coloragao de Ponceau S.

As membranas foram bloqueadas com solugao de 2% Ovo albumina em T-TBS
overnight a 4°C. Apdés o bloqueio, foram incubados os anticorpos primarios
correspondentes, anti-aquaporina 4 (1:5000), anti-claudina-2 (1:5000), anti-claudina-
5 (1:5000), anti-Kir 4.1 (1:5000) overnight a 4°C. Passado o periodo de incubagao dos
anticorpos primarios, foram incubados os respectivos anticorpos secundarios (IgG)
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conjugados a peroxidase, anti-mouse (1:10000), anti-rabbit (1:10000), anti-goat
(1:10000) por 2h a temperatura ambiente. Apds a incubagdo dos anticorpos
secundarios, as membranas foram armazenadas em TBS para o procedimento de
leitura. Entre cada uma das etapas de bloqueio e incubacbdes foram realizadas
lavagens com T-TBS.

O sinal de quimioluminescéncia foi detectado utilizando ECL Super Signal West
Pico Plus (Thermo Fisher) em fotodocumentador ImageQuant LAS 4000 (GE
Healthcare Bio-Sciences). A densidade Optica das imagens obtidas no
fotodocumentador foram calculadas com o software Imaged (NIH) e os resultados
apresentados por porcentagem do grupo controle.

3.10 Dosagem de Albumina no Liquor

O ensaio para quantificagao de albumina foi realizado em amostras de LCR. O
método foi validado de acordo com as diretrizes (FDA, 2018) 56, Utilizou-se
Cromatografia Liquida de Alta Performance acoplada a detector de Fluorescéncia
(HPLC-FLD) composto por sistema LC Shimadzu (Kyoto, Japao) equipado com
bomba LC-20AT, desgaseificador DGU-14A, termostato para coluna CTO-10A e
detector de Fluorescéncia RF 20A. O software utilizado na aquisicdo e processamento
dos dados foi o LC Solution. O FLD foi estabelecido em 278nm (excitagdo) e 335nm
(emissé&o). Foi usada a coluna Agilent ZORBAX SB-C18 de fase reversa (tamanho de
particula de 5um, 250x4,6mm d.i.). O método foi realizado usando condicdo de
gradiente, consistindo de solvente A (H20 + 0,1% de &cido férmico) e solvente B
(acetonitrila (ACN)) como segue: A — 65% B — 35% (0-5,0 min), A— 70% B — 30%
(5,0-10 min), A — 65% B — 35% (10,0-17,0 min). A taxa de fluxo foi fixada em 0,7
mL / min. A orientacdo bioanalitica da FDA foi usada para realizar a validagao do
método. As solugbes estoque de albumina foram preparadas em agua a 1mg/mL e
armazenadas a -20 £ 2 ° C. Para cada dia de analise, foram preparadas solugdes
padrao de albumina a 0,1, 0,5, 1, 10, 50 e 100 pg/mL. A preparacdo da amostra foi
realizada adicionando 40uL de ACN em 10 uL de amostra de LCR e misturados em
vortice. Em seguida, a solugao foi transferida para frascos cénicos e 10 uL foram

injetados.

19



3.11 Dosagem de Albumina no Soro

A dosagem da quantidade de albumina presente nas amostras de soro foi
realizada utilizando kit comercial Albumina Monoreagente (Bioclin K040). Em
presenca da Albumina, o Verde de Bromocresol forma um complexo corado, exibindo
um espectro de absorgao diferente do corante em estado livre, permitindo, assim, a
dosagem da Albumina. A absorbancia da coloragdo desenvolvida pela reagcao do kit
foi calculada por espectrofotdmetro Spectra Max I3 (Molecular Devices). Os resultados

foram expressos em g/dL.

3.12 Analise estatistica

Primeiro foi realizada analise estatistica descritiva e a avaliagdo da normalidade
dos dados. A partir dos resultados obtidos com o teste de normalidade foram utilizados
testes comparativos para os tratamentos propostos. A analise paramétrica ou nao
paramétrica foi realizada a partir do teste de Shapiro Wilk. O valor de p <0,05 foi
utilizado como critério para significancia estatistica. Caso as suposi¢des para os testes
paramétricos fossem consideradas satisfeitas, utilizou-se teste estatistico de analise

de variagdo, ANOVA de uma via, seguido de pods teste de Tukey.
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5 DISCUSSAO

Existem diferentes modelos experimentais de DA, sendo que um dos mais
utilizados e difundidos na literatura é a infusdo ICV de STZ, modelo que mimetiza a
DAe, que é o tipo de deméncia mais comum, correspondendo a mais de 95% dos
casos de DA registrados no mundo °. A DA desencadeia alteragdes fisiopatoldgicas,
que se apresentam através de déficit cognitivo, prejuizo de memaria, problemas de
linguagem e prejuizo social. Neste estudo utilizamos o modelo de deméncia
esporadica através de infusdo ICV de STZ e uma semana apods o estabelecimento do
modelo iniciamos o tratamento com EX-4, uma droga antidiabética amplamente
utilizada para DM do tipo |. Os animais foram tratados em dois protocolos distintos de
tempo, 1 ou 3 semanas, com injecao diaria IP de EX-4, sempre no inicio do periodo
vespertino.

Observamos que em 2 semanas de indugdo do modelo, o grupo STZ
apresentou baixo IR no teste comportamental de RO, demonstrando a eficacia do
modelo ao induzir dano cognitivo; em contrapartida o grupo STZ+EX, que também foi
submetido ao modelo de DAe apresentou melhora nos parametros cognitivos, pois
seus indices de IR foram semelhantes aos do grupo SHAM apdés 1 semana de
tratamento com EX4 na memoria de curto prazo, ja em 3 semanas de tratamento
observamos uma reversao parcial destes indices. Ao investigarmos a memoéria de
longo prazo observamos o mesmo padréo no grupo STZ, onde o IR é baixo, os grupos
STZ+EX apresentam reversao total nestes indices. Estes dados sugerem um efeito
neuroprotetor da EX4 devido a melhora do parametro de memoaria nestes animais. Tal
efeito ja foi evidenciado em modelo de DM tipo | com STZ tratado com EX-4,
evidenciando um papel do metabolismo da glicose no prejuizo de memoria 6.

O hipometabolismo da glicose na DA é interpretado pela redugédo no consumo
energético pelos neurbnios, no entanto, ndo se pode ignorar possiveis alteragdes
astrocitarias, visto que estas células utilizam glicose para sintese de importantes
substratos do metabolismo neuronal, como a glutamina, glutationa e colesterol. Em
nosso trabalho comprovamos este déficit no metabolismo da glicose através da
captacao de glicose no hipocampo dos animais, demonstrando que em 2 semanas
apos a indugdo do modelo ndo ha diferenga estatistica entre os grupos, havendo
apenas uma tendéncia. Mas em 4 semanas apds a inducdo do modelo fica
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evidenciado o comprometimento do metabolismo glicolitico, devido a redug¢do na
captacgéo de glicose nos animais submetidos ao modelo, surpreendentemente a EX4
reverteu totalmente estes parametros, demonstrando sua eficacia na neuroprotegao
na DAe e sua agao na via glicolitica. Podemos ainda inferir que os danos relacionados
ao metabolismo da glicose neste modelo experimental ocorrem de forma gradativa,
conforme demonstrado por trabalhos anteriores 7:19.57,

Na DM tipo Il consequéncias diretas relacionadas a agao deficiente da insulina
na periferia explicam anormalidades funcionais e estruturais ligadas a resisténcia a
insulina, causando estresse metabdlico e inflamagdo 9. Pacientes com DA
curiosamente apresentam mecanismos semelhantes entre a resisténcia a insulina
periférica e o prejuizo na sinalizagao cerebral da insulina %°. Os receptores de insulina
(RI) sdo encontrados em diversas regides do encéfalo, como no hipocampo, onde
seus niveis sdo aumentados, indicando sua acgdo além do hipotalamo . Quando os
RI sédo ativados ocorre a fosforilagdo dos substratos do receptor de insulina (IRS-1 e
IRS-2), que segundo a literatura estdo diretamente envolvidos com os efeitos da
insulina na memodria e aprendizado. O IRS-1 encontra-se inibido no cérebro de
pacientes com DA, bem como nos modelos animais, ao reduzir esta inibi¢cdo, € obtida
uma melhora na cognigdo em animais transgénicos para DA 1.

Nosso grupo observou em trabalhos anteriores que a proteina pIRS (Ser307)
esta aumentada em protocolo de 4 semanas apos indugao do modelo de DAe, o sitio
de fosforilagdo Ser307 indica resisténcia a insulina, observada na inflamacéo e
desordens metabdlicas, demonstrando que alteracbes no metabolismo da glicose
estdo diretamente envolvidas na progressao da DA 195762,

Apesar da grande relacdo entre DA e metabolismo da glicose, evidéncias
sugerem que a patogénese da DA também possui uma forte interagdo com
mecanismos imunoldgicos, proteinas mal dobradas e agregadas ligam-se a
receptores na microglia e nos astrécitos, desencadeando uma resposta imune a partir
da liberagdo de citocinas inflamatérias (TNFa, IL-6, IL-1B), contribuindo para a
progressdo desta doenga 3.

A microglia € muito importante para a manutencao e plasticidade cerebral,
contribuindo para a protecao e remodelagao de sinapses. Essa acdo € mediada pela
liberagdo de fatores tréficos, incluindo o fator neurotréfico derivado do cérebro
(BDNF), que contribui para a formacdo da memdria. Quando ativada por gatilhos
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patolégicos, como apoptose neuronal ou acumulo de proteinas, a microglia migra para
o local da lesao, iniciando uma resposta imune inata. Na DA, a microglia é capaz de
se ligar ao B-amiloide por meio de receptores 3. No modelo de DAeinduzido por STZ,
a ativagao microglial fica evidenciada pelo aumento de IBA1, uma proteina ligante de
calcio exclusiva de microglia no SNC, que quando aumentada indica processo
inflamatorio 0.

As respostas patoldgicas astrocitarias incluem reatividade astroglial, uma
reacao complexa de remodelacdo visando a neuroprotecao e recuperacao do tecido
neural prejudicado. Assim como a microglia, os astrocitos liberam citocinas,
interleucinas, oxido nitrico e outras moléculas potencialmente citotoxicas apds a
exposicao ao B-amiloide, potencializando a resposta neuroinflamatéria. A reatividade
astrocitaria é caracterizada por aumento na expressdo da Proteina Glial Fibrilar Acida
(GFAP), uma proteina estrutural, além da proteina S100B, uma proteina ligante de
calcio principalmente secretada pelos astrécitos, que atua de forma tréfica ou toxica
de acordo com suas concentracdes, e pode modular inclusive o metabolismo da
glicose no SNC 236365 Algém disso, os astrocitos tém um papel importante na
internalizagdo e degradacao de B-amiloide, regulando positivamente a expressao de
proteases degradantes de [(-amiloide extracelular, como neprilisina, IDE, ECE2 e
ACE. Além dessas vias, os astrocitos tém um papel na depuracao de AR soluvel do
parénquima cerebral através de drenagem paravenosa, uma via dependente do canal
de dgua AQP4 353766,

Este conjunto de citocinas e fatores inflamatérios afeta diretamente a
homeostase do SNC, atuando diretamente sobre a BHE. Citocinas se ligam em
diferentes receptores, afetando desde a estrutura até as fungdes celulares. De acordo
com nossos achados, o prejuizo a BHE possivelmente ocorra como um fator
secundario no modelo de DAe induzido por STZ, sendo consequéncia de fatores
iniciais como neuroinflamagao ou déficit do metabolismo da glicose, pois em 4
semanas ainda nao se evidencia alteracbes em potencial na estrutura da BHE.

Com os dados de albumina liquédrica e sérica avaliamos que a permeabilidade
da BHE em 4 semanas néo estd aumentada. Proteinas relacionadas aos astrécitos,
como AQP4 e Kir4.1, ndo se mostraram diminuidas, apesar de alteragdes astrocitarias

evidenciadas pela diminuigdo da captagao de glicose.
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Ao analisar a estrutura das jungdes oclusivas, mostramos comprometimento da
BHL a partir da Claudina-2, visto que em 4 semanas ocorre uma diminuicdo desta
proteina, que é revertida parcialmente pela EX-4. Este prejuizo pode estar ligado a
mudangas no sistema glinfatico, visto que o SNC sofreu um insulto a partir da infusao
de STZ. Como os niveis de Claudina-5 nado foram afetados em 4 semanas,
evidenciamos que esta alteragao na estrutura das jungdes oclusivas foi especifica da
BHL e ndo da BHE.

Os resultados sugerem que a acédo da EX-4 sobre os parametros de memoria
possivelmente ocorre devido a seu mecanismo de agédo como agonista do GLP-1R,
agindo através da via de sinalizag&o da insulina, como mostrado na Figura 8. Estudos
apontam também que o tratamento com EX-4 promove melhora em parametros
mitocondriais de animais transgénicos 5xFAD e por infusdo de B-amiloide 6768
melhora de dano cognitivo em modelo de amiloidose %71, além de recuperar danos
de BHE em modelo de DM tipo | '6. Outros agonistas do GLP-1R mostraram efeitos
positivos reduzindo niveis de B-amiloide e citotoxicidade em modelo animal de DA 7,
além de regular o crescimento celular através da expressao de IDE em modelo in vitro

com B-amiloide 73.

Figura 8. Mecanismo de agdo dos Agonistas de GLP-1R. Adaptado de Palleria et al. 2016 74,
30



6 CONCLUSAO

Foi demonstrado, a partir deste trabalho, que a relagéo entre DA e metabolismo
da glicose é muito estreita, além da melhora significativa em diversos parametros
bioquimicos a partir do uso de EX-4. Este estudo fortalece o potencial dos agonistas
do GLP-1R como alternativa de terapia farmacéutica para DA, visto que sédo farmacos
que ja contam com aprovagdo para uso em DM. Entretanto, os parametros
relacionados a BHE nao sofreram grandes alteragdes, indicando que estes danos
podem ser mais tardios no modelo estudado. Torna-se indispensavel a realizagao de
estudos mais aprofundados em relagdo aos mecanismos pelos quais a EX-4 causa
melhoras no dano cognitivo, além de tempos de protocolo mais longos para melhor

entender o modelo e a agcédo do STZ sobre a BHE e o metabolismo cerebral.
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7 PERSPECTIVAS

Realizar técnica de imunohistoquimica e extravasamento de corante Azul de

Evans para avaliar a BHE.

Analisar mais detalhadamente as diferencas de déficit cognitivo, bem como a

reversao pela EX-4.

Verificar a agao da EX-4 sobre o metabolismo glutamatérgico no hipocampo.

Utilizar protocolos com maior tempo para avaliar parametros relacionados a

deposig¢ao de B-amiloide.

Avaliar as alteragdes da Barreira Hematoliqudrica para melhor entender o

modelo.

Com o acréscimo de algumas analises gerar publicagao a partir destes dados.
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