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RESUMO

MENDES, P. F. S. Efeitos do quelante de ferro, a deferoxamina, sobre as
alteracdes oxidativas e cognitivas induzidas pela dapsona, em modelo animal.
81f. Dissertagcdo (Mestrado) - Programa de Péds-graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade Federal do Parg, Belém, 2020.

A dapsona (DDS) é um antibi6tico que atua inibindo a sintese do folato, apresentando
boa acédo bacteriostatica. No entanto, pode acarretar eventos adversos severos como
distarbios neurolégicos, metemoglobinemia e hemodlise. Estes disturbios
hematoldgicos levam a alteracdo da homeostasia do ferro e com isto aumenta a
formacdo de ERO's que podem levar a um dano celular e tecidual. Esta alteragéo
apresenta um papel importante nas doencas neurodegenerativas, seja como um
agente causador e/ou intensificador nessas doencas. Neste contexto, fizemos uso de
um quelante de ferro, a deferoxamina (DFX), para avaliar seus efeitos na formacao de
ERO desencadeadas pelo aumento no ferro livre induzido pelo uso de DDS. Para isto,
foi induzido a alteracdo da homeostasia do ferro, em camundongos Swiss, fazendo-
se uso de DDS, seguido de administracao de DFX. Apds isto, foi realizado a dosagem
de parametros de estresse oxidativo no hipocampo e no plasma, além da dosagem
dos niveis de ferro. Nossos resultados mostraram que a DDS diminuiu a TEAC e que
o tratamento com DFX restabeleceu. Além disso, a DDS diminuiu a GSH e o
tratamento com DFX restabeleceu. Aumentou a LPO e o tratamento com DFX reduziu
este efeito, aumentou a concentracdo de ferro e que foi revertido pelo tratamento com
DFX. Adicionalmente, os animais foram submetidos ao labirinto aquatico de Morris,
onde nossos resultados mostraram que os animais tratados com DDS apresentaram
uma reducdo na capacidade mnemonica e que o tratamento com DFX foi capaz de
inibir a perda. Estes resultados sugerem que o uso de quelantes de ferro podem ser
uma alternativa para reduzir os efeitos de acumulo de ferro no sistema nervoso

observados nas doencas neurodegenerativas.

Palavra-chave: deferoxamina, dapsona, hipocampo, estresse oxidativo, ferro



ABSTRACT

MENDES, P. F. S. Effects of the iron chelator, deferoxamine, on oxidative and
cognitive changes induced by dapsone, in an animal model. 81f. Dissertation
(Master's) - Postgraduate Program in Pharmaceutical Sciences, Federal University of
Para, Belém, 2020.

Dapsone (DDS) is an antibiotic that works by inhibiting folate synthesis, showing good
bacteriostatic action. However, it can lead to severe adverse events such as
neurological disorders, methemoglobinemia and hemolysis. These hematological
disorders lead to the alteration of iron homeostasis and thereby increase the formation
of ROS that can lead to cellular and tissue damage. This change plays an important
role in neurodegenerative diseases, whether as a causative and / or intensifying agent
in these diseases. In this context, we used an iron chelator, deferoxamine (DFX), to
evaluate its effects on the formation of ROS triggered by the increase in free iron
induced by the use of DDS. For this, the alteration of iron homeostasis was induced in
Swiss mice, using DDS, followed by the administration of DFX. After that, oxidative
stress parameters were measured in the hippocampus and plasma, in addition to the
measurement of iron levels. Our results showed that DDS decreased TEAC and that
DFX treatment was restored. In addition, DDS decreased GSH and DFX treatment was
restored. It increased the LPO and the treatment with DFX reduced this effect,
increased the concentration of iron and that was reversed by the treatment with DFX.
Additionally, the animals were submitted to the Morris water maze, where our results
showed that animals treated with DDS showed a reduction in mnemonic capacity and
that treatment with DFX was able to inhibit loss. These results suggest that the use of
iron chelators may be an alternative to reduce the effects of iron accumulation on the

nervous system observed in neurodegenerative diseases.

Keyword: Deferoxamine, Dapsone, Hippocampus, Oxidative Stress, Iron
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1 INTRODUCAO

A dapsona € um antibiético sintético da familia da sulfonas que apresenta
também boa atividade anti-inflamatéria. E um dos farmacos mais importantes na
poliquimioterapia da Hanseniase, apresenta acdo bacteriostatica por inibir a sintese
do folato no Mycobacterium leprae. Além disto, a dapsona pode ser utilizada no
tratamento de diversas condig¢fes clinicas. Particularmente no pioderma gangrenoso,
dermatite herpetiforme, no tratamento da pneumonia por Pneumocystis jiroveci em
pacientes portadores de HIV, lUpus eritematoso sistémico bolhoso e Ulceras aftosas
graves (DHOPLE, 1999; BURKE et al., 2013; WHO, 2017; BARROS et al., 2020).

A dapsona é um farmaco com grande potencial oxidante mesmo em doses
terapéuticas, seu metabolismo ocorre principalmente no figado, gerando por N-
hidroxilacdo, os seguintes metabolitos monoacetildapsona-hidroxilamina (MADDS-
NOH) e dapsona-hidroxilamina (DDS-NOH), intermediarios altamente reativos e
citotoxicos (VEGGI et al., 2008). Estes metabolitos provocam alteracdo na
homeostasia, através da inducédo do estresse oxidativo por meio de desbalanco nas
reacoes de oxirreducéo e desregulacdo no metabolismo do ferro, levando ao aumento
na formacéo espécies reativas de oxigénio (ERO, ELLARD et al., 1972; VAGE et al.,
1994; BRADSHAW et al., 1995; SCHIFF et al., 2006).

O ferro é essencial em diversos processos hioldgicos fundamentais no sistema
nervoso central (SNC), incluindo transporte de oxigénio, sintese de DNA, respiracédo
mitocondrial, sintese de mielina, sintese e metabolismo de neurotransmissores
(MENG et al., 2017; URANGA e SALVADOR, 2018; SINGH et al., 2019). No entanto,
a sobrecarga deste mineral pode induzir neurotoxicidade por aumentar a producéo de
radicais livres, levando ao estresse oxidativo e a reacdes inflamatérias
(KRUSZEWSKI, 2003; HENTZE et al., 2010; WANG e PANTOPOULOS, 2011; YAN
et al., 2018).

Neste sentido, evidéncias experimentais demonstrara alteracdes
comportamentais associado a sobrecarga de ferro. A barreira hematoencefalica (BHE)
regula a entrada de ferro no SNC. A pesar deste mecanismo de defasa, se a
sobrecarga persistir por um periodo prolongado pode ocasionar danos na BHE e com
isto aumentar a entrada de ferro no SNC, e por consequéncia o0 aumento na formacao
de espécies reativas de oxigénio (ERO; HAN e KIM, 2015).



O acumulo de ferro em regides como o hipocampo tem sido estudado no intuito
de elucidar os mecanismos relacionados ao dano provocado pelo aumento da
concentragcdes deste metal no SNC, um destes mecanismos aponta a ligagédo do ion
férrico em regides especificas da proteina Tau em neurbnios, que pode levar a
fosforilacdo desta proteina e seu consequente acumulo, gerando os emaranhados
neurofibrilares. Esta reacdo em cadeia esta relacionada com a fisiopatologia da
doenca de Alzheimer (GAO et al., 2017). Além disto, o ferro livre pode induzir danos
oxidativos, via reacéo de Fenton, com geracao de radical hidroxila (OH"), o que leva a
formacdo de peroxido lipidico podendo desencadear toxicidade celular, com
consequente inducéo de apoptose ou ferroptose (EGANA et al., 2003; WARD et al.,
2014; LEE e LEE, 2019).

Recentemente, mostrou-se associacao entre a desregulacao de ferro, inducéao
de estresse oxidativo e doencas neurodegenerativas. Dentre estas, Alzheimer e
Parkinson (HAN e KIM, 2015; GAO et al., 2017; LEE e LEE, 2019). O ferro quando
em niveis elevados pode se acumular no SNC, devido a satura¢do das ligacdes em
proteinas reguladoras, como neuromelanina e ferritina, que leva ao acumulo de ferro
livre e ocasiona eventos toxicos, principalmente em neurénios (WARD et al., 2014,
LEE e LEE, 2019; SINGH et al., 2019). Antioxidantes celulares como glutationa
reduzida (GSH) e superoxido dismutase (SOD) sdo produzidos para limitar este dano.
No entanto, estes antioxidantes possuem eficdcia limitada para neutralizar
determinada quantidade de radicais livres (WELCH et al., 2002; GAASCH et al.,
2007).

Durante o envelhecimento, complexos de ferro podem ser formados e se
acumular em regides especificas do cérebro e com isto podem desencadear
comprometimento motor, cognitivo e no comportamento (MILLS et al., 2010;
KOSKENKORVA-FRANK et al., 2013; WARD et al., 2014, HAN e KIM, 2015). Por isto,
torna-se necessario compreender o papel do ferro neste contexto, se 0 acumulo deste
metal pode ser é um evento inicial que leva a morte neuronal e/ou uma consequéncia
da morte neuronal relacionadas a progressao das doencas neurodegenerativas. Bem
como, se este acumulo pode estar relacionado com alteragbes na homeostasia do
ferro, neuroinflamacao e aumento da permeabilidade da BHE (DE LIMA et al., 2007;
MILLS et al., 2010; HAN e KIM, 2015; LEE e LEE, 2019). Neste contexto, este estudo
tem o objetivo de avaliar os efeitos do tratamento com DFX, um quelante de ferro,

apos a alteracdo da homeostasia do ferro induzida por dapsona.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Dapsona e seus metabolitos

A dapsona é um dos farmacos utilizados na poliquimioterapia para o tratamento
da Hanseniase padronizada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e tem sido
considerada a principal estratégia para o interromper a cadeia de transmisséo do
Micobacterium Leprae (WHO, 2017). Este farmaco ¢é responsavel pelo
desencadeamento de reacfes adversas mais severas no tratamento da Hanseniase,
tais como metemoglobinemia (MetHba) e anemia hemolitica (RIMOLI, 2000;
OLIVEIRA et al., 2014; LEE e GEETHA, 2015). Além disto, alguns estudos tem
descrito que a DDS e seus metabdlitos podem estar associados a alteracbes da
homeostase do ferro e com isto levar a disfungéo mitocondrial e estimular a producéo
de citocinas pro-inflamatorias o que podem induzir a neuroinflamacao (PILONI et al.,
2013; URRUTIA et al., 2014).

A dapsona (4,4’-diaminodifenil-sulfona) ou DDS, € um derivado da anilina, é
estruturalmente a mais simples das sulfonas, compartilhando com estas a similaridade
estrutural. Consiste em um grupo sulfeto (SO2) ligado a dois grupamentos
aminobenzeno, responsavel pelas atividades farmacoldgicas deste farmaco, € um pé
cristalino branco, inodoro, pouco solivel em agua e de formula molecular
C12H12N202S (Figura 1; GRUNWALD e AMICHAI, 1996; ZHU e STILLER, 2001;
GOULART et al., 2002; FARHI et al., 2005; WOZEL e BLASUM, 2014).

0
I
OO
0
Figura 1 - Estrutura quimica da Dapsona - Fonte: Adapto de Wozel e Blasum, 2014.

A DDS é caracterizada por apresentar varios efeitos farmacolégicos, tais como
antibacteriano, antiprotozoario e anti-inflamatério (WOZEL e BLASUM, 2014).
Apresenta similaridade estrutural ao acido p-aminobenzoico (PABA) e sua acgéo
bacteriostatica & caracterizada por atuar inibindo por antagonismo competitivo com o
PABA o sitio de acdo da enzima diidropteroato sintetase levando desta forma a

inibicdo da sintese de acido diihidrofdlico, produto essencial para sintese de purina e
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pirimidinas e por consequéncia inibe a sintese de DNA e RNA, fato que justifica o
grande espectro de acéo deste farmaco (WOLVERTON, 1992; COLEMAN, 1993; ZHU
e STILLER, 2001; GOULART et al., 2002; FARHI et al., 2005; ANNIGERI et al., 2007,
SCHALCHER et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2014).

Acido para-amino-benzoico (PABA)

Diidropteroato sintetase = — Dapsona

r

Acido diidropterdico

A 4

Acido diidrofolico

A 4

Acido tetraidrofélico

A J

Timidina Purina Metionina

Figura 2 - Mecanismo de acdo da DDS. - Fonte: Adapto de Farhi et al., 2005.

A DDS é facilmente absorvida pelo trato gastrointestinal com biodisponibilidade
de cerca de 80 a 85%, atinge pico maximo de concentracdo de 2 a 8 horas apés a
ingestdo, a meia vida plasmatica pode variar de 24 a 36 horas e 0s niveis séricos se
estabilizam de 7 a 10 dias ap0s o inicio do tratamento, liga-se facilmente as proteinas
plasmaticas podendo alcancar valores superiores a 86%, é facilmente distribuida por
todos os 6rgéos e tecidos, difunde-se através da barreira hematoencefélica, placenta
e pode ser excretado no leite materno. Cerca de 70-85% do que absorvido é excretado
pela urina na forma de glucoronideos e somente cerca de 10% é excretado através
da bile. (ZHU e STILLER, 2001; WOZEL e BLASUM, 2014; SCHALCHER et al., 2014;
OLIVEIRA et al., 2014).

Apés a absorgcdo, a DDS sofre circulagdo entero-hepatica, sendo
metabolizada no figado e podendo ainda sofrer biotransformacdo por leucdcitos
polimorfonucleares ativados (PMN). No figado, a DDS pode ser metabolizada por
duas vias, sendo elas a acetilagdo por meio da n-acetiltransferase (NAT) que a
converte em monoacetil-dapsona (MADDS) e pela via da hidroxilagdo mediada pelas

enzimas do citocromo p-450 que fornecera como produto a dapsona hidroxilamina
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(DDS-NOH) e a monoacetildapsona hidroxilamina (MADDS-NOH, GILL et al., 1995;
WOZEL e BLASUM, 2014; SCHALCHER et al., 2014).
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Figura 3 - Esquematizac&o dos mecanismos de biotransformacéo da Dapsona. P450, citocromo P450;
DDS, dapsona; DDS-NOH, dapsona-hidroxilamina, MADDS, monoacetildapsona;, MADDS-NOH,
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monoacetildapsona-hidroxilamina; NAT, N-acetiltransferase. Fonte: Adaptado de GILL et al.,1995.

Os metabolitos hidroxilados da DDS, em especial a DDS-NOH, sao
responsaveis pelos eventos adversos mais comuns ao uso de DDS, tais como o
aumento da taxa de metemoglobina (MetHb), hemdlise e mais raramente
agranulocitose, estes eventos sao inevitaveis podem variar apenas a intensidade
destes, dependendo da dose (WOZEL e BLASUM, 2014; SCHALCHER et al., 2014,
LEE e GEETHA, 2015). Além disto, a DDS e seus metabolitos podem alterar a
homeostase do ferro, visto que este metal pode levar a processos oxidativos via
reacao de Fenton e de Haber-Weiss e com isto induzir a disfungdo mitocondrial ou
estimular a producdo de citocinas pré-inflamatodrias, levando a neurotoxicidade e
neuroinflamacédo (URRUTIA et al., 2014).
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2.2 O metabolismo do ferro (Homeostasia do ferro)

O ferro utilizado pelo organismo € obtido através da dieta alimentar ou da
reciclagem de hemacias senescentes (GROTTO, 2008). O ponto critico para
homeostase do ferro € a sua absorcao no duodeno através da dieta alimentar, onde a
desregulacdo nesse mecanismo pode levar a deficiéncia ou a sobrecarga deste
mineral. O mecanismo de regulacéo ocorre com a descamacédo da mucosa e da pele,
durante a menstruacdo ou outras perdas de sanguineas. A maior parte do ferro
encontra-se na hemoglobina dos eritrocitos e nas mioglobinas, enquanto o excesso
armazena-se no figado e nos macréfagos do sistema imune (SALVADOR, 2010;
URANGA e SALVADOR, 2018).

O ferro pode ser absorvido por diversos mecanismos diferentes, e na forma
ibnica (ndo-heme) ou ligado ao grupo heme. Sendo este ultimo obtido através da
mioglobina da carne vermelha ou da hemoglobina, transportado através da membrana
apical mediado pelo transportador de folatos acoplado a prétons (HCP1, denominada
anteriormente como proteina transportador do heme-1), apés ser internalizado no
enterdcito o ferro heme € metabolizado pela heme oxigenase-1 (HO-1) que libera o
Fe?*. O HCP1 atua como regulador na homeostasia, na caréncia de ferro a proteina
se desloca do citoplasma para a membrana promovendo uma maior absor¢cao do
metal, enquanto que na sobrecarga ocorre 0 movimento inverso e com isto reduz a
absorcdo (MIRET et al., 2003; SHAYEGHI et al., 2005; KRISHNAMURTHY et al.,
2007; BELAIDI e BUSH, 2016; URANGA e SALVADOR, 2018).

O ferro ndo heme (Fe3*) ndo é absorvido, sendo este inicialmente reduzido pela
acdo de redutase férrica, enzima denominada de citocromo duodenal b (Dcytb)
localizado na superficie apical do enterdcito, no limen intestinal, para em seguida ser
transportado para o citoplasma através da proteina apical transmembranar dos
enterdcitos, a proteina transportadora de metal divalente (DMT1, MIRET et al., 2003;
SHAYEGHI et al.,, 2005; GROTTO, 2008; BELAIDI e BUSH, 2016; URANGA e
SALVADOR, 2018). Apds absorvido, o Fe?* pode ser oxidado e posteriormente
complexado a ferritina (Fr) ou transportado através da membrana basolateral dos
enterdcitos para corrente sanguinea através da ferroportina (Fpn). Durante o efluxo o
Fe?* é oxidado pela hefaestina (Hef), uma enzima oxidase localizada na membrana

basal do epitélio duodenal e desta forma poder ligar-se a transferrina (Tf), apés ligado
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a Tf o ferro permanece em sua forma néo reativa, desta forma, nao levando riscos aos
tecidos (GROTTO, 2008; BELAIDI e BUSH, 2016; URANGA e SALVADOR, 2018).

HO-1
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Figura 4: A absorcao do ferro heme nos enterdcitos, mediada pela Proteina transportadora do Heme-
1 (HCP-1) e do ferro na heme, mediada pela proteina transportadora de metal divalente. Fonte:
Mendes, 2020. DTM1: Transportador de metal divalente 1; Hepc: hepcidina; HCP1: transportador de
folatos acoplado a prétons. Fr: ferritina; Tf: transferrina; Fr-Fe3*: Complexo ferro ferritina; Tf-F e3*:
complexo ferro transferrina; Hef: Hefaestina; Fe?*: ion ferro ferroso; Fe3*: ion ferro férrico; Dcytb:
citocromo redutase; HO-1: Heme oxidase.

Outro ponto de grande relevancia na regulacdo da homeostase ferro € a
hepcidina (Hepc), um horménio peptidico produzido pelo figado. Atua como regulador
(positivo ou negativo) da captacdo do ferro, em estados inflamatérios e niveis
elevados de ferro, a Hepc € sintetizada e liberada na circulagcdo em maior quantidade.
Quando em hipéxia, a producdo de Hepc é reduzida ou até mesmo inibida
(GOZZELINO e AROSIO, 2016). Na regulacéo positiva evita a captacéo e entrada de
ferro no epitélio duodenal e a reciclagem deste metal ligado a proteina heme,
enquanto que na regulacao negativa a Hepc se liga a ferroportina promovendo a sua
internalizacdo e subsequente degradacao (GROTTO, 2008).

No cérebro, a captacédo do ferro ocorre através da barreira hematoencefalica
(BHE), o ferro ligado a transferrina (complexo Tf-Fe3*) é captado através do receptor
de transferrina (TfR) nas células endoteliais vasculares da BHE. Os neurénios também
expressam um receptor homologo ao TfR, sendo chamado de TfR2 e estes
apresentam funcédo semelhante ao TfR, atuando desta forma na captacéo do Tf-Fe3*.
Enquanto que ferro ndo ligado a transferrina é captado pelo DMT1. A seguir o ferro é
exportado com “mediagdo” da Fpn e DMT1 através da membrana abluminal das
células endoteliais da BHE para os compartimentos cerebrais. O Tf-Fe3* encontrado

nos fluidos intersticiais se move livremente e encontra-se disponivel para captagao
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pelos neurbnios, astrocitos e microglia que expressam TfR (WARD et al., 2014;
URANGA e SALVADOR, 2018).
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Figura 5. Metabolismo do ferro cerebral, adaptado de Ward et al.,, 2014. BHE = barreira
hematoencefalica. TfR = receptor de transferrina. Tf = transferrina. Fe 2* = ferro ferroso. Fe 3= ferro
férrico. BVEC = células endoteliais vasculares cerebrais. Cp = ceruloplasmina. Fpn =
ferroportina. DMT1 = transportador de ions metalicos divalentes 1. Ft = ferritina. IRP = proteina
reguladora de ferro. IRE = elemento responsivo ou regulador do ferro. Hepc = hepcidina. N =
nacleo. MS = bainha de mielina.? = caminho ou mecanismo desconhecido. CD200 = glicoproteina de
membrana OX-2. CD200R = receptor CD200.

O TfR é distribuido de forma desigual no endotélio cerebral, o que faz com que
o ferro seja encontrado em diferentes concentragdes nos diversos compartimentos
cerebrais. O hipocampo é uma regido do cérebro em que as células apresentam uma

elevada expressdo de TfR, fazendo desta forma que esta regido apresenta maior
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concentracdo de ferro do que areas que apresentam menor expressao de TfR, como
por exemplo o cortex (URANGA e SALVADOR, 2018). No cérebro, a transferrina &
sintetizada pelo plexo coroide e por oligodendrdcitos, mas apenas o plexo coroide a
secreta, o ferro adquirido pelos neurbénios ocorre principalmente através do sistema
transferrina-TfR, e sdo exportados através da ferroportina (WARD et al., 2014).

No entanto, através de processos perivasculares os astrécitos se ligam a
membrana abluminal da BHE, liga-se também aos neurénios, e em fungéo disto, o0s
astrocitos desempenham um papel importante na regulacdo da absorcédo de ferro
cerebral. Os astrocitos ndo expressam TfR, mas absorve o ferro na barreira
hematoencefalica via DMT1 que sao expressos nos processos perivasculares ligados
a BHE. Enquanto que o efluxo de ferro nos astrocitos ocorre através da ferroportina e
ceruloplasmina (WARD et al., 2014).

A deficiéncia de ferro impede o crescimento e pode levar a morte celular, oposto
a isto a sobrecarga intracelular é citotoxico e pode induzir a apoptose ou ferroptose
por diversos mecanismos. O ferro tende a acumular lentamente no cérebro no
decorrer do envelhecimento normal e/ou nos processos neurodegenerativos, neste
altimo podendo ocorrer de forma mais acelerada. No entanto, este acumulo ocorre
sem que haja aumento da ferritina, fato que contribui para que o ferro livre atue como
cofator na formacao de ERO (MILLS et al., 2010; SALVADOR, 2010).

Neste sentido, a sobrecarga de ferro € uma condicéo classica encontrada em
diversas doencas neurodegenerativas, em especial nas doencas de Alzheimer, de
Parkinson e de Huntington. O acumulo de ferro livre € um processo normal durante o
envelhecimento  cerebral, este evento pode desencadear processos
neurodegenerativos visto que o ferro é altamente reativo a agua e ao oxigénio e esta
elevada reatividade pode levar a producéao de ERO, e por consequéncia causar danos
irreversiveis as membranas celulares e ao DNA (MILLS et al.,, 2010; URANGA e
SALVADOR, 2018; PLASCENCIA-VILLA e PERRY, 2018; SINGH et al., 2019)
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Figura 6: Acumulo de ferro cerebral com o envelhecimento natural.

Neste contexto, 0 acimulo de ferro em regides como o hipocampo tem sido
estudado no intuito de elucidar os mecanismos subjacentes ao dano provocado pela
presenca aumentada deste metal no SNC, um destes mecanismos aponta a ligacao
do ion férrico em regides especificas da proteina Tau em neurbnios, resultando na
fosforilacdo desta proteina e seu consequente acumulo, gerando os emaranhados
neurofibrilares e o depdsito desta proteina esta relacionado a fisiopatogenia da
doenca de Alzheimer (GAO et al., 2017). Além disto, SANTOS (2000) demostrou, em
outro trabalho de nosso grupo de pesquisa, 0 acumulo de ferro no hipocampo de
animais tratados com DDS. Outro mecanismo oxidativo sugerido para os danos
ocasionados pelo ferro livre é a formacéao de peroxido lipidico levando a citotoxicidade,

com consequente inducéo de apoptose ou ferroptose (EGANA et al., 2003).

2.3 Ferro e o0 estresse oxidativo

A reacado quimica do ion ferro com peroxido de hidrogénio leva a formacgéo de
radical hidroxila (OH"), via reacéo de Fenton (Figura 6, Fe?*+H202 — Fe3* + OH"+ OH-
), sendo esta considerada a espécie reativa de oxigénio com maior potencial de dano,
por reagir com um elevado namero de constituintes celulares. Quando estes radicais
sdo formados as proximidades da membrana fosfolipidica podem desencadear a

peroxidacdo de acidos graxos poli-insaturados e nos fosfolipidios, e desta forma os
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hidroperoxidos de lipidios vao quebrar e dar origem a uma variedade de derivados de
lipideos, dentre eles o malondialdeido (MDA), 4-hidroxinonenal (HNE) e 4- hidroxi-2-
hexenal (HHE; MILLS et al., 2010; WARD et al., 2015).

Fe2* + O «— Fe3* + Oz~
202"+ 2H" ——» O2 + H202

Fe?* + H202 — Fe® + OH + OH'

Figura 7 - Equacgéo de Fenton.

O ferro é o metal em maior abundancia no homem, pode ser encontrado em
sua forma oxidada (Fe®*) e em sua forma reduzida (Fe?*), que é rapidamente oxidado
a Fe®" em solucbes aquosa, o estado Fe3* é insolivel em pH neutro. O ferro é
transportado e armazenado por proteinas especificas como a transferrina, lactoferrina,
ferritina e heme (WEINBERG, 1990; PUNTARULO, 2005). Este metal esta distribuido
por todos os sistemas biologicos onde atua como cofator catalisando diversos
processos bioldgicos imprescindiveis para a manutencdo da vida. Neste contexto,
pode apresentar funcdes essenciais (respiracéo celular, replicacdo de DNA e diviséao
celular) ou especializadas (transporte de oxigénio e neurotransmisséo; MILLS et al.,
2010; PILONI et al., 2013; WARD et al., 2015; DUSEK et al., 2016; URANGA e
SALVADOR, 2018; MASALDAN et al., 2019).

O ferro pode atuar como um agente oxidante, e levando a oxidacdo de
biomoléculas, com danos teciduais e perda de funcdo. Neste sentido, o ponto critico
para homeostase do ferro € a sua absor¢cédo no duodeno, através da dieta alimentar,
onde a desregulacédo nesse mecanismo pode levar a deficiéncia ou a sobrecarga de
ferro. (SALVADOR, 2010; URANGA e SALVADOR, 2018; MASALDAN et al., 2019).
No envelhecimento, é observado a elevacao do ferro cerebral ligado a ferritina e a
neuromelanina em diversas regides cerebrais sem causar dano tecidual aparente.
Entretanto, o acumulo de ferro livre no SNC pode desencadear processos
neurodegenerativas (WARD et al., 2015; SINGH et al., 2019). Apesar da relagéo entre
o acumulo de ferro livre e doencas neurodegenerativas, até o momento nao foi
esclarecido se este processo antecede a morte neuronal e/ou se decorre dela (QIAN
e SHEN, 2001; MILLS et al., 2010; URANGA e SALVADOR, 2018; LEE e LEE, 2019).
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2.4 Quelantes de ferro e doencas neurodegenerativas

Dentre os possiveis alvos terapéuticos relacionados ao ferro e aos disturbios
neurodegenerativos estdo os farmacos quelantes de ferro, esta terapia é aplicada na
supressdo da formacdo de radicais livres, diminuindo os niveis de ferro que atuam
como catalisador no processo de formacéao de radicais livres. Farmacos quelantes séo
compostos com afinidade ou tendéncia de fazer liga¢cées com ions metalicos e formar
uma estrutura complexa e estavel o suficiente de forma que seja dificilmente quebrada
por moléculas organicas endégenas (FLORA e PACHAURI, 2010; MILLS et al., 2010).

O uso de quelantes de ferro na pratica clinica iniciou por volta da década de
setenta (1970), no século passado, com o uso da DFX que mesmo com resultados
significativos na clinica dos pacientes com talassemia e com sobrecarga de ferro,
motivou pesquisa no sentido de encontrar um novo farmaco que pudesse ser
administrado por via oral, visto que a DFX é administrada por via parenteral. Diante
disto, através de esforcos em pesquisa foram incluidos outros farmacos como a
Deferiprona e o Deferasirox. Atualmente, aplicam-se diversos protocolos clinicos com
0 uso de quelantes de ferro, em alguns deles se faz a associac¢ao de quelantes para
um melhor resultado (NURCHI et al., 2016).

O uso destes farmacos na prética clinica tem sido no sentido de atenuar e/ou
proteger os pacientes dos efeitos adversos da sobrecarga e toxicidade do ferro em
orgao e tecidos advindos da circulacao deste metal néo ligado a transferrina e neste
contexto reduzir a formacéo espécies reativas de oxigénio, via reacdo de Fenton.
Recentemente, tem sido utilizado na remocdo de estoque de ferro em 6rgao onde
possam estar desenvolvendo acao tdxica, dentre elas a sindrome do desconforto
respiratério no adulto, isquemia do miocardio, cancer e malaria (FAA e CRISPONI,
1999; NURCHlI et al., 2016). Além disto, foi demonstrado que a DFX diminui o declinio
cognitivo em paciente com doencgas de Alzheimer (FLORA e PACHAURI, 2010; MILLS
et al., 2010).

Farmacos quelantes de ferro devem ser altamente seletivos ao ferro,
apresentar baixa toxicidade mesmo ap0s quelar-se ao metal, apresentar uma maior
afinidade ao ferro do que os compostos enddgenos, ter boa absorcdo entérica e boa
disponibilidade nas células-alvo (NURCHI et al., 2016). Além disto devem apresentar
elevada solubilidade em agua, de dificil metabolizacdo, elevada permeabilidade para

atingir tecidos de armazenamento de metais, manter a capacidade de quelar mesmo
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guando submetidos ao pH dos fluidos corporais e principalmente apds ligar-se aos
metais formar compostos menos toxicos que os ions dos metais (FLORA e
PACHAURI, 2010).

Nos ultimos anos, tem-se considerado possibilidade do uso de quelantes de
ferro na terapia farmacologica de prevencdo e/ou tratamento de doencas
neurodegenerativas a fim de remover possiveis acumulos de ferro em regibes
cerebrais. Neste sentido, o quelante deve apresentar elevada capacidade de
atravessar membranas celulares e em especial a BHE, deve apresentar ainda a
capacidade de ligar-se ao ferro livre, transferindo-o para as proteinas circulantes, mas
sem apresentar a capacidade de ligar-se ao ferro ligado a transferrina do plasma. Além
disto, também deve apresentar baixa toxicidade, baixo custo e ser administrado
preferencialmente por via oral (SANTOS et al., 2009; WARD et al., 2015).

Numero crescente de estudos corroboram o conceito de que a alteracdo na
regulacdo de ferro cerebral desempenha um papel importante na etiologia das
doencas neurodegenerativas. A alteracdo da homeostase do ferro celular no SNC
pode levar ao aumento da absorcao de ferro por areas especificas do cérebro. Esta
teoria € corroborada por achados de aumento nas concentracées de ferro em areas
especificas do cérebro causadas por disfuncao de proteinas envolvidas no transporte
e armazenamento, como a aceruloplasmina e ferritina (MILLS et al., 2010; DUSEK et
al., 2016).

Somando-se aos fatores relacionados a producdo de radicais livres sao
alteracdes na producdo de metaloproteinas, que pode desencadear a ativacdo de
micréglias que podem levar a neuroinflamacédo e com isto desencadear a morte celular

pela via dependente de ferro (ferroptose; DUSEK et al., 2016).

2.4.1 DEFEROXAMINA

A Deferoxamina (DFX) é um acido tri-hidroxamico, sideréforo, produzido e
secretado por Streptomyces pilossus, é conhecido por sua forte afinidade de ligacédo
ao ion ferro trivalente (Fe3*) e reduzida por outros metais, e que foi usado inicialmente
na intoxicacdo aguda por ferro e apenas na década de 1970 foi introduzido na pratica
clinica para o tratamento de pacientes com talassemia e com sobrecarga de ferro, o

elevado peso molecular do DFX faz com que seja pouco absorvido, quando
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administrado, por via oral, apresenta baixa ligacao a proteinas plasmaticas (<10%) e
meia vida plasmatica bastante curta que pode variar de 5 a 10 minutos, sendo uma
pequena parte metabolizada no plasma e o restante nos hepatoécitos, o que é
determinante para que este farmaco seja administrado por via intramuscular ou
subcutdanea com auxilio de bomba de infusdo (VERMYLEN, 2008; FLORA e
PACHAURI, 2010; NURCHI et al., 2016).
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Figura 8 - Estrutura quimica da deferoxamina - Fonte: Adaptado de YANG et al., 2014.

Quando complexado ao ferro forma o composto denominado ferrioxamina que
€ rapidamente eliminado principalmente através da via renal e de até um terco atraves
da via biliar, sendo este ultimo eliminado através das fezes. E um farmaco bem
tolerado e com poucos eventos adversos que incluem toxicidade oftalmica e auditiva,
aumento de suscetibilidade as infec¢des bacterianas e fungicas, reacdes alérgicas e
cutaneas, nauseas e vomitos, trombocitopenia, diarreia, febre, cdimbras nas pernas,
taquicardia e em raros casos podendo apresentar efeitos adversos nos pulmdoes, rins
e sistema nervoso (BOSQUE et al., 1995; FLORA e PACHAURI, 2010).

A maior parte dos portadores de doencas neurodegenerativas nao apresentam
alteracdo na homeostase do ferro, assim sendo, para estes individuos sera necessario
baixas doses de quelantes de ferro para alcancar o efeito esperado e com isto uma
menor incidéncia de efeitos adversos (WARD et al., 2015).

2.5 Neurotoxicidade e Neuroinflamagéo induzida por DDS

A neurotoxicidade € caracteriza-se pela promocéo de eventos adversos no
SNC, sistema nervoso periférico ou Orgaos sensoriais. Estas alteragbes podem
promover modificacdo nos parametros bioquimicos, eletroencefalograma, testes
psicolégicos e comportamentais, axonopatia e morte celular (MATTAPPALIL e
MERGENHAGEN, 2014). Os eventos adversos da DDS sobre o SNC sao

subnaotificados e os mecanismos envolvidos ainda sao relativamente desconhecidos.
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Sabe-se que individuos com doencas renal, doenca prévia no sistema nervoso e
geriatricos possuem uma maior predisposicao a estas reacdes (GRILL e MAGANTI,
2011; MATTAPPALIL e MERGENHAGEN, 2014).

Os eventos neurotoxicos induzidos pelo uso deste farmaco incluem delirio e
psicose, sdao normalmente inesperados e/ou imprevisiveis e sd80 comumente
confundidos com complicacdo ao quadro do paciente ou até mesmo um distlrbio
subjacente. O mecanismo que podem levar a mudancas comportamentais agudas
ainda n&o estao bem esclarecidas, mas pode haver uma correlagao entre a deficiéncia
de glutationa e a neurotoxicidade, deficiéncia esta normalmente encontrada em
pacientes geriatricos e/ou infectados pelo HIV (BUHL et al., 1989; SEKHAR et al.,
2011). Além disto, a DDS inibe a sintese de tetra-hidrobiopterina, um cofator na
formacao de dopamina e serotonina, o que pode contribuir para o surgimento destes
eventos no SNC (HARUKI et al., 2013; MATTAPPALIL e MERGENHAGEN, 2014).

Além disto, a neurotoxicidade induz alteracbes na homeostasia das células da
glia, com consequente neuroinflamacdo. O funcionamento normal da relacdo
neurdnio-micrdglia-astrocito é de extrema importancia para a organizagao estrutural e
funcional do cérebro. Neste sentido, entende-se que alteracbes nesta triade estédo
relacionadas aos processos de envelhecimento natural do cérebro e até mesmo a
processos neurodegenerativos (BARRES, 2008; CERBAI et al., 2012). Além disto, a
relagdo ente inflamacdo e envelhecimento € associada em complexas alteracfes
celulares e moleculares que contribuem para o declinio das fungdes cognitivas. Neste
contexto, o hipocampo € uma das estruturas mais sensiveis a estas reacfes e
modificacdes eletrofisiolégicas, estruturais e morfolégicas que ocorrem
desencadeadas pela inflamagéao (CERBAI et al., 2012).

A neuroinflamacdo compreende respostas bioquimica e celular as injurias
sofridas no sistema nervoso, estas respostas sdo mediadas por citocinas,
guimiocinas, ERO e segundos mensageiros. Estes mediadores podem ser produzidos
por células da glia (microglia e astrocito), células endoteliais e até mesmo por células
do sistema imunoldgico de origem periférica, e a resposta a este estimulo pode levar
a danos tecidual e morte neuronal por mecanismos apoptéticos (DISABATO et al.,
2016). As células da glia reconhecem sinais bioquimicos liberados pelo neurénio
através de receptores expressos em astrocitos e microglia, sinalizacdo esta que
podem levar a fagocitose de células neuronais e de dendritos neuronais. (CERBAI et
al., 2012).
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2.6 Hipocampo e processo de formacdo de memoria

O processo fisiologico de envelhecimento provoca uma série de prejuizos
celulares em todos os sistemas organicos e, o sistema nervoso central parece ser o
mais afetado por estas mudancas, levando a prejuizo nas fungdes motoras, sensoriais
e cognitivas ao longo do tempo (MATTSON e MAGNUS, 2006). Neste contexto, o
hipocampo parece ser um dos 0Orgdos mais sensiveis e estes eventos, e 0
desequilibrio oxidativo ocasionado pelo acumulo natural e progressivo neste 6rgao
pode levar a um comprometimento cognitivo (MILLS et al., 2010; SINGH et al., 2019).

O hipocampo esta diretamente envolvido nos processos de aprendizagem e
memoria. No entanto, a extensdo deste envolvimento e a forma como os circuitos
hipocampais realizam o processamento da memdria ainda ndo € um consenso
(RENDEIRO et al., 2009). Experimentos em roedores tem sido utilizado para a
proposicdo de numerosas teorias sobre o processamento da meméria no hipocampo
devido a notavel similaridade estrutural e funcional entre o hipocampo de humanos e
de roedores (NISSINEN et al., 2000). Neste contexto, tem sido amplamente descrito
gue os ratos mostram déficits relacionados a idade em tarefas de aprendizagem
espacial avaliada através do labirinto aquatico de Morris. Além disto, evidéncias
demonstram que tarefas de memdéria espacial, mensuradas pelo labirinto aquatico de
Morris, séo sensiveis a les6es no hipocampo (RENDEIRO et al., 2009).

A formacéo hipocampal de mamiferos € um componente essencial ao sistema
limbico e desempenha um papel fundamental nos processos de aprendizado e de
memoria (KIM e DIAMOND, 2002), esquematicamente pode ser dividido em dois
aspectos, sendo eles de forma anatdmica ou fisiolégica. Anatomicamente, o
hipocampo € dividido em quatro regides, sendo elas CA1, CA2, CA3 e giro denteado
(SCHARFMAN, 2007). Ao passo que, fisiologicamente pode ser dividido em
hipocampo ventral e hipocampo dorsal. A por¢cdo ventral atua primariamente no
processamento emocional, enquanto que por¢cao dorsal em processos de memoria e
aprendizado (BANNERMAN et al., 2004; FANSELOW e DONG, 2010).

Em um sentido mais amplo, a memaria pode ser dividida em memaria de curta
duracéo, também denominada de memoria de trabalho, e memoria de longa duracao.
A memodria de trabalho tem capacidade limitada e dura um curto periodo de tempo.
Oposto a isto, a memoria de longa duracdo pode armazenar grande quantidade de

informacdo e durar por tempo indeterminado. A memaria de longo prazo pode ser
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subdividida em memoria declarativa (episodica e sistémica) e memaéria ndo declarativa
ou implicita. A memoria declarativa armazena fatos ou eventos que necessitam de
uma lembranca consciente do evento. Oposto a isto, a memoéria ndo declarativa é
adquirida por condicionamento classico, por habitos de aprendizagem ou por
habilidade que podem ser recuperadas inconscientemente (SIANCAS e ERNESTO,
2016)
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

Avaliar o efeito do quelante de ferro, Deferoxamina, sobre alteracdes cognitivas
oxidativas sistémicas e no hipocampo induzidas pelo uso de Dapsona e/ou acumulo

de ferro.

3.2 Objetivos especificos

a) Avaliar os efeitos do quelante de ferro (DFX) sobre os efeitos cognitivos de
memoria e aprendizado induzidos por DDS em modelo animal.

b) Avaliar os efeitos do quelante de ferro (DFX) sobre a formacédo de
metemoglobina induzida por DDS em modelo animal.

c) Avaliar o efeito do quelante de ferro (DFX) sobre as alteracbes na
homeostasia do ferro e niveis de LPO induzidos por DDS no sangue e hipocampo dos
animais tratados.

d) Avaliar os efeitos do quelante de ferro (DFX) sobre as alteragcdes na
capacidade antioxidante total (TEAC) e niveis glutationa reduzida (GSH) induzidos por

DDS no sangue e hipocampo dos animais tratados.
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4 MATERIAL E METODOS:

4.1 Animais e procedéncia

Neste estudo, foram utilizados 60 camundongos Mus musculus, adultos jovens
machos, da linhagem Swiss, com massa corpOrea variando de 38 a 50g (449 +4), com
8 semanas de vida, provenientes do Biotério do Instituto Evandro Chagas (IEC).

Os camundongos foram alojados no biotério da Faculdade de Farmécia
(FACFAR) da Universidade Federal do Para (UFPA) em gaiolas de polipropileno
apresentando dimensdes de 45x34x16cm, com cobertura de grade em inox, com a
utilizagéo de “cama” em maravalha de Pinus. Durante o periodo de experimento foi
realizado a higienizagdo destas gaiolas em dias alternados, fazendo-se a substituicao
da maravalha apoOs este processo. Em cada gaiola foram acondicionados quatro
animais, sendo estes mantidos sob condi¢cfes controladas de temperatura (25 + 1°C)
e em ciclo alternado de 12 horas de claro/escuro. Agua e comida foram fornecidas ad
libitum durante o periodo do experimento.

Todos os procedimentos experimentais usando animais foram projetados de
forma a minimizar o sofrimento e 0 nimero de animais utilizados. Este estudo foi
conduzido de acordo com as diretrizes da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008 e
com o Decreto 6.899 de 15 de junho de 2009, assim como as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA) e aprovada
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Para
(CEUA/UFPA). Foi previamente aprovado por esta comissdo conforme o protocolo

de n°® 9032140818, conforme certificado nos anexos.

4.2 Doses e preparo de solucbes

4.2.1 EXTRAPOLACAO ALOMETRICA DE DOSE

Neste trabalho, para a determinacdo da dose de DDS utilizada no tratamento
foi feito uso do método de extrapolacdo alométrica interespecifica. Método este que
compara matematicamente animais de massa e espécie diferentes colocando-o0s no
mesmo padrao (PACHALY, 2006; FREITAS e CARREGARO, 2013).
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Para isto, consideramos a taxa metabolica basal do animal em estudo, este
processo permite extrapolar matematicamente doses de um medicamento indicado
para um outro animal vertebrado, de acordo com a taxas metabdlica de cada espécie.
Neste sentido, sabe-se que a relagdo entre a taxa metabdlica e a massa corporal ndo
é linear, e a proposicdo de um expoente de massa com valor 0,75 para expressar o
metabolismo basal em relacdo a massa corporal, quando se compara animais
interespecificos. A fundamentacéo de uso deste expoente esta nas taxas de consumo
de oxigénio que quando correlacionadas com a massa corporal tende a fazer retas
cuja a inclinacéo € 0,75 (PACHALY, 2006; FREITAS e CARREGARO, 2013). Diante
disto, a dose recomendada para um camundongo de 30g (0,03kg) é de 0,30mg de
DDS administrado diariamente, o que seria equivalente a uma dose 10mg/kg do

animal, conforme demonstrado no célculo a seguir.

TMB do animal referéncia (TMB Ref.) TMB do animal alvo (TMB Alvo)

TMB Ref. = k x m%7° TMB Alvo = k x m%7°
TMB Ref. =70 x 70075 TMB Alvo = 70 x 0,030%7°
TMB Ref. =70 x 24,20 TMB Alvo =70 x 0,0720
TMB Ref. = 1.694 Kcal TMB Alvo = 5,046 Kcal

Dose do Animal Alvo = (Dose do animal Ref. + TMB Ref.) x TMB Alvo
Dose do Animal Alvo = (100 + 1.694) x 5,046

Dose do Animal Alvo = 0,059 x 5,046

Dose do Animal Alvo = 0,30mg

Quadro 1: Demonstracdo de calculo de extrapolacdo alométrica de dose da DDS

A dose a ser administrada sera considerado a unidade de massa em miligramas (mg); K: constante,
para mamiferos placentarios equivale a 70 (neste caso, o mesmo valor para o0 homem e o
camundongo); m Ref: para o animal de referéncia (homem), considera-se 70kg; m Alvo: para o animal
alvo (camundongo), consideramos o peso de 30g (0,030kg); TMB: Taxa Metabdlica Basal; TMB Ref.:
Taxa Metabolica Basal do animal referéncia (homem); TMB Alvo: Taxa Metabdlica Basal do animal alvo
(camundongo).



27

4.2.2 SOLUCAO DE DAPSONA A 4MG/ML

A solugcédo de Dapsona a 4mg/ml foi produzida conforme preconizado pela

sociedade espanhola de farméacia hospitalar e Drugdexdrugevaluations. Micromedex®

Healhcare Series, 2005.
Para preparar 100ml de solucédo de DDS 4mg/ml, foi feito uso de:

DDS ... 400mg
Acido citrico ............... 500mg
Agua destilada .............. 25ml

Xarope simples .... qsp.100ml

4.2.3 SOLUCAO DE ACIDO CITRICO

Para preparar 100ml de solugdo de acido citrico, foi feito uso de:
Acido citrico ............... 500mg
Agua destilada .............. 25ml
Xarope simples .... qsp.100ml

4.2.4 SOLUCAO DE DEFEROXAMINA 4MG/ML

O DFX foi diluido em &agua destilada e apresentou concentracdo final de

16mg/ml, foi produzido diariamente, minutos antes de sua utilizacdo. Foi preparada

conforme abaixo:

Agua destilada....qsp. 10ml
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4.3 Grupos experimentais e regime de tratamentos

/ Descricado dos grupos \ / Teste do comportamentm / Parametros oxidativos\

Labirinto aquatico de Morris Jj ) « Sangue
,"_ vV C

i R 2 A

ey VU W

T GSH MetHb  GSH

e TEAC TEAC
| 10 dias Vista superior | II:_(:‘% M (L % Il__;_%

Plataforma

)

i Curta
| Aquisiciio ==> Testes Longa

AW /

Figura 9 - Representagdo esquematica da grupos e de tratamento.
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Figura 10 - Representacdo esquematica de grupos e vias de administracdo dos farmacos.



29

Nos animais do grupo Controle foi administrado apenas solu¢céo de acido citrico
preparado conforme o descrito no topico 4.2.3, por via oral (gavagem) e o volume
administrado de 100pl, por um periodo de 10 dias de tratamento.

Nos animais do grupo DDS foi administrado via oral (gavagem) solugdo com
DDS 4mg/ml preparada previamente, na dose de 10 mg/kg. Com volume administrado
ajustado conforme o peso de cada animal, por um periodo de 10 dias de tratamento.

Nos animais dos grupos DFX foi administrado por via intraperitoneal solu¢ao de
DFX 16mg/ml preparada minutos antes da administracao, na dose de 40mg/kg. Com
volume administrado ajustado conforme o peso de cada animal, por um periodo de 10
dias.

Nos animais dos grupos DDS + DFX foi administrado via oral (gavagem) solucao
com DDS 4mg/ml preparada previamente, na dose da dose de 10 mg/kg. E via
intraperitoneal solucdo de DFX 16mg/ml preparada minutos antes da administracao e
na dose de 40mg/kg. Tendo sido ajustado o volume administrado conforme o peso de

cada animal para as solucbes de DDS e DFX, por um periodo de 10 dias.

Dias de
tratamento Grupos Esquema de tratamento
Controle
10d (N=15) 100pl Solucéo, via oral, por 10 dias.
DDS 10d | Sol. de DDS 4mg/ml, na dose de 10mg/kg, via oral, por
(N=15) 10 dias.
10 dias DFX 10d | Solugéo de DFX 16mg/ml, na dose de 40mg/kg via i.p.,
(N=15) por 10 dias.
Sol. de DDS 4mg/ml, na dose de 10mg/kg, via oral e
DDS + DFX o
Solugédo de DFX 16mg/ml na dose de 40mg/kg, via i.p.,
10d (N=15) _
por 10 dias.

Quadro 2 - Esquematizacéo de grupos e esquemas de tratamentos.

4.4 Teste do comportamento

Apos 24h do término do tratamento farmacoldgico, pelo periodo 10 dias, os

animais foram encaminhados para realizacdo dos testes comportamentais. O ensaio
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foi realizado em sala prépria, com temperatura controlada (25°C) e atenuacdo dos
niveis de ruido e baixa intensidade de iluminacdo. Com o objetivo de evitar que as

variagdes circadianas pudessem vir a interferir com os resultados experimentais.

4.4.1 LABIRINTO AQUATICO DE MORRIS (MORRIS WATER MAZE)

O labirinto aquético de Morris (Morris Water Maze - MWM) é um teste de
aprendizado espacial ou local para roedores que se baseia na navegacdo dos
roedores em avaliacdo a partir de um local de partida ao redor do perimetro de uma
arena de natacao aberta para que este possa acessar uma plataforma submersa para
fuga. A aprendizagem espacial é avaliada em funcdo de tentativas repetidas e a
memoria de referéncia € determinada pela preferéncia dos animais na regido onde se
encontrava a plataforma. O MWM tem demonstrado ao longo do tempo ser um teste
confidvel e que apresenta forte relacdo com a plasticidade sinaptica do hipocampo
(VORHEES e WILLIAMS, 2006; VORHEES, C., 2010).

A arena (piscina) foi virtualmente dividida em quatro quadrantes, aqui
esquematicamente denominados de I, Il, Ill e IV, conforme demonstrado na figura
esquematica (Figura 11), foi utilizado uma plataforma submersa em acrilico
transparente de forma que esta ndo fosse facilmente percebida pelo animal. Foi
adicionado corante alimenticio a agua de forma a tornar o fundo da arena néao visivel
ao animal em teste e desta forma contribuindo para que o animal ndo visualizasse a
plataforma com facilidade. Todo o periodo de teste foi filmado com auxilio de caAmera
fixada ao teto e as imagens obtidos foram avaliadas com o auxilio do programa
especifico (Sistema ANY-maze). Os testes foram divididos esquematicamente em
duas fases, sendo primeira com fase de treinamento e a segunda com a fase de teste

propriamente dita, e esta ultima em teste de memoria de curta e longa duragéo.
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Figura 11 - Representacdo esquematica do teste Labirinto Aquéatico de Morris.

Durante a fase de treinamento o animal em teste foi inicialmente colocado no |
quadrante para nadar e explorar livremente a arena por um periodo de até dois
minutos ou até que este localizasse a plataforma submersa, apos a localizagdo da
plataforma permitiu-se que o animal em testes permanecesse sobre esta por um
periodo de vinte segundos. Apods isto, o animal foi retirado da arena e mantido em
repouso por um periodo de cinco minutos. Os animais que nao localizaram a
plataforma no periodo de dois minutos foram conduzidos até a mesma, em seguida
permitiu-se que estes permanecessem sobre esta por vinte segundos.

Logo apdés o periodo de repouso de cinco minutos o animal em teste foi
colocado no Il quadrante para a realizacéo de nado e exploragéo da arena assim como
ocorrido quando colocado no | quadrante, mantendo-se os mesmos periodos para a
exploracdo, de permanéncia sobre a plataforma e seguido do intervalo de repouso.
Apos isto, efetuou-se o mesmo procedimento colocando-se o animal no Il e IV
quadrante respectivamente. Em toda a fase de treinamento foi computado o tempo
em que o animal levou para acessar e manter-se sobre a plataforma. Desta forma,
chegou-se ao final da fase de treinamento.

Apos decorridos quatro horas da fase de treinamento foi iniciado a fase de
testes propriamente dito como a avaliagdo de memodria de curta duracédo. E para isto
realizamos a remocao da plataforma submersa da arena e o camundongo foi colocado
no quadrante oposto (Il quadrante) ao quadrante onde se localizava a plataforma (IV
guadrante) para que o animal em teste pudesse explorar a arena em busca da

plataforma por um periodo de sessenta segundos, apos este periodo o animal foi
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removido da arena. Nesta etapa foi avaliado o periodo de tempo em que o animal
explora a area em que a plataforma estava localizada anteriormente.

O teste de memoaria de longa duracéo foi realizado vinte e quatro horas apos a
realizacdo a fase de treinamento e ocorreu de forma semelhante ao teste de memoria
de curta duracédo onde a plataforma submersa foi removida da arena, o animal foi
colocado no Il quadrante e permaneceu na arena por um periodo de sessenta

segundos na arena, periodo em que foi avaliado o comportamento do animal em teste.

4.5 Coleta de amostra

e
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Figura 12 - Representacao esquematica da coleta de material biolégico por grupo experimental.

A coleta de material bioldégico ocorreu logo apds o teste do comportamento,
tendo sido coletado sangue e hipocampo, ambos destinados avaliacdo de parametros
oxidativos. A coleta de material biologico foi precedida de procedimento anestésico

com Quetamina e Xilazina.
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4.5.1 COLETA DE MATERIAL PARA ANALISE DE PARAMETROS OXIDATIVOS NO
SANGUE E NO HIPOCAMPO.

Apbs o término do teste para avaliacdo do comportamento, o labirinto aquatico
de Morris, os animais foram submetidos a eutanasia por exsanguinacao, sendo estes
previamente anestesiados com Quetamina (90mg/kg) e Xilazina (10mg/kg) seguido
de puncéo cardiaca para a coleta de sangue total. As amostras de sangue foram
centrifugadas para separacao do plasma e do concentrado e hem@cias, as hemacias
foram utilizadas para avaliacdo dos niveis de MetHb, enquanto que o plasma foi
utilizado para avaliacdo dos parametros oxidativos (Ferro, Glutationa reduzida,
capacidade antioxidante total e peroxidagéao lipidica).

Em seguida, foi realizado uma craniotomia para a retirada do encéfalo e
posterior dissecacdo do hipocampo. ApoOs dissecado o Orgdo foi pesado e
acondicionado em tubos do tipo eppendorf com tampédo fosfato salino (PBS) na
proporcdo de 1:10. Posteriormente foi realizado a disrupgdo com disruptor
ultrassénico. Apés este processo, as amostras foram centrifugadas (3000 rpm por 10

minutos) e o sobrenadante coletado e armazenado a -80°c para posterior analise.

4.5.2 DESCARTE DE MATERIAL BIOLOGICO

Os animais eutanasiados foram acondicionados em sacos plasticos de material
bioldgicos, em seguida congelados até o seu recolhimento e descarte pela empresa
responsavel pela coleta de residuos de material biol6gico, conforme Plano de
Gerenciamento de Residuos da Saude (PGRS) da Universidade Federal do Para.

4.6 Analises parametros bioquimicos e oxidativos.

4.6.1 DETERMINACAO DO PERCENTUAL DE METEMOGLOBINA.

A técnica empregada foi criada por Evelyn e Malloy (1938) e posteriormente

adaptada por de Hegesh et al. (1970), onde o percentual de MetHb é avaliado,

observando-se a variacdo de absorbancia causada pela adicdo do agente
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neutralizante cianeto de potassio (KCN) em um hemolisado tamponado com
ferricianeto de potassio (KsFe(CN)s) e outro tubo sem este reagente.

O tubo contendo hemolisado e KsFe(CN)s foi utilizado como padréo,
empregado para converter todas as formas possiveis de Hb para MetHb. Valores
inferiores a 2% foram considerados normais.

Inicialmente, foram adicionados 500 pL da suspensdo de hemacias a 50% em
tubos de ensaio, seguido pela adicdo de 2,5 mL de agua destilada e agitadas por
inversao trés vezes e mantidas em repouso por 3 minutos. Em seguida, foi adicionado
ao tubo 1 mL de solucdo tampéo-fosfato 0,5 mol/lL e 3 gotas de t-
Octylphenoxypolyethoxyethanol (Triton X-100) [adquirido da Sigma-Aldrich, Co. (St.
Louis, Mo)], e apds isto, o tubo foi agitado no vortex por 30 segundos. Deste tubo,
foram transferidos 2.4mL para cubeta (Al) e 0.2mL para outra cubeta (A2), esta
contendo 2,2mL do reativo ferricianeto-fosfato. Seguiu-se a leitura das amostras em
A= 632nm em espectrofotdbmetro, para obtencéo das absorbancias de Al e A2. ApGs
as leituras, foi adicionado 100uL da solugao neutralizada de cianeto de sédio a 10%
nos tubos Al e A2, e ap6s 1 minuto, foi realizada nova leitura das absorbancias para
obtencéo do A3 e A4 (Figura 13).

Apos a leitura das absorbancias, o célculo do percentual de % MetHb foi feito

pela seguinte equacéao.

% MetHb=___ A1-A3  x 100
12 X (A2 - Ad)

Onde:
12: fator de correcéo;
Al: % de metemoglobina na amostra;
A2: % de cianometemoglobina da amostra;
A3: 100% de metemoglobina na amostra,
A4: 100 % de cianometemoglobina na amostra.
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Proposto por Evelyn e Malloy (1938), adaptada por de Hegesh (1970).

)\ 2.5ml de Hy0 ' <
Y 0,1mide

i _ 7 1ml de tamp#&o fosfato
0,5ml de amostra Triton X 100\%‘ A P

Inverter 3 vezes Agttar no Vortex,
por 30 segundos
— l —

repouso por 3 minutos

2.4 mi 02ml - 2.2 mlde
lf N K ferricianeto-fostafo
12 Leitura 2% Leitura
(AT) \ il (A2)

% MetHb=___ A1-A3  x 100
12 x (A2 - Ad)

@

/
<u|’ o Y
£ 01mLde B
32 | eitura cianeto neutralizado 4° Leitura
(A3) (Ad)
dry LAy
HEGESH ef al. Clin Chim Acta., v. 30, n. 3, p. 679-682, 1970. Leitura em 632nm

Figura 13 - Representacdo esquematica da determinacdo do percentual de Metemoglobina (MetHb).

4.6.2 DETERMINACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL EQUIVALENTE
AO TROLOX (TEAC)

A determinagdo da capacidade antioxidante total foi realizada atraveés da
técnica da capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC). O Trolox (acido 6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromono-2-carboxilico; SigmaAldrich 23881-3) € um potente
antioxidante hidrossoluvel e analogo da vitamina E. Seguiu-se 0 método proposto por
Miller et al. (1993) modificado por RE et al. (1999). Trata-se de uma técnica
colorimétrica baseada na reacéo entre o ABTS (SigmaAldrich A1888) com persulfato
de potassio (K2S20s; Sigma-Aldrich 60490), produzindo diretamente o cation radical
ABTS+e (radical 2,2-azinobis [3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato], sal de diaménio),
cromoforo de coloracéo verde/azul. A adicdo de antioxidantes presentes na amostra
a este cation radical pré-formado o reduz novamente a ABTS, em escala dependente
da capacidade antioxidante, concentracao de antioxidantes e duracéo da reagéo. Isto
pode ser mensurado por espectrofotometria pela observacdo da mudanca na
absorbéancia lida a 734nm durante 5 minutos (Figura 14). Os resultados foram

expressos em uM/mL.
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Proposto por Miller et al. (1993), modificado por Re et al. (1999).

2970yl Radical ABTS+s K 2970p! Radical ABTS+»
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g Ay g
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TO T5
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RE ef al. Free Rad Biol Med., v. 26, n. 9, p.1231-1237, 1999. Leitura em 734nm

Figura 14 - Representacdo esquematica da determinacdo da capacidade antioxidante equivalente ao
Trolox (TEAC).

4.6.3 DETERMINACAO DA PEROXIDACAO LIPIDICA (LPO)

A determinacdo das substancias reativas ao acido tiobarbitarico, método para
avaliar a peroxidacao lipidica, foi realizada pelo método de Kohn e Liversedge (1944)
e adaptado por Percério et al. (1994). Trata-se de uma técnica baseada na reacao do
malondialdeido (MDA) e outras substancias com o &cido tiobarbitarico (TBA; Sigma-
Aldrich T5500), em pH 2,5 a 94°C, formando o complexo MDA-TBA de cor résea, com
absorbancia em 535nm. Como a reacdo néo é especifica para o MDA, uma vez que
o TBA pode reagir com acgucares, aminoacidos, proteinas e bilirrubina, utiliza-se o
termo substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS; MAYNE, 2003). A
concentragéo elevada de TBARS tem sido utilizada como um indicador do estresse
oxidativo.

O procedimento técnico do método consiste no preparo inicial do fosfato
monobasico de potassio (KH2PO4 75 mM, Synth, 35210) em agua acidificada (pH 2,5).
Esta solucéo é utilizada na preparacao do TBA (10 nM). Adiciona-se 100 pl de amostra
a 500 ul da solucéo de acido tiobarbitdrico 10 nM. Em seguida leva-se ao banho-maria

(94°C por 60 minutos); ap0s a incubagéo deixou-se esfriar a temperatura ambiente
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por 10 minutos; em seguida foi adicionado 4,0 ml de alcool 1-butilico, homogeneiza-
se vigorosamente em vOrtex e posteriormente submetido a centrifugacao a 2500 rpm
por 10 minutos; coleta-se 1,0 ml do sobrenadante para leitura espectrofotométrica a
535 nm (Figura 15). O padrdao MDA (1,1,3,3, tetrahidroxipropano - Sigma-Aldrich,

T9889), sendo os resultados foram expressos em uM/L.

Proposto por Khonn e Livesedge (1944), adaptado por Percario (1994).

150ul de H>0O 4ml de Alcool n-butilico

N@ 100|.|I de amostra \

500ul de TBA
3ml do sobrenadante

Vartex, por 30 segundos
> I > pros
Banho-maria & 90°, Centrifugar a 2500 RPM, m

por 60 minutos por 10 minutos

LN
\/
PERCARIO et al. Newslab, vol. 2, p. 46-50, 194. Leitura em 535nm

Figura 15 - Representacdo Esquemética da Determinacdo de Substancias Reativas ao Acido
Tiobarbitarico (TBARS).

4.6.4 DETERMINACAO DA GLUTATIONA REDUZIDA

A determinacado das concentracdes da glutationa reduzida (GSH) foi realizada
de acordo com o método de Ellman (1959). Esta técnica baseia-se na capacidade da
GSH em reduzir o acido-5,5-ditiobis-2-nitrobenzéico (DTNB) (Sigma-Aldrich) para
acido 5-tio-2-nitrobenzéico (TNB), o qual foi quantificado por espectrofotometria em
comprimento de onda de 412 nm.

As amostras foram desproteinizadas com acido tricloroacético 2% e o
sobrenadante coletado para analise apds centrifugacédo a 3000 rpm por 5 minutos.
Inicialmente, foi retirada uma aliquota de 20ul de cada amostra e transferindo para
tubo de ensaio contendo 3ml tampéo SOD e 20ul de agua destilada para a realizacéo

da 12 leitura da amostra (T0), em seguida foi adicionado 100yl de DTNB e apoés 3
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minutos realizou a 22 leitura da amostra (T3). A diferenca nas absorbancias (T3 - TO)

€ proporcional a concentragao de GSH, expressa em uM/ml (Figura 16).

Proposto por Ellman (1959)

<

4ml de Tampdo SOD % v,
<* = 20p!1 de Amostra 100l de DTNB
ﬁ T n P <
=/
v . . . ‘

—T 11

20plde agua = “l > ‘ “ 3 minutos
destilada ﬁ J _ - .
3ml . m._? H?
TO -
(1® Leitura) (2* Leitura)
ELLMAN, G. L. Arch. Biochem. Biophys., vol. 82, p. 70-77, 1959. Leitura em 412nm

Figura 16 - Representacdo esquemética de determina¢éo da atividade da glutationa reduzida (GSH).

4.6.5 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO FERRO

As concentracdes de ferro nas amostras foram determinadas pelo método
colorimétrico de Goodwin modificado (GOODWIN et al., 1966), utilizando o kit
Labtest®. Para isso, foram utilizados 50ul da amostra e as leituras foram feitas em
espectrofotometro no comprimento de onda 560nm. Os tubos utilizados na
manipulacdo das amostras durante os procedimentos foram de plastico e descartavel,
para evitar a contaminacdo com tracos de ferro. Na analise do ferro sérico, o ferro é
liberado da transferrina em meio acido tamponado e na presenca de acido tioglicolico
é reduzido a Fe*2. O ion reduzido liga-se ao reagente de cor (ferrozine), formando um
complexo molecular de coloragdo rosa, cuja intensidade da cor produzida é
diretamente proporcional & concentracdo de ferro na amostra. Os resultados foram

expressos em pg/L (Figura 17).
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Método colorimétrico de Goodwin modificado

150p1 de agua ultrapura

100pI de Amostra 25 de ferrozine

Y %@\

1000pI de Tampéo

— c—

Banho-maria a 37°c,
por 10 minutos

Kit comercial Labtest, Goodwin ef al., 1966. Leitura em 560nm

Figura 17 - Representacdo esquematica da determinacéo das concentracdes de ferro.
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5 ANALISE ESTATATITICA

Em relacdo aos pardmetros bioquimicos e oxidativos os resultados obtidos
foram submetidos a quatro analises diferentes, sendo a primeira a analise dos pontos
discrepantes (outliers), tendo sido utilizado o calculo do intervalo interquartilico.
Seguido da analise do tipo de dispersao através do teste de Levene. Em seguida da
andlise multivariada, quando distribuicdo normal fizemos uso de ANOVA de uma via
e se distribuicdo ndo normal utilizamos Kuskal Wallis e por ultimo a anélise Post-Hoc
com o método Tukey. Os resultados foram considerados estatisticamente significantes
guando p=< 0,05.

Em relacéo aos resultados obtidos no labirinto aquéatico de Morris, procedeu-se
inicialmente com remocdo dos pontos discrepantes, conforme descrito nos
parametros bioquimicos e oxidativos, em seguida foi aplicado a andlise do tipo de
dispersédo através do teste Kolmogorov-Smirnov, em seguido foi aplicado o ANOVA
de uma via e como Post-Hoc foi utilizado a teste de Bonferroni. Os resultados foram
considerados estatisticamente significantes quando p< 0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 Metemoglobina e parametros oxidativos sanguineos.

6.1.1 METEMOGLOBINA

A Figura 18 mostra o efeito sobre a formacédo de metemoglobina apés 10 dias
consecutivos de tratamento com DDS na presenca ou ndo de DFX. Os resultados
demonstram que o tratamento com DDS levou a um aumento no percentual de
metemoglobina quando comparado ao controle (p < 0,0001), e o tratamento
associado do quelante de ferro, DFX, com o DDS nao foi capaz de alterar este
aumento de metemoglobina induzida por DDS. Os animais controles e os tratados

somente com DFX n&o apresentaram alteracdo nos percentuais de metemoglobina.

Metemoglobina

% MetHb

o] minmm T

T T
Controle DFX oDs DDS + DFX

Figura 18 - Efeito do tratamento com DFX sobre o percentual de metemoglobina em animais tratados
com DDS. Os dados expressos como média + desvio padrdo. *p<0,05 comparado ao grupo Controle.
#p<0,05 comparado ao Grupo DDS. %MetHb, Percentual de metemoglobina. DDS, Dapsona. DFX,
Deferoxamina. DDS+DFX. Dapsona + Deferoxamina.

6.1.2 FERRO E PEROXIDACAO LIPIDICA

A Figura 19 mostra o efeito dos tratamentos DDS e DDS+DFX sobre os niveis
de ferro (a) e LPO (b) plasmético. Os resultados demonstrados na Figura 19 (a),
mostraram que os animais tratados por 10 dias com DDS apresentaram aumento nos
niveis de ferro plasmatico quando comparado ao Grupo Controle ('p < 0,0001). O
Grupo tratado simultaneamente com DDS + DFX apresentou reducéo nos niveis de
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Ferro plasmatico comparado ao grupo DDS, similar aos animais Controles. Os grupos
controle e tratado somente com DFX (Grupo DFX) ndo apresentaram alteracdo nos
niveis de ferro plasmatico.

A Figura 19 (b) mostra que os animais tratados com DDS (Grupo DDS)
apresentaram aumento nos niveis de LPO comparado ao Grupo Controle (p <
0,0001). O grupo tratado com DDS + DFX apresentou reducéo nos niveis de LPO
comparado ao Grupo DDS, com valores similares aos animais Controles. Os grupos
controle e tratado somente com DFX nédo apresentaram alteracdo nos niveis de LPO

plasmatico.

@ Ferro - Plasma @ LPO - Plasma

200 100 #
" *
150 B0
*
60 I I

I 40~

nim oliml

20—

T T T
Controle DFX DDS + DFX Controle DFX Dos DDS + DFX

Figura 19 (a) Efeito do tratamento com DFX sobre os niveis de Ferro plasmatico de animais tratados
por 10 dias consecutivos com DDS. (b) Efeito do tratamento com DFX sobre os niveis de LPO no
plasma de animais tratados com DDS. Os dados foram expressos como média + desvio padrdo. ‘p<0,05
comparado ao grupo Controle. #p<0,05 comparado ao Grupo DDS. LPO, Peroxidagéo lipidica. DDS,
Dapsona. DFX, Deferoxamina. DDS+DFX. Dapsona e Deferoxamina.

6.1.3 NIVEIS DE ANTIOXIDANTES

A Figura 20 mostra o efeito do tratamento com DFX sobre os niveis de GSH (a)
e TEAC (b) no plasma. A Figura 20a mostra que os animais tratados por 10 dias com
DDS apresentaram diminuicdo na concentracdo de GSH no plasma comparado aos
animais Controle ('p<0,0001). O tratamento simultineo de DDS + DFX elevou os
niveis de GSH comparado ao Grupo DDS, retornando aos valores dos animais
controles. O grupo tratado somente com DFX (Grupo DFX) ndo apresentou alteracao
nos niveis de GSH no plasma comparado ao Grupo Controle.
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A Figura 20 (b) mostra que todos os animais tratados (Grupos: DDS, DDS+
DFX ou somente DFX) ndo apresentaram diferenca estatistica na capacidade

antioxidante total (TEAC) comparada ao Grupo Controle.

@ GS§H - Plasma @ TEAC - Plasma

pmalmL

T T
Controle DFX DDS DDs + DFX Controle DFX DDS + DFX

Figura 20 (a) Efeito do tratamento com DFX sobre os niveis GSH no plasma de animais tratados por
10 dias consecutivos com DDS. (b) Efeito do tratamento com DFX sobre os niveis de TEAC no plasma
de animais tratados com DDS. Os dados expressos como média = desvio padrdo. "p<0,05 comparado
ao grupo Controle. #p<0,05 comparado ao Grupo DDS. GSH, Glutationa reduzida. TEAC, Capacidade
antioxidante equivalente ao Trolox. DDS, Dapsona. DFX, Deferoxamina. DDS+DFX. Dapsona e
Deferoxamina.

6.2 Parametros oxidativos no hipocampo

6.2.1 FERRO E PEROXIDACAO LIPIDICA

A Figura 21 mostra o efeito dos tratamentos DDS e DDS+DFX sobre o0s niveis
de ferro (a) e LPO (b) no Hipocampo. Na Figura 19 (a), pode-se observar que 0s
animais tratados por 10 dias com DDS apresentaram aumento nos niveis de ferro no
hipocampo quando comparado ao Grupo Controle (p < 0,0001). O Grupo tratado com
DDS + DFX apresentou reducdo nos niveis de Ferro no hipocampo comparado aos
grupos controle e DDS. O grupo tratado somente com DFX (Grupo DFX) néo
apresentou alteracao nos niveis de ferro no hipocampo comparado ao grupo controle.

A Figura 19 (b) mostra que os animais tratados com DDS (Grupo DDS)
apresentaram aumento nos niveis de LPO no hipocampo comparado ao Grupo
Controle ("p < 0,0001). O grupo tratado com DDS + DFX apresentou reducdo nos

niveis de LPO comparado ao Grupo DDS, com valores similares aos animais
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Controles. O grupo tratado somente com DFX ndo apresentou alteracao nos niveis de

LPO plasmatico no hipocampo, similar ao grupo controle.
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Figura 21 (a) Efeito do tratamento com DFX sobre os niveis de Ferro no hipocampo de animais tratados
por 10 dias consecutivos com DDS. (b) Efeito do tratamento com DFX sobre os niveis de LPO no
hipocampo de animais tratados com DDS. Os dados foram expressos como média = desvio padrao.
“p=<0,05 comparado ao grupo Controle. #p<0,05 comparado ao Grupo DDS. LPO, Peroxidacao lipidica.
DDS, Dapsona. DFX, Deferoxamina. DDS+DFX. Dapsona e Deferoxamina.

6.2.2 NIVEIS DE ANTIOXIDANTES

A Figura 22 mostra o efeito do tratamento com DFX sobre os niveis de GSH (a)
e TEAC (b) no hipocampo. A Figura 22a mostra que 0s animais tratados por 10 dias
com DDS apresentaram diminui¢cao nos niveis de GSH no hipocampo comparado aos
animais Controle (‘p<0,0001). O tratamento simultaneo de DDS + DFX elevou os
niveis de GSH comparado ao Grupo DDS, retornando aos valores dos animais
controles. O grupo tratado somente com DFX ndo apresentou alteracao nos niveis de
GSH no plasma comparado ao Grupo Controle.

A Figura 22 (b) mostra que os animais tratados com DDS apresentaram
reducao significativa na capacidade antioxidante no hipocampo quando comparada
aos animais Controle ("p = 0,0010). O grupo DDS + DFX apresentou niveis de TEAC
similar ao grupo controle, mostrando que o tratamento com DFX foi capaz de reverter
a reducéo na capacidade antioxidante induzida pelo DDS, retornando aos valores dos
animais controles. O grupo tratado somente com DFX n&do apresentou alteracao nos

niveis de GSH no plasma comparado ao Grupo Controle.
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Figura 22 (a) Efeito do tratamento com DFX sobre os niveis GSH no hipocampo de animais tratados
por 10 dias consecutivos com DDS. (b) Efeito do tratamento com DFX sobre os niveis de TEAC no
hipocampo de animais tratados com DDS. Os dados expressos como média + desvio padrdo. "p<0,05
comparado ao grupo Controle. #p<0,05 comparado ao Grupo DDS. GSH, Glutationa reduzida. TEAC,
Capacidade antioxidante equivalente ao Trolox. DDS, Dapsona. DFX, Deferoxamina. DDS+DFX.
Dapsona e Deferoxamina.

6.3 Andlise de parametros cognitivos em modelo de Labirinto aquéatico de Morris

6.3.1 AVALIACAO DE APRENDIZADO (LATENCIA - FASE DE TREINO)

A Figura 23 mostra o efeito apds 10 dias de tratamento com DDS e/ou DDS +
DFX sobre o tempo de laténcia para acesso a plataforma submersa durante os quatro
treinos no periodo de treinamento (aquisicdo). Este parametro tem sido utilizado para
avaliar a capacidade em que os individuos expostos ao teste apresentam a
capacidade em aprender e desenvolver o nado. Neste sentido, ficou evidente que o
tratamento com DDS (Grupo DDS) néo foi capaz de induzir um comprometimento
motor que viesse a comprometer o nado, visto que ndo houve diferenca estatistica

entre os grupos testados.
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Figura 23 - Efeito do tratamento com DFX sobre a Laténcia em segundos durante a fase de treino em
animais tratados por 10 dias consecutivos com DDS. Os dados expressos como média + desvio padrao.
DDS, Grupo DDS. DFX, Grupo DFX. DDS+DFX. Grupo DDS + DFX.

6.3.2 MEMORIA DE CURTA DURACAO

A Figura 24 (a) mostra o tempo no quadrante alvo (quadrante VI), local onde
continha a plataforma submersa durante a fase de aquisicdo de memdria (treino), este
parametro tem sido usado como padrdo na identificacao de processos de memoria de
curta duracdo onde um maior tempo neste quadrante tem sido correlacionado a uma
boa condicdo de memdria espacial, enquanto que uma reducdo do tempo neste
quadrante é correlacionado a uma possivel alteracdo no processo de formacédo de
memoéria. Neste sentido, a Figura 24 (a) mostra o efeito do tratamento com DFX sobre
o tempo no quadrante alvo (Quadrante VI), no teste de memaria de curta duracdo, em
gue os animais tratados por 10 dias com DDS (Grupo DDS) apresentaram uma
diminuicdo no tempo em que permaneceram no quadrante alvo comparado ao grupo
controle ("p<0,05). No entanto, os animais tratados com DDS e DFX simultaneamente
apresentaram maior tempo de permanéncia no quadrante alvo comparado aos demais
grupos. Neste contexto, ficou evidente uma reducado significativa no processo de
formacdo de memoéria de curta duracdo nos animais submetidos ao tratamento com
DDS, e o tratamento com DFX foi capaz de reverter e/ou inibir as alteracfes induzidas
pelo tratamento com DDS.

A Figura 24 (b) mostra a laténcia de 12 entrada no quadrante alvo este
parametro é considerado como padréo na identificacdo de alteracdes no processo de
formacdo de memdria de curta duragédo, assim como o tempo no quadrante alvo. Um

tempo menor de acesso ao quadrante alvo indica um bom processo de formacao de
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memaoria enquanto um maior tempo indica alteracées no processo de formacéo de
memoria. Neste contexto, a Figura 24 (b) mostra que os animais tratados com DDS
apresentaram um tempo maior de acesso ao quadrante alvo quando comparado ao
grupo Controle (p < 0,05), no teste de meméria de curta duracédo. No entanto, o grupo
tratado simultaneamente com DDS e DFX apresentou reducdo no tempo de acesso
ao quadrante alvo (*p < 0,05), retornando a valores similar ao grupo controle,
demonstrando que o tratamento com DFX foi capaz de reverter e/ou inibir a reducéo
significativa no processo de formacdo de memoria de curta duragdo induzido pelo
tratamento com DDS. Além disto, o grupo tratado somente com DFX (grupo
DDS+DFX) ndo mostrou diferenca estatistica ao grupo controle.

A Figura 24 (c) mostra a velocidade média dos individuos submetidos ao teste
durante o nado, onde este parametro pode ser utilizado para a avaliagdo de possiveis
alteracdes motoras que possam dificultar ou inviabilizar o nado. Neste sentido, a
Figura 24 (c) mostra que nao houve diferenca estatistica entre os grupos avaliados,
demostrando que os tratamentos com DDS e/ou DDS+DFX n&o foram capazes de

induzir alteracdes significativas que comprometessem a fungdo motora dos animais.
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Figura 24 (a) Efeito do tratamento com DFX sobre o tempo no quadrante alvo (Q 1V) de animais tratados
por 10 dias consecutivos com DDS. (b) Efeito do tratamento com DFX sobre a laténcia de primeira
entrada no quadrante alvo de animais tratados com DDS. (c) Efeito do tratamento com DFX sobre a
velocidade média de nado de animais tratados com DDS. Os dados expressos como média + desvio
padrdo. *p<0,05 comparado ao grupo Controle. #p<0,05 comparado ao Grupo DDS. DDS, Grupo DDS.
DFX, Grupo DFX. DDS+DFX. Grupo DDS + DFX.

6.3.3 MEMORIA DE LONGA DURACAO

A Figura 25 (a) mostra o tempo no quadrante alvo (quadrante VI), local que
contém uma plataforma submersa durante a fase de aquisicdo de memoria (treino),
este parametro tem sido usado como padrdo na identificacdo de processos de
memoéria de longa duragdo, no qual um maior tempo neste quadrante esti
correlacionado a uma boa condicdo de memaria espacial, enquanto uma reducéo do
tempo neste quadrante é correlacionada a uma possivel alteracdo no processo de
formacdo de memoria. Neste sentido, a Figura 25 (a) que os animais tratados por 10
dias com DDS apresentaram diminuicdo no tempo em que permaneceram no
quadrante alvo comparado ao grupo controle ("p<0,05), enquanto que os animais que
receberam tratamento simultineo de DDS e DFX apresentaram tempo de

permanéncia no quadrante alvo similar aos animais controles. Neste contexto, ficou
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evidente uma alteracéo significativa no processo de formacédo de memdéria de longa
duracédo nos individuos submetidos ao tratamento com DDS e que o tratamento com
DFX reverteu esta alteracdo na memoéria de longa duracdo. Além disto, ndo houve
diferenca estatistica em o0s grupos controle e tratamento somente com DFX,
mostrando o DFX néo leva a danos na memoaria de longa duracéo.

A Figura 25 (b) mostra a laténcia de 12 entrada no quadrante alvo este
parametro é considerado como padréo na identificacdo de alterag6es no processo de
formacao de memaria, assim como o tempo no quadrante alvo. Um tempo menor de
acesso ao quadrante alvo indica um bom processo de formacdo de memoéria e um
maior tempo indica alteracdes no processo de formacao de memoria. Neste contexto,
a Figura 25 (b) mostra que os animais tratados com DDS (Grupo DDS) apresentaram
um tempo maior para acessar ao quadrante alvo comparado ao grupo Controle
("p<0,05), no teste de memdria de curta duracéo. Entretanto, o grupo tratado com DDS
e DFX simultaneamente apresentou uma reducdo no tempo de acesso ao quadrante
alvo (*p<0,05), retornando aos valores dos animais controles, demonstrando assim
que o tratamento com DFX foi capaz de reverter e/ou inibir os danos na memoaria de
curta duracédo induzido pelo tratamento com DDS. Além disso, nota-se que nao houve
diferenca estatistica em os grupos controle e DFX, mostrando o DFX néo leva a danos
na memoria de curta duracao.

A Figura 25 (c) mostra a velocidade média dos individuos submetidos ao teste
durante o nado, onde este parametro pode ser utilizado para a avaliagdo de possiveis
alteracdes motoras que possam dificultar ou inviabilizar o nado. Neste sentido, a
Figura 25 (c) mostra que ndo houve diferenca estatistica entre os grupos avaliados,
demostrando que os tratamentos com DDS e ou DFX néao foram capazes de induzir

alteracdes significativas que comprometesse a fungcdo motora dos animais.
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Figura 25 (a) Efeito do tratamento com DFX sobre o tempo no quadrante alvo (Q 1V) de animais tratados
por 10 dias consecutivos com DDS. (b) Efeito do tratamento com DFX sobre a laténcia de primeira
entrada no quadrante alvo de animais tratados com DDS. (c) Efeito do tratamento com DFX sobre a
velocidade média de nado de animais tratados com DDS. Os dados expressos como média + desvio
padrdo. *p<0,05 comparado ao grupo Controle. #p<0,05 comparado ao Grupo DDS. DDS, Grupo DDS.
DFX, Grupo DFX. DDS+DFX. Grupo DDS + DFX.
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7 DISCUSSAO

Os dados apresentados neste estudo, evidenciam que o regime de tratamento
com doses diarias de DDS 10mg/kg diminuiu os niveis de GSH e de TEAC no
hipocampo dos animais tratados com este farmaco. Todavia, este efeito foi reduzido
e/ou revertido com a administracdo de DFX 40mg/kg. Além disso, o tratamento com
DDS induziu aumento no acumulo de ferro e da peroxidacao lipidica no plasma e no
hipocampo. Por outro lado, o tratamento com o quelante de ferro (DFX) foi capaz de
inibir o acumulo de ferro no hipocampo e do aumento dos niveis de ferro no plasma,
assim como inibir o aumento na peroxidacéao lipidica (LPO) induzido pelo tratamento
com DDS. Adicionalmente a isto, ficou evidenciado através dos resultados dos
ensaios no MWM que o tratamento com DDS reduziu a memodria espacial, de curto e
de longo prazo, e que o tratamento com DFX foi capaz de evitar e/ou reverter 0s
efeitos desencadeados pelo tratamento com DDS.

Os resultados apresentados permitem validar a metodologia aplicada neste
estudo. Assim como, demonstraram evidéncias do potencial oxidativo da DDS
semelhante ao que foi demonstrado em estudo clinico realizado por Schalcher et al.
(2014) em outro trabalho deste grupo de pesquisa, e estes resultados se devem aos
metabolitos hidroxilados da DDS (DDS-NOH e MADDS-NOH) que apresentam efeitos
pré-oxidantes e que tem sido relacionados aos principais eventos adversos
relacionados ao uso de DDS, especialmente a metemoglobinemia e a anemia
hemolitica (RIEDER et al., 1988; RIMOLI, 2000; SCHALCHER et al., 2014).

A anemia hemolitica mediada por DDS esta relacionada as alteracfes da
membrana dos eritrécitos que levam a prematura precoce destas células, sejam estas
de forma extravascular pela remocao no baco de células danificadas ou de forma
intravascular pela fragilidade induzida pela DDS, estes efeitos hematotoxicos
observados durante a terapia sdo ocasionados pelos metabolitos hidroxilados da
DDS, sendo eles a DDS-NOH e MADDS-NOH, estes metabolitos sédo encontrados de
forma mais acentuadas em paciente com deficiéncia de glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PD), estudos in vitro conduzidos por Ciccoli et al. (1999) e Reilly et
al. (2000) demonstraram o efeito hematotoxico destes metabdlitos, contudo a forma
DDS-NOH é a mais relacionada a formacéo de MetHb e diminuigdo da concentracéo
de GSH. Nesse sentido, a GSH apresenta um papel fundamental na regulacédo do

equilibrio redox do organismo e também do eritrécito, atuando na remoc¢éo de ERO.
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Neste contexto, o papel crucial da G6PD nos eritrocitos é fornecer NADPH e
manter um suprimento adequado de GSH. Visto que o NADPH atua junto a Glutationa
redutase (GR) na redugdo da glutationa oxidada (GSSH) em GSH. Fator
imprescindivel na regulacédo dos efeitos oxidativos das espécies reativas de oxigénio
(OLIVEIRA et al., 2014; LEE e GEETHA, 2015). Na deficiéncia de G6PD os eritrécitos
sdo mais facilmente expostos a um desafio oxidativo e os niveis de GSH sofrem
deplecéo rapidamente, e com isto h4 uma menor defesa contra a acdo das EROS
(COLEMAN, 1993).

A acdo metemoglobinizante da dapsona parece estar relacionada, a sua
conversdo metabdlica a DDS-NOH e MADDS-NOH. Estes metabolitos séo
responsaveis pela formacdo de metemoglobina e pelo consumo da GSH, visto que
esta ultima é consumida durante a oxidagdo de dapsona nitroso (DDS-NO) a DDS-
NOH, a dapsona hidroxilamina oxida a hemoglobina em metemoglobina e com isto o
ciclo s6 é interrompido com a deplecédo de GSH e quando isto ocorre reduz a formacéao
de metemoglobina (COLEMAN, 1993; OLIVEIRA et al.,, 2014). De acordo com
Bradshaw et al. (1997) estes mecanismos podem levar a anemia hemolitica.
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Figura 26 - Mecanismo de oxidacdo de hemoglobina por acdo de dapsona hidroxilamina. DDS,
Dapsona; DDS-NOH, Dapsona hidroxilamina; DDS-NO, Dapsona nitrosoareno; Paso, Citocromo Paso;
NADH-MR, NADH-metemoglobina redutase. Fonte: adaptado de GILL et al., 1995.

Em nosso modelo experimental, a administracado de DDS foi capaz de induzir a
formacao de MetHb nos eritrécitos dos animais tratados com este farmaco durante 10
dias. Corroborando com os resultados encontrados no estudo clinico conduzido por
Schalcher et al. (2014). Diante disto, ficou evidente as propriedades

metemoglobinizantes da DDS, e que tais efeitos se devem as alterag6es no equilibrio
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redox, estas alteracbes podem promover complexas alteracdes dentre elas na
homeostasia do ferro e na defesa antioxidante que podem levar toxicidade e
inflamacé&o. De maneira semelhante Coleman et al. (1996) e Albuquerque et al. (2015),
em estudo in vitro, demostraram a capacidade de DDS-NOH em induzir a formacéao
de MetHb podendo alcancar valores superiores a 45%. Outro aspecto observado
nestes estudos foi a reducdo de GSH em eritrécitos. Coleman (1995) relata que as
alteracOes nestes biomarcadores sdo dose-dependente e que estes efeitos sao
encontrados na dose de 100mg/dia, que € comumente utilizada no tratamento da
hanseniase.

No sistema nervoso central (SNC), a DDS pode provocar danos oxidativos em
células e no tecido nervoso, visto que suas propriedades fisico-quimicas conferem a
molécula um baixo peso molecular e alta lipossolubilidade, estas caracteristicas
proporcionam a DDS a capacidade de se difundir facilmente pelo SNC (GATTI et al.,
1997). No entanto, até 0 momento, contamos com poucos estudos em relacéo a estes
possiveis danos no SNC. Entretanto Sadeghi et al. (2016) demonstraram associacao
entre o estresse oxidativo e o acumulo de ferro no hipocampo, e esta sobrecarga de
ferro apresenta uma forte correlacdo ao aumento na peroxidacéo lipidica que podem
levar a ativacdo de vias apoptaoticas.

O cérebro tem sido considerado um dos principais 6rgaos geradores de ERO.
No entanto, € mais sensivel a estas alteracBes oxidativas por possuir menor atividade
de enzimas antioxidantes. Além disto, possui elevada quantidade de lipidios com
acidos graxos insaturados, estes sdo alvos das ERO formadas neste tecido e esta
interacdo pode levar a um aumento na peroxidacao lipidica. Em condi¢cdes normais, 0
cérebro consegue equilibrar a geracdo de ERO com a defesa antioxidante. Contudo,
em condicOes adversas pode ocorrer uma producdo excessiva de ERO e/ou uma
reducdo no sistema antioxidante, o que pode desencadear aumento na peroxidacao
de lipidios, e com isto causar neurodegeneragcdo. Em funcao disto, algumas doencas
neurodegenerativas apresentam forte correlacdo com a reducéo de glutationa. Desta
forma, apresentando um papel critico na defesa antioxidante no SNC (AOYAMA et al.,
2011).

Outro aspecto de grande importancia neste estudo foi a reducdo dos niveis de
GSH nos animais tratados com Dapsona (Grupo DDS). No entanto, esta reducéo foi
revertida nos grupos tratados com DDS+DFX (Grupo DDS+DFX). Neste contexto,

Coleman et al. (1996) demonstraram que metabolitos hidroxilados da DDS foram



54

capazes de induzir a formacéo de metemoglobina em elevadas propor¢des (acima de
45%) e a reducdo de GSH em eritrocitos sadios. Burke et al. (2013) descreveram o
efeito semelhante em paciente submetido a terapia com DDS, onde os efeitos
desapareceram com a suspensdo do tratamento. Situagdo semelhante também foi
descrito por Valsan et al. (2018) quando dois pacientes em tratamento de
trombocitopenia imune fizeram uso de DDS e apresentaram sintomas clinicos
compativeis com metemoglobinemia. Tais como, saturacéo de oxigénio com valores
proximos a 80% e cianose, tendo estes sintomas desaparecidos com a suspenc¢ao do
tratamento com a DDS.

A capacidade antioxidante total reflete de forma inespecifica os diversos
mecanismos relacionados as vias antioxidantes, sejam estes enddgenos ou
exdgenos. Neste contexto, a GSH é o antioxidante endégeno em maior concentracao
e 0 amento no consumo deste no processo oxirreducdo da DDS-NO em DDS-NOH
pode proporcionar uma reducdo na capacidade antioxidante total do sistema. Em
nosso estudo, o tratamento com DDS induziu o consumo aumentado de GSH, e este
mecanismo pode ter sido o responsavel pela reducéo na capacidade antioxidante no
hipocampo de animais tratados com DDS. No entanto, o tratamento com DFX foi
capaz de inibir o consumo aumentado de GSH, fazendo com que a capacidade
antioxidante fosse estatisticamente semelhante ao grupo controle. Adicionalmente a
isto, foi observado que nédo houve reducédo da capacidade antioxidante no plasma,
semelhante ao resultado encontrado no trabalho de Sakai (2018), em outro trabalho
de nosso grupo, onde ficou demonstrado que 24 horas apdés a ultima administracéo
de DDS os mecanismos de defesa antioxidante conseguem restabelecer a
capacidade antioxidante apesar da reducao nos niveis de GSH.

A homeostasia do ferro tem um papel imprescindivel no equilibrio de
oxirreducao, de modo que a alteracdo na homeostasia deste metal pode levar reacdes
de producdo de ERO, como o radical *OH, que podem se propagar e levar por
consequéncia a danos celulares e teciduais (EGANA et al., 2003; SCHIFF et al., 2006;
YAN et al.,, 2018). Desta forma, este estudo mostrou que o tratamento com DDS
10mg/kg aumentou as concentragbes de ferro no hipocampo de camundongos
tratados com este farmaco, resultado este que ratifica que as propriedades pro-
oxidantes da DDS estédo relacionadas a hemolise e que com isto promovem a

liberacdo de heme e ferro livre no plasma, e este ferro livre pode catalisar reacdes
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oxidativas e estas reacdes levam a danos teciduais (YAN et al., 2018; MASALDAN et
al., 2019).

Ficou evidenciado também que os niveis de ferro e de peroxidacao lipidica
(LPO) estdo aumentados no grupo tratado com DDS. Por outro lado, estes valores
foram reduzidos no grupo tratado com DDS+DFX (Grupo DDS + DFX). Diante disto,
ficou evidente que a alteracdo da homeostasia do ferro ocasionada pela hemdlise e
liberag&o do ferro livre em decorréncia do tratamento com DDS, e este aumento de
ferro livre pode catalisar e/ou favorecer a formagcdo de ERO através da reacdo de
Fenton e Waber-Weiss. Com isto, estas espécies reativas formadas, em especial
hidroxila (*OH), tendem a promover a peroxidacdo de lipideos de membrana que
podem levar a alteragcdo na membrana e com isto levar a perda de funcéo celular e/ou
até mesmo a apoptose ou ferroptose.

Neste sentido, Ciccoli et al., (1999) correlacionaram o dano provocado pelo
aumento nos niveis de ferro e o aumento na formacéo de ERO ao potencial catalitico
do ferro na geracdo de ERO e como consequéncia o estresse oxidativo que pode
proporcionar danos em biomoléculas e desta forma levar a danos celulares e
teciduais.

Nossos resultados corroborando com os resultados de Cook e Yu (1998) que
demostraram em trabalhos com ratos Fischer que o acumulo de ferro nos tecidos,
incluindo o cérebro, aumenta com a idade do animal 0 mesmo ocorre com a
peroxidacdo lipidica, diante disto sugere-se que este acumulo de ferro ndo ligado a
transferrina apresenta uma forte correlagdo com o aumento na peroxidacgao lipidica.
Knutson et al. (2000) demonstraram que a suplementacao de ferro em ratos Sprague-
Dawley levou a uma sobrecarga de ferro, e esta levou hd um aumento significativo na
peroxidacdo lipidica. Mimi¢-Oka et al. (2005) demostraram em estudo clinico que a
suplementacao de ferro e a consequente saturacdo da transferrina e os altos niveis
de ferro em funcao da suplementacdo podem agravar o estresse oxidativo e promover
uma reducédo da capacidade antioxidante em pacientes realizando hemodialise, onde
a suplementacao de ferro € amplamente recomendada.

Alcalde et al. (2018) demonstraram, em modelo murinho, que a sobrecarga de
ferro induz ao declinio persistente de memodria, reduz os niveis de antioxidantes
aumenta o estresse oxidativo e de marcadores inflamatorios. Além disto, reduz os
niveis do fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) que desempenha um papel

imprescindivel na consolidagédo da memoria. E que tais efeitos sdo revertidos com o
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tratamento com quelante de ferro, a Deferipona. Heldt et al. (2007) demonstraram que
a deplecéao de BDNF no hipocampo reduz a capacidade de reconhecimento de objetos
e aprendizado espacial.

Carboni et al. (2017) demonstraram que 0s animais suplementados com ferro
apos 0 nascimento apresentaram comprometimento na habilidade de aprendizado e
no reconhecimento de objetos, e que animais tratados com quelante de ferro
(deferiprona) apos a suplementacdo de ferro apresentaram melhora significativa no
desempenho das duas tarefas. De Lima et al. (2008) e De Lima et al., (2007)
demonstraram que a terapia com DFX foi capaz de reverter o comprometimento de
memoria de reconhecimento induzida pela sobrecarga de ferro. Assim como, uma
melhora nos déficits cognitivos e no estresse oxidativo associados ao acumulo de ferro
no envelhecimento. Neste contexto, Ayton et al. (2018) demonstraram que o ferro
pode facilitar a deposicao de AB na doenca de Alzheimer e acelerar o processo da
doenca.

Estudos clinicos conduzidos por Ayton et al. (2018) sugeriram que a elevacao
da taxa de ferritina pode ser um indicativo de aumento na concentragédo de ferro
cerebral, demonstrando forte correlacdo com a deposi¢do de proteina amiloide na
doenca de Alzheimer (DA). Neste contexto, o ferro férrico aumenta a agregacéo de
proteina na placa AB. Atuando como um dos principais indutores da progressao da
doenca. Demonstrou a intima correlacdo de niveis elevados de ferritina com a
progressao acelerada da doenca. No entanto, a ferritina € uma proteina de fase aguda
gue aumenta em condi¢des inflamatérias, com isto 0 amento na expressdo desta
proteina pode indicar inflamacé&o ao invés de aumento na concentracao de ferro. Em
funcao disto, Plascencia-Villa e Perry (2018) demonstraram que a deposicao de ferro
no cérebro pode ter uma estreita correlacdo com a deposi¢do de amiloide podendo
ser usado como biomarcador alternativo para monitorar ou diagnosticar a DA, quando
associados a técnicas de imagem cerebral e outros biomarcadores.

Numero crescente de evidencias cientificas sugerem que a alteracdo da
homeostasia do ferro pode contribuir para alteragcdes neurodegenerativas, com isto o
uso quelantes de ferro sdo capazes de reduzir a concentragéo de ferro em areas que
com concentracdes de ferro livre, e que a terapia com estes farmacos pode prevenir
ou retardar a progressdo de doencas neurodegenerativas (DUSEK et al., 2016).
Neste sentido, o trabalho de Shachar et al., (2004) demostrou que o tratamento com

quelante de ferro permeavel a barreira hematoencefalica apresenta um efeito
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neuroprotetor e que em funcao destas caracteristicas pode ter aplicacdes clinicas nas
doencas neurodegenerativas, onde se acredita que o acumulo anormal de ferro no
cérebro estéd associado a estes processos neurodegenerativos.

Adicionalmente a isto, foi realizado o labirinto aquéatico de Morris (MWM) para
avaliar os efeitos mnemonicos induzidos pelo acumulo de ferro, por este ser um
meétodo considerado padréao ouro na avaliacdo da aprendizagem e memoria (espacial,
de curto e de longo prazo) dependente do hipocampo, especialmente em
camundongos (HELDT et al., 2007; MORRIS et al., 1982; SILVA et al., 2015). Onde
0s animais foram submetidos a um ensaio de sondagem 4 e 24 horas ap0s o ultimo
ensaio de aquisicdo. O teste MWM foi desenvolvido por Morris (1984) e aprimorado
por Stewart e Morris (1993) para avaliar formas relacionadas de aprendizagem e
memoria. Neste teste, foi observado o tempo de acesso a plataforma submersa
durante o periodo de treinamento (aquisi¢ao), que se correlaciona com o aprendizado,
pois 0s animais devem apresentar redu¢ao no tempo de acesso a plataforma durante
a fase de aquisicdo. O tempo gasto no quadrante alvo (IV) e o tempo de laténcia de
chegada no quadrante alvo foram anotados como indice de recuperacdo (memoria
espacial / de curto e de longo prazo; BRANDEIS et al., 1989; D’HOOGE e DE DEYN,
2001; SILVA et al., 2015).

Os resultados dos ensaios de aquisi¢do no teste MWM mostraram redugéo no
tempo de acesso a plataforma submersa, sugerindo aumento na capacidade de
aprendizagem dos animais testados. No ensaio da sonda de recuperacao, apos 4 e
24 horas, o tratamento com DDS exibiu reducdo da atividade mnemonica, indicada
por um tempo mais curto gasto no quadrante alvo (Q V) e maior tempo para chegar
pela primeira vez no quadrante alvo (Q IV). Esses parametros servem como
indicacdes de que o tratamento com DDS reduziu a memdria espacial, de curto e de
longo prazo. Além disto, ficou evidenciado que o tratamento com DFX foi capaz de
evitar e/ou reverter os efeitos desencadeados pelo tratamento com DDS, visto que
houve um aumento no tempo gasto no quadrante alvo (Q IV) e reducao no tempo de
chegada neste quadrante (BRANDEIS et al., 1989; D’HOOGE e DE DEYN, 2001).

Em relacdo a memoaria espacial, nossos dados demonstraram que o tratamento
com DDS reduziu a memoaria espacial em camundongos. Estudos anteriores relataram
qgue as células locais do hipocampo sdo o principal substrato envolvido com as

habilidades de memoaria espacial avaliadas por meio do teste MWM. Além disso, ha
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evidéncias que indicam a importancia do hipocampo para a aquisicao e recuperacao
de informacdes espaciais, bem como para consolidacdo / armazenamento (POUCET
et al., 2000; D’HOOGE e DE DEYN, 2001). A reducao de atividades mnemonicas (de
curto e de longo prazo) induzida pelo tratamento com DDS pode ter sido
desencadeado pelo aumento na concentracao de ferro livre no hipocampo que levou
a um aumento na peroxidacao lipidica o que pode ter levado a danos no hipocampo,
somando a isto, o tratamento o tratamento com DDS foi capaz de reduzir os niveis de
GSH e da TEAC, tornado o hipocampo mais sensivel aos danos visto que foi
demonstrado uma reducdo nos seus mecanismos de defesa.

Nossos resultados fornecem novas evidéncias de que o tratamento que DDS
pode induzir uma reducdo da aprendizagem e das atividades mnemonicas em
camundongos, e que estes efeitos podem ser dose dependentes. Adicionalmente a
isto, o tratamento com DFX foi capaz de reverter ou inibir os efeitos induzidos pelo
tratamento com a DDS. Nossos resultados sdo semelhantes ao encontrado por LI et
al. (2016) ap6s a inducéo de alteracdo na homeostasia do ferro por inducéo cirdrgica
no abdémen que provocou aumento na concentracéo de ferro no hipocampo, aumento
da LPO e um aumento na formacédo de espécies reativas de oxigénio, levando a uma
perda nas atividades mneménicas observadas no MWM. Estes efeitos foram
suprimidos com a administracdo de DFX apds o procedimento cirargico. Sendo
observado ainda que o tratamento com DFX melhorou as atividades mnemaonicas.

Desse modo, o possivel uso terapéutico de DFX depende das suas
propriedades antioxidantes para prevenir a formacdo de ERO, e principalmente de
suas propriedades quelantes, para remover as quantidades excessivas de ferro livre
de regides cerebrais mais sensiveis a esta sobrecarga, como o hipocampo. Desta
forma, a DFX deve ser capaz de quelar o ferro livre no plasma sem ligar-se ao ferro
ligado a transferrina e/ou no acumulo deste metal nos tecidos, de modo a evitar que a
sobrecarga de ferro livre possa se acumular em nos diversos 6rgaos e tecidos, em
especial o hipocampo no sistema nervoso central. Por fim, acreditamos que a DFX
pode ser uma alternativa terapéutica para evitar e progresséo de danos induzidos pelo
acumulo de ferro no hipocampo e/ou na prevencao da neuropatia periférica induzida
pelo Mycobacterium leprae e/ou pelo tratamento para o controle da infec¢do por este

microrganismo.
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8 CONCLUSAO

O presente estudo mostra as alteragbes oxidativos e cognitivas induzidas por
dapsona que podem ser revertidas por quelante de ferro, como a DFX, em modelo
animal. De acordo com nossos resultados, pode-se concluir que:

- O tratamento com DDS elevou o acumulo de Ferro e o estresse oxidativo,
avaliado pelos niveis de LPO, no Hipocampo e no sangue de animais tratados, assim
como reduziu os niveis de fatores antioxidantes, como GSH e a capacidade
antioxidante total no sistema nervoso. Além disso, o tratamento com DDS foi capaz
de induzir danos cognitivos em animais, com comprometimento do aprendizado,
memodérias de curta e longa duracao.

- Adicionalmente, o tratamento com DFX reduziu os efeitos oxidativos da DDS,
levando a reducédo nos niveis de ferro e LPO no hipocampo e sangue de animais
tratados com DDS, assim como reverteu a inibicdo de fatores antioxidantes como GSH
e capacidade antioxidante total induzida por DDS, principalmente no sistema nervoso.
Além disto, o tratamento com o quelante de ferro, a DFX foi capaz de reverter os danos
cognitivos, em aprendizado e memorias de curta e longa duracéo, induzidos pelo
DDS. Desta forma, pode-se inferir uma possivel correlacdo entre o aumento na
formacdo de ERO e acumulo de Ferro no sistema nervoso, que podem estar
associados a perda cognitiva em processos de memdria ocasionada pelo uso de DDS.
Com isso, estes dados, em conjunto, sugerem uma possivel aplicacdo terapéutica da
DFX no controle da progressdo de doencas neurodegenerativas relacionadas ao

acumulo de ferro.
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