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RESUMO 

AÇÃO NEUROPROTETORA DO COMPOSTO EBSELEN E DO EXERCÍCIO 

FÍSICO EM MODELOS DE DOENÇA DE ALZHEIMER ESPORÁDICA EM 

CAMUNDONGOS 

 

Autora: Franciele Martini 

Orientadora: Dr.ª Cristina Wayne Nogueira 

Sabe-se que a Doença de Alzheimer (DA) é uma doença neurodegenerativa que atinge cerca 

de 47 milhões de pessoas no mundo. Este número está previsto para aumentar nas próximas 

duas décadas. Uma gama de evidências tem mostrado que a patogênese da DA ainda não está 

completamente clara, afirma-se que seja heterogênea, pois seu desencadeamento está 

relacionado com o envolvimento de múltiplos fatores. O ebselen é um composto orgânico de 

selênio, que tem merecido destaque na literatura devido suas propriedades farmacológicas. De 

fato, os efeitos neuroprotetores do ebselen foram reconhecidos e seus alvos multifatoriais 

parecem ser uma vantagem para estratégias terapêuticas prospectivas. Ainda, a prática de 

exercício físico regular proporciona diversos benefícios, e um deles está associado a aspectos 

cognitivos, em idosos. Com isso, o objetivo principal desse estudo foi investigar a ação 

neuroprotetora do composto ebselen e do exercício de força na fisiopatologia da doença de 

Alzheimer em modelos animais de DA esporádica (CEUA: 7372110915 – 6145050717). 

Inicialmente, os resultados do artigo 1 demonstraram que o ebselen inibiu, IC50 33.14 (28.93 

– 37.97) µM, a atividade da isoforma G4 da enzima acetilcolinesterase (AChE) hipocampal, 

in vitro. Nos modelos animais da DA esporádica, o ebselen (50mg/kg via i.p.) mostrou um 

efeito neuroprotetor em um modelo de amnésia induzida pela escopolamina, protegendo 

desses efeitos deletérios nos testes comportamentais de reconhecimento do objeto e Y- Maze 

em camundongos Swiss. Somado a isso, este composto apresentou uma inibição na atividade 

da AChE, no hipocampo dos camundongos. Estes resultados sugerem que o ebselen modulou 

a disfunção na neurotransmissão colinérgica induzida pela escopolamina. No artigo 2 o 

protocolo experimental utilizando estreptozotocina (ETZ - 3 mg/kg via i.c.v.) visou um 

tratamento terapêutico e repetido com doses mais baixas de ebselen (1 e 10 mg/kg via i.p.). O 

tratamento com ebselen, nos camundongos, em doses baixas, foi eficaz em reverter a perda de 

memória ocasionada pela no teste de reconhecimento e localização do objeto e no Y-Maze. 

Além disso, o composto foi efetivo em reverter todos os parâmetros de estresse oxidativo e os 

níveis de proteínas da via apoptótica nas razões de Bax/Bcl-2, PARP clivada/PARP e nos 

níveis de caspase-3 no hipocampo de camundongos tratados com ETZ. O manuscrito I visou 

um tratamento terapêutico não farmacológico com um programa de exercício de força 

utilizando uma escada, onde os animais foram submetidos a um treino de força progressiva 

com duração de 4 semanas. O exercício de força aumentou os níveis de marcadores 

neurogênicos via sinalização BDNF/ERK-CAMK-II/CREB no hipocampo de camundongos, 

além de suprimir a perda de memória no teste do Morris water maze (MWM), em um modelo 

de DA esporádica. Finalmente, esta tese contribui para o esclarecimento dos mecanismos 

neuroprotetores envolvidos na ação do ebselen e reforça a hipótese de que composto pode ser 

uma interessante alternativa terapêutica para o tratamento da DA. Ainda, com relação ao 

exercício físico de força, os resultados contribuem para o entendimento dos efeitos do 

exercício de força sobre a DA.  

Palavras – chaves: ebselen, exercício de força, Alzheimer, neuroproteção, estresse oxidativo. 



 

 



 

 

ABSTRACT 

NEUROPROTECTIVE ACTION OF EBSELEN COMPOUND AND PHYSICAL 

EXERCISE IN SPORADIC ALZHEIMER DISEASE MODELS IN MICE 

 

Author: Franciele Martini 

Advisor: Cristina Wayne Nogueira, PhD 

Alzheimer's Disease (AD) is a neurodegenerative disease that reaches about 47 million people 

in the world and this prevalence is expected to increase over the next two decades. A range of 

evidence has shown that the pathogenesis of AD is still not completely clear; it is 

heterogeneous and involves multiple factors. Ebselen is an organoselenium compound, which 

has pharmacological properties. In fact, the neuroprotective effects of ebselen have been 

recognized and their multifactorial targets appear to be an advantage for prospective 

therapeutic strategies. In addition, regular physical exercise has several benefits, among them 

improvement of cognitive aspects in the elderly. Therefore, the main objective of this study 

was to investigate the neuroprotective action of ebselen and the strength exercise in the 

pathophysiology of animal models of sporadic AD (CEUA: 7372110915 - 6145050717). 

Initially, the results of article 1 demonstrated that ebselen inhibited, in vitro. In the animal 

models of sporadic AD, ebselen (50 mg / kg via i.p.) inhibited IC50 33.14 (28.93 - 37.97) μM, 

the G4 isoform activity of the hippocampal enzyme acetylcholinesterase (AChE) showed a 

neuroprotective effect on a scopolamine-induced amnesia model, protecting against these 

deleterious effects in object recognition and Y-Maze behavioral tests in Swiss mice. In 

addition, this compound inhibited AChE activity in the hippocampus of mice. These results 

suggest that ebselen modulated dysfunction in scopolamine-induced cholinergic 

neurotransmission. In article 2 the experimental protocol, repeated treatment with lower 

doses of ebselen (1 and 10 mg/kg via i.p.) in a model of AD induced by streptozotocin (STZ - 

3 mg / kg via i.c.v.) was carried out. Ebselen treatment was effective in reversing the memory 

loss caused by STZ in mice, which was demonstrated in the object recognition and location 

tests and Y-Maze. In addition, the compound was effective in reversing all parameters of 

oxidative stress and protein levels of the apoptotic pathway in the Bax/Bcl-2, cleaved 

PARP/PARP ratios and caspase-3 levels in the hippocampus of STZ-treated mice. In the 

manuscript I mice were subjected to a non-pharmacological therapeutic treatment, a strength 

exercise program, which was carried out bin a ladder, where the animals underwent 

progressive force training (4 weeks). Strength exercise increased levels of neurogenic markers 

via BDNF/ERK-CAMK-II/CREB signaling in the hippocampus of mice, in addition to 

suppressing memory loss in the Morris water maze (MWM) test in a sporadic AD model. 

Finally, this thesis contributes to better understand the neuroprotective mechanisms involved 

in the action of ebselen and reinforces the hypothesis that this compound may be an 

interesting therapeutic alternative for the treatment of AD. Regarding strength exercise, the 

results help to understand the effects of strength exercise on AD. 

Key words: ebselen, strength exercise, Alzheimer 's, neuroprotection, oxidative stress. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1.  DEMÊNCIA 

 

Para fins de definição, pode-se conceituar demência, como uma condição heterogênea 

caracterizada por declínio cognitivo que não é suficientemente intenso para causar 

prejuízo funcional, evidenciando, dessa maneira, o diagnóstico de demência, ou também 

conhecido como Comprometimento Cognitivo Leve (CCL) (PETERSEN et al., 2014; 

ROCCA et al., 2011). Representando assim, um estado de transição entre o 

envelhecimento normal e a demência leve, tanto em termos cognitivos quanto 

neuropatológicos (GUILLOZET et al., 2003; MUELLER et al., 2005). 

Dados epidemiológicos indicam um crescimento mundial da incidência de demência, 

particularmente do tipo Alzheimer, especialmente nos chamados países em 

desenvolvimento, é a forma mais comum de demência (cerca de 65 a 80%) (QIU, C., 

2012). O relatório, de 2015, da “Alzheimer's Disease International” (ADI), estima que, 

46,8 milhões de pessoas em todo o mundo convivem com a doença e as projeções são de 

que a prevalência deve dobrar até 2030, chegando a 74,7 milhões de pessoas 

(FRATIGLIONI et al., 2000; WIMO et al., 2017). Sendo assim, será a principal causa de 

dependência funcional e de mortalidade entre a população idosa (QIU, C., 2012).  

O termo demência abrange um conjunto de sintomas envolvendo principalmente 

perdas de memória e de raciocínio decorrentes do próprio envelhecimento do indivíduo ou 

associada à doenças neurodegenerativas (GALLUZZI et al., 2013; PARK e HAN, 2015; 

PETERSEN e MORRIS, 2005). Claudia Suemoto, médica e professora da disciplina de 

Geriatria, da Universidade de São Paulo, uma das ganhadoras do prêmio “L’Oréal Unesco 

para mulheres cientistas - 2016”, juntamente com seu grupo de pesquisa, desenvolve um 

projeto que trata da compreensão dos fatores de risco do mal de Alzheimer e mostra, em 

uma das suas pesquisas, que o ensino superior está associado a menor prevalência de 

demência e um aumento da reserva cognitiva (FARFEL et al., 2013). Assim, entre os 

principais fatores de risco relacionados a doença, estão a baixa escolaridade, o tabagismo, 

a diabetes, a depressão, a inatividade física, a obesidade e a hipertensão (WEINER et al., 

2013).  

Mesmo que a idade seja o principal fator de risco para o desenvolvimento de uma 

demência, o impacto da idade e do sexo é inconclusivo no prognóstico do tempo restante 

de vida dos pacientes (CHI et al., 2014; HELZNER et al., 2008; REITZ et al., 2011). Em 
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geral, os pacientes com alguma forma de demência evoluem para a morte em torno de três 

a dez anos após o diagnóstico (BRODATY et al., 2012). Infelizmente, ainda não há cura 

conhecida ou medidas preventivas para a maioria dos tipos de demência. 

 

1.2.  DOENÇA DE ALZHEIMER 

 

1.2.1. CARACTERÍSTICAS EPIDEMIOLÓGICAS E CLÍNICAS DA DOENÇA DE 

ALZHEIMER 

A mais de um século, o médico Alis Alzheimer proferiu uma palestra no 37º 

Congresso de Psiquiatria do Sudoeste da Alemanha, sobre sua pesquisa intitulada “Eine 

eigenartige Ekrankung der Hirnrinde” - “Uma doença Peculiar dos Neurônios do Córtex 

Cerebral”. Tratava-se do caso clínico de uma paciente de 51 anos que foi internada no 

Hospital de Frankfurt, em 1901, apresentando perda de memória progressiva, alucinações 

e delírios. Após sua morte, Alzheimer fez uma análise cerebral identificando as principais 

características neuropatológicas da doença, ou seja, a presença de placas senis e dos 

emaranhados neurofibrilares e a perda neuronal. Anos mais tarde, Emil Kraepelin, na 8º 

edição do “Handbook of Psychiatry”, após estudar casos parecidos, propôs que se 

denominasse essa patologia de “Doença de Alzheimer’s”, em homenagem ao seu 

descobridor (GOEDERT e SPILLANTINI, 2006; SOUCHAY, 2007). 

Sabe-se que a DA é uma condição de vida tardia, atinge cerca de 47 milhões de 

pessoas no mundo (PRINCE et al., 2013). Este número está previsto para aumentar nas 

próximas duas décadas (PRINCE et al., 2016). O custo total da demência foi estimado em 

torno de US $ 818 bilhões em 2010 e foi projetado para atingir US $ 1 trilhão até 2018 em 

todo o mundo (PRINCE et al., 2016). Isso se torna ainda mais dramático pois cerca de 

60% das pessoas afetadas pela demência vivem em países de baixa e média renda. Diante 

disso, entre os anos de 2010 e 2011, nos Estados Unidos, foi realizado um Projeto de Lei 

de Alzheimer’s Nacional (National Alzheimer’s Project ACT - NAPA) 

(http://napa.alz.org/national-alzheimersproject-act-backgroun), pelo Research Triangle 

Institute, em que exigiu-se a criação de uma estratégia nacional para tentar solucionar a 

“crise” na DA, com o objetivo principal de “prevenir ou tratar de forma eficaz a Doença 

de Alzheimer até 2025”.  

No Brasil, segundo a Pesquisa Nacional por Amostra de Domicílios Contínua, 

divulgada pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE), a tendência ao 

envelhecimento da população se manteve nos últimos anos, cerca de 4,8 milhões de idosos 
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desde 2012, superando os dados dos 30,2 milhões em 2017. Estes dados correspondem a 

um crescimento de 18% desse grupo etário, que tem se tornado cada vez mais representivo 

no Brasil. Ainda, entre 2012 e 2017, a quantidade de idosos cresceu em todas as unidades 

da federação, sendo os estados com maior proporção de idosos o Rio de Janeiro e o Rio 

Grande do Sul, ambas com 18,6% de suas populações dentro do grupo de 60 anos ou 

mais, segundo dados do IBGE. 

A medida que a população envelhece surgem, ao mesmo tempo, questões de 

fundamental importância, tais como: Qual o limite para a expectativa de vida? Será o 

envelhecimento acompanhado por longos períodos de boa saúde, bem-estar, engajamento 

social e produtividade, ou é predominantemente despendido em doenças, incapacidade e 

dependência? Como a velhice afeta os cuidados de saúde e os custos sociais? São estas 

expectativas inevitáveis, ou há possibilidade para estabelecer uma infra-estrutura física e 

social capaz de promover uma melhora de saúde e bem-estar? (ALBERT et al., 2011). 

Em contraste à isso, além do sofrimento pessoal, pacientes com a DA requerem 

cuidados médicos e hospitalares por muito tempo, logo constitui um sério problema de 

saúde pública, gerando custos à economia, mais de 1% do PIB global, levando a um 

“pesado fardo” para os pacientes e para a sociedade (PLASSMAN et al., 2007). 

A principal preocupação a cerca desta doença está relacionada à sua fisiopatologia, 

caracterizada como uma espécie de lesão degenerativa crônica, progressiva e irreversível 

no sistema nervoso central (SNC), apresenta um início insidioso, com deterioração lenta 

na cognição, episódios de perda da memória, capacidade funcional, alterações 

comportamentais e de humor (DEL BO et al., 2009; HARDY e SELKOE, 2002; STIX, 

2010). Ainda, os pacientes podem apresentar afasia, (distúrbio de linguagem com 

dificuldades de identificação, fluência, compreensão e associação das palavras), aprazia 

(desorganização no controle motor) e agnosia (incapacidade de reconhecimento de objeto 

e/ou familiares) (HARDY e SELKOE, 2002; HELMES e OSTBYE, 2002; STIX, 2010). 

Uma gama de evidências tem mostrado que a patogênese da DA ainda não está 

completamente clara, afirma-se que seja heterogênea, pois seu desencadeamento está 

relacionado com o envolvimento de múltiplos fatores, incluindo hereditariedade, alerações 

nos níveis de neurotransmissores, além de fatores imunológicos e ambientais (UBHI et al., 

2012). Morfologicamente a DA é caracterizada por mudanças neuropatológicas 

específicas, tais como: o depósito de fragmentos β-amilóide (βA) difusos e/ou 

aglomerando-se, formando as placas senis (PS); emaranhados neurofibrilares (ENF) 

decorrentes da hiperfosforilação da proteína Tau; surgimento concomitante de marcadores 
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de inflamação crônica (GOTZ e ITTNER, 2008; HARDY e SELKOE, 2002; MOORE e 

O'BANION, 2002; PARIHAR e BREWER, 2010). 

Diante disso, muitas hipóteses etiológicas vêm sendo estudadas para explicar a DA, 

entre elas incluem-se a hipótese de alterações genéticas, que causam “mutações” na 

clivagem de proteínas precursoras das βA; diminuição dos fatores neurotróficos; 

disfunção mitocondrial; neurotoxicidade ocasionada pelo estresse oxidativo; mecanismos 

neuroinflamatórios; disfunção no metabolismo energético e autofagia (BLENNOW et al., 

2006; YANG et al., 2016). 

Assim, não é de surpreender que ainda faltam biomarcadores precisos e confiáveis 

para o diagnóstico precoce da doença. A adição de novos biomarcadores aos critérios 

diagnósticos provocou uma mudança na forma como a DA é considerada uma entidade 

patológica, isto é, ela não pode ser vista como uma doença que apresenta fases clínicas 

distintas e bem definidas, mas como um processo que acontece de forma multifatorial, 

sequencial e ininterrupto (SPERLING, 2011; VAN MAURIK et al., 2017). Esta ideia é 

suportada por estudos post-mortem que demonstraram que as mudanças fisiopatológicas 

começam a se desenvolver muito tempo antes dos sintomas cognitivos iniciais, em um 

estágio pré –clínico ou pré-sintomático (SPERLING, 2011). 

Com isso, a partir de 2003, o Departamento Científico de Neurologia Cognitiva e do 

Envelhecimento da Academia Brasileira de Neurologia, recomenda para o diagnóstico da 

DA, no Brasil, a presença de pelo menos dois sintomas cognitivos ou comportamentais, 

que afetem no mínimo dois domínios: memória, funções executivas, habilidades visuais e 

espaciais, linguagem e personalidade ou comportamento. Aproximadamente 5% dos casos 

de DA são familiares, devido ao gene autossômico dominante de transmissão (mutações 

nos genes codificadores da proteína precursora amilóide (APP), presenilina 1 e 2) 

(TILLEMENT et al., 2011). Em contraste, a maioria dos casos são diagnosticados como 

uma forma esporádica da doença (demência esporádica decorrente da doença de 

Alzheimer - DEDA), ou seja, sua origem é desconhecida (NICOLAS et al., 2018). 

 

1.3. FISIOPATOLOGIA DA DOENÇA DE ALZHEIMER 

 

A DA é diagnosticada através de avaliações neurológicas e imagens de ressonância 

magnética. A confirmação da doença, no entanto, é obtida “post mortem”(ALBERT et al., 

2011). Imagens do cérebro de pacientes com a DA podem exibir atrofia cerebral e 

encolhimento do hipocampo, dependendo do estágio de progressão da doença. (SINHA et 
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al., 2013). É importante salientar que o SNC do indivíduo com a DA não é 

uniformemente prejudicado; enquanto o cerebelo é altamente resistente, o hipocampo e o 

neocórtex são muitos sensíveis ao processo patológico (MU e GAGE, 2011). Por esta 

razão as habilidades cognitivas são mais afetadas do que, por exemplo, a movimentação 

ou homeostase corporal basal (MU e GAGE, 2011). 

As características presentes nas regiões cerebrais associadas à memória dos pacientes 

com a DA são os emaranhados neurofibrilares intracelulares (NFTs) e as placas amiloides 

extracelulares (MEDEIROS et al., 2011). Os NFTs são formados pela fosforilação 

anormal de proteína tau (MEDEIROS et al., 2011; MORRIS et al., 2016), 

desestabilizando assim os microtúbulos e comprometendo a oxigenação e o transporte 

axonal de nutrientes aos neurônios (GOTZ e ITTNER, 2008; MORRIS et al., 2016). 

Recentemente, foi demonstrado que os emaranhados ocasionam comprometimento na 

memória espacial e morte neuronal (FU et al., 2017), fornecendo, supostamente, uma 

ligação entre a patologia da TAU e déficits cognitivos em estágios iniciais da DA. No 

entanto, acredita-se que as alterações patológicas da tau sejam eventos a jusante da 

deposição de βA (BENNETT et al., 2004). Desta forma, é plausível que, ambas, a tau e o 

βA atuem paralelamente devido aos seus próprios efeitos tóxicos e iniciem os eventos 

patogênicos que caracterizam a DA (BENNETT et al., 2004; SPIERS e BENDOR, 2014). 

A hipótese da cascata amilóide sugere que o acúmulo cerebral do peptídeo βA é um 

evento central da DA, onde a proteólise da PPA acontece pela ação sequencial de um 

grupo de enzimas chamadas secretases, estas enzimas podem agir por duas vias distintas 

(KARRAN et al., 2011; SELKOE e HARDY, 2016). A primeira delas é a via não-

amiloidogênica, na qual a α e γ- secretases clivam sequencialmente a PPA, formando 

fragmentos solúveis que não tem participação na patofisiologia da DA (KARRAN et al., 

2011). No entanto, a PPA pode sofrer ação da β- e γ-secretases e gerar os fragmentos 

amiloidogênicos βA (mais comumente o βA1-40 e o βA1-42), e estes, por sua vez, 

desencadeiam várias cascatas patológicas que levam a disfunções sinápticas e dendríticas, 

além de ativarem a microglia e os astrócitos e induzirem a morte celular (Figura 1) 

(MOORE e O'BANION, 2002; MULLER e ZHENG, 2012; SELKOE e HARDY, 2016). 

Figura 1.  Representação geral das funções fisiológicas e patológicas de proteínas da 

família APP. Representação do processamento de APP através da via não-amiloidogênica 

(topo) e amiloidogênica (inferior). Entre os vários produtos de clivagem da APP, o 
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ectodomínio APP secretado tem implicado na da sinalização neurotrófica e 

neuroprotectora, enquanto se acredita que a A e a AICD induzam predominantemente 

efeitos neurotóxicos. (AICD: domínio intracelular da APP; E1, E2: domínios 

extracelulares conservados). 

 

Fonte: Adaptado de Müller et al., 2012. Experimental Brain Research. 

O βA é fisiologicamente degradado pelas enzimas peptídicas (IWATA et al., 2001; 

QIU, W. Q. et al., 1998), ou então pode ser eliminado para a circulação periférica, 

principalmente pela barreira hematoencefálica, através do fluxo volumétrico do líquido 

instersticial ou pelas vias linfáticas (TARASOFF-CONWAY et al., 2015). Além disso, os 

agregados βA podem ser fagocitados e degradados pela ação da microglia. Uma falha 

nestes “sistemas” de degradação poderia levar a um desequilíbrio entre a relação da 

produção e a depuração de βA no cérebro, resultando em uma disfunção neuronal e 

subsequente neurodegeneração (TARASOFF-CONWAY et al., 2015). 
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Assim, embora a patofisiologia da DA não esteja completamente elucidada, assume-se 

que ambas as alterações morfológicas induzidas pelo Aβ, PS e ENF, iniciam uma cascata 

patológica que resulta na disfunção neuronal e perda das conexões sinápticas, devido, 

principalmente, à inflamação e ao estresse oxidativo (Figura 2) (WANG, C. et al., 

2014a).  

Figura 2. Representação da fisiopatologia da Cascata Amilóide na DA. 

 

Fonte: Adaptado de CUMMINGS (2004). New England Journal of Medicine. 

 

1.4. HIPÓTESE COLINÉRGICA E MEDICAMENTOS DISPONÍVEIS À DA 
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O papel do sistema colinérgico no processo neurodegenerativo está bem estabelecido. 

A ACh, conhecida como um  neurotransmissor-chave no sistema nervoso, interage com 

receptores associados a processos de aprendizagem e memória. No cérebro, está associada 

ao controle motor, memória e cognição (DREVER et al., 2011). Sua síntese é realizada 

pela colina-acetiltransferase (ChAT) através da catálise dos substratos colina e acetil CoA. 

Esta reação é limitada pela concentração de colina, a qual tem sua concentração 

dependente da ação da AChE, enzima que lisa a acetilcolina em colina e acetato 

(BLOKLAND, 1995; SCOTT et al., 2014). 

A AChE é uma importante enzima responsável por regular a transmissão de impulsos 

nervosos através das sinapses colinérgicas, hidrolisando o neurotransmissor excitatório 

ACh (SCHETINGER et al., 2000). Além disso, está associada com o desenvolvimento, 

aprendizagem e memória, no cérebro (BALLARD et al., 2005a). Dessa forma, a “hipótese 

colinérgica” da DA (BALLARD et al., 2005b) começou com evidências na diminuição da 

expressão da enzima colina acetiltransferase em pacientes com DA, esse estudo foi 

realizado por laboratórios no Reino Unido em 1978 (DAVIS, K. L. e YAMAMURA, 

1978). Esses achados levaram ao primeiro teste em pacientes com DA do tratamento com 

inibidores da AChE (AChEI), um estudo realizado em 1981 (GIACOBINI, 2004), além de 

uma demonstração de melhora na memória em um grupo de pacientes em 1982 

(PARSONS et al., 2013; PERRY et al., 1982). Houve também uma demonstração de que 

os neurônios colinérgicos mais afetados na DA se originavam no núcleo basal de Meynert 

e que havia uma relação entre a inervação colinérgica e a deposição de amilóide em placas 

neuríticas (DREVER et al., 2011). Após estes estudos, os AChEI foram testados 

clinicamente em pacientes com a DA, levando à primeira aprovação pelo FDA de um 

medicamento para a DA, a tacrina, em 1993 (CRISMON, 1994). De muitas terapias 

colinérgicas, apenas a abordagem de AChEI mostrou um benefício consistente 

(CRISMON, 1994). No entanto, apesar do foco na hipótese colinérgica, é evidente que a 

DA abrange muito mais do que danos nos neurônios colinérgicos (TIRABOSCHI et al., 

2004). 

Como já mencionado, a DA é um importante problema de saúde que provavelmente 

aumentará progressivamente com o tempo (BROOKMEYER et al., 2007), e o principal 

objetivo dos pesquisadores tem sido descobrir drogas eficazes para tratar esta doença. 

Muitos já existem, mas ainda não foi encontrado tratamento para reverter à progressão da 

doença ou para controlar seu processo neurodegenerativo (SPUCH et al., 2012). A 

primeira classe terapêutica aprovada pelo FDA foram os AChEI, cujo mecanismo consiste 
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em impedir a degradação de ACh pela enzima AChE, o que aumentaria sua concentração 

no cérebro. No entanto, a significante hepatotoxicidade observada pelo uso da Tacrina, 

(WATKINS et al., 1994), fez com que esta droga fosse retirada do mercado. A Tabela 1 

demonstra os medicamentos aprovados e utilizados para o tratamento da DA; todos foram 

desenvolvidos para tratar os sintomas e desacelerar a progressão da doença (WATKINS et 

al., 1994). Como podemos observar, são divididos em dois grupos: os anticolinesterásicos, 

que pemitem a produção de ACh e a memantina, que é um antagonista do receptor 

NMDA (N-metil-D-aspartato) agindo na entrada de cálcio nos neurônios, reduzindo assim 

a morte neuronal (JOHNSON e KOTERMANSKI, 2006). 

Os AChEI podem ser classificados com base na reversibilidade e duração da inibição 

das colinesterases. A tacrina e a donepezila são inibidores reversíveis da AChE de curta e 

de longa duração, respectivamente (DEARDORFF et al., 2015). A inibição da enzima tem 

duração intermediária para o inibidor pseudo-irreversível rivastigmina, e longa para o 

inibidor irreversível metrifonato (DEARDORFF et al., 2015). Este último teve seus 

estudos clínicos descontinuados, devido à sua toxicidade. Entretanto, todos apresentam 

limitações clínicas quanto ao seu uso, devido à meia – vida curta ou por apresentarem 

efeitos adversos, como distúrbios gastrointestinais e hepáticos (PORCEL e 

MONTALBAN, 2006). 

 

Figura 3. Representação das drogas desenvolvidas para o tratamento da DA. 

 

 

Fonte: Adaptado CARVALHO et al., 2015. Intelligent Information Management. 



25 

 

Mais tarde, muitos estudos foram realizados e as evidências têm sugerido que a 

enzima AChE desempenha um papel chave no desenvolvimento das placas senis, 

acelerando a agregação e a deposição do peptídeo βA, uma das características mais 

relevantes na DA e esse efeito poderia ser atenuado por AChEI, como por exemplo a 

donepezila (ATTA UR et al., 2001; CUMMINGS, 2000; DAVIES, P. e MALONEY, 

1976; ELLIS, 2005). Pode - se dizer que, essa classe farmacológica apresenta segurança e 

eficácia para o tratamento da DA (CUMMINGS et al., 2014), no entanto, são tratamentos 

a nível sintomático dos pacientes e melhoram temporariamente os problemas de memória, 

pois não tratam a causa subjacente da DA e não diminuem a taxa de declínio cognitivo 

(CHIAM et al., 2015; SHIMIZU et al., 2015). No entanto, o uso prolongado de donepezila 

pode ser limitado pelo aumento dos efeitos colaterais do tônus vagal associados à 

bradicardia, anorexia, dor abdominal, náusea e diarréia (TURON-ESTRADA et al., 2003). 

Drogas com menos efeitos colaterais, provavelmente, teriam uma maior taxa de adesão ao 

medicamento prescrito. 

De fato, diferentes centros de pesquisa têm se dedicado a busca de novas drogas 

capazes de modificar e impedir a evolução progressiva da doença. No entanto, este desafio 

ainda não foi resolvido pela ciência, pois os mecanismos envolvidos na DA, apesar de 

muito estudado, ainda não são totalmente compreendidos (IQBAL et al., 2008). 

Figure 4. Representação das alterações conhecidas e propostas nos neurônios 

colinérgicos que ocorrem no cérebro do idoso, no início da DA, em comparação com os 

neurônios jovens e saudáveis. Alterações na captação de colina, liberação de acetilcolina 

prejudicada, déficits na expressão de receptores nicotínicos e muscarínicos, e déficits no 

transporte axonal são representados no neurônio na DA. 
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Fonte: Adaptado de TERRY e BUCCAFUSCO (2003). Journal of Pharmacology and 

Experimental Therapeutics. (ChAT = colinacetiltransferase, AChE = acetilcolinesterase; 

RM1Ach = receptor muscarínico M1; RM2Ach = receptor muscarínico M2; VAChT = 

transportador vesicular de acetilcolina; ACh = acetilcolina). 

 

1.5.  ESTRESSE OXIDATIVO  

Como exposto anteriormente, uma das principais teorias da DA é um distúrbio na 

funcionalidade do sistema colinérgico. Entretanto, evidências indicam que a presença do 

estresse oxidativo tem um papel importante na DA. Essa hipótese tem um apelo teórico, 

visto que o cérebro é considerado vulnerável ao dano oxidativo por diferentes razões, 

entre elas, a alta utilização de oxigênio, alta concentração de lipídeos e sua modesta defesa 

antioxidante (GUTTERIDGE e HALLIWELL, 2018). 

Em condições fisiológicas, várias defesas no organismo contribuem para a proteção 

das espécies reativas, incluindo a sua baixa produção, sua remoção por antioxidantes 

enzimáticos, não-enzimáticos e a reparação dos danos oxidativos (DAVIES, K. J., 2000). 

O estresse oxidativo é causado pelo aumento dos agentes pró-oxidantes e a diminuição das 

defesas antioxidantes. Os agentes pró-oxidantes responsáveis por causar o dano oxidativo 

são as espécies reativas de nitrogênio (ERN) e as espécies reativas de oxigênio (ERO), 

como os radicais livres (superóxido) e as moléculas como o peróxido de hidrogênio. As 

EROs são produzidas em todo o organismo em processos fisiológicos, porém em uma 

quantidade aumentada podem causar modificações no lipídeos, nas proteínas e no DNA 

(DURACKOVA, 2010; VAVAKOVA et al., 2015). 

O interessante da hipótese do envolvimento das EROs nas doenças degenerativas é 

que o dano oxidativo é consequência de insultos patológicos que causam, em geral, um 

acentuado desequilíbrio entre as ER e os antioxidantes. No entanto, o dano oxidativo 

decorrente do metabolismo também ocorre, de forma muito lenta, mas cumulativa ao 

longo do tempo e pode ser responsável pelo aparecimento tardio, lento e progressivo 

destas doenças neurodegenerativas (COYLE e PUTTFARCKEN, 1993; MARKESBERY, 

1997; PERSSON et al., 2014). 

Um estudo realizado com cérebro de pacientes em diferentes estágios da DA 

demonstrou um aumento dos níveis de peroxidação lipídica, já nas fases iniciais da doença 

(BRADLEY et al., 2012). Embora o aumento das EROs seja uma característica patológica 

bem relacionada com a DA, a gênese deste processo não é ainda bem esclarecida. Uma 

das possibilidades seria a ação pró-oxidativa do peptídeo βA (CHAKRABARTI et al., 
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2015). Por isso, acreditamos que a geração de espécies reativas desempenha papel 

fundamental na progressão da doença. 

A proteção contra o dano oxidativo é providenciada pelas defesas antioxidantes, 

incluindo enzimas como a superóxido dismutase (SOD) que converte O2º em H2O2, a 

catalase (CAT) que é responsável pela detoxificação do H2O2 e a glutationa peroxidase 

(GSH-Px) que detoxifica os peróxidos orgânicos e inorgânicos derivados da oxidação de 

fosfolipídios de membranas (SCANDALIOS, 1993). As enzimas antioxidantes são 

consideradas as primeiras defesas para a proteção das macromoléculas biológicas contra o 

dano oxidativo (BUTTERFIELD et al., 2012). Além destas enzimas, a glutationa (GSH), 

os peptídeos de histidina, as proteínas ligadas ao ferro (ferritina, transferrina) e o ácido 

dihidrolipoico, são exemplos não enzimáticos de defesas produzidas pelo organismo. 

Defesas exógenas, provenientes da dieta, como o α-tocoferol (vitamina E), o ácido 

ascórbico (vitamina C), o β-caroteno (pró-vitamina A) e compostos fenólicos como os 

flavonóides, também possuem um papel importante na desativação das espécies oxidantes 

(HALLIWELL, 2006). 

 

1.6.  MODELOS ANIMAIS PARA O ESTUDO DA DOENÇA DE ALZHEIMER 

ESPORÁDICA 

Os modelos animais são ferramentas importantes para que se compreenda melhor a 

patofisiologia da DA, possibilitando a descoberta de novos alvos terapêuticos para o seu 

tratamento. Além de reproduzir os sintomas clínicos da doença, que caracterizam a 

validade aparente dos modelos experimentais, outros dois critérios são úteis para a 

confiabilidade e reprodutividade destes modelos: I) a validade preditiva, que diz respeito à 

capacidade do modelo em detectar os tratamentos clinicamente úteis e II) a validade 

construtiva, referente à semelhança de fatores causais da doença no modelo experimental 

e em pacientes (MCKINNEY, 2001; WILLNER, 1997). Baseado nestes critérios, diversos 

modelos experimentais têm sido desenvolvidos para o estudo da DA em roedores. 

1.6.1. MODELO DA ESCOPOLAMINA 

A escopolamina é um fármaco antagonista competitivo não-seletivo de receptores 

muscarínicos. Portanto, ela não se liga fortemente a nenhum dos subtipos desses 

receptores metabotrópicos, tendo ação central e periférica (ANTOR et al., 2014). Quando 

administrada em altas concentrações, também pode antagonizar receptores nicotínicos. 
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Receptores muscarínicos estão distribuídos em todo nosso organismo e, no entanto os 

subtipos M1 e M5 estão mais presentes no cérebro. Portanto os efeitos centrais desse 

fármaco são mediados por esses dois subtipos (KLINKENBERG e BLOKLAND, 2010) 

Sabemos que, quando há um acometimento da sinalização colinérgica, por lesão de 

áreas com grande quantidade de neurônios colinérgicos ou por uso de fármacos 

antagonistas dessa via, como a escopolamina, ocorre um déficit em processos 

mnemônicos (JACKLIN et al., 2015). Desta forma, o efeito amnésico da escopolamina é 

esperado, visto que ela tem sido usada como um modelo farmacológico de indução de 

amnésia em diversos estudos (DE BRUIN e POUZET, 2006; SCHABLE et al., 2012). 

A administração de escopolamina está entre os modelos mais comumente utilizados 

pelos pesquisadores para investigar novas drogas (FLOOD e CHERKIN, 1986) para o 

tratamento da DA (YAMADA et al., 2004). O significado da ação colinérgica no cérebro 

para funções de aprendizagem e memória foi reconhecido há mais de três décadas, quando 

doses comparativamente baixas de alguns antagonistas muscarínicos do receptor de 

acetilcolina (escopolamina, atropina, beladona) foram estabelecidas para induzir déficits 

cognitivos temporários em voluntários jovens, humanos, que se assemelhavam àqueles 

visto em idosos (DRACHMAN e LEAVITT, 1974).  

A redução na função do sistema colinérgico central pode estimular aspectos da 

demência como uma falha de memória e perplexidade, como visto na DA (CHEN et al., 

2014). Tem sido observado que o dano dos neurônios colinérgicos geralmente ocorra em 

áreas do cérebro relacionadas com a memória e a aprendizagem, no hipocampo, córtex, e 

o núcleo basal de Meynert (GOVERDHAN et al., 2012). 

No entanto, para estudos mecanicistas a escopolamina apresenta algumas limitações, 

pois não é capaz de replicar os aspectos patológicos e a progressão degenerativa 

observada na DA (VAN DAM e DE DEYN, 2006). Além disso, a principal crítica deste 

modelo é a falta de versatilidade, uma vez que as ações da escopolamina são limitadas ao 

bloqueio da função cerebral mediadas pelos receptores muscarínico (DORAISWAMY, 

2002; TERRY e BUCCAFUSCO, 2003). Apesar dessa limitação, o comprometimento da 

memória induzido pela escopolamina fornece uma ferramenta fenotípica relativamente 

rápida para a descoberta e seleção de novas drogas para o tratamento de doenças 

neurodegenerativas (GRAHAM et al., 2005). 
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Figura 5. Representação do mecanismo de ação da escopolamina nos neurônios 

colinérgicos. Inibição do neurotransmissor acetilcolina são representados  

 

Fonte: Própria do autor. 

1.6.2. MODELO DA ESTREPTOZOTOCINA 

O pioneiro do modelo de administração pela via intracerebroventricular (i.c.v.) de 

estreptozotocina (ETZ) em roedores é o professor Sigfried Hoyer (HOYER e LANNERT, 

2007). A injeção i.c.v. de uma glicosamina derivada, em uma dose subdiabetogência em 

roedores, tem sido descrita como um modelo apropriado de DA esporádica, o qual é 

caracterizado por um progressivo déficit de memória acoplado a diversos efeitos 

citotóxicos como distúrbios na utilização da glicose e consequentemente do metabolismo 

energético, alterações no sistema colinérgico, estresse oxidativo e neurodegeneração 

(HOYER e LANNERT, 2008; LANNERT e HOYER, 1998; LESTER-COLL et al., 2006; 

MISHRA et al., 2018; PLASCHKE et al., 2010; SALKOVIC-PETRISIC et al., 2011; 

SHARMA et al., 2012).  

Hoyer explica também que, o mecanismo pelo qual a ETZ induz citotoxicidade e 

déficit cognitivo pela injeção i.c.v. seja, possivelmente, pela dessensibilização dos 

receptores neurais de insulina e redução da atividade de enzimas glicolíticas (MISHRA et 

al., 2018; PLASCHKE e HOYER, 1993; PLASCHKE et al., 2010). Desta maneira, 

ocasionando uma queda no consumo cerebral de oxigênio e glicose, mas a queda do 
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consumo de oxigênio é desproporcionalmente menor. Levando à hipótese de que a 

principal alteração bioquímica na DA se refere ao controle sobre o metabolismo da glicose 

cerebral, ou seja, uma subsequente falha de transdução de sinal do receptor de insulina 

cerebral.   

O estresse oxidativo está envolvido na patogênese da DA induzida pela ETZ em 

roedores, desta forma, pode-se admitir que o surgimento de estresse oxidativo está 

relacionado aos efeitos deletérios induzidos pela ETZ. Pesquisas mostram que há uma 

maior geração de espécies reativas, peroxidação lipídica, carbonilação de proteínas, 

depleção de defesas antioxidantes não enzimáticas (AGRAWAL et al., 2010; 

DESHMUKH et al., 2009; ISHRAT et al., 2009; KUMAR et al., 2010; PRAKASH e 

KUMAR, 2009).  

E por fim, recentemente, MISHRA et al. (2018) confirmou em um de seus trabalhos 

que a injeção de ETZ – i.c.v. induz eventos fisopatológicos como a diminuição do 

metabolismo enrgético cerebral, disfunção do receptor de insulina. Além disso, estresse 

oxidativo, neuroinflamação, disfunção mitocondrial, excitoxicidade, aumento da 

fosforilação da tau, deposição de βA, perda sináptica e de memória (PERSSON et al., 

2014). Por fim, juntos esses eventos são observados na DA esporádica (CARUSO et al., 

2018). 

No entanto, não há dúvida que este modelo também apresenta limitações relevantes, 

uma vez que é um modelo experimental para estudar a DA esporádica metabólica e as 

possíveis terapias. E, ainda é uma questão desconhecida como é a dessensibilização do 

receptor de insulina no cérebro, se é um efeito secundário do hipometabolismo da glicose 

cerebral ou uma causa primária da DA (GRIEB, 2016). 

Figura 6. Representação química da ETZ onde inicia o processo químico pela 

formação da N-glucosamina e N-acetil-glucosamina e finalmente os metabolitos tóxicos 

glucosamina-N-acetil - UDP. Estes metabolitos tóxicos promovem a formação da proteína 

tau, do neuropeptídeo Aβ, de neurofilamentos e  um processo de degração de sinapse. 

Esses processos bioquímicos e a formação anormal de metabólitos tóxicos no cérebro, 

consequententemente, causa neurodegeneração que é uma característica da DA 

esporádica. 
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Fonte: Adaptado por KAMAT (2015). Molecular Neurobiology. 

1.7.  A BUSCA POR NOVOS TRATAMENTOS E OS COMPOSTOS 

ORGÂNICOS DE SELÊNIO 

O Selênio (Se) é um micronutriente no organismo que representa um componente 

essencial de selenoproteínas, que desempenham um papel importante em muitos processos 

biológicos, incluindo as respostas imunes adaptativas e inatas e as defesas antioxidantes 

(BEHNE et al., 1990; KRYUKOV et al., 2003). Para fins nutricionais, o Se pode ser 

utilizado tanto na forma inorgânica (selenito e selenato) como também, na forma orgânica 

(selenocisteína, selenocistina e selenometionina) que possui menor toxicidade e maior 

biodisponibilidade quando comparadas às formas inorgânicas (PAPP et al., 2007). Suas 

funções biológicas são atribuídas às selenoproteínas, que contêm resíduos de 

selenocisteína (SeCys) responsáveis pela sua atividade específica. Selenoproteínas, tais 

como a glutationa peroxidase (GPx), ao participar na redução de peróxido de hidrogênio e 

lipoperóxidos, regulam o estresse oxidativo (PAPP et al., 2007). 

Ao longo das últimas décadas, o interesse por compostos orgânicos de selênio 

sintéticos têm aumentado devido às diversas propriedades farmacológicas que estas 

moléculas apresentam numa vasta gama de modelos de patologias humanas (NOGUEIRA 
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e ROCHA, 2011; NOGUEIRA et al., 2004). Dentre os compostos estudados por nosso 

grupo de pesquisa, o ebselen, um composto selenoorgânico multifuncional (NOGUEIRA 

et al., 2004), onde atualmente encontra-se em fase de ensaios clínicos para esquemia 

cerebral (GABRYEL and MALECKI, 2006) e transtorno bipolar (MASAKI ETA l., 2016; 

SINGH et al., 2013; WANG et al., 2014). Além disso, a eficácia deste composto já foi 

comprovada em um modelo transgênico de DA familiar (XIE et al., 2017).  

 

1.7.1. EBSELEN 

O Ebselen (2-fenil-1,2-benzisoselenazol 3(2H)-on) (Figura 4), também chamado PZ 

51, é um composto orgânico de selênio, que tem merecido destaque na literatura pelas 

suas propriedades farmacológicas. O ebselen foi descrito e caracterizado como um 

mimético da GPx em 1984 (MULLER e ZHENG, 2012; SCHEWE, 1995; WENDEL et 

al., 1984), e desde então tem - se expandido a aplicabilidade de suas atividades 

farmacológicas. A partir dessa década cresceu enormemente o número de estudos onde 

nos quais o ebselen exerce proteção em diferentes tipos celulares para os mais diversos 

tipos de patologias. Foi um dos primeiros compostos sugeridos para a terapia de 

inativação de hidroperóxidos na presença de glutationa (PARNHAM, M. J. e KINDT, 

1984). 

A reação catalisada por estes compostos é similar à reação catalisada pela GPx, e é de 

particular significância para células vivas porque decompõe H2O2, em um intermediário 

que pode dar origem a ERO, prevenindo assim a formação de HOº e peroxidação de 

lipídeos (NOGUEIRA et al., 2004). É um composto não-tóxico, com baixo peso 

molecular e dotado de potente atividade mimética da GPx (IMAI et al., 2001; 

YAMAGUCHI et al., 1998) e, portanto, um excelente antioxidante, além de possuir ação 

anti-inflamatória, reduzindo um grande número de enzimas implicadas no processo 

inflamatório (FURSTENAU et al., 2004). Ainda, como o ebselen é uma molécula 

biodisponível que permeia a barreira hematoencefálica (IMAI et al., 2001), é possível que 

essa droga atue amplamente através de um efeito direto no sistema nervoso central. 

 

Figura 7. Representação do desenvolvimento temporal do ebselen. 
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Fonte: Adaptado por PARNHAM, M. J. e SIES (2013). Biochemical Pharmacology. 

Ainda, o ebselen é um composto que apresenta registro de patentes para o tratamento 

da diabetes (Patent DE 4109508), malária (Patent DE 3821392), doenças do pâncreas 

(Patent JP 02/083321), transtorno cerebral (Patent JP 01/131113), doenças cardíacas 

(Patent JP 01/131114), doenças hepáticas (Patent JP 63/27431) e estresse oxidativo 

(Patent DE 3616923) (KAUR D. et al., 2010). Assim, as evidências sobre a atividade 

neuroprotetora dessa molécula também são extensas na literatura, em modelos de 

isquemia cerebral (BORGES et al., 2005; PORCIUNCULA et al., 2001), Parkinson e DA 

(MARTINI et al., 2018; ROSSATO et al., 2002; SCHEWE, 1995). Em vista dessas 

características, o composto possui: capacidade de reduzir a toxicidade de outros 

xenobióticos; propriedades protetoras teciduais, principalmente contra o estresse oxidativo 

e o potencial anti-inflamatório com vários alvos moleculares, como inibição de 

lipoxigenases, NO sintase, NADPH oxidase, proteína quinase C entre outros (SCHEWE, 

1995). Estudos in vivo, reforçam a ação antioxidante e a eficácia neuroprotetora do 

ebselen em vários modelos de AVC isquêmico (IMAI et al., 2001), evitando a 

peroxidação lipídica causada pela ativação do sistema glutamatérgico (NOGUEIRA et al., 

2002; PORCIUNCULA et al., 2003). Além disso, o ebselen também tem sido 

administrado com sucesso a humanos, reduzindo os déficits neurológicos causados por 

aneurismas subaracnóideos hemorrágicos (SAITO et al., 1998; ZHAO e HOLMGREN, 

2002).  

Entre as drogas antioxidantes, o ebselen parece ser promissor devido à sua baixa 

toxicidade, o que pode ser explicado, devido ao fato de que o selênio presente em sua 

molécula não é liberado durante sua biotransformação e assim não é metabolizado pelo 
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organismo (SCHEWE, 1995). Além da baixa toxicidade, não há relatos de efeitos 

colaterais relacionados ao uso de ebselen, outra propriedade desta molécula é a 

estabilidade metabólica, o fato de seus metabólitos terem ação biológica, bem como a 

redução de peróxidos, a inibição de enzimas e a modulação de processos de transdução de 

sinais (MUGESH et al., 2001).  

Figura 8. Estrutura química do ebselen C13H9NOSe 

 

 

1.7.2. ESTUDOS CLÍNICOS E O REPOSICIONAMENTO DE DROGAS 

Conhecido como um composto selenoorgânico multifuncional (NOGUEIRA et al., 

2004), o ebselen há muitos anos encontra-se em evidência por preencher todas as 

tendências para se tornar uma nova molécula de uso clínico. No ano de 2016, cientistas 

utilizaram um banco de dados de medicamentos “failed”, considerados clinicamente 

seguros, mas ineficazes para o uso proposto, e apontaram o ebselen como um composto 

que apresenta formidável benefício durante a fase de uso em modelo animal na pesquisa 

(NOGUCHI, 2016; NOSENGO, 2016). Onde foi capaz de reproduzir esses efeitos em 

ensaios clínicos em humanos, como uma possível alternativa para o tratamento do 

transtorno bipolar (MASAKI et al., 2016; SINGH et al., 2013) e perda auditiva induzida 

por ruído (MAHADEVAN et al., 2013; WANG, X. et al., 2014b). De fato, os efeitos 

neuroprotetores do ebselen foram reconhecidos e seus alvos multifatoriais (LUO et al., 

2013; PARNHAM, M. J. e SIES, 2013) parecem ser uma vantagem para estratégias 

terapêuticas prospectivas.  

NOSENGO (2016) cita “... esses esforços se inspiram em algumas histórias clássicas 

de sucesso. Um deles é o sildenafil um medicamento desenvolvido em 1989 para angina e 

agora comercializado como Viagra e usado para tratar a disfunção erétil. Outra é a 

azidotimidina, que falhou como droga quimioterápica, mas surgiu na década de 1980 

como uma terapia para HIV...”.  
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Sabe-se que em parte, o reposicionamento de drogas é resultado de avanços na 

tecnologia, onde, estes avanços incluem análises de dados que podem descobrir 

semelhanças moleculares entre doenças e modelos computacionais que podem prever 

quais compostos poderiam ser direcionados à outras patologias. Para isso conta-se com 

sistemas de triagem de alta precisão, no qual pode-se testar rapidamente medicamentos em 

diferentes linhas celulares e assim iniciar ou não o reposicionamento de uma droga 

(NOSENGO, 2016). 

Outro fator relevante, os gastos e o tempo que a indústria farmacêutica dispõe para 

colocar um medicamento no mercado, atualmente, levam de 13 a 15 anos e estima-se 

entre US$ 2 a 3 bilhões em média. Segundo Bernard Munos, membro sênior do conselho 

do Centro Nacional de Ciências Translacionais Avançadas (CNCTA), medicamentos que 

foram aprovados e inexplorados ou então, outros milhares que pararam nos testes clínicos, 

muitos deles, como o ebselen, não necessitam ser submetidos aos testes de fase I, pois 

apresentam baixos riscos de produzir efeitos colaterais, reduzindo assim os custos de 

desenvolvimento em comparação com compostos completamente novos. No entanto, 

segundo Tudor Oprea, pesquisador da Universidade do Novo México, em Albuquerque, 

esta conduta poderia ser universal, por exemplo, se a dose e o modo de administração de 

uma droga permanecer semelhantes, a previamente testada, caso contrário, a droga teria 

que passar, novamente, pela fase I de testes. 

Mais recentemente, JAROMIN (2018) desenvolveu um estudo com o ebselen em um 

sistema de nanoencapsulamento, uma vez que este composto apresenta baixa solubilidade 

e compostos com essa características requerem um sistema mais eficiente de aplicação. 

Diante disso, obteve-se neste estudo, uma resposta positiva das nanocápsulas de ebselen 

contra leveduras de Candida tropicalis, Candida albicans e Candida parapsilosi, além 

disso, o composto foi capaz de suprimir a oxidação lipídica e demonstrou toxicidade 

mínima em uma linhagem celular. Desta forma, as nanocápsulas de ebselen representam 

uma alternativa promissora, segura e complementar ao tratamento da candidíase cutânea 

(JAROMIN, 2018). 

1.8.  EXERCÍCIO FÍSICO 

 

1.8.1. EFEITO NEUROPROTETOR DO EXERCÍCIO FÍSICO 
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A prática de exercício físico regular proporciona diversos benefícios, e um deles está 

associado a aspectos cognitivos, em idosos. Um recente estudo de metanálise sobre os 

fatores de risco para a DA, em idosos, indicou o sedentarismo como um dos mais 

importantes entre os riscos modificáveis, correspondendo a 12,7 % de vulnerabilidade 

populacional em todo o mundo (NORTON et al., 2014). Desta forma, pesquisas acerca 

desta terapia não farmacológica são desenvolvidas em busca de mecanismos claros sobre 

de que forma o exercício físico pode prevenir e/ou desacelerar a progressão da demência 

em idosos (AHLSKOG et al., 2011; HAMER et al., 2010). 

Com isso, diferentes modalidades e intensidades de exercícios tem sido estudadas e 

apresentam importantes contribuições, como por exemplo, um estudo com exercício de 

corrida voluntária proporcionou o aumento da sobrevivência de neurônios primários e da 

neurogênese hipocampal (EHNINGER e KEMPERMANN, 2003). Ainda, esta mesma 

modalidade de exercício, demonstrou aumentar a proliferação celular, a sobrevivência e a 

maturação de novas células na formação hipocampal (VAN PRAAG, 2008; VAN 

PRAAG et al., 1999). Essas mudanças neuroplásticas podem ter implicações relevantes no 

efeito do exercício em contribuir na aprendizagem e na memória, diminuindo os sintomas 

depressivos, que estão ligados a doenças cognitivas, como na DA (COTMAN e 

BERCHTOLD, 2007; HILLMAN et al., 2008).  

Outra mudança notável induzida pelo treinamento aeróbico, vista no cérebro humano 

adulto por ressonância magnética, foi o aumento do volume do hipocampo e a reversão do 

declínio cognitivo de 1 - 2% (ERICKSON et al., 2011). Desta forma, quando o 

envelhecimento vem acompanhado de doenças neurodegenerativas, que levam à depleção 

progressiva dos neurônios e à um quadro clínico de declínio cognitivo e perda de 

memória, o exercício poderia ser uma alternativa terapêutica não – farmacológica que 

auxiliaria na redução das taxas dos sintomas neuropsiquiátricos (KLEEMEYER et al., 

2016).  

A DA é um tipo de demência (BISHOP et al., 2010), e a perda neuronal do hipocampo 

pode ter uma participação importante na fisiopatologia da doença. Curiosamente, 

indivíduos que não eram dementes mas foram diagnosticados com a neuropatologia da 

DA, suas células-tronco neurais foram preservadas, quando em comparação com 

indivíduos com a DA e com a demência (BRILEY et al., 2016). Desta forma o exercício 
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físico pode ser proposto como uma intervenção de profilaxia para a manutenção da 

neuroplasticidade e cognição na DA (DUZEL et al., 2016).  

Vários mecanismos biológicos têm sido implicados nos efeitos protetores do exercício 

físico, incluindo o aumento da neurogênese, a indução de angiogênese, o acréscimo da 

plasticidade sináptica, o aumento da síntese de fatores neurotróficos e de enzimas 

antioxidantes, além da redução da produção de espécies reativas (PAILLARD et al., 2015; 

VAYNMAN et al., 2004). Ainda, um aumento do condicionamento aeróbico contribui 

para o aumento de um melhor desempenho da memória espacial no hipocampo 

(ERICKSON et al., 2011) (Figura 8).  

Figura 9. Representação dos Mecanismos fisiológicos do Exercício Físico sobre a 

cognição.  

 

Fonte: Adaptado de Merege C.A.A et al., 2014. Revista Brasileira de Medicina e Esporte. 

 

1.8.2. EXERCÍCIO DE FORÇA 

Evidências aceitas e bem elucidadas sugerem que a neurogênese no adulto é 

importante para o funcionamento do hipocampo (BAPTISTA AND ANDRADE, 2018; 

AGER ET AL., 2015). Em roedores, o aprendizado e a memória aumentam a 

neurogênese, enquanto que fatores que prejudicam a memória, como estresse, 
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envelhecimento e estados patológicos estão associados a uma diminuição na neurogênese 

hipocampal (BAPTISTA AND ANDRADE, 2018; AGER ET AL., 2015).  

É compreendido que, o exercício de força pode levar a um aumento significativo na 

proliferação celular, na neurogênese em camundongos e consequentemente, nos processos 

de memória e aprendizado (VAN PRAAG et al., 1999; VAN PRAAG et al., 2005). No 

entanto, o impacto do exercício de força nesse processo é pouco compreendido. NOVAES 

et al. (2014), mostrou pela primeira vez um aumento significativo na proliferação de 

células e uma diminuição importante em proteínas pró-apoptóticas no hipocampo, após 

um programa de exercícios de força progressiva em um grupo de mulheres. Em estudos 

anteriores a esse, o mesmo grupo de autores mostrou que o mesmo programa de exercícios 

melhorou o desempenho de ratos em diferentes tarefas de memória (CASSILHAS et al., 

2012a; CASSILHAS et al., 2012b). Por exemplo, em um dos trabalhos, ratos submetidos a 

oito semanas de exercício de força passaram mais tempo no quadrante da plataforma na 

tarefa do Labirinto Aquático de Morris (CASSILHAS et al., 2012b) e apresentaram uma 

latência maior para ingressar no compartimento aversivo, em uma tarefa de esquiva 

inibitória comparado com os animais controles. Para reforçar a ideia de que este tipo de 

exercício pode proteger o cérebro, um estudo mostrou que quatro semanas de exercício de 

força reduziram a frequência de crises epilépticas em ratos, sugerindo um papel 

neuroprotetor (PEIXINHO-PENA et al., 2012). 

Desse modo, com base na heterogeneidade da etiologia da DA, na necessidade de 

encontrar novas alternativas para a prevenção e/ou tratamento desta doença e nas 

propriedades farmacológicas apresentadas pelo composto ebselen e pelo exercício físico 

de força, este trabalho investigou o potencial uso destas estratégias em modelos de DA 

esporádica em camundongos. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. OBJETIVOS GERAIS 

Considerando os aspectos mencionados anteriormente, o principal objetivo deste 

estudo foi investigar a ação neuroprotetora do composto ebselen e do exercício de força na 

fisiopatologia da doença de Alzheimer em modelos animais de DA esporádica. 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Investigar o efeito de diferentes concentrações de ebselen na atividade das isoformas 

globulares G1 e G4 da AChE no córtex cerebral e no hipocampo de ratos in vitro;  

• Investigar a ação neuroprotetora do ebselen nos modelos de DA esporádica induzidos 

pela escopolamina e por ETZ – i.c.v. em camundongos; 

• Avaliar o efeito neuroprotetor do exercício de força, como forma de tratamento não-

farmacológico, em camundongos induzidos com ETZ - i.c.v; 
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3. DESENVOLVIMENTO 

 

 O desenvolvimento desta tese está apresentado sob a forma de dois artigos e um 

manuscrito científico. Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussão e Referências 

Bibliográficas encontram-se nos próprios artigos e manuscrito, os quais estão estruturados de 

acordo com as normas de cada revista onde foram publicados ou submetidos. Em anexo a esta 

tese encontram-se as autorizações das editoras para reprodução dos artigos científicos e as 

cartas de aprovação dos projetos de pesquisa pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA) da Universidade Federal de Santa Maria. 
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3.1. ARTIGO 1 

 

EBSELEN INIBE A ATIVIDADE DA ISOFORMA GLOBULAR DA 

ACETILCOLINESTERASE G4 IN VITRO E ATENUA AMNÉSIA INDUZIDA POR 

ESCOPOLAMINA EM CAMUNDONGOS 

 

 

 

EBSELEN INHIBITS THE ACTIVITY OF ACETYLCHOLINESTERASE 

GLOBULAR ISOFORM G4 IN VITRO AND ATTENUATES SCOPOLAMINE-

INDUCED AMNESIA IN MICE 

 

 

Franciele Martini, Ana Paula Pesarico, César Augusto Brüning, Gilson Zeni,  

Cristina Wayne Nogueira 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



43 

 

 



44 

 

 



45 

 

 
 

 



46 

 

 
 

 



47 

 

 
 

 

 



48 

 

 
 



49 

 

 
 

 

 



50 

 

 

 
 

 



51 

 

 
 

 

 



52 

 

 
 

 

 



53 

 

 
 

 

 



54 

 

3.2.  ARTIGO 2 

 

O COMPOSTO MULTIFUNCIONAL EBSELEN REVERTE O 

COMPROMETIMENTO DA MEMÓRIA, APOPTOSE E ESTRESSE OXIDATIVO 

EM UM MODELO DE DOENÇA DE ALZHEIMER ESPORÁDICA EM 

CAMUNDONGOS  

 

 

 

A MULTIFUNCTIONAL COMPOUND EBSELEN REVERSES MEMORY 

IMPAIRMENT, APOPTOSIS AND OXIDATIVE STRESS IN A MOUSE MODEL OF 

SPORADIC ALZHEIMER'S DISEASE 

 

 

Franciele Martini, Suzan Gonçalves Rosa, Isabella Pregardier Klann, Bruna da Cruz Weber 

Fulco, Fabiano Barbosa Carvalho, Francine Luciano Rahmeier, Marilda da Cruz Fernandes, 

Cristina Wayne Nogueira 
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3.3.  MANUSCRITO I 

 

O EXERCÍCIO DE FORÇA SUPRIME O PREJUÍZO NA MEMÓRIA ESPACIAL 

INDUZIDA PELA STREPTOZOTOCINA E MODULA A VIA DE SINALIZAÇÃO 

CAMK - II/CREB NO HIPOCAMPO DE CAMUNDONGOS 

 

 

 

STRENGTH EXERCISE SUPPRESSES STRETOZOTOCIN -INDUCED SPATIAL 

MEMORY IMPAIRMENT AND MODULATES BDNF/ERK - CAMK - II/CREB 

SIGNALING PATHWAY IN THE HIPPOCAMPUS OF MICE 

 

 

Franciele Martini, Marlon Régis Leite, Suzan Gonçalves Rosa, Isabella Pregardier Klann, 

Cristina Wayne Nogueira 
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4. DISCUSSÃO 

 

A DA é uma doença heterogênea e com patofisiologia complexa, a qual se manifesta 

em múltiplos sintomas fisiológicos, comportamentais e funcionais, que juntos, levam à 

incapacidade (ZUCCHELLA et al., 2018) . Sendo um dos principais problemas de saúde 

em indivíduos idosos, leva a deterioração progressiva da cognição, funcionamento diário 

da atividade e comportamento que, em conjunto, levam à falta de um tratamento 

modificador e eficaz do percurso da doença (ZUCCHELLA et al., 2018). Os inibidores 

das colinesterases e a memantina, um antagonista não-competitivo do receptor NMDA, 

são os únicos fármacos sintomáticos comercialmente disponíveis, no entanto seu impacto 

clínico permanece modesto e controverso (BIRKS, J. e CRAIG, 2006; BIRKS, J. S. et al., 

2015). 

Neste sentido, além dos diferentes efeitos farmacológicos do composto orgânico de 

selênio, ebselen, como antinflamatório, antioxidante, neuroprotetor, estudos têm 

demonstrado um grande interesse por drogas multifuncionais.  

O ebselen é um composto que apresenta benefícios em diferentes modelos animais de 

estudo(NOGUCHI, 2016; NOSENGO, 2016), dentre seus efeitos, foi capaz de reproduzir 

esses efeitos em ensaios clínicos com humanos, como uma possível alternativa para o 

tratamento de transtorno bipolar (MASAKI et al., 2016; SINGH et al., 2013) para perda 

auditiva induzida por ruído(MAHADEVAN et al., 2013; WANG, X. et al., 2014b). De 

fato, os efeitos neuroprotetores do ebselen foram reconhecidos e seus alvos multifatoriais 

parecem ser uma vantagem para as perspectivas terapêuticas (LUO et al., 2013; 

PARNHAM, M. J. e SIES, 2013; SINGH et al., 2016). Além disso, nenhum evento foi 

relatado com relação à efeitos colaterais e toxicidade, nas doses administradas de ebselen 

(SINGH et al., 2016). 

De modo geral, os resultados que aqui foram apresentados mostram que o composto 

ebselen é capaz de melhorar a memória de reconhecimento, localização e memória 

espacial. Observou-se que, o ebselen corroborou positivamente no desempenho da 

memória em modelo de amnésia induzido por escopolamina e no modelo de DA 

esporádica induzido por ETZ i.c.v. (artigo 1 e artigo 2). 

Inicialmente, observamos que a hipótese colinérgica para a demência sugere que esta, 

com déficits na memória, no aprendizado e mudanças no comportamento, seja causada, 

pelo menos em parte, por um decréscimo nos níveis de ACh no cérebro (BALLARD et 

al., 2005b). Assim, uma redução na atividade da enzima AChE foi demonstrada no córtex 
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cerebral e no hipocampo de pacientes afetados por doenças neurodegenerativas 

(FISHMAN et al., 1986), sugerindo que alterações em sua atividade pode estar associada 

com as alterações cognitivas características de doenças neurodegenerativas (CUMMINGS 

et al., 2014; LAW et al., 2001). Por outro lado, a degeneração dos terminais nervosos 

colinérgicos em regiões cerebrais específicas resulta numa redução da forma globular 

tetramétrica, isoforma G4, associada à membrana da AChE (YOUNKIN et al., 1986). 

Baseado nesses relatos, inibidores reversíveis das colinesterases têm sido usados como 

estimuladores cognitivos no tratamento terapêutico da DA (GREIG et al., 2001). 

O envolvimento do ebselen com o sistema colinérgico também já foi evidenciado em 

outros estudos. Nosso grupo de pesquisa reforçou as evidências sobre o envolvimento do 

ebselen na atividade da AChE, assim este composto foi caracterizado como um inibidor 

misto e reversível da AChE in vitro (MARTINI et al., 2015). Conforme os resultados 

obtidos no artigo I, o ebselen inibiu a atividade da AChE/G4 hipocampal in vitro. No 

entanto, não foi capaz de alterar a atividade desta enzima ex vivo, o que poderia ser 

explicado pelo método utilizado, caracterizado por um processo demorado de múltiplas 

lavagens e centrifugações e o ebselen apresentar uma inibição cinética reversível, como 

foi caracterizado anteriormente in vitro (MARTINI et al., 2015).  

Ainda, os resultados apresentados no artigo 1 primeiramente estenderam os estudos 

sobre a forma em que o composto ebselen atua sobre as isoformas da AChE – G1 e G4. 

Desta forma, o artigo 1 revelou pela primeira vez que o ebselen inibe a atividade da 

isoforma AChE/G4, no córtex e no hipocampo de ratos in vitro. Já ex vivo, inibiu a fração 

G4 no córtex cerebral e a G1 no hipocampo. Além disso, o ebselen mostrou um efeito 

neuroprotetor em um modelo de amnésia induzida pela escopolamina, protegendo desses 

efeitos deletérios nos testes comportamentais. Somado a isso, este composto apresentou 

uma inibição na atividade da AChE, aos níveis do controle, no hipocampo dos 

camundongos, neste mesmo modelo. Por essa razão, nossos resultados sugerem que este 

composto foi capaz de modular a disfunção na neurotransmissão colinérgica induzida pela 

escopolamina (artigo 1). Ainda, estes resultados reforçam àqueles previamente 

demonstrados pelo nosso grupo, os quais revelam o ebselen como um inibidor misto e 

reversível da AChE in vitro (MARTINI et al., 2015). Interessantemente, os inibidores da 

AChE utilizados no tratamento clínico da DA são seletivos para a isoforma G4 que está, 

relativamente, mais relacionada com a cognição quando comparado com a isoforma G1 

(DAS et al., 2005). Esta informação sugere que a isoforma G4 é a forma fisiologicamente 
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relevante da AChE nas sinapses colinérgicas, e espera-se que a sua inibição prolongue a 

ação da ACh.  

Em conjunto, os resultados obtidos e descritos no artigo 1 são relevantes por 

apresentarem os primeiros passos para a compreensão do efeito neuroprotetor do ebselen 

na DA. Uma vez que, o possível mecanismo envolvido no efeito do ebselen em melhorar 

o desempenho cognitivo dos camundongos nos testes TRO e no labirinto em Y podem ser 

atribuídos a uma modulação da neurotransmissão colinérgica, vista no artigo 1, no qual o 

fato da atividade da AChE cerebral ter aumentado em decorrência da injeção de 

escopolamina nos animais, leva à uma diminuição dos níveis de ACh na fenda sináptica, 

prejudicando assim a memória destes. No entanto, esta hipótese não nos permite afirmar 

se o ebselen poderia aumentar os níveis do neurotransmissor ACh, uma vez que este 

ensaio não foi realizado, uma limitação deste estudo. 

Os resultados apresentados no artigo 1 foram promissores e trazem indícios do papel 

neuroprotetor do ebselen na prevenção e progressão da em um modelo animal da DA. 

Contudo, para mimetizar uma situação onde o prejuízo na memória e no aprendizado, 

assim como as disfunções bioquímicas fossem mais consistentes e bem estabelecidas, 

delineamos o protocolo 2 desta tese utilizando o modelo de DA esporádica, induzida com 

ETZ i.c.v. em camundongos, e assim avaliamos o efeito terapêutico do ebselen (artigo 2). 

Um ponto importante à destacar-se, no artigo 1 utilizamos a dose de 50 mg/kg, pois 

doses mais baixas testadas no protocolo 1, da escopolamina, não foram encontrados 

resultados eficazes do ebselen em cinco dias de tratamento. Além disso, visto que a 

molécula de ebselen caracteriza-se como lipossolúvel, tivemos alguns impasses para 

encontrar um veículo ideal para diluição da droga. Desta forma, após várias tentativas e 

diversos veículos utilizados, conseguimos modificar o protocolo 1 e assim, obter doses 

mais baixas no protocolo 2.  

O protocolo experimental utilizado no artigo 2 visou um tratamento terapêutico e 

repetido com doses mais baixas de ebselen, sendo 1 e 10 mg/kg. Durante os 21 dias após a 

indução com a ETZ, os grupos diferentes (Sham e ETZ) foram monitorados em seus pesos 

e sua alimentação e durante este período não observou-se sinais de infecção e perda de 

peso devido à cirurgia. Ao final dos 21 dias também não se notou alterações da glicemia, 

no qual foi monitorado no dia 21 pós-operatório, eliminando qualquer indício de 

hiperglicemia, um resultado já esperado, uma vez que utilizamos doses subdiabetogênicas.  

Certamente, para a realização do tratamento de uma doença, é necessário que a mesma 

esteja instituída. Logo, para verificar se a ETZ induziu um prejuízo na cognição dos 
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animais e posteriormente tentar reverter este dano com ebselen, realizou-se o TRO, 21 

dias após a injeção da ETZ (artigo 2). Corroborando com dados prévios da literatura, o 

desempenho cognitivo dos animais neste teste confirmou que a ETZ causou um déficit na 

memória dos camundongos (AGRAWAL et al., 2011; HOYER e LANNERT, 2007; 

JAVED et al., 2012). 

Desta forma, observou-se que o tratamento com ebselen, em doses baixas, foi eficaz 

em bloquear este efeito da ETZ no TRO e no Y-maze, dois testes consolidados para a 

identificação do comportamento do tipo Alzheimer. (Artigo 2). Estes resultados, em 

conjunto com aqueles apresentados no artigo 1, são relevantes por apresentarem os 

primeiros passos para a compreensão do efeito neuroprotetor do ebselen em modelos de 

DA esporádica, também, reforçam a ideia de que o ebselen preserva a memória e é capaz 

de restaurar as habilidades cognitivas dos animais. Ainda, dados anteriores apontam que o 

ebselen apresenta efeito neuroprotetor apenas em doses mais elevadas, ou então em 

tratamentos mais longos, como foi visto por XIE et al. (2017) utilizando um modelo de 

DA em camundongos transgênicos (MARTINI et al., 2018). É importante salientar 

também que nenhum dos tratamentos alterou a atividade locomotora dos animais 

observada no monitor de atividades, o que descarta que o comportamento dos 

camundongos possa ter sido influenciado por alterações na atividade locomotora. 

Ainda no artigo 2, tendo em vista a ação antioxidante, já reportada, do ebselen e as 

evidências que têm apontado que o estresse oxidativo desempenha um papel – chave na 

patogênese de doenças neurodegenerativas acredita-se que os compostos que apresentam 

ação antioxidantes sejam capazes de proteger células neuronais sadias da morte ou do 

dano induzido pelo estresse oxidativo, que consequentemente desencadeia à problemas 

cognitivos (GOLDMAN et al., 2018). Esta propriedade antioxidante foi evidenciada no 

artigo 2, em que o composto foi efetivo em reverter todas os parâmetros de estresse 

oxidativo alterados pela ETZ. Assim, sabe –se que o efeito antioxidante do ebselen 

também esteve envolvido no seu efeito neuroprotetor contra o dano oxidativo induzido 

pela ETZ, uma vez que o composto preveniu o tecido cerebral do aumento das ER, assim 

como modulou a atividade das enzimas antioxidantes (Artigo 2). 

Além disso, a via apoptótica é regulada principalmente pelas proteínas da família Bcl-

2, incluindo a proteína pró-apoptótica, Bax e a proteína anti-apoptótica, Bcl-2. O 

equilíbrio entre as duas classes de proteínas determina o destino das células, inclusive a 

sobrevivência de neurônios (UPADHYAY et al., 2003). Assim, nesta tese, elucidamos o 

envolvimento do ebselen na via apoptótica, demonstrado pela efetividade em reverter o 
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aumento nas razões de Bax/Bcl-2, PARP clivada/PARP e nos níveis de caspase-3 no 

hipocampo de camundongos induzidos por ETZ i.c.v. Desta forma, a diminuição da 

relação Bcl-2 / Bax inibe a capacidade de reparo do DNA com consequente inativação de 

morte celular (POLLACK et al., 2002). Notavelmente, o ebselen reverteu a ativação de 

caspase-3 e a indução de clivagem da PARP no hipocampo dos camundongos, reforçando 

a ação anti-apoptótica do ebselen em um modelo de DA esporádica. Ainda, com relação a 

via apoptótica, vale ressaltar que, no artigo 2 realizamos uma marcação por 

imunohistoquímica da caspase -3 nas regiões do giro denteado, CA1 e CA3 do hipocampo 

dos camundongos e obtivemos um aumento da ETZ na região CA1 e o ebselen foi capaz 

de reverter este aumento, reforçando seu papel anti-apoptótico (Anexo D). As 

propriedades antioxidantes do ebselen são em parte responsáveis pela proteção exercida 

por este composto frente à neurodegeneração, uma vez que o EO está associado à morte 

celular (Artigo 2). A atenuação da perda e morte celular também deve ser atribuída ao seu 

efeito anti-inflamatório.  

Além disso, injeção i.c.v. de ETZ também reduziu a proliferação de células neuronais 

na área do giro denteado do hipocampo, o que nos esclarece, em parte, o 

comprometimento da memória dos animais induzidos com ETZ, no entanto, nem o 

ebselen nem o controle positivo, donepezila, foram eficazes frente à essa diminuição, 

mesmo que eles apresentem efeito em reverter o prejuízo da memória. No entanto, nos 

questionamos sobre este resultado, uma vez que nos leva a sugerir que o perfil multi-alvo 

do ebselen poderia estar envolvido na melhora da memória. No entanto, mais estudos 

precisam ser feitos para elucidar nossa hipótese. 

Como amplamente discutido anteriormente a propriedade multi-alvo de uma molécula 

tem sido considerada a melhor alternativa terapêutica de doenças multipatogênicas e 

complexas, como é o caso da DA (NOSENGO, 2016). O principal desafio no 

desenvolvimento de fármacos multi-alvo é ele prevenir ou impactar em diferentes 

mecanismos celulares e grande parte dessas alterações moleculares foi demonstrada em 

ambos os artigos 1 e 2. De fato, o ebselen nos demonstrou ter amplo espectro de ação em 

modelos de DA esporádica. 

Por ser uma molécula biodisponível, que atravessa a barreira hematoencefálica (IMAI 

et al., 2001) o ebselen atua amplamente no SNC, de forma direta. Com relação à sua 

concentração no plasma, pesquisas mosntram que uma dose aguda de 100 mg/kg de 

ebselen em ratos apresenta valores séricos de 4 a 5 µM (SALOM et al., 2004), enquanto 

que 1 mg/kg de ebselen intravenoso atinge 12 µg/ml no plasma de ratos (IMAI et al., 
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2001). Ainda, estudos mostram que sua farmacocinética revela que sua porção de selênio 

na estrutura não está biodisponível e, portanto, não é metabolizado e excretado, 

explicando sua discreta toxicidade (PARNHAM, M. e SIES, 2000). 

Desta forma, considerando os efeitos farmacológicos do ebselen observados no 

presente estudo com relação à sua farmacocinética, no qual a dose de 10 mg/kg foi efetiva 

em todos os testes, pode-se considerar que este composto apresenta uma janela terapêutica 

segura para futuras experiências em humanos para tratar a DA. 

De fato, outro ponto importante, é que o uso do modelo da DA esporádica induzida 

pela ETZ é uma ferramenta para a descoberta do efeito neuroprotetor do ebselen e seu 

mecanismo de ação, contudo, a busca de outros modelos é interessante pois 

conseguiríamos verificar se o efeito do ebselen, visto nesta tese, se reproduziria e também, 

poderíamos ver outros mecanismos envolvidos em sua ação neuroprotetora. Mesmo que, a 

ETZ seja um modelo metabólico não transgênico de DA esporádica, onde seus efeitos se 

assemelham às principais características observadas em cérebros de pacientes com DA 

devemos reconhecer que ainda falta um esclarecimento do mecanismo concreto de ação 

da ETZ, o que podemos considerar uma limitação deste modelo (GRIEB, 2016).  

Por fim, existe uma “crise” no desenvolvimento de medicamentos para a DA, com 

isso, as indústrias de medicamentos estão deixando de lado a pesquisa e o aumento do 

índice da DA devido a falta de compreensão mecanicista e de metas validadas (CONN e 

ROTH, 2008). Isso levou oportunidades para os pesquisadores buscarem estratégias e o 

uso de fármacos antigos, ou já utilizados para outros fins, fossem reutilizados para assim 

“resgatar” alguns fármacos (CAVALLA, 2009; CONN e ROTH, 2008). E a grande 

expectativa dessa estratégia é que elas podem facilitar a rápida comercialização, uma vez 

que os primeiros obstáculos para o desenvolvimento de fármacos já foram eliminados. 

Desta forma, o desenvolvimento de uma droga não comercializada como o ebselen para a 

DA é mais atraente quando comparado à outros compostos que ainda não se sabe a 

aplicabilidade em humanos. 

Ainda, durante a elaboração desta tese, realizamos uma revisão sistemática na 

literatura a cerca do papel do exercício físico como estilo de vida em indivíduos que 

desenvolveram a DA na velhice e assim, existem evidências consistentes de que o 

exercício ajuda a reduzir ou prevenir a deterioração cognitiva e cerebral, entre os idosos e, 

consequentemente, o aparecimento de doenças neurodegenerativas (CASSILHAS et al., 

2007; HOTTING e RODER, 2013; LIU-AMBROSE et al., 2013; MULLEN e HALL, 

2015). Ainda, está claramente visto que, o exercício físico tem uma influência 
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significativa na qualidade de vida e no envelhecimento saudável (MATTSON, 2012; 

NOUCHI et al., 2014) e na prevenção das doenças neurodegenerativas e mentais, como o 

Alzheimer, depressão, ansiedade e o estresse ao longo da vida (GOMEZ-PINILLA e 

HILLMAN, 2013; LIN e KUO, 2013).  

Segundo Ratey (RATEY e LOEHR, 2011), onde ele afirma que, se queremos ser mais 

inteligentes devemos fazer mais exercício, pois “o exercício é a ferramenta mais 

poderosa que possuímos para aperfeiçoar a função cerebral... É, simplesmente, um dos 

melhores tratamentos, de que dispomos, para muitos problemas psiquiátricos”. 

Neste contexto, sabemos que o cérebro está associado ao controle das funções do 

corpo, entre elas, as funções motoras e cognitivas. Estas funções são dependentes de uma 

relação complexa entre as estruturas cerebrais (DISHMAN et al., 2006; MATTA MELLO 

PORTUGAL et al., 2013). No entanto, durante o envelhecimento, vários processos 

comprometem as estruturas cerebrais e, consequentemente, as funções cerebrais. A 

disfunção colinérgica (CARRO et al., 2002; REDDY et al., 2010; RENTZ et al., 2010), a 

redução do fluxo sanguíneo (PARKES et al., 2004) e os déficits cognitivos 

(HOOGENDAM et al., 2014) são algumas das mudanças ocasionadas pelo 

envelhecimento. Mais recentemente, a atenção tem sido dada à perda muscular 

relacionada à idade (HAWKINS et al., 2003; HURLEY et al., 2011) e aos problemas 

fisiológicos associados, como a perda óssea (STRASSER et al., 2011), diabetes (FLACK 

et al., 2010), síndrome metabólica (STRASSER et al., 2011), e à mortalidade devido à 

essas causas (JURCA et al., 2004). Interessantemente, em relação à função cognitiva, uma 

pesquisa realizada em adultos mais velhos mostrou que a intervenção de um treinamento 

de força melhora significativamente as habilidades cognitivas (CASSILHAS et al., 2007). 

O treinamento físico é uma estimulação positiva de todo o corpo (DESLANDES et al., 

2009; MATTA MELLO PORTUGAL et al., 2013) Existem vários mecanismos 

neurobiológicos que podem explicar os efeitos positivos do exercício sobre a prevenção e 

o tratamento de doenças mentais, tais como: liberação de neurotransmissores como a 

serotonina e a dopamina, fatores tróficos, aumento da neuroplasticidade, neurogênese e 

melhora da cognição (MATTA MELLO PORTUGAL et al., 2013). No entanto, a maioria 

das evidências sobre o exercício são baseadas em estudos de treinamento aeróbico 

(MATTA MELLO PORTUGAL et al., 2013)., assim os benefícios mentais e biológicos 

que o treinamento de força trás  não são bem conhecidos, incluindo seus possíveis efeitos 

positivos na prevenção e tratamento da DA. Além disso, os efeitos do treinamento de 
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força sobre as funções cognitivas já foram discutidas (WESTCOTT, 2012), mas seus 

mecanismos ainda são desconhecidos. 

Desta forma, o manuscrito I visou um tratamento terapêutico não farmacológico com 

um programa de exercício de força e duração de 4 semanas, sendo a 1º semana apenas 

familiarização com o aparato e com o programa de exercício, buscando verificar o 

potencial neuroprotetor do exercício físico de força em modelo de DA induzida por ETZ 

i.c.v. em camundongos. 

Estudos epidemiológicos, também relataram risco reduzido de comprometimento 

cognitivo leve em idosos que mantêm níveis elevados de atividade física. Além disso, 

ocorre um aumento na produção de fatores neurogênicos e na formação de sinapses 

(CASSILHAS et al., 2007), que promovem a afinidade nas ligações aos receptores de 

membrana acarretando positivamente a duração e a intensidade das cascatas de 

sinalização. Desta forma, aumenta os fatores neurogênicos, a neurogênese, a memória e o 

aprendizado (CASSILHAS et al., 2007). No entanto, poucos estudos comparam os efeitos 

de diferentes modos de exercício na cognição, como por exemplo, o exercício de força. 

Mesmo que, o exercício aeróbico seja mais popular na população idosa, cada vez mais 

o exercício com o uso de carga vem sendo recomendado para essa população, 

principalmente para a prevenção de distúrbios neuromusculares associados ao 

envelhecimento, como perda de massa muscular e eficiência neuromuscular (ARENT et 

al., 2018; SCHIMIDT et al., 2014). Desta forma, alguns estudos começaram a inserir nas 

atividades com idosos os exercícios multicomponentes que compreendem exercícios que 

trabalham força, equilíbrio, coordenação, além do condicionamento aeróbico 

(EGGENBERGER et al., 2015).  

Neste contexto, um estudo recente realizado em pacientes com demência mostrou que 

uma combinação de treinamento de força e o exercício aeróbico é mais efetivos na 

redução da cognição relacionada à demência do que apenas o exercício aeróbico, 

sublinhando o potencial terapêutico do treinamento de força (BOSSERS et al., 2015). Em 

outros 5 estudos, o treinamento de força foi encontrado para melhorar o desempenho 

cognitivo em idosos e em mulheres idosas com comprometimento cognitivo leve. 

(CASSILHAS et al., 2007; LIU-AMBROSE et al., 2013). Assim, há evidências recentes 

para mostrar que o treinamento de força tem efeitos benéficos no funcionamento do 

cérebro tanto em populações saudáveis quanto clínicas.  

Os resultados apresentados no manuscrito 1 indicam que a integridade da sinalização 

de mBDNF foi diminuída no hipocampo de camundongos injetados com ETZ e o 
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exercício de força promoveu um aumento desses níveis, mBDNF e TrkB, além das 

proteínas pERK/ERK e pCAMK-II/CAMK-II, o que poderia explicar o aumento nos 

níveis do NeuN no hipocampo dos camundongos. Sabe-se que o CREB é um fator de 

transcrição que regula diversas respostas celulares, incluindo a proliferação, sobrevivência 

e diferenciação. Interessantemente, o pCREB liga-se a região promotora do BDNF e Bcl2 

aumentando a regulação da expressão de ambas as proteínas (FINKBEINER, 2000). Esta 

poderia ser uma possível explicação para o aumento dos níveis de BDNF e Bcl2 no 

hipocampo de camundongos induzidos com ETZ i.c.v. e submetidos à um exercício de 

força. O CREB é um ponto de convergência de muitas vias de sinalização que medeiam o 

aumento da atividade sináptica, como as proteínas quinases ativadas por mitógeno 

(MAPK), a proteína quinase dependente de Ca + 2-calmodulina tipo II (CaMK-II), que são 

conhecidas por serem ativadas em resposta ao exercício (MOLTENI et al., 2002). Ainda, 

o CREB regula a sobrevivência neuronal, a proliferação de precursores, o crescimento e a 

diferenciação neuronal, bem como as funções de aprendizagem e memória (ALONSO et 

al., 2002; BENITO e BARCO, 2010).  

Ainda, sabemos que o NeuN pode ser usado como um marcador de células neurais 

recém-geradas no hipocampo. É importante notar que a diminuição da ativação da via 

apoptótica, demonstrada no manuscrito I, também pode estar envolvida com o aumento 

nos níveis de NeuN. Uma possível explicação seria que novos neurônios podem ser 

produzidos, pois a sinalização de mBDNF estaria envolvida tanto na sobrevivência quanto 

na neurogênese; ou ainda, um aumento na sobrevivência celular seria uma consequência 

dos efeitos anti-apoptóticos do exercício de força. No entanto, essa hipótese deve ser 

interpretada com cautela, pois não determinamos marcadores específicos de neurogênese 

neste estudo, o que futuramente poderia ser investigado. 

Ademais, os resultados apresentados no manuscrito I mostram claramente que o 

exercício de força influência na modulação de proteínas constituintes de vias moleculares 

reguladas pela DA no hipocampo. De acordo com o nosso conhecimento, este é o 

primeiro estudo em que o exercício de força foi capaz de aumentar os níveis de 

marcadores neurogênicos via sinalização BDNF/ERK-CAMK-II/CREB no hipocampo de 

camundongos, além de suprimir a perda de memória no teste MWM, em um modelo de 

DA esporádica. 

Cabe ressaltar, que o manuscrito I tinha como proposta inicial, verificar o efeito 

sinérgico do exercício de força + ebselen, em uma dose subefetiva (0.1 mg/kg), no entanto 

não houve aumento conforme o esperado, ou seja o efeito sinérgico não foi observado. 
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Frente à isso, nossa hipótese com relação à este achado, é que o efeito do exercício atingiu 

um “teto” e, consequentemente, o efeito do ebselen não foi evidenciado (Anexo E). 

Além disso, dentre os mecanismos desencadeadores de apoptose, o CREB estimula a 

expressão de fatores pró-sobrevivência incluindo membros da família Bcl2 (WILSON et 

al., 1996). Com base nesses mecanismos propostos, há um aparente aumento da 

sinalização anti- apoptótica pelo CREB em hipocampo de animais induzidos por ETZ 

i.c.v. e isto corrobora com os efeitos neurogênicos da via de sinalização BDNF/ERK-

CAMK-II/CREB. Ainda, foi relatado que a DA provoca redução significativa na 

expressão do gene BDNF (GREENBERG et al., 2009). Este impacto negativo sobre o 

BDNF tem importamtes implicações para uma série de condições patológicas. Por 

exemplo, comprometimento da memória dependente do hipocampo (DAVIS, S. et al., 

2000) e aumento do apoptose neuronal (DAVIS, S. et al., 2000), características que estão 

envolvidas em vários estados patológicos associados às doenças neurodegenerativas, em 

especial à DA. Os resultados presentes no manuscrito I mostram uma redução dos níveis 

de BDNF maduro (mBDNF) bem como a fosforilação do TrkB e da pERK no hipocampo 

nos camundongos induzidos por ETZ e uma reversão destes níveis pelo exercício de força, 

no qual os animais foram submetidos por 4 semanas. O mBDNF desencadeia a ativação 

da proteína quinase regulada por sinal extracelular (ERK) (CHEN et al., 2013) e assim 

podemos sugerir que isso possa contribuir com aumento da fosforilação da ERK e a 

melhora da memória no MWM nos animais que praticaram exercício de força. De fato o 

CREB por ser um fator de transcrição que regula diversas respostas celulares, incluindo a 

proliferação, sobrevivência e diferenciação, interessantemente, o pCREB liga-se a região 

promotora do BDNF e Bcl2 aumentando a regulação da expressão de ambas as proteínas 

(FINKBEINER, 2000). Esta poderia ser uma possível explicação para o aumento do 

BDNF e Bcl2 no hipocampo de camundongos induzidos com ETZ submetido ao exercício 

de força. 

Estes resultados permitiram a proposta de uma possível hipótese para ter-se um melhor 

entendimento dos efeitos do ebselen e do exercício de força sobre as alterações induzidas 

pelos modelos animais de DA esporádica (Figura 10), estimulando novos estudos para sua 

possível confirmação. 

Figura 10. Esquema geral dos mecanismos envolvidos nos efeitos farmacológicos do 

ebselen e do exercício físico de força sobre as alterações induzidas pelos modelos animais 

de DA esporádica. 
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5. CONCLUSÃO 

Os resultados apresentados nesta tese indicam que o composto orgânico de selênio 

ebselen protegeu o comprometimento da memória induzida pela escopolamina, em ambos 

os testes utilizados, Y-maze e TRO. Inibiu a atividade da AChE no hipocampo dos 

camundongos, além de inibir a atividade da isoforma AChE/G4 no córtex frontal e no 

hipocampo in vitro  

Ainda, a presente tese demonstrou que o composto multifuncional, ebselen, reverteu o 

comprometimento da memória nos testes de TRO, LO e Y- maze, modulou o estresse 

oxidativo e os níveis de proteínas relacionadas a apoptose no modelo de DA esporádica 

induzida por ETZ i.c.v., em camundongos. 

Com isso, observamos que, os principais mecanismos envolvidos no efeito 

neuroprotetor do ebselen são, antioxidante; modulador da atividade da AChE e supressor 

da morte neuronal.  

Com relação à terapia não farmacológica, o exercício de força foi eficaz em reverter o 

dano de memória no MWM nesta modalidade de exercício físico de força em um modelo 

de DA esporádica induzida por ETZ i.c.v., no qual seu principal mecanismo foi a 

supressão do comprometimento da memória espacial através da modulação da via de 

sinalização BDNF/ERK – CAMK – II/ CREB, no hipocampo dos camundongos. 

Finalmente, esta tese contribui para o esclarecimento dos mecanismos neuroprotetores 

envolvidos na ação do ebselen e reforça a hipótese de que composto pode ser uma 

interessante alternativa terapêutica para o tratamento da DA. Além disso, a importância do 

exercício de força para retardar a progressão em pacientes com DA, uma modalidade de 

exercício que seus benefícios ainda não são completamente elucidados.  
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6. PERSPECTIVAS 

 

- Investigar se o ebselen, em doses mais baixas, exerce efeito diretamente nos níveis do 

neurotransmissor ACh e em seus receptores muscarínicos, por exemplo, o M1; 

- Avaliar se o ebselen diminui os emaranhados nerofibrilares e as placas senis, 

fisiopatologias importantes da DA; 

- Avaliar o efeito sinérgico em diferentes doses do ebselen e aplicar em outras 

modalidades de exercício físico, como terapia para o tratamento de doenças 

neurodegenerativas; 
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ANEXO A- CARTAS DE APROVAÇÃO DO PROJETO PELA COMISSÃO DE 

ÉTICA NO USO DE ANIMAIS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA 
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ANEXO B- Autorização para reprodução do artigo científico “Ebselen inhibits the 

activity of acetylcholinesterase globular isoform G4 in vitro and attenuates 

scopolamine‐induced amnesia in mice” publicado na revista Journal of  Cell Biochemistry 

119(7):5598-5608. 
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ANEXO C- Autorização para reprodução do artigo científico “A multifunctional 

compund ebselen reverses memory impairment, apoptosis and oxidative stress in a 

mouse of sporadic Alzheimer’s disease” publicado na revista Journal of  

PsychiatricResearch 109(11):107-117. 
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ANEXO D- Resultado suplementar à tese, referente ao artigo 2 
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ANEXO E- Resultado suplementar à tese, referente ao manuscrito I 
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