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RESUMO

Introdugao: A Doenca de Alzheimer (DA) é uma condicdo neurodegenerativa
caracterizada por comprometimento progressivo da memoria e da cognicao,
associada a alteragdes moleculares, estruturais e funcionais no sistema nervoso
central. Nesse contexto, compostos com potencial de modular multiplos
mecanismos fisiopatolégicos tém sido investigados, destacando-se a espermidina,
uma poliamina endégena com propriedades neuroprotetoras descritas na literatura.
Objetivo: Avaliar os efeitos da espermidina sobre alteragdes comportamentais,
histologicas, moleculares e metabdlicas em um modelo experimental de DA.
Metodologia: Ratos Wistar machos (n = 31) foram distribuidos em grupos controle,
DA e tratado com espermidina. A Doenga de Alzheimer experimental foi induzida
por administragao intracerebroventricular de estreptozotocina (3 mg/kg). O grupo
tratado recebeu espermidina (50 mg/kg, via oral) diariamente durante 21 dias.
Foram realizados testes comportamentais para avaliagdo da aprendizagem e
memoria, incluindo o labirinto aquatico de Morris e o teste de reconhecimento de
objetos. Adicionalmente, foram conduzidas analises histomorfométricas
hipocampais e avaliagdo da expressao génica de BDNF e caspase-3 por gPCR. Os
dados foram expressos como média + erro padrao da média (EPM) e analisados
por ANOVA seguida do pos-teste de Newman-Keuls, considerando significancia
estatistica quando p < 0,05. Resultados: Inicialmente, a indugédo experimental da
Doenga de Alzheimer por STZ promoveu alteragdes metabdlicas associadas a
resisténcia a insulina e dislipidemia, incluindo intolerancia a glicose, aumento de
colesterol total, triglicerideos, indice TyG e indice de Lee, efeitos revertidos pelo
tratamento com espermidina. Além disso, o modelo experimental induziu déficits
cognitivos, alteragdes estruturais hipocampais e desregulacdo de genes
relacionados a neuroplasticidade e apoptose. No labirinto aquatico de Morris,
animais do grupo DA apresentaram prejuizo na aquisi¢ao da tarefa e redugéo da
memoria espacial em comparacgao ao grupo CTR (p < 0,05), enquanto o tratamento
com espermidina restaurou significativamente esses parametros (p < 0,05 vs. DA).
De forma semelhante, a espermidina preveniu o comprometimento da memdéria
episddica observado no teste de reconhecimento de objetos (p < 0,05).
Histologicamente, observou-se redugao da celularidade no hilo do giro denteado no
grupo DA (p < 0,05), parcialmente revertida pelo tratamento. Além disso, a
espermidina aumentou a expressao hipocampal de BDNF e reduziu a expressao
de CASP3 em relagdo ao grupo DA (p < 0,05). Conclusdo: A espermidina
apresentou efeitos neuroprotetores no modelo experimental de DA, atuando sobre
alteracbes comportamentais, estruturais e moleculares. Esses achados reforcam
seu potencial como estratégia terapéutica promissora, embora estudos adicionais
sejam necessarios para elucidar seus mecanismos de agao e aplicabilidade clinica.

Palavras-chave: Neuroprotecao. Neurogénese. Estreptozotocina. Hipocampo.



ABSTRACT

Introduction: Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative disorder
characterized by progressive impairment of memory and cognition, associated with
molecular, structural, and functional alterations in the central nervous system. In this
context, compounds capable of modulating multiple pathophysiological mechanisms
have been investigated, with emphasis on spermidine, an endogenous polyamine
with neuroprotective properties described in the literature. Objective: To evaluate
the effects of spermidine on behavioral, histological, molecular, and metabolic
alterations in an experimental model of AD. Methodology: Male Wistar rats (n = 31)
were allocated into control, AD, and spermidine-treated groups. Experimental AD
was induced by intracerebroventricular administration of streptozotocin (3 mg/kg).
The treated group received spermidine (50 mg/kg, oral gavage) daily for 21 days.
Behavioral tests assessing learning and memory were performed, including the
Morris water maze and novel object recognition test. In addition, hippocampal
histomorphometric analyses and gene expression evaluation of BDNF and CASP3
by qPCR were conducted. Data were expressed as mean + standard error of the
mean (SEM) and analyzed using ANOVA followed by Newman—Keuls post hoc test,
considering p < 0.05 as statistically significant. Results: Initially, STZ-induced
experimental AD promoted metabolic alterations associated with insulin resistance
and dyslipidemia, including glucose intolerance, increased total cholesterol,
triglycerides, TyG index, and Lee Index, all of which were reversed by spermidine
treatment. Furthermore, the experimental model induced cognitive deficits,
hippocampal structural alterations, and dysregulation of genes related to
neuroplasticity and apoptosis. In the Morris water maze, AD animals showed
impaired task acquisition and reduced spatial memory compared to the control group
(p < 0.05), whereas spermidine treatment significantly restored these parameters (p
< 0.05 vs. AD). Similarly, spermidine prevented the impairment of episodic memory
observed in the novel object recognition test (p < 0.05). Histologically, reduced
cellularity was observed in the dentate gyrus hilus of the AD group (p < 0.05), which
was partially reversed by treatment. Moreover, spermidine increased hippocampal
BDNF expression and reduced CASP3 expression compared to the AD group (p <
0.05). Conclusion: Spermidine exhibited neuroprotective effects in the experimental
AD model, acting on behavioral, structural, molecular, and metabolic alterations
associated with the disease. These findings reinforce its potential as a promising
therapeutic strategy, although further studies are required to elucidate its
mechanisms of action and clinical applicability.

Keywords: Neuroprotection. Neurogenesis. Streptozotocin. Hippocampus.
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1. INTRODUGAO

A Doenca de Alzheimer (DA) é uma enfermidade neurodegenerativa
progressiva caracterizada por comprometimento da memodria e de outras
fungdes cognitivas, evoluindo para declinio funcional global e perda da
autonomia (Rahman et al., 2025). Trata-se da principal causa de deméncia em
escala global e configura um relevante problema de saude publica, com
projecoes de crescimento expressivo nas proximas décadas, sobretudo em
decorréncia do envelhecimento populacional (Better, 2023).

A DA apresenta etiologia multifatorial, resultante da interagdo dinédmica
entre fatores genéticos, ambientais e condigdes sistémicas ao longo da vida (Ma;
Chen; Hong, 2022). As formas hereditarias representam aproximadamente 0,1%
dos casos e, em geral, apresentam inicio precoce, enquanto a vasta maioria
corresponde a forma esporadica, associada a exposicao cumulativa a fatores de
risco modificaveis (Scarano et al., 2025).

Do ponto de vista neuropatoldgico, a DA é caracterizada pelo acumulo
extracelular de B-amiloide (AB) e pela agregacgao intracelular da proteina tau
hiperfosforilada (pTAU), alteragbes consideradas centrais na progressao da
neurodegeneracao. A formacao de oligbmeros soluveis de AB, bem como sua
deposig¢ao em placas, esta associada a disfuncao sinaptica e a ativagao de vias
de morte celular. Paralelamente, a hiperfosforilagdo da tau compromete a
estabilidade dos microtubulos e o transporte axonal (Ma; Chen; Hong, 2022; Xia;
Prokop; Giasson, 2021). Além desses eventos, mecanismos como estresse
oxidativo, disfungdo mitocondrial, neuroinflamacdo e alteragbes na
neurotransmissao atuam de forma integrada, contribuindo para a amplificagao
do dano neuronal (Merighi et al., 2022).

Entre as estruturas cerebrais afetadas, o hipocampo destaca-se por seu
papel central nos processos de aprendizagem e consolidagdo da memodria,
sendo particularmente vulneravel a progressio da doenca. Essa regido integra
circuitos neurais essenciais para a codificagdo, armazenamento e recuperagao
de informagdes, permitindo a conversao de memdérias de curto em longo prazo
(Lazarov et al., 2024). Na DA, alterag¢des estruturais e funcionais no hipocampo

estdo diretamente associadas a déficits cognitivos, especialmente em meméaria
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espacial, reconhecimento e formagao de novas memoarias, achados amplamente
descritos tanto em pacientes quanto em modelos experimentais (Rao et al.,
2022).

Essas alteragcbes estdo associadas, em parte, a perda progressiva de
neurdnios, processo que envolve a ativagao de vias reguladas de morte celular.
Nesse contexto, a caspase-3 emerge como um mediador central da apoptose,
estando implicada tanto na degeneragao neuronal quanto no comprometimento
da fungao sinaptica observados na doenga (Ekundayo et al., 2024).

Em contraponto aos mecanismos de morte celular, fatores associados a
sobrevivéncia neuronal e a plasticidade sinaptica exercem papel fundamental na
manutencgao da fungao cerebral. O fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF)
destaca-se como um dos principais moduladores da plasticidade neuronal,
participando da neurogénese, da manutengédo da viabilidade neuronal e dos
processos de aprendizagem e memoria. Evidéncias indicam que alteragdes na
expressao de BDNF estdo diretamente relacionadas ao comprometimento da
funcdo hipocampal na DA (Farioli-Vecchioli et al., 2022).

Apesar dos avangos no entendimento da fisiopatologia da doencga, as
estratégias terapéuticas atualmente disponiveis permanecem limitadas, atuando
predominantemente no controle sintomatico e sem impacto significativo na
progressdo da DA. Farmacos como inibidores da acetilcolinesterase e
antagonistas do receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) apresentam beneficios
modestos sobre a funcao cognitiva (D’Angremont et al., 2023).

Diante desse cenario, tem-se intensificado o interesse por abordagens
nao farmacolodgicas, especialmente aquelas baseadas em modificagdes do estilo
de vida, como intervengdes nutricionais. Evidéncias indicam que padrdes
alimentares saudaveis estao associados a redugao de processos inflamatorios,
a melhora da fungéo metabdlica e a preservagao cognitiva (Doroszkiewicz et al.,
2023).

Entre esses padrdes, a dieta mediterranea tem sido associada a
protegao cognitiva, sendo caracterizada pela elevada ingestdo de alimentos ricos
em compostos bioativos, incluindo poliaminas (Lopez-Gonzalez et al., 2025).
Nesse contexto, destaca-se a espermidina (ESP), cuja maior ingestao dietética
pode contribuir para os efeitos benéficos observados, possivelmente por sua

atuacao em processos como autofagia e neuroproteg¢ao (Pandolfi et al., 2026).
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Do ponto de vista biolégico, a ESP € uma molécula enddgena, também
obtida por meio da dieta, associada a regulacdo da homeostase celular e a
manutengao da fungcao neuronal (Makletzova et al., 2022).

Evidéncias experimentais demonstram que a ESP modula diversos
processos envolvidos na neurodegeneragcdo. Em modelos murinos de patologia
amiloide, foi demonstrado que sua administragdo reduz os niveis de A soluvel
e atenua a neuroinflamagado associada a doencga (Freitag et al., 2022). Além
disso, a ESP estad associada a diminuicdo da expressao de citocinas pro-
inflamataorias, como TNF-a, e a modulagao da atividade microglial, contribuindo
para o equilibrio do ambiente neuroimune (Shu et al., 2025, Zhao et al., 2025).

Adicionalmente, essa poliamina exerce efeitos relevantes sobre a fungao
mitocondrial e a homeostase celular, promovendo a remogao de mitocéndrias
disfuncionais e reduzindo a produgado de espécies reativas de oxigénio, o que
contribui para a prevencao da ativagao de vias de morte celular (Fairley et al.,
2023). A inducado de processos autofagicos também tem sido associada a
manutencdo da fungdo neuronal e a protecdo contra eventos
neurodegenerativos (Hofer et al., 2022).

Considerando a participacéo integrada de processos como disfungéao
sinaptica, neuroinflamagao e morte neuronal na fisiopatologia da DA, bem como
os efeitos pleiotropicos da ESP sobre esses mecanismos, levanta-se a hipotese
de que sua suplementacéao oral precoce seja capaz de atenuar déficits cognitivos

e alteragdes neuropatoldgicas associadas a doenca.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Doencga de Alzheimer

2.1.1 Conceito, aspectos epidemioldgicos e fatores de risco da Doencga de
Alzheimer

A DA é uma condigdo neurodegenerativa progressiva caracterizada pelo
comprometimento gradual das fungbdes cognitivas, especialmente memoria,
aprendizagem e fungdes executivas. Clinicamente, a doenga apresenta evolugao
continua, com agravamento progressivo dos déficits cognitivos e perda da
autonomia funcional, refletindo a degeneragdo neuronal em diferentes regides
cerebrais ao longo do tempo (Rao et al., 2022).

Do ponto de vista neuropatologico, a DA é caracterizada pela presenca
de duas lesdes principais: as placas senis, compostas por depésitos
extracelulares de peptideo AB, e os emaranhados neurofibrilares intracelulares
formados pela proteina tau hiperfosforilada (Ge et al., 2022; Kamble; Patil;
Upaganlawar, 2024). Essas alteragdes estruturais estdo associadas a disfungao
sinaptica, perda neuronal e comprometimento da comunicagao entre circuitos
neurais, especialmente em regides envolvidas na memdria, como o hipocampo
(Ma; Hong; Yang, 2022).

Além dessas caracteristicas classicas, a DA também envolve alteragdes
na neurotransmissao, com destaque para a redugédo da atividade colinérgica,
fundamental para aprendizagem e memoéria (Chen et al., 2022), além de
processos como estresse oxidativo, disfungdo mitocondrial e neuroinflamagao,
que contribuem para a progressdao da neurodegeneracao (Butterfield;
Lauderback, 2002; Wang et al., 2020; Merighi et al., 2022). Assim, a DA
configura-se como uma condigdo multifatorial, resultante da interagdo de
alteragdes estruturais e funcionais que culminam no declinio cognitivo
progressivo (Scarano et al., 2025)

A DA constitui a principal causa de deméncia no mundo, correspondendo
a aproximadamente 60-70% dos casos (Kamble; Patil; Upaganlawar, 2024), e
representa um importante problema de saude publica, em decorréncia de sua
elevada prevaléncia, do impacto sobre a funcionalidade dos individuos e da
significativa carga socioeconbmica associada ao cuidado de pacientes e

familiares (Jojo et al., 2025; Allegri, 2025). Estimativas globais indicam que a
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deméncia afetava cerca de 57,4 milhdes de pessoas em 2019, com proje¢des
que apontam para aproximadamente 152,8 milhdes de casos até 2050,
impulsionadas principalmente pelo envelhecimento populacional. Apesar desse
aumento expressivo no numero absoluto de casos, as taxas padronizadas por
idade tendem a permanecer relativamente estaveis, sugerindo que o
crescimento da carga da doencga esta fortemente associado as mudangas na
estrutura etaria da populagdo. Observa-se maior prevaléncia em mulheres,
representando cerca de 60-65% dos casos, padrdo que deve persistir nas
proximas décadas (Nichols et al., 2022).

O impacto econémico da deméncia € igualmente expressivo, com custos
globais estimados em aproximadamente US$ 1,3 trilhdo em 2024, refletindo o
elevado 6nus para sistemas de saude, cuidadores e sociedade (Alzheimer’s
Disease International, 2024). Além disso, a distribuigdo da doenga € marcada por
importantes desigualdades, uma vez que cerca de dois tercos das pessoas com
deméncia vivem em paises de baixa e média renda, onde os recursos para
diagnostico e cuidado sao frequentemente limitados (Kalaria et al., 2024).

Na América Latina, esse cenario é particularmente preocupante, devido
a rapida transicdo demografica e a elevada prevaléncia de fatores de risco.
Estima-se que o numero de pessoas com deméncia na regidao aumente de
aproximadamente 7,8 milhdes para 27 milhdes até 2050, acompanhando o
crescimento da populagédo idosa (Suemoto et al., 2026). No entanto, apesar
dessa elevada carga, a producgao cientifica ainda é desproporcional, com apenas
cerca de 10% dos estudos sobre deméncia sendo conduzidos em paises de
baixa e média renda, evidenciando lacunas importantes no conhecimento e na
formulacao de estratégias regionais (Allegri, 2025).

No Brasil, estima-se que cerca de 1,85 milhdo de pessoas viviam com
deméncia em 2019, com projecdo de aumento para aproximadamente 5,66
milhdes até 2050, representando crescimento superior a 200% no numero de
casos. Esse cenario reflete a rapida transicdo demografica no pais e reforga o
impacto crescente da doenga sobre o sistema de saude (Nichols et al., 2022).

Adicionalmente, a carga global da DA pode ser ainda maior do que as
estimativas atuais, uma vez que uma proporgcado significativa dos casos
permanece subdiagnosticada, podendo representar até 60% do total (Major et

al., 2026). A prevaléncia da doenca aumenta de forma acentuada com a idade,
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aproximadamente dobrando a cada cinco anos, com maior incidéncia e
prevaléncia em individuos acima de 85 anos, evidenciando o envelhecimento
como principal fator de risco para o desenvolvimento da doencga.

Do ponto de vista da distribuicdo etaria, a DA manifesta-se
predominantemente em individuos idosos. Entretanto, evidéncias indicam que
fatores de risco acumulados ao longo da vida, particularmente durante a meia-
idade, exercem influéncia significativa sobre o risco de declinio cognitivo e
progressdo para deméncia (Cholerton et al., 2016). A doenga é atualmente
compreendida como multifatorial, resultante da interacao entre fatores genéticos,
ambientais e condigcbes sistémicas (Ma; Chen; Hong, 2022). Embora formas
hereditarias representem uma parcela muito pequena dos casos, cerca de 0,1%,
geralmente com inicio precoce entre 30 e 50 anos, a maioria dos casos €
esporadica e associada a fatores de risco ao longo da vida (Scarano et al., 2025).

Diversos fatores modificaveis tém sido implicados na epidemiologia da
DA. Um relatério recente da Lancet Commission identificou até 14 fatores de
risco potencialmente modificaveis que, quando controlados, poderiam prevenir
ou retardar até cerca de 50% dos casos de deméncia. Entre esses fatores
destacam-se condigdes cardiovasculares e metabdlicas, como hipertenséo,
diabetes, obesidade e dislipidemia, além de fatores comportamentais e
ambientais, incluindo sedentarismo, tabagismo, consumo excessivo de alcool,
baixa estimulagdo cognitiva, isolamento social, depressdo e exposigdo a
poluicdo do ar (Livingston et al., 2024).

Além disso, condigdes genéticas especificas também podem aumentar
o risco para o desenvolvimento da doenca. Individuos com Sindrome de Down,
por exemplo, apresentam maior predisposicdo a DA em funcao da triplicacdo do
gene APP no cromossomo 21, levando ao aumento da producao de AR (Levin et
al., 2023).

No contexto dos fatores de estilo de vida, evidéncias experimentais e
epidemioldgicas indicam que padrbes alimentares inadequados, sedentarismo,
privagao de sono e estresse cronico contribuem para a instalagdo de um estado
inflamatdrio sistémico de baixo grau e para disfungdes metabdlicas que podem
impactar o sistema nervoso central (Scheltens et al., 2021). Essas condi¢des
estdo associadas a alteragdes como inflamagdo neuroglial, prejuizo da

plasticidade sinaptica e disfun¢gdes no metabolismo cerebral, favorecendo o
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desenvolvimento de alteragdes neuropatoldgicas relacionadas a DA (Arnold et
al., 2018; Pinto et al., 2022; Wakabayashi et al., 2019).

A DA deve ser compreendida como uma condigdo multifatorial,
resultante da interagéo entre fatores ndo modificaveis, como idade e genética, e
fatores modificaveis ao longo da vida. Esses elementos atuam de forma
integrada na ativacdo de mecanismos biologicos que levam a neurodegeneracéo
e ao comprometimento cognitivo, especialmente em regides relacionadas a
memoria. Nesse contexto, a compreenséo dos processos envolvidos na génese

e progressao da doenga torna-se essencial.

2.1.2 Etiologia e fisiopatologia da Doencga de Alzheimer

A DA é uma condicado neurodegenerativa complexa e multifatorial, cuja
etiologia envolve a interacdo entre fatores genéticos, ambientais e sistémicos ao
longo da vida.

Embora formas hereditarias estejam associadas a mutagdes em genes
como APP, presenilina 1 (PSEN1), presenilina 2 (PSEN2) e apolipoproteina E
(APOE), a maioria dos casos € esporadica e resulta da convergéncia de multiplos
processos bioldgicos que culminam na disfungéo neuronal progressiva (Kamble
et al., 2024).

Historicamente, diferentes hipoteses foram propostas para explicar a
patogénese da DA, destacando-se a hipotese da cascata amiloide, a hipdtese
taupatica e modelos mais recentes que integram alteragdes metabdlicas,
inflamatorias e vasculares (Scarano et al.,, 2025). Essas abordagens sao
complementares, refletindo a natureza multifatorial da doenca (Figura 1).

A hipotese amiloidogénica propde que o acumulo do peptideo AR,
derivado da clivagem da proteina precursora de amiloide (APP), constitui um
evento central na patogénese da DA. A formagao de oligdmeros soluveis e sua
posterior agregacao em placas extracelulares estdo associadas a disfuncao
sinaptica, a alteragdo da permeabilidade de membranas e a indugdo de morte
celular (Ma; Chen; Hong, 2022). Além disso, os oligbmeros de AB podem
interferir diretamente na plasticidade sinaptica e comprometer processos

relacionados a memoria.
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Figura 1. Esquema integrativo dos fatores etiologicos e mecanismos fisiopatolégicos da
Doenca de Alzheimer. Destaca-se a interagdo entre alteragdes moleculares, celulares e
sistémicas que levam a disfuncdo neuronal e ao declinio cognitivo progressivo.
Fonte: Elaborado pela autora (2026), esquema integrativo baseado na literatura discutida ao
longo deste capitulo. Criado com BioRender.com.

Paralelamente, a hiperfosforilagcdo da proteina tau leva a formacgao de
emaranhados neurofibrilares intracelulares, resultando na desorganizacao dos
microtubulos e no comprometimento do transporte axonal. Esse processo
contribui para a disfungédo neuronal e esta fortemente correlacionado com a
gravidade do comprometimento cognitivo observado na doenca (Xia; Prokop;
Giasson, 2021; Ge et al., 2022).

Além dessas alteragdes classicas, outros mecanismos desempenham
papel relevante na progressao da DA. A disfungdo mitocondrial compromete a
producao de ATP e favorece a geragao de radicais livres, contribuindo para um
ciclo de dano celular progressivo (Wang et al., 2020). Nesse contexto, o estresse
oxidativo, resultante do aumento da producéo de espécies reativas de oxigénio

(EROs), esta associado a danos em lipidios, proteinas e acidos nucleicos, sendo
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intensificado pela presenga de agregados amiloides (Butterfield; Lauderback,
2002; Sotolongo et al., 2020).

A neuroinflamacdo também constitui um componente central da
fisiopatologia da DA. A ativagado crénica da microglia e de outras células gliais
resulta na liberacdo de citocinas pro-inflamatérias, quimiocinas e espécies
reativas, que, embora inicialmente possam exercer papel protetor, tornam-se
prejudiciais em estagios avangados, promovendo dano neuronal e morte celular
(Merighi et al., 2022).

Alteragdes na neurotransmissao contribuem para a disfungéo cognitiva
caracteristica da doencga. A redugao dos niveis de acetilcolina, associada a perda
de neurdnios colinérgicos, esta diretamente relacionada ao comprometimento da
memoria e da aprendizagem (Chen et al., 2022). Paralelamente, a desregulacao
do sistema glutamatérgico pode levar a excitotoxicidade, com aumento do influxo
de calcio intracelular, disfungado mitocondrial e ativagao de vias de morte celular
(Soares et al., 2024; Nasb; Tao; Chen, 2024).

Outros mecanismos sistémicos também tém sido implicados na
patogénese da DA, especialmente alteragdes metabdlicas e vasculares. A
hipétese metabdlica propde que prejuizos na homeostase energética cerebral,
incluindo disfungdo mitocondrial, resisténcia a insulina e comprometimento do
metabolismo da glicose, contribuem para a progressao da doenga, destacando-
se o papel da sinalizagdo insulinérgica no sistema nervoso central (Wang et al.,
2020; Scarano et al., 2025). Nesse contexto, a resisténcia a insulina compromete
vias como PI3K/Akt, fundamentais para a sobrevivéncia neuronal e a
plasticidade sinaptica, podendo levar a ativacdo de quinases como a GSK-3 e a
reducdo da expressao de BDNF, favorecendo alteracbes sinapticas precoces
associadas a progressao da DA (Felice; Gongalves; Ferreira, 2022; Arnold et al.,
2018; Nguyen et al., 2020).

Evidéncias experimentais demonstram ainda que condicbes de
sobrecarga metabdlica, como a exposi¢ao crénica a dietas hipersacaridicas,
hiperlipidicas e hiperglicEmicas, sdo capazes de induzir disfungdo metabdlica
sistémica, promovendo inflamagao neuroglial, perda de plasticidade sinaptica e
alteragcbes no transporte de insulina para o parénquima cerebral. Essas
alteracdes estdo associadas ao aumento do estresse celular e a morte neuronal

em regides como o hipocampo, resultando em comprometimento cognitivo e
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motor (Pinto et al., 2017; Arnold et al., 2014; Pinto et al., 2022; Wakabayashi et
al., 2019).

Paralelamente, alteragdes vasculares, como redugao do fluxo sanguineo
cerebral e comprometimento da perfusédo tecidual, podem intensificar hipdxia,
disfungdo metabdlica e favorecer o agravamento da deposicdo de AR e da
patologia tau (Liu et al., 2019; Fazlollahi et al., 2020). Assim, embora nao
constituam isoladamente a explicacdo central da DA, os componentes
metabdlico e vascular parecem atuar como fatores moduladores importantes,
interagindo com mecanismos classicos da doencga e contribuindo para a perda
progressiva da fungao neuronal.

A DA deve ser compreendida como o resultado da interagdo dinamica
entre multiplos processos patoldgicos, incluindo acumulo de proteinas anormais,
disfungdo sinaptica, estresse oxidativo, neuroinflamagcdo, alteragdes na
neurotransmissdao e comprometimento energético celular. Esses eventos
convergem para a perda progressiva de neurdnios e para a desorganizacgao de
circuitos neurais envolvidos na cognigao.

Tais alteracbes manifestam-se de forma particularmente evidente em
regides cerebrais altamente especializadas e vulneraveis, como o hipocampo,
cuja integridade estrutural e funcional & essencial para os processos de
aprendizagem e memodria, sendo, portanto, uma das principais regides afetadas

na progressao da DA.

2.1.3 Alteragoes hipocampais e cognitivas

O hipocampo é uma estrutura fundamental do sistema limbico,
amplamente envolvida nos processos de aprendizagem e memoria,
especialmente na formagéo, organizacado e consolidagdo de novas memodrias.
Nesse contexto, circuitos hipocampais participam da formag¢ao dos chamados
engramas de memdria, 0s quais representam conjuntos dinamicos de neurénios
responsaveis pelo armazenamento e recuperagdao de informacgbes, sendo
essenciais para a conversao de memorias de curto prazo em memdarias de longo
prazo (Lazarov et al., 2024). A neurogénese hipocampal adulta, particularmente

no giro denteado, contribui para fungcbes como aprendizado, memodria e
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discriminacdo de padrboes, desempenhando papel relevante na flexibilidade
cognitiva (Kim et al., 2022; Farioli-Vecchioli et al., 2022).

Na DA, o hipocampo esta entre as primeiras estruturas cerebrais a
apresentar alteracbes neuropatoldgicas. A degeneragdo se inicia no cortex
entorrinal e progride para o hipocampo e outras regides corticais, acompanhando
0 avanco clinico da doencga (Reddy et al., 2018). Esse processo esta associado
a uma perda neuronal acentuada e a presenca de gliose, caracteristicas
consideradas marcadores centrais da neurodegeneragao hipocampal na DA.
Como consequéncia, observa-se comprometimento progressivo da memoria,
particularmente da memoria de curto prazo (Rao et al., 2022).

A atrofia hipocampal € uma das alteragdes estruturais mais consistentes
na DA, sendo considerada um importante biomarcador de progressdo e
associada ao declinio cognitivo. Em pacientes com DA, essa atrofia ocorre de
forma mais acentuada, com taxas anuais entre 3% e 5%, em contraste com
aproximadamente 1% em individuos cognitivamente preservados (Woodward et
al., 2024).

Cabe destacar que o hipocampo nao constitui uma estrutura
homogénea, sendo composto por diferentes subcampos, como CA1, CAS3,
subiculo, giro denteado (DG) e hilo, que apresentam distintas vulnerabilidades a
neurodegeneracao (Xiao et al., 2023).

Essas regidbes integram um circuito altamente organizado e
funcionalmente interdependente, no qual alteragdes localizadas podem
repercutir de forma ampla sobre os processos de codificagdo, armazenamento e
evocagao de memorias. Nesse contexto, a memdria emerge da interagéo
dindmica entre o cortex entorrinal, o giro denteado, o CA3 e o CA1, compondo o
circuito trisaptico classico do hipocampo (Mather et al., 2016; Jin; Maren, 2015).

Nesse circuito (Figura 2), o giro denteado atua na discriminagao de
padroes, o CA3 participa da formacéo de associacdes e o CA1 esta envolvido
na integragao e consolidacédo das informagdes, evidenciando a especializagao
funcional dessas sub-regides. O hilo exerce papel modulador importante por
meio de suas conexdes intrinsecas, influenciando a excitabilidade das células
granulares e, consequentemente, o fluxo de informagao no circuito hipocampal.

Assim, alteracbes estruturais em qualquer um desses componentes pode
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comprometer a dinamica do circuito como um todo, contribuindo para déficits

cognitivos.

Hipocampo

CA1

Secgao coronal do cérebro
de um rato adulto

e

S—— \‘\
/ G /: N \
A= [00\

Figura 2. Esquema representativo do circuito hipocampal com énfase no microcircuito
dentado—CA3. A esquerda, representacdo esquematica do encéfalo de roedor indicando a
localizacdo do hipocampo no lobo temporal medial. A direita, fotomicrografia corada por violeta
de cresil ilustrando as principais sub-regides hipocampais: cortex entorrinal (EC), giro denteado
(DG), hilo, CA3 e CA1 (Cornu Amonis 3 e 1). As setas indicam o fluxo predominante da
informagéo no circuito trisaptico classico (EC — DG — CA3 — CA1), bem como as conexdes
intrinsecas do microcircuito hilar, incluindo projegdes das células granulares para CA3 (fibras
musgosas) e para o hilo, onde células musgosas modulam a excitabilidade das células
granulares. Fonte: Elaborado pela autora (2026), com base na literatura discutida ao longo deste

capitulo. Criado com BioRender.com.

Estudos demonstram que regides como CA1 e subiculo estdo entre as
primeiras a apresentar redugao de volume na DA, enquanto a progressao da
doenca leva ao comprometimento mais difuso de todas as sub-regides
hipocampais (Mueller et al., 2007; Xiao et al., 2023). Essas alteragdes estruturais
refletem perda neuronal e reducdo da densidade sinaptica, impactando
diretamente a eficiéncia do processamento de informagdes no circuito
hipocampal.

A morte neuronal no hipocampo na DA esta associada a ativagao de vias
apoptéticas, caracterizadas por fragmentagao de DNA e ativacao de caspases,
especialmente a caspase-3. O peptideo AR pode induzir esse processo,
contribuindo para a perda neuronal e para a progressao do comprometimento

cognitivo (Ekundayo et al., 2024).
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Alteragbes na neurogénese hipocampal também tém sido descritas na
DA. Evidéncias indicam redugao da neurogénese adulta no giro denteado, mais
especificamente na zona subgranular, tanto em pacientes quanto em modelos
experimentais, o que pode contribuir para o comprometimento de fungdes
cognitivas dependentes do hipocampo (Geigenmdller et al., 2024).

Fatores associados a plasticidade neuronal, como o BDNF
desempenham papel importante na manutengao da sobrevivéncia neuronal e na
modulagao sinaptica. Alteracdes na expressido de BDNF tém sido descritas na
DA e podem estar relacionadas ao comprometimento da fungdo hipocampal
(Farioli-Vecchioli et al., 2022).

Nesse contexto, as alteracbes moleculares e estruturais observadas no
hipocampo refletem diretamente em prejuizos funcionais, especialmente em
processos de aprendizagem e memoaria. Assim, a avaliagdo comportamental em
modelos experimentais torna-se fundamental para a caracterizacdo desses

déficits cognitivos e para a investigacao de possiveis estratégias terapéuticas.

2.1.3. Testes cognitivos aplicados a modelos experimentais de DA

A avaliacdo de fungdes cognitivas em modelos experimentais de DA
constitui uma abordagem essencial para a investigacdo dos déficits
comportamentais associados a neurodegeneracao e para a analise da eficacia
de intervengdes terapéuticas. Nesse contexto, testes comportamentais sao
amplamente empregados para mensurar diferentes dominios da memdria e
aprendizagem em roedores, destacando-se o teste de reconhecimento de
objetos (Novel Object Recognition — NOR) e o labirinto aquatico de Morris (Morris
Water Maze — MWM).

O teste de reconhecimento de objetos foi originalmente descrito por
Abdelkader Ennaceur e Jean Delacour (1988), sendo baseado na tendéncia
natural dos roedores de explorar estimulos novos em detrimento de estimulos
familiares, sem a necessidade de reforco externo. Trata-se de um teste
comportamental simples e de baixa indugao de estresse, amplamente utilizado
para avaliar a memoria de reconhecimento, considerada um subtipo da memoria
declarativa relacionada a identificagao de estimulos previamente experienciados
(Tropea et al., 2022).
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Figura 3. Teste de reconhecimento de objetos. 1) Habituagdo: Expor o animal ao ambiente de
teste por 10 minutos no dia anterior ao experimento. 2) Familiarizagédo: Exploragao livre por 10
minutos, contabiliza-se o tempo gasto pelo animal para cada objeto. 3) Teste final: Exploragao
livre por 5 minutos, contabiliza-se o tempo gasto pelo animal para explorar 0 novo objeto em
relacdo ao tempo de exploragédo total. Fonte: Elaborado pela autora (2026), com base na
literatura discutida ao longo deste capitulo. Criado com BioRender.com.

O teste envolve uma fase de familiarizagdo com objetos idénticos,
seguida de uma fase de teste, na qual um dos objetos é substituido por um novo,
sendo o desempenho inferido a partir do tempo de exploragao diferencial (Figura
3).

A versatilidade do NOR permite a avaliacdo de diferentes tipos de
memoria, incluindo meméria de curto, médio e longo prazo, por meio da
manipulacao do intervalo de retengao entre as fases do teste (Taglialatela et al.,
2009). Do ponto de vista neurobiolégico, a tarefa envolve predominantemente
circuitos do lobo temporal medial, com papel central do cértex perirrinal (Antunes;
Biala, 2012), além da participacdo do hipocampo, coértex pré-frontal e talamo
(Warburton; Brown, 2015). Lesbes nessas estruturas comprometem
significativamente o desempenho na tarefa (Cohen et al., 2013), evidenciando
sua relevancia na investigacéo de alteragdes cognitivas associadas a DA.

Por sua vez, o labirinto aquatico de Morris (MWM) (Figura 4) é
amplamente utilizado para avaliar aprendizagem espacial e memoria
dependente do hipocampo. Nesse teste, os animais sao inseridos em uma
piscina circular contendo uma plataforma submersa, cuja localizagado deve ser
aprendida com base em pistas espaciais externas. Ao longo de sucessivas
tentativas, observa-se redugao progressiva da laténcia e da distancia percorrida
até a plataforma, refletindo o processo de aquisicdo da memoria espacial
(Hernandez-Mercado; Zepeda, 2022).
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Figura 4. Labirinto Aquatico de Morris. 1) Treinamento: Durante 3 dias consecutivos, com
intervalo de 30 minutos o0 animal é colocado em cada quadrante da piscina, com o focinho voltado
para a parede. Espera-se 60 segundos até que o animal encontre a plataforma
espontaneamente, caso n&o encontre, recebe auxilio para encontrar a plataforma, onde
permanece por 30 segundos. Nesta fase do teste a plataforma é fixa em um dos quadrantes. As
pistas visuais indicam a delimitagao dos quadrantes. 2) Teste final: a plataforma é removida e o
animal colocado no centro da piscina, o nado livre é registrado por 2 minutos. Fonte: Elaborado
pela autora (2026), com base na literatura discutida ao longo deste capitulo. Criado com
BioRender.com.

Além da fase de aprendizagem, o MWM inclui uma fase de teste de
retencao (probe test), na qual a plataforma é removida, permitindo avaliar a
memoria espacial consolidada por meio do tempo gasto no quadrante-alvo e do
numero de cruzamentos na area onde a plataforma estava previamente
localizada. Esse teste é altamente sensivel a alteragdes na fungao hipocampal,
estrutura criticamente envolvida na formagcdo de memorias espaciais (Gil-
Mohapel et al., 2013).

Adicionalmente, o desempenho no MWM esta associado a processos
como consolidagdo da memodria, flexibilidade cognitiva e estratégias de
navegacao, sendo influenciado pela neurogénese hipocampal adulta,
especialmente no giro denteado (Berdugo-Vega et al., 2021). Esses mecanismos
estdo intimamente relacionados a plasticidade sinaptica e a potenciacdo de
longa duragéo (LTP), fundamentais para a formagao e manutengéo de memorias
de longo prazo (Jeffery; Morris, 1993).
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2.1.4 Modelo experimental de DA induzido por Estreptozotocina

O modelo experimental de DA induzido por estreptozotocina
intracerebroventricular (STZ-ICV) é amplamente utilizado na investigacdo de
alteragdes cognitivas e neurodegenerativas associadas a forma esporadica da
doenca. A administracdo de STZ, geralmente na dose de 3 mg/kg, induz
prejuizos cognitivos progressivos, acompanhados de alteragdes metabdlicas,
inflamatoérias e estruturais no sistema nervoso central, sem provocar
hiperglicemia periférica persistente (Grieb, 2016).

Os protocolos de indugdo por STZ-ICV apresentam consideravel
variabilidade quanto a dose, lateralidade e numero de administragcdes. Revisao
metodoldgica recente demonstrou que protocolos bilaterais multiplos, totalizando
dose cumulativa de 3 mg/kg, tendem a produzir alteragbes neurodegenerativas
mais persistentes e reprodutiveis. Entretanto, protocolos unilaterais também sao
capazes de induzir déficits cognitivos, alteracbes metabdlicas e desregulacao
molecular relevantes, sendo amplamente utilizados em estudos experimentais
devido a menor complexidade cirurgica e menor taxa de mortalidade associada
ao procedimento (More et al., 2026).

Recentemente, uma revisdo sistematica abrangendo 402 estudos
experimentais consolidou a progressao temporal das alteragées induzidas pela
STZ-ICV, demonstrando que déficits cognitivos podem surgir nas primeiras 24
horas apds a inducdo, enquanto alteracdes relacionadas a apoptose, estresse
oxidativo, hiperfosforilagdo de tau e acumulo de B-amiloide se desenvolvem
progressivamente ao longo das semanas subsequentes (Leon-Arcia et al.,
2026).

Embora tradicionalmente associado a inducao de resisténcia insulinica
cerebral, o modelo STZ-ICV envolve multiplos mecanismos patofisioldgicos. A
estreptozotocina apresenta propriedades citotoxicas decorrentes de sua
capacidade de alquilar o DNA, promovendo fragmentacdo do material genético
e ativagao da poli (ADP-ribose) polimerase (PARP), o que leva a deplecéo de
NAD* e ATP e, consequentemente, a disfungdo e morte celular (Yamamoto et al.,
1981; Abeti e Duchen, 2012).
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Adicionalmente, a STZ atua como doadora intracelular de 6xido nitrico e
espécies reativas de oxigénio (ERO), contribuindo para o estresse oxidativo,
dano as membranas celulares e disfungdo mitocondrial, o que intensifica
processos neurodegenerativos. Esses mecanismos atuam de forma sinérgica na
amplificagdo do dano celular (Lenzen, 2008).

No sistema nervoso central, a STZ interfere no metabolismo da glicose
neuronal, possivelmente por meio da modulagdo de transportadores como
GLUT1 e GLUTS3, levando a redugéo da captagao de glicose e comprometimento
energético cerebral (Shah et al., 2012; Yuliani et al., 2021). Essa disfungao
metabdlica esta associada a diminuicdo de metabdlitos como UDP-GIcNAc, o
que impacta processos de O-GIcNAcilagao e favorece a hiperfosforilagcdo da
proteina tau, contribuindo para a formacado de agregados tdxicos e prejuizo
cognitivo (Wan Chik et al., 2023).

A administracdo de STZ-ICV promove ativacdo de respostas
neuroinflamatdrias, caracterizadas pelo aumento da expressdo de marcadores
como a molécula adaptadora de ligacdo ao calcio ionizado 1 (Iba-1) e a proteina
acida fibrilar glial (GFAP), indicativos de ativacdo microglial e astrocitaria,
respectivamente. Essas alteragdes sdo observadas em regidbes como o
hipocampo, incluindo giro denteado e areas CA1 e CA3, e tendem a se
intensificar ao longo do tempo apds a administracéo da STZ (Marlatt et al., 2014;
Goud et al., 2015). A ativacao glial prolongada contribui para a liberagcdo de
citocinas proé-inflamatérias e pode interferir negativamente na neurogénese
hipocampal.

Além da neuroinflamagdo, estudos recentes demonstram que a
progressao temporal das alteragdes estruturais induzidas pela STZ pode variar
entre diferentes regides hipocampais. Nifio-Rivera et al. (2025), utilizando
protocolo STZ-ICV semelhante, observaram comprometimento progressivo da
memoria de reconhecimento associado ao aumento precoce da astrogliose, sem
evidéncia de perda neuronal significativa mesmo em fases tardias do modelo.
Esses achados sugerem que alteragdes funcionais e morfolégicas podem
preceder a neurodegeneracao neuronal extensa, reforcando a complexidade
temporal do modelo experimental.

Além disso, a STZ estda associada a inibicdo da neurogénese,

especialmente no giro denteado, por meio da redugao da proliferagdo de células-
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tronco neurais e da diminuicdo de fatores relacionados a plasticidade neuronal,
como o BDNF (Bassani et al., 2018). Essas alteragdes podem contribuir para
déficits cognitivos e comprometimento da funcdo hipocampal observados no
modelo.

A disfungao da sinalizagao insulinica permanece como um componente
relevante do modelo, sendo caracterizada por alteragdes na fosforilagdo do
substrato do receptor de insulina 1 (IRS-1), redu¢do da ativagao da proteina
quinase B (Akt) e consequente desregulacao de vias associadas a sobrevivéncia
celular e plasticidade neuronal (Lester-Coll et al., 2006; Sims-Robinson et al.,
2015). Tais alteragdes fazem parte de um conjunto mais amplo de eventos que
incluem estresse oxidativo, neuroinflamacédo, disfuncdo metabdlica e morte
celular

Diante desse cenario complexo, torna-se evidente a necessidade de
abordagens terapéuticas capazes de atuar de forma integrada sobre multiplos

mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos na doencga.

2.1.5. Alternativas terapéuticas

As estratégias terapéuticas para a DA tém evoluido ao longo das ultimas
décadas, refletindo a complexidade multifatorial de sua etiologia e fisiopatologia.
De maneira geral, essas abordagens podem ser agrupadas em terapias
farmacoldgicas sintomaticas, intervengdes ndo farmacoldgicas e estratégias
emergentes voltadas a modulagdo de multiplos alvos moleculares (Scarano et
al., 2025).

No que se refere as abordagens farmacolégicas, os tratamentos
atualmente aprovados sao predominantemente sintomaticos e baseiam-se na
modulagdo de sistemas de neurotransmissdo. Os inibidores da
acetilcolinesterase, como donepezil, rivastigmina e galantamina, aumentam a
disponibilidade de acetilcolina na fenda sinaptica, promovendo melhora cognitiva
e podendo influenciar indiretamente a producéo de AR, devido a relagdo da AChE
com a regulagao da presenilina-1, componente da y-secretase (Cacabelos et al.,
2016).

Outra abordagem farmacoldgica relevante baseia-se na modulagao do
sistema glutamatérgico. A excitotoxicidade induzida pelo excesso de glutamato
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esta associada a morte neuronal na DA, o que levou ao desenvolvimento de
antagonistas do receptor NMDA, como a memantina. Esse farmaco apresenta
efeito pro-cognitivo moderado em estagios moderados a graves da doencga,
embora sua eficacia seja limitada em fases iniciais (McShan et al., 2019).
Estratégias adicionais incluem a modulagdo de transportadores de glutamato,
como o GLT-1, com o objetivo de reduzir a excitotoxicidade e restaurar a
homeostase sinaptica (Peterson; Binder, 2019).

Nos ultimos anos, terapias modificadoras da doenca baseadas em
anticorpos monoclonais direcionados ao peptideo AR tém sido desenvolvidas
com o objetivo de reduzir a carga amiloide cerebral. Esses agentes promovem a
remogao de agregados de AB e podem desacelerar o declinio cognitivo em
estagios iniciais da doenga (Das, 2026). No entanto, revisdes sistematicas
indicam que esses beneficios sdo modestos e frequentemente ndo atingem
relevancia clinica significativa (Ebell et al., 2024). Além disso, estdo associados
a eventos adversos, especialmente anormalidades relacionadas a imagem
amiloide, como edema cerebral e micro-hemorragias, o que limita sua
aplicabilidade clinica (da Silva et al., 2026; Nonino et al., 2026).

Ha um interesse no desenvolvimento de terapias multialvo, capazes de
atuar simultaneamente em diferentes vias envolvidas na patogénese da doenca.
Compostos que combinam a inibi¢do da acetilcolinesterase com a modulagéo de
outras enzimas, como a monoamina oxidase B (MAO-B) ou a glicogénio sintase
quinase-3 beta (GSK-3B), tém demonstrado potencial promissor em modelos
experimentais, embora resultados clinicos ainda sejam limitados (Schneider et
al., 2019; Jiang et al., 2020).

Adicionalmente, abordagens terapéuticas direcionadas a outros
mecanismos fisiopatoldgicos vém sendo investigadas, incluindo a modulacao da
sinalizagdo do calcio, com o uso de bloqueadores de canais de calcio, e
estratégias voltadas a redugdo da neuroinflamagdo e do estresse oxidativo
(Calvo-Rodriguez et al., 2020). Apesar dos avangos, a eficacia dessas
intervengdes ainda € variavel.

As intervengdes nao farmacoldgicas também desempenham papel
relevante no manejo da DA, especialmente nas fases iniciais. O treinamento
cognitivo tem sido amplamente utilizado com o objetivo de reduzir prejuizos

funcionais e melhorar a qualidade de vida dos pacientes. Protocolos
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multicomponentes que incluem estimulagdo cognitiva, interacdo social e
atividades recreativas demonstram efeitos positivos na redugdo do declinio
cognitivo, particularmente em individuos com comprometimento cognitivo leve
ou deméncia em estagios iniciais (Scarano et al., 2025).

A atividade fisica também se destaca como um fator protetor importante,
sendo associada a melhora de parametros cognitivos, sobretudo quando
combinada a outras intervengdes comportamentais (Brasure et al., 2018). Nesse
contexto, evidéncias recentes indicam que o exercicio aerdbico, especialmente,
pode representar uma estratégia eficaz para melhorar a cogni¢céo global e a
qualidade de vida em idosos com DA, reforcando seu potencial terapéutico como
intervengao complementar (Hu et al., 2025).

Por fim, no ambito nutricional, evidéncias indicam que padrdes
alimentares saudaveis podem exercer efeitos benéficos sobre a progressao da
doenca. Dietas ricas em frutas, vegetais, graos integrais, peixes e azeite estao
associadas a reducdo de inflamagao, estresse oxidativo e disfungdes
metabdlicas, enquanto dietas ricas em gorduras saturadas e agucares simples
contribuem para o agravamento desses processos (Doroszkiewicz et al., 2023).

Estudos clinicos também sugerem que intervengdes dietéticas
especificas, como a dieta mediterranea enriquecida com 6leo de coco, podem
promover melhora em dominios cognitivos como memoria episodica, orientagao
temporal e memoria semantica, embora esses efeitos variem conforme o sexo e
a gravidade da doenca (de la Rubia Orti et al., 2018).

Nesse contexto, tem-se observado um crescente interesse na
investigacdo de compostos bioativos de origem natural, capazes de modular
simultaneamente diferentes vias envolvidas na fisiopatologia da DA. Essas
substancias apresentam propriedades pleiotropicas, atuando sobre processos
como neuroinflamacao, estresse oxidativo, disfungao sinaptica e morte neuronal,
0 que as torna promissoras no desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais

integrativas.

2.2. Espermidina

2.2.1. Caracterizagao e papel biolégico da espermidina
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Substancias bioativas presentes na alimentacdo tém despertado
crescente interesse por seu potencial de modular processos associados ao
envelhecimento e a funcédo celular. Entre essas, destaca-se a ESP, uma
poliamina de ocorréncia natural amplamente distribuida em organismos vivos e
encontrada em diversos alimentos, especialmente de origem vegetal e produtos
fermentados (Madeo et al., 2020).

Trata-se de uma molécula essencial para a manutengcao da homeostase
celular, desempenhando fungbdes relevantes na regulacdo da integridade
estrutural e funcional das células, incluindo aquelas do sistema nervoso central
(Mufoz et al., 2019).

ESPERMIDINA (ESP)
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Figura 5. Estrutura quimica da espermidina (ESP) e suas propriedades bioquimicas. A
molécula apresenta trés grupos amina protonaveis, conferindo carga positiva em pH fisiolégico,
0 que permite sua interacao eletrostatica com macromoléculas carregadas negativamente, como
DNA, RNA e fosfolipidios de membrana. Essas interagées contribuem para a estabilizagédo
estrutural de acidos nucleicos, compactagao da cromatina, regulagéo da tradugdo e manutengao
da integridade e dindmica das membranas celulares. Fonte: Elaborado pela autora (2026), com
base na literatura discutida ao longo deste capitulo. Criado com BioRender.com.
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Do ponto de vista quimico (Figura 5), a ESP é uma poliamina de baixo
peso molecular, amplamente distribuida em organismos vivos, caracterizada
pela presenca de trés grupos amina protonaveis, que conferem carga positiva
em pH fisiolégico. Essa caracteristica estrutural permite sua interagéo
eletrostatica com macromoléculas carregadas negativamente, como DNA, RNA
e fosfolipidios de membrana, contribuindo para a estabilizacdo dessas estruturas
€ para a regulagao de processos celulares fundamentais (Zou et al., 2022).

A biossintese da ESP (Figura 6) ocorre por meio da transferéncia de
grupos  aminopropil  catalisada por enzimas da familia das
aminopropiltransferases, que utilizam a S-adenosilmetionina descarboxilada
(dcAdoMet) como doadora de aminopropil, sendo esse processo essencial para
o crescimento, viabilidade e fung&o celular em organismos eucariéticos (Wu et
al., 2007). A relevancia biolégica das poliaminas é reforcada por evidéncias
experimentais que demonstram que alteragdes em sua sintese estdo associadas
a comprometimentos no desenvolvimento e na fungédo celular, incluindo
alteracdes neuroldgicas (Wang et al., 2004).

Do ponto de vista funcional, a ESP apresenta carater pleiotrépico,
participando da regulacdo da sintese proteica, da estabilidade de acidos
nucleicos e da manutencgao da integridade celular. Além disso, esta associada a
modulagdo do metabolismo energético e a preservagao da fungdo mitocondrial,
contribuindo para o equilibrio celular em diferentes contextos fisiolégicos (Madeo
et al., 2018).

A concentracdo de poliaminas, especialmente da ESP, é rigidamente
regulada e considerada fundamental para o funcionamento adequado do sistema
nervoso. Evidéncias experimentais indicam que essas moléculas sdo essenciais
para processos celulares basicos, uma vez que alteragdes em sua sintese estao
associadas a prejuizos no desenvolvimento, crescimento e fungcao neurolégica
(Wang et al., 2004).
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Figura 6. Principais vias de obten¢ao e metabolismo da espermidina (ESP). A ESP pode ser
adquirida por meio da alimentagao, estando presente em alimentos como cogumelos, vegetais,
nozes, graos e produtos fermentados, além de ser produzida pela microbiota intestinal e
absorvida pelo organismo. Paralelamente, a biossintese enddgena ocorre a partir da arginina,
com formagéo de ornitina e putrescina, culminando na producdo de espermidina e espermina
por meio da agédo de enzimas como ornitina descarboxilase (ODC), espermidina sintase (SRM)
e espermina sintase (SMS). O metabolismo das poliaminas também envolve vias de acetilagao
e oxidacdo, mediadas por enzimas como SAT1, PAOX e SMOX. Destaca-se ainda a redugéo
progressiva dos niveis enddgenos de espermidina ao longo do envelhecimento.
Fonte: Elaborado pela autora (2026), com base na literatura discutida ao longo deste capitulo.
Criado com BioRender.com.

Absorvidas e distribuidas para
diferentes orgaos

Ao longo do envelhecimento, observa-se uma reducéo progressiva nos
niveis de ESP, tanto em modelos animais quanto em humanos, estando essa
diminuicdo associada a alteracdes na plasticidade neuronal, comprometimento
da rede neural e maior vulnerabilidade celular (Pekar et al., 2020).

Em humanos, a ingestdo dietética de ESP esta positivamente
relacionada a parametros estruturais cerebrais, como volume hipocampal e
espessura cortical média, sugerindo um papel relevante dessa poliamina na
manutencao da integridade cerebral durante o envelhecimento (Schwarz et al.,
2020).

Em mamiferos, os niveis de ESP resultam da interacao entre diferentes
fontes e processos metabdlicos, incluindo biossintese enddgena, ingestédo
dietética e produgdo pela microbiota intestinal. No trato gastrointestinal, as
poliaminas derivam principalmente da alimentagcédo e da atividade microbiana,
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sendo posteriormente absorvidas e distribuidas para diferentes érgdos (Madeo
et al., 2020). A biossintese enddgena ocorre a partir da ornitina, com formacéao
sequencial de putrescina, ESP e espermina, enquanto processos catabdlicos
contribuem para sua regulagcdo dinamica no organismo.

A ingestdo alimentar representa uma fonte relevante de ESP, sendo
particularmente elevada em alimentos de origem vegetal e fungica. Produtos
integrais, leguminosas, vegetais, cogumelos, nozes e sementes apresentam
concentragdes significativas dessa poliamina, com destaque para o gérmen de
trigo, a soja e determinados cogumelos (Atiya Ali et al., 2011). Além disso,
processos de fermentacdo podem aumentar o conteudo de aminas bioldgicas
nos alimentos, contribuindo para a ingestao dietética de ESP (Yankah et al.,
1993).

A ingestao diaria de ESP varia de acordo com padrdes alimentares e
contextos culturais, podendo atingir valores mais elevados em dietas
especificas, como a dieta mediterranea, que apresenta maior teor dessa
poliamina em comparagdo a outros padrdes alimentares (Bardocz, 1995).
Estimativas sugerem ingestdées médias entre 25 e 30 mg por dia em dietas
consideradas saudaveis, embora esses valores possam variar conforme habitos
alimentares individuais (Atiya Ali et al., 2011).

No presente estudo, a dose utilizada de ESP foi de 50 mg/kg, inferior ao
nivel sem efeito adverso observado (NOAEL) de aproximadamente 83 mg/kg/dia
descrito por Til et al. (1997) em ratos Wistar. Embora a ESP apresente toxicidade
aguda moderada em doses elevadas, com DL50 oral aproximada de 600 mg/kg,
no estudo subcrdnico conduzido por esses autores foi observado um perfil de
seguranga mais favoravel, indicando que a dose empregada neste estudo se
encontra abaixo da faixa associada a efeitos adversos relevantes.

Com o envelhecimento, a reducdo da biossintese enddgena torna a
ingestao dietética e a contribuicdo da microbiota intestinal particularmente
relevantes para a manutengdo dos niveis sistémicos de ESP. Portanto,
estratégias como suplementagdo alimentar ou consumo de alimentos
enriquecidos tém sido propostas como alternativas para aumentar sua
disponibilidade no organismo (Madeo et al., 2020).

Além de seu papel no sistema nervoso, a ESP apresenta efeitos

sistémicos relevantes, estando associada a modulacdo de processos
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inflamatdrios, metabdlicos e cardiovasculares. Estudos experimentais indicam
que essa poliamina pode contribuir para a redugao de marcadores inflamatorios,
como TNF-a, e para a melhora de parametros metabdlicos, incluindo reducao da
adiposidade e melhora da tolerancia a glicose (Kibe et al., 2014; Sadasivan et
al., 2014).

Estudos epidemiologicos, observacionais e experimentais apontam que
niveis adequados de espermidina estdo associados a melhora de parametros
cognitivos, aumento da expectativa de vida e atenuacdo de alteragdes
relacionadas ao envelhecimento (Wirth et al., 2018). Em modelos experimentais,
incluindo Drosophila melanogaster, esses efeitos tém sido relacionados a
manutencdo da homeostase celular, ao aumento da resisténcia ao estresse e a
preservagao da integridade neuronal (Gupta et al., 2013; Schroeder et al., 2021).

Evidéncias translacionais recentes reforcam esse potencial neuroprotetor.
Em revisdo abrangendo 22 estudos observacionais e de intervengao, Yu et al.
(2025) observaram associagao consistente entre maiores niveis de espermidina
e melhor desempenho cognitivo em populagdes idosas. Além disso, estudos de
suplementagao indicaram beneficios cognitivos particularmente em individuos
com comprometimento cognitivo subjetivo e deméncia, embora ainda sejam
necessarios estudos clinicos mais robustos para estabelecer protocolos
padronizados de dose e duracao do tratamento.

2.2.2. Mecanismos moleculares e efeitos neuroprotetores

Os mecanismos moleculares associados a ESP envolvem a modulagao
integrada de processos celulares fundamentais, incluindo autofagia, plasticidade
sinaptica, inflamacdo e metabolismo energético, os quais estdo diretamente
relacionados a manutencdo da fungdo neuronal e a prevencido da
neurodegeneracgao (Figura 7).

A modulacdo da plasticidade sinaptica constitui um dos efeitos
relevantes da ESP no sistema nervoso central. A fosforilagdo da subunidade
GluA1 do receptor Acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propiénico
(AMPA), por exemplo, é essencial para a transmissdo sinaptica e para a
formagdo de memdria dependente do hipocampo (Fortin et al., 2010). Em

modelos experimentais de DA, a administracdo de ESP foi capaz de restaurar a
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fosforilacdo de GluA1 previamente comprometida, contribuindo para a reverséo

de déficits cognitivos e sinapticos (Risi et al., 2020).
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Figura 7 — Principais mecanismos moleculares e efeitos neuroprotetores da espermidina
(ESP) no sistema nervoso central. A ESP atua na modulagdo da plasticidade sinaptica por
meio do aumento da fosforilagdo da subunidade GIluA1 de receptores Acido a-amino-3-hidroxi-
5-metil-4-isoxazol-propidnico (AMPA), favorecendo processos como potenciagdo de longa
duracado (LTP) e formacdo de memoria dependente do hipocampo. Adicionalmente, induz a
autofagia, promovendo a remocdo de proteinas agregadas e organelas disfuncionais, com
consequente redugdo da apoptose neuronal. A ESP também melhora a fungdo mitocondrial,
reduzindo a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e aumentando a eficiéncia
metabdlica celular. Além disso, exerce efeitos imunomoduladores, favorecendo a polarizagao
microglial para o fendtipo anti-inflamatério (M2) e reduzindo a liberacdo de citocinas pré-
inflamatérias. Em conjunto, esses mecanismos contribuem para a redugéo de cargas proteicas
téxicas e preservagao dos circuitos neurais associados a memoria.
Fonte: Elaborado pela autora (2026), com base na literatura discutida ao longo deste capitulo.
Criado com BioRender.com.

Dentre os mecanismos celulares envolvidos, a indugdo da autofagia
destaca-se como um dos principais eixos de agdo da ESP. A autofagia € um
processo essencial para a manutencao da homeostase celular, promovendo a
remocgao de organelas disfuncionais e proteinas agregadas. Evidéncias indicam
que a capacidade pré-autofagica da ESP esta associada a manutencdo da
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funcdo neuronal e a protegdo contra processos neurodegenerativos relacionados
a apoptose (Frake et al., 2015). De forma integrada, a ativacdo de vias
autofagicas pela ESP envolve a modulagao de proteinas associadas a formacéao
e maturagdo de autofagossomos, além de influenciar a dindmica mitocondrial e
o metabolismo energético celular (Xu et al., 2020; Freitag et al., 2022).

A regulacdo da fungcdo mitocondrial constitui outro componente
importante dos efeitos da ESP que pode induzir processos como a mitofagia,
favorecendo a remogédo de mitocondrias disfuncionais e contribuindo para a
manutengdo da integridade celular. Esse efeito esta associado a reducdo da
produgao de espécies reativas de oxigénio e a prevengao da ativagao de vias de
morte celular (Eisenberg et al., 2016).

Além disso, a ESP exerce efeitos relevantes sobre a modulagdo da
resposta inflamatoria. Em modelos experimentais, a administracdo dessa
poliamina esta associada a redugao da expressao de citocinas pro-inflamatadrias,
incluindo TNF-a e outras moléculas envolvidas na resposta neuroimune,
sugerindo um papel importante na regulagédo da inflamacao crénica (Kibe et al.,
2014). A modulagao da atividade microglial também tem sido descrita como um
dos mecanismos envolvidos nesse efeito, contribuindo para o equilibrio do
ambiente neuroinflamatério (Patel; Anchordoquy, 2006).

No contexto da patologia amiloide, o estudo de Freitag e colaboradores
(2022) em modelo experimental murino demonstrou que a administracdo de ESP
pode reduzir os niveis de AB soluvel e atenuar a neuroinflamacgéo associada a
doenca. Considerando que as formas solluveis de AB apresentam elevada
toxicidade sinaptica, esses achados reforgcam o potencial da ESP na modulagao
de eventos precoces da neurodegeneragao.

Outro aspecto relevante refere-se a biodisponibilidade da ESP no
sistema nervoso central. Embora sua capacidade de atravessar a barreira
hematoencefalica ainda ndo esteja completamente elucidada, estudos
experimentais indicam que a ESP pode atingir o cérebro por meio de
mecanismos especificos de transporte, ainda que em niveis relativamente
limitados, o que sugere a necessidade de investigagdes adicionais sobre sua
farmacocinética e distribuicéo tecidual (Guerra et al., 2016; Diler et al., 2002).

Além de seus efeitos no sistema nervoso central, a ESP também atua

na modulagdo da homeostase metabdlica sistémica. Evidéncias experimentais
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demonstram que essa poliamina esta associada a melhora da tolerancia a
glicose, reducdo da adiposidade e modulacdo do metabolismo energético,
efeitos que podem contribuir indiretamente para a protegdo contra alteragdes

metabdlicas relacionadas a neurodegeneragéo (Sadasivan et al., 2014).
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos da ESP sobre alteragbes comportamentais,

histologicas, moleculares e metabdlicas em modelo experimental de DA.

3.2 Objetivos especificos

o Caracterizar déficits cognitivos associados ao modelo experimental de
DA, com énfase em processos de aprendizagem e memoria dependentes do
hipocampo;

o Investigar alteragdes histomorfométricas hipocampais, com foco na
integridade estrutural e na celularidade.

o Avaliar a expressao génica hipocampal de BDNF e CASP3 como
marcadores de neurotrofia e apoptose.

o Avaliar alteragdes metabdlicas periféricas associadas ao modelo

experimental de DA.



44

4. METODOLOGIA
4.1 Animais de experimentagao

Foram utilizados 31 ratos machos da espécie Rattus norvegicus,
linhagem Wistar. A indugdo experimental foi realizada quando os animais
apresentavam cerca de 90 dias de idade, com peso médio de 400 g. Os animais
foram mantidos em condigdes controladas de temperatura (22 + 2 °C), umidade
relativa (55 = 10%) e ciclo claro-escuro de 12 horas, com livre acesso a agua e
ragéo padrao (Nuvilab®, Nuvital). Foram alojados em grupos de 3—4 animais por
gaiola de policarbonato. Antes do inicio dos procedimentos experimentais, os
ratos foram aclimatados por um periodo de 1 semana, com o objetivo de reduzir
o estresse ambiental. Além disso, foi fornecido enriquecimento ambiental, por
meio de material de ninho (cotton nesting material). Todos os procedimentos
seguiram as normas éticas para experimentagéo animal de acordo com a SBCAL
e foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMA), sob
protocolo n® 23115.006182/2023-35.

4.2 Modelo de inducao da Doencga de Alzheimer

A DA foi induzida experimentalmente por administragcao
intracerebroventricular (ICV) de STZ, modelo amplamente validado para o
estudo de alteragbes cognitivas e metabdlicas associadas a neurodegeneragéo
(Grieb, 2016; Silva et al., 2024).

Os animais foram anestesiados por via intraperitoneal com uma solugao
contendo midazolam (5 mg/mL), dexmedetomidina (100 ug/mL) e tramadol (50
mg/mL), sendo a manutenc&o do plano anestésico realizada com isoflurano a
2% em mascara. Durante todo o procedimento cirurgico, os animais foram
submetidos a monitoramento dos parametros vitais, incluindo frequéncia
cardiaca. Apos a obtengao de plano anestésico adequado, os animais foram
posicionados em aparelho estereotaxico (Kopf, EUA). A regido dorsolateral da
cabeca foi tricotomizada, seguida de incisdo longitudinal no escalpe para
exposicdo do bregma, que foi utilizado como ponto de referéncia para a
determinacao das coordenadas estereotaxicas (Figura 8).

As coordenadas estereotaxicas foram definidas com base no Atlas de

Paxinos e Watson (2006): anteroposterior +0,2 mm; mediolateral +1,0 mm;
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dorsoventral —2,3 mm, para inoculacdo unilateral no ventriculo lateral direito.

Figura 8 — Procedimento de acesso ciruirgico para administragao intracerebroventricular.
(A) Animal posicionado e fixado no aparelho estereotaxico; (B) realizagdo da incisdo na regiao
craniana para exposigcdo do osso; (C) visualizagao da calvaria apés a inciséo, utilizada como
referéncia para determinagdo das coordenadas estereotaxicas. Fonte: Registros do
procedimento realizados pela autora (2026).

Apos a marcagao do ponto de perfuragao, o cranio foi perfurado com
broca de baixa rotagao (broca carbide, fresa de carbeto PM 10, Angelus®, Prima
Dental), e a administrag&o foi realizada com o uso de microseringa Hamilton® de
3 UL. Foram injetados citrato de sédio a 1% (pH 4,2; veiculo) ou STZ (3 mg/kg,
dissolvida no veiculo), de acordo com os grupos experimentais descritos a
sequir.

Ao término do procedimento cirurgico, os animais receberam reversao
anestésica com atipamezol por via intramuscular, além de suporte com oxigénio
até a recuperacdo do reflexo de endireitamento. A incisdo cutadnea foi
devidamente suturada e o local da cirurgia higienizado com solugdo de
clorexidina.

No pos-operatério imediato, os animais foram mantidos sob
aquecimento em gaiola apropriada, com monitoramento continuo dos sinais de
dor e da temperatura corporal. Foi administrada glicose a 50% por via sublingual
e solugao de Ringer com lactato (2 mL, via subcutanea) para suporte metabdlico
e hidratagdo. Para analgesia, foi administrado cloridrato de tramadol (10 mg/kg,
via intramuscular), duas vezes ao dia, nos dois dias subsequentes ao

procedimento.
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4.3 Grupos experimentais

Os animais foram distribuidos em trés grupos (n=10-11 animais/grupo):

* Grupo controle (CTR): recebeu administracao intracerebroventricular (ICV) de
veiculo (dose unica) e, posteriormente, agua ultrapura por via oral (V.0
gavagem), diariamente, por 21 dias;

de

intracerebroventricular (ICV),

* Grupo Doencga Alzheimer (DA): recebeu via

em dose Unica, para

STZ por
indugdo do modelo
experimental, e, posteriormente, agua ultrapura por via oral (V.O.; gavagem),
diariamente, por 21 dias;

* Grupo Espermidina (ESP): recebeu STZ por via intracerebroventricular (ICV),
em dose unica, para indugao do modelo experimental, seguido da administracéo
diaria de espermidina (50 mg/kg; V.O.; gavagem) por 21 dias.

A abordagem experimental encontra-se ilustrada no esquema abaixo:

|
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Figura 9. Desenho experimental do estudo. Ratos Wistar (90 dias de idade, n=31) foram randomizados em trés
grupos experimentais: CTR (solugéo citrato, via ICV, n=10), DA (estreptozotocina 3 mg/kg, via ICV, n=11) e ESP
(estreptozotocina 3 mg/Kg, via ICV, n=10). Apés a cirurgia estereotaxica para indugdo de DA, os animais iniciaram o
tratamento diario via gavagem de veiculo (agua ultrapura), grupos CTR E DA, ou de Espermidina (50 mg/kg), grupo
ESP. Os testes Cognitivos iniciaram-se no 6° dia apds a indugao, Na eutanasia, ocorrida no 23° dia foram coletadas
dos animais o cérebro a fresco para realizagdo do PCR e parafinizado para histologia. Parametros morfométricos e
metabdlicos foram monitorados ao longo do tratamento. Fonte: Elaborado pela autora (2026). Criado com

BioRender.com.

4.4 Testes comportamentais

4.4.1 Teste de reconhecimento de objetos
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5 dias apds a cirurgia de indugao, foi realizado o teste de reconhecimento
de objetos para avaliagcdo de memoaria episodica (Ennaceur, Meliani, 1992).

O protocolo é dividido em trés etapas: habituacao, familiarizacao e teste.
Durante a habituag¢ao, os animais foram inseridos individualmente em uma caixa
idéntica a utilizada nas etapas seguintes e mantidos por 5 minutos para livre
exploragdo. Apoés 24 horas, na fase de familiarizagcdo, os animais foram
introduzidos individualmente no centro da caixa, contendo dois objetos idénticos
em cantos opostos, com tempo de exploragao de 10 minutos contabilizado. Uma
hora apds, ocorreu o teste de reconhecimento propriamente dito, no qual um dos
objetos foi substituido por um novo, e o tempo de exploragao do objeto novo em

relacdo ao tempo total foi registrado.

A

\

Figura 10 — Metodologia do Reconhecimento de Objetos. A) Objetos utilizados no
reconhecimento. B) Familiarizagdo com objetos idénticos. C) Teste final com a introdugéo de um
objeto diferente. Fonte: Registros do teste realizados pela autora (2026).

4.4.2 Teste do labirinto aquatico de Morris

Com 1 semana de tratamento, os animais foram submetidos ao teste do
labirinto aquatico, que avalia memoria espacial dependente do hipocampo
(Morris, 1984). O teste foi realizado em uma piscina circular (1,2 m de didmetro;
agua a 22 °C) dividida em quatro quadrantes, com plataforma submersa fixa 2
cm abaixo do nivel da agua e dividido em duas fases: a primeira, a fase de
avaliagdo da capacidade de aprendizado (3 dias) e, por ultimo, a fase de

avaliagao da memoria.
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Para aprendizado, os animais nadaram até localizar a plataforma (tempo
maximo de 2 minutos), sendo mantidos sobre ela por 30 s; aqueles que nao
localizaram foram conduzidos a plataforma.

A média da laténcia nos trés dias consecutivos de treinamento foi
calculada. No quarto dia, a consolidagdo de memoria foi avaliada retirando a
plataforma e registrando o tempo de permanéncia no quadrante originalmente
contendo a plataforma (Morris, 1984). A analise dos parametros
comportamentais foi realizada por meio do software ToxTrac (versao 1.1, 2025),
permitindo quantificacdo de laténcia, distancia percorrida, velocidade média e

padrao de deslocamento (Rodrigues et al., 2018).

Figura 11 — Metodologia do Labirinto Aquatico de Morris. Registro fotografico da piscina
utilizada no experimento e representagédo do percurso dos animais obtida por meio do software
ToxTrac. Fonte: Registros do teste realizados pela autora (2026).

4.5 Expressao génica por qPCR

Os hipocampos isolados foram rapidamente dissecados, congelados em
nitrogénio liquido e armazenados a —80 °C até o processamento. A extragao do
RNA total foi realizada utilizando o reagente Trizol® (Invitrogen), de acordo com
as instrucbes do fabricante. A concentracdo e a pureza do RNA foram
determinadas em NanoDrop (Thermofisher), e amostras com razao A260/A280

adequada foram utilizadas para sintese de cDNA.
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Atranscrigao reversa foi realizada a partir de 3 ug de RNA total, utilizando
a enzima SuperScript™ Il Reverse Transcriptase (Invitrogen), conforme
protocolo recomendado pelo fabricante. As reagdes de PCR em tempo real
(gPCR) foram conduzidas na presenga de Platinum™ SYBR™ Green gPCR
SuperMix-UDG (Invitrogen) e primers especificos para cada gene de interesse.

As condigbes de amplificagao consistiram em um holding stage inicial de
2 minutos a 50 °C, seguido de 2 minutos a 95 °C. Em seguida, foram realizados
35 ciclos de desnaturagéo a 95 °C por 10 segundos (cycling stage). Ao final da
amplificagao, foi realizada a analise da curva de dissociagao (melting curve), com
incubacao de 15 segundos a 95 °C, 1 minuto a 60 °C e novamente 15 segundos
a 95 °C, a fim de confirmar a especificidade dos amplicons.

Os primers foram desenhados utilizando o software Primer Express®
(Applied Biosystems) com base nas sequéncias depositadas no banco de dados
NCBI (RefSeq) e customizados pela Invitrogen (Brasil). Foram avaliados genes
relacionados a apoptose e neurotrofismo, incluindo: CASP3 (NM_012922) e
BDNF (NM_012513).

A expressado génica relativa foi determinada pelo método de 2*-AACT,
conforme descrito por Livak e Schmittgen (2001), utilizando RPL13A e GAPDH

como genes constitutivos (housekeeping) para normalizacao dos dados.

4.6 Analise histolégica

Para a anadlise histoldgica, 13 animais foram submetidos a perfusao
transcardiaca com solugao salina 0,9%, seguida de fixagao com paraformaldeido
a 4% em tampao fosfato (PBS, pH 7,4). Os animais foram distribuidos nos
seguintes grupos experimentais: controle (n = 4), DA (n = 5) e ESP (n = 4).

Os encéfalos foram removidos cuidadosamente e pés-fixados na mesma
solucao de paraformaldeido por 24 horas.

Posteriormente, as amostras foram desidratadas em série crescente de
etanol (70%, 80%, 95% em duas etapas), seguidas de sucessivos banhos em
etanol absoluto (PA), em seguida foram clarificadas em xilol e incluidas em
parafina histolégica. Apds o emblocamento, os cérebros foram seccionados em
micrétomo e divididos em trés regides de interesse: cortical, hipocampal e
cerebelar.
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As laminas obtidas foram submetidas a diferentes técnicas histologicas:

. Hematoxilina e eosina (H&E), para avaliacao geral da morfologia e
integridade celular;

. Violeta de cresil (Nissl), para analise da organizagdo neuronal e
deteccao de alteracgdes citoplasmaticas.

A analise morfométrica foi realizada a partir das laminas cortadas na
espessura de 3,5 um, coradas com violeta de cresil, utilizando o software ImageJ
(National Institutes of Health, EUA). As regides do giro denteado (DG) e campo
CA1 do hipocampo foram identificadas com base em critérios anatémicos
classicos. Nessas regides, foram avaliados os seguintes parametros: area total
da regiao, espessura da camada celular e contagem de células, bem como a
contagem total de células por campo analisado.

No hilo do DG, foi realizada exclusivamente a contagem celular,
considerando-se células com morfologia compativel com neurénios corados por
violeta de cresil.

As analises foram conduzidas em imagens digitais capturadas em
aumento padronizado, mantendo-se as mesmas condi¢des de iluminacido e
calibracdo para todos os grupos experimentais. Para cada animal, foram
analisadas multiplas se¢des representativas da regiao de interesse, e os valores

obtidos foram posteriormente utilizados para analise estatistica.

4.7 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média * erro padrao da média
(SEM). A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov, seguida de analise de variancia (ANOVA) com pés-teste de Newman-
Keuls. Diferengas com p < 0,05 foram consideradas estatisticamente

significativas.

4.8 Uso de ferramentas digitais

Ferramentas de inteligéncia artificial, incluindo o modelo ChatGPT
(OpenAl), foram utilizadas exclusivamente como apoio na revisdo linguistica,
aprimoramento da clareza e fluidez do texto e sugestoes estruturais durante a

elaboracao desta dissertacao. A ferramenta nao foi empregada para geracao de



51

dados, realizacdo de analises estatisticas, interpretacdo dos resultados ou
formulacado das conclusdes cientificas. Todo o conteudo produzido com auxilio
da ferramenta foi criticamente revisado, validado e aprovado pela autora e
orientador, sendo estes integralmente responsaveis pela precisao, integridade e
originalidade do trabalho. O uso da ferramenta seguiu principios de boas praticas

cientificas e integridade académica.
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5. RESULTADOS

Inicialmente, foram caracterizados os parametros metabdlicos e
morfométricos dos animais. Ainducéo da DA por STZ (ICV) promoveu alteragbes
metabdlicas, evidenciadas por intolerancia a glicose no GTT, aumento de
colesterol total, triglicerideos e indice TyG, indicando dislipidemia associada a
resisténcia a insulina, além de aumento do indice de Lee. O tratamento com
espermidina atenuou esses efeitos. Nao foram observadas diferengas na
glicemia de jejum ou alteracdo no peso corporal entre os grupos. Os dados
completos encontram-se no Apéndice A.

Ao avaliar o desempenho no labirinto aquatico de Morris, observou-se
que, nos parametros relacionados ao aprendizado (Figura 12 A-B), o grupo DA
apresentou aumento da laténcia para localizar a plataforma ao longo dos dias de
treinamento, refletido em maior area sob a curva (AUC) de aprendizado em
comparagao ao grupo CTR (p < 0,05). Por outro lado, o grupo tratado com ESP
apresentou desempenho semelhante ao grupo CTR, além de reducgéao
significativa da AUC em relagcédo ao grupo DA (p < 0,05), indicando melhora no
processo de aquisi¢ao da tarefa.

Em relacdo a memoaria espacial (Figura 12C), o grupo DA apresentou
reducao significativa do tempo de permanéncia no quadrante alvo em
comparagao ao grupo CTR (p < 0,05). O tratamento com ESP promoveu
aumento desse parametro em relagédo ao grupo DA (p < 0,05), com valores
comparaveis aos do grupo CTR, sugerindo reversao do déficit de memoria
espacial.

Nao foram observadas diferengas estatisticamente significativas entre os
grupos quanto a velocidade média de nado ou a distancia total percorrida (Figura
12D-E; p > 0,05), indicando que as alteragbes observadas nao foram
influenciadas por déficits motores ou alteragdes locomotoras.

A analise qualitativa dos trajetos (Figura 12F-H) revelou que o grupo DA
apresentou padrdo de busca predominantemente periférico (estratégia nao
espacial), enquanto os grupos CTR e tratado com ESP exibiram trajetorias mais
diretas e organizadas, compativeis com estratégias espaciais eficientes.

No teste de reconhecimento de objetos, o tempo de interagdo com
objetos idénticos durante a fase de familiarizagcdo (Figura 2A) nao diferiu
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significativamente entre os grupos (p > 0,05), indicando comportamento

exploratério semelhante.
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Figura 12 — Déficits de aprendizado e meméria espacial no modelo experimental de DA e
efeitos da espermidina no labirinto aquatico. (A) Laténcia para localizar a plataforma durante
a etapa de aprendizagem (s); (B) Area sob a curva (AUC) da laténcia de escape durante a fase
de treinamento; (C) Tempo de permanéncia no quadrante correto no ultimo dia de teste (s); (D)
Velocidade média do nado (mm/s); (E) Distancia total percorrida (mm); (F-H) Trajetos percorridos
pelos grupos experimentais avaliados em ratos controle (CTR), com indu¢cdo de Doencga de
Alzheimer (DA) e tratados com espermidina 50mg/Kg (ESP) apés indugcéo de DA. Pontos e
barras representam média + SEM (ANOVA Newman Keuls). 2 p<0,05 vs. CTR,  p<0,05 vs. DA.

Entretanto, na avaliagdo da memoria de reconhecimento (Figura 13B), o
grupo DA apresentou redugao significativa na porcentagem de interagdo com o
objeto novo em comparacgao ao grupo CTR (p < 0,05). O grupo tratado com ESP
apresentou aumento significativo desse parametro em relagao ao grupo DA (p <
0,05), com desempenho semelhante ao grupo CTR, sugerindo preservagao da

memoria episddica.

ESP
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Figura 13 — Déficits de memadria de reconhecimento (episédica) no modelo de DA e efeitos
da espermidina no teste de reconhecimento de objetos. (A) Tempo de interagdo com objetos
semelhantes (s); (B) Percentual de interagdo com o objeto novo em relagao as interagdes totais
avaliados em ratos controle (CTR), com inducdo de Doencga de Alzheimer (DA) e tratados com
espermidina 50mg/Kg (ESP) apds indugédo de DA. Barras representam média + SEM (ANOVA
Newman Keuls). 2 p<0,05 vs. CTR, b p<0,05 vs. DA.

Em conjunto, os prejuizos observados nas tarefas de memoaria espacial
e de reconhecimento de objetos indicam disfungdo hipocampal. Considerando
que essas fungdes dependem criticamente da integridade estrutural e celular
dessa regido, procedeu-se a analise histoldgica do hipocampo, com o objetivo
de investigar possiveis alteragdes estruturais e celulares subjacentes ao fendtipo
comportamental observado.

A contagem total de células no hilo do giro denteado (Figura 14A)
demonstrou reducgao significativa no grupo DA em comparagao ao grupo CTR (p
<0,05). O tratamento com ESP promoveu aumento significativo desse parametro
em relagdao ao grupo DA (p < 0,05), embora os valores ndao tenham sido
completamente restaurados aos niveis do grupo CTR, indicando -efeito
neuroprotetor parcial.

A analise morfologica (Figura 14B-J) corroborou esses achados,
evidenciando desorganizagao estrutural e reducdo da densidade celular no
grupo DA. As setas indicam células musgosas localizadas no hilo do giro
denteado. No grupo CTR, essas células apresentam morfologia preservada, com
corpos celulares bem definidos e nucleos arredondados e evidentes. Em
contraste, no grupo DA, observa-se ndo apenas redugcédo na densidade dessas
células, mas também alteracdes morfoldgicas, caracterizadas por nucleos
menos evidentes e com contornos irregulares, sugerindo comprometimento
estrutural compativel com processo neurodegenerativo. Em contrapartida, o

grupo tratado com ESP apresentou preservagao parcial da arquitetura tecidual,
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com maior manutencao da densidade celular e morfologia mais semelhante ao
grupo CTR.
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Figura 14 — Reducgao da densidade celular no hilo do giro denteado no modelo de DA e
efeito da espermidina. (A) Contagem celular no hilo; (B—D) Fotomicrografias representativas do
hilo do giro denteado (20x%; violeta de cresil); (E-G) Ampliacdes das mesmas regides
evidenciando a morfologia celular e organizagdo da populagédo neuronal (40x; violeta de cresil);
(H-J) Células musgosas indicadas por setas pretas (40x; H&E) avaliadas em ratos controle
(CTR), com indugéo de Doenga de Alzheimer (DA) e tratados com espermidina 50mg/Kg (ESP)
apo6s inducao de DA. Barras de escalas de 100 um. Dados expressos como média + SEM
(ANOVA one-way, pés-teste de Newman Keuls). @ p<0,05 vs. CTR, ? p<0,05 vs. DA.
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Figura 15 — Alteragdes morfolégicas no giro denteado no modelo de DA e efeito da
espermidina. (A) Area do giro denteado — DG (um?); (B) Espessura da camada granular (um);
(C) Contagem total de células. (D) Contagem de células granulares maduras e morfologicamente
preservadas; (E-J) Fotomicrografias mostrando organizacdo em trés camadas: camada
molecular (ML), camada de células granulares (GCL) e camada polimérfica (POL) (20x e 40x;
violeta de cresil); (K—-M) Células granulares maduras apontadas por setas vermelhas (40x; violeta
de cresil e H&E) em ratos controle (CTR), com indug&o de Doenga de Alzheimer (DA) e tratados
com espermidina 50mg/Kg (ESP) apds indugédo de DA. Barras de escalas de 100 ym. Dados
expressos como média + EPM (ANOVA one-way, pos-teste de Newman Keuls). 2p<0,05 vs. CTR.
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No giro denteado, os parametros estruturais globais, como area e
espessura da camada granular, nao apresentaram diferengas significativas entre
os grupos (Figura 15A-B; p > 0,05).

Por outro lado, a analise da celularidade (Figura 15C-D) revelou reducéo
significativa na contagem total de células nos grupos DA e ESP em comparagéao
ao grupo CTR (p < 0,05). Para a contagem de células granulares maduras,
observou-se redugao significativa no grupo DA e no grupo tratado (p < 0,05). A
avaliagdo morfologica (Figura 15E—M) permitiu a visualizacdo clara da
organizagdo das camadas do giro denteado, bem como da morfologia das
células granulares nos diferentes grupos experimentais, sem evidéncia de
alteragdes estruturais grosseiras nos parametros globais.

Na regido CA1 do hipocampo, observou-se reducéo significativa da area
nos grupos DA e tratado com ESP em comparagao ao grupo CTR (Figura 16A;
p < 0,05). No entanto, ndo foram observadas diferengas significativas entre os
grupos quanto a espessura da camada piramidal, a contagem total de células ou
a densidade de neurdnios piramidais (Figura 16B-D; p > 0,05). A analise
morfolégica (Figura 16E—M) evidenciou organizagdo tecidual preservada e
morfologia celular semelhante entre os grupos, reforcando a auséncia de
alteracdes estruturais marcantes nesses parametros.

Considerando a estreita relagdo entre a integridade funcional do
hipocampo e a sinalizagao neurotrofica, avaliou-se a expressao génica de BDNF
nessa estrutura. Observou-se reducao significativa da expressao de BDNF no
grupo DA em comparagao ao grupo CTR (Figura 17A; p < 0,05). O tratamento
com ESP promoveu aumento significativo dessa expressao em relagao ao grupo
DA (Figura 17A; p < 0,05), com niveis comparaveis aos do grupo CTR, indicando

reversao do comprometimento neurotréfico induzido pelo modelo experimental.
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Figura 16 — Alteragdes estruturais no CA1 do hipocampo no modelo de DA e efeito da
espermidina. (A) Area do CA1 (um?); (B) Espessura da camada piramidal (um); (C) Contagem
total de células; (D) Células piramidais maduras e morfologicamente preservadas no CA1; (E—
M) Fotomicrografias mostrando organizagdo em trés camadas: camada molecular (ML), camada
de células granulares (GCL) e camada polimérfica (POL), bem como a indicagdo de neurbnios
piramidais com morfologia preservada por pontas de setas (20% e 40x; violeta de cresil) em ratos
controle (CTR), com indugéo de Doenga de Alzheimer (DA) e tratados com espermidina 50mg/Kg
(ESP) apods inducéo de DA. Barras de escalas de 100 um. Dados expressos como média £+ EPM
(ANOVA one-way, pés-teste de Tukey). 2p<0,05 vs. CTR.
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Em seguida, foi avaliada a expressédo génica de CASP3 no hipocampo
como marcador de ativagdo de vias apoptéticas. Observou-se aumento
significativo no grupo DA em comparagao ao grupo CTR (Figura 17B; p < 0,05).
O tratamento com ESP resultou em redugao significativa da expressédo de
CASP3 em relagéo ao grupo DA (Figura 17B; p < 0,05), com valores semelhantes

aos do grupo CTR, sugerindo atenuagao de processos pro-apoptoticos.

A B

2.0- 2.5

ab _ a
= 154 < 20
2 Z
(14 1.5
E b

E 104 =
L
L a o 1.0+
Q <
oM 0.5 O 54

0.0- 0.0-

CTR DA ESP CTR DA ESP

Figura 17 — Expresséao génica de fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) e caspase
3 (CASP3) no hipocampo. (A) Expressao relativa de mMRNA de BDNF e (B) de CASP3 avaliado
em ratos controle (CTR), com indugao de Doencga de Alzheimer (DA) e tratados com espermidina
50mg/Kg (ESP) apos indugao de DA. Valores normalizados por GAPDH e expressos como 2/-
AACT. Dados expressos como média + SEM (one-way ANOVA, pés-teste de Newman-Keuls). 2

p<0,05 vs. CTR e b: p<0,05 vs. DA.
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6. DISCUSSAO

A DA ¢é caracterizada por um conjunto complexo de alteragbes
moleculares, celulares e estruturais que, de forma integrada, comprometem a
homeostase neuronal e a funcionalidade das redes cerebrais envolvidas na
memoria e na cognigdo. Nesse contexto, além dos processos classicos
associados a deposigcao de AB e a hiperfosforilacdo da proteina tau, destaca-se
a disfungdo de mecanismos fundamentais para a manutengao da plasticidade
sinaptica e da sobrevivéncia neuronal. Dentre esses, 0 BDNF emerge como um
dos principais moduladores da integridade funcional do sistema nervoso central.

Na DA, ha reducao dos niveis de BDNF em regides como hipocampo e
cortex, associada a perda de plasticidade sinaptica e comprometimento cognitivo
(Yan et al., 2021). Essa reducdo compromete a sinalizagao neurotrofica mediada
pelo receptor TrkB, essencial para a ativagdo de vias intracelulares como
PI3K/Akt e MAPK, diretamente envolvidas na sobrevivéncia neuronal e na
manutenc¢ao da fungéo sinaptica (Nagahara; Tuszynski, 2011).

O modelo experimental utilizado neste estudo, baseou-se na
administracao ICV de STZ, que induz resisténcia a insulina no sistema nervoso
central, comprometendo a via PI3K/Akt, um dos principais eixos reguladores da
sobrevivéncia neuronal (Yuliani et al., 2021). Além disso, a STZ promove
estresse oxidativo, com aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS)
(Lenzen, 2008), disfungdo mitocondrial e danos a macromoléculas, incluindo o
DNA, contribuindo para a ativagdo de vias neurodegenerativas. Em conjunto,
essas alteragbes reproduzem caracteristicas centrais da fisiopatologia da DA
esporadica, tornando esse modelo consistente por mimetizar multiplos aspectos
da doenca observada em humanos (Grieb, 2016).

Neste estudo, observou-se reducédo da expressao de mRNA de BDNF
no grupo DA em relagéo ao grupo controle, em concordancia com evidéncias
que associam essa deficiéncia ao comprometimento da plasticidade sinaptica e
da fungao cognitiva. Essa diminuicao pode impactar a ativacdo do receptor TrkB
e de vias como PI3K/Akt, fundamentais para a sobrevivéncia neuronal e a

integridade sinaptica.
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Por outro lado, o tratamento com ESP reverteu esse padrio,
promovendo aumento significativo da expressdo de BDNF, o que sugere
modulagao positiva de vias neurotréficas no contexto neurodegenerativo.

Esse resultado esta em consonéncia com evidéncias experimentais que
demonstram que a ESP é capaz de aumentar os niveis de BDNF e favorecer
processos relacionados a plasticidade sinaptica e a persisténcia da memodria
(Signor et al., 2017). Além disso, Xu et al. (2020) demonstraram aumento da
expressao de BDNF associado a elevacao de proteinas sinapticas, como PSD-
95, sugerindo fortalecimento estrutural e funcional das sinapses.

Em nivel molecular, o BDNF é sintetizado como um precursor que
necessita ser processado para sua forma biologicamente ativa, a qual atua
principalmente por meio da ativagdo do receptor TrkB e de vias intracelulares
como PI3K/Akt/mTOR, associadas a sobrevivéncia neuronal e a plasticidade
sinaptica (Miranda et al., 2019; Kowianski et al., 2018). Em condi¢des
patologicas, como na DA, alteragdes nesse eixo podem comprometer essa
sinalizagdo, contribuindo para disfungcdo sinaptica e maior vulnerabilidade
neuronal (Alqathani et al., 2025).

Essa via também participa na regulagédo da autofagia, sendo o BDNF um
modulador direto desse processo, sua deficiéncia leva a desregulacdo desse
processo e a prejuizos sinapticos (Nikoletopoulou et al., 2017; Tavernarakis,
2020). Consequentemente, a redugao de BDNF pode comprometer a autofagia
e favorecer o acumulo de proteinas patoldgicas, contribuindo para alteragdes
neurodegenerativas e déficits cognitivos (Huang et al., 2025).

Nesse contexto, o estudo de Shu et al. (2025) indica que a ESP pode
restaurar a atividade do eixo BDNF/TrkB—PI3K/Akt em condi¢gdes de dano
neuronal, promovendo efeitos neuroprotetores. A ativacdo dessa via esta
sinalizagao via Akt exerce efeitos antiapoptéticos e favorece a sobrevivéncia
neuronal (Gonzales et al., 2016).

Além dessa modulacao direta, a ESP apresenta efeitos pleiotropicos
relevantes no contexto neurodegenerativo, incluindo a indugao da autofagia, a
melhora da funcdo mitocondrial e a redugao do estresse oxidativo, contribuindo
para a manutengao da proteostase celular e a remogao de proteinas agregadas
(Hofer et al., 2022; Fairley et al., 2023).
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Esses processos estdo intimamente relacionados a manutengdo da
fisiologia sinaptica, na qual o BDNF exerce papel central. Essa neurotrofina
regula a transmissdo sinaptica por meio da modulagdo de receptores
glutamatérgicos, como NMDA e AMPA, e da indu¢cdo e manutengdo do LTP,
mecanismo fundamental para a consolidagcdo da memodria (Kowianski et al.,
2018). Dessa forma, o aumento de BDNF observado no grupo tratado pode
contribuir para a preservagao da fungao sinaptica hipocampal, possivelmente por
meio da modulagdo de mecanismos dependentes de plasticidade sinaptica.

Evidéncias clinicas preliminares sugerem que a suplementagdo com
ESP pode aumentar os niveis periféricos de BDNF em humanos, reforgando o
potencial translacional desse efeito (Bruno et al., 2025). Considerando o papel
do BDNF na ativacdo de vias pro-sobrevivéncia neuronal, especialmente
aquelas mediadas por PI3K/Akt, € plausivel que sua modulagao esteja associada
a regulagado de mecanismos apoptoticos.

No presente estudo, observou-se aumento significativo da expressao de
MRNA de caspase-3 (CASP3) no grupo DA, indicando ativagdo de mecanismos
pré-apoptéticos. Por outro lado, o tratamento com ESP preveniu esse aumento,
sugerindo efeito modulador sobre a sinalizagdo de morte celular.

As caspases sao proteases de cisteina ativadas em cascata durante a
apoptose, sendo a caspase-3 a principal enzima executora desse processo,
responsavel pela clivagem de multiplos substratos celulares e pela
desestruturacao da célula (Wojcik et al., 2024; Liu; Chen; Sun, 2025).

Na DA, a ativagao da caspase-3 tem sido amplamente descrita tanto em
cérebros humanos quanto em modelos experimentais, estando associada a
neurodegeneracao (Su et al., 2001; Bagheri-Mohammadi et al., 2022). Essa
ativagao pode ocorrer por diferentes vias. A via intrinseca é frequentemente
desencadeada por eventos como estresse oxidativo e dano ao DNA, levando a
disfuncdo mitocondrial e ativagdo de caspase-9. Ja a via extrinseca envolve a
ativacao de receptores de morte, como TNFR e CD95, culminando na ativacao
de caspase-8, que por sua vez ativa caspase-3 (Wojcik et al., 2024).

Além disso, a toxicidade do AR desempenha papel central na ativagao
dessas vias, sendo capaz de induzir diretamente a ativagdo de caspase-3 e
interferir na sinalizagdo insulinérgica, comprometendo a autofosforilagdo do

receptor de insulina e a ativacido de cascatas intracelulares associadas a
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sobrevivéncia celular (Bagheri-Mohammadi et al., 2022). Esse processo
estabelece uma conexdo importante entre disfungdo metabdlica e apoptose
neuronal no contexto da DA.

De forma particularmente relevante, a relagdo entre a via PI3K/Akt e a
caspase-3 € bidirecional. Enquanto a ativacdo de Akt exerce efeitos
antiapoptoticos, a ativagado de caspase-3 pode levar a clivagem proteolitica de
Akt, comprometendo sua atividade e amplificando a progressédo da morte celular
(Bhatia et al., 2025). Esse mecanismo sugere a existéncia de um ciclo de
retroalimentacdo negativa, no qual a ativacédo de vias pro-apoptoticas contribui
para a inibicdo de mecanismos de sobrevivéncia neuronal.

Além disso, a caspase-3 pode interferir na regulacédo da autofagia, uma
vez que a clivagem de proteinas como Beclin-1 por caspases contribui para a
inativagao desse processo e para o aumento da apoptose (La Rosa et al., 2022).

Além de sua funcao classica na apoptose, a caspase-3 também pode
participar de outros processos de morte celular, como a piroptose, por meio da
clivagem de proteinas como a gasdermina E (GSDME), levando a formagao de
poros na membrana celular e amplificagdo do dano celular (Liu; Chen; Sun,
2025). Adicionalmente, a ativacado de caspase-3 pode comprometer processos
como a neurogénese e a plasticidade hipocampal, impactando diretamente a
fungéo cognitiva (Bellido et al., 2023; Miller; Sahay, 2019).

O aumento da expressao de CASP3 observado no grupo DA é coerente
com a ativacao de vias apoptéticas associadas a neurodegeneracao, as quais,
conforme discutido, podem ser desencadeadas no modelo STZ por estresse
oxidativo, disfungdo mitocondrial e comprometimento da sinalizagcao PI3K/Akt.
Essa ativacao contribui diretamente para alteragdes estruturais e funcionais
neuronais.

Por outro lado, a reducao da expressao de CASP3 no grupo tratado com
ESP sugere efeito modulador sobre a sinalizagdo apoptética, indicando que essa
poliamina pode atenuar a ativagéo dessas vias. Esse achado é consistente com
estudos experimentais que demonstram a capacidade da ESP de reduzir a
expressao de caspase-3 clivada e a apoptose neuronal, reforgcando seu potencial
neuroprotetor (Zhao et al., 2025).

Adicionalmente, a caspase-3 pode interferir na regulagdo da autofagia,

uma vez que a clivagem de proteinas como Beclin-1 contribui para a inativagao
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desse processo e para o aumento da apoptose (La Rosa et al., 2022). Assim, a
modulagao dessa via pela ESP pode favorecer a redugcéo da morte celular e a
manutencio de mecanismos celulares associados a homeostase neuronal.

Essa modulagdo de vias apoptéticas repercute diretamente na
integridade  estrutural do tecido neural, refletindo-se nas alteragdes
histomorfométricas hipocampais observadas neste estudo. Nesse contexto, a
preservacao estrutural pode representar um dos mecanismos centrais
associados aos efeitos cognitivos observados no grupo tratado.

Evidéncias em humanos reforcam essa hipotese, uma vez que a
ingestao de ESP esta associada ao aumento da espessura cortical e do volume
hipocampal, regides particularmente vulneraveis na DA (Schwarz et al., 2020).

No presente estudo, um aspecto particularmente relevante refere-se as
alteragdes observadas no hilo do giro denteado. Essa regido exerce papel critico
na regulacao da excitabilidade do circuito hipocampal e na integragcdo da
informacao entre o giro denteado e o CA3 (Scharfman; Myers, 2013). As células
musgosas do hilo constituem uma importante fonte de excitagao para as células
granulares e participam ativamente da regulacdo do equilibrio entre excitacéo e
inibicdo no circuito denteado (Bui et al., 2018).

Buckmaster et al. (1996) demonstraram que essas células apresentam
elevada vulnerabilidade a insultos metabdlicos e excitotdxicos, devido a
caracteristicas como alta atividade excitatéria, baixa capacidade de
tamponamento de calcio e limitada resposta neuroprotetora. A perda de células
musgosas pode levar a desregulagao da excitabilidade das células granulares e
comprometer funcdes como a separacgao de padrdes e a formacado de memorias
(Jinde et al., 2012). Além disso, alteragbes nessa regido tém sido associadas a
estagios iniciais da doenca, incluindo hiperexcitabilidade neuronal e
desorganizagao do circuito hipocampal (Alcantara-Gonzalez et al., 2025).

Portanto, a reducgao da celularidade observada pode refletir um processo
precoce de desorganizagao do circuito denteado-CA3, contribuindo diretamente
para os déficits cognitivos. Alteragdes na homeostase da atividade neuronal e no
equilibrio excitagao/inibicao sao atualmente consideradas mecanismos centrais
na progressao inicial da DA (Styr; Slutsky, 2018).

No giro denteado, observou-se reducdo significativa na contagem de

células totais nos grupos DA e tratado. A redugéo de células granulares também
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foi observada em ambos os grupos, sem diferenga entre eles. Da mesma forma,
a quantificagao de neurénios granulares maduros revelou valores comparaveis
entre os grupos DA e tratado, indicando auséncia de efeito preservador da
espermidina sobre essa populagado neuronal.

O modelo induzido por STZ reproduz a vulnerabilidade seletiva do
hipocampo descrita na DA, com maior comprometimento do giro denteado e do
hilo, regides que apresentam maior suscetibilidade a morte neuronal (Dehghan-
Shasaltaneh et al., 2016). Esse padréo de vulnerabilidade refor¢a a relevancia
das alteragbes observadas nessa regido como um marcador precoce de
disfungao cognitiva.

Na regiao CA1, observou-se reducao da area nos grupos DA e tratado,
sem alteragdes significativas na contagem de neurdnios piramidais. Esse padréo
sugere alteragbes estruturais subletais, como retragdo dendritica, perda de
espinhas sinapticas ou reducdo da arborizagdo neuronal, em vez de morte
neuronal direta (Maglione et al., 2019). Esse padrao e compativel com estagios
iniciais da neurodegeneracao, nos quais alteragdes sinapticas precedem a perda
neuronal (Ozdemir et al., 2023).

Considerando que o CA1 constitui a principal via de saida do hipocampo,
integrando informagdes provenientes do CA3 e do cortex entorrinal, alteragées
estruturais nessa regido podem comprometer a eficiéncia da comunicagéo
hipocampo—cértex e, consequentemente, contribuir para déficits cognitivos (Jin;
Maren, 2015).

Nesse contexto, a preservagao parcial da populagdo neuronal e da
organizagao estrutural observada no grupo tratado com ESP pode estar
relacionada a sua capacidade de modular processos associados a integridade
celular, incluindo a reducao da apoptose, a inducao da autofagia e a manutengao
da plasticidade sinaptica (Zhao et al., 2025; Huang et al., 2020; Kang et al., 2011).

Tais alteracdes estruturais no hipocampo tém repercutem claramente
sobre o desempenho cognitivo, uma vez que essa regidao desempenha papel
central nos processos de aprendizagem e memoéria.

Assim, os déficits cognitivos constituem uma das principais
manifestacdes da DA, refletindo a progressdao em vias neurais envolvidas na
aprendizagem e na memoria. Nesse contexto, observou-se que os animais do

grupo DA apresentaram prejuizos significativos na aprendizagem e em
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diferentes dominios da memodria, incluindo memodria espacial e de
reconhecimento.

No teste do labirinto aquatico de Morris, os animais do grupo DA
apresentaram aumento da laténcia para localizar a plataforma, reducdo do
tempo de permanéncia no quadrante alvo e trajetérias de nado mais difusas,
indicando comprometimento da memoria espacial. Esses achados refletem
prejuizo em processos dependentes do hipocampo, sugerindo disfungado na
formagdo e recuperacdo de representagdes espaciais (Hernandez-Mercado;
Zepeda, 2022).

De forma complementar, o teste de reconhecimento de objetos
evidenciou déficit na memoéria de reconhecimento, caracterizado pela menor
exploragéo do objeto novo. Esse resultado indica comprometimento de circuitos
do lobo temporal medial, particularmente envolvendo o cértex perirrinal e o
hipocampo, reforcando a presenca de alteragdes cognitivas associadas ao
modelo experimental (Tropea et al., 2022; Warburton; Brown, 2015).

Em conjunto, esses achados indicam que a indugédo com STZ promove
comprometimento cognitivo abrangente, consistente com altera¢cdes em redes
neurais caracteristicas da DA.

Esses prejuizos podem estar relacionados a alteracbes em processos
de plasticidade sinaptica e neurogénese hipocampal, especialmente no giro
denteado, estruturas fundamentais para a formacao e precisdao das memorias
espaciais (Gil-Mohapel et al., 2013; Berdugo-Vega et al., 2021).

A melhora observada nos animais tratados com ESP sugere um efeito
benéfico dessa poliamina sobre os processos cognitivos. As poliaminas
modulam a aprendizagem e a memoria, em parte, por meio da interagdo com
receptores NMDA, influenciando a plasticidade sinaptica e etapas iniciais da
aquisicao e consolidagdo da memoria (Guerra et al., 2011). Além disso, a ESP é
reconhecida como indutora de autofagia, processo fundamental para a
manutencdo da homeostase neuronal, pois promove a remocao de proteinas
agregadas e preservagao da funcdo sinaptica, mecanismos particulamente
relevantes no contexto da DA (Diaz-Osorio et al., 2025)

Consistentemente, estudos demonstram que a administragao de ESP é
capaz de reverter déficits de memoria em modelos experimentais, incluindo

envelhecimento e comprometimento cognitivo leve, indicando seu potencial
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modulador da fungdo cognitiva (De Risi et al., 2020). De forma consistente, a
suplementagao tem sido associada a melhora do desempenho em tarefas de
memoria em diferentes modelos animais, incluindo aprimoramento da
aprendizagem espacial e maior persisténcia da memoria (Schwarz et al., 2022;
Signor et al., 2014). Em humanos, estudos clinicos também sugerem efeitos
positivos, especialmente em individuos com declinio cognitivo, reforgando a

relevancia translacional dessa abordagem (Wirth et al., 2018; Pekar et al., 2021).

7. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstram, primeiramente, que o modelo
experimental de DA induzido por STZ ICV na dose de 3 mg/kg foi eficaz em
reproduzir alteragbes comportamentais, estruturais, moleculares e metabdlicas

compativeis com aspectos centrais da doenca.

DOENCA DE ALZHEIMER
ESPORADICA

(Y2 | ESPERMIDINA
Manutenc&o da (50 mg/kg) LT Menor ativacas T :

fungdo hipocampal

[ cpap s
| HISTOLOGIA | TESTES COGNITIVOS |
@
efeito neuroprotetor parcial preservacao ‘da funcdo

e regionalmente dependente: : hipocampal

........................................

Observou-se que os animais submetidos ao modelo apresentaram
déficits cognitivos significativos, evidenciados pelo comprometimento da
aprendizagem e da memoria dependentes do hipocampo nos testes de labirinto
aquatico de Morris e reconhecimento de objetos. O tratamento com ESP foi
capaz de atenuar esses déficits, indicando efeito benéfico sobre a fungao
cognitiva.

Quanto as alteracbes hipocampais, verificou-se comprometimento

estrutural, com destaque para a reducdo da celularidade no hilo do giro
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denteado, uma regido altamente vulneravel. A administracdo de ESP promoveu
preservagao parcial dessas alteragdes, sugerindo efeito protetor sobre a
integridade tecidual.

No ambito molecular, o modelo experimental promoveu redugao da
expressdo de BDNF e aumento da expressdao de CASP-3, indicando
desequilibrio entre vias de sobrevivéncia neuronal e morte celular. O tratamento
com ESP reverteu esse padréao, promovendo aumento de BDNF e redugao de
CASP-3, o que sugere modulagdo de processos associados a plasticidade
sinaptica e a apoptose.

Em conjunto, esses achados indicam que a ESP, administrada na dose
de 50 mg/kg por via oral, exerce efeitos neuroprotetores no modelo experimental
de DA, atuando de forma integrada sobre alteragbes comportamentais,
estruturais, moleculares e metabdlicas.

Dessa forma, a ESP se apresenta como uma estratégia promissora,
embora estudos adicionais sejam necessarios para aprofundar a compreensao

de seus mecanismos de agao e sua aplicabilidade clinica.

8. Limitagoes e perspectivas futuras

Embora os resultados obtidos demonstrem efeitos neuroprotetores
promissores da espermidina no modelo experimental de Doencga de Alzheimer,
algumas limitacbes devem ser consideradas. O estudo foi conduzido
exclusivamente em animais machos, o que restringe a compreensao de
possiveis diferencas relacionadas ao dimorfismo sexual, especialmente
considerando a reconhecida influéncia de fatores hormonais e metabdlicos na
fisiopatologia da doenga. Dessa forma, estudos futuros deverao incluir animais
fémeas, permitindo uma analise mais abrangente das respostas a espermidina
em ambos 0S Sexos.

Além disso, a ampliacdo do numero amostral podera contribuir para maior
robustez estatistica e melhor caracterizacdo dos efeitos observados. Outra
limitacdo relevante refere-se a avaliagdo molecular restrita a expressao génica.
Assim, investigacoes futuras deverao incluir analises da expressao proteica dos
marcadores avaliados, como BDNF e CASP3, a fim de compreender de maneira

mais integrada os desdobramentos funcionais das alteragdes transcricionais
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observadas e elucidar com maior profundidade as vias moleculares envolvidas

nos efeitos neuroprotetores da espermidina.
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APENDICE A - Perfil Metabélico e Morfométrico dos animais do estudo
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Semanas de acompanhamento

ussoes metabdlicas induzidas pelo modelo experimental de DA e beneficios do tratamento

com a espermidina. A) Niveis glicémicos em jejum (mg/dL); (B) Niveis glicémicos apds bolus de glicose

(29/Kg)
séricos
glicose

no teste de tolerancia & glicose (GTT) (mg/dL); (C) Area sob a curva (AUC) do GTT; (D) Niveis
de colesterol total (mg/dL); (E) Niveis séricos de triglicerideos (mg/dL); (F) Indice triglicerideos-
(TyG). (G) Indice de Lee. (H) Progressado do peso dos animais ao longo de 4 semanas, do

recebimento dos animais até a eutanasia. Pontos e barras representam média + SEM (ANOVA Newman

Keuls).

a significa p<0,05 quando comparado CTR/DA, b significa p<0,05 quando comparado DA/ESP.
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APENDICE B - Certificado de autorizagdo da CEUA

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
p UA CIAEP: 02.0341.2019

o Comissio de Etica no Uso de Animais UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARAN HAO

CERTIFICADO (03/2023)

Certificamos que a proposta intitulada: “Ilnvestigacdao da espermidina como uma chaperona
farmacologica para o tratamento de alteragcoes metabdlicas e prejuizos cognitivos em
camundongos com diabetes mellitus” Processo 23115.006182/2023-35, sob a
responsabilidade do Prof. Dr. Bruno Araujo Serra Pinto, que envolve a produgédo, manutengao
ou utilizacao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para
fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com o0s preceitos da Lein® 11.794,
de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacao Animal (CONCEA), e foi considerado
APROVADO pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA - UFMA) da Universidade Federal
do Maranhao, na reunido realizada em 14 de abril de 2023.

We certify that the proposal: “Investigation of spermidine as a pharmacological chaperone
for the treatment of metabolic changes and cognitive impairments in mice with diabetes
mellitus”, Process 23115.006182/2023-35, under the responsibility of Prof. Dr. Bruno Aratjo
Serra Pinto, which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the
phylum Chordata, sub phylum Vertebrata (except humans beings) for scientific research
purposes (or teaching) - is in accordance with Law No. 11,794, of October 8, 2008, Decree No.
6.899, of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of
Animal Experimentation (CONCEA), and was APPROVED by the Ethics Committee on Animals
Use of the Federal University of Maranhao (CEUA - UFMA), in meeting of April 14, 2023.

PROPOSTA

Finalidade: Pesquisa Area: Ciéncias da Sande

Vigéncia: 19/04/2023 a 19/04/2026

ANIMAIS

Origem: Biotério Central da Universidade Federal do Maranhao

Espécie: Mus musculus Sexo: Fémeas Idade: 8 semanas AMOSTRA

Var. Swiss Peso: 30¢g 108

Local do experimento: Biotério Setorial da Pos-Graduacao do Centro de Ciéncias Bioldgicas e
da Saude, Universidade Federal do Maranhao — CCBS/UFMA.

Sao Luis, 17 de abril de 2023

Vel ML R

Profa. Dra. Rachel Melo Ribeiro
Vice-Presidente da Comissdo de Etica no uso de Animais — CEUA/UFMA



