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Resumo

Hall, Tacia Katiane. O composto 2-(((3-trifluorometil)fenil(selanil)metil)-2,3-
diidrobenzofurano apresenta eficacia terapéutica em um modelo de doenga
de Alzheimer esporadica induzido por estreptozotocina em camundongos.
Orientadora: Cristiani Folharini Bortolatto. 2025. 94f.Dissertagao (Mestrado em
Ciéncias) — Programa de P6s-Graduagao em Bioquimica e Bioprospecgédo — Centro
de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2025.

A doenca de Alzheimer (DA) é uma condicdo neurodegenerativa progressiva
caracterizada por déficits cognitivos e alteragdes bioquimicas. Neste contexto,
compostos com potencial antioxidante e anti-inflamatdrio tém sido investigados como
estratégias terapéuticas. Este estudo investigou os efeitos do composto 2-(((3-
trifluorometil)fenil(selanil)metil)-2,3-diidrobenzofurano (TFSeB) em um modelo
experimental de DA esporadica induzido pela administracdo central de
estreptozotocina (STZ) em camundongos Swiss machos. Os animais receberam
STZ nos dias 1 e 3 do protocolo (dose cumulativa: 3 mg/kg, intracerebroventricular,
i.c.v.) e foram submetidos ao tratamento com TFSeB (1 and 5 mg/kg, via
intragastrica, i.g.), memantina (controle positivo, 10 mg/kg, i.g.) ou veiculo ao longo
do experimento. Parametros comportamentais, bioquimicos e moleculares foram
avaliados para compreender os possiveis mecanismos protetores envolvidos. Para
a analise da memoria, foram realizados o teste do labirinto em Y, de reconhecimento
de objetos e de esquiva passiva. A atividade locomotora foi avaliada por meio do
teste do campo aberto. Apds a eutanasia, estruturas cerebrais (hipocampo,
hipotalamo, cerebelo e/ou coértex pré-frontal) foram coletadas para a determinagéo
de biomarcadores de estresse oxidativo, incluindo substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS), espécies reativas de oxigénio (EROs), niveis de nitrato/nitrito
(NOx) e grupos sulfidrilas nao-proteicos (NPSH), além da atividade das enzimas
monoamina oxidase B (MAO-B) e acetilcolinesterase (AChE). Foram também
realizadas analises hipocampais de RT-qPCR para investigar a possivel expressao
de genes associados a neurodegeneragdo, como fator neurotrofico derivado do
encéfalo (BDNF), proteina BAX pré-apoptética, proteina BCL-2 antiapoptdtica,
glicogénio sintase quinase 3 beta (GSK-3pB), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
fator nuclear kappa B (NF-kB), interleucina 6 (IL-6), fator nuclear relacionado ao fator
eritroide 2 (NRF2), catalase (CAT) e superéxido dismutase (SOD). Além disso, o
peso corporal, glicemia e os marcadores bioquimicos de toxicidade hepatica e renal
foram avaliados neste modelo, sendo esses dados complementados por analises in
silico de farmacocinética e toxicidade do composto TFSeB, bem como por um estudo
de toxicidade oral aguda em camundongos. Os resultados deste estudo
demonstraram que a administragdo de STZ comprometeu significativamente a
memoria dos animais e promoveu alteragdes bioquimicas associadas ao estresse
oxidativo, neuroinflamagao e desequilibrio na neurotransmissao. O tratamento oral
com TFSeB reverteu diversos dos danos observados, promovendo a restauracao da
memoria sem comprometer a locomogdao dos animais (resultados que foram
validados pelo emprego de memantina) e protegendo contra alteragdes deletérias ex
vivo intimamente associadas a processos neurodegenerativos. A melhora nos
parametros bioquimicos e moleculares pelo TFSeB em animais expostos a STZ
sugere um efeito protetor do composto, possivelmente mediado pela redugdo do
estresse oxidativo e da neuroinflamacéao, além da modulagao de vias associadas a



neuroplasticidade. Os dados in silico, que sugerem boa biodisponibilidade e
potencial de penetragdo no sistema nervoso central, e a auséncia de toxicidade oral
aguda em camundongos, somados a auséncia de toxicidade relacionada a sua
exposicao repetida, reforcam seu potencial translacional. Em conjunto, os principais
achados indicam que o TFSeB apresenta efeitos terapéuticos promissores em um
modelo murino de DA e relativa seguranga, posicionando-se como um candidato
relevante para futuras investigagbes voltadas ao desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas para a DA.

Palavras-chave: selénio; diidrobenzofurano; neuroinflamacéo; estresse oxidativo;
doenca neurodegenerativa.



Abstract

Hall, Tacia Katiane. The compound 2-(((3-trifluoromethyl)phenyl(selanyl)
methyl)- 2,3-dihydrobenzofuran shows therapeutic efficacy in a
streptozotocin-induced model of sporadic Alzheimer's disease in mice.
Advisor: Cristiani Folharini Bortolatto. 2025. 94f.Dissertation (Master of Science) —
Postgraduate Program in Biochemistry and Bioprospecting — Center for Chemical,
Pharmaceutical and Food Sciences, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2025.

Alzheimer's disease (AD) is a progressive neurodegenerative condition characterized
by cognitive deficits and biochemical alterations. In this context, compounds with
antioxidant and anti-inflammatory potential have been investigated as therapeutic
strategies. This study investigated the effects of the compound 2-(((3-
trifluoromethyl)phenyl(selanyl)methyl)-2,3-dihydrobenzofuran  (TFSeB) in an
experimental model of sporadic AD induced by central administration of
streptozotocin (STZ) in male Swiss mice. The animals received STZ on days 1 and 3
of the protocol (cumulative dose: 3 mg/kg, intracerebroventricular, i.c.v.) and were
subjected to treatment with TFSeB (1 and 5 mg/kg, intragastric, i.g.), memantine
(positive control, 10 mg/kg, i.g.) or vehicle throughout the experiment. Behavioral,
biochemical and molecular parameters were evaluated to understand the possible
protective mechanisms involved. For memory analysis, the Y-maze, object
recognition and passive avoidance tests were performed. Locomotor activity was
assessed by the open field test. After euthanasia, brain structures (hippocampus,
hypothalamus, cerebellum, and/or prefrontal cortex) were collected for the
determination of oxidative stress biomarkers, including thiobarbituric acid-reactive
substances (TBARS), reactive oxygen species (ROS), nitrate/nitrite (NOx) levels, and
nonprotein sulfhydryl groups (NPSH), as well as the activity of the enzymes
monoamine oxidase B (MAO-B) and acetylcholinesterase (AChE). Hippocampal RT-
gPCR analyses were also performed to investigate the possible expression of genes
associated with neurodegeneration, such as brain-derived neurotrophic factor
(BDNF), pro-apoptotic BAX protein, anti-apoptotic BCL-2 protein, glycogen synthase
kinase 3 beta (GSK-33), tumor necrosis factor alpha (TNF-a), nuclear factor kappa B
(NF-kB), interleukin 6 (IL-6), nuclear factor related to factor erythroid 2 (NRF2),
catalase (CAT), and superoxide dismutase (SOD). Furthermore, body weight, blood
glucose, and biochemical markers of liver and kidney toxicity were evaluated in this
model. These data were complemented by in silico analyses of the pharmacokinetics
and toxicity of the compound TFSeB, as well as by an acute oral toxicity study in
mice. The results of this study demonstrated that STZ administration significantly
impaired the animals' memory and promoted biochemical alterations associated with
oxidative stress, neuroinflammation, and neurotransmission imbalance. Oral
treatment with TFSeB reversed several of the observed impairments, promoting
memory restoration without compromising the animals' locomotion (results that were
validated by the use of memantine) and protecting against deleterious changes ex
vivo closely associated with neurodegenerative processes. The improvement in
biochemical and molecular parameters by TFSeB in animals exposed to STZ
suggests a protective effect of the compound, possibly mediated by the reduction of
oxidative stress and neuroinflammation, in addition to modulating pathways
associated with neuroplasticity. The in silico data, which suggest good bioavailability
and potential penetration into the central nervous system, and the absence of acute
oral toxicity in mice, combined with the absence of toxicity related to repeated



exposure, reinforce its translational potential. Taken together, the main findings
indicate that TFSeB exhibits promising therapeutic effects in a murine model of AD
and relative safety, positioning it as a relevant candidate for future investigations
aimed at developing new therapeutic approaches for AD.

Keywords: selenium; dihydrobenzofuran; neuroinflammation; oxidative stress;
neurodegenerative disease.
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Lista de abreviaturas e siglas

2-(((3-trifluorometil)fenil(selanil)metil)-2,3-diidrobenzofurano
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Protein)
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TNE-a Fator de necrose tumoral alfa (do ingés, Tumor Necrosis Factor-

alpha)
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1. INTRODUGAO

Compostos hibridos contendo nucleos benzofuranicos e atomos de selénio (Se)
tém despertado crescente interesse na pesquisa biomédica devido ao seu potencial
neuroprotetor, associado principalmente a propriedades antioxidantes, anti-
inflamatorias e moduladoras enzimaticas (BARBOSA; CANTO; TEIXEIRA et al.,
2023; KUMAWAT; RAHEEM; ALI et al., 2021). O Se, um micronutriente essencial,
participa da formacao de selenoproteinas envolvidas na regulacdo do estresse
oxidativo e da inflamagdo, como a glutationa peroxidase (GPx) e a tioredoxina
redutase (NADERI; PUAR; ZONOUZI-MARAND et al., 2021; ZHANG; SONG, 2021).
Paralelamente, derivados de benzofurano tém sido explorados como estruturas
bioativas promissoras devido a sua ampla gama de atividades farmacoldgicas,
incluindo efeitos antioxidantes, antiapoptoticos e de inibigdo enzimatica (NADERI;
PUAR; ZONOUZI-MARAND et al., 2021; ZHANG; SONG, 2021).

Nesse cenario, destaca-se o composto 2-(((3-trifluorometil)fenil(selanil)metil)-
2,3-diidrobenzofurano (TFSeB), uma molécula hibrida que combina esses dois
elementos estruturais (Se e benzofurano). Estudos prévios com esse composto
demonstraram sua capacidade de inibir significativamente a atividade da monoamina
oxidase B (MAO-B) in vitro (AZEVEDO; CORDEIRO; STRELOW et al., 2023),
enzima associada principalmente a degradacdo de dopamina e a geragdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs), especialmente em contextos

neurodegenerativos.

Diante desse potencial, torna-se ainda mais relevante considerar o papel de
compostos como o TFSeB no enfrentamento das doengas neurodegenerativas, cuja
complexidade demanda estratégias terapéuticas inovadoras. Entre essas
enfermidades, destaca-se a Doenga de Alzheimer (DA), a forma mais comum de
deméncia em idosos (KNOPMAN; AMIEVA; PETERSEN et al., 2021). A DA é
caracterizada por um declinio progressivo das fungbes cognitivas, resultando em
perda de autonomia e impacto significativo na qualidade de vida dos pacientes
(MERCERON-MARTINEZ; IBACETA-GONZALEZ; SALAZAR et al., 2021). Sua
fisiopatologia envolve multiplos mecanismos interligados, como o acumulo de placas
extracelulares de peptideo B-amiloide (AB), formagdo de emaranhados
neurofibrilares de proteina tau hiperfosforilada, disfuncao sinaptica, alteragdes no

metabolismo do calcio e morte neuronal. Esses eventos ativam processos de
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estresse oxidativo e neuroinflamagdo, que atuam como mediadores-chave da
progressao neurodegenerativa (ANDRADE-GUERRERGO; SANTIAGO-
BALMASEDA; JERONIMO-AGUILAR et al., 2023).

O estresse oxidativo, em especial, desempenha papel central na DA, sendo
caracterizado pelo acumulo excessivo de EROs em decorréncia da disfungao
mitocondrial e da reducgéo da atividade de sistemas antioxidantes (BAI; GUO; YE et
al., 2022). O fator de transcri¢ao nuclear relacionado ao fator eritroide 2 (NRF2), um
dos principais reguladores da resposta antioxidante, encontra-se diminuido na DA,
prejudicando a indug&o de enzimas protetoras como a superéxido dismutase (SOD)
e a glutationa-S-transferase (GST) (DE PLANO; CALABRESE; RIZZO et al., 2023).
Associada a esse processo, a neuroinflamacgao cronica, mediada pela ativagao
persistente da microglia e pela liberagdo de citocinas pré-inflamatérias como o fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a), Interleucina-6 (IL-6) e fator nuclear kappa B (NF-
KB), contribuem para a progressdo da lesdo neuronal (MISRANI; TABASSUM;
YANG, 2021).

A morte neuronal observada na DA esta também intimamente relacionada a
mecanismos apoptoticos, frequentemente induzidos por estresse oxidativo,
disfungao mitocondrial e desequilibrio nos fatores de sobrevivéncia celular, como o
fator neurotroéfico derivado do encéfalo (BDNF) (AZMAN; ZAKARIA, 2022). Essas
alteragdes resultam em comprometimento progressivo da memoria, como nos

dominios espacial, de reconhecimento e aversivo.

Dentre os sistemas neuronais afetados, destaca-se o colinérgico, cuja
disfungdo, caracterizada pela diminuicdo dos niveis de acetilcolina (ACh) e/ou
aumento da atividade da acetilcolinesterase (AChE), esta diretamente associada aos
déficits cognitivos observados na DA (VECCHIO; SORRENTINO; PAOLETTI et al.,
2021). Embora os inibidores da AChE sejam atualmente utilizados na pratica clinica,
sua eficacia é limitada e predominantemente sintomatica (MORETA; BURGOS-
ALONSO; TORRECILLA et al.,, 2021), reforcando a necessidade de novos
candidatos terapéuticos com multiplos alvos de agao. Além da AChE, a MAO-B
também tem papel central na patogénese de diversas doencgas, incluindo a DA,
contribuindo para a degradagdo de monoaminas (principalmente dopamina) e para
o0 aumento do estresse oxidativo no cérebro, especialmente em regides como o
hipocampo e o cértex (OSTADKARAMPOUR; PUTNINS, 2021). Assim, a inibigao
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dessa enzima é considerada um alvo terapéutico relevante, com potencial para
atenuar o desequilibrio redox e preservar a funcdo dopaminérgica (BAWEJA;
GUPTA; KUMAR et al., 2024).

Os farmacos atualmente disponiveis para o tratamento da DA n&o impedem a
progressdo da enfermidade nem atuam de forma eficaz sobre seus multiplos
mecanismos patolégicos (KEPKA; OCHOCINSKA; BORZYM-KLUCZYK et al.,
2022). A maioria das abordagens terapéuticas concentra-se no controle dos
sintomas cognitivos, demonstrando eficacia limitada na modulagdo de processos-
chave como o estresse oxidativo, a neuroinflamacgao e a apoptose. Além disso, os
efeitos adversos associados ao uso prolongado de inibidores da AChE e de
antagonistas do receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) comprometem sua
aplicabilidade clinica (BELFORT; SIMOES; SANTOS et al., 2020). Esses fatores
reforcam a necessidade do desenvolvimento de terapias multifuncionais, capazes de
atuar simultaneamente sobre diferentes alvos moleculares envolvidos na

fisiopatologia da DA.

Para investigar estratégias neuroprotetoras, modelos experimentais que
mimetizam os principais aspectos da DA sdo amplamente utilizados. Entre eles,
destaca-se 0 modelo de injegao intracerebroventricular de estreptozotocina (ICV-
STZ), que promove alteragdes cognitivas e bioquimicas semelhantes as da DA
esporadica, incluindo estresse oxidativo, inflamacao, apoptose e reducao de fatores
neurotréficos como o BDNF (KELLINY; LIN; DENG et al.,, 2021; DA SILVA;
FISCHER; SOUZA et al., 2024).

Diante desse contexto, o composto sintético TFSeB, um inibidor da MAO-B
cerebral in vitro, destaca-se como um candidato promissor para avaliagao em modelo
murino de DA esporadica. A presenca de benzofurano e Se em sua estrutura
também sugere um potencial efeito antioxidante, o que, em conjunto, justifica, em
parte, a investigacdo de possiveis agdes moduladoras sobre vias relacionadas ao
estresse oxidativo, neuroinflamacéao, apoptose e neuroplasticidade. Ainda, ressalta-
se que avaliar a seguranga do composto € essencial para que ele possa representar
uma estratégia terapéutica promissora no enfrentamento futuro de processos

neurodegenerativos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos do composto sintético TFSeB sobre os prejuizos de memoria

induzidos pela administragdo central de STZ em um modelo murino de DA

esporadica, além de explorar os possiveis mecanismos terapéuticos envolvidos.

2.2 Objetivos especificos

Dentre os objetivos especificos desta dissertagao, pode-se citar:

Predizer o perfil farmacocinético e de seguranca do TFSeB através de estudos
ADMET in silico;
Investigar a seguranga do TFSeB por meio do teste de toxicidade oral aguda

em camundongos fémeas;

Além disso, em camundongos Swiss machos expostos a STZ (ICV) e tratados

oralmente com o composto TFSeB, destacam-se:

Avaliar os efeitos do TFSeB sobre os prejuizos na meméria induzidos pela
STZ,

Investigar a atividade locomotora dos animais em resposta as intervencgdes

experimentais;
Analisar os parametros de estresse oxidativo em cortex pré-frontal e cerebelo;
Avaliar a atividade da enzima AChE em cortex e cerebelo;

Examinar a atividade da MAO-B em cértex, cerebelo, hipocampo e
hipotalamo;

Investigar os niveis hipocampais de RNAm associados a expressao génica de
processos como a neuroinflamacgdo, o estresse oxidativo, a apoptose e a

neuroplasticidade.
Monitorar os niveis glicémicos no inicio e fim do protocolo;

Avaliar parametros de toxicidade apds exposic¢ao repetida ao TFSeB.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Doenca de Alzheimer

A DA é um transtorno neurodegenerativo progressivo e irreversivel, sendo a
principal causa de deméncia em idosos (ASSOCIATION, 2021). Caracteriza-se pelo
declinio cognitivo progressivo, afetando fun¢des como memoria, linguagem,
habilidades espaciais e capacidade de realizar tarefas diarias (TAHAMI
MONFARED; BYRNES; WHITE et al., 2022). A doenca foi descrita pela primeira vez
em 1906 pelo neurologista Alois Alzheimer, a partir da observacéo de alteragdes
cerebrais em uma paciente que apresentava comprometimento severo da memoria
e disturbios comportamentais (ASSOCIATION, 2021). Desde entdo, a compreensao
sobre a DA avancgou significativamente, mas ainda ndo ha uma cura definitiva
(ABEYSINGHE; DESHAPRIYA; UDAWATTE, 2020).

Estima-se que milhdes de pessoas em todo o mundo sejam afetadas pela DA,
tornando-se um dos maiores desafios de saude publica, especialmente em
sociedades com crescente envelhecimento populacional (ASSOCIATION, 2021). O
impacto da doenga nao se restringe apenas aos individuos acometidos, mas também
afeta profundamente os cuidadores e familiares, devido a progressiva dependéncia
do paciente. Além disso, o alto custo do tratamento e da assisténcia contribui para o

grande 6nus econdmico e social da doenca (SKARIA, 2022).

A etiologia da DA é complexa e multifatorial, envolvendo uma combinagéo de
fatores genéticos, ambientais e de estilo de vida. A idade é o principal fator de risco,
sendo que a prevaléncia aumenta significativamente apés os 65 anos (WILLIAMS;
BORCHELT; CHAKRABARTY, 2020). Fatores como sedentarismo, obesidade,
diabetes, hipertensdo e habitos alimentares inadequados também tém sido
relacionados ao maior risco de DA, indicando um papel relevante da saude
metabdlica e cardiovascular na progressao da doenca (ASSOCIATION, 2021).
Adicionalmente, estudos tém apontado que fatores como depressao, isolamento
social e privagao cronica de sono também se associam ao aumento do risco para o
desenvolvimento da DA (BHATT; PULI; PATIL, 2021; BOTTO; CALLAI; CERMELLI
etal., 2022).

A DA esporadica é a forma mais comum da enfermidade, caracterizada por

uma origem multifatorial e ndo hereditaria, sem mutagbes genéticas claramente
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definidas. Diferentemente da forma familiar, que € associada a mutacdes especificas
em genes, a DA esporadica esta geralmente associada a fatores ambientais,
metabdlicos e ao envelhecimento. Essa forma pode se manifestar tanto em idosos
quanto, em casos mais raros, em individuos com menos de 65 anos, quando entao

¢ classificada como de inicio precoce.

Do ponto de vista neuropatologico, a DA é caracterizada pelo acumulo de
placas extracelulares de AP e emaranhados neurofibrilares de proteina tau
hiperfosforilada (LONG; HOLTZMAN, 2019). Essas alteragbes resultam em
disfungao sinaptica, neuroinflamagéo e morte neuronal, especialmente em regides
cerebrais como o hipocampo e o cortex cerebral, responsaveis por fungdes
essenciais para a memoria (RATAN; RAJPUT; MALEYSM et al., 2023). Além dessas
areas classicas, outras regides cerebrais vém ganhando atengdo por sua
participagdo no processamento cognitivo, ainda que com menor destaque. O
cerebelo, tradicionalmente associado a coordenagao motora, tem sido cada vez mais
reconhecido por seu papel na modulagdo da memodria e do aprendizado,
especialmente em condi¢des patologicas (LIN; KUO, 2024). Da mesma forma, o
hipotdlamo pode influenciar processos relacionados a memdéria por meio da
regulacdo do eixo hipotalamo-hipoéfise-adrenal (HPA) e do equilibrio neuroquimico
cerebral (GIORGI; GALGANI; PUGLISI-ALLEGRA et al., 2021). A inclusdo dessas
estruturas na investigacdo da DA possibilita uma compreensdo mais ampla e
integrada dos mecanismos subjacentes a disfungdo cognitiva. Embora a
fisiopatologia da DA seja um campo amplamente estudado, a sua compreensao
completa ainda permanece um desafio, dificultando o desenvolvimento de terapias

eficazes.
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Figura 1. Principais mecanismos patoldgicos associados a DA
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Fonte: Adaptado de JOSHUA (2023). Alteragdes caracteristicas da DA incluem atrofia do cértex
cerebral e hipocampo, além da dilatagdo dos ventriculos. Em nivel celular, observam-se disfungéo
mitocondrial, aumento de EROs, oxidagao de DNA, proteinas e lipidios, desregulagdo de membrana
e vias de sinalizagéo, além de inflamagédo neurogénica com liberagédo de citocinas. A presenga de
placas de AB e emaranhados neurofibrilares de tau contribui para a perda sinaptica, insuficiéncia
colinérgica, prejuizo no transporte axonal e desintegracéo dos microtubulos, resultando em disfungéo
e morte neuronal.

Atualmente, os tratamentos disponiveis para a DA sao majoritariamente
sintomaticos, envolvendo o uso de inibidores da AChE (e.g. donepezila, rivastigmina,
tacrina e galantamina) e antagonistas do receptor glutamatérgico NMDA (e.qg.
memantina), que visam melhorar a neurotransmissao e atenuar os déficits cognitivos
(MICULAS; NEGRU; BUNGAU et al., 2022; SHARMA, 2019). Esses medicamentos
sdo geralmente indicados conforme o estagio da doencga: os inibidores da AChE sao
mais utilizados nas fases leve a moderada, enquanto os antagonistas do NMDA sao

empregados em estagios moderados a graves.

Ainda assim, essas abordagens apresentam diversas limitagbes clinicas,
como efeitos adversos (por exemplo, disturbios gastrointestinais, insénia, tontura e

agitacao), baixa biodisponibilidade e variabilidade individual na resposta terapéutica.
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Além disso, sua eficacia tende a diminuir com a progresséo da doenga e ndao atuam
sobre os mecanismos patologicos subjacentes, ndo impedindo a neurodegeneragao
(ORTIZ-ISLAS; MONTES; RODRIGUEZ-PEREZ et al., 2025). Nos ultimos anos,
terapias imunologicas também tém sido desenvolvidas e representam uma mudanca
de paradigma em relagdo aos tratamentos sintomaticos tradicionais. Apesar disso,
questdes como custo, acessibilidade, critérios de elegibilidade e seguranga a longo
prazo continuam sendo desafiadoras. As limitagdes dos tratamentos anti-DA
disponiveis tém estimulado a busca por medicamentos multi-alvo (CACABELQOS;
MARTINEZ-IGLESIAS; CACABELOS et al., 2024).

Além dos avangos farmacolégicos, medidas preventivas baseadas em
mudancas no estilo de vida vém ganhando destaque, uma vez que evidéncias
indicam que a adoc¢ao de habitos saudaveis pode reduzir o risco ou retardar o
surgimento dos sintomas (KEPKA; OCHOCINSKA; BORZYM-KLUCZYK et al.,
2022). Exercicio fisico regular, alimentacdo equilibrada, controle de doencas
cronicas e manutencao da atividade cognitiva sdo fatores associados a um menor
risco de desenvolver DA (MASURKAR; MARSH; MORGAN et al., 2024). Além disso,
manter um sono de qualidade e relagdes sociais ativas € essencial para a

preservacao da saude cerebral.

Diante do impacto global da DA, pesquisas continuam a ser conduzidas para
aprimorar o entendimento sobre seus mecanismos patoldgicos, identificar

biomarcadores precoces e desenvolver intervencgdes terapéuticas mais eficazes.

3.2 Fisiopatologia da Doenca de Alzheimer
3.2.1 Acumulo de Peptideo AB e Formacao de Placas Senis

O acumulo do peptideo AB e a formagao das placas senis extracelulares sao
eventos centrais na fisiopatologia da DA (MA; HONG; YANG, 2022). O AB é um
peptideo derivado do processamento proteolitico da proteina precursora amiloide
(APP), uma glicoproteina transmembrana altamente expressa no sistema nervoso
central (SNC) e envolvida em processos como plasticidade sinaptica, transporte
axonal e adesao celular (GUO; WANG; CHEN et al., 2021). O processamento da
APP pode ocorrer por duas vias principais: a via ndo amiloidogénica e a via
amiloidogénica. Na via ndo amiloidogénica, a APP é clivada pela a-secretase,
impedindo a formacé&o do peptideo AB e liberando um fragmento soluvel denominado
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APPsaq, que possui propriedades neuroprotetoras e participa da regulagao da funcao
sinaptica (AL-KURAISHY; JABIR; AL-GAREEB et al, 2023). J& na via
amiloidogénica, a APP sofre clivagem inicial pela B-secretase (BACE1), gerando um
fragmento C-terminal chamado C99, que permanece ancorado na membrana
plasmatica (PFUNDSTEIN; NIKONENKO; SYTNYK, 2022). Posteriormente, a y-
secretase, um complexo proteico composto por presenilinas (PSEN1 e PSEN2),
nicastrina, APH-1 e PEN-2, cliva esse fragmento dentro da membrana, liberando o
peptideo AB para o meio extracelular (LICHTENTHALER; TSCHIRNER; STEINER,
2022).

A producao do AB pode resultar em diferentes isoformas, sendo as principais
AB40 e AB42. O AB40 é a forma mais abundante e apresenta menor tendéncia a
agregacgao, enquanto o AB42, por ser mais hidrofébico, é altamente propenso a
oligomerizagéo e deposi¢ao, sendo considerado a principal forma patogénica na DA
(GHOSH; ALI; VERMA, 2023; SEHAR; RAWAT; REDDY et al., 2022). Em condigbes
normais, o equilibrio entre producgéo e eliminagao de A € mantido por mecanismos
de degradagédo enzimatica, envolvendo enzimas como neprilisina e enzima
degradadora de insulina (IDE), bem como por processos de transporte através da
barreira hematoencefalica, mediados por receptores como a proteina 1 relacionada
a lipoproteina de baixa densidade (LRP1) (PETRALLA; PANAYOTOVA,;
FRANCHINA et al., 2024; STORCK; HARTZ; PIETRZIK, 2022). No entanto, na DA,
ocorre um desequilibrio nesses mecanismos, levando ao acumulo progressivo de A3

no espaco extracelular.

Inicialmente, o AB monomérico se associa para formar oligbmeros soluveis,
que sdo considerados os principais responsaveis pela toxicidade neuronal na DA.
Esses oligbmeros interferem na neurotransmissdo sinaptica, afetando
principalmente a plasticidade neuronal ao interagir com receptores como NMDA e o
receptor nicotinico a7 de ACh, resultando em disfuncao sinaptica e excitotoxicidade
mediada por influxo desregulado de calcio (LI; SELKOE, 2020; MADHU;
MUKHOPADHYAY, 2021). Além disso, os oligbmeros podem induzir a
hiperfosforilagdo da proteina tau, agravando o colapso estrutural do citoesqueleto
neuronal e comprometendo o transporte axonal (NIEWIADOMSKA;
NIEWIADOMSKI; STECZKOWSKA et al., 2021). Com o tempo, esses oligdbmeros se

reorganizam em protofibrilas e fibrilas amiloides, que se depositam no cértex cerebral
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e no hipocampo, formando as placas senis caracteristicas da doenga (ONO; TSUJI,
2020). Essas placas nao sédo apenas depositos inertes de AB, mas também atuam
como centros de neuroinflamacéo, ativando microglia e astrécitos, promovendo a
liberagao de citocinas pro-inflamatorias como interleucina 1 beta (IL-1B), IL-6 e TNF-
a, o que exacerba o processo degenerativo (AL-GHRAIYBAH; WANG; ALKHALIFA
et al., 2022). Além da ativagcdo da resposta inflamatéria, a deposicdo de AR
compromete a homeostase de metais essenciais, como ferro, cobre e zinco, levando
ao aumento da producdo de EROs e a peroxidacéo lipidica, que contribuem para a
disfungao mitocondrial e a morte neuronal (WANG; YIN; LIU et al., 2020). O acumulo
do peptideo AB nas mitocondrias compromete a atividade da cadeia transportadora
de elétrons, resultando em reducdo da produgao de adenosina trifosfato (ATP) e
aumento do estresse oxidativo, o que favorece danos irreversiveis ao acido
desoxirribonucleico e as proteinas neuronais (REISS; GULKAROV; JACOB et al.,
2024). O estresse oxidativo gerado, por sua vez, amplifica a agregacado do préprio

AB, estabelecendo um ciclo vicioso de neurodegeneracao (SHARMA; KIM, 2021).

A toxicidade do AP também esta relacionada a sua capacidade de
comprometer a integridade da barreira hemato encefalica, reduzindo a expressao de
proteinas de jungao entre células endoteliais e aumentando a permeabilidade
vascular (ZHANG; WANG; ZHANG et al., 2022). Isso facilita a infiltracao de células
imunes periféricas no tecido cerebral, intensificando a resposta inflamatéria e
contribuindo para a degeneragao neuronal (KIM; JUNG; KIM, 2025). Além disso,
diversos fatores genéticos influenciam a deposigcdo de AR, como mutagdes nos
genes da APP, PSEN1 e PSEN2, que resultam em maior produgao da forma AB42
e estdo associadas a DA de inicio precoce (HOOGMARTENS; CACACE; VAN
BROECKHOVEN, 2021). O alelo ApoE4 da apolipoproteina E também tem papel
importante, pois reduz a depuracado de AB e favorece sua agregacao, aumentando
significativamente o risco de desenvolvimento da doenga (NGUYEN; WANG; HU et
al., 2020).

Outro mecanismo molecular associado ao acumulo de AP envolve a
desregulagdo da via de sinalizacdo Wnt. A ativagao dessa via inibe a enzima
glicogénio sintase quinase 3 beta (GSK-3[), uma quinase que promove a clivagem
amiloidogénica da APP e a hiperfosforilagdo da tau (INESTROSA; TAPIA-ROJAS;

CERPA et al., 2021). A disfungdo da via Wnt, portanto, esta associada nao apenas
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ao aumento da producao de AR, mas também ao agravamento da disfungao sinaptica
e da morte neuronal (MARTINEZ; INESTROSA, 2021). Estudos mostram que a
modulagao dessa via pode ser uma estratégia terapéutica promissora para reduzir a
deposi¢ao amiloide e a neurodegeneragdo na DA (CHAUHAN; PALIWAL; JAIN et
al., 2022; HAMPEL; HARDY; BLENNOW et al., 2021).

Dessa forma, o acumulo de AR e a formagao das placas senis representam
eventos centrais na patogénese da DA, desencadeando uma cascata de alteragdes
celulares e moleculares que comprometem a fungao sinaptica, aumentam o estresse
oxidativo e promovem a neuroinflamacao (BUSCHE; HYMAN, 2020).

3.2.2 Hiperfosforilagao e Agregacao da Proteina Tau

A proteina tau € uma proteina microtubular amplamente expressa em
neurdnios do SNC, onde desempenha um papel essencial na estabilizacdo dos
microtubulos e na regulacdo do transporte axonal (KENT; SPIRES-JONES;
DURRANT, 2020). Em condigdes fisioldgicas, a tau interage com os microtubulos
promovendo sua montagem e manutencdo, garantindo o trafego adequado de
organelas, vesiculas sinapticas e substancias essenciais para a sobrevivéncia e
funcionalidade neuronal (CHANG; SHAO; MUCKE, 2021). No entanto, na DA, a tau
sofre modificagdes pods-traducionais patoldgicas, sendo a hiperfosforilacdo a
principal alteracdo associada ao seu acumulo e agregacdo em emaranhados
neurofibrilares (ROBBINS; CLAYTON; KAMINSKI SCHIERLE, 2021).

A fosforilagao de tau € um processo regulado por um equilibrio dindmico entre
quinases e fosfatases. Entre as principais quinases envolvidas na fosforilagao de tau
estdo a GSK-3B, a quinase dependente de ciclina 5 (CDK5), as quinases 1 e 2
reguladas por sinal extracelular (ERK1/2), as quinases N-terminais de c-Jun (JNK)
e a proteina quinase A (PKA) (LAURETTI; DINCER; PRATICO, 2020; WEGMANN;
BIERNAT; MANDELKOW, 2021). Em condigdes normais, a atividade dessas
quinases é finamente regulada, e a tau permanece em um estado de fosforilagao
basal, compativel com sua fungéo estrutural (ALQUEZAR; ARYA; KAO, 2020). Por
outro lado, na DA, diversos fatores contribuem para um aumento descontrolado da
atividade das quinases, levando a hiperfosforilagdo da tau em multiplos residuos de
serina e treonina (BASHEER; SMOLEK; HASSAN et al., 2023). Essa modificagao
reduz sua afinidade pelos microtubulos, resultando na desestabilizacdo do
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citoesqueleto neuronal e na desorganizac&o do transporte axonal (CHANG; SHAO;
MUCKE, 2021).

A GSK-3B tem um papel central nesse processo. Em condigdes normais, a via
de sinalizagdo Wnt inibe a GSK-33 por meio da estabilizagdo da B-catenina,
reduzindo a fosforilagdo de tau. No entanto, na DA, ha uma desregulac&o da via Wnt,
levando a hiperatividade da GSK-33 e ao aumento da fosforilagado de tau (TORAL-
RIOS; PICHARDO-ROJAS; ALONSO-VANEGAS et al., 2020). Além disso, a CDKS5,
uma quinase essencial para o desenvolvimento neuronal, também se torna
hiperativa na DA devido a presenca anémala de sua subunidade p25, que prolonga
sua atividade e amplifica o processo de hiperfosforilagdo (D'MELLO, 2021). A
ativagao crbnica da via de estresse celular mediada por ERK1/2 e JNK também
contribui para o acumulo de tau fosforilada, agravando a disfun¢gado neuronal (CHEN;
YU, 2023).

Figura 2 - Atuacado da GSK-3f3 na producédo de AR e na hiperfosforilagdo da proteina tau
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Fonte: Adaptado de LAURETTI; DINCER; PRATICO (2020). A GSK-38 contribui para a patogénese
da DA ao promover o aumento da produgao de peptideos AR, por meio da indugdo da expressao do
gene BACE1 via sinalizagdo NF-kB e modulagéo da atividade da y-secretase. Além disso, GSK3-3
fosforila a proteina tau no residuo Thr231, favorecendo sua dissociagdo dos microtubulos e a
formacdo de emaranhados neurofibrilares (NFTs), eventos associados a disfuncéo sinaptica e

degeneracgéo neuronal.

Além da hiperfosforilagéo, a tau pode sofrer outras modificagdes patoldgicas,
como glicagao e acetilagdo (CASTRO; FERREIRA; MATAMA et al., 2023). A glicagao
ocorre devido ao aumento dos produtos de glicagdo avangada no cérebro de
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pacientes com DA, o que reduz ainda mais a capacidade da tau de se ligar aos
microtubulos e favorece sua agregacao. A acetilagao da tau, promovida por histonas
acetiltransferases como p300, inibe sua degradacdao mediada pelo sistema
ubiquitina-proteassoma, prolongando sua toxicidade (ALQUEZAR; ARYA; KAO,
2020).

A agregacao da tau ocorre progressivamente, comegando com a dissociagao
da proteina dos microtubulos e sua conversao em dimeros soluveis (THAL; TOME,
2022). Esses dimeros evoluem para oligbmeros, protofilamentos e, finalmente, para
filamentos helicoidais pareados, que se acumulam no citoplasma neuronal, formando
os emaranhados neurofibrilares (GYPARAKI; ARAB; SOROKINA et al., 2021).
Diferente das placas senis de (-amiléide, que se depositam no espacgo extracelular,
0os emaranhados de tau séo lesdes intracelulares que comprometem a integridade
neuronal e contribuem para a morte celular (PENKE; SZUCS; BOGAR, 2020).

A toxicidade dos agregados de tau esta associada a diversos mecanismos.
Primeiramente, a perda da fungdo normal da proteina resulta na desorganizacao do
transporte axonal, impedindo a distribuicdo de mitocondrias e fatores neurotréficos
essenciais para a sobrevivéncia neuronal (NIEWIADOMSKA; NIEWIADOMSKI,
STECZKOWSKA et al., 2021). Além disso, oligdbmeros de tau hiperfosforilada podem
se espalhar por conexdes sinapticas em um processo conhecido como "propagacéao
templada", no qual células afetadas liberam tau patogénica no meio extracelular,
facilitando sua internalizagé&o por neurdnios vizinhos e amplificando a degeneragao
neuronal de forma progressiva (TORRES; RIVERA; POLANCO et al., 2022).

Outro aspecto critico € a interacao entre tau e AB, que estabelece uma
sinergia patolégica na DA. O acumulo de AR ativa quinases como GSK3[ e JNK,
promovendo a hiperfosforilagdo da tau. Paralelamente, a tau hiperfosforilada
contribui para a disfuncao sinaptica induzida por AB, agravando a neurodegeneracgao
(BUSCHE; HYMAN, 2020).

Do ponto de vista clinico, o acumulo de tau correlaciona-se diretamente com

o grau de comprometimento cognitivo na DA. Estudos histopatolégicos mostram que
os emaranhados neurofibrilares surgem inicialmente no cértex entorrinal e no
hipocampo, regides essenciais para a formagdo de novas memorias, e
posteriormente se espalham para o neocértex a medida que a doenga progride
(DEVOUS; FLEISHER; PONTECORVO et al., 2021; DUJARDIN; COMMINS;
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LATHUILIERE et al., 2020). Essa progressao segue um padrdo definido pelas
classificagdes de Braak e Braak, nas quais os estagios iniciais sdo caracterizados
por depdsitos limitados de tau no sistema limbico, enquanto nos estagios avangados
a patologia tau se dissemina por todo o cortex associativo, resultando em declinio
cognitivo severo (ST-ONGE; CHAPLEAU; BREITNER et al., 2023).

A hiperfosforilacdo e agregacado da proteina tau sdo processos criticos na
fisiopatologia da DA, resultando na disfungdo do transporte axonal, na formagéao de
emaranhados neurofibrilares e na disseminagao progressiva da neurodegeneragao
(WEGMANN; BIERNAT; MANDELKOW, 2021).

3.2.3 Neuroinflamacgao

A neuroinflamagdo é um dos principais mecanismos fisiopatoldgicos
envolvidos na DA e desempenha um papel central na progressdo da degeneragao
neuronal (NOVOA; SALAZAR; CISTERNAS et al., 2022). Esse processo inflamatério
cronico ocorre em resposta ao acumulo de peptideo AB e a agregacao da proteina
tau hiperfosforilada, levando a ativagao exacerbada da microglia e dos astrdcitos, a
liberagcdo de citocinas pro-inflamatérias e a perpetuagdo do dano neuronal (AL-
GHRAIYBAH; WANG; ALKHALIFA et al., 2022). Diferente de uma resposta
inflamatéria aguda benéfica, que visa restaurar a homeostase tecidual, a
neuroinflamacao crénica na DA contribui para a disfuncdo neuronal e a perda

sinaptica, exacerbando os déficits cognitivos (SINGH, 2022).

A microglia, principal célula imunoldgica residente do SNC, desempenha um
papel fundamental na defesa neuronal. Em condi¢gdes normais, a microglia mantém
um estado de vigilancia, promovendo a remocgao de detritos celulares e proteinas
mal dobradas por meio da fagocitose (CAl; LIU; WANG et al., 2022). No entanto, na
DA, a exposigao prolongada ao AB e a proteina tau patoldogica leva a ativagao
excessiva da microglia, que assume um fenétipo pro-inflamatério caracterizado pela
liberagdo de mediadores inflamatérios como TNF-a, IL-18, IL-6 e 6xido nitrico (NO)
(KWON; KOH, 2020).

A ativagao da microglia ocorre principalmente por meio de receptores do tipo
Toll (TLRs), especialmente TLR2 e TLR4, que reconhecem oligbmeros de AR como
padrées moleculares associados a danos (DAMPs) (MERIGHI; NIGRO; TRAVAGLI
et al., 2022). Essa ativagdo desencadeia a sinalizagao via NF-kB, promovendo a
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transcricdo de genes pro-inflamatorios e amplificando a resposta inflamatoria
(WANG; FAN; KHAWAJA et al., 2022). Além disso, a microglia hiperativada libera
EROs e induz estresse oxidativo, contribuindo para a peroxidagao lipidica, danos ao
DNA mitocondrial e disfungéo sinaptica (SIMPSON; OLIVER, 2020).

Estudos demonstram que a liberagdo extracelular de oligbmeros de tau
patogénica desencadeia respostas inflamatdrias, agravando a neurodegeneragao
(AMRO; YOOL; COLLINS-PRAINO, 2021; AYYUBOVA, 2023). Aléem disso, a
propagacéo de tau entre neurénios ocorre, em parte, devido a ativagao da microglia,
que internaliza agregados de tau e libera vesiculas extracelulares contendo tau
patoldgica, facilitando sua disseminagao pelo cérebro. Os astrécitos, outra classe
de células gliais essenciais para a homeostase neuronal, também participam do
processo neuroinflamatorio na DA (PRICE; JOHNSON; NORRIS, 2021).

Normalmente, os astrocitos regulam a neurotransmissao, removem excesso
de glutamato do espago extracelular e fornecem suporte metabdlico para os
neurénios (LAWRENCE; SCHARDIEN; WIGDAHL et al., 2023). No entanto, na DA,
os astrocitos reativos perdem essas fungdes homeostaticas e passam a expressar
altos niveis de citocinas pré-inflamatérias, como IL-13 e TNF-a, contribuindo para a
neurotoxicidade (SINGH, 2022). Além disso, a ativagdo do complemento,
particularmente das proteinas C1q e C3, esta aumentada em astrécitos na DA,
promovendo a eliminagdo sinaptica exacerbada e agravando o déficit cognitivo
(DEJANOQOVIC; WU; TSAI et al., 2022).

A interacao entre neuroinflamagao e outros processos patolégicos da DA cria
um ciclo vicioso que amplifica o dano neuronal. O peptideo AB ativa a microglia e os
astrécitos, resultando na producdo de citocinas inflamatorias, que por sua vez
induzem mais estresse oxidativo e promovem a hiperfosforilagéo da tau (WEBERS;
HENEKA; GLEESON, 2020). Além disso, a neuroinflamagao compromete a barreira
hematoencefélica (BHE), permitindo a infiltracdo de células imunes periféricas e
exacerbando a resposta inflamatéria dentro do SNC (TAKATA; NAKAGAWA,
MATSUMOTO et al., 2021).

3.2.4 Disfungao sinaptica

Na DA, a disfuncdo sinaptica € uma das alteragbes mais precoces e

marcantes, com uma forte correlagdo com o declinio cognitivo observado na doenga
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(MEFTAH; GAN, 2023). As sinapses, responsaveis pela comunicagdo entre os
neurdnios, S0 essenciais para processos cognitivos como aprendizado e memoria,
sendo que sua perda gradual compromete a capacidade do cérebro de processar e
armazenar informag¢des (PELUCCHI; GARDONI; DI LUCA et al., 2022). Um dos
principais fatores que contribui para essa disfungao é a alteragdo nos sistemas de
neurotransmissores, especialmente no que diz respeito aos neurotransmissores
ACh, glutamato e GABA, que desempenham papéis fundamentais na modulagao da
atividade sinaptica e da plasticidade neuronal (ANDERSEN; SCHOUSBOE;
VERKHRATSKY, 2022; BABAEI, 2021; CHENG,; LIN; LANE, 2021).

A ACh, neurotransmissor crucial para a plasticidade sinaptica e os processos
de memoria, tem sua fungdo severamente comprometida na DA (YANG; ZOU,;
WANG, 2023). A perda de neurbnios colinérgicos no nucleo basal de Meynert,
principal fonte de ACh no cérebro, resulta em uma drastica redugdo da
disponibilidade deste neurotransmissor em areas cerebrais-chave, como o
hipocampo e o cortex cerebral (CHEN; HUANG; YANG et al., 2022). Esse déficit de
ACh esta associado a dificuldade na formacéo e consolidacdo de novas memodarias,
0 que é um dos primeiros sintomas clinicos da doenca. Além disso, a atividade
aumentada da AChE, enzima responsavel pela degradagdo da ACh, acelera a
quebra do neurotransmissor, agravando ainda mais o déficit colinérgico e
contribuindo para a progressao dos déficits cognitivos (SIVARAMAN; RAJI;
VELMURUGAN et al., 2022). A terapia com inibidores da AChE, como donepezila e
rivastigmina (VECCHIO; SORRENTINO; PAOLETTI et al., 2021), busca aumentar a
disponibilidade de ACh nas sinapses, oferecendo alivio temporario dos sintomas
cognitivos, mas sem impedir a progressdo da doenca (SIVARAMAN; RAJI,
VELMURUGAN et al., 2022).
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Figura 3 - Ciclo da ACh e agdo da AChE
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Fonte: (BEAR, 2017). A ACh é sintetizada na célula pré-sinaptica a partir de colina e acetil-
CoA pela agédo da enzima ChAT. Apds ser armazenada em vesiculas, a ACh ¢ liberada na fenda
sinaptica, onde se liga aos receptores colinérgicos na membrana da célula pds-sinaptica. Sua
degradagédo é mediada pela enzima AChE, que a converte em colina e acido acético. A colina é
recaptada pela célula pré-sinaptica por meio de um transportador dependente de sodio (Na*),

reiniciando o ciclo. Esse sistema é fundamental para a neurotransmisséo colinérgica, frequentemente
comprometida na DA.

Outro aspecto importante da disfungao sinaptica na DA é a alteragao do
sistema glutamatérgico, que envolve o neurotransmissor glutamato, o principal
neurotransmissor excitatério do cérebro (CONWAY, 2020). O glutamato é essencial
para a plasticidade sinaptica e os processos de aprendizado, mas, quando presente
em excesso, pode ser toxico para os neurdnios. Na DA, a ativacdo excessiva dos
receptores NMDA, que sao responsaveis por mediar a transmissao do glutamato,

leva a entrada descontrolada de calcio nas células, o que desencadeia a
excitotoxicidade (CZAPSKI; STROSZNAJDER, 2021).
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A excitotoxicidade € um processo patologico em que a abundancia de
glutamato nas sinapses provoca danos celulares, como a desregulagéo do calcio
intracelular, a producdo excessiva de EROs e a ativacdo de vias apoptaéticas,
culminando na morte neuronal (VERMA; LIZAMA; CHU, 2022). Esse processo é
particularmente relevante nas areas afetadas pela DA, como o hipocampo e o cortex,
onde a perda neuronal progressiva € observada. Além disso, a disfungédo no
transporte de glutamato também contribui para a elevacgao dos niveis extracelulares
do neurotransmissor, exacerbando a ativagao dos receptores NMDA (BARACALDO-
SANTAMARIA; AVENDANO-LOPEZ; ARIZA-SALAMANCA et al., 2023). Em relagao
as terapias, antagonistas do receptor NMDA, como a memantina, tém sido utilizados
para bloquear a ativacdo excessiva desse receptor e prevenir os efeitos da
excitotoxicidade, ajudando a preservar a fungdo cognitiva por um tempo limitado
(CHILUKURI; BURELA, 2020).

O acido gama-aminobutirico (GABA), principal neurotransmissor inibitério do
cérebro, também desempenha um papel crucial na modulagdo da excitabilidade
neuronal e na estabilidade das redes sinapticas (TSUBOI; NAGAI; YOSHIMOTO et
al., 2024). Em condigdes normais, o GABA ajuda a balancear a atividade excitatéria
do glutamato, evitando a sobrecarga de estimulos que poderia prejudicar o
funcionamento cerebral (ZHANG; XIONG; ZHANG et al., 2021). Na DA, observa-se
uma redugdo da atividade GABAérgica, o que contribui para o aumento da
excitabilidade neuronal e, consequentemente, para o desenvolvimento de sintomas
cognitivos e comportamentais (XU; ZHAO; HAN et al., 2020).

A diminuicao da fungcdo GABAérgica esta associada a perda de receptores
GABA-A e a reducao na liberacdo de GABA nas sinapses, 0 que piora ainda mais o
desequilibrio entre excitagao e inibicdo no cérebro (GHIT; ASSAL; AL-SHAMI et al.,
2021). Essa disfungao € particularmente critica em areas como o hipocampo, onde
a modulacdo do GABA é essencial para a formacdo de novas memoarias e para o
controle da atividade neuronal (HERNANDEZ-FRAUSTO; BILASH; MASURKAR et
al., 2023).

A interacao entre esses sistemas é complexa e interdependente. A perda de
ACh agrava a disfungéo glutamatérgica, ja que a ACh tem um papel modulador na
liberagdo de glutamato e na plasticidade sinaptica. Da mesma forma, o aumento da

atividade glutamatérgica pode afetar negativamente o sistema GABAérgico,
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exacerbando a excitabilidade neuronal e tornando o cérebro mais vulneravel aos
efeitos téxicos do peptideo AB e da proteina tau (CHENG; LIN; LANE, 2021).

Na DA, além das alteragdes nos sistemas de neurotransmissores, enzimas
reguladoras desses sistemas também desempenham um papel importante na
disfungao sinaptica (JONES; RAGHANTI, 2021). A MAO-B, uma enzima responsavel
pela degradacgao de neurotransmissores como dopamina, norepinefrina e serotonina,
apresenta niveis aumentados no cérebro de pacientes com DA (BEHL; KAUR;
SEHGAL et al., 2021). Esse aumento da MAO-B contribui para o desequilibrio na
neurotransmissao e pode levar a geragéo excessiva de EROs, promovendo estresse

oxidativo e danos neuronais.

Além disso, a MAO-B estda associada a ativacdo de processos
neuroinflamatorios, o que pode exacerbar a degeneracdo sinaptica e agravar os
déficits cognitivos (OSTADKARAMPOUR; PUTNINS, 2021). Inibidores seletivos da
MAO-B, como a selegilina e a rasagilina, tém sido investigados como potenciais
estratégias terapéuticas para reduzir a progressao dos danos sinapticos e melhorar
a funcéo cognitiva em pacientes com DA (BEHL; KAUR; SEHGAL et al., 2021).

3.2.5 Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo desempenha um papel central na fisiopatologia da DA,
contribuindo para a degeneragcdo neuronal e a progressdao da doenga
(BUCCELLATO; D'ANCA; FENOGLIO et al., 2021). Esse processo resulta de um
desequilibrio entre a producdo de EROs e a capacidade antioxidante das células,
levando a diversos danos oxidativos. Na DA, esse estresse é exacerbado devido a
disfuncdo mitocondrial, a neuroinflamacéo e a deposicdo de peptideo AB, criando
um ambiente celular altamente vulneravel ao dano oxidativo (PLASCENCIA-VILLA;
PERRY, 2023; TELEANU; NICULESCU; LUNGU et al., 2022).

A mitocdndria € uma das principais fontes de EROs no cérebro e desempenha
um papel crucial na regulacdo do metabolismo energético neuronal (REISS;
GULKAROQV; JACOB et al., 2024). Na DA, observa-se uma disfungédo mitocondrial
caracterizada pela reducao da atividade de complexos da cadeia transportadora de
elétrons, especialmente dos complexos | e IV, 0 que resulta na produgao excessiva
de superoéxido (O, ") e perdxido de hidrogénio (H,O;) (ATLANTE; VALENTI, 2023;

WU; HSIEH, 2023). Essas moléculas reativas interagem com lipidios de membrana,
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proteinas e DNA mitocondrial, levando a danos estruturais e funcionais que
comprometem a homeostase neuronal (PICCA; CALVANI; COELHO-JUNIOR et al.,
2020). A peroxidacao lipidica desencadeada por EROs afeta diretamente a
integridade das membranas celulares e mitocondriais, resultando na disfuncéo de
canais ibnicos, na perda de potencial de membrana e, consequentemente, na
ativagao de vias apoptéticas (ANGELOVA; ESTERAS; ABRAMOV, 2021).

A relagao entre estresse oxidativo e deposig¢ao de peptideo AB é bidirecional
e reforga a progressao da doencga. O AR pode atuar como um catalisador na geragao
de radicais livres, promovendo a oxidacéo de lipidios e proteinas, além de induzir
disfungao mitocondrial (FANLO-UCAR; PICON-PAGES; HERRERA-FERNANDEZ
et al., 2024). Por outro lado, o acumulo de danos oxidativos pode aumentar a
producdo e a agregacgado do peptideo, criando um ciclo vicioso que agrava a
neurodegeneracado (SHARMA; KIM, 2021). Além disso, o peptideo A pode interagir
com ions metalicos como ferro e cobre, promovendo reagbes de Fenton e
aumentando a produgdo de radicais hidroxila altamente toxicos. Esses radicais
causam danos irreversiveis a componentes celulares e podem acelerar a morte
neuronal (WANG,; YIN; LIU et al., 2020).

A proteina tau, que sofre hiperfosforilagdo na DA, também esta envolvida no
estresse oxidativo (SHARMA; KIM, 2021). A agregacdo da proteina tau pode
comprometer o transporte axonal e interferir na distribuicdo de mitocdndrias e
enzimas antioxidantes dentro dos neurénios (RAWAT; SEHAR; BISHT et al., 2022).
Além disso, estudos mostram que a tau hiperfosforilada pode aumentar a
susceptibilidade das células ao estresse oxidativo, exacerbando os danos oxidativos
e contribuindo para a disfungdo neuronal (BUCCELLATO; D'ANCA; FENOGLIO et
al., 2021; DU; YU; KANAAN et al., 2022).

A resposta antioxidante do cérebro, que envolve enzimas como SOD,
catalase (CAT) e GPx, é frequentemente comprometida na DA (JOMOVA; ALOMAR;
ALWASEL et al.,, 2024; SALEEM; SABIR; NIAZI et al., 2020). Essas enzimas
desempenham um papel essencial na neutralizacdo de EROs e na manutencao do
equilibrio redox celular. No entanto, estudos indicam que a atividade dessas enzimas
antioxidantes é reduzida nos cérebros de pacientes com DA, o que leva a uma menor
capacidade de defesa contra os danos oxidativos (LEE; CHA; LEE, 2020;
OLUFUNMILAYO; GERKE-DUNCAN; HOLSINGER, 2023). A redugéo nos niveis de

33



glutationa (GSH), um dos principais antioxidantes celulares, também é observada,
tornando os neurbnios ainda mais vulneraveis ao estresse oxidativo (MARI; DE
GREGORIO; DE DIOS et al., 2020). A deplecédo de GSH compromete a capacidade
da célula de neutralizar perdxidos lipidicos e manter a homeostase redox,
contribuindo para o agravamento da neurodegeneracdo (ISKUSNYKH,;
ZAKHAROVA; PATHAK, 2022).

Outro aspecto importante é a interacdo entre estresse oxidativo e
neuroinflamacédo (TELEANU; NICULESCU; LUNGU et al., 2022). A ativacdo da
microglia e dos astrécitos na DA leva a liberacao de citocinas pré-inflamatdrias, como
TNF-a, IL-6 e IL-18, que podem aumentar a produ¢cao de EROs e exacerbar o dano
oxidativo (NOVOA; SALAZAR; CISTERNAS et al., 2022). Além disso, a ativagao da
NADPH oxidase (NOX), uma enzima presente em células imunes do SNC, contribui
para a geragdo de superoxido e outras espécies reativas (GANGULY; KAUR;
CHAKRABARTI et al., 2021).

A terapia antioxidante tem sido amplamente investigada como uma possivel
estratégia neuroprotetora na DA (PRITAM; DEKA; BHARDWAJ et al., 2022).
Compostos como resveratrol, curcumina, N-acetilcisteina e coenzima Q10
demonstraram efeitos benéficos na reducdo do estresse oxidativo em modelos
experimentais (COLLINS; SALEH; KALISCH, 2022; HATAMI; MORTAZAVI; BASERI
et al.,, 2023; RAHMAN; AKTER; BHATTACHARYA et al., 2020). Além disso, a
modulac¢do da via do fator de transcricdo NRF2, que regula a expressao de genes
antioxidantes, tem sido explorada como uma abordagem terapéutica promissora
(BRANDES; GRAY, 2020). O NRF2 é um regulador-chave da resposta celular ao
estresse oxidativo, e sua ativagdo pode aumentar a expressdo de enzimas
antioxidantes e conferir prote¢do contra danos oxidativos (SIDIROPOULOU;
METAXAS; KOURTI, 2023).
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Figura 4 - Estresse oxidativo na fisiopatologia da DA
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Fonte: (RATAN; RAJPUT; MALEYSM et al., 2023). A disfungdo mitocondrial, desencadeada por
fatores como envelhecimento, mutagdes e exposicdo a metais, leva a déficits bioenergéticos,
desequilibrio de célcio e aumento na producdo de EROs (em inglés, ROS). Esse quadro promove
estresse oxidativo, comprometendo ainda mais a fungdo mitocondrial, reduzindo o potencial de
membrana mitocondrial e a produgéo de ATP, além de prejudicar a dindmica mitocondrial. O acumulo
excessivo de EROs desregula o equilibrio redox celular, ativa caspases e inicia a apoptose. Além
disso, a inibicdo da fosfatase PP2A por EROs leva a ativagdo da GSK-3B, resultando na
hiperfosforilagdo da proteina tau e na formagéo de emaranhados neurofibrilares (em inglés, NFTs),
eventos que contribuem para a perda sinaptica, declinio cognitivo e prejuizos de memoria

caracteristicos da DA.

3.3 Modelos experimentais para o estudo da DA

Modelos experimentais sao essenciais para estudar a fisiopatologia da DA e
avaliar potenciais estratégias terapéuticas. Esses modelos visam replicar
caracteristicas-chave da doenca, incluindo formacdo de placa amildide,
hiperfosforilagdo da tau, neuroinflamacdo, estresse oxidativo, disfungao sinaptica
e/ou comprometimento cognitivo (KUSHWAHA; SAHU, 2025). Embora nenhum
modelo unico possa expressar completamente a complexidade da DA, varias
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abordagens in vitro e in vivo foram desenvolvidas para investigar diferentes aspectos
da doenca (SINHA; WAL; GOUDANAVAR et al., 2024).

Os modelos in vitro envolvem principalmente o uso de culturas de células
neuronais e gliais tratadas com peptideos AB, agregados de tau ou indutores de
estresse oxidativo para estudar mecanismos patolégicos especificos (LUCHENA,;
ZUAZO-IBARRA; VALERO et al., 2022).

Os modelos in vivo incluem animais geneticamente modificados, modelos
farmacolégicos e modelos induzidos por toxinas, cada um com vantagens e
limitagdes distintas. Modelos de camundongos transgénicos que expressam genes
humanos associados a DA familiar, como mutagcdes APP, PSEN1 e PSEN2, séao
amplamente usados para estudar patologia amiloide e progressao da doenca
(YOKOYAMA; KOBAYASHI; TATSUMI et al., 2022). Entretanto, os modelos
transgénicos exigem altos custos de manutengéo, longos periodos de reprodugéo e
instalagbes especializadas, tornando-os menos acessiveis para muitos grupos de

pesquisa.

Modelos induzidos por toxinas, como aqueles que usam STZ, fornecem uma
abordagem alternativa para estudar déficits cognitivos semelhantes a DA e
neurodegeneracao (CHEN; YEONG, 2020; DHAPOLA; KUMARI; SHARMA et al.,
2023). Esses modelos visam replicar deficiéncias metabdlicas, disfuncao colinérgica
ou tauopatia associadas a doencga. Entre eles, a administracdo ICV de STZ vem

sendo considerada um modelo valioso para investigar DA esporadica.

3.3.1 Modelo de indugdo de DA por injecao ICV de STZ

O modelo experimental de administragcao ICV-STZ é amplamente utilizado
para investigar a DA em roedores, uma vez que reproduz diversas caracteristicas
patolégicas da doenga, como déficits cognitivos (prejuizo de memodria),
neurodegeneracao, inflamagao neural, estresse oxidativo e disfuncao colinérgica,
sem depender de mutagdes genéticas associadas a forma familiar da DA (SILVA,;
TURECK; SOUZA et al., 2023).

A STZ € um composto nitrosoureico derivado de Streptomyces achromogenes
e possui uma estrutura quimica composta por um anel de glicose ligado a um grupo
nitrosoureico (Figura 1), o que lhe confere propriedades alquilantes (SHARMA;
CHAN; LAVILLA et al., 2023). Inicialmente utilizada por suas propriedades
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antibidticas, a STZ foi posteriormente identificada como um agente citotoxico seletivo
para as células B pancreaticas, devido a sua semelhanga estrutural com a glicose,
que facilita sua captagao pelo transportador de glicose GLUT2 (GHASEMI; JEDDI,
2023). Essa propriedade fez com que a STZ fosse amplamente utilizada na indugao
experimental de diabetes melito em modelos animais por meio de sua administracao
sistémica, levando a destrui¢cdo das células produtoras de insulina (FENG; QIU; YU
et al., 2020).

No entanto, quando administrada diretamente no SNC por via ICV, a STZ
afeta seletivamente o metabolismo cerebral, sem induzir hiperglicemia sistémica
(AKHTAR; SAH, 2020). Esse efeito neurotoxico é explorado no modelo ICV-STZ,
pois reproduz alteragdes bioquimicas e funcionais associadas a DA, como
resisténcia a insulina no cérebro, comprometimento do metabolismo da glicose,
estresse oxidativo e neuroinflamacao (PARK; WON; SEO et al., 2020).

Figura 5 - Estrutura quimica da STZ

HO

Fonte: (SIGMA ALDRICH, 2016)

O principal mecanismo pelo qual a STZ induz neurodegeneracéo envolve a
interrupcao da sinalizagao da insulina no cérebro. No sistema nervoso, a STZ leva a
reducdo da expressao do receptor de insulina e de proteinas-chave da via de
sinalizagéo, como o substrato do receptor de insulina-1 (IRS-1) e a fosfatidilinositol-
3 quinase (PI3K), resultando na diminuigdo da ativagao da proteina quinase B (Akt
ou PKB), uma quinase essencial para a sobrevivéncia neuronal e a plasticidade
sinaptica (ANSARI; AL-JARALLAH; BABIKER, 2023). Esse prejuizo na sinalizagao

da insulina também reduz a expressao de transportadores de glicose, como GLUT3
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e GLUT4, comprometendo a captacdo de glicose pelas células neuronais e
contribuindo para a disfuncéo sinaptica e neuronal (MCNAY; PEARSON-LEARY,
2020).

Além da resisténcia a insulina, a STZ promove um aumento significativo no
estresse oxidativo, fator critico para a progressdo da neurodegeneragédo. O
composto neurotéxico afeta diretamente a fungdo mitocondrial, reduzindo a
eficiéncia da cadeia transportadora de elétrons, especialmente nos complexos | e IV,
0 que leva a producgao excessiva de EROs (PARK; WON; SEO et al., 2020). Esse
desequilibrio oxidativo resulta em danos a lipidios, proteinas e DNA, acelerando a
apoptose neuronal. Paralelamente, ha uma alteragdo na atividade das principais
enzimas antioxidantes, como SOD, CAT e GPx, intensificando o estresse oxidativo
e promovendo a degeneragao neuronal (XIANG; WANG; WU et al., 2022).

Outro aspecto relevante do modelo ICV-STZ €& a intensa resposta
neuroinflamatéria desencadeada pela ativagdo de microglia e astrécitos, células
imunoldgicas do SNC. Essa ativacao leva a liberacao de citocinas pro-inflamatadrias,
incluindo TNF-q, IL-6 e IL-1[3, que exacerbam o dano neuronal e agravam os déficits
cognitivos. A ativagdo de NF-kB contribui para a manutengcdo desse estado
inflamatorio cronico, o que compromete ainda mais a integridade neuronal e
sinaptica, caracteristicas observadas na DA esporadica (RAIS; VED; AHMAD et al.,
2022).

O modelo também apresenta uma disfung&o colinérgica significativa, uma vez
que a administracdo de STZ reduz a atividade da colina acetiltransferase (ChAT),
enzima responsavel pela sintese de ACh, e aumenta a atividade da AChE,
promovendo uma deplecdo desse neurotransmissor essencial para a cogni¢cao
(SILVA; TURECK; SOUZA et al., 2023). Essa alteracao esta diretamente relacionada
as dificuldades de memodria e aprendizado observadas nos animais submetidos ao
modelo ICV-STZ, tornando-o adequado para estudos que investigam estratégias
terapéuticas voltadas para a modulacdo do sistema colinérgico (YULIANI;
LOBENTANZER; KLEIN, 2021).

Embora a principal alteragdo induzida pelo modelo esteja relacionada ao
metabolismo energético e a resisténcia a insulina, alguns estudos sugerem que a
STZ também pode afetar a via amiloidogénica, promovendo um aumento na
expressao da APP e facilitando a clivagem amiloidogénica, levando ao acumulo de
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oligbmeros de AB (GAO; LIU; JIANG et al., 2014). Além disso, a neuroinflamacao
cronica e o estresse oxidativo induzido pela STZ estao associados a hiperfosforilagéo
da proteina tau, um evento critico na patogénese da DA. Esse efeito ocorre, em
parte, devido a ativacdo da GSK-3[3, uma quinase que desempenha um papel central
na modulagdo da fosforilagdo da tau e no comprometimento da estabilidade dos
microtubulos neuronais (KAUNDAL; DESHMUKH; AKHTAR, 2018).

Desta forma, o modelo ICV-STZ se destaca por simular de maneira mais
ampla a fisiopatologia da DA esporadica, pois ndo se limita a um unico fator
patolégico, mas abrange multiplos mecanismos inter-relacionados, como alteragdes
no metabolismo da glicose cerebral, estresse oxidativo, inflamagao crénica,
disfungao sinaptica, apoptose e disfungcédo colinérgica (MARTINI; REGIS LEITE;
GONCALVES ROSA et al., 2020). Isso contrasta com outros modelos, como o de
injecdo de AR, que tendem a representar aspectos mais restritos da doenga,
centrando-se apenas na deposi¢cao de peptideos AR e seus efeitos locais, sem
necessariamente reproduzir o conjunto completo de eventos patolégicos (PARK;
WON; SEO et al., 2020).

3.4 Selénio

O Se é um elemento essencial para diversos processos bioldgicos,
desempenhando um papel fundamental na homeostase celular e na protecao contra
o estresse oxidativo (BARCHIELLI; CAPPERUCCI; TANINI, 2022). No organismo,
ele esta presente principalmente na forma de selenoproteinas, que incluem enzimas
antioxidantes como a GPx e a tiorredoxina redutase (TrxR), ambas essenciais para
a defesa celular contra EROs. Além disso, o Se participa da regulagao da inflamacao
e da sinalizacado redox, influenciando processos celulares criticos para a saude
neuronal (GENCHI; LAURIA; CATALANO et al., 2023).

O Se protege as membranas celulares contra a peroxidagéao lipidica (YE;
HUANG; WANG et al., 2022), um processo altamente nocivo ao sistema nervoso
dada a sua composicao lipidica e grande demanda metabdlica. Estudos sugerem
que uma deficiéncia em Se pode estar associada ao declinio cognitivo e a piora dos

sintomas em doengas neurodegenerativas, reforcando a importancia desse
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elemento para a neuroprotecdo (CHUAI; ZHANG; BAI et al., 2021; KIELISZEK,;
BANO, 2022).

Além das fungdes antioxidantes, o Se também pode influenciar a
neurotransmissdo e a plasticidade sinaptica. Ele participa da regulagdo de vias
envolvidas na sinalizagdo neuronal, incluindo aquelas mediadas pelo BDNF e pela
via PI3K/Akt, que sdo essenciais para a manuteng¢ao da funcao sinaptica e para a
sobrevivéncia neuronal (ZHANG; CHEN; JIA et al., 2021). Além disso, evidéncias
indicam que compostos contendo Se podem modular a atividade de enzimas
relacionadas a neurotransmissao, como a MAO-B e AChE (DE OLIVEIRA; VOSS;
DA et al., 2022; GONCALVES; RUSCH; ALVES et al., 2024), ambas implicadas nos

mecanismos fisiopatolégicos da DA.

3.5 Compostos Diidrobenzofuranos

Os diidrobenzofuranos sdao uma classe de compostos heterociclicos
caracterizados por um sistema benzofurano parcialmente saturado, apresentando
um anel benzofurano com a saturagdo nos carbonos da posi¢cao 2 e 3 (CHEN;
PITCHAKUNTLA; JIA, 2019). Essa modificacdo estrutural influencia
significativamente as propriedades fisico-quimicas e bioldgicas desses compostos,
tornando-os versateis para aplicagdes farmacologicas (CHOI; JO; PARK et al.,
2015).

A presenga do nucleo diidrobenzofurano confere estabilidade estrutural e
modulacdo da lipofilicidade, fatores importantes para a interagcdo com alvos
biolégicos e para a biodisponibilidade dos compostos. Essa estrutura pode ser
funcionalizada em diferentes posi¢des, permitindo modificacbes quimicas que
podem otimizar suas atividades biolégicas. A adigdo de grupos substituintes
especificos, como halogénios, grupos metila, hidroxila ou heteroatomos, pode
modular propriedades como solubilidade, permeabilidade e seletividade para alvos
moleculares especificos (CHEN; PITCHAKUNTLA; JIA, 2019).

Dentro do contexto da neuroprotecdo, compostos derivados do
diidrobenzofurano tém demonstrado efeitos positivos na modulacdo de enzimas
associadas a processos neurodegenerativos (AZEVEDO; CORDEIRO; STRELOW
et al., 2023). Além disso, o nucleo diidrobenzofurano pode influenciar a interagéo
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com biomoléculas envolvidas na sinalizagéo oxidativa e inflamatoria, caracteristicas
fundamentais para o desenvolvimento de terapias voltadas para doengas como a
DA.

O composto TFSeB (Figura 6) combina a estrutura diidrobenzofurano com um
grupo organosselénico e um anel aromatico trifluorometilado, o que pode
potencializar sua atividade biolégica. A presengca do grupo trifluorometila pode
influenciar a estabilidade metabdlica e a afinidade por alvos enzimaticos, enquanto
a unidade de Se pode conferir propriedades antioxidantes e moduladoras do
estresse oxidativo. Além disso, este composto foi capaz de inibir a atividade da
enzima MAO-B cerebral in vitro (AZEVEDO; CORDEIRO; STRELOW et al., 2023),

revelando-se um potencial candidato terapéutico.

Dada a complexidade multifatorial da DA, compostos com capacidade de
atuar em multiplas vias fisiopatologicas vém ganhando destaque como alternativas
promissoras aos tratamentos atualmente disponiveis. Estruturas hibridas, como a do
TFSeB, que reunem diferentes grupos funcionais com potencial antioxidante, anti-
inflamatério e capacidade de interagdo com enzimas-chave, representam uma

estratégia de busca inovadora no desenvolvimento de novos farmacos.

Figura 6 - Estrutura quimica do composto TFSeB

Se

0 CF,

Fonte: (AZEVEDO; CORDEIRO; STRELOW et al., 2023)
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4. CAPITULO UNICO

O desenvolvimento desta dissertagao esta organizado em um capitulo unico,
estruturado na forma de artigo cientifico publicado no periddico ACS Chemical
Neuroscience (fator de impacto 4,2 — 2023). Informagdes complementares aos dados

apresentados no artigo encontram-se no apéndice desta dissertagéo.
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ABSTRACT: Alzheimer’s disease (AD) is a neurodegenerative o8 Caption: —
disorder mainly characterized by progressive cognitive decline, for %, @ EfectsotsTZ @_/Q

", @ Effects of TFSeB
which effective treatments remain limited, and selenium is known :

for its neuroprotective actions. Thus, this study evaluated the
neuroprotective effects of the compound 2-(((3-trifluoromethyl)-
phenyl(selenyl)methyl)-2,3-dihydrobenzofuran (TESeB) in a strep-

tozotocin (STZ)-induced AD model in male Swiss mice. The amie 2,.,';‘,“?‘:”,’:.',
animals received intracerebroventricular injections of STZ (3 mg/ ;

kg, a neurotoxic agent) to induce cognitive deficits, followed by 2 4 —
treatment with TFSeB (1 and § mg/kg, intragastrica]]y). Behavioral HHe Goe. 7H# 4 e %f
tests revealed that, like positive control (memantine), the "’“'fj"""“,x;’.an\g;,’ -y’ ‘ @
compound TFESeB improved memory performance in the Y-maze, THT Ay Marry npr oy

novel object recognition, and passive avoidance tests, suggesting its

ability to counteract STZ-induced memory impairments. Biochemical analyses showed that the compound reduced oxidative stress
markers in the prefrontal cortex and cerebellum of mice exposed to STZ, including TBARS, ROS, and nitrite levels while increasing
NPSH. STZ induced an increase in monoamine oxidase B (MAO-B) activity in the hippocampus and cortex, as well as in
acetylcholinesterase (AChE) activity in the cortex and cerebellum, which were reverted by TFSeB. Hippocampal RT-qPCR
molecular analyses revealed that TFSeB modulated apoptosis-related proteins by increasing BCL-2 and decreasing BAX expression,
favoring neuronal survival. Moreover, TFSeB increased brain-derived neurotrophic factor (BDNF) and nuclear factor erythroid 2
(NRF2), targets associated with neuroprotection. The compound also decreased key inflammatory and neurodegenerative markers,
including nuclear factor kappa B (NF-kB), interleukin-6 (IL-6), and glycogen synthase kinase 3 beta (GSK3B). In conclusion, the
compound TFSeB demonstrates promising protective effects in a STZ-induced AD model by modulating key neurochemical,
oxidative, and neuroinflammatory pathways.

KEYWORDS: selenium, memory, streptozotocin, oxidative damage, neuroinflammation

1. INTRODUCTION lead to synaptic dysfunction and neuronal death.® Moreover,
Alzheimer’s disease (AD) represents one of the greatest global oxidative stress plays a central role in AD pathophysiology,
public health challenges, affecting millions of people world- contributing to cellular damage and exacerbating neuro-
wide.” The social impact of the disease is significant, as it degeneration.” Evidence suggests that increased production

progressively compromises individuals’ autonomy, leading to
severe cognitive decline, memory loss, difficulties in
communication, and impairments in daily activities.” Thus,
the search for new therapeutic approaches to slow disease

of reactive oxygen species (ROS) and reduced cerebral
antioxidant capacity contribute to disease progression,

progression and improve patients’ quality of life has become a Received: February 24, 2025
priority in biomedical research. Revised:  June 6, 2025

AD is a progressive and irreversible neurodegenerative Accepted: June 10, 2025
disorder that results from complex processes, including the Published: June 16, 2025

accumulation of p-amyloid plaques, tau protein hyper-
phosphorylation, and neuroinflammation, which ultimately
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Figure 1. Effects of the compound TFSeB on (A) correct alternation rate and (B) total number of arm entries in the Y-maze test, and (C) crossings
and (D) rearings in the open field test (OFT). Values are expressed as the mean + standard error of the mean (S.EM.), N = 7—8 animals per
group. One-way ANOVA followed by Newman—Keuls post hoc test. (&) p < 0.05 compared with the naive group. (#) p < 0.05 compared with
STZ group. Abbreviations: STZ—streptozotocin; MEM: memantine (positive control).

promoting inflammatory and apoptotic processes that result in
brain atrophy and cognitive dysfunction.’

Among the available experimental models for studying AD,
memory impairment induced by intracerebroventricular (ICV)
injection of streptozotocin (STZ) has been widely used in
rodents, as it mimics key aspects of the disease’s pathophysi-
ology, including cognitive deficits, exacerbated oxidative stress,
neuroinflammation, and impaired cerebral energy metabo-
lism.”” STZ is a neurotoxin that disrupts insulin signaling in
the brain, leading to metabolic deficits that favor neuronal
degeneration.” This model enables the investigation of
therapeutic strategies targeting oxidative stress and neuro-
inflammation, which are critical factors in AD progression.’
Additionally, the reduction in cholinergic neurotransmitter
levels and impairment of synaptic plasticity observed in this
model further support its relevance for studying the disease
and developing new therapeutic approaches.’

In recent years, compounds with antioxidant, anti-inflam-
matory, and neurotransmission-modulating properties have
been explored as potential therapeutic strategies for AD.'’
Among these, selenium-containing compounds stand out due
to their neuroprotective properties associated with their ability
to reduce oxidative stress and regulate inflammatory path-
ways.'! Selenium is an essential element involved in the
activity of antioxidant enzymes, playing a fundamental role in
protecting2 ?gainst oxidative damage and regulating cellular
signaling. " In this sense, selenium has a crucial role in
maintaining healthy brain activity. Studies have shown that
organoselenium compounds can modulate neuroinflammation,
attenuate f-amyloid accumulation, and preserve mitochondrial
function, which are crucial characteristics for neuroprotection
in AD."*

2421

The compound 2-(((3-trifluoromethyl)phenyl(selenyl)-
methyl)-2,3-dihydrobenzofuran (TESeB) features a benzofur-
an core, known for its antioxidant properties, and an
organoselenium group, recognized for its role in modulating
oxidative stress and neuroinflammation.'>'> Although this is
the first in vivo study of TESeB in the context of AD, the
compound was developed through the combination of
compounds and structures known for their therapeutic
relevance.'® Organoselenium derivatives have demonstrated
the ability to attenuate oxidative stress, regulate neuro-
inflammatory responses, and preserve mitochondrial func-
tion."” Similarly, dihydrobenzofuran structures are reported to
possess antioxidant and antiapoptotic activities,'® supporting
the rationale for exploring this hybrid molecule (TFSeB) in
neurodegenerative models. Some organoselenium compounds
may also modulate the activity of enzymes relevant to
neurotransmission, such as acetylcholinesterase (AChE) and
monoamine oxidases (MAO)."® Indeed, selanyl-2,3-dihydro-
benzofurans effectively inhibited cerebral MAO-B activity in
vitro, with compound TFSeB demonstrating the most
pronounced effect.” Considering that MAO-B inhibitors act
as therapeutic agents for AD, reducing oxidative damage and
improving cognitive function, compound TFSeB emerges as a
promising candidate for studies focused on developing more
effective therapies for AD.

Given this context, the present study aimed to evaluate the
therapeutic of compound TFSeB in a mouse AD model
induced by STZ, seeking to understand its mechanisms of
action. The investigation mainly focused on the modulation of
oxidative stress, inflammation, and neurotransmission key
aspects.

https://doi.org/10.1021/acschemneuro.5¢00139
ACS Chem. Neurosci. 2025, 16, 24202434
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Figure 2. Effects of the compound TFSeB on short-term-object recognition test (ST-ORT), long-term-object recognition test (LT-ORT) and
object location test (OLT). Total exploration time of both objects in ST-ORT (A), LT-ORT (D), and OLT (G), respectively. (B, E, H)
Exploration time of the novel object in ST-ORT (B), LT-ORT (E) and OLT (H), respectively. Discrimination index in ORT (C), LT-ORT (F)
and OLT (I), respectively. Values are expressed as the mean + standard error of the mean (S.E.M.), 7—8 animals per group. Statistical analysis was
performed by one-way ANOVA followed by Newman—Keuls post hoc test. (&&&) p < 0.001 compared with naive group; (***) p < 0.001
compared with sham group; (##) p < 0.001 compared with STZ group. Abbreviations: STZ—streptozotocin; MEM: memantine (positive

control).

2. RESULTS AND DISCUSSION

2.1. Compound TFSeB Enhances Spatial Memory in
Mice Exposed to STZ in the Y-Maze Test without
Affecting Locomotion. The Y-maze is a behavioral test used
in rodents to assess cognitive functions, especially working
memory and spatial exploration.'” As shown in Figure 1, the
treatments triggered significant changes in the cognitive
parameter assessed in the Y-maze test [F(5 3 = 4.247, p =
0.0035] (Figure 1A). STZ group exhibited a significant
reduction of the percentage of correct alternations compared
with the naive group, indicating deficits in spatial working
memory. Importantly, the administration of compound TFSeB
at both doses, as well as the positive control memantine
(MEM), effectively reversed this impairment, restoring mouse
memory performance to control levels. These findings suggest
that compound TESeB exerts a protective effect against STZ-
induced cognitive deficits, particularly in spatial working
memory, a domain highly associated with hippocampal

2422

function, which has been greviously seen in other studies
with selenic compounds.”””' No significant differences were
observed in the total number of entries [F5 39, = 0.4377, p =
0.8194] (Figure 1B).

Memory tests may be influenced by the animals’ physical
health (sensory or motor functions) and motivation. Due to
this reason, an open-field test (OFT) is commonly applied
before memory tests, to avoid misinterpretation of results and
validate memory tests findings. Our results show that
locomotor function in the OFT remained intact in animals
exposed to STZ, MEM and/or TFSeB compound with no
significant differences in the number of crossings [F(s 3 =
0.2015, p = 0.7506] (Figure 1C) or rearings F(s 39y = 0.3570, p
= 0.8746] (Figure 1D). These findings corroborate the total
entries observed in the Y-maze also used as a locomotion
parameter.

2.2. Compound TFSeB Restores Memory Deficits
Caused by STZ in the Object Recognition and Location
Tests. Other widely used memory tasks in preclinical research

https://doi.org/10.1021/acschemneuro.5c00139
ACS Chem. Neurosdi. 2025, 16, 2420-2434
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Figure 3. Effects of compound TFESeB on inhibitory avoidance task (A) Latency time to platform descent during training and (B) Latency time on
the test day. Data are presented as the mean #+ standard error of the mean (SEM), with 7—8 animals per group. Statistical analysis was performed
using one-way ANOVA followed by Newman—Keuls post hoc test. (***) p < 0.001 compared with naive group; (&&&) p < 0.001 compared with
sham group; (#) p < 0.05, (##) p < 0.01, (###) p < 0001 compared with STZ group. Abbreviations: STZ—streptozotocin; MEM: memantine

(positive control).

include the new object recognition (ORT) and location
(OLT) tests, which assess recognition memory and spatial
memory, respectively.22 The ORT and OLT followed a similar
pattern and are presented in Figure 2. In the training phase, no
significant difference was observed in object exploration (data
not shown). There were no significant differences between the
experimental groups in the total object exploration time in any
of the ST-ORT [F(5 30y = 0.7066, p = 0.6220] (Figure 2A);
LT-ORT [F 3 = 0.8117, p = 0.5486] (Figure 2D); OLT
[F(5, 39) = 0.5523, p = 0.7356] (Figure 2G), indicating that
overall exploratory behavior remained unchanged. However,
when assessing exploration time spent on novel object in ST-
ORT [F(5 3, = 10.02, p < 0.0001] (Figure 2B), LT-ORT
[F(5, 39) = 12.28, p < 0.0001] (Figure 2E) and OLT [F(5, 39) =
25.77, p < 0.0001] (Figure 2H), differences among groups
were detected by one-way analysis of variance (ANOVA). Post
hoc demonstrated that STZ impaired animal memory,
reducing the time spent exploring the object in all tasks.
Notably, administration of compound TFSeB at both doses as
well as the positive control (MEM) effectively reversed this
impairment, restoring the exploration preference for the novel
object or location.

From the data obtained in these tests it is possible to obtain
the discrimination index (DI) that provides a more precise
measure of memory performance. A positive DI indicates a
preference for the novel object or location, reflecting intact
recognition and spatial memory. A negative DI, on the other
hand, suggests an inverse preference, meaning the subject
explored the familiar object or location more than the novel
one, which is indicative of memory impairment’* In the
present study, significant alterations were detected by ANOVA
for ST-ORT (F(5 3 = 10.20, p < 0.0001] (Figure 2C), LT-
ORT [Fs 39 = $7.70, p < 0.0001] (Figure 2F), and OLT
[F(5 39) = 23.66, p < 0.0001] (Figure 2I). The STZ group
exhibited a significantly negative DI across all tasks, confirming
STZ-induced cognitive deficits. Like MEM, treatment with
TFSeB at both doses restored the DI to positive values
comparable to those of the control groups, indicating a clear
reversal of the memory impairment in mice caused by STZ.

2.3. Compound TFSeB Improves Memory Perform-
ance of STZ Mice in the Stepwise Reduction Inhibitory
Avoidance Task. The gradual reduction inhibitory avoidance
task, a behavioral experiment used to evaluate learning and

2423

fear-associated memory in rodents by assessing their ability to
avoid a painful stimulus, was included in our battery of
behavioral tests, with results presented in Figure 3. During the
training session (Figure 3A), all animal groups exhibited
similar behavior by stepping down from the platform, a normal
response to the novel environment [F(5, 39) = 0.1402, p =
0.9818], indicating that leamning was consistent across all
groups. Upon stepping down, they received a mild electric
shock, which served to associate the platform with an aversive
stimulus.

In the test session (Figure 3B), performed 24 h later, animals
with intact memory would remember the shock and, as a
result, avoid stepping down quickly from the platform. This
was reflected in significantly longer step-down latencies
observed in the naive and sham groups. Conversely, the
group which had impaired memory due to the STZ-induced
toxicity displayed a significantly shorter step-down latency,
indicating that they failed to remember the previous aversive
experience and descended the platform more rapidly. Treat-
ment with compound TESeB at both doses tested, as well as
the positive control (MEM), effectively reversed this memory
deficit, with the pharmacologically treated groups showing
similar reduction latencies to the naive and sham groups
[F5 399 = 8226, p < 0.0001]. This suggests that TFSeB
successfully mitigated the memory impairment induced by
STZ, restoring the animals’ ability to recall the previous
aversive experience. In addition, the inhibitory avoidance task
results were reliable, as all animals exhibited similar behavior
during training, and there were no changes in locomotion in
the OFT, similar to studies available in the literature with
selenium-containing compounds.z“

2.4. Compound TFSeB Normalizes Cortical and
Hippocampal MAO-B Activity in STZ Mice. MAO-B
plays a crucial role in the activity of monoamines, such as
dopamine, and its increased activity is strongly associated with
cognitive decline and neurodegenerative diseases. MAO-B
inhibitors, such as selegiline and rasagiline, are widely used in
the treatment of pathologies such as Alzheimer’s and
Parkinson’s due to their ability to preserve dopaminergic
neurotransmission and reduce oxidative stress.”* Based on
previous in vitro findings demonstrating that TFSeB inhibits
cerebral MAO-B activity,l“ we extended our investigation to
evaluate whether this effect would also occur in ex vivo

https://doi.org/10.1021/acschemneuro.5¢00139
ACS Chem. Neurosdi. 2025, 16, 2420-2434
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Figure §. Effects of the compound TFSeB on AChE activity in the (A) cortex and (B) cerebellum. Values are expressed as the mean + standard
error of the mean (SEM), with 7—8 animals per group. Statistical analysis was performed using one-way ANOVA followed by Newman—Keuls post
hoc test. (&) p < 0.05 and (&&&) p < 0.001 compared with the naive group. (*) p < 0.05 and (***) p < 0.001 compared with the sham group. (#)
p < 005 and (###) p < 0.001 compared with the STZ group. Abbreviations: STZ—streptozotocin; MEM: memantine (positive control).

conditions of AD model. To this end, MAO-B activity was 0.0006] (Figure 4D), demonstrating that STZ-induced neuro-

analyzed in selected brain regions of treated animals, allowing toxicity impacts the monoaminergic system. Treatment with
us to explore the compound’s potential to modulate this TESeB was effective in reversing this change, reducing enzyme
enzyme in a physiologically relevant context. activity in the hippocampus (1 and 5 mg/kg) and cortex (S

The cortex and hippocampus were explored due to their mg/kg) to levels close to those of the control group. The
central role in cognition and memory. The hippocampus is preservation of monoaminergic activity in these regions may be
essential for memory consolidation, while the cortex is related to improved synaptic plasticity and memory recovery,
involved in executive functions and information storage.”” given that MAO-B hyperactivity is associated with deficits in
Studies indicate severe alterations in these tissues, including long-term potentiation, a fundamental mechanism for memory
dysfunctions in monoaminergic neurotransmission.”"”’ construction.

The results show that STZ administration significantly In contrast, no significant differences in MAO-B activity
increased MAO-B activity in the cortex [F(539) = 4.924, p = were detected in the cerebellum [F5 3 = 1.607, p = 0.1811]

0.0014] (Figure 4A) and hippocampus [F(5 54 = 6.42, p (Figure 4B) and hypothalamus [F(s 39 = 3.000, p = 0.0219]
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(Figure 4C) after STZ administration. Although these regions
also play cognitive regulatory roles, the lack of change may
indicate that the neurotoxic effect of STZ is more pronounced
in the hippocampus and cortex.'”*"

In addition to manipulating neurotransmitters, MAO-B
contributes to oxidative stress, as its activity generates
hydrogen peroxide (H,0,), exacerbating neuronal damage.*’
STZ-induced MAO-B increase may therefore amplify oxidative
stress and neuroinflammation, reinforcing neuronal impair-
ment. The reduction of MAO-B activity by TFSeB suggests a
dual neuroprotective effect: preservation of monoaminergic
neurotransmission and mitigation of reactive oxygen species
production. Furthermore, the results corroborate the pre-
viously published in vitro MAO-B inhibition results of this
compound,'® reinforcing the potential of TESeB as a MAO-B
modulator with therapeutic applications in neurodegenerative
disorders.

2.5. Compound TFSeB Reverses Increased AChE
Enzyme in the Cortex and Cerebellum in STZ Mice.
AChE is the enzyme responsible for the breakdown of
acetylcholine (ACh) in the synaptic cleft, and its hyperactivity
is neurotoxic and directly associated with impaired cholinergic
neurotransmission—one of the key mechanisms involved in
memory loss observed in neurodegenerative diseases.”'
Statistical analysis of AChE activity revealed a significant
impact of the drugs on cortex [Fs 33 = 3.717, p = 0.0089]
(Figure SA) and cerebellum [Fg 3 = 11.98, p < 0.0001]
(Figure SB). STZ exposure caused increased AChE activity in
both structures while treatment with compound TESeB at both
doses effectively normalized its activity. These findings suggest
a potential neuroprotective effect of TFSeB, in line with the
central role of the cholinergic system in cognition and memory.

The increase in AChE activity in the STZ group suggests an
accelerated degradation of ACh, leading to lower availability of
this essential neurotransmitter crucial for synaptic plasticity
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and learning and memory processes,”> which appears to be
related to cognitive deficits induced by STZ observed in
behavior tests. On the other hand, a reduction in AChE activity
observed in the groups treated with the TESeB compound is a
significant finding, as it suggests that this molecule may help
restore cholinergic neurotransmission. This is particularly
relevant because AChE inhibition is one of the most
established therapeutic strategies for AD, forming the basis
of drugs such as donepezil and rivastigmine.*

Another important aspect is that cholinergic dysfunction
does not occur in isolation but rather interacts with other
pathological mechanisms, such as oxidative stress and neuro-
inflammation.***> In addition to increasing AChE activity,
STZ also triggers a neurotoxic environment characterized by
the accumulation of ROS and the activation of inflammatory
pathways, including nuclear factor kappa B (NF-xB) and pro-
inflammatory cytokines.’® Therefore, the ability of TESeB to
reduce AChE activity may be associated with broader
modulation of these neurodegenerative processes, ultimately
contributing to improved synaptic function and cognitive
performance, as observed in behavioral tests.

2.6. Compound TFSeB Improves Levels of Oxidative
Stress Markers in STZ Mice. The brain is highly susceptible
to oxidative damage due to its high metabolic demand and
lipid-rich composition, making lipid peroxidation a major
contributor to neurodegeneration,” and oxidative stress that
plays a significant role in the development and progression of
AD by contributing to neuronal damage and dysfunction.” For
this reason, here, redox parameters such as thiobarbituric acid
reactive substances (TBARS), reactive species (RS), NOX and
NPSH levels were assessed in the cortex and cerebellum. As
represented in Figure 6, statistical analyses revealed significant
STZ-induced alterations and protective antioxidant effects of
the TFSeB compound.

https://doi.org/10.1021/acschemneuro.5¢00139
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In the lipid peroxidation assay, the STZ group exhibited a
pronounced increase of TBARS levels, indicating increased
oxidative damage in the cortex [Fs 39, = 6.150, p = 0.0003]
(Figure 6A) and cerebellum [F5 30 = 3.727, p = 0.0075]
(Figure 6B). On the other hand, treatment with TFSeB, at
both doses, significantly reduced TBARS levels. This suggests
that TESeB effectively counteracted lipid peroxidation in these
brain regions.

Regarding RS production, the STZ group showed a
substantial increase in RS levels, potentially related to oxidative
damage observed. In the cortex, both doses of TFSeB
significantly reduced RS levels [F(s, 39) = 5325, p = 0.0008]
(Figure 6C). However, in the cerebellum, only the 5 mg/kg
dose of TFSeB was able to significantly decrease RS levels
[F(5, 33) = 4.244, p = 0.0043] (Figure 6D). MEM, a N-methyl-
D-aspartate (NMDA) receptor antagonist, was effective in
reducing TBARS and RS in both brain structures, which could
be related with its glutamatergic mechanisms.

The observed increase in TBARS and RS levels in the STZ
group is consistent with the well-documented role of STZ in
inducing oxidative stress and lipid peroxidation in the brain.*®
STZ is known to generate RS through multiple pathways,
including mitochondrial dysfunction, activation of pro-oxidant
enzymes, and inhibition of antioxidant defense systems.”*
The resulting oxidative imbalance leads to lipid peroxidation,
causing structural and functional damage to neuronal
membranes.”” The elevated TBARS levels observed in the
STZ group provide direct evidence of this oxidative insult,
reinforcing the link between STZ-induced neurotoxicity and
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excessive lipid peroxidation. A key consequence of increased
oxidative stress is neuronal dysfunction and apoptosis,
particularly in regions critical for cognitive processing, such
as the cortex and cerebellum.”’ The significant reduction in
TBARS levels following TESeB treatment suggests that this
compound exerts a protective effect against lipid peroxidation,
potentially by enhancing antioxidant defenses or directly
scavenging RS. The decrease in RS levels observed in the
cortex (both doses) and, to a lesser extent (5 mg/kg), in the
cerebellum following TFSeB treatment highlights the region-
specific nature of oxidative stress modulation. This suggests
that different brain regions may exhibit varying susceptibility to
oxidative stress and may require different thresholds of
antioxidant intervention for effective protection.”’ The ability
of TFSeB to lower RS levels is particularly relevant, as
excessive RS production not only damages cellular structures
but also activates inflammatory signaling pathways, further
exacerbating neurotoxicity.”” By reducing lipid peroxidation
and RS accumulation, TFSeB may help preserve membrane
integrity, sustain neuronal viability, and maintain synaptic
function.

Complementing the oxidative stress analysis, NOx and
NPSH levels were also measured in the prefrontal cortex and
cerebellum. NO is synthesized by nitric oxide synthases
(NOS), with inducible NOS (iNOS) playing a crucial role in
neurodegenerative conditions and can be indirectly measured
by nitrite and nitrate levels (NOx). Overproduction of NO
leads to the formation of peroxynitrite, a highly reactive and
neurotoxic species that exacerbates oxidative damage,

https://doi.org/10.1021/acschemneuro.5c00139
ACS Chem. Neurosci. 2025, 16, 24202434

49



ACS Chemical Neuroscience

pubs.acs.org/chemneuro

Research Article

A 804 B 100~
80~
S 60+ I
7
2 40
20
0=
D E
200+ 250
3 3
2 2 200
=3 - o
g 150 E
2o 210 150
1’4
g 3 100 Sz
R 2 5 100~
=) o
° - °
g 50 § 50
5 o
o_

754

o
o
1

Urea (mg/dL)
N
T

» o @
1 1 1

A Weight/animals (g)
N
1

(=]
1

w= NAIVE ®m SHAM mm STZ mm STZ+TFSeB1mgkg WM STZ+TFSeB5mgkg ®% STZ+MEM 10 mg/kg

Figure 8. Effects of the compound TFSeB on (A) ALT, (B) AST, (C) Urea, (D) Blood glucose on day 0, (E) Blood glucose on day 25, and (F)
Weight Variation. Data are presented as the mean + standard error of the mean (SEM), with 7—8 animals per group. No significant differences
were observed between groups. Statistical analysis was performed using one-way ANOVA followed by the Newman—Keuls post hoc test.

Abbreviations: STZ—streptozotocin; MEM: memantine (positive control).

mitochondrial dysfunction, and neuronal loss.** In parallel,
nonprotein sulfhydryl (NPSH) groups refer to free thiol
(—SH) groups, mainly from compounds like glutathione
(GSH) and cysteine, and are commonly measured as an
indicator of antioxidant capacity and redox status.”* The
statistical analysis of nitric oxide metabolites (NOx) and
NPSH in the cortex and cerebellum revealed significant
alterations induced by STZ and the potential modulatory
effects of TESeB.

In the cortex [F(5 3) = 3.780, p = 0.0069] and cerebellum
[F(s, 30y = 2.719, p = 0.0335], NOx levels were significantly
elevated in the STZ group compared with the naive group,
while treatment with TFSeB at 5 mg/kg significantly reduced
these levels, suggesting a protective effect against STZ-induced
disruptions in nitric oxide homeostasis, as can be seen in
Figure GE,F. The increase in NOx levels in the STZ group is
consistent with STZ’s ability to induce neuroinflammation and
oxidative stress, both of which contribute to excessive nitric
oxide (NO) production.’’ The reduction in NOx levels by
TESeB suggests that this compound may counteract these
pathological effects, potentially by inhibiting iNOS expression
or enhancing the scavenging of NO-derived radicals, thereby
limiting peroxynitrite formation. Given the interplay between
NO signaling and neuroinflammation, this effect may also
contribute to broader neuroprotective mechanisms.

In addition, STZ administration significantly reduced NPSH
levels in both the cortex and cerebellum, highlighting a
depletion of endogenous antioxidant defenses. NPSH levels
were significantly reduced by STZ in both the cortex and
cerebellum compared to the naive and sham groups. However,
treatment with TESeB at 5 mg/kg restored these levels in the
cortex (t = 4.204, p = 0.001, unpaired t-test) and cerebellum
[F(s, 30) = 4.788, p = 0.0017], as illustrated in Figure 6G,H.
These findings suggest that TFSeB may enhance cellular
antioxidant capacity, counteracting the oxidative stress induced
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by STZ. The depletion of NPSH in the STZ group aligns with
its role in redox homeostasis, as nonprotein thiols, primarily
represented by glutathione (GSH), are essential for neutraliz-
ing reactive oxygen and nitrogen species and maintaining
cellular antioxidant defenses.***® GSH plays a central role in
peroxide detoxification and redox balance modulation through
the glutathione peroxidase and glutathione reductase sys-
tems.”" The observed NPSH reduction suggests impaired
glutathione metabolism, which may exacerbate oxidative
damage and contribute to neurodegeneration. This effect is
particularly relevant in the context of neurodegenerative
diseases, where GSH depletion is a hallmark of neuronal
vulnerability.

2.7. Compound TFSeB Regulates Gene Expression
Markers in the Hippocampus of STZ Mice. STZ-induced
neurodegeneration has been widely associated with memory
impairment and pathological processes similar to those
observed in AD, emphasizing the importance of understanding
the mechanisms by which TFSeB may mitigate these
alterations. Figure 7 presents the analyses of gene expression
of markers related to oxidative stress, neuroinflammation,
neurotrophic support, and apoptosis, conducted on hippo-
campal samples to provide insights into the molecular effects of
STZ and the potential neuroprotective properties of TESeB
(evaluated at 5 mg/kg).

Oxidative stress plays a critical role in neurodegeneration,
and STZ administration led to a decrease in NRF2
expression”’” [Fp gy = 3099, p = 0.0946] (Figure 7H),
suggesting an impaired antioxidant response. Although treat-
ment with TFSeB increased NRF2 expression, this effect did
not reach statistical significance. However, this does not
exclude the possibility that a higher dose or prolonged
exposure could enhance NREF2 activation to a significant
level. In parallel, STZ induced a compensatory increase in the
activity of antioxidant enzymes, CAT [F(zj 9 = 1329, p =
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Scheme 1. General Synthesis of 2-(((3-Trifluoromethyl) phenyl(selenyl)methyl)-2,3-dihydrobenzofuran (TFSeB)"

@fv@@

DMSO (3 0 equiv)
microwave, 60 °C

I, (30 mol%)

60 minutes - CFs

0.002] (Figure 7E) and SOD [Fp, ) = 30.72, p < 0.0001]
(Flgure 7G), likely as a response to excessive ROS.*
Treatment with TESeB reduced the activity of both enzymes,
bringing them closer to sham levels, suggesting a decrease in
oxidative burden. These findings align with the hypothesis that
TESeB exerts antioxidant effects, possibly by modulating
intracellular redox pathways such as NRF2/ARE or directly
neutralizing ROS.*

Neuroinflammation is another key factor in AD pathology.
STZ administration significantly increased NF-xB expression
(Flgure 7D), a ma]or transcription factor medlatlng inflam-
matory responses’® [F(y g) = 11.83, p = 0.0030], as well as IL-6
levels [F(, 9y = 11.13, p = 0.0037] (Figure 7E). Treatment with
TESeB effectively attenuated these effects, reinforcing its anti-
inflammatory potential. Similarly, TNF-a, a critical cytokine in
AD progression,'w"\0 was elevated in the STZ group [F, o) =
5.653, p = 0.0257], and although TFSeB treatment led to a
reduction, this decrease was modest (Figure 7C), suggesting
that the compound’s effects on neuroinflammation may be
more selective or dependent on additional regulatory
mechanisms.>' 3

The inflammatory response triggered by STZ also impacted
on neurotrophic support. BDNF expression, essential for
synaptic plasticity and memory consolidation, was significantly
reduced in the STZ group (Figure 7]), reflecting the cognitive
impairments observed in AD models.”"*® Treatment with
TFSeB restored BDNF levels [F, ) = 16.79, p = 0.0009],
suggesting a potential role in promoting neuroplasticity. This
effect may be linked to intracellular signaling pathways such as
CREB and Akt, which regulate neuronal survival and have been
explored as therapeutic targets in AD.”

Finally, apoptotic markers reflected the downstream
consequences of oxidative and inflammatory stress. The pro-
apoptotic protein BAX was significantly upregulated in the
STZ group compared with the sham group, whereas TESeB
treatment effectively reduced its expression [F(,9) = 10.30, p =
0.0047] (Figure 7A). Conversely, BCL-2, an essential
antiapoptotic protein, was downregulated in the STZ group
but restored by TFSeB treatment [F(,g) = 16.79, p = 0.0009]
(Figure 7B). These results indicate that TFSeB may help
maintain mitochondrial integrity and 1nh1b1t apoptosis, further
supporting its neuroprotective effects.®

Overall, these findings reinforce the hypothesis that TFSeB
modulates oxidative stress, neuroinflammation, and apoptosis,
key processes involved in AD-related neurodegeneration. The
restoration of BDNF levels, along with the regulation of
inflammatory and apoptotic markers, suggests that TFSeB
contributes to neuronal survival and synaptic plasticity.

2.8. Repeated Treatment with Compound TFSeB
Does Not Induce Toxicity Effects. Analysis of alanine
aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST)
activities, as well as urea levels, indicated that chronic
treatment with compound TFSeB did not cause significant
changes in markers of liver and kidney function. The results for
ALT [F( 3 = 04875, p = 0.7835] (Figure 8A) and AST
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[Fi5 39 = 06271, p = 0.6801] (Figure 8B) showed no
differences between the groups, which evidenced the absence
of hepatotoxicity. Likewise, urea levels [F5 ,;) = 0.6941, p =
0.6305] remained unchanged suggesting that the treatment
did not negatively affect the kidneys (Figure 8C).

Furthermore, no significant changes were observed in blood
glucose levels before [F s 3) = 1.146, p = 0.3530] (Figure 8D)
and after treatment [Fs 3y = 1.333, p = 0.2707] (Figure 8E)
with TFSeB or in the body weight of the animals [F(s 39) =
0.1468, p = 0.9798] (Figure 8F), reinforcing the safety of the
TFSeB compound in relation to these parameters.

These findings are essential for assessing the safety of the
compound TFSeB, especially in a chronic treatment context.
Liver and kidney integrity are essential to ensure that the
metabolism and elimination of the compound occur without
adverse effects, while the stability of blood glucose levels and
body weight indicates that the treatment did not interfere with
the metabolic balance of the animals. Thus, the results
reinforce the safe profile of TFSeB, with no evidence of
relevant toxicity from repeated administrations at low doses
that could compromise its potential therapeutic use. Addition-
ally, future studies employing standardized protocols for acute
oral toxicity at higher doses in vivo may provide further insights
into the compound’s safety profile and tolerability limits.

In addition to toxicity profile, the characterization of
pharmacokinetic parameters represents a fundamental step in
the drug development process, especially for compounds
intended for oral administration, as these properties critically
determine therapeutic efficacy, safety, and optimal dosing
strategies. Key ADME properties, such as intestinal absorption,
metabolic stability, distribution profile, and blood—brain
barrier permeability, must be carefully characterized to ensure
that the compound reaches its target site at appropriate
concentrations without inducing systemic toxicity. Therefore,
we acknowledge that the absence data on the pharmacokinetic
properties of the compound TFSeB represents a limitation of
the present study. In addition, we recognize the importance of
studying the MAO selectivity, extending this investigation to
both sexes, well as exploring AD comorbidities (e.g.,
psychiatric diseases). Together, these future findings may
provide important preclinical support for the continued
development of compound TFSeB as a neuroprotective
candidate.

3. CONCLUSIONS

Through behavioral, biochemical and molecular approaches,
this study demonstrated that the compound TESeB exerted
protective effects in a model of STZ-induced AD. Treatment
with TESeB modulated processes involved in STZ toxicity,
including neuroinflammation, oxidative stress, synaptic dys-
function, in addition to restoring the levels of mRNA of
proteins essential for neuroplasticity and cognitive function.
These effects are in line with previous investigations on
selenium compounds, reinforcing their therapeutic potential
Thus, TESeB shows itself to be a promising candidate for the
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development of new strategies in the treatment of neuro-
degenerative diseases. Additional studies evaluating the
pharmacokinetic properties, additional oral safety as well as
potential efficacy of TFSeB in the treatment of AD
comorbidities such as anxiety and depression, will be crucial
to advancing its therapeutic development.

4. MATERIALS AND METHODS

4.1. Drugs. The compound 2-(((3-trifluoromethyl)phenyl
(selenyl)methyl)-2,3-dihydrobenzofuran (TFSeB) (Scheme 1 and
Figure 9) was previously synthesized and characterized by the
SupraSelen Laboratory of the Fluminense Federal University (UFF)
using a solvent- and metal-free methodology, through a reaction
between 2-allylphenol and diphenyl diselenide, catalyzed by I,/
DMSO under microwave-assisted heating (Scheme 1)." Due to its
lipophilic nature, the compound TFESeB was dissolved in canola oil for
intragastric (i.g.) administration.

Streptozotocin (STZ), purchased from Sigma-Aldrich, was
prepared in a 0.9% saline solution and administered via intra-
cerebroventricular (ICV) injection at a cumulative dose of 3 mg/kg,
in a fixed volume of 3 yL per ventricle. Memantine, obtained from
commercial suppliers, was dissolved in a 0.9% saline solution and
administered via i.g. In all experiments, treatments were administered
daily in a constant volume of 10 mL/kg of body weight.

4.2. Animals. Male Swiss mice (25—35 g) were obtained from the
Central Animal Facility of the Federal University of Pelotas (UFPel)
and housed under controlled conditions of temperature (22 + 1 °C)
and a 12 h light/dark cycle, with ad libitum access to water and
standard chow. All experimental procedures were approved by the
Animal Ethics Committee (CEUA) of UFPel (approval number
032391/2023-84) and conducted in accordance with the guidelines of
the National Council for the Control of Animal Experimentation
(CONCEA).

4.3. ICV Administration Procedure. The solution (STZ or
saline) was administered into the lateral ventricles via free-hand ICV
injection using a 27-gauge hypodermic needle attached to a Hamilton
microsyringe. To ensure accurate depth, the needle was marked and

fitted with a rubber stopper. The system was sterilized with 70%
alcohol, and a caliper was used for precise measurement. Injections
were performed on days 1 and 3 of the experimental protocol,
following the anatomical coordinates from the Franklin and Paxinos
atlas:”” AP = —0.1 mm, ML = 1 mm, DV = 3 mm.

4.4. Experimental Protocol (AD Induction Model). After 3
days of acclimatization, male Swiss mice (n = 7—8 per group) were
divided into six experimental groups:

e Naive (no procedures or treatments)

e Sham (ICV saline 0.9% + ig, canola oil)
e STZ (ICV + canola oil)

e STZ + Compound TFSeB (1 mg/kg)

e STZ + Compound TFSeB (S mg/kg)

e STZ + Memantine (10 mg/kg)

Experimental design is represented in Figure 9. On day 0, body
weight and basal blood glucose levels were recorded. On days 1 and 3,
the animals were anesthetized and received ICV injections of STZ
(total: 3 mg/kg, administered as 1.5 mg/kg per day) or saline
solution, in a volume of 3 yL bilaterally.>® The ICV-STZ route was
selected since it is a well-established model for inducing cognitive
deficits, providing direct access to the brain and ensuring the accurate
reproduction of symptoms characteristic of sporadic AD, with
minimal peripheral interference.

Between days 4 and 24, the animals received daily oral treatments
(ig.) with the compound TFSeB at doses of 1 and 5 mg/kg or
memantine (10 mg/kg, a NMDA receptor blocker) which served as a
positive control. TESeB was administered orally (ig.) to mimic a
clinically relevant, noninvasive route, consistent with the oral
administration of memantine in clinical settings. Sham and STZ
groups received canola oil, the vehicle used for TFSeB, via ig,
administration to ensure uniform vehicle exposure across exper-
imental conditions. The naive group did not receive any treatment,
either oral or ICV.

Behavioral tests were performed between days 21 and 24 to assess
locomotor and exploratory activity, as well as the learning and
memory capabilities of each group. On day 25, the mice were
euthanized with isoflurane followed by cervical dislocation, and their
brains were dissected for cortex, cerebellum, hippocampus, and
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hypothalamus collection which were intended for subsequent
biochemical analysis (Figure 9).

Due to tissue limitations, the hippocampal structure samples were
divided between the MAO-B activity assay and RT-qPCR analyses
only, while the hypothalamus was used exclusively for the MAO-B
activity assay. The cortex and cerebellum were processed for all
biochemical analyses, except for RT-qPCR.

4.5. Behavioral Tests. 4.5.1. Open Field Test. The mice were
subjected to the OFT in a wooden apparatus (30 X 30 X 15 cm)
divided into nine equal quadrants, for a period of $ min. Locomotor
activity was quantified by the number of quadrants crossed with all
four paws (crossings), while exploration was measured by the
frequency of rearing on the hind limbs.*” In addition to behavioral
assessment, this test also served as a habituation phase for the
subsequent novel object recognition test (ORT).

4.5.2. Y-Maze Test. Mice were sub)ected to the Y-maze test to
assess spatial memory and decision-making.'” The apparatus consists
of three arms arranged at 120° from each other. Each animal was
placed in one of the arms of the maze and had 6 min to explore freely.
The total number of entries into the arms and the sequence of
alternations between them were recorded. Memory was assessed
based on spontaneous alternation rates, defined as successive entry
into three distinct arms, without consecutive repetitions.

4.5.3. New Object Recognition Test. Mice first underwent a
training phase in which two identical objects were placed in a corner
of the arena, providing the animals with an opportunity to explore
freely for S min.* After the training session, after a time interval of 1 h
(for ST-ORT) or 24 h (for LT-ORT), one of the original objects was
replaced with a novel object, and the mice were returned to the arena
for a second $ min exploration period. The time spent exploring each
object was recorded. The amount of time spent exploring the novel
object compared to the familiar object was used as an indicator of
preserved memory. An increased preference for the novel object was
interpreted as evidence of intact recognition memory, suggesting that
the animal was able to distinguish between the familiar and novel
objects.

4.5.4. Object Location Test. The OLT was performed on the same
day as the ST-ORT, with a 4 h interval following the training phase.
One of the identical objects was relocated to a new position, and the
time spent exploring each object was recorded. Greater exploratxon of
the displaced object indicated preserved spatial memory.

4.5.5. Gradual Reduction Inhibitory Avoidance Task. Mice were
initially subjected to passive avoidance training, an aversive task
designed to assess learning. During training, animals were placed on a
platform and, upon stepping down, received a mild electric shock (0.6
mA for2 s), thereby associating the platform context with the aversive
stimulus.”’ The time taken to step down from the platform was
recorded during the training session. Twenty-four h after training,
animals were re-exposed to the same environment without the shock
to assess contextual memory. The latency to step down was measured
during this re-exposure. An increase in the latency to step down
indicated that animals had learned to associate the environment with
the aversive stimulus, reflecting acquired contextual memory. The
cutoff time for stepping down from the platform was 300 s.

4.6. Biochemical Analysis. 4.6.1. MAO-B Activity Assay. MAO-
B activity was assessed in samples from the hippocampus,
hypothalamus, cortex, and cerebellum. Measurement of MAO B
activity was performed according to previous methodology,”’ with
adaptations.”” Tissues were homogenized manually in a homoge-
nization buffer (0.0168 M Na,HPO,, 0.0106 M KH,PO,, 0.32 M
sucrose, pH 7.4) in a 1:4 ratio (w/v) to obtain the mitochondrial
fraction. Homogenization was followed by centrifugation at 900g at 4
°C for S min, and the supernatant was subjected to a second
centrifugation at 12,500g at 4 °C for 15 min. The resulting pellet was
resuspended in the homogenization buffer and centrifuged again
under the same conditions. The final pellet was solubilized in buffer
(0.0168 M Na,HPO,, 0.0106 M KH,PO,, 0.0036 M KCl, pH 7.4)
and stored appropriately (—80 °C) until further analysis. For the
assay, the protein concentration was determined by the Bradford
method.*?

For determination of enzymatic activity, the samples were
incubated at 37 °C for § min in a buffer solution containing 250
nM clorgyline, a selective MAO-A inhibitor, allowing specific
quantification of MAO-B activity. Subsequently, 60 M kynuramine
dihydrobromide was added as substrate, and the reaction was
maintained at 37 °C for 30 min. The reaction was stopped by the
addition of 10% trichloroacetic acid (TCA), followed by centrifuga-
tion at 16,000g for 5 min. The supernatant was mixed with 2 mL of 1
M NaOH, and the fluorescence intensity was measured using a
spectrofluorometer (excitation: 315 nm; emission: 380 nm). Enzyme
activity was expressed as nmol of 4-hydroxyquinoline/mg protein.

4.6.2. AChE Activity Assay. AChE activity was determined
according to the method described by Ellman et al. (1961).** Cortex
and cerebellum samples were homogenized in Tris-HCl buffer (50
mM, pH 7.4) in a 1:5 ratio (w/v) to obtain the mitochondrial fraction
and centrifuged at 900g at 4 °C for 10 min. The supernatant was
collected for enzymatic analysis. The reaction was conducted in
sodium phosphate buffer (0.1 M, pH 7.4) containing 5,5’-dithiobis(2-
nitrobenzoic acid) (DTNB) as a chromogenic agent and acetylth-
iocholine iodide (AcSCh) as the substrate. The change in absorbance
was measured spectrophotometrically at 412 nm over 2 min, reflecting
the hydrolysis of AcSCh into the thiocholine, which reacts with
DTNB to form a chromogenic complex. AChE activity was expressed
as pmol AcSCh/h/mg protein.

4.6.3. Thiobarbituric Acid Reactive Substances (TBARS). Lipid
peroxidation was evaluated by measuring thiobarbituric acid-reactive
substances (TBARS) levels, following the method described by
Ohkawa et al. (1979),> with slight modifications. Cortex and
cerebellum samples were homogenized in Tris-HCI buffer (50 mM,
pH 7.4) in a 1:5 ratio (w/v) and the homogenate was centrifuged at
900g for 10 min at 4 °C. The resulting supernatant was used for the
analysis. An aliquot of the supernatant was incubated with a reaction
mixture containing thiobarbituric acid (0.8%), sodium dodecyl sulfate
(8.1%), and acetic acid (pH 3.4) at 95 °C for 2 h. After cooling,
absorbance was measured at 532 nm using a spectrophotometer.
TBARS levels were expressed as nmol of malondialdehyde (MDA)
per mg of protein (nmol MDA/mg protein).

4.6.4. Reactive Species (RS) Assay. Quantification of reactive
species (RS) was performed by a spectrofluorimetric method using
the 2’,7’-dichlorofluorescein (DCFH) assay. This fluorescent marker
is widely used due to its ability to cross cell membranes and detect the
formation of oxidative products. For analysis, an aliquot of the cortex
and cerebellum supernatant prepared in a 1:5 ratio (w/v) was
incubated in Tris-HCI buffer (10 mM, pH 74), adding DCFH. The
resulting fluorescence was recorded 30 min after the addition of the
dye, using a spectrofluorometer with excitation at 488 nm and
emission at 520 nm. The results were expressed in fluorescence units,
reflecting the RS levels in the tissues analyzed.”

4.6.5. Nonprotein Thiols (NPSH) Levels. NPSH levels were
determined following the method described by Ellman (1959).%
The supernatant (S1) of cortex and cerebellum was mixed in a 1:1
ratio (v/v) with 10% TCA to precipitate proteins. The samples were
then centrifuged at 900g for 10 min, and the pellet was discarded. The
resulting supernatant (S2) was used for the quantification of free thiol
groups. To initiate the reaction, an aliquot of S2 was added to a
solution containing potassium phosphate buffer (1 M, pH 7.4) and 10
mM §,5'-dithiobis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB). The mixture was
incubated at room temperature, and absorbance was measured at 412
nm using a spectrophotometer. NPSH levels were expressed as nmol
NPSH per gram of tissue.

4.6.6. NOx Levels. The quantification of nitrates and nitrites
(NOx) was performed in cortical and cerebellar samples prepared in a
1:5 (w/v) ratio usmg a colorimetric reaction based on the reduction
of nitrates to nitrites.’ Samples were incubated in a reactive solution
containing 2% vanadium chloride (dissolved in 5% HCI), 2%
sulfanilamide (dissolved in 5% HCI), and 0.1% N-(1-naphthyl)-
ethylenediamine dihydrochloride. The mixture was maintained at 37
°C for 1 h to allow color development. Absorbance was then
measured at 540 nm using a spectrophotometer. NOx concentration
was expressed as nmol NOx/mg of protein.
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4.6.7. Toxicity Parameters. The analysis of plasma levels of AST
and ALT enzymes, as well as urea concentration, was performed using
colorimetric enzymatic methods according to the instructions
provided in the commercial kits from Labtest Diagnostica. Blood
glucose levels on days 0 and 25 were measured using an Accu-Chek
Active glucometer, and body weight was monitored throughout the
study.

4.6.8. Protein Determination. For all analyses requiring protein
quantification, protein levels were determined using the Bradford
method,”> a widely established colorimetric assay based on the
binding of Coomassie Brilliant Blue G-250 dye to proteins. Briefly,
samples were diluted as necessary and mixed with the Bradford
reagent, followed by incubation at room temperature. Absorbance was
measured at 595 nm using a spectrophotometer, and protein
concentrations were calculated based on a standard curve generated
with bovine serum albumin (BSA).

4.7. RNA Isolation and Quantitative Real-Time PCR (RT-
qPCR). Total mRNA was extracted from the hippocampus using
TRIzol followed by mRNA quantification. The cDNA synthesis was
performed using a High-Capacity cDNA Reverse Transcription kit
according to the manufacturer’s protocol. The amplification was made
with the GoTaq qPCR Master Mix using the Stratagene Mx3005P
real-time PCR. Gene expressions were normalized using f-actin
primer as a reference gene. The genes provided in Table 1 were
analyzed.

Table 1. Primer Sequences Used

Gene Sequence 5'—3’

P-actin F: GTCCCTCACCCTCCCAAAAG

R: GCTGCCTCAACACCTCAACCC
BAX F: CCACCAGCTCTGAACAGATC

R: CAGCTTCTTGGTGGACGCAT
BCL-2 F: TGGGATGCCTTTGTGGAACT

R: GAGACAGCCAGGAGAAATCA
BDNF F: TAACGGCGGCAGACAAAAAGACT

R:GTGTCTATCCTTATGAATCACCAGCCAA
CAT F: GAACGAGGAGGAGAGGAAAC

R: TGAAATTCTTGACCGCTTTC
GSK3p F: CGGGACCCAAATGTCAAACT

R: TCCGAGCATGTGGAGGGATA
IL-6 F: CCAGAAACCGCTATGAAG

R: CACCAGCATCAGTCCCAAGA
NFxB F: GCTTTCGCAGGAGCATTAAC

R: CCGAAGCAGGAGCTATCAAC
NREF-2 F: GACGCAGACCCTCTCTTGTC

R: TAAGCGAACACCAAGCTCCT
SOD F: TGGTGGTCCATGAGAAACAA

R: GTTTACTGCGCAATCCCAAT
TNF-a F: CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA

R: TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC

4.8. Statistical Analysis. The experimental results were analyzed
using GraphPad Prism software version 8.0.1 and expressed as the
mean + standard error of the mean (SEM). One-way ANOVA was
employed to detect significant within-experiment effects, followed by
the application of Newman—Keuls multiple comparisons. For analysis
of toxicity data, a t-test was applied. Probability values less than or
equal to 0.05 (p < 0.05) were considered significant.
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5. DISCUSSAO

A DA é uma desordem neurodegenerativa progressiva caracterizada por
disfungdes sinapticas, acumulo de placas de AP, formagcdo de emaranhados
neurofibrilares e um estado de neuroinflamacao exacerbada (KNOPMAN; AMIEVA;
PETERSEN et al., 2021). Esses processos levam a um declinio cognitivo
progressivo, tornando a DA uma das principais causas de deméncia na populagao
idosa (KONIG; STOGMANN, 2021). Para compreender os mecanismos subjacentes
a doenca e explorar novas abordagens terapéuticas, diversos modelos
experimentais tém sido empregados. Entre eles, a administracdo ICV-STZ tem se
destacado como um modelo amplamente validado, pois mimetiza aspectos criticos
da neurodegeneracao observada na DA, especialmente aqueles relacionados a
resisténcia a insulina no cérebro e ao estresse oxidativo (KELLINY; LIN; DENG et
al., 2021).

Nesse contexto, a investigagao do composto TFSeB do modelo experimental
de DA induzido por ICV-STZ revelou seu potencial neuroprotetor, uma vez que ele
modulou diversos parametros bioquimicos e comportamentais associados a DA. A
capacidade do TFSeB de reduzir o impacto de processos neurodegenerativos o torna
um candidato promissor para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas
voltadas a mitigacdo do estresse oxidativo e da disfungdo sinaptica na DA. O
estresse oxidativo € um dos principais fatores envolvidos na fisiopatologia da DA,
pois o desequilibrio entre a producdo de EROs e a capacidade antioxidante celular
resulta em peroxidagdo lipidica, oxidagdo de proteinas e danos ao DNA,
comprometendo a viabilidade neuronal (BAI; GUO; YE et al.,, 2022). Evidéncias
sugerem que a modulagao do estresse oxidativo pode representar uma estratégia
eficaz para retardar a progressao da DA, reforcando a importancia da avaliagao de
compostos com propriedades antioxidantes (PERLUIGI; DI DOMENICO;
BUTTERFIELD, 2024).

No presente estudo, o composto TFSeB demonstrou um efeito antioxidante
significativo ao reduzir biomarcadores do estresse oxidativo, como substéncias
reativas ao acido tiobarbiturico, espécies reativas e nitrato/nitrito (NOx). Essa
atividade pode estar relacionada a presenca do Se em sua estrutura quimica, uma
vez que compostos contendo esse elemento sdo amplamente descritos na literatura

por sua capacidade de neutralizar EROs e ativar mecanismos endoégenos de defesa
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antioxidante (ANGHINONI; BIRMANN; DA ROCHA et al., 2023; SINGH; KUNWAR,
2021).

Uma das principais vias envolvidas na resposta antioxidante celular é a via
NRF2-ARE, que regula a expressdo de enzimas protetoras, incluindo heme
oxigenase-1 (HO-1) e SOD (SHAW; CHATTOPADHYAY, 2020). A ativacao do fator
de transcricdo NRF2 tem sido amplamente associada a neuroprotegido, pois
promove a expressao de genes antioxidantes e reduz o impacto dos danos oxidativos
no cortex e hipocampo (THIRUVENGADAM; VENKIDASAMY; SUBRAMANIAN et
al., 2021). O aumento na expressao de RNAm das enzimas SOD e CAT, observado
no grupo induzido, pode representar uma resposta compensatéria (alostatica) do
organismo frente ao estresse oxidativo causado por STZ. Por outro lado, tal aumento
nao foi observado no grupo tratado com TFSeB, o que sugere que o composto pode
ter atenuado o estresse oxidativo de maneira eficaz, reduzindo a necessidade de
ativagao dessas defesas enzimaticas enddgenas.

Estudos prévios com derivados de Se, como o disseleneto de difenila,
demonstraram que esses compostos podem aumentar a atividade de SOD e CAT,
reduzindo a peroxidacgao lipidica e conferindo protegéo neuronal (BICCA OBETINE
BAPTISTA; ARANTES; MACHADO et al., 2020; BIRMANN; CASARIL; ABENANTE
et al., 2023). Esses achados reforcam a hipotese de que compostos antioxidantes
contendo Se podem representar uma abordagem terapéutica promissora para
mitigar o estresse oxidativo e seus impactos na DA (BARBOSA; CANTO; TEIXEIRA
et al., 2023; JUSZCZYK; MIKULSKA; KASPEREK et al., 2021).

A neuroinflamagao desempenha um papel central na fisiopatologia da DA,
sendo impulsionada pela ativagdo exacerbada de microglia e astrocitos, que liberam
mediadores inflamatérios, como TNF-a, IL-6 e NF-kB (AMELIMOJARAD;
AMELIMOJARAD, 2024). Essa resposta inflamatéria persistente agrava a
neurodegeneragao ao intensificar o estresse oxidativo e desencadear processos
apoptéticos, comprometendo a viabilidade neuronal (SI; ZOU; MEI et al., 2023).
Evidéncias sugerem que a ativagao crénica dessas vias inflamatoérias contribui para
a progressao da DA, tornando o controle da neuroinflamacéo um alvo terapéutico
relevante (FERNANDO; WIJAYASINGHE, 2021; KWON; KOH, 2020). Nossos
resultados mostraram que o composto TFSeB foi capaz de modular

significativamente os niveis de IL-6 e NF-kB em animais expostos a STZ, sugerindo
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um efeito imunomodulador que pode mitigar o impacto da neuroinflamagao sobre a
funcao neuronal.

Pesquisas anteriores demonstram que compostos contendo Se possuem
propriedades anti-inflamatdérias, em grande parte devido a sua capacidade de inibir
a ativacdo da via NF-kB, um dos principais reguladores da resposta inflamatoéria no
SNC (HOU; XU, 2022; RAZA; JOHNSON; SINGH et al., 2022). Essa inibigdo reduz
a expressao de citocinas pro-inflamatdrias e limita o recrutamento de células imunes,
minimizando a perpetuacdo da neuroinflamacdo (BARCHIELLI; CAPPERUCCI;
TANINI, 2022). O presente estudo refor¢a esses achados, indicando que o TFSeB
pode exercer um efeito neuroprotetor ao atenuar a resposta inflamatéria exacerbada,
possivelmente interferindo na ativagao de NF-kB e na regulagao de vias inflamatdrias
associadas a DA. Essa atividade anti-inflamatéria € particularmente relevante, pois
a persisténcia do processo inflamatoério ndo apenas contribui para a degeneragao
neuronal, mas também interage com outras vias patoldgicas, como o estresse
oxidativo e a disfuncdo mitocondrial, criando um ciclo de retroalimentacdo que
acelera a progressao da doenga (KALTSCHMIDT; CZANIERA; SCHULTEN et al.,
2024).

O BDNF desempenha um papel fundamental na plasticidade sinaptica,
sobrevivéncia neuronal e processos cognitivos, como aprendizado e memoria (GAO,;
ZHANG; STERLING et al., 2022). Evidéncias demonstram que niveis reduzidos de
BDNF estao associados a neurodegeneracgao e a déficits cognitivos observados em
modelos de DA (AZMAN; ZAKARIA, 2022; NUMAKAWA; ODAKA, 2021). Aqui,
investigamos a expressao do BDNF no hipocampo, uma regido critica para a
memoria, a fim de avaliar o impacto do tratamento com o composto TFSeB sobre as
alteracdes induzidas por STZ. Os resultados obtidos indicam que o STZ reduziu
significativamente a expressdo do BDNF, corroborando estudos anteriores que
associam essa toxina a disfungdo sinaptica e ao comprometimento da
neuroplasticidade (TIWARI; MISHRA; SINGH et al., 2021; ZBOROWSKI; HECK;
MARQUES et al., 2021). O tratamento com TFSeB, no entanto, parece ter atenuado
essa redugdo, sugerindo um possivel efeito neuroprotetor. Esse achado é
particularmente relevante, pois a manutencdo dos niveis de BDNF pode contribuir
para a preservacgao da fungéo sinaptica e retardar o avango da neurodegeneragao.

A GSK-3B é uma enzima essencial na regulacao da fosforilagdo da proteina
tau, sendo considerada um alvo terapéutico para a DA (MANDLIK; MANDLIK; S,
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2024). Nessa investigagao, observou-se uma modulacao da expressdo de GSK-33
pelo TFSeB, o que pode indicar um efeito na prevencao da hiperfosforilagdo de tau
e na formagdo de emaranhados neurofibrilares. Estudos recentes sugerem que
compostos contendo Se podem interferir na atividade da GSK-3[3, reduzindo a
fosforilagao aberrante de tau e promovendo a estabilidade do citoesqueleto neuronal
(ZHANG; PENG; CHEN et al., 2023). Dessa forma, o TFSeB pode apresentar um
potencial efeito neuroprotetor adicional ao atuar nessa via, prevenindo alteragdes
estruturais que comprometem a funcao sinaptica e contribuem para o declinio
cognitivo na DA.

O desequilibrio entre mecanismos apoptéticos e antiapoptéticos representa
outro fator critico na DA, contribuindo para a perda progressiva de neurbnios
(OGUNMOKUN; DEWANJEE; CHAKRABORTY et al., 2021). No presente estudo,
verificou-se que o TFSeB modulou a expressao de proteina associada ao gene Bcl-
2 (BAX) e proteina 2 do linfoma de células B (BCL-2), favorecendo a sobrevivéncia
celular. A regulacao desses marcadores esta diretamente relacionada ao controle da
apoptose, um processo de morte celular programada que desempenha um papel
essencial na neurodegeneracdo (RAJESH; KANNEGANTI, 2022). O aumento da
expressao de BAX leva a permeabilizacdo da membrana mitocondrial e a liberagao
de citocromo ¢, desencadeando a ativagdo de caspases e resultando na morte
neuronal. Em contrapartida, a expressao de BCL-2 exerce um efeito protetor ao inibir
esse processo, promovendo a manutengdo da integridade celular (CHOI; KWON;
KIM et al., 2023).

Estudos anteriores indicam que compostos de Se podem interferir nas vias
apoptdticas ao aumentar a expressao de BCL-2 e reduzir a atividade de caspases,
conferindo  neuroprotecdo em  diferentes modelos experimentais de
neurodegeneragao (TUROVSKY; MAL'TSEVA; SARIMQOV et al., 2022). Os achados
do presente estudo corroboram essa hipotese, sugerindo que o TFSeB pode atuar
como um regulador da apoptose neuronal, protegendo os neurdnios contra a
ativacado exacerbada de vias pro-apoptoéticas. Esse efeito, associado a capacidade
do TFSeB de reduzir a neuroinflamacao e o estresse oxidativo, fortalece a ideia de
que compostos contendo Se podem representar uma abordagem terapéutica
promissora para retardar a progressao da DA e preservar a fungao neuronal no SNC
(NICHOLSON; TOH; ALFULAWJ et al., 2022).

61



A enzima MAO-B desempenha um papel essencial no metabolismo de
monoaminas no SNC, particularmente na degradacao de neurotransmissores como
a dopamina (JONES; RAGHANTI, 2021). A dopamina € um neurotransmissor critico
para a regulacao de fungbes motoras e cognitivas, e sua disfuncdo esta associada a
varias doengas neurodegenerativas, incluindo a Doenga de Parkinson e a DA (NAM;
SA; JU et al.,, 2022; RAHMAN; UDDIN; RAHMAN et al, 2021). A MAO-B é
responsavel pela oxidagao das aminas biogénicas, com a dopamina sendo uma das
principais monoaminas submetidas a esse processo (BAWEJA; GUPTA; KUMAR et
al., 2024). Contudo, em condigdes patoldgicas, como na DA, a atividade excessiva
da MAO-B leva a uma degradacado acelerada da dopamina e a producédo de
subprodutos toxicos, como o H,0,, um radical livre altamente reativo que pode
promover estresse oxidativo e danos celulares (NAM; SA; JU et al., 2022). A
hiperatividade da MAO-B tem sido associada ao agravamento dos processos
neurodegenerativos. Isso ocorre porque o H,O, gerado pela MAO-B n&o apenas
causa estresse oxidativo diretamente, mas também pode levar a formagao de EROs,
que danificam as células nervosas e contribuem para a morte neuronal (ZHOU; Y],
WANG et al., 2023). Esses danos estao particularmente envolvidos na degeneragao
dos neurdnios dopaminérgicos, o0 que pode agravar os déficits cognitivos e motores
observados em doengas como a DA (HE; ZHU; WANG et al., 2020).

No contexto deste estudo, foi observado que o composto TFSeB foi capaz de
inibir a atividade da MAO-B nas regides cerebrais do hipocampo e cortex pré-frontal,
0 que corrobora os achados do estudo prévio, o qual revelou sua acéo inibitoria sobre
a MAO-B cerebral in vitro (AZEVEDO; CORDEIRO; STRELOW et al., 2023). A
inibicdo da MAO-B pode ser considerada uma estratégia neuroprotetora, uma vez
que ela pode reduzir a produgao de H,O, e, consequentemente, atenuar os efeitos
do estresse oxidativo, que € um fator-chave na progressdo da DA (BEHL; KAUR,;
SEHGAL et al., 2021). Ao reduzir a atividade dessa enzima, o TFSeB pode ajudar a
preservar os niveis de dopamina, promovendo a estabilidade da neurotransmissao
dopaminérgica e reduzindo os danos celulares associados ao excesso de radical
livre. Cabe destacar que as regides onde foi observada a inibicdo da MAO-B,
hipocampo e cértex pré-frontal, sdo amplamente reconhecidas por seu envolvimento
direto na modulagdo de processos cognitivos, especialmente memoéria e
aprendizado, os quais sdo comprometidos na DA (HUANG; WANG; WANG et al.,

2022). Essa associagao refor¢a a importancia funcional dos efeitos observados.
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O papel da MAO-B no metabolismo da dopamina €& de particular interesse
para tratamentos de doencas neurodegenerativas, e a literatura cientifica ja
reconhece o potencial terapéutico de inibidores da MAO-B, como a selegilina e a
rasagilina (PLASCENCIA-VILLA; PERRY, 2021; TAN; JENNER; CHEN, 2022). Estes
inibidores tém mostrado capacidade de aumentar os niveis de dopamina no cérebro,
0 que pode levar a uma melhora nos sintomas motores e cognitivos (OZDEMIR,;
ALAGOZ; BAHCECIOGLU et al., 2021). Além disso, ao inibir a producao de radicais
livres, esses medicamentos também reduzem a neurotoxicidade mediada por
compostos reativos, um dos principais mecanismos de dano neuronal nas doencas
neurodegenerativas (IARKOV; MENDOZA; ECHEVERRIA, 2021). Compostos
contendo Se, como os analogos de selenocisteina, tém atraido atencédo devido ao
seu potencial para modular a atividade da MAO-B (TORRES; ALFULAIJ; BERRY,
2021). O Se é conhecido por suas propriedades antioxidantes, que podem atuar de
forma complementar na protegcdo contra o estresse oxidativo. Estudos anteriores
sugerem que outros compostos contendo Se podem regular a atividade da MAO-B
de maneira a melhorar a neurotransmissdo dopaminérgica e reduzir os danos
associados ao estresse oxidativo (BIRMANN; CASARIL; ABENANTE et al., 2023;
SAMPAIO; BILHERI; ZENI et al., 2020).

No caso do composto TFSeB, é possivel que a presengca do Se em sua
estrutura contribua para suas propriedades bioldgicas, possivelmente relacionadas
a modulagao da atividade enzimatica. No entanto, o fato de conter Se ndo garante,
por si sO, a capacidade de inibir a MAO-B, sendo necessario considerar outros
fatores estruturais e mecanismos envolvidos. Assim, o composto TFSeB pode
apresentar um mecanismo de agao semelhante ao dos inibidores da MAO-B ja
utilizados na clinica, mas com um perfil potencialmente mais amplo, uma vez que
seus efeitos podem se estender a modulacdo de outros alvos envolvidos na
neurodegeneragao. Além disso, o TFSeB pode oferecer beneficios adicionais ao
atuar como um agente antioxidante, combatendo o estresse oxidativo e reduzindo a
formacao de radicais livres.

O sistema colinérgico, que envolve a ACh como neurotransmissor principal,
desempenha um papel fundamental na regulacdo de fungbes cognitivas, como
aprendizado, memoria e atencdo (CHEN; HUANG; YANG et al., 2022). A ACh é
sintetizada nos neurénios colinérgicos e liberada na fenda sinaptica, onde exerce

seus efeitos em diversas regides cerebrais, incluindo o coértex e o hipocampo

63



(NAGORI; PRADHAN; SHARMA et al., 2024). A AChE é a enzima responsavel pela
degradagdo da ACh apds a sua liberagdo, encerrando rapidamente sua agao
sinaptica (BEKDASH, 2021). A diminuicdo da atividade colinérgica € uma das
caracteristicas marcantes da DA. O acumulo de ACh na fenda sinaptica é crucial
para a manutengdo da fungdo cognitiva, e o bloqueio da AChE pode melhorar a
neurotransmissao colinérgica e mitigar os déficits cognitivos observados na DA
(FRONZA; ALVES; PRATICO et al., 2023).

Neste estudo, observou-se que o composto TFSeB foi capaz de modular a
atividade da AChE no cortex e cerebelo, sugerindo um efeito positivo na preservagao
da neurotransmissao colinérgica. O TFSeB pode ter uma acgao inibidora sobre a
AChE, resultando na reducao da degradacao da ACh e, portanto, na manutengao ou
aumento da sua concentracido na fenda sinaptica. Esse aumento da ACh disponivel
pode contribuir para a melhora da comunicacédo neuronal, especialmente em areas
do cérebro que estdo prejudicadas na DA, como o cortex, area chave para o
processamento de memoéria e aprendizado (MOSS; PEREZ, 2021). Embora
classicamente relacionado a coordenacado motora, o cerebelo também participa de
circuitos neurais que influenciam a cognigdo e a memoria, especialmente em
condi¢cbes patoldgicas, o que pode justificar a relevancia de seus resultados neste
contexto (LIN; KUO, 2024).

A inibicdo da AChE é um dos mecanismos terapéuticos fundamentais para o
tratamento da DA. Farmacos como donepezila e galantamina, que s&o inibidores da
AChE, tém mostrado eficacia na melhoria dos sintomas cognitivos da DA, uma vez
que aumentam a concentragdo de ACh disponivel para a transmissdo sinaptica
(MORETA; BURGOS-ALONSO; TORRECILLA et al., 2021). Esses medicamentos
tém sido utilizados para tratar pacientes com DA, proporcionando alivio temporario
dos déficits cognitivos. Os inibidores de AChE sao frequentemente considerados
como um tratamento paliativo, ndo modificando a progressao da doenga, mas
melhorando a fungdo cognitiva a curto prazo (MORETA; BURGOS-ALONSO;
TORRECILLA et al., 2021). A presengca de Se em compostos como o TFSeB é
particularmente interessante, pois o Se tem propriedades antioxidantes e pode
interagir com a AChE. O Se pode influenciar a estrutura da enzima, afetando seus
residuos cataliticos e, assim, modulando sua atividade (KUMAWAT; RAHEEM; ALI
etal., 2021).
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A avaliagdo da toxicidade e farmacocinética € uma etapa crucial no
desenvolvimento de novos compostos bioativos, pois garante a seguranca e eficacia
dos mesmos antes de qualquer aplicagao clinica (LI; PICARD, 2023). No caso do
composto TFSeB, a maior parte dos testes realizados, tanto em predicdes in silico
quanto nas analises in vivo e ex vivo do protocolo de toxicidade oral aguda em altas
doses (resultados complementares) e do tratamento repetido em baixas doses
(resultados do artigo cientifico), ndo indicaram toxicidade significativa nos
parametros analisados. A toxicidade oral aguda do TFSeB demonstrou ser minima,
com apenas uma pequena redugao nos niveis de AST na dose de 300 mg/kg. No
entanto, esse efeito foi um achado isolado, uma vez que nenhum outro parametro
bioquimico apresentou alteracbes relevantes, reforcando a relativa seguranga do
composto em exposigao aguda.

Além disso, o tratamento repetido com doses baixas nao induziu mudancas
nos niveis de ALT, AST, ureia, glicemia ou no peso corporal dos animais, indicando
auséncia de toxicidade hepatica, renal e metabdlica ao longo do periodo avaliado.
Esses achados corroboram o potencial do TFSeB como uma molécula promissora,
com um perfil toxicolégico favoravel para futuras investigagdes pré-clinicas. A analise
detalhada dos parametros in silico de absorgdo, distribuicdo, metabolismo e
excrecao também revelou um perfil favoravel para o composto, sugerindo que ele
possui as caracteristicas necessarias para alcancar os alvos terapéuticos de forma
eficiente no organismo (resultados complementares).

O TFSeB nao apenas apresenta um perfil de seguranga promissor, mas
também se destaca por seu potencial terapéutico multifacetado. Os resultados
indicam que o composto atua em varias frentes relacionadas a patofisiologia da DA,
incluindo a modulacdo do estresse oxidativo, controle da neuroinflamacéo,
prevencdo da apoptose neuronal e melhoria da neurotransmissao colinérgica e
dopaminérgica. A capacidade de atuar em multiplas vias patolégicas é uma
caracteristica essencial para qualquer tratamento voltado para doencas
neurodegenerativas complexas como a DA, ja que esta envolve uma série de
mecanismos interconectados que contribuem para sua progressdo (MAYO;
PASCUAL; CRISMAN et al., 2024).

Diante desses achados, as préximas etapas desta linha de pesquisa poderao
incluir a avaliagdo dos efeitos do TFSeB frente a comorbidades frequentemente

associadas a DA, como a depressao, além da ampliacdo dos testes para modelos
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com fémeas, considerando as diferengas sexuais na incidéncia e progressédo da
doenca. Também se destaca a importancia de explorar sua eficacia em outros
modelos experimentais que envolvam diferentes tipos de comprometimento
cognitivo, a fim de consolidar o perfil terapéutico e estabelecer a robustez dos efeitos
observados. Essas abordagens poderdo contribuir para uma caracterizagdo mais
abrangente do composto e para o avango na busca por estratégias terapéuticas mais

eficazes e integrativas na busca de agentes nootrépicos e no tratamento da DA.
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6. CONCLUSAO

Os achados deste estudo demonstram que a administragao oral do composto
TFSeB apresenta potencial terapéutico em um modelo experimental de DA
esporadica induzido pela administracdo central STZ em camundongos Swiss
machos. O TFSeB foi capaz de atenuar os déficits de memdria sem comprometer a
locomogao dos animais, além de modular a atividade de enzimas neuroquimicas e
reduzir o estresse oxidativo no sistema nervoso. Além disso, 0 composto mostrou-
se capaz de influenciar a expresséo de genes relacionados a plasticidade sinaptica,
sobrevivéncia neuronal, neuroinflamacédo e apoptose. Tais achados terapéuticos
foram acompanhados por evidéncias pré-clinicas de seguranga. A partir disso,
estudos futuros poderao explorar com maior detalhamento o impacto do TFSeB em
diferentes sistemas neurotransmissores e sua interacdo com alvos celulares

especificos, permitindo uma compreensado mais ampla de seu potencial terapéutico.
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8. APENDICE

Material complementar

O material complementar ao artigo apresentado nesta dissertagcdo esta
redigido em inglés e organizado nas seg¢des: 1. Materiais e Métodos, 2. Resultados

e Discussao, e 3. Referéncias.

1. Materials and methods
1.1 Prediction of ADMET Properties

The pharmacokinetic profile of compound TFSeB, including its absorption,
distribution, metabolism, excretion, and toxicity (ADMET), was predicted using the
pkCSM ADMET algorithm developed by Accelrys Software, Inc. (San Diego, CA,
USA) (PIRES; BLUNDELL; ASCHER, 2015). Absorption was analyzed based on
factors such as membrane permeability (using the Caco-2 colon cancer cell model),
intestinal absorption, skin penetration, and interactions with P-glycoprotein as a
substrate or inhibitor. Distribution parameters included blood-brain barrier
penetration, central nervous system (CNS) permeability, and volume of distribution
(VDss). Metabolism was assessed using CYP models to determine whether the
compound acts as a substrate or inhibitor of specific enzymes. Excretion was
estimated using a total clearance model, which also considered whether the
compounds function as renal substrates for the organic cation transporter 2 (OCT2).
Toxicity predictions included assessments of mutagenic potential (AMES test),
inhibition of the hERG (human ether-a-go-go gene) potassium channel,

hepatotoxicity, and skin sensitization.
1.2 Acute oral toxicity study (OECD)

The acute oral toxicity test was performed following OECD guideline 423.
Female Swiss mice were divided into groups of six animals: the control group
received the vehicle compound (canola oil) and the treatment groups received
compound TFSeB at doses of 50 mg/kg and 300 mg/kg. A single oral dose was
administered individually to each animal. The animals were monitored for 4 hours

after administration and then every 48 hours for 14 days to observe possible
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behavioral and physiological changes, such as changes in motor activity, tremors,

altered guarding patterns, posture, and signs of lethargy or convulsions.

The choice of doses followed the OECD guideline 423, which recommends an
initial dose of 300 mg/kg in cases where there is no prior information about the
substance, as a measure to reduce the number of animals used. However, to ensure
animal welfare and allow a gradual assessment of potential toxicity, an initial dose of
50 mg/kg was tested. The higher dose of 300 mg/kg was only administered after
confirming the absence of lethality at the lower dose. This stepwise approach aligns
with the guideline’s recommendation to delay administration of higher doses until the

survival of animals at the previous dose level is assured.

During the observation period, body weight gain and food and water
consumption were recorded. After 14 days of observation, the animals were
evaluated in the open field test (OFT) to measure their locomotion and exploration of
the environment. Subsequently, they were sedated for blood collection and
subsequent analysis of plasma levels of the enzymes AST and ALT, in addition to the
concentration of urea. The analyses were conducted using colorimetric enzymatic
methods, according to the instructions of the commercial kits from Labtest

Diagndéstica.

2. Results and Discussion
2.1 Prediction of ADMET Properties

The results of the analysis of absorption, distribution, metabolism, excretion,
and toxicity (ADMET) of the compound TFSeB are shown in Table 1.

The predictive analysis of the ADMET properties of compound TFSeB
revealed a favorable pharmacokinetic profile, indicating its suitability as a potential
candidate for further studies. The compound exhibited high permeability in the Caco-
2 cell monolayer, with a value of 1.794 log Papp (107® cm/s), exceeding the threshold
of 0.90, and demonstrated an estimated intestinal absorption of 94.55%, suggesting
excellent oral bioavailability. Additionally, its interaction with P-glycoprotein (P-gp)
was minimal, as it was not identified as a substrate or an inhibitor of this efflux protein,
favoring its absorption and systemic distribution without the risk of premature

elimination through the intestinal tract.
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Table 1. Predicted pharmacokinetic and toxicity profiles (ADMET) of the compound

TFSeB.
Property Model name Predicted value Unit
| Absorption Caco2 permeability | 1.794 | log Papp in 106 |
cm/s
Absorption Intestinal absorption 94.547 % Absorbed
(human)
Absorption P-glycoprotein substrate No Yes/No
Absorption P-glycoprotein | inhibitor No Yes/No
Absorption P-glycoprotein Il inhibitor No Yes/No
Distribution VDss (human) 0.429 log L/kg
Distribution BBB permeability 0.748 log BB
Distribution CNS permeability -1.287 log PS
Metabolism CYP2D6 substrate No Yes/No
Metabolism CYP2C9 inhibitor Yes Yes/No
Metabolism CYP2D6 inhibitor No Yes/No
Metabolism CYP3A4 inhibitor No Yes/No
Excretion Total Clearance 1.551 log ml/min/kg
Excretion Renal OCT2 substrate Yes Yes/No
Toxicity AMES toxicity Yes Yes/No
Toxicity Max. tolerated dose 0.401 log mg/kg/day
(human)
Toxicity hERG I inhibitor No Yes/No
Toxicity hERG Il inhibitor No Yes/No
Toxicity Oral Rat Acute Toxicity 2.288 mol/kg
(LDso)
Toxicity Oral Rat Chronic Toxicity 1.191 log mg/kg bw/day
(LOAEL)
Toxicity Hepatotoxicity No Yes/No
Toxicity Skin Sensitization No Yes/No
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The distribution profile of compound TFSeB was also favorable, with a volume
of distribution (VD) of 0.429 log L/kg, falling within the optimal range to prevent both
rapid elimination and excessive tissue accumulation. Regarding its ability to cross the
blood-brain barrier (BBB), the predicted brain permeability was 0.748 log BB, well
above the threshold of 0.3, while the predicted central nervous system (CNS)
permeability was -1.287, surpassing the cutoff value of -2. These findings reinforce
the compound’s potential to reach effective concentrations in the brain, a crucial

factor for its neuroprotective effects in CNS-related disorders.

Metabolic predictions indicated that TFSeB is not a substrate of CYP2DG6,
reducing the influence of interindividual variability on its biotransformation. However,
it exhibited inhibition of CYP2C9, suggesting a possible risk of drug-drug interactions
with medications metabolized by this pathway. On the other hand, the compound did
not inhibit CYP3A4 or CYP2D6, indicating a lower impact on other critical metabolic
routes. Predicted excretion data revealed a total clearance of 1.551 log mL/min/kg,

suggesting a moderate elimination rate.

Toxicological evaluation suggested a safe profile for the compound. It was not
identified as hepatotoxic and showed no potential for skin sensitization. Moreover, it
did not inhibit hERG | and Il cardiac channels, minimizing the risk of cardiotoxicity.
Acute toxicity was considered low, with a predicted LD50 of 2.288 mol/kg, while the
estimated LOAEL was 1.191 log mg/kg bw/day, highlighting the need for long-term

monitoring in chronic studies to assess potential adverse effects.

Pharmacokinetic predictions indicated that TFSeB has high intestinal
absorption and ideal blood-brain barrier permeability. In addition, it presents a
favorable safety profile, with no hepatotoxicity and cardiotoxicity detected, showing a

safe toxicity profile, with potential as a therapeutic candidate for AD.

2.2 Compound TFSeB has low potential for acute oral toxicity

The acute oral toxicity test followed the OECD 423 guidelines, which
recommend the use of female Swiss mice due to their increased sensitivity to toxic
substances. The acute oral toxicity assessment of compound TFSeB was conducted
at doses of 50 and 300 mg/kg, and the animals were monitored for 14 days to assess
potential toxic effects. Several parameters were analyzed, including locomotor
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activity in the open field test (crosses and rearings), food and water intake, body
weight variation, and biochemical markers of liver and kidney function, specifically
alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), and urea levels

measured after euthanasia.

During the 14-day observation period, no overt signs of toxicity, distress, or
abnormal behavior were observed. As seen in Figure 1, assessment of exploratory
and locomotor activity in the open field test revealed no significant differences in the
number of crossings or rearings between the treated and control groups at either
dose tested, suggesting that compound TFSeB did not impair spontaneous

locomotion or exploratory behavior.
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Figure 1. Toxicity parameters in the open field test in female mice exposed to single
doses of 50 and 300 mg/kg, (i.g.). Statistical analyses were performed using an
unpaired t-test. Values are expressed as the mean + standard error of the mean

(S.E.M.) of six animals per group.

Regarding food and water intake, consumption remained stable during the

experimental period, and no significant variation in body weight was recorded,
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indicating that the treatment did not interfere with the nutritional status or general well-

being of the animals (Figure 2).
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Figure 2. Toxicity parameters in female mice exposed to single doses of 50 and 300
mg/kg, (i.g.). Water and food consumption refer to data obtained from 2 cages per
group with three animals per cage. Statistical analyses were performed using an
unpaired t-test. Values are expressed as the mean + standard error of the mean

(S.E.M.) of six animals per group.

Figure 3 shows the results of ALT, AST and Urea. As observed, the analysis
showed no significant changes in the animals that received the 50mg/kg dose,
suggesting the absence of hepatic or renal impairment. However, AST levels were
decreased in the group treated with TFSeB at the 300mg/kg dose compared to
controls. Itis important to highlight that the tested dose of 300 mg/kg is relatively high,
but it did not cause any mortality or notable physiological changes beyond this
isolated increase in AST (Fig 3). Since ALT, a more specific marker of hepatocellular
damage, remained unchanged at the 300mg/kg dose, and no other parameter
indicated toxicity, this variation in AST appears to be an isolated and non-critical

event. AST is also present in other tissues, and its increase may reflect a transient
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physiological response rather than direct toxicity (KOBAYASHI; SUZUKI; SUGAI,
2020).
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Figure 3. Analysis of ALT, AST and Urea analyzed in plasma of female mice exposed
to single doses of 50 and 300 mg/kg, (i.g.) after 14 days of treatment. Statistical
analyses were performed using an unpaired t-test. Values are expressed as the mean

+ standard error of the mean (S.E.M.) of six animals per group. (**) p<0.01.
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9. ANEXO

Carta de aprovagio no Comité de Etica em Experimentagdo Animal (CEUA)

19/11/2023, 15:29 SEI/UFPel - 2430854 - Parecer

PARECER N° 201/2023/CEUA/REITORIA
PROCESSO N° 23110.032391/2023-84
Certificado

Certificamos que a proposta intitulada “Efeitos do composto  2-(((4-
fluorofenil(selanil)metil)-2,3-diidrobenzofurano sobre os prejuizos na memoéria, comportamentos do
tipo depressivo e ansioso e alteracdes bioquimicas induzidos por estreptozotocina em camundongos”,
registrada com o n° 23110.032391/2023-84, sob a responsabilidade de Cristiani Folharini Bortolatto -
que envolve a produgdo, manuten¢do ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (cxceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n® 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 Experimentagdo Animal (CONCEA), e recebeu
parecer FAVORAVEL a sua execucgdo pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal de Pelotas.

Finalidade ( x ) Pesquisa ( ) Ensino
Vigéncia da autorizagdo I[nicio: 17/11/2024  Término: 01/11/2027
Espécie/linhagem/raca \Mus musculus / Swiss
IN° de animais 182
[dade 60 dias
Sexo Machos
Origem Biotério Central da UFPel, Campus Capao do Ledo.

Codigo para cadastro n® CEUA 032391/2023-84

https://sei.ufpel.edu.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir_web&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=2730363&infra_sist...
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