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RESUMO

Efeitos da memantina e epigalocatequina-galato (EGCG) em parametros
indicativos de sindrome de down em camundongos TS65DN, como modelo

pré-clinico: revisao sistematica com meta-analise

Contexto: A sindrome de Down (SD) é um disturbio genético causado pela
presenca total ou parcial de uma terceira cdpia do cromossomo 21 e que acarreta
alteragcbes fisicas e mentais. Em camundongos Ts65Dn, o farmaco
epigalocatequina-galato (EGCG) e a memantina demonstraram efeitos benéfico em
parametros comportamentais, motores, memoaria e moleculares, porém os resultados
dos estudos sao conflitantes. Objetivo: O objetivo da presente tese foi revisar
sistematicamente estudos que avaliaram os efeitos de do EGCG e memantina em
camundongos Ts65Dn, como modelo experimental, visando aumentar o nivel de
evidéncia em parametros associados a essa sindrome. Metodologia: As buscas
foram realizadas nas bases de dados: “Medline”, “Embase’, “Pubmed”, “Web of
Science”, “ScienceDirect”, “Scielo”, “Scopus” e “Google Scholar’, utilizando as
palavras-chave pertinente a cada uma das substancias administradas. As buscas
foram realizadas separadamente para cada substancia e incluidos no Rayyan (um
aplicativo web e moével para revisbes sistematicas) e apds triagem detalhada, os
estudos que preencheram os critérios de inclusao foram selecionados, extraidos os
dados, divididos aleatoriamente entre os grupos controle e tratamento e os
resultados primarios foram meta-analisados. Resultados: Os resultados
evidenciaram benéficios do EGCG e memantina. Conclusao: O EGCG e memantina
demonstraram efeitos benéficos em parametros comportamentais, motores, memoria
e moleculares, entretanto, mais estudos primarios sdo necessarios para aumentar o

nivel de evidéncia.

Palavras-chave: EGCG, Memantina, Ts65Dn, sindrome de Down, camundongos



ABSTRACT

Effects of memantine and epigalocatechin-gallate on parameters indicative of
down syndrome in TS65DN mice as a preclinical model: systematic review with

meta-analysis

Background: Down syndrome (DS) is a genetic disorder caused by the total or
partial presence of a third copy of chromosome 21, which causes physical and
mental alterations. In Ts65Dn mice, the drug epigallocatechin gallate (EGCG) and
memantine showed beneficial effects on behavioral, motor, memory and molecular
parameters, but the results of the studies are conflicting. Objective: The aim of this
thesis was to systematically review studies that evaluated the effects of EGCG and
memantine in Ts65Dn mice, as an experimental model, aiming to increase the level
of evidence on parameters associated with this syndrome. Methodology: Searches
were carried out in the following databases: “Medline”, “Embase’, “Pubmed”, “Web of
Science”, “ScienceDirect”, “Scielo” e “Google Scholar’ and Google Scholar, using the
keywords relevant to each of the administered substances. Searches were
performed separately for each substance and included in Rayyan (a web and mobile
application for systematic reviews) and after detailed screening, studies that met the
inclusion criteria were selected, data extracted, randomly divided between control
and treatment groups and primary outcomes were meta-analyzed. Results: The
results showed some beneficial results from EGCG and memantine. Conclusion:
EGCG and memantine demonstrated beneficial effects on behavioral, motor,
memory and molecular parameters, however, more primary studies are needed to

increase the level of evidence.

Keywords: EGCG, Memantine,  Ts65Dn, Down  syndrome, mice.
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1 ARTIGO 1

EFEITOS COMPORTAMENTAIS, MOTORES, MEMORIA E APRENDIZADO E
CONCENTRACAO DA EPIGALOCATEQUINA-GALATO (EGCG) ADMINISTRADO EM
CAMUNDONGOS TS65DN, COMO MODELO PRE-CLINICO: REVISAO SISTEMATICA COM
META-ANALISE

Luiz Waldemar de Oliveira®; Hermann Bremer-Neto®. Heliard Rodrigues dos santos Caetano®

* Departamento de Ciéncias Funcionais, Faculdade de Medicina de Presidente Prudente, Universidade do

Oeste Paulista, Rua José Bongiovani, 700, Cidade Universitaria, Presidente Prudente, Sdo Paulo, Brasil.

Resumo
Introducio: A sindrome de Down (SD) é um distarbio genético causado pela presenca total ou parcial de
uma terceira copia do cromossomo 21 e que acarreta alteragdes morfologicas e mentais. Em camundongos
Ts65Dn, o flavondide epigalocatequina-galato (EGCG) demonstrou restaurar o desenvolvimento do
hipocampo e resgatar o aprendizado e memoria, porém os resultados sdo conflitantes.
Objetivo: O objetivo deste projeto foi realizar uma revisdo sistematica com metanalise para avaliar os
efeitos da EGCG em parametros comportamentais, coordenagdo motora e aprendizado e a quantificacdo da
proteina e atividade da enzima dual specificity tyrosine-phosphorylation-regulated kinase 1A (DYRKI1A),
em camundongos Ts65Dn, com SD, como modelo experimental.
Metodologia: As buscas foram realizadas nas bases eletronicas “Medline”, “Embase’, “Pubmed”, “Web of
Science”, “ScienceDirect”, “Scielo” e “Google Scholar” disponiveis na Internet usando as palavras-chave
EGCG, Epigalocatequina-galato, Ts65Dn, sindrome de Down, camundongos, palavras aceitas como
Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS) e Medical Subject Headings (MeSH) e sem restricdo de datas,
idioma de publicag@o ou categoria, incluindo artigos completos, resumos e capitulos de livros. As etapas de
revisdo, filtragem e abastecimento da base de dados foram realizadas aos pares e em caso de davida um
terceiro foi requisitado, para selecdo e triagem dos artigos utilizamos o aplicativo Rayyan. Usamos o
software RevMan 5.4 para a realizagdo dos calculos da meta-analise. A significancia foi definida em p<0,05.
Resultados: Inicialmente, 535 estudos foram encontrados e apos aplicagdo dos critérios de exclusdo e
inclusdo, sete estudos foram incluidos na analise quantitativa, contendo 250 camundongos Ts65Dn, sendo
tratados 123 animais com EGCG e 127 animais controle. Os pardmetros meta-analiticamente analisados
foram: labirinto aquatico de Morris; reconhecimento de objetos novos; trave de equilibrio: didmetros de 6, 9
e 12 mm; campo quadrado concéntrico multivariado: tomada de risco e avaliagdo de risco; concentragio de
proteina DYRKI1A e atividade da enzima DYRKIA em dareas encefalicas: cortex cerebral; cerebelo; e

hipocampo. Os resultados revelaram efeito benéfico (p<0,05) do farmaco nos pardmetros: reconhecimento de
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objetos novos; avaliagdo de risco no campo concéntrico multivariado; e trave de equilibrio com 12 mm de
diametro.

Conclusdo: Os resultados fornecem evidéncias de efeitos benéficos da administracdo de EGCG em
camundongos Ts65Dn, como modelo pré-clinico sindrome de Down, em parametros comportamentais,
fung@o motora e memoria. Ensaios rigorosos com poder estatistico suficiente sdo urgentemente necessarios e
que possam aumentar o nivel de evidéncia e trazer luz para a utilizagdo desse principio ativo na sindrome de
down

Palavras-chave: EGCG, Ts65Dn, sindrome de Down, camundongos

1. Introducao

A sindrome de Down (SD) ¢ uma desordem genética causada pela presenga total ou parcial da
terceira copia do cromossomo 21 humano (Hsa21), é a causa mais comum de deficiéncia intelectual (DI) em
humanos (HASLE, CLEMMENSEN, MIKKELSEN, 2000). A SD continua a ser o disturbio cromossémico
mais comum ¢ a cada ano, cerca de 6.000 bebés nascem com essa sindrome, o que representa cerca de 1 em
cada 700 bebés nascidos (MAI et al., 2019). Essa enfermidade esta associada a comprometimento cognitivo
¢ malformagdes congénitas ¢ que afeta a maioria dos sistemas de orgdos, incluindo cardiovascular,
respiratorio, gastrointestinal, nervoso (redu¢des nos tamanhos do cortex pré-frontal, cerebelo, hipocampo,
amigdala e tronco cerebral), musculo esquelético, imunologico, hematologico, enddcrino, oftadlmico e
auditivo. Além disso, as criancas apresentam macroglossia, defeitos do coxim endocardico, atresia duodenal,
instabilidade atlantoaxial, estenose subglotica e risco elevado de leucemia (SINTON; COOPER; WILEY,
2022)

Embora as ultimas décadas de pesquisa sobre SD tenham produzido avangos significativos, agora
ha a necessidade de avaliar as caracteristicas do distirbio que permanecem indescritiveis e planejar a
proxima fase de investigagdo sobre como o cérebro humano responde a triplicacdo do Hsa2l. Varios dos
efeitos da trissomia 21 sdo atualmente controlados clinicamente, como defeitos cardiacos e do trato
gastrointestinal, entretanto, a caracteristica mais penetrante da SD, a deficiéncia intelectual, até agora ndo foi
suficientemente compreendida para desenvolver terapias bem-sucedidas. Isso se deve em parte a
complexidade do cérebro humano e sua inacessibilidade a estudos longitudinais invasivos, mas também ao
fato de que cada pessoa com SD ¢ um individuo com sua propria genética de fundo, exposi¢ao ambiental e
expressdo de caracteristicas de SD (KLEIN; HAYDAR, 2022).

Historicamente, o modelo de camundongo mais amplamente utilizado e, portanto, melhor
caracterizado de SD, € o camundongo trissdmico Ts65Dn e como sobrevive até a idade adulta, permitindo
estudos pos-natais pela primeira vez em um modelo de camundongo. Esse modelo animal ¢ o resultado de
uma translocacdo da regido distal do MMU16 para a regido centromérica do cromossomo 17 do camundongo
(MMU17) e como a maioria dos individuos com SD, esse animal tem um cromossomo marcador extra

livremente segregado que carrega aproximadamente 119 genes triplicados de MMU16 (DUCHON et al.,
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2011). Comportamentalmente, o Ts65Dn parece capturar muitas das caracteristicas do SD, incluindo atrasos
no desenvolvimento e déficits de aprendizado € memoria (SHAW et al., 2020).

O epigalocatequina-galato (EGCG), com alta concentracdo na planta Camellia sinensis (planta do
ché verde e do cha branco) o EGCG tem efeitos inibitorios em muitos aspectos de alteragdes anormais, como
antioxidante, anticincer, anti-inflamatorio, anticolagenase e efeitos antifibrose, aparecendo em sua ampla
gama funcional. Pode-se especular que o EGCG, até certo ponto, tem o efeito de proteger 6rgaos ou tecidos
de uma série de doengas. Além disso, 0 EGCG tem efeito promocional na osteogénese (JIN et al., 2014;
RODRIGUEZ et al., 2011). Embora as pesquisas sobre EGCG ainda estejam em andamento, acompanhadas
de algumas controvérsias, ¢ mais provavel que o EGCG seja benéfico para a satde (CHU et al., 2017).

Um estudo pioneiro sugerindo um possivel beneficio do EGCG na SD examinou o efeito desse
farmaco no tecido hipocampal de camundongos Ts65Dn (XIE et al., 2008) e os resultados de sua
administragdo demonstrou resgatar niveis de potenciagdo de longo prazo (LTP) na sinapse colateral de
Schaffer-CAl, sugerindo um potencial beneficio do EGCG no resgate da memoria na SD, assim como
restaurou a eficiéncia da fosforilizagdo oxidativa e a biogénese mitocondrial, além de melhorar a
proliferacdo, o que sugere que o EGCG tém potencial de melhorar as fun¢des mitocondriais em células
progenitoras neurais (NPCs) isoladas do hipocampo de camundongos Ts65Dn (VALENTI et al., 2016).

Entretanto, o tratamento com EGCG falhou em melhorar os déficits cognitivos e também produziu
varios efeitos prejudiciais no esqueleto, reduzindo significativamente a atividade da quinase nos fémures,
mas ndo no cortex cerebral, cerebelo ou hipocampo. Ao contrario do esperado, camundongos Ts65Dn de 9
semanas de idade exibiram uma diminui¢do nos niveis de proteina DYRKIA na analise de Western blot no
cerebelo. A falta de efeitos comportamentais terapéuticos benéficos e efeitos esqueléticos potencialmente
prejudiciais de EGCG encontrados em camundongos Ts65Dn enfatizam a importancia de identificar
dosagens de EGCG que melhoram de forma confiavel os fenotipos de SD e vincular esses efeitos as acdes de
EGCG (ou suplementos contendo EGCG) em alvos especificos em cérebro e osso (STRINGER et al., 2017).
Portanto, os efeitos da administra¢do desse farmaco sdo conflitantes e justifica-se a necessidade da realizacao
de uma revisdo sistematica em animais (camundongos Ts65Dn), para trazer luz a essas questdes e incentivar
novos estudos controlados e randomizados em humanos em relacdo a essa intervencao.

Esta revisdo sistematica com meta-analise tem como objetivo compilar estudos dos efeitos da
administracdo da EGCG em camundongos Ts65Dn, como modelo da SD, em parametros comportamentais,
coordenac@o motora e aprendizado e concentragdo de proteina DYRKIA e atividade da quinase DYRKI1A.
Além disso, aumentar o nivel de evidéncia e incentivar ensaios clinicos randomizados para avaliar a eficacia

dessa droga na melhora das afec¢des desencadeadas pela SD em humanos.
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2. METODOLOGIA

A revisdo sistematica deste estudo foi conduzida de acordo com as recomendagdes do Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) (MOHER et al., 2010), para
responder a pergunta de pesquisa: “Os pardmetros comportamentais, coordenacdo motora e aprendizado e
concentragdo e atividade enzimatica de DYRKIA em camundongo Ts65Dn, modelo experimental de
sindrome de Down, sdo influenciados pela administracao do farmaco EGCG?”

O protocolo foi registrado na plataforma OSF (Open Science Framework) (https://osf.i0).

2.1 Estratégia de Pesquisa

Os dados e artigos utilizados na revisdo sistematica foram obtidos até o més de maio de 2023. As
buscas foram realizadas nas bases eletronicas de dados cientificos “Medline”, “Embase”, “Pubmed”, “Web
of Science”, “ScienceDirect”, “Sciclo” e “Google Scholar” disponiveis na Internet. Para as buscas, foram
utilizadas as palavras-chave epigalocatequina-galato, EGCG, Ts65Dn, sindrome de down, camundongos, que
sdo aceitos como Descritores em Ciéncias da Satde (DeCS) e Medical Subject Headings (MeSH). Estes
termos foram utilizados em conjunto nos idiomas inglés e portugués. Para tornar as pesquisas mais
abrangentes, nesta fase, todos os resultados obtidos foram analisados sem restricdo de datas, idioma de

publicacdo ou categoria, incluindo artigos completos, resumos ¢ capitulos de livros.

2.2 Criterios de Inclusao e Exclusdo

Os trabalhos que continham as palavras-chave foram selecionados e analisados de maneira
independente por dois pesquisadores do grupo (Oliveira, L. W. e Caetano, H. R. S.), e em caso de
discordancia, um terceiro autor foi consultado (Bremer Neto, H.). Registros duplicados e trabalhos que nao
estavam relacionados aos objetivos propostos foram manualmente excluidos apds andlise dos titulos e/ou
resumos. Foram selecionados trabalhos completos que estudaram o seguinte P.I.C.O.: (1) Populacao:
camundongos machos Ts65Dn, (2) Intervencdo: administragdo de EGCG por via oral; (3) Controle:
camundongos machos Ts65Dn e ndo administrado EGCG; (4) Desfechos: labirinto aquatico de Morris;
reconhecimento de objetos novos; trave de equilibrio: didmetros de 6, 9 ¢ 12 mm; campo quadrado
concéntrico multivariado (MCSF) - tomada de risco; e avaliagdo de risco; e concentracdo ¢ atividade da
enzima DYRKI1A em areas encefalicas: cortex cerebral, cerebelo e hipocampo. Ensaios clinicos em outras
espécies, estudos-piloto, artigos de revisdo e trabalhos que ndo abordaram o objetivo desta revisdao

sistematica foram excluidos.

2.3 Selegdo dos artigos

A sele¢do dos artigos foi realizada conforme as recomendagdes do PRISMA (Figura 1). Essa
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selecdo foi realizada de forma independente por dois pesquisadores (Oliveira, L. W. e Caetano, H. R. S.)
baseado nos critérios de inclusdo e exclusdo, e consultado um terceiro autor na davida (Bremer Neto-, H.).
Utilizando o Rayyan os artigos duplicados foram eliminados. Ademais, foi realizada ainda uma busca nas
sessoes de referéncias bibliograficas dos artigos selecionados com o intuito de localizar pesquisas adicionais

que contemplassem os critérios de inclusdo propostos.

2.4 Extracdo de dados.

Depois de aplicado os critérios de inclusdo, foi elaborada uma planilha com os dados de cada artigo
selecionado na etapa anterior a qual contém: autor/ano de publicacdo, espécie/sexo, modelo animal, idade
dos animais, tratamentos/nimero de animais, droga, fabricante, via de administracdo, duracdo em dias e

parametros analisados. Esses dados foram dispostos na Tabela 1.

2.5 Pardametros de Interesse

Para os objetivos dessa revisdo sistematica com meta-analise foi definido labirinto aquatico de
Morris (WMW), reconhecimento de objetos novos (NOR), trave de equilibrio (BB), campo quadrado
concéntrico multivariado (MCSF) - tomada de risco; e avaliagdo de risco, concentragdo e atividade
enzimatica de DYRK1A foram definidos como pardmetros de relevancia primaria para os objetivos desta

meta-analise e estdo descritos na Tabela 2.

2.6 Qualidade dos Estudos e Risco de Viés

A qualidade dos estudos e o risco de viés foi analizada de maneira independente por dois autores
(Oliveira, L. W. e Caetano, H. R. S.) e o intuito foi estabelecer consisténcia e evitar discrepancias na
avaliag@o da qualidade metodologica no dominio da experimentacdo animal.

Para a qualidade dos estudos baseou-se no Collaborative Approach to Meta-analysis and Review of
Animal Data from Experimental Studies checklists (MACLEOD et al., 2015). O risco de viés foi analisado
com base nos Instrumentos de Avaliacdo de Risco de Viés e Outros Critérios Metodologicos de Estudos
Animais Publicados. Caso houvesse alguma divergéncia entre os autores um terceiro, revisor (Bremer-Neto,
H.), foi chamado para resolver o impasse. Esses dois instrumentos sdo responsaveis pelo estabelecimento da
qualidade desses artigos, variando de 0 a 7 pontos, sendo parte se seus critérios: (1) calculo do tamanho da
amostra; (2) alocacdo aleatoria para tratamento; (3) condi¢des de criacdo; (4) avaliacdo cega dos resultados;
(5) cumprimento das regulamentagdes de bem-estar animal; (6) divulgacdo de conflitos de interesse; e (7)
publicacdo revisada por pares (KRAUTH; WOODRUFF; BERO, 2013; MACLEOD et al., 2015). A valida-

¢do da qualidade dos estudos incluidos nessa meta-analise esta descrita na Tabela 3.
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2.7 Analise Estatistica

Usamos o software RevMan 5.4 para a realizag@o dos célculos da meta-analise. Para a analise da
variancia utilizamos as médias e desvios padrdes dos resultados de cada estudo para comparar os dados
encontrados. A heterogeneidade foi calculada usando o teste do Q2 e 12, a significancia foi definida em
p<0,10 ou [2>50%. Foram analisados os efeitos randomicos dos tratamentos. O valor de P<0,05 foi adotado

como estatisticamente significativo.
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3. Resultados

Ao total foram encontrados 535 estudos, incluidos artigos completos e de revisdo, resumos ou
capitulos de livros que atendiam as palavras-chaves da busca bibliografica e ap6s a eliminagdo das
duplicatas, restaram 374 estudos. Apds avaliacdo dos titulos e resumos, foram excluidos capitulos de livros,
livros, artigos de revisdo, teses/dissertacdes e resumos e 47 estudos foram potencialmente escolhidos para
avaliacdo posterior. Apos leitura e analise completa, sete estudos preencheram os critérios de inclusdo
propostos (ALEMANY—GONZALEZ et al., 2020; DE LA TORRE et al., 2014; DE TOMA et al., 2019;
GOODLETT et al., 2020; STRINGER et al., 2015, 2017; YIN et al., 2017). A selegdo da literatura, selegado

dos estudos e razdo de exclusdo sdo dispostos no diagrama de fluxo do PRISMA (Figura 1).

Artigos potenciais identificados de banco
° de dados
S Emb =10 . .
g Gzloglsee S(zho 1a)r (n=284) Registros removidos antes da triagem:
= e (e .
= Medline (n=26) Registros duplicados removidos (n = 161)
2 PubMed (n=21)
- Scopus (n=111)
Web of Science (n=25)
Science Direct (n=58)
Registros excluidos: capitulos de livros/livros,
Resumos avaliados (n = 374) .| artigos de revisdo, teses/dissertagdes, resumos,
titulo ou resumo (n = 327)
=
-
&0
=
S
= Artigos elegiveis para anlise aprofundada Estudos excl}lldos: ndo contemplavam os
(n=47) o] pardmetros primarios e ndo foi possivel extrair
ou converter os dados. (n = 40)
y
o
e
= Total de estudos selecionados (n = 7)
12
=

Figura 1 Fluxograma do PRISMA mostrando as etapas do processo de selecdo da literatura e os motivos de

exclusdo.
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O tempo de duracdo dos estudos incluidos variou de 21 dias a 150 dias e foi utilizado um total de

250 camundongos machos (127 no grupo tratamento com EGCG e 123 no grupo controle). Os artigos

selecionados e suas respectivas doses e tempo de tratamento, ano de publicacdo estdo apresentados na Tabela

Tabela 1. Sumario das caracteristicas dos estudos incluidos na revisdo sistematica.

Modelo ani- Ida(.ie dps Tratamentos/Nimero Concentragdo .
Estudos animais L S Dose Fabricante
mal/Sexo (dias) de animais farmaco
extrato de cha .
Dela Camundongos Controle = 14 verde com 326,25 -3 me vor dia ;gﬁ;x;i;
Torreet  Ts65Dn/ 90 a 120 - mg de EGCG (so- .- e por did, ’
Tratamento = 14 ~ diluido em agua Lauderdale,
al. (2014) Macho lugdo final de 90
FL, USA)
mg/mL)
Experimento )
1 Experimento 1
. 24 a45 Controle = 18 Sigma-
Stringer - Camundongos Tratamento =22 EGCG,95% de |0t ME/POSO gy
et al. Ts65Dn / vivo/dia, diluido ‘1
(2015) Macho : Experimento 2 pureza em agua Cédigo 989-
Experimento Controle = 10 51-5
2 Tratamento = 8
24a73
. Sigma-
Stringer  Camundongos Controle = 13 EGCG, 95% de 500 me/peso Aldrich,
et al. Ts65Dn / 24 a 66 B vivo/dia diluido r 1
Tratamento = 15 pureza . Codigo 989-
(2017) Macho em agua 51-5
extrato de cha
Camundongos verde com 326,25 Life Exten-
Yin et al. Ts65an/g 02150 Controle = 12 mg de EGCG (so- ~3 mg por dia, sion®, Fort
(2017) Macho Tratamento = 13 lugdo final de 90 diluido em agua Lauderdale,
mg/mL) FL, USA)
extrato de cha .
De Toma Camundongos _ verde com 326,25 . L.lfe Exten-
ot al Ts65Dn / 60 - 90 Controle = 18 mg de EGCG (so- ~3 mg por dia, sion®, Fort
X Tratamento = 18 ~ diluido em 4gua ~ Lauderdale,
(2019) Macho lugdo final de 90
FL, USA)
mg/mL)
Alemany- o extrato de cha Life Exten-
Gonzalez Ts6 5Dn% 90 - 120 Controle = 11 verde com 326,25 2-3 mg por dia, sion®, Fort
et al. Tratamento = 10 mg de EGCG (s0-  djluido em 4gua  Lauderdale,
(2020) Macho lugdo final de 90 FL, USA)
mg/mL)
Sigma-
Goodlett  Camundongos Controle = 31 EGCG,95% de  200ME/Pe  pjqricp,
et al., Ts65Dn / 42 - 68 Tratamento =23 . so/vivo/dia dilui- Cédico 989-
(2020) Macho p do em agua Sgl 5

*EGCG (Epigalocatequina-galato)
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3.2 Eficacia da administracdo da epigalocatequina-galato nos parametros primarios

Os parametros reconhecimento de objetos novos (NOR), labirinto aquatico de Morris (WMW),

trave de equilibrio (BB), espessuras de 6; 9 e 12 mm, campo quadrado concéntrico multivariado: tomada de

risco; e avaliagdo de risco e concentragdo de proteina DYRKIA e atividade da enzima DYRK1A em areas

encefalicas foram eleitos para esta meta-analise, sendo os dados expressos com clareza, o que permitiu a

extragdo com seguranga dos valores para serem meta-analisados. Outros pardmetros ndo puderam ser meta-

analisados, pois foram expressos de outras formas, ndo sendo possivel inclui-los como parametros primarios

(Tabela 2).

Tabela 2. Parametros avaliados dos estudos incluidos

Estudos

Duracéo do
experimento (dias)

Parametros avaliados

De la Torre et
al. (2014)

Stringer et al.
(2015)

Stringer et al.
(2017)

Yin et al. (2017)

De Toma et al.
(2019)
Alemany-
Gonzalez et al.
(2020)

Goodlett et al.
(2020)

30 Reconhecimento de objetos novos (NOR).

Reconhecimento de objetos novos (NOR); Labirinto aquatico de

Experimento 1 =21  Morris (WMW); Trave de Equilibrio: 9 e 12 mm. Labirinto em
Experimento 2 =49 T; Atividade locomotora

Labirinto aquatico de Morris (WMW); Trave de Equilibrio: 6,
9 ¢ 12 mm; Campo quadrado concéntrico multivariado(MCSF):
tomada de risco; avaliacao de risco; concentracio da Proteina
DYRKI1A em dreas encefalicas; Atividade quinase da proteina

42 DYRKI1A em areas encefalicas. Campo quadrado concéntrico
multivariado(MCSF): Entradas totais, Comportamento exploratorio
e Busca de abrigo
Labirinto aquatico de Morris (WMW); concentracao da
150 Proteina DYRKI1A no cértex cerebral
30 Reconhecimento de objetos novos (NOR)
30 Reconhecimento de objetos novos (NOR).

Labirinto aquatico de Morris (WMW); Trave de Equilibrio: 6,
9 e 12 mm; Campo quadrado concéntrico multivariado(MCSF):
tomada de risco; avaliacao de risco; concentracio da Proteina
26 DYRKI1A em areas encefalicas; Atividade quinase da proteina
DYRKI1A em areas encefalicas. Campo quadrado concéntrico
multivariado(MCSF): Entradas totais, Comportamento exploratério
¢ Busca de abrigo.

*Em negrito estdo evidenciados os pardmetros primarios.
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A meta-analise dos resultados relativos ao reconhecimento de objetos novos (NOR) em
camundongos machos TS65Dn, modelo experimental SD, demonstrou que a administragdo oral da EGCG,

melhorou significativamente (p=0,00001) esse pardmetro, quando comparado ao grupo controle (Figura 2).

Experimental Control Std. Mean Difference Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean 8D Total Weight IV, Fixed, 95% CI IV, Fixed, 95% CI
Alemany-Gonzales etal 2020 047 0.24 6 -009 016 11 87% 2.7901.33, 4.29) -
DelaToreetal 2014 034 019 14 -013 013 14 157% 2.80[1.72, 3.89) —
DeTomaetal 2014 046 023 18 023 0156 18 364% 116 1{0.45,1.87) &+
Stringeretal 2014 012 005 22 005 006 18 392% 1.25(0.67,1.94) &
Total (95% Cl) 60 61 100.0% 1.60 [1.17, 2.03] ¢
Heterogeneity, Chi*= 8.73, df= 3 (P = 0.02); = §5% | | '

5 0 § 10

-0 -
Favours [control] Favours [experimental]

Testforoverall effect Z=7.27 (F = 0.00001)

Figura 2. Forest Plot dos estudos incluidos comparando os resultados da avaliagcdo de reconhecimento de objetos novos
(NOR) (média £ SEM) dos grupos experimentais: camundongos machos Ts65Dn, tratados com EGCG, na concentracio
2-3mg/dia (Alemany-Gonzales et al., 2020), 2-3 mg/dia (De la Torre et al., 2014), aproximadamente 3mg/dia (De Toma
etal., 2019) e 15,4 mg por quilo de peso vivo ao dia (Stringer et al., 2015) e do controle: camundongos machos Ts65Dn
nao tratados com EGCG.

A meta-analise dos resultados relativos ao labirinto aquatico de Morris (MWM) — tempo gasto no
alvo, evidenciou que a administragdo de EGCG nos camundongos machos Ts65Dn, modelo experimental

SD, ndo diferiu do grupo controle (p=0,82) (Figura 3).

Experimental Control §td. Mean Difference Std. Mean Difference
Study or Subgroup  Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% Cl IV, Random, 95% CI
Goodiettetal 2020 484 175 9 83114 9 188%  -1G5[276 -0.54) —
Stringeretal 2015 8183 11 132 685 10 Z208%  -1.01[1.93 -0.09) =
Stringeretal 2015 483 216 g 7h 218 10 3% -0.89[-1.88, 0.09) —
Stringeretal 2017 135 338 71381 39 g 202% 008 1.09, 0.94) -
Yinetal. 2017 201 323 121626 23 1 181% 2081173 4.4 —
Total (95% Cl) 47 48 100.0% 0.16 [1.56, 1.24] *
Heteragengity, Tau®= 2.27; Chi*= 35.96, df= 4 (P = 0.00001); F= 89% -:1IJ % ] ::5 15

Testor overall eflect Z=0.22 (P = 0.62) Favours [control] Favours [experimental]

Figura 3. Forest Plot dos estudos incluidos comparando os dados extraidos do parametro labirinto aquatico de Morris
(MWM) (média + SD) dos grupos experimentais: camundongos machos Ts65Dn administrado EGCG na concentragao
de 200 mg por quilo de peso vivo por dia (GOODLETT et al., 2020), 15,4 mg de EGCG por quilo de peso vivo por dia
(STRINGER et al., 2015), 50 mg de EGCG por quilo de peso vivo por dia (STRINGER et al, 2017) e
aproximadamente 3 mg de EGCG por dia (YIN et al., 2017), e do controle: camundongos machos com sindrome de
Down Ts65Dn nao tratados com EGCG.
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A meta-analise do efeito geral da administracdo oral de EGCG em camundongos Ts65Dn no

parametro trave de equilibrio (BB) dos dados dos subgrupos de 6, 9 ¢ 12 mm, ndo revelou diferenca

significativa entre o grupo com administracdo de EGCG e controle (p=0,78). Os subgrupos de 6 mm

(p=0,96), 9 mm (p=0,33) e 12 mm (p=1,00) os resultados também nao revelaram diferenca em relagdo ao

grupo com administracdo de EGCG e controle (Figura 4).

Experimental Control
Study or Subgroup  Mean SD Total Mean SD Total Weight

Std. Mean Difference

IV, Random, 95% CI

Std. Mean Difference
IV, Random, 95% CI

1.3.1 Trave de Equilibrio - 6 mm

Stringer etal. 2017 b 08 13 B4 1 1 131%
Goodlett etal. 2020 7.2 1 g 63 06 12 127%
Subtotal (95% Cl) 21 23 259%
Heterogeneity: Tauf=1.93 Chi*=9.83, df=1 (F=0.002); F=90%
Testfor overall effect, = 0.0 (P = 0.96)

1.3.2 Trave de Equilibrio - 9 mm

Stringer etal. 2017 41 08 13 &4 06 11 124%
Stringer etal. 2014 29 011 7254 048 5 127%
Goodlett etal. 2020 48 0B g 47 07 12 130%
Subtotal (95% Cl) 28 32 38.0%
Heterogeneity: Tau®=1.41; Chi*=13.20, df= 2 (P = 0.001); F= 5%
Testfor overall effect 2= 098 (F=0.33)

1.3.3 Trave de Equilibrio - 12 mm

Stringeretal 2017 23 04 13 26 02 01 131%
Stringer etal 2015 264 024 7 2 018 9 106%
Goodlett etal. 2020 21 04 831 08 12 123%
Subtotal (95% Cl) 28 32 36.1%
Heterogeneity: Tau?= 3.82; Chi*= 26,48, df=2 (P = 0.00001); F=92%
Testfor overall effect Z=0.00(F=1.000

Total (95% CI) T 87 100.0%
Heterogeneity: Tauf=1.59 Chi*=50.35, df= 7 (P = 0.00001); F=86%
Testfor overall effect 2= 061 (P=0.54)

Testfor subaraun differences: Chi*= 040, df= 2 (P =0.78), F=0%

097 [1.83,-0.11]

11010013, 2.09]
0.05[-1.98, 2.09]

-2.2013.36,-1.22]
-0.10 1,08, 0.89]

0.14 [-0.75,1.04]
0.73[-219,0.73]

-089[-1.74,-0.04]
29111.39 4.44]

-1.80[-2.89,-0.71]
-0.00[-2.32, 2.31]

-0.29[-1.24, 0.65]

—_—

——

—aali-—

R —

-
T

4 2 0 7 4
Favours [experimental] Favours [control]

Figura 4. Forest Plot dos estudos incluidos comparando os resultados da trave de equilibrio (BB) (média + SD) dos
grupos experimentais: camundongos machos Ts65Dn tratados com EGCG na concentragido de 200 mg por quilo de peso
vivo por dia (GOODLETT et al., 2020), 15,4 mg de EGCG por quilo de peso vivo por dia (STRINGER et al., 2015), 50
mg de EGCG de peso vivo por dia (STRINGER et al., 2017), e do controle: camundongos machos com sindrome de

Down Ts65Dn néo tratados com EGCG.
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A meta-analise dos resultados relativos a tomada de risco no campo concéntrico quadrado
multivariado (MCSF) em camundongos machos Ts65Dn, modelo experimental SD, demonstrou que o

tratamento oral com EGCG ndo diferiu do grupo controle (p=0,71) (Figura 5).

Experimental Contral 5td. Mean Difference 5td. Mean Difference
Studyor Subgroup  Mean 5D Tofal Mean SD Total Weight IV, Random, 85% CI IV, Random, 95% Cl
Goodlettetal 2020 6203 7156 6 482 463 10 500% 0.87 011, 2.08]
Bttingeretal 2017 100.06 843 11 124088 &A1 11 500%  -214[323-109 |
Total (95% CI) 17 21 100.0%  -0.58[-3.63, 2.46]
Heterogeneity Tau*=4.52 Chi*=15.73 df=11F = 0.0001) F= 44% -.’!IIJ -1ID [Il 1ID .’!IIJ

Testfor overall eflect 2= 0.38 (P = 0.71) Favours [experimental] Favours [contral]

Figure 5. Forest Plot dos estudos incluidos comparando os resultados da tomada de risco no campo concéntrico
quadrado multivariado (MCSF) (média = SD) dos grupos experimentais: camundongos machos Ts65Dn tratados com
EGCG na concentragdo de 200 mg por quilo de peso vivo ao dia (GOODLETT et al., 2020), EGCG na concentragdo de
50 mg por quilo de peso vivo ao dia (STRINGER et al., 2017), e do controle: camundongos machos com sindrome de
Down Ts65Dn nao tratados com EGCG.

A meta-analise dos resultados relativos a avaliagdo de risco no campo concéntrico quadrado
multivariado (MCSF) em camundongos machos Ts65Dn, modelo experimental SD, demonstrou que o
tratamento oral com EGCG melhorou significativamente (p=0,00001) esse parametro, quando comparado ao

grupo controle (Figura 6).

Experimental Control §td. Mean Difference 5td. Mean Difference
Study or Subgroup  Mean 5D Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% Cl IV, Random, 95% C|
Goodlettetal 2020 7005 &3 6 8913 434 10 414% 218086, 343 i+
Stingeretal 2017 1092 &2 11 9535 B3 11 ARE% 2310118, 343 &+
Total (95% CI) 17 21 100.0% 2.26[140,312] 4
Heterageneity, Taw®= 0.00; Chi= 0.02, df=1 (P = 0.90%; F= 0% -1IIJ 55 ! % 1IIJ
Teatfor overall effect 2= 515 (F < 0.00001) Favours [control]  Favours [experimental]

Figura 6. Forest Plot dos dados extraidos dos estudos incluidos comparando os resultados da avaliagdo de risco no
campo concéntrico multivariado (MCSF) (média + SD) dos grupos experimentais: camundongos machos Ts65Dn
tratados com EGCG na concentragdo de 200 mg por quilo de peso vivo por dia (GOODLETT et al., 2020), 50 mg de
EGCG por quilo de peso vivo por dia (STRINGER et al., 2017), e do controle: camundongos machos com sindrome de
Down Ts65Dn nao tratados com EGCG.
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A meta-analise dos resultados relativos a concentragao de proteina DYRK1A em areas encefalicas:
cortex cerebral, cerebelo e hipocampo em camundongos machos Ts65Dn, modelo experimental SD,
demonstrou que o tratamento oral com EGCG ndo diferiu do grupo controle, ndo demonstrando melhora
significativa (p=0,58, p=0,14 e p=0,21, respectivamente das areas do cortex cerebral, cerebelo e hipocampo)

(Figura 7, 8 e 9, respectivamente).

Experimental Control Std. Mean Difference Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Tofal Mean SD Total Weight IV, Random, 85% CI IV, Random, 85% CI
Goodeftetal 2020 263 089 9 217 037 6 385% 0.73F0.42 1.98]
Stingeretal 2017 083 014 & 104 028 9 7E%  -034[1830249)
Yinetal 2017 188 03 5 14004 3 W% 176012, 363

Total (95% CI) 16 18 100.0% 0.41[-1.04,1.87)
Heterogeneity Tauf=1.1% Chi*= 881 df=2 (P=003);F=71%
Testfor overall effect £=0.56 (F = 0.58)

0 40 0 10!
Favours [contral] Favours [gxperimental]

Figura 7. Forest Plot dos estudos incluidos comparando os resultados da quantificagdo da proteina DYRKI1A, dual
specificity tyrosine-phosphorylation-regulated kinase 1A, no cortex cerebral (média + SD) dos grupos experimentais:
camundongos machos Ts65Dn tratados com EGCG na concentragdo de 200 mg por quilo de peso vivo ao dia
(GOODLETT et al., 2020), 50 mg de EGCG por quilo de peso vivo ao dia (STRINGER et al., 2017), e
aproximadamente 3mg ao dia de EGCG (YIN et al., 2017) e do controle: camundongos machos com sindrome de Down
Ts65Dn nao tratados com EGCG.

Experimental Contral Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup  Mean SD Total Mean  SD Tofal Weight IV, Random,95% Cl IV, Random, 95% Cl
Goodlettetal. 2020 086 0.24 5 085 D14 5 3% 001[0.27,0.29)
Stringeretal 2017 0.8% 018 7 0B 012 5 B49%  0.22[0.0% 0.39) -
Total (95% CI) 12 10 1000%  0.15[-0.05,0.34]
Heterogeneity, Taw?= 0.01; Chi*=1.56, df =1 (F=0.21) F= 36% _|1 -IJ'.5 ﬁ EI!S 1|

Testfor overall effect 2= 1.46 (P=0.14) Favours [control] Favours [experimental]

Figura 8. Forest Plot dos estudos incluidos comparando os resultados da quantificagdo da proteina DYRKI1A, dual
specificity tyrosine-phosphorylation-regulated kinase 1A, no cerebelo (média + SD) dos grupos experimentais:
camundongos machos Ts65Dn tratados com EGCG na concentragdo de 200 mg por quilo de peso vivo ao dia
(GOODLETT et al., 2020), 50 mg de EGCG por quilo de peso vivo ao dia (STRINGER et al., 2017) e do controle:

camundongos machos com sindrome de Down Ts65Dn nao tratados com EGCG.
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Experimental Control Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup  Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% Cl IV, Random, 95% CI
Goodlettetal 2020 079 02 A 065 018 5 T36%  010F014, 034
Stringer et al. 2017 137 036 4 116 02 5 264%  0.21}018 060

Total {95% Cl) | 10 100.0%  0.13[-0.07,0.33]
Heterogeneity: Tau®= 0.00; Chi*=0.22, df=1 (P=0.64); F= 0% Iz 11 ! 1= é
Testfur overall effect 7= 1.25 (P = 0.21) Favours [control] Favours [experimental]

Figura 9. Forest Plot dos estudos incluidos comparando os resultados da quantificagdo da proteina DYRKI1A, dual
specificity tyrosine-phosphorylation-regulated kinase 1A, no hipocampo (média + SD) dos grupos experimentais:
camundongos machos Ts65Dn tratados com EGCG na concentragdo de 200 mg por quilo de peso vivo ao dia
(GOODLETT et al., 2020), 50 mg de EGCG por quilo de peso vivo ao dia (STRINGER et al., 2017) e do controle:
camundongos machos com sindrome de Down Ts65Dn ndo tratados com EGCG.

As meta-analises dos subgrupos da atividade da enzima dual specificity tyrosine-phosphorylation-
regulated kinase 1A (DYRKI1A) foi significativamente menor nos camundongos Ts65Dn que foram tratados
com EGCG na area do cortex cerebral (p=0,01) e maior na area do cerebelo (p<0,006) e os resultados nao
revelaram diferenca significativa (p=0,24) na regido do hipocampo, quando comparado com o grupo
controle. O teste do efeito geral revelou ndo existir diferenca significativa (p=0,80) da atividade da quinase
DYRKI1A nas areas combinadas: cortex cerebral, cerebelo e hipocampo entre os camundongos Ts65Dn com

tratamento de EGCG e controle (Figura 10).

Experimental Control Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% Cl IV, Random, 95% Cl
1.11.1 Cortex Cerebral
Goodlettetal. 2020 1573 91 g 20849 129 9 177% -52B0F63.13,-42.07] —
Stringeretal 2017 1488 177 91712 18 6 170% -2240[4087, -3.93) —
Subtotal (95% ClI) 17 15 34.7% -38.49[-68.02,-8.96] -*—

Heterogeneity: Tau® = 3497 19; Chi*= 775, df=1 (P=0.005); F= 7%
Testfor overall effect 2= 255 (P =001}

1.11.2 Cerebelo

Goodlettetal. 2020 1916 9 B 1833 94 9 17.0% 6.30 [-2.45,15.08] ™
Stringeretal. 2017 4242 207 9 3738 3412 B 154%  50.40([19.88, 80.92] -
Subtotal (95% CI) 17 15 33.3% 25.83[17.11,68.76] —

Heterogeneity, Tau® = 841.16; Chi*= 7.41, df = 1 (P = 0.008); F= 87%
Test for overall effect Z=1.18 (P= 0.24)

1.11.3 Hipocampo

Goodlettetal 2020 1451 19.8 B 1128 M6 5 168%  36.30[16.62, 55.98] e
Stringeretal 2017 3M.5 1.3 9 2877 368 6 181% 1380[18.77, 46.37) e
Subtotal {95% Cl) 17 15 32.0% 28.94 [8.26, 49.63] e
Heterogeneity: Tau® = 64.64; Chi*=1.34 df=1 (P =028}, F= 26%
Testfor overall effect: £=2.74 (P = 0.008)

Total (95% CI) 5 45 100.0%  3.98 [-27.34, 35.31]
?et?;ogenemrl:lT?ru :21'4_102é458;§l_1ln=8;16.33,df= 5P =0.00001) F=96% T A0 0 o 0
estior overall eflect 2= 0.25 (P = 0.80) Favours [experimental] Favours [control]

Testfor subaroun differences: Chi*= 1410, df = 2 (P = 0.0008), F=85.8%

Figura 10. Forest Plot dos estudos incluidos comparando os resultados da atividade da enzima DYRKIA em
camundongos machos Ts65Dn tratados com EGCG na concentragdo de 200 mg por quilo de peso vivo ao dia
(GOODLETT et al., 2020) e 50 mg de EGCG por quilo de peso vivo ao dia (STRINGER et al., 2017) e do controle:
camundongos machos com sindrome de Down Ts65Dn néo tratados com EGCG.
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3.3 Eficacia da administracdo de EGCG nos parametros secundarios

Outros parametros foram considerados secundarios e estdo descritos na Tabela 2. A atividade
locomotora foi testada com uma dosagem aproximada de 15,4 mg por quilo de peso vivo ao de EGCG e néo
foi observado efeito significativo do tratamento com EGCG comparado ao grupo controle
(p>0,05)(STRINGER et al., 2015).

Na tarefa do labirinto em T, DNMP (delayed non-matching to place), os camundongos tratados
com EGCG ndo demonstraram efeito significativo ou interativo aquisicdo de DNMP e as laténcias para
escolha nos testes forcados ou nos testes de escolha ndo diferiram significativamente entre os grupos
experimental e controle (p>0,05) (STRINGER et al., 2015).

Para avaliar a ansiedade, utilizaram o teste de labirinto em cruz, com dosagem de 3 mg por dia de
EGCG e observaram que os camundongos Ts65Dn passaram mais tempo nos bragos abertos e entraram nos
bragos abertos mais vezes do que os camundongos controle, sugerindo menos ansiedade em camundongos
Ts65Dn. No teste de campo aberto, os camundongos Ts65Dn passaram um tempo semelhante na zona
central € mostraram entradas semelhantes no centro como os controles. No entanto, a distancia total
percorrida pelos camundongos Ts65Dn na area foi maior do que os camundongos controle (YIN et al.,
2017).

A andlise do comportamento, realizada com a execugdo da atividade campo quadrado concéntrico
multivariado (MCSF), em suas categorias entradas totais, comportamento exploratorio e busca de abrigo ndo
foi possivel meta-analisar, pois os estudos ndo apresentaram os resultados. Isoladamente os estudos ndo

revelaram diferenga significativa (GOODLETT et al., 2020; STRINGER et al., 2017).

3.4 Qualidade dos Estudos ¢ Risco de Viés

O risco de viés para todos os sete estudos € mostrado na Tabela 3. Todos os estudos receberam uma
pontuagdo de qualidade igual ou superior a 4 (ALEMANY-GONZALEZ et al., 2020; DE LA TORRE et al.,
2014; DE TOMA et al., 2019; GOODLETT et al., 2020; STRINGER et al., 2015, 2017; YIN et al., 2017). O
escore de qualidade mais baixo foi 4 (ALEMANY-GONZALEZ et al., 2020; YIN et al., 2017) ¢ o escore de
qualidade mais alto foi 6 (DE LA TORRE et al., 2016; DE TOMA et al., 2019; GOODLETT et al., 2020;
STRINGER et al., 2015, 2017). Nenhum dos estudos descreveu o calculo do tamanho da amostra e apenas
dois estudos néo utilizaram o cegamento na avaliagdo dos resultados (ALEMANY-GONZALEZ et al., 2020;
YIN et al., 2017). Cinco estudos mencionaram a alocacdo aleatdria dos camundongos Ts65Dn nos grupos,
assim como declararam o método preciso de randomizagdo (DE LA TORRE et al., 2014; DE TOMA et al.,
2019; GOODLETT et al., 2020; STRINGER et al., 2015, 2017). Todos os estudos mencionaram as
condi¢des em que os camundongos foram criados e explicaram sua conformidade com os regulamentos de
bem-estar animal, assim como declararam possiveis conflitos de interesse (ALEMANY-GONZALEZ et al.,
2020; DE LA TORRE et al.,, 2014; DE TOMA et al., 2019; GOODLETT et al., 2020; STRINGER et al.,
2015, 2017; YIN et al., 2017).



Tabela 3. Avaliagdo da qualidade dos estudos incluidos na meta-analise.
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Conformidade

Calculo do Alocacdo alea- Cegamento da

Conflitos de

Publicacio

gy Condigodes - com os regula- . . Escore de
Study tamanho toria para . avaliacdo de interesses revisada por .
de criagdo mentos do bem- ) Qualidade
amostral tratamento resultados . divulgados pares
estar animal
Da Torre et al. (2012) N Y Y Y Y Y Y 6
Stringer et al. (2015)3 N Y Y Y Y Y Y 6
Stringer et al. (2017) N Y Y Y Y Y Y 6
Yin et al. (2017) N N Y N Y Y Y 4
De Toma et al. (2019) N Y Y Y Y Y Y 6
Alemany-Gonzalez et
al. (2020) N N Y N Y Y Y 4
Goodlett et al. (2020) N Y Y Y Y Y Y 6

'N = Nio; *Y = Sim.
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4. Discussao

Apesar de haver uma melhora significativa no conhecimento de diferentes desordens genéticas, a
sindrome de Down ¢ a mais comum levando o individuo a deficiéncia intelectual que ainda precisa ser
estudada (KAZEMI; SALEHI; KHEIROLLAHI, 2016; SHETTY et al., 2023). Uma das questdes vitais de
satide publica em todo o mundo, a sindrome de Down impde um fardo pesado a familia e a sociedade
(GROSSE, 2010). Estas condi¢des associadas podem necessitar de tratamento farmacoterapéutico com
varios medicamentos (HEFTI; BLANCO, 2017).

Devido as varias alteragdes cognitivas, motoras e morfoldgicas provocadas pela sindrome de
Down, varios medicamentos e compostos quimicos fitoterapicos estdo sendo avaliados e seus resultados
analisados visando alcangar a atenuagdo ou remissdo clinica ¢ melhora da qualidade de vida dos individuos
portadores de sindrome de Down. Em criangas com sindrome de Down, foi demonstrado resultados
preliminares quanto ao uso da EGCG no desempenho cognitivo ¢ na funcionalidade adaptativa (CIEUTA-
WALTI et al., 2022). Em jovens, o EGCG combinado ao treinamento cognitivo por 12 meses resultaram na
melhora da memoria de reconhecimento visual, controle inibitorio e comportamento adaptativo (DE LA
TORRE et al., 2016).

O camundongo Ts65Dn é o melhor caracterizado para SD, é mais amplamente utilizado
apresentando muitas das caracteristicas dessa sindrome, incluindo atrasos no desenvolvimento e déficits de
aprendizado e memoria (SHAW et al., 2020). Esse modelo animal possui trissomia para 122 genes ortélogos
a HSA21 humano e 60 genes ndo ortélogos a HSA21 humano, dentre os genes ortdlogos se encontra um
importante gene associado ao desenvolvimento intelectual que se encontra em 3 copias na SD, o gene
DRYKI1A (SOUCHET et al., 2014).

Esta revisdo sistematica com meta-analise teve como objetivo aumentar o nivel de evidéncia a
respeito da seguranga e beneficios da terapia com EGCG, por meio de indicadores convencionalmente
utilizados para avaliar memoria, coordenacdo/atividade motora, equilibrio e atividade exploratéria em
camundongos Ts65Dn machos, como modelo experimental. Nenhum dos estudos relatou qualquer morte,
obstaculos ou desconforto dos animais quanto ao tratamento, assim como evidéncias de efeitos colaterais ou
indesejaveis atribuidos a intervengdo por via oral, tempo de administracdo ¢ ou nas concentragdes/doses
administradas, indicando sua seguranga (ALEMANY-GONZALEZ et al., 2020; DE LA TORRE et al., 2014;
DE TOMA et al., 2019; GOODLETT et al., 2020; STRINGER et al., 2015, 2017; YIN et al., 2017).

Como resultado de questdes éticas e morais que impedem os pacientes humanos de serem
submetidos as pesquisas, o desenvolvimento e a caracterizagdo de modelos animais sdo necessarios para uma
melhor compreensdo da sindrome de Down e que representam as alteragdes cognitivas, motoras e
morfologicas proporcionadas pela sindrome sdo de grande importancia para a pesquisa e sdo benéficos para o
tratamento direcionado de pacientes sindromicos individuais. Nessa revisdo sistematica com meta-analise, o
candidato terapéutico EGCG, principal polifenol encontrado no cha verde, demonstrou melhorar aspectos

comportamentais, coordenagao motora e resgatou capacidade de memoria.
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4.1 Parametros primarios

A tarefa de reconhecimento de objetos novos (NOR) ¢ um teste comportamental utilizado para
acessar memoria declarativa em roedores. Este teste se baseia na tendéncia natural do animal em explorar
com mais intensidade o objeto novo em detrimento ao familiar, num contexto conhecido. O teste ¢ avaliado
por diferencas nos tempos de exploracdo de objetos novos e familiares (BEVINS; BESHEER, 2006) e ¢
sensivel a lesdoes diretas ou quimicas no hipocampo (HAMMOND, 2004). A fun¢do de memoria €
responsavel pelo hipocampo e areas adjacentes, sendo responsavel pelo reconhecimento de objetos em longo
prazo (REGER; HOVDA; GIZA, 2009). Nesse estudo, os resultados revelaram que a administracdo de
EGCG, presente no cha verde, acarretou a melhora do parametro reconhecimento de objetos novos (NOR)
nos camundongos Ts65Dn, administrado por periodo de 30 a 42 dias ¢ nas doses que variam de 2 a 15,4 mg
de peso vivo por dia (ALEMANY-GONZALEZ et al., 2020; DE LA TORRE et al., 2014; DE TOMA et al.,
2019; STRINGER et al., 2015). Isoladamente, apds a administracdo de EGCG, as visitas a novos objetos
foram tdo longas quanto em camundongos néo trissdmicos, assim, demonstrando a capacidade de discriminar
entre itens novos e familiares. Esse resultado pode indicar que o EGCG melhora o processamento da
memoéria e manter o efeito benéfico também na atengio (ALEMANY-GONZALEZ et al., 2020). Outro
estudo também evidenciou que o tratamento com um més com extrato de chd verde resgatou o
comprometimento da memoéria no teste NOR em camundongos Ts65Dn (DE TOMA et al.,, 2019;
MARTINEZ DE LAGRAN et al., 2012). Apesar de revelar efeito significativo, a tarefa NOR foi um
indicador menos confidvel de déficits cognitivos, pois ndo foram encontrados efeitos significativos no
tratamento continuo de 49 dias, porém os resultados evidenciaram diferenga no tratamento de 21 dias. As
inconsisténcias na obtencdo dos efeitos do genétipo na tarefa do objeto novo, segundo os autores, podem
estar relacionadas a diferencas nos procedimentos usados (condi¢des de iluminagdo, tipos de objetos), a
idade no teste (jovem adulto) ou ao uso de alojamento unico dos camundongos (comegando logo apds o
desmame) para fornecer tratamento oral com EGCG (STRINGER et al., 2015). Outro estudo também
evidenciou melhora no teste de NOR em camundongos Ts65Dn com um més de administragdo oral de
EGCQG, resgatando o déficit de aprendizagem dependente do hipocampo. Além de um efeito geral no
aprendizado dependente do hipocampo, estratégias de aprendizado inadequadas (tigmotaxia) foram reduzidas
em camundongos Ts65Dn tratados com EGCG (DE LA TORRE et al., 2014). Em humanos, a tarefa de
reconhecimento visual, processamento visuoperceptual, ¢ o componente mais fraco da memdria visual em
individuos com SD e estd relacionada com o funcionamento do hipocampo, em particular do cortex
perirrinal, que esta criticamente envolvido na memoria de reconhecimento de objetos (BUFFALO;
BELLGOWAN; MARTIN, 2006; MEUNIER et al., 1993; VICARI; BELLUCCI; CARLESIMO, 2007
WINTERS et al., 2004) e tem tamanho reduzido na SD (PINTER et al., 2001).

MWM ¢ uma ferramenta usada em pesquisas comportamentais e cognitivas para estudar a
capacidade de aprendizagem espacial do animal e a memoria e permite estudar a fungdo de varias estruturas
cerebrais envolvidas na aprendizagem e na memoria espacial (MORRIS, 1981). Ele também ¢é usado para

testar a eficacia de tratamentos ou drogas que possam afetar a memoria espacial em modelos animais
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(GOODLETT et al., 2020; STRINGER et al., 2015, 2017; YIN et al., 2017). A meta-analise do MWM,
tempo gasto no alvo no MWM com a administracdo de EGCG ndo demonstrou melhora. Camundongos
trissomicos foram deficientes no teste de sondagem do MWM (STRINGER et al., 2015, 2017) e tiveram
redugdo no tempo na zona do quadrante alvo durante o teste de MWM em comparacdo com camundongos
eupldides. Esses déficits em camundongos trissomicos foram associados ao aumento significativo do tempo
proximo a parede (tigmotaxia) e ao aumento do tempo gasto flutuando. O tratamento com EGCG ndo
melhorou esses déficits em camundongos trissdmicos. De fato, o tratamento com gavagem EGCG aumentou
significativamente o tempo de flutuagdo e simultaneamente reduziu a velocidade de natacdo durante a
aquisi¢do em camundongos trissdmicos e euploides. No ensaio de MWM, camundongos trissomicos
apresentaram diminui¢do da velocidade de natagdo juntamente com aumento do tempo de flutuagdo e
aumento da tigmotaxia, ¢ o tratamento com EGCG interferiu na expressao de vieses de lugar, reduzindo o
tempo na zona alvo e aumentando a tigmotaxia (GOODLETT et al., 2020).

A tarefa de aprendizado espacial do MWM ¢é dependente do hipocampo e os camundongos Ts65Dn
demonstram maior comportamento tigmotatico durante o treinamento de aquisi¢do, sugerindo que fatores
como ansiedade ou reatividade ao estresse podem influenciar o desempenho (SIMON; DUPUIS;
COSTENTIN, 1994). Esse teste dependente do hipocampo ¢ curiosamente, ndo houve diferenca significativa
entre camundongos trissdmicos e de controle no tempo gasto nos discos ndo-alvo (ou no numero de
cruzamentos ndo-alvo), indicando que o déficit no viés de pesquisa em direcdo ao local de destino
provavelmente € uma memdria prejudicada para o local, em vez de déficits generalizados no desempenho no
teste de sondagem (FERNANDEZ et al., 2007). Em ratos normais foi demonstrado que o aprender
rapidamente a localizar um objeto que nunca poderdo ver, ouvir ou cheirar pode ocorrer, desde que
permanega em uma localizacdo espacial fixa em relagcdo aos sinais distais da sala (MORRIS, 1981). Portanto,
o comprometimento do hipocampo decorrente da SD em humanos e modelo trissdmico e consequente deficit
da formagdo e a recordagdo da memoria episddica reduz as interagdes entre o hipocampo dorsal e o cortex
entorrinal (CE) vizinho (BUZSAKI; MOSER, 2013; CANTO; WOUTERLOOD; WITTER, 2008), que
processa informagdes multissensoriais. O modelo candnico deste circuito cortico-hipocampal postula que o
hipocampo recebe informagdes multissensoriais das camadas superficiais do cortex entorrinal diretamente
para a area CAl (da Camada III, LIII da CE) e para o giro denteado (DG da Camada II, LIl da CE). DG
roteia essas entradas sensoriais via CA3 através de sinapses colaterais de Schaffer do caminho trissinaptico
para CA1 (BASU; SIEGELBAUM, 2015; VAN STRIEN; CAPPAERT; WITTER, 2009). CA1 e subiculum
enviam de volta a saida de memoria processada para a camada profunda V do cortex entorrinal, bem como se
comunicam com varias outras estruturas cerebrais (BASU; SIEGELBAUM, 2015; RAJASETHUPATHY et
al., 2015; SPELLMAN et al., 2015).

Isoladamente, somente um estudo demonstrou melhora nos resultados do teste de MWM — tempo
gasto no alvo com a administragdo de EGCG. A EGCG acarreta a DYRKIA diferenciada em cérebros de
ratos, leva ao aumento da propor¢do de 4R-tau e 3R-tau. O splicing alternativo do exon 10 de tau ¢
desregulado no cérebro de camundongos Ts65Dn neonatal e nesses animais o 3R-tau aumenta e 4R-tau

diminui e os animais apresentam menor ansiedade, ma locomoatividade e coordenacdo motora e déficits de
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aprendizado ¢ memoria. A administragdo do extrato de cha verde, fonte de EGCG, demonstrou ndo apenas
melhorar a expressdo aumentada de 3R-tau, mas também atenuou a diminui¢cdo da ansiedade ¢ a memoria
prejudicada nos cérebros de camundongos Ts65Dn, indicando que o cha verde pode ser benéfico para as
tauopatias como a sindrome de Down e resultantes de alteragdes 3R-tau (YIN et al., 2017).

O teste da trave de equilibrio ¢ uma técnica comumente utilizada para avaliar a coordenagdo
motora e o equilibrio, a trave de equilibrio ¢ uma estrutura estreita e longa onde os camundongos sdo
colocados para caminhar. Essa técnica ¢ particularmente relevante quando se estuda a SD, pois os
camundongos Ts65Dn apresentam uma trissomia parcial do cromossomo 16, o que resulta em algumas
alteracdes neuroldgicas e comportamentais semelhantes as observadas em seres humanos com a sindrome
(GOODLETT et al., 2020; STRINGER et al., 2015, 2017). Nesse estudo, as meta-analises dos subgrupos, 6,
9 e 12 mm, ¢ efeito total da administra¢do de cha verde, como fonte de EGCG, ndo revelou diferenca entre
os animais Ts65Dn com administracdo de cha verde, como fonte de EGCG, e os grupos de animais Ts65Dn
controle. Entretanto, os resultados revelaram uma tendéncia ndo significativa de menos deslizamentos no
grupo controle do que no grupo Ts65Dn com administracdo de cha verde quando a barra tinha 6 mm,
entretanto, os resultados dos dois estudos meta-analisados nesse subgrupo foram conflitantes (GOODLETT
et al.,, 2020; STRINGER et al., 2017). Nos subgrupos de 9 ¢ 12 mm, as meta-analises revelaram uma
tendéncia dos grupos de animais Ts65Dn com administragdo de cha verde terem menos deslizamentos do
que os dos grupos controle. O desempenho na trave de equilibrio € uma medida 1til de coordenacao fina e
equilibrio e foi validada e pode detectar déficits motores devido a idade, lesdes do sistema nervoso central e
manipulagdes genéticas e farmacoldgicas em roedores jovens e idosos e com lesdes de impacto cortical
(CARTER; MISRA; MARONPOT, 2012; SOUTHWELL; KO; PATTERSON, 2009; WALLACE;
KRAUTER; CAMPBELL, 1980). Além disso, a falta de diferencas confidveis pode ser devido a
variabilidade dos procedimentos, pois tanto os camundongos Ts65Dn, tratados ou ndo com EGCG,
apresentaram muitos deslizamentos das patas e consequente grande dispersdo do conjunto da média
(STRINGER et al., 2017). Dentre os autores metanalizados, Stringer et al., (2017) obtiveram os melhores
resultados quanto ao desempenho dos camundongos Ts65Dn tratados com EGCG na trave de equilibrio, de 9
mm e 12 mm, este melhor desempenho pode estar relacionado a dosagem utilizada de 50 mg de quilo por
peso vivo ao dia durante 42 dias, enquanto Stringer et al., (2015) utilizaram a dose de 15,4 mg por quilo de
peso vivo ao dia durante 21 dias, uma dosagem baixa, e Goodlett et al., (2020) utilizaram uma dosagem mais
elevada, 200 mg de quilo de peso vivo ao dia durante 26 dias, e os dados desse estudo revelaram que os
animais Ts65Dn administrado EGCG tiveram menor deslizamento na trave de equilibrio com maior
espessura. Os outros testes, no caso de déficits motores, incluindo analise da pegada da marcha locomotora,
escalada em malha, natagdo, escalada em poste e teste de escada, podem ser usados para avaliar melhor os
déficits (BROOKS; DUNNETT, 2009; CARTER; MORTON; DUNNETT, 2001).

O campo concéntrico quadrado multivariado ¢ um novo ambiente complexo e multicompartimental
no qual os camundongos podem se movimentar e explorar liviemente entre varios compartimentos e areas
abertas, elevadas ou protegidas e avalia a capacidade exploratoria dos animais. Estdo inclusos neste teste o

comportamento exploratorio, a busca de abrigo, o comportamento de risco, a avaliagdo de risco e as entradas
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totais (MEYERSON et al., 2006). Foi meta-analisado o comportamento da tomada de risco ¢ avaliacdo de
risco do teste concéntrico quadrado multivariado (MCSF) e na meta-analise da tomada de risco o resultado
foi favoravel a administracdo de EGCG, porém essa diferenca nao foi significativa. Na avaliagdo de risco, o
resultado foi significativamente favoravel a administragdo de EGCG. O efeito interativo do EGCG no
comportamento de risco indica que esse flavonoide pode ter efeitos benéficos para comportamentos
problematicos na SD que envolvem regulagdo comportamental (VAN GAMEREN-OOSTEROM et al.,
2013). O EGCG demonstrou reduzir a avaliacdo de risco, mas este efeito em humanos exigiu uma dose
relativamente elevada de 5 mg por quilograma de peso vivo ao dia. Isto ¢ comparédvel a 2—3 xicaras de cha
verde, sendo 3 xicaras a quantidade consumida diariamente pelo bebedor médio de cha (HU et al., 2018). O
EGCG induz efeitos ansioliticos e amnésicos comparaveis aos benzodiazepinicos (MCCRACKEN et al.,
1990; VIGNES et al., 2006). A aversdo ao risco induzida pelo EGCG ¢é um tanto surpreendente, uma vez que
0 benzodiazepinico diazepam causou o efeito oposto de aumento da avaliagdo de riscos (MITCHELL et al.,
2011). O diazepam ¢ o EGCG modulam a atividade do receptor GABAA no local da benzodiazepina
(CALCATERRA; BARROW, 2014; CAMPBELL; CHEBIB; JOHNSTON, 2004; HANRAHAN; CHEBIB;
JOHNSTON, 2011), porém a farmacodinamica do EGCG nos receptores GABA ¢é menos definida
(HANRAHAN; CHEBIB; JOHNSTON, 2011). Com base nos efeitos divergentes do EGCG ¢ do diazepam
na avaliacdo de riscos, é provavel que: existam diferengas criticas, embora pouco claras, na farmacodindmica
entre estes medicamentos que evocam efeitos diferentes na tomada de decisdes; a avaliagdo de riscos ndo ¢
mediada unidirecionalmente pela ansiedade, uma vez que essas drogas exercem efeitos ansioliticos, mas
efeitos opostos na tomada de riscos (LILEY et al., 2022).

A proteina DYRKI1A ¢ uma enzima que desempenha um papel crucial na regulacdo de varias vias
de sinalizacdo dentro das células. Sua funcdo principal estd associada ao desenvolvimento e funcionamento
adequado do sistema nervoso central e pertence a classe de quinases de dupla especificidade, sendo capaz de
adicionar grupos fosfato tanto aos residuos de tirosina, quanto aos residuos de serina/treonina em proteinas
especificas (KENTRUP et al., 1996). A proteina DYRKIA tem sido objeto de estudo na SD: o gene
DYRKIA esta localizado no cromossomo 21, que estd triplicado na SD e codifica a proteina DYRKI1A.
Acredita-se que a superexpressao dessa proteina em individuos com SD contribui para certas caracteristicas
observadas nessa condigdo, como atraso cognitivo e alteragdes no desenvolvimento neuronal (YIN et al.,
2017).

A concentragdo da proteina DYRKI1A no cortex cerebral divergiu entre os estudos, demonstrando
ter aumentado em dois estudos que utilizaram camundongos machos Ts65Dn com a administracdo de cha
verde (GOODLETT et al., 2020; YIN et al., 2017). No outro estudo o aumento da proteina ocorreu nos
grupos controle quando comparado com o grupo de animais com administracdo de EGCG (STRINGER et
al., 2017). No cerebelo, a administragdo de cha verde, como fonte de EGCG, aumentou a concentracao de
DYRKI1A (GOODLETT et al., 2020; STRINGER et al., 2017). A concentragdo de DYRK1A no hipocampo
também aumentou ndo sgnificativamente com a administracio de EGCG (GOODLETT et al., 2020;
STRINGER et al., 2017). A alteracdo na expressio de DYRKIA em camundongos geneticamente

modificados esta correlacionada com fendtipos deletérios, anormalidades no neurodesenvolvimento,
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tamanho cerebral reduzido e déficits cognitivos (ALTAFAJ, 2001), portanto, o gene DYRKI1A pode ser o
principal responsavel pelos fenotipos observados na SD (DUCHON; HERAULT, 2016).

O EGCG ¢ um inibidor molecular da atividade de DYRK1A e supde-se que trabalhe ligando-se ao
dominio de ligagdo do ATP da proteina, inibindo assim sua atividade de quinase (BAIN et al., 2003).

Além disso, as disfungdes mitocondriais prejudicam gravemente o desenvolvimento do sistema
nervoso e estdo potencialmente envolvidas na patogénese de varios distirbios do neurodesenvolvimento,
incluindo a SD, que ¢ a causa genética mais comum de deficiéncia intelectual. A atividade mitocondrial ¢
prejudicada em células periféricas de individuos com SD e em camundongos Ts65Dn, um modelo que
recapitula muitas das principais estruturas cerebrais e fenotipos funcionais da sindrome, incluindo
neurogénese hipocampal prejudicada, durante a proliferacdo de células progenitoras neural (NPCs) e a
bioenergética mitocondrial. Nesse modelo animal, o programa biogénico mitocondrial foi fortemente
comprometido nas células, mas ndo associado ao aciimulo de radicais livres. Estes dados apontam para um
papel central da disfun¢do mitocondrial como uma caracteristica inerente & SD e ndo como consequéncia do
estresse oxidativo celular. O EGCG restaura a eficiéncia da fosforilacdo oxidativa ¢ a biogénese
mitocondrial, e melhora a proliferagdo de NPCs. Esses efeitos foram associados a ativagdo do eixo PGC-
1o/Sirt1/AMPK pelo polifenol (BASTIANETTO; KRANTIC; QUIRION, 2008; KIM; QUON; KIM, 2014;
LEE etal., 2011; VALENTI et al., 2016).

A relativa falta de correspondéncias consistentes entre os niveis de proteina cerebral DYRK1A ¢ as
medidas de atividade da quinase em camundongos trissdmicos, com e sem tratamento com EGCG, sugere
que o ensaio de quinase pode ndo ser especifico para a atividade da quinase DYRKIA, mas pode ser
indicativo de uma atividade mais ampla da quinase (GU et al., 2020; STRINGER et al., 2017). Para
determinar a atividade da quinase DYRKI1A a partir de proteinas isoladas do cortex cerebral, cerebelo e
hipocampo, foi usado o substrato DYRKI1A, 5-carboxifluoresceina-Woodtide, e que ¢ derivado dos
aminodcidos 321-332 do fator de transcricdo FOXO1 (VAN DER HEIDE; HOEKMAN; SMIDT, 2004) ¢ os
resultados extraidos foram meta-analisados e revelaram reducdo da atividade da quinase com a administracao
de EGCG no cortex cerebral e aumento ndo significativo na regido do cerebelo. No hipocampo o resultado
revelou aumento significativo. O efeito total da comparacao da atividade quinase nas areas encefalicas, ndo
revelou diferenca entre a administragdo de EGCG e o grupo controle. Esses resultados sugerem o EGCG
induziu efeitos na atividade cerebral de DYRK1A (ou na atividade de outras quinases fosforiladas por CK1 e
que fosforilam o substrato Woodtide) (VAN DER HEIDE; HOEKMAN; SMIDT, 2004). A
biodisponibilidade do EGCG foi medida e descreveu estar reduzida no cérebro de camundongos (VAN DER
HEIDE; HOEKMAN; SMIDT, 2004), o que poderia explicar as altas concentra¢cdes de DYRK1A nas areas
encefalicas, entretanto, outro estudo realizado posteriormente determinou que o EGCG atravessa bem a
barreira hematoencefalica (GU et al., 2020).

Uma consideracao importante ¢ que além de ser fosforilado por DYRK1A, esse fragmento proteico
pode ser também fosforilado por CK1 e por outras quinases ou através da normalizagdo das vias
MAPK/ERK ¢ PI3K/Akt no cérebro de camundongos (SHIMIZU et al.,, 2011; VAN DER HEIDE;
HOEKMAN; SMIDT, 2004). Nesse estudo, verificamos que a diminui¢do da atividade da proteina
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DYRKI1A nos grupos com administragdo do EGCG permitiu que a concentragdo se aproximasse dos niveis
do que foi obtido dos animais normais, ou seja, euploides (selvagens). Nas regidoes do cerebelo e hipocampo
as concentragdes também se aproximaram do obtido dos animais selvagens. Esse resultado permite
demonstrar o efeito benéfico da administracao do cha verde ou EGCG na normalizagdo ou superexpressdo do

DYRKIA.

4.2 Parametros secundarios

Os camundongos Ts65Dn, possuem uma copia extra do gene DYRKIA e que promove uma
superexpressdo do gene, acarretando inibi¢do das enzimas sintetizadoras de GABA (GAD67 ¢ GAD65) e no
transportador de GABA (VGAT) e alterando o equilibrio excitatdrio/inibitorio (ATAS-OZCAN et al., 2021;
ZORRILLA DE SAN MARTIN et al., 2018), assim como estda associado a apoptose elevada,
neurodegeneragdo, e diferenciacdo neuronal anormal (PARK et al., 2007). Também afeta os processos
excitatorios e modifica os niveis de receptores de glutamato (GLUR1 e GLUR?), transportador de glutamato
(VGLUT1), componentes de N-metil-D-aspartato (NMDA) e reduz a ativagdo de CAMKII (THOMAZEAU
et al., 2014). EGCG, é um inibidor molecular da atividade de DYRK1A (BAIN et al., 2003).

Um dos testes que avalia a aprendizagem condicional, labirinto em T (DNMP), é uma atividade
dependente do hipocampo (BANNERMAN et al., 2008; SAGO et al.,, 2000). Camundongos Ts65Dn
demonstraram déficits na aquisi¢do da tarefa DNMP e o tratamento com EGCG numa concentracao de 15,4
mg de peso vivo ao dia, durante 21 dias, ndo apresentou efeito principal ou interativo significativo e os
camundongos continuaram cometendo mais erros e exigindo mais tentativas para atingir o critério de
aprendizado (STRINGER et al., 2015). O labirinto em T € um teste prejudicado por alteracdes nos niveis de
NMDA no hipocampo e que sdo afetados pela SD (THOMAZEAU et al., 2014). Os receptores NMDA
(NMDARs) contendo subunidades NR2A (el) sdo os principais contribuintes para a indugdo de
potencializacdo de longo prazo (LTP) do hipocampo em animais adultos e, portanto, tém sido amplamente
implicados no aprendizado espacial (BANNERMAN et al., 2008; SAGO et al., 2000). Além disso, a
plasticidade neuronal associada ao aprendizado, memoria e desenvolvimento é controlada, em parte, pelos
NMDARSs, que sdo complexos formados pela subunidade NMDA R1 (NR1) e uma ou mais subunidades
NMDA R2 (NR2A-NR2D) (PETRALIA; WANG; WENTHOLD, 1994).

No teste envolvendo a atividade locomotora, os camundongos Ts65Dn demonstraram
hiperatividade em relagdo a camundongos euploides (selvagens) e o tratamento com EGCG ndo corrigiu
significativamente esta caracteristica, continuando os camundongos Ts65Dn mais ativos que os euploides
(STRINGER et al., 2015).

A administracdo do EGCG, aumentou o nivel de ansiedade dos camundongos Ts65Dn,
aproximando dos resultados dos valores de normalidade, medido através do labirinto em cruz elevado e
tarefa de campo aberto e indicando que a sua administracao pode ser benéfica para o tratamento de alteragdes

provocadas pela SD (YIN et al., 2017). Essa normalizagdo dos resultados deva ser decorrente das fungdes



34

neuroprotetoras, através da atenuacdo da inflamacdo na lesdo de isquemia/reperfusdo cerebral e apoptose
(WANG et al., 2020).

O campo concéntrico quadrado multivariado (MCSF) avalia a capacidade exploratéria dos
camundongos e estdo inclusos neste teste 0 comportamento exploratorio, busca de abrigo e entradas totais
que ndo foram meta-analisados. A administracdo oral de EGCG na concentragdo de 50 mg por quilo de peso
vivo ao dia, ndo demonstraram efeitos principais ou interativos nos comportamentos exploratorio e de busca
de abrigo (STRINGER et al., 2017). Também nao diferiu entre camundongos Ts65Dn tratados com EGCG e
controle na dose de 200 mg por quilo de peso vivo ao dia (GOODLETT et al., 2020). EGCG falhou em
melhorar significativamente os resultados em camundongos trissomicos na maioria das medidas cognitivas e
comportamentais avaliadas no MCSF e os autores sugerem que o resultado diferente obtidos pode estar
relacionado ao tipo de administracdo da EGCG, gavagem ou diluido em agua (GOODLETT et al., 2020;
STRINGER et al., 2017).

O EGCG demonstrou corrigir atividades neurais especificas relacionadas ao processamento da
memoria, sugerindo seu potencial como um tratamento promissor para os sintomas cognitivos na (SD). Estes
achados t€m o potencial de esclarecer as bases neurais da deficiéncia intelectual e dos distirbios do sono na
SD, assim como em outros distirbios cognitivos. Isso pode contribuir para uma melhor compreensido dessas
condi¢des patologicas e para o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas (ALEMANY-

GONZALEZ et al., 2020).

4.3 Qualidade dos Estudos e Risco de Viés

Apbs aplicacdo de critérios explicitos para a exclusdo e inclusdo, foram selecionados sete estudos.
A avaliacdo dos estudos em animais foi realizada usando a metodologia para avaliar o risco de viés e outros
critérios metodologicos de estudos publicados em animais (KRAUTH; WOODRUFF; BERO, 2013) e
demonstrou que todos eles apresentam baixo risco de viés, o que indica que os estudos possuem a qualidade
necessaria para serem incluidos nessa revisdo sistematica com meta-analise. O viés de publicagdo ¢ um
problema considerdvel para a validade da meta-andlise, pois estudos com resultados significativos ou
positivos sdo mais propensos a serem publicados do que estudos com resultados ndo significativos (YAZDI
et al.,, 2017). Esta meta-analise revisou e incluiu estudos com resultados benéficos ou ndo benéficos da
administragdo de EGCG. Revisdes sistematicas de estudos em animais sdo mais vulneraveis ao viés de
publicagdo do que as de ensaios clinicos (LEE et al., 2019; TER RIET et al.,, 2012). Estudos ndo
significativos ou desfavoraveis podem ndo ser publicados por razdes comerciais (TANAKA et al., 2003). Os
indices de significdncia encontrados nas meta-analises foram altos, demonstrando a heterogeneidade dos
estudos e varios fatores, dentre eles a diferenga na duragdo do periodo experimental, concentracdo
administrada de EGCG, periodo de administracdo do EGCG e idade dos animais no inicio do experimento
podem ter contribuido para isso.

Apesar da heterogeneidade, os resultados benéficos dos parametros meta-analisados demonstraram

a eficacia da EGCG ¢ melhora dos parametros comportamentais, coordenacdo motora ¢ aprendizado e
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concentracdo de proteina DYRKIA em camundongos machos Ts65Dn, como modelo experimental de
sindrome de Down. Contudo, novos estudos primarios deverdo ser realizados para aumentar o nivel de
evidéncia dos beneficios da administragdo de EGCG. Os estudos incluidos neste trabalho nao citaram terem

excluido animal durante o periodo experimental por morte ou na avaliacdo do desfecho.

5. Limitacdes e pontos fortes

Os pontos fortes desta revisdo sistematica com meta-analise relacionam-se a ampla estratégia de
pesquisa bibliografica usada para identificar as evidéncias disponiveis para responder a questdo da pesquisa.

Esta ¢ a primeira revisdo sistematica com meta-analise que avalia sistematicamente estudos em
animais Ts65Dn, machos, publicados, e os efeitos da administragdo de cha verde, como fonte de EGCG,
como potencial tratamento de pardmetros relacionados a SD.

Além disso, o desenvolvimento e fundamentagdo desta revisao foram baseados na inclusdo de
estudos avaliados por meio de rigorosas ferramentas de qualidade metodologica. No entanto, as revisdes
sistematicas estdo sujeitas a certas desvantagens e limitacdes metodologicas que devem ser reconhecidas a
luz dos achados. Nessa revisdo sistematica com meta-analise alguns parametros ndo foram meta-analisados
devido ao formato de apresentagdo dos dados ou mesmo supressdo dos dados obtidos, o que impossibilitou a
analise quantitativa.

Ressaltamos que nessa revisdo sistematica com meta-analise os estudos utilizaram extrato de cha
verde e cha verde, como fonte de EGCG, ingeridos oralmente ¢ os animais utilizados foram camundongos
machos Ts65Dn. A durac¢do dos experimentos nos estudos incluidos nessa revisdo sistematica variou de 21 a
150 dias e a concentracdo de EGCG variou entre 2 mg a 200 mg por quilo de peso vivo ao dia, o que
aumentou a variabilidade dos resultados, podendo ter contribuido com heterogeneidade desse estudo.
Estudos de efeitos de longo prazo do EGCG em modelos de camundongos SD ¢ ajustes na sua concentracio
devem ser incentivados para entender sua aplicabilidade em ensaios com maior seguranga.

E importante notar que os tamanhos das amostras para estes estudos, embora suficientes para
produzir efeitos (ALEMANY—GONZALEZ et al., 2020; DE LA TORRE et al., 2014; DE TOMA et al.,
2019; STRINGER et al., 2015, 2017; YIN et al., 2017), sdo relativamente pequenos (n=8-18 por grupo
experimental). A replicagdo dessas descobertas ¢ critica para permitir uma interpretagdo mais aprofundada

desses dados.

6. Implicacées e pesquisas futuras

A producdo e o consumo de chas devem continuar crescendo em nivel global até 2027, estima-se
em 7,5%, devido a evidéncia dos seus efeitos terapéuticos benéficos. Nesse estudo metanalisamos os efeitos
do cha verde, como fonte de EGCG, em parametros comportamentais, coordenagdo motora, aprendizado e
concentragdo de proteina DYRKI1A em camundongos machos Ts65Dn, como modelo experimental pra SD e
os achados sugerem que o EGCG pode ser um potencial tratamento terapéutico. Entretanto, o niimero

limitado de estudos ndo permite tirar conclusdes definitivas sobre o impacto desse composto na corregdo das
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alteragOes cognitivas, motoras ¢ morfologicas observadas em decorréncia da SD. Portanto, mais estudos
deverdo ser feitos para aumentar o nivel de evidéncia e assim poder recomendar o uso rotineiro de EGCG

para fins de recuperacao das alteragdes observadas nos portadores de SD.

7. Conclusao

A intervengdo com EGCG demonstrou ser benéfica na correcao das alteragdes em pardmetros
comportamentais, coordenacdo motora e aprendizado e concentracdo de proteina DYRKI1A observadas
camundongos Ts65Dn, como modelo experimental de SD. Entretanto as evidéncias sdo baixas e mais
experimentos primarios sdo necessarios para trazer luz sobre o assunto. Além disso, o mecanismo de acdo do

EGCG, concentragdes utilizadas e periodo de suplementacdo precisam ser mais bem elucidados.
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Resumo

Introducao: A sindrome de Down (SD) é uma aneuploidia, na qual os bebés nascem com uma copia
extra do cromossomo 21, e que acarretam alteragdes fisicas e mentais ao longo da vida. Estudos clinicos e
pré-clinicos investigam a administracdo do fairmaco memantina, como intervengdo, em SD ainda estdo
nos estagios iniciais. Nesse sentido, uma revisdo sistematica com metanalise em animais, modelo pré-
clinico, pode aumentar o nivel de evidéncia e incentivar novos estudos clinicos controlados e
randomizados em relagdo a essa intervengao.

Objetivo: O objetivo deste projeto foi realizar uma revisdo sistematica para avaliar os efeitos da
memantina em parametros comportamentais € moleculares semelhantes a SD em camundongos Ts65Dn,
como modelo experimental.

Metodologia: As buscas foram realizadas nas bases eletronicas Medline, Embase, Pubmed, Web of
Science, ScienceDirect ¢ Google Scholar disponiveis na Internet usando as palavras-chave memantina,
Ts65Dn, sindrome de Down, camundongos ¢ que sdo aceitas como Descritores em Cié€ncias da Saude
(DeCS) e Medical Subject Headings (MeSH) e sem restrigdo de datas, idioma de publicagdo ou categoria,
incluindo artigos completos, resumos ¢ capitulos de livros. As etapas de revisdo, filtragem e
abastecimento da base de dados foram realizadas aos pares ¢ em caso de duvida um terceiro foi
requisitado. Usamos o software RevMan 5.4 para a realizacdo dos calculos da meta-analise. A
significancia foi definida em p<0,05.

Resultados: Inicialmente, 183 estudos foram encontrados e apds aplicacdo dos critérios de exclusdo e
inclusdo, seis estudos foram incluidos na andlise qualitativa e dois na quantitativa. Dois estudos, com
pequeno nimero de camundongos tratados com memantina, 18 animais, analisaram o comportamento
exploratorio em campo aberto (cm/s) e o resultado nao revelou diferenca significativa entre o tratamento e
controle (p=0,73).

Conclusao: O resultado fornece evidéncias insuficientes para tirar conclusdes sobre a eficdcia ou

seguranca da memantina na SD em camundongos Ts65Dn, como modelo experimental. Ensaios rigorosos
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com poder estatistico suficiente sdo urgentemente necessarios € que possam aumentar o nivel de

evidéncia e trazer luz para a utilizagao desse farmaco nesta condigao genética.

Palavras-chave: memantina, Ts65Dn, sindrome de Down, camundongos

1. Introducio

A sindrome de Down (SD) é uma desordem genética em humanos provocada por uma copia a mais
do cromossomo 21 (Hsa 21). Ela ¢ a causa de deficiéncia intelectual (DI) mais comum nos individuos,
provocando caracteristicas fenotipicas especificas, incluindo atraso na aprendizagem e defeitos do sistema
cardiaco (AHMED et al., 2015; VOS et al., 2020). A prevaléncia estimada para essa sindrome ¢ de 14
nascimentos para cada 10.000 nascidos vivos e apresenta variagdes em diferentes populagdes. Ademais, a
SD representa grande desafio para a area de saide publica, com altos custos biopsicossociais para o indi-
viduo, para lagos familiares ¢ também para as institui¢cdes de saude (LAIGNIER et al., 2021).

No Brasil, entre 2012 e 2018 houve a ocorréncia de 386.571 nascidos vivos, em que desse valor 157
criangas nasceram com SD. Isso corresponde a uma taxa de natalidade de 4 casos de SD para cada 10.000
nascimentos (LAIGNIER et al., 2021; SHAHID; LAW; VERDEZOTO, 2022). Observa-se ainda cresci-
mento da prevaléncia de individuos com SD devido ao aumento na sobrevida. Isso € justificado por me-
lhoras na assisténcia médica e na satide de maneira geral, queda da mortalidade infantil além de melhor
inser¢do social (LAIGNIER et al., 2021; REINES et al., 2017; ZAMAN; FORTEA, 2022).

A SD se origina, durante o processo de gametogénese, de falha da separagdo do cromossomo 21 hu-
mano, que originard um cromossomo a mais nas células do individuo. Tal distirbio, cerca de 90% da
trissomia do 21 livre, resulta em um erro apos a meiose materna. Além disso, associa-se ainda o aumento
da incidéncia da SD com o aumento da idade materna, sendo a idade superior a 35 anos considerada como
um fator de risco a ela (REINES et al., 2017; ZAMAN; FORTEA, 2022).

Os individuos com SD apresentam caracteristicas da expressdo facial que sdo tipicas associadas a
presenga de musculatura fraca durante o periodo infantil. Verifica-se a presenca de atrasos cognitivos
presente em todos os individuos com essa sindrome, como dificuldade inicial com a linguagem e fala,
dificuldade de aprendizagem, falta de atengdo e de regulacdo de impulsos. Acrescenta-se ainda que ¢ um
grupo que apresenta fator de risco aumentado para o desenvolvimento de doengas especificas como
cardiacas, digestivas, autoimunes, leucemias ¢ deméncias (HEAD et al., 2015; ZAMAN; FORTEA,
2022).

A presenca do cromossomo 21 extra é responséavel pela producdo de cerca de 160 genes, que atuardo
na codificagdo de diversas proteinas e também de microRNAs. A superproducdo de tais genes ¢

responsavel pela mudanga de diversas vias biologicas e agdes no organismo, o que resultard na alteragao
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cerebral com déficits de memoria e também de aprendizado (GIL-LLARIO et al., 2022; KULAN; DAG,
2019).

A SD tem sido dificil de ser modelada nos camundongos uma vez que os ortélogos de Hsa2l
humano se localizam nos segmentos dos cromossomos 10, 16 e 17 nesses animais (AHMED et al., 2015;
DIERSSEN et al., 2021; GUPTA; DHANASEKARAN; GARDINER, 2016), ¢ nenhum dos modelos de
camundongos se mostrou em trissomia para todos os ortélogos de Hsa21 (GUPTA; DHANASEKARAN;
GARDINER, 2016). Dentre os modelos experimentais, o camundongo Ts65Dn é o mais utilizado para
testes de potencias farmacoterapias e para investiga¢do fenotipica, por apresentar facil acessibilidade e
fenotipos cognitivos semelhantes (DIERSSEN et al., 2021; HERAULT et al., 2017). No entanto, esse
modelo apresenta trissomia para o segmento Mmul7, o qual é responsavel pela codificagdo de genes ndo
relacionados ao Hsa2l, com em torno de 35 genes que codificam proteinas, 15 ndo codificadores de
proteinas, além de pseudogenes (DIERSSEN et al., 2021; HERAULT et al., 2017).

O modelo Ts65Dn apresenta limitacdes genéticas, sendo que em torno de 55% dos genes ortdlogos
de proteinas do Hsa2l apresentam trissomia e 25% dos genes ndo ortdlogos ao Hsa2l apresentaram
trissomia. Dessa maneira, ndo pode-se deixar de considerar que esses genes trissomicos nao ortdlogos ao
Hsa2l exercam influéncias sobre os fenotipos nesse modelo animal e impactem o tratamento com
possiveis farmacoterapias (GUPTA; DHANASEKARAN; GARDINER, 2016).

A memantina constitui-se como um medicamento potencial que demostrou melhoras para o
aprendizado e para memoria em varios modelos animais. A acdo desse farmaco consiste no ajuste da
neurotransmissdo excitatoria agindo como antagonista parcial da atividade do receptor N-methyl-D-
Aspartate (NMDAR). Dessa forma, a droga previne a citotoxicidade de Ca’®" que suprird a
neurotransmissdo excitatoria (LOCKROW et al., 2011; MOHLER, 2012). A memantina ¢ capaz de
reduzir a ativagdo patologica desse receptor sem alterar a sua atividade fisiologica (SCARPINI;
SCHELTERNS; FELDMAN, 2003).

A fim de suprir os déficits de memoria e aprendizado nas modificagdes provocadas pela trissomia, a
inibi¢do que é mediada por GABAa, constitui-se como sistema vital. Dessa forma, o glutamato fara sua
ligacdo ao receptor NMDA, que provoca aumento da entrada de calcio para dentro das células. Essa agdo
faz com que radicais livres danifiquem as células. A agdo da Memantina esta na prevengao da ligacdo do
NMDAR ao glutamato e assim evitando morte celular (SCOTT-MCKEAN; COSTA, 2011; WHITE et
al., 2022). Assim, justifica-se a necessidade da realizagdo de uma revisdo sistematica em animais (pré-
clinico), para trazer luz a essas questdes e incentivar novos estudos controlados e randomizados em
humanos em relagdo a essa intervencao.

Esta revisdo sistematica tem como objetivo compilar estudos dos efeitos da administragdo da
memantina em camundongos Ts65Dn, como modelo da SD, em parametros comportamentais e
fisiologicos. Além disso, aumentar o nivel de evidéncia e incentivar ensaios clinicos randomizados para

avaliar a eficacia dessa droga na melhora das afec¢des desencadeadas pela SD em humanos.
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2. Metodologia

A revisdo sistematica foi conduzida de acordo com as recomendagdes do CAMARADES
(Collaborative Approach to Meta Analysis and Review of Animal Data from Experimental Studies) e o
protocolo foi regristrado na plataforma OSF (Open Science Framework) (https://osf.io). As diretrizes do
Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) foram seguidas para a
apresentacdo dos resultados (MOHER et al., 2010).

2.1 Estratégia de Pesquisa

Os dados e artigos utilizados na revisdo sistematica foram obtidos até o més de maio de 2023. As
buscas foram realizadas nas bases eletronicas de dados cientificos “PubMed”, “ScienceDirect”, “Web of
Science”, “Scopus” e “Embase” disponiveis na Internet. Para as buscas, foram utilizadas as palavras-
chave memantina, Ts65Dn, sindrome de down, camundongos que sdo aceitos como Descritores em
Ciéncias da Saude (DeCS) e Medical Subject Headings (MeSH). Estes termos foram utilizados em
conjunto nos idiomas inglés e portugués. Para tornar as pesquisas mais abrangentes, nesta fase, todos os
resultados obtidos foram analisados sem restri¢do de datas, idioma de publicagdo ou categoria, incluindo

artigos completos, resumos e capitulos de livros.

2.2 Criteérios de Inclusdo e Exclusdo

Os trabalhos que continham as palavras-chave foram analisados de maneira independente por tres
pesquisadores do grupo (Oliveira, L.W.; Rodrigues, L. F.; Souza, J. A. M.), e ap6s reunido de consenso,
no caso de discordancia, um terceiro autor foi consultado (Bremer Neto-, B.). Registros duplicados e
trabalhos que ndo estejam relacionados aos objetivos propostos foram manualmente excluidos apods
analise dos titulos e/ou resumos utilizando o aplicativo Rayyan. Foram selecionados trabalhos completos
que estudaram o seguinte P.1.C.O.: (1) Populagdo: murinos (camundongos) Ts65Dn (modelo da Sindrome
de Down), machos; (2) Intervengdo: administragdo de memantina; (3) Controle: murinos (camundongos)
Ts65dn (modelo da Sindrome de Down), machos, ndo administrados memantina; (4) Desfechos:
parametros comportamentais, sociabilidade, cognitivos, fisiolégicos (mecéanicas, fisicas e bioquimicas) e
parametros moleculares. Ensaios clinicos em outras espécies, estudos-piloto, artigos de revisdo e

trabalhos que ndo abordaram o objetivo desta revisdo foram excluidos.

2.3 Selegdo dos artigos

A selegdo do artigos foi realizada conforme as recomendagdes do PRISMA (Figura 1). Essa

selecdo foi realizada de forma independente por tres pesquisadores (Oliveira, L.W.; Rodrigues, L. F.;
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Souza, J. A. M.) baseado nos critérios de inclusdo e exclusdo, e consultado um terceiro autor na duvida
(Bremer Neto-, B.). Utilizando o aplicativo Rayyan, selecionamos os artigos, os duplicados foram
eliminados. Ademais, foi realizada ainda uma busca nas sessoes de referéncia bibliograficas dos artigos
selecionados com o intuito de localizar pesquisas adicionais que contemplassem os critérios de inclusao

propostos.

2.4 Extragdo de dados

Apos aplicado os critérios de inclusdo, foi elaborada uma planilha com os dados de cada artigo
selecionados na etapa anterior a qual contém: autor(s)/ano de publicagdo, camundongos Ts65Dn machos,
idade dos animais, tratamentos/ nimero de animais, droga, fabricante, via de administracdo, duracdo em

dias e parametros analisados. Esses dados foram dispostos na Tabela 1.

2.5 Pardmetros de Interesse

Para a os objetivos dessa revisdo sistematica foi definido para a realizagdo de uma meta-analise o
comportamento exploratério-Campo Aberto (cm/s).

Outros pardmetros foram eleitos para esta revisdo sitematica, sdo eles: atividade locomotora total,
teste de contexto, contexto de choque, teste de condicionamento de medo, testes sensério-motores (visdo,
sobressalto auditivo, reflexo de colocag@o de vibrissa, coordenagdo motora pelo Rotarod), capacidade de
tracdo ( forga de preensao, reflexo de agarrar, equilibrio), teste do Labirinto Aquatico de Morris, niveis de
variantes do precursor da proteina B-amildéide (APPP), niveis hipocampais de VGLUTI, teste do
Labirinto de Bragos Radiais Win-Stay Water (WRAM), reconhecimento de Objetos Novos (NOR), niveis
do fator neurotrofico derivado do cortex frontal (BDNF), imuno-histoquimica (receptor de NGF de alta
afinidade TrkA, tirosina hidroxilase (TH), marcador panmicroglial CDA45, esteriologia ¢ analise de
imagem (numero total de neurénios TH-positivos no locus coeruleus, neurdénios colinérgicos do
prosencéfalo basal), densidade da imunoreatividade (Cal 28k nas regides Cornu ammonis 1 ¢ 2 do
hipocampo, CD45 nas regides Cornu ammonis 1 e 2 do hipocampo), matrizes de proteinas de fase reversa
do lisado cerebral (Classes funcionais de deficiéncia intelectual, aprendizagem/memoria, plasticidade
sinaptica, transmissdo sinaptica), niveis/modifica¢des de proteinas (incluindo componentes das vias MAP
quinase, vias MTOR, subunidades de receptores NMDA, lisado cerebral em aprendizagem falhada e em

atividade resgatada) (Tabela 1).

2.6 Qualidade dos Estudos e Risco de Viés

A qualidade dos estudos e o risco de viés foi analizada de maneira independente por tres autores

(Oliveira, L.W.; Rodrigues, L. F.; Souza, J. A. M.). O intuito foi estabelecer consisténcia e evitar
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discrepancias na avalia¢do da qualidade metodologica no dominio da experimentagdo animal.

Para a qualidade dos estudos baseou-se no Collaborative Approach to Meta-analysis and Review of
Animal Data from Experimental Studies checklists (MACLEOD et al., 2015). O risco de viés foi
analisado com base nos Instrumentos de Avalia¢do de Risco de Viés e Outros Critérios Metodologicos de
Estudos Animais Publicados (2’). Havendo alguma divergé€ncia entre os autores um outro revisor
(Bremer-Neto, H.) foi requisitado para resolver o impasse. Esses dois instrumentos sdo responsaveis pelo
estabelecimento da qualidade desses artigos, variando de 0 a 7 pontos, sendo parte se seus critérios: (1)
calculo do tamanho da amostra; (2) alocagdo aleatoria para tratamento; (3) condigdes de criagdo; (4)
avaliagd@o cega dos resultados; (5) cumprimento das regulamentacdes de bem-estar animal; (6) divulgacao
de conflitos de interesse; e (7) publicacdo revisada por pares (KRAUTH; WOODRUFF; BERO, 2013b;
MACLEOD et al., 2015). Essa avaliagao esta disposta na Tabela 2.

2.7 Analise Estatistica

O software RevMan 5 foi utilizado para a realizagdo dos calculos da meta-analise. Para a analise do
inverso da varidncia as médias e desvios padroes dos resultados de cada estudo para comparar os dados
encontrados. A heterogeneidade foi calculada usando o teste do Q2 e 12, a significancia foi definida em
p<0,10 ou 12>50%. Foram analisados os efeitos randomicos dos tratamentos. O valor de P<0,05 foi

adotado como estatisticamente significativo.
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3. Resultados

Ao total foram encontrados 183 artigos, incluidos artigos completos, artigos de revisao, resumos
ou capitulos de livros que atendiam as palavras-chaves da busca bibliografica. Em seguida, utilizando o
aplicativo Rayyan, eliminou-se as duplicatas, seguido da avaliagdo dos titulos, restando 126 estudos. Es-
tes estudos foram eliminados pois estavam duplicados e abordavam outra intervengdo farmacologica ou
outra doenga. O proximo passo foi a aplicacdo de uma triagem, de maneira independente por dois autores,
avaliados titulos e resumos, em que 23 estudos foram potencialmente escolhidos para avaliagdo posterior.
Ap0s leitura e analise completa, 6 estudos preencheram os critérios de inclusao propostos (AHMED et al.,
2014, 2015; COSTA; SCOTT-MCKEAN; STASKO, 2008; HIGUERA; GARDINER; CIOS, 2015;
LOCKROW et al., 2011; RUEDA et al., 2010). A selecdo da literatura, sele¢do dos estudos e razdo de

exclusdo sdo dispostos no diagrama de fluxo do PRISMA (Figura 1).

)
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&
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——
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é molecular (n=17)
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Figura. 1 Fluxograma do PRISMA com as etapas do processo de selegdo da literatura e os motivos de exclusdo.
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Modelo ani- Idade dos Tratamentos/ Via de admi- Duragdo
Estudos mal / L Numero de ani- Droga Fabricante . ~ irag Parametros analisados
animais . nistragao (dias)
Sexo mais
(COSTA; (ij;:r‘r’lfn;;o Hidroxicloreto
SCOTT- i Camundongos 4a7 S5mg/kg =10 de memantina Slgma’ St .6’25 mL/kg Atividade locomotora total; Teste de contex-
MCKEAN; TS65Dn/Mach _ (1-amino-3,5-  Louis, intraperitoneal 35 ..
meses 10 mg/kg =10 . . to; Contexto de choque; Teste de condicio-
STASKO, o _ dimethylada- MO, USA  (i.p.)
2008) 15 mg/kg =10 mantan) namento de medo.
25 mg/kg =10
Comportamento exploratorio — Campo
Aberto (cm/s); Testes sensorio-motores
[Visdo, Sobressalto auditivo, Reflexo de
Camundongos colocagdo de vibrissa, Forga de Preensdo,
(RUEDA et Controle = 16 . . 30 mg/kg/dia Reflexo de Agarrar, Capacidade de tragéo e
al., 2010) (l)“S65Dn/Mach 9 meses Tratamento = 11 Memantina via oral 63 Equilibrio, Coordenagdo Motora (Rotarod)];
Teste do Labirinto Aquatico de Morris;
Niveis de variantes do precursor da proteina
B-amiloide (ABPP), niveis hipocampais de
VGLUTI.
Comportamento exploratério — Campo
Aberto (cm/s); Teste do Labirinto de Bragos
Radiais Win-Stay Water (WRAM), Reco-
nhecimento de Objetos Novos (NOR), niveis
do fator neurotrofico derivado do cortex
frontal (BDNF),
Imuno-histoquimica [receptor de NGF de
(LOCKROW Camundongos Controle = 5 Hidroxicloreto (Tgrrls, 20 mg/kg/dia alta afinidade TrkA, tlros.ma h1§r0x11ase
TS65Dn/Mach 4 meses _ . Bristol, . 180 (TH) e o marcador panmicroglial CD45
etal., 2011) Tratamento = 7 de memantina via oral , .
0 UK) (prosencéfalo basal, locus coeruleus e hipo-

campo)], Esteriologia e analise de imagem
[Ntimero total de neurdnios TH-positivos no
locus coeruleus (LC) e neurdnios colinérgi-
cos do prosencéfalo basal (BFCN)], Densi-
dade da imunoreatividade de Cal 28k e
CD45 nas regides Cornu ammonis 1 e 2 do
hipocampo (CA1/CA2)




Tabela 1. Continuacgéo.

L Idade . ~
Estudos Espécie/ dos Tr’a tamentos/ . Droga Fabricante Via de ~ Dgragao Parametros analisados
Sexo .. Numero de animais administracdo  (dias)
animais
Coniroles Proteinas no hipocampo na fragéo
_ nuclear, citosol e membrana; as
Contexto-Choque =9 . . . s ~
_ Hidroxicloreto de . 5 mg/kg proteinas no cortex na fragéo
Camundongos Choque-Contexto =9 . Sigma, St . . .
(AHMED et 3-4 memantina . intraperitoneal nuclear, citosol e membrana; as
TS65Dn/Mach . Louis, MO, 35 , . ~
al., 2014) o meses Tratamentos (1-amino-3,5- USA antes do proteinas IEGs e modificagdes nas
_ dimethyladamantan) experimento histonas no hipocampo; ¢ o receptor
Contexto-Choque = 10 , .
_ NMDA e as proteinas relacionadas
Choque-Contexto =9 )
no hipocampo.
Controles
Contexto-Choque i 9 Hidroxicloreto de . 5 mg/kg vael.s/Modlﬁcarc;oes de protelnas,
Camundongos Choque-Contexto =9 . Sigma, St . . incluindo: proteinas no hipocampo e
(AHMED et 3-4 memantina . intraperitoneal . ~
TS65Dn/Mach . Louis, MO, 35 no cortex; padrdo nas respostas de
al., 2015) meses (1-amino-3,5- antes do . ,
0 Tratamentos dimethyladamantan) USA experimento proteinas; proteinas no Hsa21;
Contexto-Choque = 10 Y p proteinas nas subunidades NMDAR
Choque-Contexto = 9
Controles
) Contexto-Choque =9 . . As proteinas discriminantes-
(HIGUERA; Camundongos Choque-Contexto =9 H1drox1c;10reto de Sigma, St 6,25 mL/kg comparagdo t-CS-m vs. t-SC-m; o
GARDINER 3 memantina . . e .
) TS65Dn/Mach . Louis, MO, intraperitonial 35 agrupamento de aprendizado
; CIOS, MESES Tratamentos (1-amino-3,5- USA @i.p.) resgatado (t-CS-m) vs aprendizado
2015) dimethyladamantan) P g P

Contexto-Choque = 10
Choque-Contexto = 9

bem-sucedido no grupo controle

Os parametros analisados em negrito sdo parametros primarios e os demais sdo secundarios
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3.1 Caracteristicas dos estudos incluidos nesta revisdo sistematica

Os estudos selecionados nessa revisdo abordavam aspectos comportamentais e moleculares do
tratamento com a droga memantina no modelo experimental, camundongo machos Ts65Dn. O parametro
meta-analisado nos artigos foi o comportamento exploratério — campo aberto (cm/s). Outros parametros
de relevancia também foram descritos nos artigos, os quais ndo foram meta-analisados. O tempo de
duragdo dos experimentos incluidos variou de 35 dias a 180 dias e foi utilizado um total de 200
camundongos machos (grupo tratamento n= 115; grupo controle n = 85). Os trabalhos foram publicados

entre os anos de 2008 a 2015.

3.2 Eficacia da administracdo da memantina no comportamento exploratorio.

O paramentro comportamento exploratorio (cm/s) foi eleito para ser meta-analisado, sendo

expresso com clareza, o que permitiu a extragdo com seguranga dos valores.

A meta-analise do parametro de comportamento exploratério (cm/s) nao revelou diferenca

significativa (p=0.73) (Figura 2).

Experimental Control Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup  Mean 5D Total Mean 5D Total Weight [V, Random, 95% Cl IV, Random, 95% CI
Lockrowetal 2011 188 048 7 16 007 & 50.2% 0.28 [0.14, 0.44] .3
Rueda et al. 2010 07 024 11 131 022 16 488% 080078, 042 -
Total {35% Cl) 18 21 100.0%  0.15[-1.03,0.72)

Heterogensity: Tau® = 0.39; Chi* = 57,11, df = 1 (P < 0.00001); * = 98% 1 1 f f

-2 -1 0 1 2

Test for overall effect: Z=0.34 (P = 0.73) Favours [control]  Favours [experimental]

Figura. 2. Forest Plot da meta-analise do efeito da memantina no parametro comportamento exploratdrio em campo
aberto e medido em cm por segundo (média £ SEM), em camundongos machos Ts65Dn.

3.3 Eficécia da administracdo da memantina nos pardmetros ndo meta-analisados

Para o parametro atividade locomotora os resultados, testes post hoc, ndo mostraram significancia
para qualquer dosagem individual da memantina: 5 mg/kg, p = 0,6433; para 10 mg/kg, p = 0,0683; para
15 mg/kg, p = 0,1152; e para 25 mg/kg, p =0,0815. O teste de condicionamento de medo, o tempo de
congelamento nao diferiu significativamente entre o grupo tratado com memantina e controle (p>0,05).
Os camundongos Ts65Dn que receberam a injecdo de memantina apresentaram tempo de congelamento
significativamente maior (p=0,0014) (COSTA; SCOTT-MCKEAN; STASKO, 2008).

Nao foi evidenciado efeito significativo sobre o tratamento com memantina (p = 0,17) no teste

sensoério de visdo, assim como para o teste de sobressalto auditivo no tratamento (p = 0,62), teste de refle-
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xo de colocagdo de vibrissa (p = 0,74), reflexo de agarrar (p = 0,062) e capacidade de tracao (p=0,66). Os
camundongos Ts65Dn tratados com memantina demonstraram maior forga de preensdo (p<0,05) e no
parametro equilibrio, tarefa mais fécil (barra de madeira), os camundongos tratados com memantina
apresentaram efeito benéfico (p<0,05). Entretanto, no pardmetro equilibrio na tarefa mais dificil (barra de
aluminio) ndo houve melhora (p = 0,059). Para o teste de Rotarod, ndo foi evidenciado significancia sobre
o tratamento a 5 rpm (p=0,15), 10 rpm (p=0,62), 20 rpm (p=0,48), 30 rpm (p=0,31), 50 rpm (p=0,90) e
em aceleragdo (p=0,75) (RUEDA et al., 2010).

Em relag@o aos niveis de variantes do percussor da proteina B-amiloide (APPP) observou-se que
apos o uso da droga ocorreu a diminui¢do desses niveis no cortex e hipocampo, porém ndo significativa
(p>0,05). Os niveis VGLUT1 hipocampais ndo revelaram efeito significativo do tratamento (p=0,23).
Houve aumento da imunoreatividade de VGLUT1, nos testes post hoc, apds administracdo da memantina
(p <0,05) (RUEDA et al., 2010).

No teste do labirinto aquatico de Morris os resultados ndo revelaram redugdo do intervalo da cur-
va de aprendizado no camundongo Ts65Dn (p>0,05). Quando a plataforma era visivel, no teste post hoc
corrigidos por Bonferroni os resultados demonstraram melhora significativa do desempenho nos animais
Ts65Dn (p<0,05). A administracdo da memantina ndo alterou beneficamente (p>0,05) a analise da velo-
cidade de natagdo nos camundongos Ts65Dn (RUEDA et al., 2010).

Os resultados do teste do labirinto de bragos radiais Win-Stay Water (WRAM) revelaram que os
camundongos Ts65Dn que foram tratados com memantina cometeram menor quantidade de erros compa-
rado aos Ts65Dn e que ndo receberam nenhuma dose entre os dias 2 e 3 do teste (p<0,05). Na tarefa de
reconhecimento de objetos novos foi visto que os camundongos Ts65Dn tratados a longo prazo com me-
mantina mostraram preferéncia pelos objetos novos durante o teste (p<0,05) e indice de discriminagdo
maior (p<0,05). Para o tratamento agudo, na tarefa de reconhecimento de novos objetos, foi visto que a
medicacdo melhorou (p<0,05) o desempenho nessa atividade em 24 horas (p<0,05) (LOCKROW et al.,
2011).

Os niveis do fator neurotréfico derivado do hipocampo e cortex frontal (BDNF) aumentaram
(p<0,05) apos tratamento de longo prazo com memantina (p<0,05). O nivel do receptor de alta afinidade
TrkA, que avalia os efeitos de neuroprotecdo em relagdo a degeneragdo colinérgica (BFCN) dos ratos
Ts65Dn durante o envelhecimento, foi observado que ndo houve nenhuma diferenga estatistica com o
tratamento com memantina (p>0,05). Usando o marcador pan-microglial CD45, os resultados nao revela-
ram diferenga significativa (p>0,05) na imunocoloragdo de CD45 em camundongos Ts65Dn com admi-
nistracdo de memantina. A degeneracdo do Locus Coeruleus em camundongos Ts65Dn nao foi alterada
apos a administragdo de memantina (p>0,05). Para a analise densitométrica do CA1, foi observado dimi-
nui¢do da imunoreatividade de Calbindina D-28k (Cal 28k) nos camundongos Ts65Dn e que o tratamento
com o antagonista parcial do receptor NMDA nao foi capaz de exercer efeitos neuroprotetores na expres-

sdo do Cal 28k no hipocampo desses animais (p>0,05) (LOCKROW et al., 2011).
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O numero de proteinas alteradas em cada grupo de tratamento e regido do cérebro (hipocampo e
cérebro) / fracdo subcelular (ntcleo, citoplasma e membrana) foram avaliadas em camundongos com ad-
ministragdo de memantina € no grupo de animais com administragdo de memantina e submetidos ao pro-
tocolo Condicionamento Contextual de Medo (CFC), com o estimulo para o aprendizado normal e bem-
sucedido (NL). No hipocampo, observa-se que na fragdo nuclear a memantina foi responsavel pela altera-
¢do total no nivel de 24 proteinas, sendo um acréscimo de 21 e diminuigdo de 3 proteinas. Os camundon-
gos com estimulo NL e administracdo de memantina, alterou 23 proteinas, sendo acréscimo de 19 e 4
proteinas diminuiram. Na fracdo citosol, os resultados revelaram que a memantina foi responsavel pela
alteracao total no nivel de 22 proteinas, sendo um acréscimo de 11 e diminui¢do de 11 proteinas. Nos
animais com estimulo NL e administracdo de memantina alterou 26 proteinas, sendo acréscimo de 23 ¢ 3
proteinas diminuiram. Na membrana, os resultados revelaram que a memantina foi responsavel pela alte-
ragdo total no nivel de 8 proteinas, sendo um acréscimo de 1 ¢ diminui¢do de 7 proteinas. Nos animais
com estimulo NL e administragdo de memantina alterou 13 proteinas, sendo acréscimo de 12 e 1 proteina
diminuiu (AHMED et al., 2014).

No cortex cerebral, observa-se que na fragdo nuclear a memantina foi responsavel pela alteracdo
total no nivel de 9 proteinas, sendo um acréscimo de 4 e diminui¢do de 5 proteinas. Nos animais com
estimulo NL e administragdo de memantina alterou 31 proteinas, sendo acréscimo de 20 e 11 proteinas
diminuiram. Na fragdo citosol, os resultados revelaram que a memantina foi responsavel pela alteragdo
total no nivel de 19 proteinas, sendo um acréscimo de 13 e diminuicao de 6 proteinas. Nos animais com
estimulo NL e administracdo de memantina alterou 22 proteinas, sendo acréscimo de 6 e 16 proteinas
diminuiram. Na membrana, os resultados revelaram que a memantina foi responsavel pela alteracdo total
no nivel de 15 proteinas, sendo um acréscimo de 10 e diminui¢cdo de 5 proteinas. Nos animais com esti-
mulo NL e administracdo de memantina alterou 18 proteinas, sendo acréscimo de 6 e 12 proteina diminu-
iu (AHMED et al., 2014).

Na analise molecular hipocampal, na fracdo do nucleo, sobre a Via MAPK, 8 componentes dessa
via sofreram aumento sobre a administragdo sozinha da droga memantina, aos quais incluem ELK,
pERK1/2, BRAF, pPKCA/B, JNK, pCAMKII, PKCA e pJNK. Quando se administra a memantina
associada ao protocolo CFC verifica-se elevag@o nos niveis das proteinas pERK1/2, BRAF, pCAMKII e
pINK para esta via. Modificagdes especificas entre o tratamento e o protocolo CFC (NL) € a elevagdo de
pPKCG (AHMED et al., 2014).

Sobre a Via MTOR os resultados revelaram aumento de 10% com a administracdo de memantina
e 13 % na associagdo dessa droga mais CFC (NL). Aumento das proteinas GSK3B e de pS6 sdo visto na
presenga da memantina, e elevacao nas proteinas AMPKA, P70S6 ¢ pGSK3B-ser9 ¢é visto na associagdo
do farmaco ao CFC (NL). Para a proteina S6 s6 € vista elevagdo nos camundongos com a administragao
de memantina (AHMED et al., 2014).

Para a anélise da fragdo citosolica, na via MTOR, a memantina diminui os niveis de S6 e pS6

respectivamente em 20 e 31%. No citosol avaliando a via MAPK, ainda ¢ visto alteragdes que diferem da
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fragdo nuclear, aumentando o nivel de pERK com o medicamento, no tempo que pCAMKII tem aumento
quando se associa o medicamento ao CFC (NL). Ainda nessa via, em relagdo ao nivel BRAF verifica-se
que ndo houve mudanga com nenhuma intervengao, mas o nivel de pPBRAF tem aumento sobre a agdo da
memantina. Em relagdo as alteragdes especificas para MAPK, houve aumento de pMEK e de ELK para a
memantina associada ao CFC. Para a Memantina sozinha, ainda para MAPK, o nivel de MEK reduz em
~10%, enquanto que ao se associa ao CFC, ha aumento de ~32% (AHMED et al., 2014).

Para avaliagdo das respostas das proteinas IEGs e modificagcdes nas histonas no hipocampo foi
verificado que sobre a agdo da memantina e o protocolo CFC (NL), na fragdo citosolica, ha elevagdo dos
niveis de EGR1 e aumento exclusivo dos niveis de ARC para essa associagdo (AHMED et al., 2014).

No parametro de resposta das subunidades do receptor NMDA ¢ proteinas relacionadas, é visto
que para a terapéutica isolada com a memantina hd diminui¢do no nivel das proteinas NR1, NR2A e de
~20% no PSD95 na fragdo da membrana. Ao se associar a droga ao CFC, ndo é visto essa
alteragio/diminuicdo acentuada na fragio da membrana. E percebida, ainda, elevagdo nos niveis de
GLUR3 e GLUR4. Para a fragdo no citosol, viu-se grande aumento nos niveis de NR2A, com o
medicamennto ¢ o CFC (NL). Quando foi administrada a droga isoladamente, no entando, NR2A havia
reduzido no citosol. Ademais, a memantina nao causou alteracdo dos niveis na subunidades AMPAR
(AHMED et al., 2014).

Na associagdo memantina ¢ CFC (NL) verifica-se aumento modesto de BDNF na membrana.
Tanto para memantina isolada, quando na associa¢ao ao protocolo CFC (NL) h4 aumento acentuado de
fosfo-NUMB na fragdo citosdlica, sendo ~40% para somente memantina e ~60% para a associag@o.
Observa-se ainda aumento de pNUMB para a fracdo da membrana. Hé elevacdo de pCAMKII em torno
de ~ 50-80% para a associacdo na membrana. Além disso, a acdo da memantina demonstrou induzir
aumento de TIAM1 no citosol, mas, de maneira contraria, reduz na fragdo da membrana (AHMED et al.,
2014). Para a analise do perfil de Proteinas do Cortex a associacdo da memantina ao CFC (NL) as
modifica¢des mais especificas estdo na elevagdo no nivel de GLUR3 e GLUR4 (AHMED et al., 2014).

No geral, os resultados mostram que os perfis de proteina no Ts65Dn sdo anormais nas condigdes
iniciais, de linha de base, e que as respostas dindmicas sdo menores do que, ¢ muitas vezes opostas, as da
aprendizagem normal neste ponto de tempo (60 minutos) apods o treino. O tratamento com memantina ndo
corrige as anormalidades iniciais e ndo induz as respostas dindmicas observadas no aprendizado normal e
bem-sucedido (NL), mas resulta na normalizacdo dos perfis de desfecho, apds aprendizado resgatado
(AHMED et al., 2015).

Foram detectados 73, 66 ¢ 28 ocorréncias de proteinas, respectivamente, nas fragdes nuclear,
citosolica e membranar do hipocampo e 66, 55 ¢ 29 no cortex e essas respostas sdo adequadas no
camundongo Ts65Dn sem tratamento com memantina e, portanto, ndo contribuem para o
comprometimento do aprendizado. A administragio da memantina induziu indiretamente as respostas
necessarias: alteracdes estdo ausentes na aprendizagem resgatada em camundongos Ts65Dn (RL), mas a

memantina demonstrou induzir diretamente as alteragdes necessarias, ou seja, linha de base Ts65Dn
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tratada com memantina (B-tm) = NL, novamente, semelhante ao acima, sdo os niveis das proteinas que
sdo adequados para o aprendizado bem-sucedido e nenhuma alteracdo adicional no RL ¢ necessaria e
ocorreram mudancas em RL que n3o sfo equivalentes as de NL e os niveis em B-tm compensem
parcialmente. Nesses casos, inicial condi¢do de trissomia (B) + inicial condigdo de trissomia e memantina
B-tm) + e aprendizagem resgatada em camundongos Ts65Dn = NL, sendo que em cada um desses trés
padrdes, considera-se que a falta de resposta ou resposta inadequada em aprendizagem falhada em
camundongos Ts65Dn (FL) contribui para o prejuizo de aprendizagem (AHMED et al., 2015).

Para o parametro de padrdo nas respostas de proteinas, na fragdo nuclear hipocampal, observa-se
que o nivel de CaNA se elevou em 15% para o aprendizado resgatado (t-CS-mem versus t-SC-mem). Em
relacdo ao nivel de H3AcK9 ha uma diminuicdo em 40% para o RL. Para a fracdo nuclear do cortex, ¢é
verificado no nivel de BRAF aumento que variou entre ~50% e ~80% para o RL. Nesses 3 casos o nivel
de B (condi¢do inicial na linha de base em que t-SC-sal ¢ comparado a c-SC-sal) apresentava-se na
normalidade, ¢ a administragdo da memantina néo teve efeito sobre o aprendizado (AHMED et al., 2015).

Avaliando ainda o parametro de padrdo respostas de proteinas, no cortex, em sua fracdo
citosolica, a resposta indireta da droga no RL, resultou no aumento de 12% nos nivies de caspase 3
(CASP3). Em AKT observa-se seu aumento em RL, o qual se soma aos niveis de B, aproximando-se da
resposta em NL. Em relacdo ao hipocampo, fracdo nuclear, como acdo direta 8 memantina, o nivel de c-
Jun N-quinase terminal (pJNK) aumenta em 40% e sem efeito sobre RL. A protein phosphatase 2 (PP2A),
na frag@o nuclear, e interleucina-1 beta (IL1B) na fracdo do citosol em que a agdo famacologica do grupo
de animais do grupo linha de base Ts65Dn tratada com memantina (B-tm) produz altera¢des opostas a NL. No
hipocampo ¢ verificado 20 respostas como essas produzidas pela memantina e no cortex ha 40 delas
(AHMED et al., 2015).

Na avaliagdo das proteinas presentes no Hsa2l gene DYRKI1A (dual specificity tyrosine-
phosphorylationregulated kinase 1) ¢ aumentado nos animais tricossdmicos linha de base no hipocampo
em sua fracdo do citosol e no cortex ela é elevada na fracdo do citosol e nuclear. A adminstracdo da
memantina corrige esse nivel alto no cortex, no citosol, ¢ nas demais fragdes ela aumenta mais os nivies
no RL. A proteina intersectina-1 (ITSN1), proteina de endocitose multidominio presente no cortex, em
sua fracdo nuclear aumentou no RL. Em relacdo ao hipocampo, os niveis de ITSN1 ainda foram altos, no
entanto, sem efeito da memantina, exceto indiretamente um decréscimo em RL presente na fragdo de
membrana (AHMED et al., 2015).

Em relagdo as modificagdes de proteinas nas subunidades do receptor NMDA (NMDAR), que ¢
um receptor ionotrépico ativado pelo acido glutdmico (glutamato)/aspartato e seu agonista exogeno
NMDA, no hipocampo, verifica-se nas subunidades NR2A e¢ NR2B do receptor NMDA poucas alteragdes
diretas, na fosforilacdo ou na localizagdo dessas subunidades. Na subunidadade NR2A, na membrana, o
RL tem uma diminui¢do de 20% e ¢ igual ao falhado, ndo havendo efeito da memantina sobre essa
resposta. No citosol, a memantina diminui 30%, que da sequéncia a um aumento de 80% em RL. Os

niveis da proteina pNR2A, no citosol, demonstraram elevagao em ~13% para animais do grupo linha de
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base Ts65Dn tratada com memantina ¢ RL. Na subunidade NR2B na fracdo citosélica ha aumento do
nivel em RL e os niveis de proteinas pNR2B tbm hd aumento em RL. No que se refere a subunidade
NMDAR no cortex, a administragdo da memantina tem efeitos diretos mais dramaticos. A farmacoterapia
com a memantina sozinha induz a eleva¢des que variam de mais de 50% a 100% em NR2A, pNR2A,
NR1 e pNR, na fracdo de membrana. Como respostas a memantina, inclui diminui¢des subsequentes no
RL, o que sugere que as respostas dinamicas sdo imprescindiveis ao aprendizado bem sucedido (AHMED
etal., 2015).

Na analise das proteinas discriminantes para a classe de camundongos trissomicos, ao se realizar
a comparagdo entre o grupo do Ts65Dn com o estimulo para aprender (CS) e a memantina (t-CS-m),
versus 0 Ts65Dn sem o estimulo de aprender (SC) e a memantina (t-SC-m), ¢ identificado as proteinas
que tem resposta ao aprendizado falhado quando ha resgate pela droga nos camundongos com a trissomia.
Os resultados revelaram que o nivel de 36 proteinas com o medicamento sao diferentes, ao se comparar
com a atividade falhada, no entanto, 7 destas proteinas estiveram presentes na aprendizagem falhada e 17
delas também ocorreram no grupo controle na aprendizagem normal. Isso indica que a droga age
promovendo mais respostas normais, sobre o estimulo de aprendizagem, mas ndo todas as respostas
normais (HIGUERA; GARDINER; CIOS, 2015).

Ao se investigar a comparacdo entre t-CS-m versus o camundongo trissomico sem o estimulo de
aprender e com a inje¢do salina (t-SC-s) foi reconhecido um total de 20 proteinas, onde se observou que
apesar do aprendizado resgatado pela droga conduzir a mais respostas proteicas, somente metade delas ¢
equivalente ao aprendizado normal em camundongos trissdmicos controle (HIGUERA; GARDINER;
CIOS, 2015).

Ao se examinar acdo da droga, memantina, apenas nos camundongos trissdmicos, sobre a
comparagdo t-SC-m vs t-SC-s [camundongo Ts65Dn que ndo recebe o estimulo para aprender (SC) sobre
a administracdo de memantina comparado a de solugdo salina] verifica-se algumas alteragdes sobre as
condi¢des iniciais para as mais favoraveis ao aprendizado. Logo, 12 proteinas alteraramm a pPKCG, S6,
pS6, ERBB4, SNCA, pPKCAB, pMTOR, pNR2A, pP70S6, ARC, P3525 ¢ BAD, as quais 3 estdo em
comum com as encontradas no controle sobre a a¢do da memantina ¢ 6 em comum na avaliagdo do
aprendizado normal (HIGUERA; GARDINER; CIOS, 2015).

Para o parametro de agrupamento entre o aprendizado resgatado com a memantina (t-CS-m) e os
grupos onde o aprendizado foi bem-sucedido (2 classes do controle) sugere-se que os nivies anormais das
proteinas pNR1, MTOR, APP, RAPTOR, NR2B, P38, Tau, GluR3, S6 ¢ EGR1 sao criticas para o
aprendizado falhado. O tratamento com a droga memantina induziu respostas nessas proteinas e foi capaz
de levar ao aprendizado resgatado e também um perfil proteico que ndo se difere do aprendizado bem

sucedido (HIGUERA; GARDINER; CIOS, 2015).
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3.4 Qualidade dos Estudos e Risco de Viés

Todos os trabalhos inclusos receberam um escore de qualidade igual ou superior a 4 pontos
(AHMED et al., 2014, 2015; COSTA; SCOTT-MCKEAN; STASKO, 2008; HIGUERA; GARDINER;
CIOS, 2015; LOCKROW et al., 2011; RUEDA et al., 2010). A pontuagdo onde a qualidade foi mais
baixa foi de 4 pontos (AHMED et al., 2014, 2015; HIGUERA; GARDINER; CIOS, 2015) e a pontuagio
onde a qualidade foi mais alta foi de 5 pontos (COSTA; SCOTT-MCKEAN; STASKO, 2008;
LOCKROW et al., 2011; RUEDA et al., 2010). Desses estudos, nenhum descreveu calculo do tamanho
amostral e a locagdo aleatoria para tratamento. O cegamento da avaliagdo dos resultados foi realizado
apenas por 3 estudos (COSTA; SCOTT-MCKEAN; STASKO, 2008; LOCKROW et al., 2011; RUEDA
et al., 2010). Todos os estudos descreveram as condigdes de criacdo, as conformidades com os regula-
mentos de bem-estar animal e a divulgacdo dos conflitos de interesses. Em todos esses estudos a publica-

¢do foi revisada por pares (Tabela 2).



Tabela 2. Avaliacdo da qualidade dos estudos incluidos na meta-analise.
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Calculo do Alocacgao . Cegamento Conformidade com  Conflitos de  Publicacdo
. Condig¢des da . . Escore de
Study tamanho aleatoria para S - os regulamentos do interesses revisada por .
amostral tratamento de criagdo avaliagdo bem-estar animal divulgados pares Qualidade
de resultados
Costa et al.
(2008)(COSTA; SCOTT-
MCKEAN; STASKO, N N Y Y Y Y Y .
2008)
Rueda et al.
(2010)(RUEDA et al, N N Y Y Y Y Y 5
2010)
Lockrow et al.
(2011)(LOCKROW et al., N N Y Y Y Y Y 5
2011)
Ahmed et al.
(2014)(AHMED et al., N N Y N Y Y Y 4
2014)
Ahmed et al.
(2015)(AHMED et al., N N Y N Y Y Y 4
2015)
Higuera et al.
(2015)(HIGUERA,; N N Y N Y Y Y 4

GARDINER; CIOS, 2015)

'N = Nio; *Y = Sim.
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4. Discussao

O objetivo dessa revisdo sistematica foi avaliar os efeitos da droga memantina em parametros
associados aos comportamentos e/ou moleculares no camundongo Ts65Dn, modelo pré-clinico de Sindrome
de Down. Nao foi relatado em nenhum dos estudos morte ou desconforto dos animais durante o periodo
experimental, bem como efeitos adversos ou indesejaveis advindos das vias de administracdo, oral ou
intraperitonial, da droga, assim como tempo ou concentragdes, demostrando a seguranca do medicamento
nas condigoes dos estudos incluidos nesse trabalho.

Devido as diversas manifestacdes associadas a SD, como a deficiéncia intelectual e aos grandes
avancos na compreensdo das relegdes entre o genotipo e o fendtipo, torna-se necessario a busca por potencias
terapias, as quais possam alcangar a atenuag@o e/ou a remissdo clinica e melhora na qualidade de vida dos
individuos com SD (ANTONARAKIS et al., 2020; DELABAR et al., 2016).

Entretanto, em modelo animal, A SD mostrou-se dificil de modelar em camundongos, apresentando
genes adicionais triplicados em superexpressio (AHMED et al., 2015; DIERSSEN et al., 2021; GUPTA;
DHANASEKARAN; GARDINER, 2016). Os ortdlogos de Hsa21 estdo localizados nos segmentos dos
cromossomos 16, 17 ¢ 10 dos camundongos ¢ nenhum dos modelos criados mostrou-se trissdmico para o
total de ortélogo de Hsa21 (AHMED et al., 2015; GUPTA; DHANASEKARAN; GARDINER, 2016). O
modelo Ts65Dn apresentou trissomia em aproximadamente 55% dos genes ortdlogos de proteinas do Hsa21
e também de em grande quantidade de proteinas ndo ortdélogas de Hsa21 (GUPTA; DHANASEKARAN;
GARDINER, 2016).

O camundongo Ts65Dn, em decorréncia de sua acessibilidade e fenotipos cognitivos, tem sido o
modelo mais utilizado por pelo menos 20 anos (DIERSSEN et al., 2021; HERAULT et al., 2017). Embora
nesses camundongos a memantina tenha demonstrado beneficio na reversdo de alguns pardmetros, ao se
executar ensaios clinicos em humanos o tratamento com ela ndo surtiu efeito em melhoras cognitivas
(COSTA et al., 2022; HANNEY et al., 2012).

Nesta revisdo sistemdtica, os resultados dos parametros comportamentais apontaram para o0s
parametros moleculares e o tratamento com memantina demonstrou ser capaz de elevar proteinas
importantes para o aprendizado e a memoria. Essa diferenca entre os estudos pré-clinicos e os estudo clinicos
na populacdo humana, pela memantina, pode ser resultado da modula¢do no camundongo Ts65Dn, o qual

nao resgata todas as anormalidades presentes do Hsa21.

4.1 Meta-analise do comportamento exploratorio

Os dados extraidos da meta-analise demonstram que o tratamento com a memantina, para o
pardmetro comportamento exploratorio, ndo foi responsavel por aumentar o total da distancia percorrida em
cm (p=0,73). O comportamento exploratério, realizado em campo aberto, ¢ um parametro comportamental
usado na avaliagdo da locomogdo, niveis de ansiedade e comportamentos esteriotipados em roedores.

Quando ha mudangas na locomogao, isso ¢ indicativo de que ha alteragdes na funcao cerebral, com alteracao
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de processos neurologicos. Também ¢ til na avaliagdo dos niveis de estresse, em que os camundongos
estressados apresentaram menor atividade no campo e elevagdo do comportamento esteriotipado
(comportamentos de repeti¢do, sem propdsito). Os camundongos, que passam a maior parte do tempo
proximo as paredes (tigmotaxia) demonstram sinais que se assemelham a ansiedade, devendo eles, ao serem
colocados em novo ambiente, passar mais tempo explorando, na area central (KRAEUTER; GUEST;
SARNYAL 2019; SMITH; MORRELL, 2007; STURMAN; GERMAIN; BOHACEK, 2018).

Nos dois artigos utilizados na meta-analise ndo foi descrito alteragdes na atividade locomotora/
exploratoria apds a administracdo da memantina (LOCKROW et al., 2011; RUEDA et al., 2010). Foi
observado que os camundongos Ts65Dn passaram menos tempo no centro do aparelho de campo aberto e
maior tempo na periferia (tignotaxia), ao serem inseridos em um novo local, o que indica menor atividade
exploratoria e maiores niveis de ansiedade, sendo que o tratamento com a memantina nio alterou esse
paramentro (LOCKROW et al., 2011).

Do ponto de vista do efeito de uma determinada droga diretamente sobre a atividade locomotora, o
aumento da locomogdo pode ser considerada como um efeito estimulante, ao passo que a diminui¢do pode
ser considerada como efeito sedativo (PRUT; BELZUNG, 2003). Para os dois artigos, ndo houve aumento
significativo na atividade locomotora sobre o tratamento com a memantina, ndo sendo verificado possiveis

efeitos estimulantes ou sedativos (LOCKROW et al., 2011; RUEDA et al., 2010).

4.2 Parametros ndo meta-analisados

A atividade locomotora nos camundongos também foi avaliada em outro estudo, em que a principal
medida nesse estudo foi o valor total de interrupgdes da fotocélula em um tempo de 5 minutos, ndo sendo
possivel de ser meta-analisada por estar expresso de outra maneira. Foi verificado ndo haver significancia
nos testes post hoc ao tratamento com a memantina para as dosagens de 5 mg/kg, 10 mg/kg, 15 mg/kg, e 25
mg/kg. Isso indica que ndo houve aumento com significancia na atividade locomotora induzida pela droga,
nem efeitos estimulantes nos camundongos Ts65Dn. Para outras dosagens em camundongos ddY machos, ao
serem injetados na dosagem de 0,625, 2,5 ou 10 mg por camundongo ¢ relatado aumento da atividade
locomotora dose-dependente (ONOGI et al., 2009). No entanto, para os camundongos Ts65Dn na dosagem
mencionada, o mesmo nao ¢ valido, em que niao foi visto aumento da atividade locomotdria com
significancia.

O condicionamento do medo contextual em ratos consiste em um modelo para esclarecer os
mecanismos cruciais relacionados ao aprendizado e a memoria, sendo um dos seus principais focos a fungao
do hipocampo frente a um evento que cause medo (WEHNER; RADCLIFFE, 2004). Nesse teste, ha dois
protocolos, o protocolo de choque de contexto (context-shock protocol) e o protocolo de contexto de choque
(shock-context protocol). No context-shock protocol esses camundongos sdo expostos a um contexto, o qual
serve como estimulo de aprendizagem, ¢ logo em seguida sdo expostos a um choque elétrico (geralmente

choque nas patas). Apds 24 horas esses camundongos sdo novamente repostos ao contexto, devendo eles
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apresentarem congelamento, o que indica que houve aprendizado. No protocolo de shock-context protocol os
camundongos recebem imediatamente um choque e depois sdo expostos a um contexto. Para esse protocolo
ndo é esperado que estes animais aprendam, ndo adquirindo medo condicionado (COSTA; SCOTT-
MCKEAN; STASKO, 2008; SANDERS; WILTGEN; FANSELOW, 2003; WEHNER; RADCLIFFE, 2004).
Para o estudo selecionado foi verificado que ao se administrar a memantina o tempo de congelamento nos
camundonos Ts65Dn se tornou equivalente aos camundongos euploides e que ao se compara-los com a
inje¢do de solucdo salina esse tempo de congelamento foi significativamente maior (COSTA; SCOTT-
MCKEAN; STASKO, 2008). Esses dados indicam que a administracdo da droga, ao aumentar o tempo de
congelamento, resgatou o aprendizado nos camundongos Ts65Dn. A avaliacdo do tempo de congelamento
permite a identificagdo do efeitos significativos do tratamento (CAVALCANTE, 2017).

O teste sensorio de visdo, sobressalto auditivo, reflexo de colocagdo de vibrissa, reflexo de agarrar,
capacidade de tracdo ndo foram beneficamente influenciado pelo tratamento com a Memantina. No teste
sensorio de visdo € avaliado reflexo de colocacdo visual em que os camundongos sdo abaixados pela cauda
em dire¢do a borda de uma superficie, devendo eles realizarem a extensdo das patas. Para isso ¢ atribuido
uma pontuagdo de 0 a 4 (ESCORIHUELA et al., 1995; KLEIN et al., 1996; RUEDA et al., 2010). Na
literatura ¢ demostrado que ndo ha diferenga entre o tempo que os camundongos Ts65Dn extendem as patas
e os camundongos euploides (ESCORIHUELA et al., 1995; KLEIN et al., 1996). Logo, em concordancia
com os dados dispostos nesses estudos, ndo havia diferenga sem algum tratamento, € com a administragdo da
memantina ndo houve alteracdo para esse resultado.

O teste de sobressalto auditivo ndo foi alterado pelo tratamento com a memantina. A resposta de
sobressalto auditivo ¢ um simples reflexo de todo o corpo do animal apds ouvirem um som de alta
intensidade e breve, usada na avaliacdo da capacidade auditiva/ sensibilidade auditiva (FAWCETT et al.,
2020). A deficiéncia auditiva ¢ uma das caracteristicas fundamentais da sindrome de Down, em que os
camundongos sdo Uteis para a compreensdo dos mecanismos relacionados a essas perdas auditivas (CHEN et
al., 2022). A causa dessas perdas auditivas € variavel como: perdas condutivas entre a orelha externa ¢ a
orelha média, por malformag¢des craniofaciais na orelha externa, por liquido que se deposita na orelha, por
deformagdes nos ossos da orelha média que reduzem sua mobilidade, anormalidades na céclea e sistema
vestibular entre outras (AUSTENG et al., 2013; CHEN et al., 2022; SALIBA et al., 2014). A administracao
da memantina ndo alterou a resposta a esse teste ou teve efeito sobre a capacidade auditiva.

No teste de colocagd@o de vibrissa a reagdo do camundongo ao toque em suas vibrissas ¢ avaliada de
0, em que ndo ha resposta e 1, quando eles tocam as vibrissas apds serem estimulados (KLEIN et al., 1996;
RUEDA et al., 2010). Esse teste é responsavel pela verificagdo de modificagdes sensoério-motor, o qual pode
ter alteragdo de desenvolvimento (CHEHIMI et al., 2012; CIPRIANI; BRUNI, 1986). As vibrissas sao fontes
primarias de cole¢do de informagdes do ambiente, integrando processos sensoério-motores e direcionam
comportamentos adaptativos (ARAKAWA; ERZURUMLU, 2015). Para esse parametro, nao houve qualquer
efeito do tratamento com a memantina sobre o sistema sensoério-motor.

O reflexo de agarrar/ preénsil e a capacidade de tragdo ndo sofreram alteracdo com a administragdo

da memantina. O reflexo preénsil consiste na capacidade do camundongo agarrar uma barra com as patas
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dianteiras e permanecer suspenso, sendo que sua avaliacdo refere-se a uma medida da forga muscular
(DEAN et al., 1981; JOHANSSON, 1996). A capacidade de tragdo, por sua vez, € responsavel pela medida
de forga muscular, do ténus e do equilibrio. E avaliada ao mesmo tempo que o reflexo preénsil, em que o
animal estd suspesnso horizontalmente por suas patas dianteiras a uma barra e ¢ contado o tempo até esse
animal colocar as patas traseiras na barra (DEAN et al., 1981).

A administracdo da memantina revelou aumentar a forga de preensdo nos camundongos Ts65Dn. Os
individuos com SD apresentam anormalidades neuromusculares como fraqueza muscular (hipotonia),
alteracdo de reflexos primadrios, alteragdes no equilibrio corporal, densidade 6ssea impropria, entre outras
(MALAK et al., 2013). Estudos demostraram que a memantina faz o bloqueio da trasmissdo neuromuscular,
interagindo no complexo receptor ion canal da placa terminal, o que pode sugerir os beneficios da droga no
aumento da for¢a de prengdo, com a correcdo de alteragdes neuromusculares (MASUO; ENOMOTO;
MAENO, 1986). No entanto, esse mecanismo merece melhores estudos, conforme afirma os autores
(RUEDA et al., 2010). O reflexo preénsil e a capacidade de tragdo refletem a forca muscular e ndo sofrem
alteragOes significativas sobre o tratamento, ao passo que a for¢a de preensdo aumentou, outros estudos
devem ser realizados para elucidar tais mecanismos (DEAN et al., 1981; JOHANSSON, 1996; MASUO;
ENOMOTO; MAENO, 1986; RUEDA et al., 2010).

Resultados demostram que as alteragdes mais evidentes no camundongo Ts65Dn relacionam-se ao
equilibrio e a coordenagdo, coerente com as observagdes clinicas dos individuos com SD. Os estudos
demostraram que ao avaliar o equilibrio e a coordenagdo motora, por aparelho de Rotarod, os camundongos
trissdmicos tem a aquisi¢do dessas duas habilidades de maneira atrasada e ndo apresentam grande sinal de
melhora em testes consecutivos (COSTA; WALSH; DAVISSON, 1999). Para o pardmetro de equilibrio o
tratamento melhorou apenas a tarefa mais facil (barra de madeira), enquanto que para a tarefa mais
dificil(barra de aluminio) nesse pardmentro ndo houve resgate. A memantina ndo resgatou a coordenacao
motora avaliada no teste de Rotarod (RUEDA et al., 2010).

O tratamento com a memantina ndo diminuiu os niveis do percussor da proteina B-amiloide (ABPP)
sobre o cortex e sobre o hipocampo, ndo mostrando beneficio sobre esse pardmetro nos estudos pré-clinicos
no camundongo ts65Dn (RUEDA et al., 2010). Os individuos com SD, devido a cdpia extra do gene
precursor da proteina amildide no cromossomo 21, desenvolvem a patologia semelhante a doenca de
Alzheimer (DA) de idade precoce (CHOI et al.,, 2009; TALLINO et al., 2022). A administracdo de
memantina mostra-se benéfica ao reduzir os niveis de AP (peptideo B-amildide) no cérebro de diversas
linhagens de camundongos, sendo disponivel atualmente como opgao terap€utica para o tratamento da DA
(ITO et al., 2017; MATSUNAGA et al., 2018). No entanto esse tratamento nos camundongos Ts65Dn nao
mostrou-se benéfica (RUEDA et al., 2010). Isso pode ocorrer porque, na SD a triplicagdo no HSA21 em
humanos leva invariavelmente a deposicdo B-amildide (elevagdo e acimulo de AP central), a trissomia
presente no Ts65Dn ndo leva a patologia de acimulo B-amildide, mas causa desrregulacdo do complexo em
APP (proteina precursora de amildide) (CHOI et al., 2009).

O parametro de niveis de VGLUT1 hipocampais ndo foi beneficamente influenciado pelo tratamento

com a memantina ao se realizar a ANOVA. O estudo aponta aumento nesses niveis, porém sem
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significancia. Ao realizar um teste de post hoc o estudo identifica aumento da imunorreatividade de
VGLUT1 apds administragdo da memantina ao nivel normossdomico (RUEDA et al., 2010). Na avaliagdo do
sistema glutamatérgico os niveis de VGLUT1 sdo fundamentais na transmissao excitatoria, a qual realiza a
exitacdo do neurdnio pods-sinaptico. E expresso principalmente no cértex, cerebelo e no hipocampo, e realiza
papel imprescindivel na memoria, plasticidade das vias sinapticas e atividade neuronal (DU et al., 2020;
LIGUZ-LECZNAR; SKANGIEL-KRAMSKA, 2007). Os resultados do estudo demostram que os
camundongos Ts65Dn aprentam diminuicdo dos niveis de VGLUTI1, o qual interfere na memoria e no
aprendizado, no entanto o nivel de VGLUT1 ndo foi resgatado com o tratamento (DU et al., 2020; RUEDA
et al., 2010).

No Teste do Labirinto aquatico de Morris ndo ocorreu diferenca significativa em ANOVA para a
administra¢do de memantina na redugdo da curva de aprendizado nos camundongos Ts65Dn (RUEDA et al.,
2010). Esse teste € util na testagem da memoria espacial, a qual envolve componentes como a memoria de
curto prazo, longo prazo e habilidades de cognigdo. Os receptores NMDA séo alvos da acdo da memantina,
os quais apresentam papéis fundamentais na memoria espacial, podendo ser avaliados por meio do teste do
Labirinto aquatico de Morris (DUDA et al., 2016; SAAB et al., 2011). A administragdo de memantina
mostrou ser benéfica para esse pardmetro quando a plataforma era visivel, ao mostrar significancia no teste
post hoc corrigidos por Bonferroni. Dessa forma, os animais atingiam a plataforma em menor tempo
demostrando aprendizado (RUEDA et al.,, 2010). Outros estudos apresentaram discrepancia para esse
parametro, em que para a plataforma visivel, os camundongos mutantes duplos APP/PS1 ndo atingiram a
plataforma visivel em menor tempo (MINKEVICIENE; BANERJEE; TANILA, 2004). Essa diferenca pode
ocorrer em decorréncia da diferenca no modelo utilizado e a dosagem. A velocidade de natagdo nao
demonstrou melhoras com o tratamento (RUEDA et al., 2010).

O teste do Labirinto de Bragos Radiais Win-Stay Water (WRAM) ¢ um protocolo util na avaliacao da
memoria de trabalho, de referéncia e a memoria espacial dependentes do hipocampo (AGNEW, 2018; DE
LUCA; SOMINSKY; SPENCER, 2016; RAMOS, 2009; SCHMIDT et al., 2007). A administracdo de me-
mantina demostrou ser benéfica nos camundongos modificados para SD, ao diminuir a quantidade dos erros
desses animais comparadas com os animais que nao receberam nenhuma dose. A droga demonstrou corrigir
em partes as deficiéncias na aprendizagem espacial ¢ de memoria, mas ndo a nivel dos animais normossomi-
cos (LOCKROW et al., 2011). A memantina, em outros estudos em ratos com DA e idosos, ja havia demos-
trado beneficio sobre a memoria de referéncia em outras atividades espaciais, consistentes com os resultados
desse estudo (BARNES; DANYSZ; PARSONS, 1996; MINKEVICIENE; BANERJEE; TANILA, 2004). Os
mecanismos para os quais a memantina facilita a plasticidade sinaptica do hipocampo, ¢ consequente melho-
ra no aprendizado espacial, ainda ndo sdo claros (BARNES; DANYSZ; PARSONS, 1996).

A administragdo de memantina, em longo prazo e agudamente, sobre a tarefa de reconhecimento de
objetos novos mostrou beneficio sobre esse pardmetro. Esses camundongos Ts65Dn passaram a ter preferén-
cia pelos novos objetos, o que ndo era visto anteriormente (LOCKROW et al., 2011). O NOR consiste em
um teste que o camundongo € exposto visualmente a dois objetos iguais e em seguida, um deles ¢ substituido

por um novo objeto. O roedor devera explorar o novo objeto, caso se lembre do objeto previamente explora-
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do, pois possui preferéncia inata pela novidade. Consiste em um teste eficiente na avaliagdo da memoria e
para o teste de diferentes fases do aprendizado (LUEPTOW, 2017). Os resultados, ao avaliar a DA, sugerem
que isso ocorre devido os receptores de NMDA serem capazes de realizar alteragdes na plasticidade sinépti-
ca, como as que envolvem o aprendizado, sendo a ativacdo de tais receptores importante para a memoria de
reconhecimento. O excesso de ativagdo ou inibicdo compromete a plasticidade sinaptica, no entanto a me-
mantina € capaz de reduzir a atividade patologica desses receptores, sem prejudicar sua atividade fisiologica.
Esse possivel mecanismo € responsavel pelo beneficio dela no NOR (PITSIKAS; SAKELLARIDIS, 2007).

O BDNF ¢ uma neurotrofina responsavel pelo processos envolvidos no desenvolvimento e na fungao
cerebral normal, sendo expresso pelos neuronios glutamatérgicos principalmente no cortex e no hipocampo
(COLUCCI-D’AMATO; SPERANZA; VOLPICELLI, 2020). Estudos indicam que ele possui relagdo com a
neurogénese hipocampal, sendo importante na regulacdo das sinapses, bem como na potenciagdo de longo
prazo (COLUCCI-D’AMATO; SPERANZA; VOLPICELLI, 2020; MATTSON et al., 2018). A memantina
se mostrou benéfica ao ser administrada nos camundongos Ts65Dn sobre os niveis de BDNF melhorando o
desempenho de tarefas cognitivas (BIMONTE-NELSON et al., 2003; LOCKROW et al., 2011). Essa melho-
ra nos niveis de BDNF, pelo tratamento, ainda permanece obscuro, e seu provavel mecanismo decorre do
efeito do bloqueio do receptor NMDA nos camundongos Ts65Dn (FRANKIEWICZ; PARSONS, 1999).

O nivel do receptor de alta afinidade TrkA, que ¢ util na avaliagdo do tamanho das células colinérgi-
cas no prosencéfalo basal, e em consequéncia avalia os efeitos neuroprotetores da degeneragdo colinérgica
(BFCN), nao mostrou beneficio com a administracdo da memantina. Logo, o tratamento nao possibilitou
minimizar a atrofia de BFCN nesses camundongos (LOCKROW et al., 2011).

O marcador pan-microglial CD45 nao foi beneficamente melhorado com a administragdo da meman-
tina. Esse marcador € ttil na avalia¢do da ativacdo microglial no hipocampo, indicando patologia inflamato-
ria no cérebro desses animais. A administragcdo cronica do medicamento nao reverteu a neuroinflamacao nos
animais modificados para SD (LOCKROW et al., 2011; SCHOLTZOVA et al., 2008).

Camundongos tratados com memantina ndo mostraram neuroprote¢do sobre os neurdnios TH-
positivos no Locus Coeruleus (LC). A degeneracdo do LC ¢ vista na SD bem como na doenca de Alzheimer
e na doenga de Parkinson, repercutindo na diminui¢do capacidade de memoria (LOCKROW et al., 2011;
ZAROW et al., 2003). Logo, a administracao da memantina no grupo Ts65Dn ndo reverteu a degeneragao do
LC vista na SD (LOCKROW et al., 2011).

Resultado da analise densitométrica da regido do cornu ammonis hipocampal (CA1), demostra que a
memantina ndo exerceu beneficios para expressdo de Cal 28k e desse modo ndo possibilitou a neuroprotecao
dessa regido. (9°). A Calbindina D-28k consiste em uma proteina de ligag¢@o ao célcio responsavel pela regu-
lacdo desse ion, o qual ¢ fundamental para as sinapses e sinalizagdo celular (SILVA et al., 2022). Os camun-
dongos Ts65Dn possuem reducdo de Cal 28k em comparagdo com 0s animais normossomicos € o tratamento
com a memantina ndo foi capaz de restaurar esse pardmetro e levar a neuroprotecdo (HUNTER;
BACHMAN; GRANHOLM, 2004; LOCKROW et al., 2011). A compreensao dos genes em desequilibrio de
dosagem e o fendtipo da SD tem conduzido muitos estudos a nivel do proteoma e transcriptoma

(GARDINER, 2004; VILARDELL et al., 2011). Nesse sentido, seu entendimento permite a constru¢do de
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alvos farmacoldgicos de relevancia para a criagdo de novas terapias (EMIDIO et al., 2016). O entendimento
das proteinas expressas apoOs o tratamento com a memantina ¢ util na compreensdo da eficacia do medica-
mento nos processos moleculares de aprendizagem e de memoria. As proteinas descritas para o estudo sele-
cionado foram as que apresentaram maior relevincia, com aumentos ¢ diminuigdes de maior significancia
(AHMED et al., 2014).

Na andlise do hipocampo, para a fragdo do nucleo, a memantina sozinha foi responsavel pelo aumen-
to de 8 componentes da Via MAPK, dentre as quais incluem: ELK, pERK1/2, BRAF, pPKCA/B, JNK,
pCAMKII, PKCA e pJNK. Para o aprendizado normal, ha aumento de 13 componentes. A via MAPK esta
envolvida constru¢cdo da memoria de longo prazo (BERMAN et al., 1998; BESNARD et al., 2011). ELK é o
fator complexo ternario (TFC), o qual é fosforilado pela via MAPK, e sua expressdo no sistema nervoso
central esta relacionada a esse fator de transcri¢do ao translocar para o nucleo fara a remodelagdo da
cromatina, diferenciagdo neuronal e transcri¢do do elemento de resposta do soro (BESNARD et al., 2011).
No hipocampo, aumento de ELK esteve relacionado ao aprendizado de evitacdo de uma tentativa
(BESNARD et al., 2011; CAMMAROTA et al., 2000). No entando, mais estudos sdo necessarios para
estabelecer a relagdo causal entre essa fosforilagdo e plasticidade neuronal e o processo de aprendizagem
(BESNARD et al., 2011). pERK1/2 ¢ uma quinase 1 e 2 regulada por sinal extracelular, pertencente a
familia MAPK, estando envolvido em uma diversidade de processos neurais como a formac¢do da memoria,
aprendizado e formagdo de progenitores neurais. No sistema nervoso adulto é ativada em resposta a atividade
sinaptica e € necessaria para a memoria de reconhecimento (DAVIS; LAROCHE, 2006; SANANBENESI,
2002).

BRAF /B-raf é a mais importante Raf quinase do tecido cerebral, com importante papel na memoria,
aprendizado e plasticidade sinaptica. Foi visto que sua expressdo, no hipocampo de adultos, € necessario para
o aprendizado dependente do hipocampo, plasticidade sinaptica e potencializacdo de longo prazo (LTP)
(CHEN et al., 2006). pPKCA/B consiste em uma familia de quinases, em que a fosforilacao das isoformas de
A e B ¢ aumentada durante a aprendizagem no hipocampo. Seu papel envolve a formacdo da memoria
espacial, em que a PKC regula a secrecdo de neurotransmissores, a funcdo do receptor dos
neurotransmissores e sua expressdo genética (BEN-ARI; ANIKSZTEJN; BREGESTOVSKI, 1992; BONINI
et al., 2007, KLESCHEVNIKOV; ROUTTENBERG, 2001; MACEK; SCHAFFHAUSER; CONN, 1998;
MALENKA; MADISON; NICOLL, 1986; MANSEAU; SOSSIN; CASTELLUCCI, 1998; MEBERG et al.,
1993). JNK, e sua forma ativa fosforilada pJNK, denominada quinases N-terminais c-Jun, ¢ uma enzima de
sinalizacdo celular de importancia na regulagdo celular (expressdo genética, proliferacdo celular e apoptose),
muito relacionada a enfermidades neurodegenerativas no tedido cerebral (SHERRIN; BLANK;
TODOROVIC, 2011; WILLSEY et al., 2016). Outras agoes de JNK sao descritas, com um papel na
consolidagdo da memoria por meio do aprendizado associativo por condigdes de estresse e bdasicas
(SHERRIN; BLANK; TODOROVIC, 2011).No hipocampo, pCAMKII, na sua forma ativa fosforilada tem
papel importante na formagao da memoria, aprendizado e na LTP (COULTRAP; BAYER, 2012).

Quando se associa a memantina ao protocolo CFC, que ¢ util na avaliagdo da capacidade de

aprendizado e lembranga frente a relagdo entre o ambiente e experiéncias aversivas, observa-se a elevagao de
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parte das proteinas que foram estimuladas pela memantina sozina (SHOIJI et al., 2014). A elevagdo de
pPKCG ¢ especifica para essa associacdo, sendo que pPKCG um is6tipo de PKC gama na forma ativa
fosforilada, e esta relacionada a plasticidade neuronal, LTP, depressdo de longo prazo (LTD) (CODAZZI et
al., 2006; SAITO; SHIRAI, 2002).

Na analise hipocampal, para a via MTOR, foi visto que a administragdo de memantina resultou no
aumento das proteinas GSK3B e pS6. GSK3B esta envolvido na reconsolidagdo da memoria no cérebro de
camundongos adultos e plasticidade sinaptica (KIMURA et al., 2008; PEINEAU et al., 2007). Os estudos
demostram que pS6, que corresponde a S6 fosforilada, desempenha papel importante na sintese de proteinas,
sobrevivéncia celular e formagao de sinapses para o desenvolvimento do cérebro. Foi relatado envolvimento
da fosforilagdo de pS6 regulando o controle da tradug¢do no sistema nervoso, porém os estudos ainda sdo
controversos, necessitando de melhores estudos. Foi verificado elevacdo de S6 apenas com a administragdo
do medicamento (AHMED et al., 2014; BIEVER; VALJENT; PUIGHERMANAL, 2015; LI et al., 2015).
Quando ha a associacdo entre o estimulo de aprender ¢ a memantina outros niveis de proteinas sdo verifica-
dos, como o aumento em AMPKA, P70S6 e pGSK3B-ser9. A elevagdo na fungdo de AMPKA, na regido do
CA1 hipocampal, regula de modo negativo a constru¢do da memoria contextual de medo e também da
plasticidade estrutural. De maneira contraria, para a associacdo da droga e o estimulo de aprender no
camundondo Ts65Dn, houve elevagdo em AMPKA, que seu aumento inibe a formagdo da memoria do medo
de longo prazo (HAN et al., 2016; POTTER et al., 2010). P70S6 ¢ uma proteina em que sua fungéo bioldgica
¢ necessaria para a inducdo da sintese proteica que gerard a plasticidade sindptica (CAMMALLERI et al.,
2003; HU et al., 2010). O aumento de pGSK3B-ser9, em que GSK-3f ¢ fosoforilado em Ser9, prejudica a
LTP levando a um défict na memoria espacial (HOOPER et al., 2007). Nesse aspecto, o estudo da funcao
dessas proteinas, para a associacdo entre a memantina e o estimulo de aprender, leva ao aumento de proteinas
relacionadas a falha no aprendizado.

A administracdo da memantina, na fracao citosolica da via MTOR nos ratos Ts65Dn foi responsavel
pela diminui¢do dos nivies de S6 ¢ pS6 (AHMED et al., 2014). Isso pode correr porque parte de S6
citoplasmatico ¢ traslocado para a fragdo nuclear (AHNSTEDT et al., 2011). A via MTOR esta localizada
tanto no nucleo, quanto no citoplasma em que sua distribuicao se difere entre elas, em o nivel de S6 e pS6
difere entre essas fragdes (ROSNER; HENGSTSCHLAGER, 2008). A elevagdo da atividade de pERK con-
tribui para a LTP (BEVILAQUA; CAMMAROTA, 2018). Na associagdo do CFC a memantina, na fracao
citosolica o resultado demostrou aumento de pCAMKII, que como discutido anteriormente, tem papel na
memoria, aprendizado e LTP (COULTRAP; BAYER, 2012).

A administracdo de memantina nao alterou na frago citosélica da via MTOR o nivel de BRAF, mas
aumentou o nivel de pBRAF, sua forma fosforilada ativada, o qual tem fungdes sobre a memoria,
aprendizado e plasticidade sinaptica (AHNSTEDT et al., 2011; CHEN et al., 2006). Ainda para o citosol,
alteracdes especificas para a memantina e CFC sdo vistas, em que ha aumento de pMEK, desempenhando
papel imprescindivel na memoria e no aprendizado, e aumento em ELK, o qual desempenha papel no
aprendizado de evitacdo de uma tentativa (AHMED et al., 2014; BESNARD et al., 2011; CAMMAROTA et
al., 2000; SHALIN et al., 2004).
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EGRI1 ¢é um fator de transcri¢do, dependente da ativagdo de NMDA, em que o aumento de seus ni-
veis se relaciona a alteragdes na transcri¢do de longo prazo, levando a aquisicdo e/ou manutencao do apren-
dizado de uma habilidade motora (BRITO et al., 2022). ARC, por sua vez relaciona-se a todas as formas de
plasticidade sinaptica como na memoria espacial de longo prazo, LTP, LTD, plasticidade homeostatica
(BRAMHAM et al., 2010; KORB; FINKBEINER, 2011; MESSAOUDI et al., 2007; MINATOHARA;
AKIYOSHI; OKUNO, 2016; PEEBLES et al., 2010; PLATH et al., 2006; YAMADA et al., 2011). A admi-
nistragdo da droga e o CFC elevou esses dois pardmetros na fracdo citosolica, em que ARC teve elevacao
apenas para esta associacdo (AHMED et al., 2014).

Ao se analisar a resposta das subunidades do receptor NMDA e de suas proteinas relacionadas, a
administra¢do de memantina foi responsavel pela diminuigcdo das proteinas NR1, NR2A ¢ PSD95 na fracdo
da membrana. NR1 ¢ NR2 ¢ subunidade do receptor NMDA. NR1 apresenta func¢do sobre a plasticidade
sinaptica na aprendizagem, memoria (BAZZARI; PARRI, 2019). NR2A apresenta fungdo sobre a potenciali-
zagdo sinaptica, plasticidade sinaptica (JONES, 2004; TANG et al., 1999). PSD95, por sua vez tem relagdo
com a forga sinaptica e estabilizagdo das sinapses apos as fases iniciais da potencializacdo sinaptica
(EHRLICH et al., 2007; SCHLUTER; XU; MALENKA, 2006). Pelos resultados, sobre o receptor NMDA, a
administra¢do de memantina diminuiu as proteinas associadas, que contrariam o favorecimento da plastici-
dade sinaptica. Quando se associa o medicamento ao CFC, observa-se elevacdo dos niveis de GLUR3 ¢
GLUR4 na membrana. GLUR3 ¢ GLUR4, que sdo subunidades do receptor de glutamato, estdo envolvidos
na transmissdo sindptica excitatoria com mais rapidez (ADESNIK; NICOLL, 2007; AHMED et al., 2014).
A funcdo das subunidades AMPAR estdo relacionadas a transmissao excitatéria com rapidez, sendo um dos
principais responsaveis pela memoria e aprendizado (GUGUSTEA; JIA, 2021). A administracdo da meman-
tina ndo provocou alteragdes nos niveis dessa subunidade, para os camundongos Ts65Dn (AHMED et al.,
2014).

Outras mudangas no receptor NMDA foram vistas com a administragdo de memantina. A sua admi-
nistragdo associada ao CFC foi responsavel por elevagdo modesta nos niveis de BDNF na membrana. O
BDNF tem fun¢do na regulacdo das sinapses de curto, de longo prazo, processo cognitivo e comportamentos
que exigem complexidade (LU; NAGAPPAN; LU, 2014). Essa associacdo ndo provocou grandes elevagdes
no BDNF (AHMED et al., 2014). Para a memantina isolada, na fra¢do do citosol, quanto em associagdo ao
CFC ela elevou os niveis de fosfo-NUMB e pNUMB, sua forma fosforilada, foi elevada na membrana. Os
niveis de NUMB ndo foram estudados no processo de aprendizado e memoria, mas sua relacdo esteve asso-
ciada a morfogénese da espinha dendritica (protuberancia nas membranas onde existem as sinapses excitato-
rias) (NISHIMURA et al., 2006). TTAM1 ¢é uma proteina envolvida na regulagdo de sinapses glutamatérgicas
nos neurdnios do hipocampo, a qual foi aumentada no citosol e reduzida na membrana sobre a administragdo
de memantina (AHMED et al., 2014; RAO; KAY; HERRING, 2019). Estudos demostraram que a relagao
entre o complexo CaMKII-Tiam1 ¢ imprescindivel ao armazenamento da memoria e que TIAM1 sofre trans-
locacdo do citosol para a membrana dependente do tempo, o que pode explicar essa elevacao no citoplasma e
diminui¢do na membrana, sendo ele mais expresso no citoplasma (BUCHANAN et al., 2000; FLEMING et
al., 2004; KOJIMA et al., 2019).
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No cortex, a administragdo da memantina associada ao CFC foi responsavel pela elevagao mais es-
pecifica nos niveis de GLUR3 e GLUR4 que esto relacionados a transmissao sinaptica excitatoria com mais
rapidez (ADESNIK; NICOLL, 2007; AHMED et al., 2014).

O tratamento com memantina ndo foi eficaz em reverter as anormalidades no hipocampo dos ca-
mundongos Ts65Dn a nivel molecular. De maneira contraria, a memantina resultou na elevagao das anorma-
lidades comparadas com a aplica¢ao de solugdo salina nos animais Ts65Dn (MACLEOD et al., 2015). Estu-
dos anteriores para a DA demostraram que a memantina desempenha respostas proteicas complexas no cére-
bro, afetando de maneira diferente as regides do cérebro (ZHOU et al., 2019). No hipocampo, ao contrario
do que foi encontrado nesse estudo, para o tratamento com memantina em camundongo modificado para a
DA (camundongos do tipo 3xTg-AD ou WT), foi vista regulagdo positiva a nivel protedmico. Essa dispari-
dade, ao instituir o tratamento com a memantina, pode ser decorrente do modelo animal utilizado (AHMED
etal., 2015; ZHOU et al., 2019).

A administra¢do de memantina no cortex reverteu parcialmente as alteragdes proteicas no citosol e
no nucleo (AHMED et al., 2015). Os resultados encontrados sugerem que a memantina tem efeito maior no
cortex do que no hipocampo, atuando significativamente sobre mais proteinas, no entanto, ndo ¢é relatado em
outros estudos se isso foi responsavel pela reversdo das alteragdes proteicas mencionadas (AHMED et al.,
2015; ZHOU et al., 2019).

A memantina ¢ usada para tratamento de doengas neuroldgicas, como a doenca de Alzheimer (DA)
(RIO-SANCHO, 2020) ¢ o seu possivel uso na SD originou-se de informagdes funcionais em uma proteina
codificada por Hsa21, reguladora da calcineurinal, RCAN1. A RCANI demonstrou modular a atividade da
proteina fosfatase Cat+-calmodulina, calcineurina (CaN), um heterodimero composto por uma subunidade
catalitica A (CaNA) (ROTHERMEL, 2003) e que apds a administragdo do medicamento, resultou no resgate
do aprendizado e elevagdo nos niveis de CaNA na fragdo nuclear no hipocampo (AHMED et al., 2015),
possivelmente decorrente da diminuicao na desfosfolorizacdo do CaN e que pode resultar na diminui¢do da
probabilidade de abertura de NMDAR (LIEBERMAN; MODY, 1994) e neurotoxicidade (COSTA; SCOTT-
MCKEAN; STASKO, 2008). Entretanto, os resultados dos estudos sdo conflitantes, pois outro estudo relata
que a dimuinui¢do de CaN esta associada a melhora na formagdo da memoria e plasticidade sinaptica
(HAVEKES et al., 2006).

A administragdo da memantina, na fracdo nuclear do hipocampo, diminuiu o nivel da proteina
H3AcK9 (AHMED et al., 2015). Essa proteina esta associada a transcrigdo ativa, no inicio da transcrigdo e
recruta proteinas para as proximos passos durante a transcri¢do, no entanto, faltam estudos para a melhor
compreensdo do papel dessa proteina no hipocampo e seu papel funcional ainda é pouco entendido (GATES
etal., 2017).

O nivel de BRAF foi aumentado na fragdo nuclear do cortex para o tratamento para o aprendizado
resgatado. Isso corrobora com o papel dessa proteina na memoria, aprendizado e plasticidade sinaptica
(AHMED et al., 2015; CHEN et al., 2006). No entanto, os estudos selecionados apontam que mesmo com
essas alteragdes/aprendizado resgatado, a memantina ndo produziu efeitos sobre o aprendizado, que ocorreu

em virtude de o nivel da linha de base estar dentro da normalidade. Além disso, no aprendizado resgatado
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(RL), a farmacoterapia com a memantina nao fez a corre¢do das anormalidades de inicio, tampouco levou as
respostas dinamicas vistas em NL(aprendizado normal), no entanto resultou na normaliza¢do dos perfis no
final, no resgate do aprendizado (AHMED et al., 2015).

Para a fracdo nuclear do cortex cerebral, foi verificado aumento no nivel de BRAF com a
administra¢do de memanatina e variou entre ~50% e ~80% para o RL (AHMED et al., 2015). Esse resultado
do gene individual SFARI (BRAF), das vias de sinalizagdo neurovascular listadas pelo SFARI (MAP
quinase, receptor de célula B e sinalizacdo de interleucina), sinalizagdo Hedgehog e vias de angiogénese
demonstram poder influenciar comportamentos adaptativos, motores ¢ de ansiedade (JAGADAPILLAI et al.,
2022).

Avaliando ainda o parametro de padrdo respostas de proteinas, no cortex, em sua fragdo citosoélica, é
visto resposta indireta da droga no RL, com aumento nos niveis de CASP3 (AHMED et al., 2015). Como
enzima efetora central da cascata apoptotica, nos cérebros de pacientes com sindrome de Down, fornece
evidéncia direta de morte neuronal apoptdtica com frequéncia compativel com a progressdo da degeneracdo
neuronal (STADELMANN et al., 1999).

Em relagdo ao parametro AKT, os resultados revelaram aumento em RL, o qual se somara aos nivies
de base, aproximando-se da resposta em NL. Em relagdo ao hipocampo, em sua fragdo nuclear, como acdo
direta & memantina, o nivel de pJNK aumenta em 40%, sem efeito sobre RL. Ainda no hipocampo,
resultados mais complexos em relagdo ao farmaco ¢é visto. Em PP2A- na fra¢do nuclear- ¢ em IL1B- na
fragdo do citosol- em que a agdo famacologica B-tm (condig¢des iniciais, trissomia em que t-SC-mem ¢
comparado a t-SC-sal) produz alteragdes opostas a NL. No hipocampo ¢ verificado 20 respostas como essas
produzida pela memantina e no cortex ha 40 delas (AHMED et al., 2015).

Na avaliacdo das proteinas presentes no Hsa21 gene DYRKI1A ¢ aumentado em niveis de base no
hipocampo em sua fracdo do citosol e no cortex ela ¢ elevada na fracdo do citosol e nuclear. A Memantina
corrige esse nivel alto no cortex, no citosol, e nas demais fragdes ela aumenta mais os nivies no RL. A
proteina ITSNI1, ( proteina de endocitose multidominio) no cortex, em sua fragdo nuclear aumentou no RL.
Em relagdo ao hipocampo, os niveis de ITSNI1 ainda foram altos, no entanto, sem efeito da Memantina,

exceto indiretamente um decréscimo em RL presente na fragdo de membrana (AHMED et al., 2015).

4.3 Qualidade dos Estudos e Risco de Viés

Ap6s aplicagdo de critérios explicitos para a exclusdo e inclusdo, foram selecionados seis estudos.
A avaliagdo dos estudos em animais foi realizada usando a ferramenta para avaliar o risco de viés e outros
critérios metodologicos de estudos publicados em animais (KRAUTH; WOODRUFF; BERO, 2013a) ¢
demonstrou que todos eles apresentam baixo risco de viés, o que indica que os estudos possuem a qualidade
necessaria para serem incluidos nessa revisdo sistematica com meta-analise. O viés de publicacdo ¢ um
problema consideravel para a validade da meta-andlise, pois estudos com resultados significativos ou
positivos sdo mais propensos a serem publicados do que estudos com resultados ndo significativos (YAZDI

et al., 2017). Esta revisdo sistemdtica revisou e incluiu estudos com resultados benéficos ou ndo benéficos da
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administracdo de memantina. Revisdes sistematicas de estudos em animais sdo mais vulneraveis ao viés de
publicagdo do que as de ensaios clinicos (LEE et al., 2019; TER RIET et al.,, 2012). Estudos nao
significativos ou desfavoraveis podem nao ser publicados por razdes comerciais (TANAKA et al., 2003). O
12 encontrado na meta-analise foi alto, demonstrando a heterogeneidade dos estudos e varios fatores, dentre
eles a diferenca na duragdo do periodo experimental, concentracdo administrada de memantina, periodo

experimental dos animais no inicio do experimento podem ter contribuido para isso.

5. Limitacdes e pontos fortes

Os pontos fortes desta revisdo sistematica relacionam-se a ampla estratégia de pesquisa
bibliografica usada para identificar as evidéncias disponiveis para responder a questdo da pesquisa.

Esta ¢ uma revisdo sistematica que avalia sistematicamente estudos em animais Ts65Dn, machos,
publicados, ¢ os efeitos da administragdo da memantina, como potencial tratamento de parametros
relacionados a sindrome de Down.

Além disso, o desenvolvimento e fundamentacdo desta revisdo foram baseados na inclusdo de
estudos avaliados por meio de rigorosas ferramentas de qualidade metodoldgica. No entanto, as revisoes
sistematicas estdo sujeitas a certas desvantagens ¢ limitagdes metodoldgicas que devem ser reconhecidas a
luz dos achados. Nessa revisdo sistematica apenas um parametro foi meta-analisado, devido ao baixo ntimero
de estudos e formato de apresentagdo dos dados ou mesmo a supressdo dos dados obtidos, o que

impossibilitou a analise quantitativa.

6. Implicacées e pesquisas futuras

A memantina ¢ um medicamento usado para retardar a progressdo da doenca de Alzheimer
moderada a grave e ¢ ingerido por via oral e atua nos receptores NMDA, funcionando como bloqueador dos
poros desses canais i0nicos. Nesse estudo meta-analisamos os efeitos da memantina no teste de campo aberto
em camundongos machos Ts65Dn, ndo obtivemos resultado significativo. O numero limitado de estudos nao
permite tirar conclusdes definitivas sobre o impacto desse composto na corregdo das alteragdes cognitivas,
motoras e morfologicas observadas em decorréncia da SD. Portanto, mais estudos deverdo ser feitos para
aumentar o nivel de evidéncia e assim poder recomendar o uso rotineiro de memantina para fins de

recuperagdo das alteragdes observadas nos portadores de sindrome de Down.

7. Conclusao

A meta-analise do comportamento exploratério em campo aberto ndo revelou efeito benéfico do
uso da memantina em camundongos Ts65Dn, como modelo experimental de SD. O pequeno nimero de
estudos ndo permite fornecer evidéncias suficientes para tirar conclusdes sobre a eficicia ou seguranga,

necessitando que novos ensaios rigorosos € com poder estatistico suficiente possam permitir que
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aumentemos as evidéncias dos efeitos do uso da memantina em relagdo a parametros comportamentais e

moleculares.
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Instructions to Authors
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Article types

Terms of consideration

Authorship and originality

Funding and sponsorship

Declaration of Interests
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Manuscript preparation

9. Procedures
Scope and audience
Nutrition Reviews is a highly cited, monthly, international, peer-reviewed journal that specializes in the pub-
lication of authoritative, innovative, and critical literature reviews that provide new insights on current and
emerging topics in nutritional sciences, food sciences, clinical nutrition, community nutrition, and nutrition
policy. Readers of Nutrition Reviews include nutrition scientists, biomedical researchers, clinical and dietetic
practitioners, and advanced students of nutrition.
Articles selected for publication will be consistent with the journal’s mission and should clearly outline both
the biological and practical nutritional implications of a timely topic, so the reader obtains a clear under-
standing of both the topic’s nature and its relevance. The journal does not publish primary research. Reviews
and commentaries on current cutting-edge nutrition topics are eligible for consideration, provided they are
prepared in accordance with established guidelines. Unsolicited submissions written in English are welcome
from all countries from individual scientists and research teams.
Mission and history
Nutrition Reviews was founded in 1942 in response to a recognized need for expert analysis and synthesis of
the vast amounts of nutrition science research being generated worldwide. Today, that need is greater still
and Nutrition Reviews continues to serve it with the same goal in mind: To help nutrition scientists, scholars,
practitioners, and policy makers stay abreast of significant developments in the field through concise reports
prepared with objectivity and a critical focus.
Article types
Nutrition Reviews publishes five types of review articles in both the narrative and systematic review for-
mats. Additionally, commentaries about recent nutrition issues and events along with letters to the editor are
also published. All review articles must address a clearly defined research question that is articulated in an
abstract; they must also follow recognized approaches to the literature selection, analysis, and conclusions, as

outlined in accepted guidelines. It is recommended that authors consult existing literature on what constitutes
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various types of reviews. Nutrition Reviews does not publish original research articles. Authors are required
to identify the type of article that is being submitted according the following categories:

e Scoping Reviews provide an evaluation of the type and amount of research available on a topic, as
well as potential knowledge gaps. These reviews should address the big picture of an issue to present
new concepts and frameworks being proposed for the field of nutrition.

e Narrative Reviews provide critical reviews that explain and summarize the literature on a specific
nutrition topic that adds new knowledge to the current literature. Manuscripts that describe a concept
or a process (e.g., a biochemical pathway, nutrition mechanism, or methodology) are well suited to
be submitted as a narrative review. Narrative reviews do not require any specific guidance for de-
termining which papers are used for the reviews but need to provide a critical and balanced review of
the topic. Nutritional topics for which there is a significant amount of data and peer reviewed publi-
cations should be addressed by systematic reviews.

e Systematic Reviews provide a comprehensive review on a specific topic that has not been addressed,
or include new literature that either substantiates past findings or provides new insight for the nutri-
tion field. Systematic reviews need to follow and describe a structured approach for identifying a
comprehensive search of the literature, and should analyze the literature based on accepted method-
ology so the approach can be replicated and compared with past reviews. Systematic reviews can in-
clude papers that have used qualitative, quantitative, or mixed method approaches to study a nutri-
tion topic. Systematic reviews should be conducted by a research team.

e Meta-Analyses provide a systematic review of the literature that quantitatively combines data to pro-
vide an overall evaluation that supports or refutes the probability of a cause-and-effect nutrition rela-
tionship. Meta-analyses are especially helpful to determine a nutrition-disease link or the potential
impact of nutrition interventions.

e Umbrella Reviews evaluate exiting systematic reviews and meta-analyses. These reviews should
summarize the similarities and differences in the methods and conclusions from past reviews to help
readers better understand a topic for which there have not been consistent results between previous
reviews.

e Commentaries provide a discussion on the importance of a current method, study, or group of studies
in nutrition research presented in the context of the larger body of research on that topic.

e Letters to the Editor are welcome. Letters should address issues related to a recently published re-
view in the Nutrition Reviews. Letters should add to the discourse regarding the article by highlight-
ing factors that may have influenced the outcome of a review. Upon acceptance of a letter, authors of
the published review will be provided the opportunity to respond to the issues raised in the letter.

Identification of Nutrition Topics
Papers will be published under the type of review that was conducted. Upon submission, authors need to
provide 5-7 key words to identify the nutrition topic that is being addressed by the manuscript.

Terms of consideration
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All manuscripts submitted to the journal must be original works of authorship that are not under simultane-
ous consideration elsewhere and do not infringe the intellectual property rights of any individual or organiza-
tion. All previously published information, whether by the authors themselves or other individuals, groups,
or entities, must be appropriately cited. The final version must have been read and approved by all of the
individuals named as authors. The work must present novel information that differs substantially from that
presented in works published by the authors previously. Authors should attest to these terms in their cover
letter.

Authorship and originality

To qualify for authorship, individuals must meet all of the following criteria: 1) contributed significantly to
the work’s conception, design, data collection (as applicable), or data interpretation and analysis; 2) partici-
pated in the writing or critical revision of the article in a manner sufficient to establish ownership of the intel-
lectual content; and 3) read and approved the version of the manuscript being submitted. All authors share
responsibility for ensuring the manuscript complies with the journal’s style requirements and terms of con-
sideration. Any requests for changes to author names, or order of appearance, that are received post submis-
sion will need to be approved in writing by all authors.

Funding and sponsorship

All sources of funding for the article’s research, preparation, and publication should be noted in the article’s
Acknowledgments section under the subheading “Funding” and be acknowledged in the cover letter. The full
name of the funding agency should be provided and grant numbers should be supplied. If grants or other
funding were given to specific authors, the relevant individuals should be identified by their initials in paren-
theses.

The role any sponsor played in the study design, data collection and analysis, manuscript preparation and
revision, and publication decisions should be made clear in the Funding declaration in the Acknowledgments
section. Authors should also indicate whether they received complete access to data pertaining to the publi-
cation that was owned by the sponsor.

CrossRef Funding Data Registry

In order to meet the CHORUS at Oxford University Press authors are required to name their funding sources,
or state if there are none, during the submission process. For further information on this process or to find out

more about CHORUS, visit the CHORUS initiative.

Declaration of Interests
All authors are required to disclose relevant competing interests by noting them in the Acknowledgments
section of the manuscript under the subheading "Declaration of Interest." Guidelines regarding what consti-

tutes a competing interest are included in the Declaration of Interest form. Completed Declaration of Interest

forms for each author should be uploaded as supporting Information at the time of manuscript submission.
Manuscript preparation

Cover letter. The cover letter should address the following topics: description of the work and its novelty;
authorship; and originality. The description of the work should clearly indicate what novel contribution the

submitted article makes to the existing literature. A statement should indicate that all listed authors meet the
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criteria for authorship (see Authorship and Originality entry above) and that no individual meeting these
criteria has been omitted. Regarding originality, the following should be declared or, if untrue, explained: 1)
the submitted article represents the original work of the authors; 2) the article is not currently under consid-
eration elsewhere, nor has it been previously published in the same or substantially similar form; and 3) no
copyright to any other work was breached in the manuscript’s creation.

Manuscript format. Manuscripts should be prepared electronically using word-processing software, prefera-
bly Microsoft Word. Article pages should be formatted as double-spaced and left-justified text with 1-inch
margins and 12-point type. Pages and lines must be numbered.

Length restrictions. Articles in any category must be formatted as indicated in the Manuscript for-
mat guidelines section and reviews may not exceed 50 double-spaced pages in length, including references
and illustrative material. Each article should provide a focused, concise, and objective investigation of a
clearly defined topic. Commentaries should be less than 2000 words and letters to the editors should be less
than 500 words.

Supplemental information. The option to publish certain material as “Supplemental Information” in an
online-only format is provided. Authors are encouraged to make use of this option to accommodate material
that may be of interest to the reader but is not integral to the work itself. Examples would include extensive
summary tables and appendices. It is particularly important that the main text of an article include everything
essential for a complete understanding of the review and that the main text stands alone from the Supple-
mental Information. Readers should not need to toggle between documents to obtain or understand infor-
mation. If references are included in Supporting information documents, they should be listed at the end of
each document and appear in a numerical sequence pertaining solely to that document.

Cover page. The following information should be included on the cover page:

o Article type. Choose one of the article types in which the journal specializes. Editors may change this
designation if they find the article is better suited to another category.

e Title. The title of the article should be short (200 characters or less), specific, and accurately describe
the topic of the work. Abbreviations and acronyms should not be used unless they are widely recog-
nized and generally understood, e.g. HIV, DNA. Articles and phrases such as “the use of,” “the
treatment of,” and “a report of” should be avoided.

e Author names. Please list the first name, middle initial(s), last name and academic degrees of each
author in descending order of their contributions to the article. Each author should provide an OR-
CID identification. Individuals who provided technical or administrative support should be recog-
nized in the Acknowledgments section.

e Author affiliations. The names of all authors affiliated with a particular institution should be listed
directly above the affiliation. Each affiliation should include the department, institution, city, state
(spelled out, if applicable), and country.

e Corresponding author. The name, complete mailing address, telephone and e-mail address should be

provided for the author responsible for correspondence.
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Abstract. All reviews need to include a formatted abstract. The length should not exceed 300
words. Abstracts exceeding these word limits will be shortened during copyediting. References, ta-
bles, and figures should not be cited in the abstract. Abstracts are to have the following sections:

o Objectives that describes the primary reason for the review

o Background that identifies the justification for the review

o Methods of data sourcing and extraction and data synthesis (as applicable)

o Results that summarizes the main findings

o Conclusion that identifies the contribution the paper has made to the literature and recom-

mendations as appropriate.

Key words. At least three to five key words or phrases need to be provided.

Sections and headings

Scoping and Narrative Reviews

Each manuscript should contain at a minimum the following sections in addition to the abstract:

Introduction that includes the justification and objectives for the review.

Methods used to review the literature by describing how you identified what papers were used. The-
re is no set format for this section.

Discussion regarding the topic being reviewed.

Conclusion (at the end of the text).

Acknowledgements (after the Conclusion).

Funding and sponsorship (as part of the Acknowledgments).

Declaration of interest (as part of the Acknowledgments).

References (after the Acknowledgments).

List of any Supporting Information included (after the acknowledgements and before the reference
list)

Table Legend and Figure Legend listing the tables and figures included in the manuscript (after the

reference list)

Between the Introduction and Conclusion, additional headings and subheadings are at the discretion of the

author. Headings and subheadings should be used to organize the text and guide the reader.

Systematic reviews and Meta-Analyses

Articles of this type should be prepared in accordance with relevant, existing guidelines (e.g., PRISMA or

MOOSE checklists) and be structured accordingly. If the guidelines used include a checklist, the completed

checklist should be uploaded as Supporting Information during the manuscript submission process. Ques-

tions regarding the acceptability of chosen guidelines can be sent to the journal’s editorial office via e-mail

(nutritionreviews@ilsi.org). Each manuscript should contain at a minimum the following sections:

A structured, concise abstract containing the following subheadings: Context, Objective, Data
Sources, Data Extraction, Data Analysis, Conclusions.
Introduction that includes a sufficient amount of background information to justify the review, and

the objectives for the review including the question(s) being addressed by the review.
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86

Methods used to review and evaluate the literature using standardized procedures. This should in-
clude the databases used for the review, the key search terms, the criteria for excluding or including
previous studies, and how the studies were evaluated and by whom. Finally, the methods should in-
clude how the data were analyzed including the statistical methods for any meta-analyses that were
conducted.

PICOS criteria (participants, interventions, comparisons, outcomes, and study design) used to define
the research question as Table 1 and cite the table at an appropriate place in the text.

A flow chart of the literature search process.

A completed MOOSE/PRISMA checklist as part of the Supporting Information.

Results to report what previous papers were identified, reviewed and included in study (number and
types of articles). An analysis should include the methods used to determine the quality of the stud-
ies. Key characteristics of the studies used for the review should be included within a table (e.g.
study designs, characteristics of subjects, sample size, risk of bias and outcomes). Meta-analyses
need to include the results of the statistical analyses and should illustrate the results using appropri-
ate graphic presentations.

Discussion that summarizes the main results of the review, compares the findings of the review to
existing literature, and states limitations of the review. The discussion section also includes the au-
thor’s interpretation of the results and their implications for policy, practice and future research.
Conclusion that summarizes the impact of the review and provides recommendations for studies,
policy, and practice as appropriate.

Acknowledgements (after the Conclusion)

Funding and sponsorship (as part of the Acknowledgments)

Declaration of interest (as part of the Acknowledgments)

References (after the Acknowledgments).

List of any Supporting Information included (after the acknowledgements and before the reference
list)

Table Legend and Figure Legend listing the tables and figures included in the manuscript (after the

reference list)

Umbrella

Articles of this type should be presented as a systematic review of previous reviews. Thus, the sections are

the same as a systematic review. Each manuscript should contain at a minimum the following sections in

addition to the abstract:

A structured, concise abstract containing the following subheadings: Context, Objective, Data
Sources, Data Extraction, Data Analysis, Conclusions.

Introduction that includes a sufficient amount of background information to justify the review, and
the objectives for the review including the question(s) being addressed by the review.

Methods used to review and evaluate the literature using standardized procedures. This should in-

clude the databases used for the review, the key search terms, the criteria for excluding or including
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previous studies, and how the studies were evaluated and by whom. Finally, the methods should in-
clude how the data were analyzed including the statistical methods for any meta-analyses that were
conducted.

e PICOS criteria (participants, interventions, comparisons, outcomes, and study design) used to define
the research question as Table 1 and cite the table at an appropriate place in the text.

e A flow chart of the literature search process.

e A completed MOOSE/PRISMA checklist as part of the Supporting Information.

e Results to report what previous papers were identified, reviewed and included in study (number and
types of articles). An analysis should include the methods used to determine the quality of the stud-
ies. Key characteristics of the studies used for the review should be included within a table (e.g.
study designs, characteristics of subjects, sample size, risk of bias and outcomes). Meta-analyses
need to include the results of the statistical analyses and should illustrate the results using appropri-
ate graphic presentations.

e Discussion that summarizes the main results of the review, compares the findings of the review to
existing literature, and states limitations of the review. The discussion section also includes the au-
thor’s interpretation of the results and their implications for policy, practice and future research.

e Conclusion that summarizes the impact of the review and provides recommendations for studies,
policy, and practice as appropriate.

e Acknowledgements (after the Conclusion)

¢ Funding and sponsorship (as part of the Acknowledgments)

o Declaration of interest (as part of the Acknowledgments)

e References (after the Acknowledgments).

e List of any Supporting Information included (after the acknowledgements and before the reference
list)

e Table Legend and Figure Legend listing the tables and figures included in the manuscript (after the
reference list)

Commentaries and Letters to the Editor

Commentaries and Letters to the Editor do not have a set format for submission. Submissions should use
prose to convey their message. Tables and figures are not usually provided but may be acceptable and their
applicability will be determined. References should be limited to less than 10 citations. Commentaries and
Letters to the Editor must still include an abstract and key words.

Other Guidelines

Abbreviations and acronyms. Abbreviations and acronyms should not be used unless they are widely recog-
nized and generally understood, e.g. BMI, FDA. These should only be used for terms used more than four
times in the text. If that criterion is met, the term should be spelled out on first use followed by the abbrevia-
tion or acronym in parentheses. The abbreviated form should be used consistently thereafter, except in sec-

tion headings, where it should continue to be spelled out.
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References. The number of references cited should be tailored to the material being reviewed and be from
reputable sources. As a general rule, should not include more than 200 references for reviews and not more
than 10 references for commentaries and letters to the editor.

References should be numbered sequentially upon first appearance in text, tables, and figures. They should
be typed as superscripts and placed after commas and periods but before colons and semicolons. When citing
a series of consecutive numbers, provide the first and last with a dash between them (e.g., > 7). When refer-
ring to a group of authors in the text, the format “Smith et al.”*” should be used. Reference numbers should
not be surrounded by brackets or parentheses.

References cited only in figure or table legends should be numbered according to the first mention of the
graphic in the text and should be cited immediately after the first reference to the table or figure in the text.
Reference to unpublished work or personal communications should be avoided but, when essential, should
be identified in the text as “unpublished data” or “personal communication from ...”, not in the reference list.
To ensure long-term accessibility, internet citations should only be used if that is the sole source of the in-
formation.

The reference list should be formatted according to AMA (American Medical Association) style. For each
citation, sufficient information must be provided to allow a reader to know in what medium the material
appeared and to access the information. Please list all authors if there are six or fewer; for seven or more
authors, list the first three followed by “et al.” Examples of AMA style are as follows:

Journal article: Gordon KB, Papp KA, Hamilton TK, et al, for the Efalizumab Study Group. Efalizumab for
patients with moderate to severe plaque psoriasis: a randomized controlled trial. JAMA. 2003;290:3073—
3080.

Chapter in a book: Dybul M, Connors M, Fauci AS. Immunology of HIV infection. In: Paul WE, ed. Fun-
damental Immunology. 5th ed. Philadelphia, Pa: Lippincott Williams & Wilkins; 2003:1285-1318.

Entire book: Gibson GR, Rastall RA. Prebiotics: Developments and Application. Hoboken, NJ: Wiley; 2006.
Government bulletin: Guidance on Labeling of Foods That Need Refrigeration by Consumers. College Park,
MBD: Office of Food Labeling, US Food and Drug Administration; 1997. Docket No. 96D-0513.

Internet citation: American College of Surgeons. National Trauma Data Bank Report 2006, Version 6.0.
Chicago, USA. Available at: http://www.facs.org/trauma/ntdb/ntdbannualreport2006.pdf. Accessed on Octo-
ber 22, 2007.

More detailed guidance on Internet citations is provided in the recommendations of the Library of Medicine.

Tables and illustrations

Tables and illustrations should be numbered in the sequence in which they appear in the text. They should
appear in sequence after the reference list.

Tables. All tables should be included in the main manuscript file after the reference list. Each table should be
constructed using the table functions of the word-processing program being used. Please avoid including
Microsoft Excel files as tables. A title should appear at the top of each table. A column heading should ap-
pear in the top cell of each column. Within the table, each data set should appear in a single cell; the return

key should not be used within any cell. Text should be justified to the left. Numerical data should be justified
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to the decimal point. Capitalization should be restricted to the first letter of the legend, the first letter in each
cell, and applicable abbreviations or acronyms. Abbreviations used in the table should be spelled out in a
footnote. When citing prior studies in tables please use the following format: Smith et al. (1998)*".

Hllustrations. All artwork should be submitted in digital format in separate files saved using the following
convention: surname of first author figure number (e.g., Smith_figure 1). Figure legends should be cited in
the manuscript after the reference list but should not appear in the figures themselves. Charts and graphs
downloaded from the Internet are not acceptable. Line artwork (vector graphics) should be saved in Encapsu-
lated PostScript (EPS) format and bitmap files (halftones or photographic images) in Tagged Image Format
(TIFF), with a resolution of at least 300 dpi at final size. Do not send native file formats. More detailed guid-

ance for submitting electronic artwork can be found at the Author Resource Centre. A free tool for convert-

ing files to other formats can be located at the Zamar website. There is a soft maximum of 5 figures per
manuscript.

Color illustrations. Artwork submitted in color is reproduced in color online at no cost. If color reproduction
is desired in the print version of the journal, a contribution of US $600 per figure is required.

Hllustration permissions. If a table or figure is a reproduction or adaptation of a previously published work,
written permission to reproduce or adapt the material must be obtained from the copyright holder prior to
submission, and the source of the material must be cited either in a footnote to the table or in the figure leg-
end. When requesting permission, rights to worldwide distribution in both print and electronic formats must
be secured. The permissions grant must be included with the original submission. This requirement also ap-
plies to material published as Supporting Information.

If you will be publishing your paper under an Open Access license but it contains material for which you do
not have Open Access re-use permissions, please state this clearly by supplying the following credit line
alongside the material:

Title of content

Author, Original publication, year of original publication, by permission of [rights holder]

Language Editing. Language editing, if your first language is not English, to ensure that the academic con-
tent of your paper is fully understood by journal editors and reviewers is optional. Language editing does not
guarantee that your manuscript will be accepted for publication. For further information on this service,

please see the Language Services page. Several specialist language editing companies offer similar services

and you can also use any of these. Authors are liable for all costs associated with such services.

Availability of Data and Materials

Where ethically feasible, Nutrition Reviews strongly encourages authors to make all data and software code
on which the conclusions of the paper rely available to readers. We suggest that data be presented in the
main manuscript or additional supporting files, or deposited in a public repository whenever possible. This
includes the complete list of all papers identified for systematic reviews whether they are used or not used
for evaluating the literature. For information on general repositories for all data types, and a list of recom-

mended repositories by subject area, please see Choosing where to archive your data.

Data Citation
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Nutrition Reviews supports the Force 11 Data Citation Principles and requires that all publicly available da-

tasets be fully referenced in the reference list with an accession number or unique identifier such as a digital
object identifier (DOI). Data citations should include the minimum information recommended by DataCite:

e [dataset]* Authors, Year, Title, Publisher (repository or archive name), Identifier
*The inclusion of the [dataset] tag at the beginning of the citation helps us to correctly identify and tag the
citation. This tag will be removed from the citation published in the reference list.
Preprint Policy

Authors retain the right to make an Author’s Original Version (preprint) available through various channels,

and this does not prevent submission to the journal. For further information see our Online Licensing, Copy-

right and Permissions policies. If accepted, the authors are required to update the status of any preprint, in-

cluding your published paper’s DOI, as described on our Author Self-Archiving policy page.

Procedures
Manuscript processing

Manuscript submission. Manuscripts should be submitted online. There is no charge for submission. Full

instructions and support are available on the site and a user ID and password can be obtained on the first

visit. Support can be contacted by phone (+1-434-817-2040) by e-mail (ts.mcsupport@thomson.com)
oronline. If you cannot submit online, please contact the Editorial Office by e-mail

(nutritionreviews@ilsi.org).

Use of iThenticate. Nutrition Reviews uses iThenticate software to determine the level of similarity between

text in submitted articles and in articles published previously. Every manuscript received for consideration is
run through this software directly following submission. Results are evaluated by the journal’s editors and
included in deliberations about the manuscript’s suitability for publication.

Review process. Manuscripts are peer-reviewed promptly after submission, and are usually published within
10 months of acceptance. Authors may be asked to revise their manuscript to address any concerns raised
during the review process. Authors may check the progress of their manuscript by logging in to the Manu-
script Central site.

License to publish. Authors are required to complete an Author License form prior to publication of their
work. The form will be provided to the corresponding author by the journal’s production editor shortly after
manuscript acceptance.

Copyediting and proofs. Manuscripts accepted for publication are edited for clarity of content, consistency,
and style prior to publication. Following copyediting and typesetting, formatted proofs are sent to the authors
via e-mail for final approval. Authors should check the proofs promptly and carefully to answer any queries
posed by the copyeditor and to ensure the text is complete and that all tables and figures are included and
properly cited. Complete instructions are sent out with the proofs.

Author Copies and Offprints. Following publication, a free link to the published version of the article is pro-
vided to the corresponding author for distribution to coauthors and interested colleagues. This link permits
free access with full online functionality without the need for a subscription.

Ethics and misconduct
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Nutrition Reviews is a member of the Committee on Publication Ethics and consults the guidelines of that

organization as well as the International Committee of Medical Journal Editors, and the World Association

of Medical Editors when handling allegations of misconduct.

All authors are obliged to ensure their manuscripts reflect the highest standards of scientific and ethical in-
tegrity. Evidence of possible scientific or ethical misconduct related to manuscripts submitted for review or
published in Nutrition Reviews will be investigated for the purpose of determining the appropriate editorial
course of action.

Open access

Nutrition Reviews offers the option of publishing under either a standard licence or an open access licence.
Please note that some funders require open access publication as a condition of funding. If you are unsure
whether you are required to publish open access, please do clarify any such requirements with your funder or
institution.

Should you wish to publish your article open access, you should select your choice of open access licence in
our online system after your article has been accepted for publication. You will need to pay an open access
charge to publish under an open access licence. Please note that there is no charge for publishing under a
standard licence.

Details of the open access licences and open access charges.

OUP has a growing number of Read and Publish agreements with institutions and consortia which provide
funding for open access publishing. This means authors from participating institutions can publish open ac-

cess, and the institution may pay the charge. Find out if your institution is participating.

Post-production corrections

No correction to a paper already published will be carried out without an erratum or corrigendum (as appli-
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