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RESUMO

As Taupatias estdo envolvidas em uma série de doencas, incluindo as
neurodegenerativas. Atualmente, as intervencdes terapéuticas para
diversos tipos de deméncia ndo sdo efetivas. Sendo assim, tratamentos
direcionados para estagios iniciais da neurodegeneragao sdo necessarios,
na tentativa de modificar o progndstico destas doencas. Acredita-se que
a etiologia da disfungdo cognitiva possa estar associada a
neuroinflamacdo e estresse oxidativo, desencadeando a morte de
neurbnios em regides associadas a formacdo da meméria. Tendo em
vista este aumento significativo das sindromes demenciais, a néo
existéncia de farmacos eficazes para controle das mesmas e que as
nanoparticulas de ouro (GNP) apresentam atividade antioxidante e anti-
inflamatdria; o objetivo do estudo foi avaliar o efeito do tratamento
com GNP em duas doses sobre a cogni¢do e atividade anti e pro-
oxidante cerebral, em um modelo de Taupatia. A Taupatia foi induzida
através do acido ocadaico (AO) injetado por via intracerebroventricular
(ICV) na dose de 100ug. O tratamento com GNP nas doses 2,5mg/kg e
5,0mg/kg por via intraperitoneal administrados a cada 48h por 21 dias,
iniciou-se 24h ap6s injecdo de AO. Os ratos foram divididos nos
seguintes grupos: Sham + Salina; Sham + GNP 2,5; Sham + GNP 5,0;
AO + Salina; AO + GNP 2,5; AO + GNP 5,0 (n= 15 animais por grupo).
Ap6s o tratamento, os animais foram submetidos a avaliacdo da
memoria espacial pelo teste de Barnes maze. Apds 24h, os animais
foram mortos e o cortex pré-frontal, hipocampo e estriado retirados para
as analises de parametros anti e pro oxidante. Os animais dos grupos AO
+ Salina e AO + GNP 5,0, apresentaram déficit cognitivo na memdria
espacial. Os parametros antioxidantes no hipocampo (niveis de GSH e
sulfidrila; atividade da Super6xido Dismutase (SOD) e Catalase (CAT))
foram diminuidos pelo AO e a dose de GNP 2,5mg/kg preveniu esse
dano. No cortex pré-frontal, os niveis de GSH foram diminuidos pelo
AO e a dose de GNP 2,5mg/kg preveniu este efeito. No estriado, a
atividade da CAT foi reduzida pelo AO e a dose de GNP 2,5mg/kg
preveniu este efeito. Os marcadores pré-oxidantes (nitrito e
diclorofluoresceina (DCF)) foram aumentados no cortex pré-frontal,
hipocampo e estriado pelo AO e GNP 2,5mg/kg preveniu este efeito. O
imunoconteudo de Tau fosforilada foi aumentado por AO e GNP na
dose de 2,5mg/kg previniu este efeito em cortex pré- frontal e
hipocampo. Tomados em conjunto, os resultados obtidos por este estudo
apontam as GNPs como promissoras no tratamento da Taupatia.






Palavras-chave: deméncia, nanoparticulas de ouro, memoria espacial e
estresse oxidativo.






ABSTRACT

Taupatias are involved in a number of diseases, including
neurodegenerative diseases. Currently, therapeutic interventions for
various types of dementia are not effective. Therefore, treatments that
who works in a early stages of neurodegeneration are necessary. The
etiology of cognitive dysfunction may be associated with
neuroinflammation and oxidative stress (ROS), leading to neurons death
in regions associated to memory processing. In view of this significant
increase in dementia syndromes and the absence of an effective drug, we
tested the gold nanoparticles (GNP) that have antioxidant and anti-
inflammatory activity. The purpose of this study was to evaluate the
effect of two-doses of GNP treatment on cognition and activity anti and
pro-oxidant in a Taupatia model. Taupatia was induced through okadaic
acid (AO) intracerebroventricularly injected (ICV) at a dose of 100ug.
Treatment with GNP at doses 25mg / kg and 5.0mg / kg
intraperitoneally administered every 48h for 21 days, started 24h after
injection of AO. The rats were divided into the following groups: Sham
+ Saline; Sham + GNP 2.5; Sham + GNP 5.0; AO + Saline; AO + GNP
2.5; AO + GNP 5.0 (n = 15 animals per group ). After treatment, the
animals were submitted to spatial memory evaluation by the Barnes
maze test. After 24 h the animals were killed and the cortex,
hippocampus and striatum removed for biochemistry analysis. The
animals of the groups AO + Salina and AO + GNP 5.0 presented
cognitive deficit in spatial memory. The antioxidant activity of
hippocampus (GSH and sulfhydryl levels, SOD and CAT activity) was
decreased by AO and the dose of GNP 2.5mg / kg prevented this
damage. In the cortex the levels of GSH were decreased by AO and the
dose of GNP 2.5mg / kg prenveted this effect. In striatum catalase
activity was decreased by AO and the dose of GNP 2.5 mg / kg
prevented this effect. Pro-oxidant markers (nitrite and DCF) were
increased in cortex, hippocampus and striatum by AO and GNP 2.5mg /
kg prevented this effect. The immunocontent of Tau phosphorylation
was increased by AO and GNP at dose 2,5mg/kg prevent this effect in
both pre- frontal cortex and hippocampus. Taken together, the results
pointing to GNP's as promising in the treatment of Taupatia, however
further studies should be directed towards a better understanding of the
role of GNP in the modulation of the anti and pro-oxidant system.

Key words: dementia, gold nanoparticles, spatial memory and oxidative
stress.
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1 INTRODUCAO
1.1 DOENCAS NEURODEGENERATIVAS

O envelhecimento da populagdo contribuiu para o aumento da
prevaléncia das doengas neurodegenerativas (deméncias) e estimativas
recentes preveem que estas doengas védo afetar mais de 80 milhGes de
individuos em 2040 (Brookmeyer et al., 2011). A deméncia mais
comum é a doenca de Alzheimer (DA) (Reisberg, 2006), de acordo com
0 relatdrio de 2012 da Organizacdo Mundial da Salde (OMS),
atualmente mais de 35 milhdes de pessoas em todo o mundo tém
deméncia, niumero que devera duplicar em 2030 (66 milhGes) e triplicar
até 2050 (115 milhdes) (WHO, 2012).

As deméncias sdo enfermidades neuroldgicas que afetam o cérebro,
evoluem, progressivamente, destruindo as fungBes cognitivas, alterando
0 comportamento e a personalidade, interferindo nas atividades de vida
diaria(\Volicer et al., 1997). A apresentacdo clinica tipica é a progressiva
perda de memdria e fungBes cognitivas, levando a uma perda da
independéncia e causando sérias complicacdes para 0 paciente e seus
familiares, visto que, ainda, ndo existem farmacos que revertam os
sintomas (Volicer et al., 1997). A sindrome demencial usualmente inicia
na quinta ou sexta década de vida, e a idade e a baixa escolaridade sdo
os fatores de risco mais importantes (Hestad et al., 2005). Outros fatores
de risco importantes incluem a presenca do alelo 4 da apolipoproteina E
(APOE), histdria de traumatismo craniano com perda de consciéncia,
fatores de risco cardiovascular descontrolados ao longo da vida
(hipertensdo, diabetes mellitus, dislipidemia)e estilo de vida sedentéario
(Ravona, 2003).

Dentre as deméncias, a DA é a mais prevalente e tem como uma das
principais caracteristicas fisiopatologicas a Taupatia (Boeras, 2009),
devido ao aumento de emaranhados neurofibrilares intracelulares,
compostos por agregados da proteina Tau hiperfosforilada, perda
sinaptica e aumento de placas senis constituidas de peptideo B-amiloide
(AB) extracelular (formado a partir do processo amiloidogénico da
proteina precursora amiloide) (Serrano-Pozo et al., 2011). Estas
mudancas sdo acompanhadas por astrogliose e ativacdo de células da
microglia (Heneka et al., 2010). Acredita-se que as placas Ap e o0s
emaranhados neurofibrilares sejam as principais caracteristicas desta
doenca, acompanhadas por uma marcante atrofia e perda de neurbnios
cerebrais (Nimmrich e Ebert, 2009).
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Os depositos extracelulares de Ap e os emaranhados neurofibrilares
intracelulares sdo encontrados em neurdnios e células da glia de regides
cerebrais responsaveis pela memoria e cognicdo. Dentre estas regifes
com extensa neurodegeneragao, encontram-se o sistema limbico (Arnold
et al., 1991), regides neocorticais (Terry et al., 1981) e o prosencéfalo
basal (Teipel et al.,, 2005). Este processo neurodegenerativo €
caracterizado pela destruicdo precoce das sinapses (Masliah e Terry,
1994; Masliah, 2000), com degeneracdo retrograda dos axbnios e
eventual atrofia da arvore dendritica (Coleman e Perry 2002; Higuchi et
al., 2002; Grutzendler et al., 2007) e corpo celular (Lippa et al., 1992).
Os depositos de AP e emaranhados neurofibrilares séo fatores
precipitantes de mdltiplas vias neurotdxicas, como excitotoxicidade
glutamatérgica, estresse oxidativo, deplecdo energética, inflamacéo,
apoptose e disfuncdo das neurotrofinas associadas ao intenso prejuizo
cognitivo (Hock, et al., 2000; Dong et al., 2009; Lau e Tymianski, 2010;
Mehta et al., 2013; Octave et al., 2013).

1.2 MODELO ANIMAL DE DEMENCIA POR TAUPATIA COM
ACIDO OCADAICO

O é&cido ocadaico (AO) é uma toxina produzida por microalgas
marinhas, que é um importante inibidor da enzima serina (Ser) / treonina
(Thr) fosfatase, e é um inibidor especifico da sintese de proteinas por
hiperfosforilacdo do fator de alongamento EF2. Além disso, esta toxina,
também, é responsavel por muitas condigdes clinicas, tais como diarreia
grave e dano de memoria em humanos, ap6s 0 consumo de crustaceos
contaminados, levando a um quadro de envenenamento (Zhao et al.,
2004).

Estudos mostraram que o AO provoca a morte das células do cérebro,
in vitro e in vivo através da inibicdo da Ser/Thr fosfatase PP1 e PP2A
que causa hiperfosforilacdo da Tau e desestabiliza os microtibulos do
citoesqueleto (Zhao et al., 2004). No cérebro, a proteina Tau
desempenha um papel importante na estabilizacdo de microtubulos do
citoesqueleto do neur6nio (Kamat et al., 2014). Uma das caracteristicas
desse modelo de deméncia é a hiperfosforilagdo da proteina Tau, onde o
AO diminui a atividade da PP2A no cérebro. Esta inibicdo pode estar
relacionada a diminuicdo do processo de defosforilagdo da Tau,
causando danos de meméria induzida pela administragdo de AO
(Ahmed et al., 2014). O AO induz alteraces significativas neuroldgicas,
tais como a neurodegeneragdo de hipocampo, a hiperfosforilacdo da
proteina Tau e a formacdo de placas AB. O aumento na desmetilacdo
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mediada pela PP2A, gerou uma sobreproducdo de AP, podendo
contribuir para reduzir a atividade da PP2A, danificando a proteina Tau
e mantendo-a hiperfosforilada (Kamat et al., 2014).

estresse neuronal e a neurodegeneracdo subsequente. Isto ocorre,
principalmente, devido a perda de células piramidais e as células
apoptdticas no hipocampo, que compreende a regido do cérebro
responsavel pelas fungbes de aprendizagem e memdria (Kamat et al.,
2014). A inibic8o da proteina PP2A, como descrio na figura 1, aumenta
estresse oxidativo, podendo ativar GSK3p que induz a hiperfosforilacdo
da proteina Tau, além de ativar priteinas associados a apotose o0 que e
leva a morte celular (figura 1). O AO, também, induz a fosforilagdo em
Ser da e outros substratos, como ocorre na patogénese da DA (Ahmed et
al., 2014). Um outro passo da deméncia € 0 que ocorre em certos
neurotransmissores, tais como a acetilcolina, devido a perda neuronal e a
formacdo neurofibrilar nos neurdnios piramidais e suas sinapses. Neste
mecanismo, ha uma reducdo uniforme nos marcadores pré-sinapticos da
atividade colinérgica, tais como da enzima acetilcolinesterase (AChE) e
a Acetil colina transferase (ChAT). Estudos mostraram que, apés a
administragdo de AO em hipocampo de ratos, uma diminuicdo dos
niveis de acetilcolina é observada, além de acarretar na hiperfosforilacdo
de Tau.Essas mudangas foram acompanhadas de déficit na memoria
espacial (Wiltfang et al., 2009).
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Figura 1 - Diagrama representativo do efeito do AO sob o estresse
oxidativo, regulacdo da atividade das quinases, sob a
hiperfosforilacdo da Tau e formagdo dos emaranhados
neurofibrilares levando a apoptose.

Também os efeitos acumulativos, promotores de neurotoxicidade,
semelhantes aos mecanismos encontrados em deméncias tipo DA

Fonte: adaptado de Kamat et al. (2014).

O AO gera uma ativagdo do poro de transi¢do da permeabilidade na
mitocOndria e, por conseguinte, tem um papel importante na necrose das
células do cérebro e apoptose (Chen et al., 2010). Isto leva a disfuncéo
mitocondrial, que €, também, um contribuinte na deméncia, em que o
seu principal dano esta relacionado com o citocromo C oxidase, 0 que
leva a um aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), a reducdo das reservas de energia e dano no metabolismo
energético (Chen et al.,, 2010). Em outro estudo, o AO infundido
intrahipocampal na dose de 100ug, causou estresse oxidativo, déficit
cognitivo, alteragfes gliais, aumento na carbonilagdo proteica e reducéo
do teor de glutationa (glutationa reduzida) (Chen et al., 2010).

1.3 FORMACAO DA MEMORIA E DEMENCIAS
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1.3.1 Hipocampo

O hipocampo é uma estrutura pequena situado dentro do Idbulo
temporal central do cérebro e faz parte do sistema limbico. Compreende
sub-regides distintas (isto €, CAl a CA3, giro denteado e subiculo) e é
parte da formacdo do hipocampo, que, também, inclui o cértex para-
hipocampal, perirrinal e entorrinal (Weilbé&cher e Gluth 2016).

A Figura 2 apresenta uma visdo geral sobre a formagdo da memoria e
das vias de entrada e saida da formacdo do hipocampo. O papel do
hipocampo na codificacdo, consolidacdo e recuperacdo da meméria de
longo prazo, especialmente da memodria episodica, estd bem
estabelecida. Esta estrutura recebe informacbes de diversos 6rgdos dos
sentidos, e a interacdo de suas sub-regides inicia a formacdo da memoria
gue vai ser associada com as ligagBes com outras regides cerebrais como
0 cortex cerebral (Weilbécher e Gluth 2016).

Formacéao Hipocampal
Hipocampo
Giro Denteado

Cortex &

/ Parahipocampal cA3
Area de Cortex ‘

Formagéo Entorrinal
& \ Coértex A CcA1

Perirrinal —ﬁ

Subiculo

Figura 2 - Percursos de entrada e saida da formacao do hipocampo.
Hipocampo através das suas diferentes regides recebe informacao que
comeca a ser processada e interage om outras regides como cortex para
formar a meméria de longa duracéo.

Fonte: adptado de Weilbacher e Gluth (2016).

Um dano causado ao hipocampo pode levar a uma perda de memoria e
uma dificuldade em reter novas memdrias (Méhler e Rudolph, 2017).
Em deméncias como a DA, o0s neurdnios do hipocampo e do cértex
entorrinal sdo os primeiros a degenerar, conduzindo a confusdo e a perda
de memoéria tdo geralmente visto nas fases iniciais da doenca (Kempuraj
et al., 2016). Além disso, apontam para uma massiva perda de sinapses
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(Weingarten et al., 2017) e a hiperfosforilacdo da Tau mais acentuada
nessa regido (Carrettiero et al., 2015). Portanto, esta 4rea cerebral é
bastante estudada quando se busca elucidar os danos causados pela
deméncia. Além disso, uma diminui¢do na neurogénese hipocampal é
associada ao déficit cognitivo e dificuldade na retencdo de novas
informagdes como ocorre na DA (Hollands et al., 2016).

1.3.2 Cortex pré-frontal

O cortex, geralmente, é associado a atencdo, tomada de decisdo e
transformagfes senso-motoras, no entanto, estudos recentes de
neuroimagem humana apoiam um papel adicional na recuperacdo da
meméria episddica (Sestieri et al., 2017). As regides parietais
envolvidas na percepcdo, atencdo e memoria sdo, em grande parte,
segregadas e, muitas vezes, mostram uma relacdo, potencialmente,
mediada por regides pré-frontais. Além disso, as regides exercem
fungdes especificas, tais como obter informacbes, recodificar essas
informacBes com base em demandas de tarefas ou acumular evidéncias
para decisdes de memoria (Sestieri et al., 2017).

O cortex pré-frontal € uma regido de desenvolvimento tardio do
neocortex. E também uma das regides corticais a sofrer a maior
expansdo no curso da evolucdo e da maturagdo individual. No adulto
humano, o cértex pré-frontal constitui quase um terco da totalidade do
neocortex (Fuster et al., 2002). A funcdo executiva, mais geral do cortex
pré-frontal lateral, é a organizacdo temporal de ac¢Oes dirigidas a metas
nos dominios de comportamento, cognicdo e linguagem (Fuster et al.,
2002).

Percepcdo e ciclos ativos de memoria, tais como formacdo de
meméria a curto prazo, execucdo e recuperacdo, sdo resultados de
conexdes, reciprocas do cdrtex pré-frontal lateral com o hipocampo.
Importantes para 0s aspectos cognitivos, essas conexdes tornam possivel
uma funcdo importante do cértex pré-frontal, que é a integracéo
temporal de a¢Bes para o cumprimento de metas (Fuster et al., 2003).
Para desempenhar esse papel, o cdrtex pré-frontal precisa ter acesso a
todos os itens de informag&o: sensorial, motora e mnemdonica, que dao
forma a estrutura do comportamento (Fuster et al., 2003).

O cortex pré-frontal é afetado durante o desenvolvimento de
deméncias, ocorrendo um hipometabolismo em pacientes com DA
(Chiotis et al., 2016). Esta regido, também, é bastante afetada por fatores
externos que vao causar alteragdes, como, por exemplo, no DNA, como
metilacdo que é aumentada durante o envelhecimento (Levine et al.,
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2016). O cdrtex pode ser uma das primeiras regifes afetadas durante a
DA por acumular AB, mesmo sem uma pronunciada formagao de placas
senis (Collins-Praino et al., 2014). Portanto, o estudo de como o modelo
de Taupatias afeta essa estrutura se faz necessario.

1.3.3 Estriado

O estriado é uma estrutura que recebe a entrada de uma vasta area do
manto cortical(Pennartz et al., 2009). Essa entrada est4 associada a
outras conjunturas que sdo responsaveis pela regulacdo do
comportamento e da cognigdo (Pennartz et al., 2009). Vérias evidéncias
sugerem que certas sub-regides do neocOrtex e do estriado recebem,
através de uma entrada convergente, componentes de sistemas de
aprendizagem e de memdria como o hipocampo e a amigdala, e séo,
assim, colocados idealmente para desempenhar um papel regulador,
através de uma cascata de circuitos em espiral, conectando regibes
ventromediais do corpo estriado, cada vez mais dorsolateralmente
(Haber et al., 2000).

Um efeito de transicdo de formacdo, sugere que o mecanismo, pelo
qual o estriado age sobre o comportamento, demonstra um controle
limiar associativo ao hipocampal sobre o comportamento animal. Esse
padrdo sugere a possibilidade de que o hipocampo esteja associado ao
sistema estriado dorsal. Consistente com a ideia de que certas
circunstancias de formagdo de aprendizagem, o hipocampo e estriado
contribuem para a consolidacdo dessas informacdes (McDonald e Hong,
2013). O cérebro de pacientes de deméncias, principalmente a DA,
apresenta uma atrofia em diversas regides cerebrais, inclusive, no nucleo
caudado do estriado, a regido dessa estrutura mais associada aos
processos cognitivos (Pini et al., 2016). Entretanto, observou-se uma
hipofungdo estrital, independente de atrofia em pacientes com DA,
postulando que microalteragdes nessa regido poderiam estar associadas
com danos causados pela doenca (O'Callaghan et al., 2014). A DA afeta,
também, a producdo de neurotransmissores e neuromoduladores nos
estriado, diminuindo a funcionalidade dessa regido afetando a memoria
e, muitas vezes, também, causando agressividade que pode ser regulada
nessa regiao cerebral. (Kocahan e Dogan, 2017).

1.4 ESTRESSE OXIDATIVO NAS DOENCAS
NEURODEGENERATIVAS
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O tecido cerebral é mais suscetivel ao estresse oxidativo devido a sua
maior taxa de consumo de oxigénio, alto teor de acidos graxos, menor
capacidade regenerativa e baixas quantidades de antioxidantes. Assim,
os radicais livres parecem desempenhar um papel fundamental no
processo de envelhecimento cerebral. Sendo assim, o estresse oxidativo,
causado pela producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio
(EROs) no cérebro, tem sido considerado como a causa subjacente para
a patogénese de diversas doencas neurodegenerativas (Barnham et al.,
2004).

A disfuncdo mitocondrial exacerba o estresse oxidativo, e
consequentemente, os niveis de lipideos, proteinas, acidos nucleicos e
de oxidacdo, nos neurbnios vulnerdveis & deméncia tipo DA (Correia et
al., 2011). O acimulo de radicais livres leva a excessiva peroxidacéo
lipidica e & degeneragdo e morte neuronal. Acredita-se, também, que
EROs atuam no processo de transformagdo fisica de placas de proteina
B-amiléide em placas neuriticas, um dos componentes histopatoldgicos
da deméncia tipo DA (Silva et al., 2011).

Lipidios, proteinas e grupos sulfidrilas, sdo moléculas que podem ser
modificadas pela acdo de radicais livres, e sdo, também, usadas como
medidas indiretas do estresse oxidativo. Este desequilibrio pode ser
estimado, avaliando a atividade das enzimas envolvidas no balango
redox da célula, que inclui: superoxido dismutase, catalase, glutationa
peroxidase e glutationa redutase(Lovell et al., 1998; Silva et al., 2011).
O estresse oxidativo € um dos fatores que levam & predisposicao de
desordens neuronais. Eventos que levam a morte de células nervosas
em doencas neurodegenerativas, compartilham um caminho em comum,
0 desencadeamento de estresse oxidativo por formagdo de radicais
livres, excitotoxicidade, dano no metabolismo energético e
comprometimento cognitivo(Silva et al., 2011).

A disfuncdo mitocondrial é associada com uma série de doencas
cronicas cerebrais (Calabrese et al, 2005). A deficiéncia em vitamina E
em roedores causou um comprometimento cognitivo na memoria
espacial, com danos ao hipocampo e coOrtex e que, ap6s a
suplementacdo, essa funcdo cognitiva foi reestabelecida (Fukui et al,
2002). A vitamina E, também, foi utilizada com sucesso para o
tratamento de um modelo animal de envelhecimento que causou estresse
oxidativo e diminuigdo da performance cognitiva (Nagai et al., 2003).
Rajput e Sarkar (2017), mostraram em um modelo de diabetes que
causava déficit cognitivo por induzir neuroinflamacdo, estresse
oxidativo e diminui¢do da atividade do sistema colinérgico, o tratamento
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com antioxidantes revertia, significativamente, os niveis glicémicos, a
atividade inflamatéria e melhorava a atividade da acetilcolina.

Estudos mostram que elevados niveis de marcadores de estresse
oxidativo causam dano em DNA, aumento dos marcadores de
peroxidacéo lipidica e consequente dano cognitivo (Figura 3).Acredita-
se que esse estresse oxidativo pode prejudicar a fungdo cognitiva, bem
como a memdria e estdo associados a demencia (Fukui et al., 2002;
Calabrese et al., 2005; Rajput e Sarkar, 2017) e que agentes
antioxidantes se mostram promissores no tratamento desse distirbio
(Halliwell, 2001; Nagai et al., 2003; Halliwell, 2006; Silva-Adaya,
2008; Hayashi, 2009; Polidori, 2004).

DEMENCIA

l

ESTRESSE OXIDATIVO ——»

l PEROXIDAGAO LIPIDICA

ap

DANO DE DNA —» MORTE DE CELULA NEURONAL

DANO COGNITIVO

Figura 3 - Hipotese da deméncia associada ao estresse oxidativo,
causando dano oxidativo de membranas neuronais e DNA em
hipocampo.

O aumento do estresse oxidativo causa apoptose e dano de memoria
Fonte: aptado de Nagai et al. (2003).

1.5 NANOPARTICULAS DE OURO

A nanotecnologia é um campo da ciéncia que tem se desenvolvido de
maneira impressionante, juntamente com a biotecnologia, misturando o
conhecimento da ciéncia dos materiais e da quimica com os da biologia.
A nanobiotecnologia é um ramo da nanotecnologia que funde a ciéncia
dos materiais com as ciéncias bioldgicas, gerando conhecimento e
produtos nestas areas (Bhattacharya e Mukherjee, 2008).
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Durante as Ultimas décadas, as nanoparticulas inorganicas, cujas
estruturas exibem funcionalidade e propriedades bioldgicas devido ao
seu tamanho, tém despertado muito interesse de diferentes grupos e
areas de pesquisa e se postula que podem auxiliar em doencas cerebrais
(Bhattacharya e Mukherjee, 2008). Dentre elas, destacam-se as
nanoparticulas de ouro (GNP), que recebem atencdo especial devido as
propriedades Opticas, eletrénicas, redox e catalitica (Daniel e Astruc,
2004). Com o envelhecimento da populagdo, a entrega de drogas para o
cérebro para o tratamento de doencas relacionadas ao envelhecimento
continua a ser uma tarefa desafiadora. Alguns estudos tém mostrado que
a GNP pode circular pelo sangue e pode chegar no cérebro, in situ e in
vivo, com alteragBes ndo significativas na integridade da barreira hemato
encefalica ou permeabilidade (Barathmanikanth et al., 2010). Embora o
mecanismo exato de transporte ndo seja conhecido, a auséncia de
toxicidade para a certificacdo tanto in situ quanto in vivo, sugere que as
GNP podem ser transportadas através da barreira por endocitose e / ou
transcitose ou por difusdo passiva, na auséncia de abertura da barreira.
Elas podem ser produzidas para imitar as lipoproteinas de baixa
densidade e interagir com os seus receptores, desencadeando assim a
absorcao pelas células endoteliais do cérebro (Barathmanikanth et al.,
2010).

Em um estudo anterior Pires et al. (2015), mostraram a eficacia da
chegada de GNP em diversos tecidos, incluindo o cérebro. O lugar da
modulagdo celular da GNP néo estd bem elucidada. Contudo, alguns
dados mostram a mitocondria como um possivel alvo. Como efeito, a
GNP modula a interacdo entre grupamentos amino ou tidis que séo
residuos de proteinas de mitocéndrias (Huang, et al., 2005).

A utilizacdo das GNP no tratamento de diversas doengassurge devido
as evidéncias do efeito antioxidante do ouro no tratamento tradicional
das doencas inflamatérias. As nanoparticulas biometalicas formadas por
ouro e platina sdo eficazes contra EROS, incluindo Perdxido de
Hidrogénio (H202 e o radical anion superdxido (O2+-) (Kajita et al.,
2007), agindo também sobre a GSH, que é um redutor livre do grupo
funcional tiol, responsavel pela desintoxicacdo dos peroxidos, tais como
0 H20,. No processo de desintoxicagdo, a GSH na forma reduzida ¢é
oxidada. Demais estudos confirmam o papel efetivo da GNP como um
agente antioxidante, por inibir a formacdo de EROS, agindo como
sequestrador de radicais livres, melhorando assim a acdo de enzimas
antioxidantes (Tsai, 2007; BarathManiKanth et al., 2010; Sul et al.,
2010; Nie et al., 2012).
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As GNP tém sido usados como anti-inflamatdrios em tratamento para
artrite reumatoide por mais de 50 anos (Zhang e Lippard, 2003; Eisler,
2003). Os efeitos anti-inflamatdrios in vivo envolvem a supressdo da
ativacdo de macréfagos e micréglia em danos cerebrais (Larsen et al.,
2008). Foi mostrado in vitro, que os mecanismos moleculares da agdo
do ouro implica na redugdo dos niveis de mediadores pro-inflamatdrios,
como as IL, TNFa e eicosanoides, e também na inativacdo de enzimas
fagolisossomais, quinase indutora do I-kappa B (IxB-kinase), e
atividade do NF-xB (Wataha et al., 2004; Navarro et al., 2006; Han et
al., 2008).

Pedersen e Larsen (2009), mostraram em seus resultados que as GNP
reduzem TNFo em hipocampo, modula o estresse oxidativo em cérebro
de ratos, reduz escape de citocromo C mitocondrial para o citoplasma de
animais tratados, além de diminuir os niveis de Caspase-3 ativadas. Tsai
(2007), reforga essa tese mostrando que as GNP tém efeito anti-
inflamatdrio agindo em citocinas pro-inflamatdrias com diminuicéo nos
niveis de TNF-a e IL-1B, bem como reducdo dos escores histolégicos,
densidade de microcapilares, infiltragdo de macréfagos em um modelo
experimental de artrite. As GNP sdo utilizadas para o tratamento de
varias doencas inflamat6riasdevido as suas propriedades bioldgicas,
Opticas e quimicas.

Este trabalho se justifica devido a auséncia de drogas modificadoras
para o tratamento das deméncias, portanto a busca de novos farmacos se
faz necesséaria. Devido ao ja conhecido efeito das GNP em doengas
periféricas que apresentam estresse oxidativo e inflamacdo na sua
etiologia, este composto pode ser efetivo também no sistema nervoso
central, entretanto isto ainda néo esta bem estabelecido.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos das Nanoparticulas de Ouro sobre o déficit
cognitivo, parametros de estresse oxidativo cerebral e fosforilacdo de
Tau em um modelo animal de Taupatia induzida com AQO.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar a memoria espacial de animais submetidos ao modelo
animal de Taupatia induzida pelo AO;

2. Avaliar o efeito da GNP na capacidade antioxidante cerebral
em cortex pré-frontal, hipocampo e estriado de animais submetidos ao
modelo animal de Taupatia e o efeito do tratamento com GNP;

3. Avaliar o efeito da GNP sobre a capacidade oxidante em cortex
pré-frontal, hipocampo e estriado de animais submetidos ao modelo
animal de Taupatia induzido por AO;

4. Avaliar o efeito da GNP no imunocontetdo da proteina pTau,
no hipocampo e cortex pré-frontal de animais submetidos ao modelo
animal de Taupatia induzida pelo AO;
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 QUESTOES ETICAS

Todos os experimentos foram conduzidos de acordo com os principios
e 0s procedimentos descritos pelo Comité de ética do uso de Animais
(CEUA) e foram aprovados pelo comité de ética da Universidade do
Extremo Sul Catarinense sob o protocolo n® 69/2014-1.

3.2 DESENHO EXPERIMENTAL

Foram utilizados 90 ratos Wistar machos (60 dias, pesando em média
2509) obtidos do Biotério da Universidade do Extremo Sul Catarinense
(UNESC). Os animais foram mantidos em gaiolas isoladas com
ventilagdo, controle de temperatura (22 + 2°C) e umidade (60 — 80%) em
ciclo de 12 horas claro-escuro, alimentados com dieta padrdo para
roedores e agua ad libitum.

Os animais foram distribuidos randomicamente em 6 grupos
experimentais:

Grupo 1 — Sham + Salina (N=15)

Grupo 2 —Sham + GNP 2,5 mg/kg (N= 15)

Grupo 3 —Sham + GNP 5,0 mg/kg (N=15)

Grupo 4 — AO + Salina (N=15)

Grupo 5 - AO + GNP 2,5 mg/kg (N=15)

Grupo 6 — AO + GNP 5,0 mg/kg (N=15)

3.3 CRONOGRAMA EXPERIMENTAL

O cronograma experimental é apresentado na Figura 4. A Taupatia foi
induzida através do acido ocadaico (AO) injetado por via
intracerebroventricular (ICV) na dose de 100ug. O tratamento com GNP
nas doses 2,5mg/kg e 5,0mg/kg por via intraperitoneal administrados a
cada 48h por 21 dias, iniciou-se 24h ap6s injecdo de AO. Apos o
tratamento, os animais foram submetidos & avaliagdo da memoria
espacial pelo teste de Barnes maze. Apds 24h, os animais foram mortos
e 0 cortex pré-frontal, hipocampo e estriado retirados para as analises de
pardmetros anti e pro oxidante.
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1°Dia 2°Dia 21° Dia 22° Dia 27°Dia 28° Dia

Cirurgia 12 dose de GNP Término do 12 diado Teste do Coleta dos
Estereotdxica para 2,5mgfkg ou tratamento treino do Bames Maze tecidos (cortex,
aplicacéa por ICV 5mg/kg Bames Maze estriado e
de AO 100ug total por via IP hipocampo),

para andlises
bioquimicas

Figura 4 - Cronograma experimental
Fonte: elaborado pelo autor (2016).

3.4 INDUGAO DO MODELO DE DEMENCIA E TRATAMENTO

AO foi utilizado para promover a hiperfosforilagio da Tau e
desestabilizacdo do citoesqueleto (Zimmer et al., 2012). AO, diluido em
salina, foi injetado intracerebroventricular (ICV) na dose de 100 ug (2uL
total de infusdo) durante cirurgia estereotaxica nas coordenadas 1mm
lateral, 2,5mm posterior e 3 mm intracraniana em relagéo ao bregma. Os
animais controles receberam da mesma maneira solucdo salina. Apds 21
dias de tratamento os animais passaram pela tarefa comportamental para
avaliar cognicdo e memoria espacial. Um dia ap6s o teste de memdriaos
animais foram mortos por decapitacdo e o cortex pré-frontal, estriado e
hipocampo retirados para analises bioguimicas conforme cronograma
experimental (Figura 4).

3.5 TRATAMENTO, SINTESE E CARACTERIZAGAO DAS
NANOPARTICULAS DE OURO

O tratamento com GNP iniciou 24hs apés a inducdo de deméncia e a
administragdo via intraperitoneal (IP), a cada 48hs, de tamanhos médios
de 20 nm na dose de 2,5 mg/kg ou 5mg/kg. As GNP foram sintetizadas
como descrito por Turkevich et al. (1951), a partir de reducdo quimica
do precursor metalico cido tetraclorodurico (HAuCI4) (Sigma-Aldrich,
MO, EUA) com o agente redutor e estabilizante citrato de sddio
(Na3C6H507.2H20) (Nuclear, SP, Brasil). Inicialmente, 100 mL de
0,50 mM de 4&cido tetraclorodurico, foram transferidos para um baldo de
fundo redondo, a solugéo aquecida até 90 °C e sob agitagdo a 700 rpm.
Solucdo de citrato de sddio, previamente preparada, foi adicionada, e o
sistema mantido a temperatura descrita, agitando a 200 rpm durante 20
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minutos. As solugdes adquirem as coloragdes correspondentes a cada
tamanho de GNP sintetizadas apresentando um pH de 5,8. Por
conseguinte, o pH foi ajustado a pH fisiolégico com solucdo tampéo e,
posteriormente, centrifugadas (13.000 rpm por 15 min), lavadas duas
vezes com 4gua ultrapura e, finalmente, disperso em solugéo salina onde
a concentracdo da solucdo foi ajustada. A eficiéncia e a seguranga deste
protocolo do uso de GNP em animais ja foi descrito, anteriormente, por
Pires (2015).

3.6 PROTOCOLO DO TESTE COMPORTAMENTAL BARNES
MAZE

Ap6s o tratamento com GNP foi avaliada a performance cognitiva.
Para avaliar a memoria espacial utilizou-se um protocolo de labirinto de
Barnes adaptado de Yang et al. (2013). O aparelho de labirinto é um
disco de 1,0 m de didmetro levantado 75 cm do chédo contendo 18 furos
de escape possivel, um dos quais leva a uma caixa de escape escuro. A
luz acesa foi usada para aumentar a motivacdo para a fuga. Os animais
foram treinados para localizar a caixa escura, permitindo-lhes explorar o
labirinto, durante 60 segundos. Se 0s animais ndo encontrassem a caixa
de fuga dentro do prazo eram, suavemente, encorajados a entrar nela. As
experimentacgdes terminavam quando 0s animais encontravam a caixa da
fuga ou apds 60 segundos. Os animais foram treinados, durante 5 dias,
para aprender a localizacdo da caixa de escape do labirinto, utilizando
sinais espaciais na sala de testes. Apds o0s treinos, no 6° dia, os animais
foram submetidos ao teste de retencdo de memdria, a caixa de escape foi
retirada do equipamento. Foi avaliado quanto tempo os animais
exploravam o quadrante alvo, onde ficava a caixa escape, hum tempo
total de 60 segundos.

3.7 ANALISES BIOQUIMICAS

Um dia ap0s o teste de Barnnes Maze, 0s animais foram eutanasiados
por guilhotina e as amostras de cortex pré-frontal, hipocampo e estriado
foram homogeneizadas em tampado especifico e utilizadas para a
realizacdo das seguintes técnicas bioquimicas:

3.7.1 Marcadores de Danos Oxidativos e atividade e contelido de
enzimas antioxidantes
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Conteldo de Sulfidrila: As amostras de cortex pré-frontal,
hipocampo e estriado foram homogeneizadas em tampdo de fosfato
salina 0,1M pH 7,4. O conteldo total de ti6is (TT) foi determinado
numa reacdo dos grupos tidis com 5,5 ditidbis (&cido nitro-benzdico)
(DTNB). A leitura do contetdo de TT foi feita
espectrofotometricamente  (412nm) e expressa em DTNB/mg de
proteina. Esta técnica verifica a quantidade de sulfidrilas (SH) néo
oxidadas que estdo presentes nos aminoacidos (Aksenov e Markesberya,
2001).

Diclorofluoresceina — DCFH/DA: As amostras de cortex pré-frontal,
hipocampo e estriado foram homogeneizadas em tampdo de fosfato
salina 0,IM pH 7,4. As amostras foram incubadas com 2',7'-
diclorofluoresceina-diacetato (DCFH-DA) (10 uM) a 37°C durante 30
minutos, e a formag&o foi cessada a 4°C. DCFH-DA foi desesterificado
no interior das células por esterases enddgenas para o acido livre
ionizado. DCF-DA foi entdo oxidado por hidroperéxidos. A formacéo
do derivado fluorescente oxidada (DCF) foi monitorado com excitagdo e
emissdo de comprimentos de onda de 488 e 525 nm, respectivamente,
usando um espectrofotdmetro de fluorescéncia SpectraMax ( de acordo
com o método descrito anteriormente por Le Bel e Bondy (1990).

Indicador da Formac&o de Oxido Nitrico (NO): A producio de NO
foi avaliada, espectrofotometricamente, atraveés do metabodlito estavel
nitrito. As amostras de cdrtex pré-frontal, hipocampo e estriado foram
homogeneizadas em tampdo de fosfat salina 0,AM pH 7,4. Para
mensurar o conteldo de nitrito, as amostras foram incubadas com o
reagente Griess (1% sulfanilamida e 0,1% de N-1 (naphthyl)
ethylenodiamina) em temperatura ambiente por 10 minutos e a
absorbancia medida a 540 nm. O contetdo de nitritos foi calculado com
base numa curva padrdo de 0 a 100 nM, realizada com o metabélito
nitrito de sédio (NaNO2). Os resultados foram calculados em pmol
Nitrito/mg proteina (Cho e Chaea, 2004).

Superéxido Dismutase (SOD): Foi medida pela inibicdo da oxidacao
da adrenalina adaptado de Bannister e Calabrese (1987). As amostras de
cortex pré-frontal, hipocampo e estriado foram homogeneizadas em
tampdo de fosfat salina 0,1M pH 7,4. Os volumes de 5, 10 e 15 pl foram
retiradas da mesma, a qual 5 ml de catalase (0,0024 mg/mL de agua
destilada), tampdo de glicina 175-185mL (0,759 em 200 ml de agua
destilada a 32°C, pH 10,2), 5 ul adrenalina (60 mM em &gua destilada +
15 ml/ml de HCI fumegante) foram adicionados. As leituras foram
realizadas por 180 segundos em intervalos de 10 segundos, em leitor de
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ELISA a 480 nm. Os valores foram expressos em unidade de SOD por
miligrama de proteina (U/mg de proteina).

Atividade da Catalase (CAT): A atividade da CAT foi determinada
com base na taxa de decomposi¢do do peréxido de hidrogénio (H202),
presente na amostra, utilizando uma solu¢do de H202 a 10mM em
tampdo de fosfato de potassio (50mM), pH 7,0. Dois mililitros da
solucdo de H202 e 20mL foram colocados numa cuvete de quartzo.
Apds a homogeneizacao, a taxa de decomposicdo de H202 méxima foi
medida em espectrofotdbmetro a 240nm e os valores foram expressos
como unidades de catalase/mg de proteina.

Glutationa (GSH): Os niveis de GSH reduzida foram determinados
como descrito por Hissin e Hilf (1976), com algumas adaptacfes. A
GSH foi mensurada em homogenado de cortex pré-frontal, hipocampo e
estriado, apds precipitagdo de proteina com 1 mL de proteina de acido
tricloroacético 10%. Em parte da amostra foi adicionado um tampao de
fosfato 800 mM, pH 7,4 e 500 um DTNB. O desenvolvimento de cor
resultante, a partir da reacdo entre 0 DTNB e tidis, atingiu um maximo
em 5 minutos e se manteve estavel durante mais de 30 min. A
absorbancia de 412 nm, depois de 10min, foi lida em comparagdo a
curva padrdo de glutationa reduzida usada para calcular os niveis de
GSH reduzida nas amostras.

3.8 ANALISE POR WESTERN BLOTTING

Ap0s os resultados de estresse oxidativo indicarem que hipocampo e
cortex pré-frontal foram susceptiveis a acdo das GNP, optou-se por
utilizar essas estruturas para avaliar o imunocontetdo de pTau ser396.
As amostras de hipocampo foram homogeneizadas em tampédo de
composto por duodecil sulfato de sddio (SDS) 4%, Tris 50 mM, EDTA
100mM e [I-mercaptoetanol 8%, pH 6,8. As amostras (60ug) foram
submetidas a uma eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% com SDS
(SDS-PAGE) em um sistema "mini-gel" (BioRad). Apos a eletroforese,
as proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose
(Amersham). As proteinas de interesse foram identificadas através do
uso de anticorpos especificos anti- (pTau ser 396, Cell signaling 1:1000
e actina, Invitrogenl1:15000). A revelacdo dos imunoblottings foi
realizada através de quimioluminescéncia e exposta ao filme de RX em
cassete de revelacdo autoradiogréfica. A intensidade das bandas foi
determinada através da leitura das autoradiografias reveladas por
densitometria Otica, utilizando um scanner (HP 3400) e o programa
Imaje J (NIH).
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3.9 DOSAGEM DE PROTEINAS

As proteinas foram mensuradas de acordo com o método de Lowry et
al. (1951), e albumina sérica bovina foi utilizada como padréo.

3.10 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo da média.
Os resultados, quando comparados todos os grupos, foram analisados
por ANOVA de uma via, seguida do teste post hoc de Tukey. Foram
considerados significativos os valores de p<0,05.
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4 RESULTADOS

41 EFEITO DO AO E DO TRATAMENTO COM GNP NA
MEMORIA ESPACIAL AVALIADA PELO TESTE DE BARNES
MAZE

A memdria espacial foi avaliada pelo teste de Barnes Maze. Durante a
fase de aquisicdo da memoria, nos 5 dias de treinamento, 0s grupos
Sham + Salina, Sham + GNP 2,5, Sham + GNP 5,0 e AO + GNP 2,5,
diminuiram a laténcia para encontrar a plataforma nos dias 4 e 5 de
treino em relacdo ao dia 1 (Figura 5 A. * 4 e 5 dias treino < 1 dia treino;
p < 0.05). Entretanto, os grupos AO + Salina e AO + GNP 5,0, ndo
apresentaram esse aprendizado, mostrando um déficit na formacdo da
memoéria induzido por AO. Na fase de retengdo da memoria, no dia
teste, os grupos AO + Salina e 0 AO + GNP 5,0, apresentaram um
menor tempo gasto no quadrante onde estava a plataforma, quando
comparado com os outros grupos (Figura 5 B.* AO + Salinae 0 AO +
GNP 5,0 < Sham + Salina, Sham + GNP 2,5, Sham + GNP 5,0 e AO +
GNP 2,5; p < 0.05), mostrando um déficit cognitivo na retencdo da
meméria causado pelo modelo de deméncia neste tipo de memoria.

A)
60-

50+

40+

30+

{3- Sham + Salina
A Sham+GNP 25
-©- Sham + GNP 5.0
L 1 AO+SALINA
20]’ 4 AO+GNP25
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Tempo (s) encontrar plataforma

1 2 3 4 5
Dias treino
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Figura 5 - A memdria espacial foi avaliada pelo teste de Barnes
Maze.

A) Fase de aquisicdo (* dias treino 4 e 5 < dia 1; p < 0.05). B) Dia teste,
fase de retencdo (* AO + Salina e 0 AO + GNP 5,0 < Sham + Salina,
Sham + GNP 2,5, Sham + GNP 50 e AO + GNP 25; p < 0.05).
ANOVA de uma via, post hoc de Tukey; p < 0,05; n= 15/grupo.

Fonte: elaborado pelo autor (2016).

4.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE EM HIPOCAMPO, CORTEX
PRE-FRONTAL E ESTRIADO DE ANIMAIS SUBMETIDOS AO
MODELO DE DEMENCIA E TRATADOS COM GNP.

4.2.1 Niveis de GSH

A capacidade antioxidante foi avaliada em estruturas de cérebro de
ratos. Os niveis de GSH foram diminuidos em cértex pré-frontal do
grupo AO+salina comparado com outros grupos (*AO + Salina < Sham
+ Salina, Sham + GNP 2,5, Sham + GNP 50 e AO + GNP 25¢e AO +
GNP 5,0; p < 0.05), e estes niveis foram normalizados pelo tratamento
com GNP 2,5 (Figura 6 A) (*fAO + GNP 2,5 > AO + Salina p < 0.05).
No Hipocampo, os niveis foram diminuidos nos grupos AO+Salina e
AO+GNP 5,0 (*AO + Salina e AO + GNP 5,0 < Sham + Salina, Sham +
GNP 2,5, Sham + GNP 5,0 e AO + GNP 2,5; p < 0.05), e estes niveis
foram normalizados pelo tratamento com GNP 2,5 (Figura 6 B) (*fAO +
GNP 2,5 > AO + Salina p < 0.05). Os niveis de GSH em estriado ndo
apresentaram alteracéo significativa (Figura 6 C).
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Figura 6 - Os niveis de GSH foram diminuidos em cértex pré-
frontal

A) do grupo AO+Salina comparado com outros grupos (*AO + Salina <
Sham + Salina, Sham + GNP 2,5, Sham + GNP 5,0 e AO + GNP 25 ¢
AO + GNP 5,0; p < 0.05), e estes niveis foram normalizados pelo
tratamento com GNP 2,5 (AO + GNP 2,5 > AO + Salina p < 0.05). B)
Hipocampo os niveis foram diminuidos nos grupos AO+Salina e
AO+GNP 5,0 (*AO + Salina e AO + GNP 5,0 < Sham + Salina, Sham +
GNP 2,5, Sham + GNP 5,0 e AO + GNP 2,5; p < 0.05), e estes niveis
foram normalizados pelo tratamento com GNP 2,5 (AO + GNP 2,5 >
AO + Salina p < 0.05). C) Os niveis de GSH em estriado néo
apresentaram alteracdo significativa. ANOVA de uma via, post hoc de
Tukey; p < 0,05; n=5/grupo.

Fonte: elaborado pelo autor (2016).
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4.2.2 Atividade da SOD

A atividade da SOD foi diminuida em cortex pré-frontal do grupo
AO+Salina comparado com outros grupos (*AO + Salina < Sham +
Salina, Sham + GNP 2,5, Sham + GNP 5,0 e AO + GNP 2,5 e AO +
GNP 5,0; p < 0.05) (Figura 7 A). No hipocampo, a atividade da SOD foi
diminuida do grupo AO + Salina comparado com outros grupos (*AO +
Salina < Sham + Salina, Sham + GNP 2,5, Sham + GNP 5,0 e AO +
GNP 2,5 e AO + GNP 5,0; p < 0.05), e estes niveis foram normalizados
pelo tratamento com GNP 2,5 (*AO + GNP 2,5 > AO + Salina p < 0.05).
(Figura 7 B). No estriado, a atividade da SOD foi diminuida do grupo
AO + Salina, AO + GNP 2,5 e AO + GNP 5,0, comparado com outros
grupos (*AO + Salina, AO + GNP 2,5 e AO + GNP 5,0 < Sham +
Salina, Sham + GNP 2,5, Sham + GNP 5,0; p < 0.05) (Figura 7 C).
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Figura 7 - A atividade da SOD.

A) Cértex: A atividade da SOD foi diminuida por AO (*AO + Salina <
Sham + Salina, Sham + GNP 2,5, Sham + GNP 5,0 e AO + GNP 25 ¢
AO + GNP 5,0; p < 0.05). B) Hipocampo, a atividade da SOD foi
diminuida no grupo AO comparado com outros grupos (*AO + Salina <
Sham + Salina, Sham + GNP 2,5, Sham + GNP 5,0 e AO + GNP 25 ¢
AO + GNP 5,0; p < 0.05), e estes niveis foram normalizados pelo
tratamento com GNP 2,5. (AO + GNP 2,5 > AO + Salina p < 0.05). C)
Estriado a atividade da SOD foi diminuida nos grupos AO comparado
com outros grupos (*AO + Salina, AO + GNP 2,5e AO + GNP 5,0 <
Sham + Salina, Sham + GNP 2,5, Sham + GNP 5,0; p < 0.05). ANOVA
de uma via, post hoc de Tukey; p < 0,05 n=5/grupo.

Fonte: elaborado pelo autor (2016).
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4.2.3 Atividade da Catalase

Em cortex pré-frontal, a atividade da CAT foi diminuida no grupo AO
+ Salina comparado com outros grupos (*AO + Salina < Sham + Salina,
Sham + GNP 2,5, Sham + GNP 5,0e AO + GNP 2,5e AO + GNP 5,0; p
< 0.05) (Figura 8 A). J& em hipocampo e estriado, a atividade da CAT
foi diminuida no grupo AO + Salina comparado com outros grupos
(*AO + Salina < Sham + Salina, Sham + GNP 2,5, Sham + GNP 5,0 e
AO + GNP 2,5 e AO + GNP 5,0; p < 0.05), e estes niveis foram
normalizados pelo tratamento com GNP 2,5 em ambos os tecidos (*AO
+ GNP 2,5 > AO + Salina p < 0.05) (Figura 8 B e C).
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Figura 8 - Atividade da CAT.

A) Cortex pré-frontal, Hipocampo (B) e Estriado (C) a atividade da
catalase foi diminuida no grupo AO comparado com outros grupos
(*AO + Salina < Sham + Salina, Sham + GNP 2,5, Sham + GNP 5,0 e
AO + GNP 25 e AO + GNP 5,0; p < 0.05) e estes niveis foram
normalizados pelo tratamento com GNP 2,5 (*fAO + GNP 2,5 > AO +
Salina p < 0.05). ANOVA de uma via, post hoc de Tukey; p < 0,05;
n=5/grupo.

Fonte: elaborado pelo autor (2016).



52

4.2.4 Niveis de Sulfidrila

Os niveis de grupamento sulfidrila em cortex pré-frontal nao
apresentaram diferenca significativa (Figura 9 A). Os niveis de
grupamento sulfidrila foram diminuidos em hipocampo do grupo AO +
Salina comparado com outros grupos (*AO + Salina < Sham + Salina,
Sham + GNP 2,5, Sham + GNP 5,0 e AO + GNP 2,5e AO + GNP 5,0; p
< 0.05), e estes niveis foram normalizados pelo tratamento com GNP
2,5e5,0 (FAO + GNP 2,5 e AO + GNP 5,0 > AO + Salina p < 0.05)
(Figura 9 B). Os niveis de grupamento sulfidrila foram diminuidos em
estriado do grupo AO + Salina e AO + GNP 5,0, comparado com outros
grupos (*AO + Salina e AO + GNP 5,0 < Sham + Salina, Sham + GNP
2,5, Sham + GNP 5,0 e AO + GNP 2,5; p < 0.05) (Figura 9 C).
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Figura 9 - Os niveis de grupamento sulfidrila.
A)Cortex pré-frontal ndo apresentou diferenca significativa. B)
Hipocampo diminuigdo no grupo AO comparado com outros grupos
(*AO + Salina < Sham + Salina, Sham + GNP 2,5, Sham + GNP 5,0 e
AO + GNP 2,5 e AO + GNP 5,0; p < 0.05), e estes niveis foram
normalizados pelo tratamento com GNP 2,5 e 5,0(*AO + GNP 2,5 e AO
+ GNP 5,0 > AO + Salina p < 0.05). C) os niveis de grupamento
sulfidrila foram diminuidos em estriado do grupo AO e AO + GNP 5,0,
comparado com outros grupos (*AO + Salina e AO + GNP 5,0 < Sham
+ Salina, Sham + GNP 2,5, Sham + GNP 50 e AO + GNP 2,5; p <
0.05). ANOVA de uma via, post hoc de Tukey; p < 0,05; n=5/grupo.
Fonte: elaborado pelo autor (2016).
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4.3 ATIVIDADE PRO-OXIDANTE EM HIPOCAMPO, CORTEX
PRE-FRONTAL E ESTRIADO DE ANIMAIS SUBMETIDOS AO
MODELO DE DEMENCIA E TRATADOS COM GNP.

4.3.1 Niveis de nitrito

Os niveis de nitrito foram aumentados em coOrtex pré-frontal,
hipocampo e estriado, respectivamente, do grupo AO + Salina
comparado com outros grupos (*AO + Salina > Sham + Salina, Sham +
GNP 2,5, Sham + GNP 5,0 e AO + GNP 25 e AO + GNP 5,0; p <
0.05), e estes niveis foram normalizados pelo tratamento com GNP 2,5
em todos os tecidos (AO + GNP 2,5 < AO + Salina; p <0.05). (Figura
10A,BeC).
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Figura 10 - Os niveis de nitrito foram aumentados em cortex pré-
frontal

A), hipocampo (B) e estriado (C), respectivamente, do grupo AO
comparado com outros grupos (*AO + salina > Sham + Salina, Sham +
GNP 2,5, Sham + GNP 5,0 e AO + GNP 25 e AO + GNP 5,0; p <
0.05), e estes niveis foram normalizados pelo tratamento com GNP 2,5
em todos os tecidos (AO + GNP 2,5 < AO + Salina; p < 0.05). ANOVA
de uma via, post hoc de Tukey; p < 0,05; n=5/grupo.

Fonte: elaborado pelo autor (2016).
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4.3.2 Niveis de DCF

Os niveis de DCF foram aumentados em cértex pré-frontal (Figura 11
A), Hipocampo (Figura 11 B) e Estriado (Figura 11 C) do grupo AO +
Salina comparado com outros grupos (AO + Salina > Sham + Salina,
Sham + GNP 2,5, Sham + GNP 5,0, AO + GNP 25e AO + GNP 5,0 p
< 0.05), e estes niveis foram normalizados pelo tratamento com GNP
2,5 e 5,0 quando comparado com o grupo AO (*AO + Salina > AO +
GNP 2,5e AO + GNP 5,0; p < 0.05 com GNP 2,5 (Figura 11 C).
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Figura 11 - Os niveis de DCF foram aumentados em cortex pré-
frontal

(A), Hipocampo (B) e Estriado (C) do grupo AO comparado com outros
grupos (AO + Salina > Sham + Salina, Sham + GNP 2,5, Sham + GNP
5,0, AO + GNP 2,5 e AO + GNP 5,0 p < 0.05), e estes niveis foram
normalizados pelo tratamento com GNP 2,5 e 5,0 quando comparado
com o grupo AO (*AO + Salina > AO + GNP 2,5e AO + GNP 5,0; p <
0.05. ANOVA de uma via, post hoc de Tukey; p < 0,05; n=5/grupo.
Fonte: elaborado pelo autor (2016).



58

4.4 ANALISE POR WESTERN BLOTTING EM HIPOCAMPO E
CORTEX PRE-FRONTAL DE ANIMAIS SUBMETIDOS AO
MODELO DE DEMENCIA E TRATADOS COM GNP POR IP.

4.4.1 Fosforilacdo de Tau em cortex e hipocampo

A fosforilagdo de Tau foi avaliada em cértex pré- frontal e hipocampo
considerando serem as estruturas mais associadas a memoria estudada
nest estudo nestas estruturas. A proteina Tau fosforilada (pTau ser 396)
foi aumentada em cértex pré-frontal e hipocampo dos grupos AO +
Salina e AO + GNP 5,0, comparado com outros grupos (AO + Salina e
AO + GNP 5,0> Sham + Salina, Sham + GNP 2,5, Sham + GNP 5,0 e
AO + GNP 2,5; p <0.05) (Figura 12 A e B).

pTau - - - pTau

- Actina

Actina =

Cortex hipocampo

33 Sham + Salina
3 Sham + GNP 25
E= Sham + GNP 5,0
I AO + Salina

B3 AO+GNP25
AO + GNP 50

pTaulactina
pTaulactina

Figura 12 - Proteina Tau fosforilada (pTau ser 396)

A) Cortex pré-frontal e B) Hipocampo a pTau foi aumentada nos grupos
AO e AO + GNP 5,0, comparado com outros grupos (AO + Salina e AO
+ GNP 5,0> Sham + Salina, Sham + GNP 2,5, Sham + GNP 5,0 e AO +
GNP 2,5; p < 0.05). ANOVA de uma via, post hoc de Tukey; p < 0,05;
n=5/grupo.

Fonte: elaborado pelo autor (2016).
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5 DISCUSSAO

A pesquisa mostrou um déficit cognitivo na memoéria espacial
induzido por AO. Isso ocorreu tanto na fase de formagdo quanto de
retencdo dessa memoria. Além disso, observou-se um aumento do
estresse oxidativo cerebral, principalmente, no hipocampo e cortex,
regides associadas com a formacdo dessa memoéria e, também, o
aumento de fosforilacdo de Tau induzido por AO. O tratamento com
GNP na dose de 2,5 mg/kg a cada 48h preveniu o déficit cognitivo
observado no grupo AO, bem como o estresse oxidativo e a
hiperfosforilagdo de Tau, mostrando-se, potencialmente, eficaz como
uma possivel droga no combate aos danos induzidos por Taupatias.

A proposta do uso de GNP para reduzir o efeito oxidante da Taupatia
mostrou-se promissora e devido & falta de toxicidade desse protocolo
(Pires, 2015) acredita-se que as GNP’s possam ter uso terapéutico.
Fatores como a forma, o tamanho, o revestimento de superficie e carga
afetam as propriedades fisico-quimicas e a maneira com que essas
moléculas interagem com sistemas bioldgicos (Kelly et al., 2003;
Sengani e Rajeswari, 2017). Um estudo, usando GNP’s de 5nm, na
forma de aerossol, revelou que insetos, apds a exposicdo do aerossol
sintetizado, aumentaram, linearmente, a concentracdo de GNP no
cérebro (Raliya et al., 2017).

Sonavane et al., (2008), Pires (2015) e Umair et al., (2016), em seus
estudos realizaram avaliagdes sobre a nanotoxicidade de alguns
materiais, dentre eles, o ouro, e constataram que as particulas de
tamanho de 15 a 50 nm foram encontradas em figado, rim, coracdo e
cérebro, sem toxicidade nesses oOrgdos. Ja se sabe que as GNP’s
ultrapassam a barreira hematocefalica (Gao et al., 2017; Ruff et al.,
2017). Porém, estudos conclusivos de que as mesmas agem diretamente
no hipocampo e coértex pré-frontal ainda sdo escassos. Isto demonstra
uma possivel nova estratégia terapéutica para o tratamento de deméncias
tipo DA que envolvam disfungdo dessas regides cerebrais. As GNP’s no
tratamento utilizadas via intraperitoneal modularam os efeitos deletérios
do AO, pois reverteram o déficit cognitivo, melhoraram a capacidade
antioxidante e diminuiram o estresse oxidativo no cérebro.

O tamanho da nanoparticula e a forma como sdo administradas, ainda,
sdo alvos de muita controvérsia. Gao et al. (2017) mostrou que
particulas de 3nm a 36nm aceleraram a fibrilacdo de Ap. J& as particulas
de 2nm poderiam adiar, de modo significativo, a fibrilacdo, enquanto as
particulas de 0,7 a 1,9nm poderiam inibir, completamente, este
processo. Esse resultado foi encontrado in vitro, apés 48h de incubacéo
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com proteina AB (1-40). Em discordancia de Gao et al. (2017), Liao et
al. (2012), mostraram em seus estudos que a co-incubacdo de GNP de
tamanho 30nm carregadas, de forma negativa, com AP reduziram,
significativamente, a toxicidade de AP em neuroblastoma. Em geral,
observa-se que as GNP’s que possuem potencial de superficie negativo
servem como nano-chaperones para inibir e redirecionar a fibrilagcdo Ap,
0 que poderia contribuir para aplicagGes na DA (Liao et al., 2012).

BarathManiKanth et al. (2010), fizeram um estudo de curva dose das
respostas das concentracbes de GNP, onde obtiveram uma melhor
resposta na dose de 2,5mg/kg para a reducdo dos niveis glicémicos, e da
toxicidade causada pelo diabetes. Apds, administrou essa dose em
camundongos por 15 dias, para tratar 0os danos causados pelo diabetes, e
verificou um papel eficaz das GNP’s como um agente antioxidante,
inibindo a formagdo de ROS, eliminando radicais livres, aumentando,
assim, as enzimas de defesa antioxidantes e se mostrando um potencial
tratamento para doencas cronicas tais como diabetes.

A utilizacdo das GNP’s no tratamento de diversas doencas é embasado
nas evidéncias do efeito antioxidante do ouro (Tsai, 2007). Os
resultados deste estudo mostraram a eficacia das GNPs no seu potencial
antioxidante, levando a uma reversdo do quadro oxidativo causado pelo
AO. Outros estudos confirmaram o papel efetivo da GNP como um
agente antioxidante, por inibir a formacdo de ROS, devido as
nanoparticulas biometalicas serem formadas por ouro e platina, elas
agem como elementos sequestradores de radicais livres, melhorando,
assim, a acdo de enzimas antioxidantes (BarathManiKanth et al., 2010;
Sul et al., 2010; Nie et al., 2012).

Estudos tém demonstrado que 0 AO, um inibidor de Ser/Thr fosfatase,
inibe a defosforilagdo da proteina Tau e leva a um desequilibrio,
gerando hiperfosforilacdo, sendo este um dtimo modelo para mimetizar
0 dano cognitivo e a perda de memoria, como observado em pacientes
com deméncia tipo a DA (Cohen,1990). Estudo com administracdo
intra-hipocampal de AO (100 mg) mostraram que, ap6s doze dias, 0s
animais  desenvolveram  comprometimento  cognitivo  espacial,
acompanhado por astrogliose hipocampal (como evidenciado pelo
aumento do GFAP) e estresse oxidativo (através da diminuicdo da
glutamina sintetase e diminuicdo do teor reduzido de glutationa) (Costa
etal., 2012; Nazem et al., 2015; Broetto et al., 2016).

A Taupatia atinge diretamente o centro da memdria e da cognigao.
Com isso, a importdncia de entender a interconexdo das estruturas
responsaveis pela formacdo da memodria, tais como hipocampo, cortex
pré-frontal e estriado. O hipocampo é uma das estruturas responsaveis



61

pela formagdo da meméria de longa duracdo e, em conjunto com o
cortex pré-frontal, mantém intacta a consciéncia e algumas funcGes
cognitivas, como a linguagem. Quando ocorre algum dano que gera um
mal funcionamento do cértex pré-frontal e do estriado, observa-se
alteracBes dos estados afetivos, tais como: expressbes de raiva, alegria,
tristeza e ternura ( Fuster et al., 2002; Pennartz et al., 2009; Weilbacher
e Gluth, 2016; Sestieri et al., 2017). Essas caracteristicas sdo observadas
em deméncias do tipo DA, que tém como caracteristica fisiopatologia a
Taupatia (McDonald e Hong, 2013).

Regibes especificas do cérebro como cortex pré-frontal, hipocampo e
estriado sdo afetados diretamente por deméncias, entretanto, esses
efeitos podem ser diferente entre essas regides (Nie et al., 2012).
Avaliando a atividade antioxidante no modelo de AO, observou-se que
foi induzido um estresse oxidativo nesse modelo e que foi prevenido
pela dose de 2,5mg/kg de GNP, principalmente em cortex pré-frontal e
hipocampo. Este estudo testou duas doses de GNP (2,5 e 5,0 mg/kg),
com o intuito de obter a melhor dose resposta para ser utilizada como
forma de tratamento antioxidante e anti-inflamatorio, considerando as
propriedades ja descritas na literatura (Tsai, 2007; BarathManiKanth et
al., 2010; Sul et al., 2010). Diante dos resultados, acredita-se que a dose
de GNP 2,5mg/kg no tamanho de 20nm seja promissora para o
tratamento de deméncias que apresentem Taupatia, como a DA. Além
desse efeito benéfico, estudo anterior mostrou que a GNP, na dose de
2,5mg/kg, diferente de outras drogas propostas no mercado atualmente,
nao apresenta efeitos colaterias (Pires, 2015).0Outro estudo mostrou o
potencial antioxidante das GNP’s em um modelo de les&o cerebral focal
em que o tratamento com ouro reduziu, significativamente, os niveis
cerebrais de TNFa, dano ao DNA e marcadores pré-apoptoticos, quando
comparados com 0s animais que ndo receberam o tratamento apds a
lesdo, mostrando o ouro como uma ferramenta importante para modular
a resposta a lesdo cerebral (Pedersen et al., 2009).

Pires (2015) mostrou em seu estudo a seguranca do protocolo de uso
de GNP’s a cada 48h na dose e tamanho utilizados neste trabalho por
andlises histopatoldgicas, que mostraram auséncias de focos
inflamatdrios em células hepéticas. Assim, os resultados deste estudo
reforcam a seguranca do protocolo escolhido e da dose utilizada. O uso
da dose 2,5mg/kg é bem aceita na literatura e a mesma traz resultados
significativos na deplecdo de marcadores oxidativos e aumento nas
enzimas antioxidantes (BarathManiKanth et al., 2010), assim como 0s
resultados desta pesquisa mostraram.
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Diversos estudos avaliaram as mudancas bioquimicas em ratos
submetidos ao AO e observaram alteracGes gliais e aumento do estresse
oxidativo (Pennartz et al., 2009; McDonald e Hong, 2013; Weilbéacher e
Gluth, 2016). Os resultados deste estudo mostraram que ratos que
receberam AO apresentaram uma reducéo significativa em seu potencial
antioxidante. O aumento do dano oxidativo, disfungdo mitocondrial e
inflamacdo levam a morte neuronal (Barnham et al., 2004). H& alguns
anos, intervencgdes terapéuticas e pesquisas na area do balan¢o redox
estdo sendo realizadas para uma possivel aplicacdo em doencas
neurodegenerativas (Halliwell, 2006).

Estudos mostram que, durante um dano em tecido cerebral, os niveis
de estresse oxidativo aumentam e sua atividade antioxidante reduz
(Baxter e Hardingham, 2016). A primeira alteracdo cerebral é na
funcionalidade e atividade do sistema antioxidante da glutationa, que é
considerado o principal sistema antioxidante cerebral (Aoyama e
Nakaki, 2015; Gu et al., 2015). Cruz-Alvarez et al. (2017) em seu
trabalho, mostraram que, apés usar um modelo de dano oxidativo com
acido quinolinico, os niveis de GSH e de mMRNA de Nrf2 estavam
reduzidos em estriado, e que, ap6s o tratamento com Apocinina, um
inibidor do complexo NADPH oxidase, houve aumento da GSH e o
dano cognitivo foi revertido. O resultado deste trabalho mostrou que o
AO causa uma diminuicdo da GSH em cortex e hipocampo e, também,
déficit cognitivo na memoria espacial. O tratamento com GNP na dose
de 2,5mg/kg preveniu a diminuicdo da GSH em cértex e foi, nesse
grupo, que ocorreu a prevengdo ao prejuizo da performance cognitiva,
que ¢ determinada pela interacdo entre as regibes cerebrais
principalmente cértex e hipocampo, mostrando que niveis normais de
GSH nessas estruturas sdo esséncias para a atividade cognitiva e que
este complexo pode ser um alvo da GNP no SNC. Esses resultados
merecem novos estudos considerando que o sistema glutationa envolve
mais do que somente 0s niveis de GSH, portanto a atividade da
glutationa peroxidase (GPx) de ve ser analisada, bem como ser uma
relagdo com outras enzimas antioxidantes que fornecem substratos para
GPx.

O estresse oxidativo € uma condi¢do bioldgica decorrente do
desequilibrio entre as atividades oxidantes e antioxidantes no corpo,
conduzindo a producdo excessiva de EROs, radicais livres e peréxidos.
Estudos mostram que elevados niveis de marcadores de estresse
oxidativo coincidem com uma reducdo da atividade da SOD, aumento
do dano em DNA, aumento dos marcadores de peroxidagdo lipidica e
consequente dano cognitivo (Halliwell, 2001; Nagai et al., 2003;
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Halliwell, 2006; Silva-Adaya, 2008; Hayashi, 2009). Demais estudos
confirmam o papel efetivo da GNP’s como um agente antioxidante, por
inibir a formacdo de EROs, agindo como sequestrador de radicais livres,
melhorando, assim, a agdo de enzimas antioxidantes (Tsai, 2007;
BarathManiKanth et al., 2010; Sul et al., 2010; Nie et al., 2012).

Arjmand et al. (2016)mostraram em um modelo de deméncia tipo DA,
com estreptozotocina, que os niveis da SOD estavam reduzidos,
significativamente, e que apresentaram um dano cognitivo, apds um
tratamento com farmacos antagonistas de receptor angiotensina, 0s
niveis de SOD foram restaurados e 0s danos cognitivos revertidos,
mostrando que a SOD esta diretamente relacionada no sistema de defesa
e comprometimento cognitivo. O resultado deste estudo mostrou que o
AO causa uma diminuicdo da atividade da SOD que poderia estar
associada a uma menor dismutacdo do H202, que levaria a uma maior
producdo de ROS em todas as regides cerebrais avaliadas. O tratamento
com GNP na dose de 2,5mg/kg preveniu a diminui¢do da atividade da
SOD em c6rtex e hipocampo induzida por AO, entretanto, ndo preveniu
no estriado. O resultado da GNP 2,5mg/kg no modelo de Taupatia
corrobora a hip6tese de que essas moléculas podem melhorar a atividade
antioxidante no cortex pré-frontal e hipocampo e prevenir um déficit
cognitivo.

A versdo mitocondrial da teoria dos radicais livres do envelhecimento
propde que as mitocdndrias sdo as fontes primarias de ROS e os
principais alvos de danos induzidos por ROS (Dai et al., 2017). Este
estudo mostrou que os niveis da catalase foram reduzidos em cdrtex pré-
frontal, hipocampo e estriado do grupo AO + Salina. O mesmo resultado
foi encontrado em um estudo em que um modelo animal de hipoxia
crbnica reduziu os niveis de catalase e que, apds o tratamento com
grelina, os danos foram revertidos e a atividade da catalase restaurada
significativamente (Omrani et al., 2017). O tratamento com GNP na
dose de 2,5mg/kg preveniu a diminuigdo da atividade da catalase em
hipocampo e estriado induzida por AO, no entanto, ndo preveniu em
cortex. O resultado da GNP 2,5mg/kg no modelo de Taupatia corrobora
a hipdtese de que essas moléculas podem melhoram a atividade
antioxidante no hipocampo e estriado e prevenir um déficit cognitivo.

O estresse oxidativo afeta diversas estruturas e funcbes das células
cerebrais, causando dano & membrana celular, as proteinas e pode estar
associado ao excesso de producao de 6xido nitrico que vai gerar excesso
na producdo de radicais livres de nitrogénio (RLN) (Anaeigoudari et al.,
2016). A estrutura e fungdo das proteinas envolvem uma série de
fatores como conformacdo e sequéncia dos aminodcidos e, também, a
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ligagdo a outras moléculas como o grupamento tiol. Esse grupamento
estd envolvido diretamente na estruturacdo das proteinas e se diminuido
em alguma regido, como, por exemplo, no cérebro, pode indicar uma
disfuncdo das proteinas daquela regido. Este trabalho mostrou que o
grupamento sulfidrila estava diminuido no hipocampo e no estriado no
grupo AO. Um estudo com um modelo de isquemia cerebral, causou
dano oxidativo, cognitivo e que, apds o tratamento com cha verde como
antioxidante, esse quadro foi revertido, melhorando os niveis de
sulfidrila, dano cognitivo e restabelecendo a memoria, isso foi
observado pelos testes de campo aberto e reconhecimento de objetos
(Altermann et al., 2017). O tratamento com GNP preveniu este dano em
hipocampo e, provavelmente, manteve intacta as estruturas proteicas da
regido estudada.

O excesso na producdo de RLN pode aumentar a producdo de ROS,
bem como ele mesmo pode ser um causador de dano a estruturas da
célula como a mitocondria que se sabe estd envolvida na etiologia da
DA (Asiimwe et al., 2016). A atividade da 6xido nitrico sintase
induzivel aumentada, que produz excesso de oxido nitrico, foi associada
com hiperfosforilacdo da Tau e dano semelhante a DA e outras
Taupatias (Wang et al., 2017). Os resultados deste estudo mostraram
gue os niveis de nitrito aumentaram em cortex, hipocampo e estriado no
modelo de AO e que os mesmos foram prevenidos com o tratamento
com GNP 2,5.

O estudo mostrou que, em relagdo aos niveis de DCF, um marcador de
producdo de ROS, que este esteve aumentado em cortex pré-frontal,
hipocampo e estriado e que a GNP foi capaz de reverter este aumento.
Estudos demonstraram a capacidade das GNPs em inibir a peroxidagdo
lipidica, impedindo a geracdo de EROs, efeitos de controle de GNP
como antioxidante (Yakimovich et al.,, 2008) e seu potencial de
neutralizar os radicais livres em neurbnios(Junpingchen et al., 2006).
Estes resultados, também, sdo suportados pelos achados que sugerem a
n&o citotoxicidade da GNP’s (Junpingchen et al., 2006).

Quanto ao modelo utilizado, 0 AO causa hiperfosforilagdo da Tau, que
esta associada a alteracGes no exoesqueleto celular e formagdo de
emaranhados neurofibrilares (Kamat et al., 2014; Ahmed et al., 2014).
Esses emaranhados ja foram associados a déficit cognitivo tanto em
pacientes (Tian et al., 2004; Rajasekar et al., 2013) quanto em modelos
animais de deméncia (Costa et al., 2011). Os emaranhados
neurofibrilares estdo associados a dano nas estruturas cerebrais (Sosa et
al., 2013). Devido aos principais efeitos antioxidantes das GNPs terem
sido observados no cortex pré-frontal e hipocampo optou-se por avaliar
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a fosforilagdo de Tau nestas estruturas. O resultado, como era esperado,
mostrou um aumento da fosforilacdo da Tau no grupo que recebeu AO +
Salina em cortex-pré-frontal e hipocampo, e a GNP na dose de 2,5mg/kg
foi capaz de prevenir este efeito. Estes resultados sdo compativeis aos
resultados observados na cognicdo. A enzima GSK beta pode causar a
hiperfosforilagdo de Tau, e o aumento da atividade dessa quinase é
observado em modelos de deméncia como a DA (Gursel et al., 2015). A
diminuicéo da fosforilagdo de Tau em hipocampo e cdrtex no modelo de
AO pode mostrar que as GNP’s por um mecanismo ainda a ser
descoberto regulam a fosforilagéo de proteinas e pode, ainda, estabilizar
0 exoesqueleto mesmo em modelos de Taupatia. A sinalizagdo GSK e
CDK 5/p25 sdo afetadas pelo modelo de AO (Zimmer et al., 2012) e
podem auxiliar para entender esse processo e serdo feitas para elucidar
estas questoes.
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6 CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho mostraram que a indugdo de deméncia
por Taupatia causa prejuizo da performance cognitiva em relagdo a
memoria espacial, aumento do estresse oxidativo, diminuicdo da
capacidade antioxidante e aumento da fosforilagdo da Tau em estruturas
cerebrais. O tratamento crénico com GNP, na dose de 2,5mg/kg, com
tamanho de 20nm administrados, a cada 48h, foi eficaz na prevencdo do
déficit cognitivo, bem como evitou 0 estresse oxidativo e a
hiperfosforilagdo da Tau em cortex pré-frontal e hipocampo. Estes
resultados apontam a GNP como uma droga promissora para 0
tratamento de Taupatias.
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7 PERSPECTIVAS

o Auvaliar as vias de sinalizagdo inflamatérias no cortex pré-frontal e
hipocampo.

o Auvaliar as vias de sinalizagdo anti-inflamat6rias no cortex pré-
frontal e hipocampo

e Avaliar as citocinas inflamatérias no cortex pré-frontal e
hipocampo.

o Auvaliar as citocinas inflamatorias no sangue.

e Avaliar as citocinas anti-inflamatérias no coértex pré-frontal e
hipocampo.

e Auvaliar as citocinas anti-inflamatdrias no sangue.

o Auvaliar proteinas associadas a hiperfosforilagdo de Tau no cortex
pré-frontal e hipocampo
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