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RESUMO

O envelhecimento é uma etapa do desenvolvimento humano em que
ocorre um processo de transformagdo do organismo, caracterizada por
alteracdes fisicas, psicoldgicas e sociais do individuo. Essas alteragoes
podem desencadear neurodegeneracdo, como na doenca de Alzheimer
(DA), caracterizada por perda progressiva de memoria e diminui¢do de
vérias fungdes cognitivas, sendo um processo associado a perda de
neurdnios e perda sindptica, com consequentes respostas inflamatdrias,
anormalidades mitocondriais e plasticidade neuronal marcadamente
reduzida, que levam a prejuizos na meméria. Perda da plasticidade
neuronal e danos de memdéria sdo caracteristicas comuns no
envelhecimento e na DA, e podem estar associados a redu¢do nos niveis
de neutrofinas. Contudo, pouco se sabe o papel das neurotrofinas no
processo de envelhecimento e DA. Dessa forma, o objetivo do presente
estudo foi avaliar os niveis das neurotrofinas fator neurotréfico derivado
do cérebro (BDNF), fator neurotréfico derivado de células gliais
(GDNF) e fator de crescimento do nervo (NFG), além da memoria de
ratos submetidos ao modelo animal de DA pela administracdo cronica
oral, diariamente uma vez ao dia de D-galactose (D-gal) (100 mg/kg)
durante 1, 2, 4, 6 ¢ 8 semanas. Para tal, foram utilizados ratos Wistar
machos adultos. Para avaliagdo da memoéria, os animais foram
submetidos ao teste de esquiva inibitéria de multiplos treinos ao final de
1, 2, 4, 6 e 8 semanas de tratamento com D-gal e 24hs apds a ultima
administragdo de D-gal, os animais foram submetidos a eutandsia por
decapitacdo com guilhotina e foram dissecadas as estruturas cerebrais
hipocampo e cortex pré-frontal, para avaliacio dos niveis de
neurotrofinas. Os resultados obtidos demonstraram que os animais
tiveram redu¢do de memoria apenas na curva de 4 semanas de
tratamento com D-gal, quando comparado ao seu grupo controle. Os
niveis de BDNF aumentaram em hipocampo e cértex pré-frontal na 1 e
2 semanas de tratamento com D-gal. Porém, houve uma diminui¢ao dos
niveis desta neurotrofina em cértex pré-frontal em 4, 6 e 8 semanas de
tratamento quando comparado aos seus respectivos controles. Os niveis
de NGF encontraram-se aumentados apds 1 e 2 semanas de tratamento
com D-gal nas duas estruturas e diminuiram apenas em cortex pré-
frontal apés 6 e 8 semanas de tratamento. Os niveis de GDNF em
hipocampo encontraram-se aumentados em 1 semana e diminuidos apds
8 semanas de tratamento com este monossacarideo. Em cértex pré-
frontal, houve diminui¢@o deste fator neurotr6fico apenas apés 4, 6 e 8
semanas de tratamento com D-gal, quando comparado aos controles.
Com isso, pode-se sugerir que a administracdo oral de D-gal pode






causar comprometimento cognitivo e reducdo dos niveis de fatores
neurotréficos em animais, podendo mimetizar alteracdes semelhantes ao
envelhecimento e DA.

Palavras-chave: Envelhecimento, Doenga de Alzheimer, Fator
Neurotr6fico Memoria, Galactose.






ABSTRACT

Aging is a stage of human development, which is part of an organism's
change process and it is characterized by physical, psychological and
social alterations. These alterations can trigger neurodegeneration, as in
Alzheimer’s Disease (AD), with progressive memory loss and decrease
of several cognitive functions associated to neuron and synaptic loss,
with subsequent inflammatory responses, mitochondrial abnormalities
and a significant reduction of neuronal plasticity, leading to memory
impairment. Neuronal plasticity loss and memory damage are common
factors of aging and AD, and can be associated to decrease of
neurotrophins levels. However, little is known about the role of
neurotrophins on aging and AD processes. Thus, the aim of the present
study was to evaluate the levels of brain derived neurotrophic factor
(BDNF), glial derived neurotrophic factor (GDNF) and nerve growth
factor (NGF), as well as memory of rats subjected to an animal model of
AD induced by oral administration of D-galactose (D-gal) (100 mg/kg,
once a day) for 1, 2, 4, 6 and 8 weeks. Male adults Wistar rats were used
for this study.The animals were subjected to continuous multiple trials
step-down on inhibitory avoidance test, to evaluation of memory, in the
end of 1, 2, 4, 6 and 8 weeks treatment, and 24 hours after the last D-gal
administration the animals were subjected to euthanasia by guillotine
decapitation and the brain was dissected to obtain the hippocampus and
prefrontal cortex to determination of neurotrophins levels. The results
showed that the animals manifested memory impairment only after 4
weeks of D-gal treatment when compared to the control group. BDNF
levels were increased in hippocampus and prefrontal cortex after 1 and 2
weeks of D-gal treatment. However, these neurotrophins levels were
decreased in prefrontal cortex after 4, 6 and 8 weeks treatment when
compared to respective control groups. NGF levels were increased after
1 and 2 weeks after the D-gal treatment in both brain structures and
decreased only in prefrontal cortex after 6 and 8 weeks of treatment.
GDNF levels were increased in hippocampus after 8 weeks of treatment
with this monosaccharide. A decrease of this neurotrophic factor in the
prefrontal cortex was seen only after 4, 6 and 8 weeks after the D-gal
treatment when compared to control group. Thus, it can be suggested
that oral D-gal administration may cause cognitive impairment and
decrease of neurotrophic factors levels in animals, mimic alterations
found aging and AD.

Key-words: Aging, Alzheimer’s Disease, Neurotrophic Factor,
Memory, Galactoses.
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1 INTRODUCAO

1.1 ENVELHECIMENTO

O envelhecimento € uma etapa do desenvolvimento
humano em que ocorre um processo de transformacdo do organismo,
caracterizada por mudancas fisicas, psicoldgicas e sociais do individuo
(Zhang et al., 2014). Pode ser entendido como uma etapa do processo
natural da vida, cuja caracteristica principal é acentuada perda da
capacidade de adaptagdo e menor expectativa de vida. Esta condicdo
torna o individuo mais vulnerdvel e predisposto a morbidades e
mortalidade (Borba et al., 2012). As despesas per capita com a satide de
pessoas idosas sdo de 3 a 5 vezes maior do que aquelas destinadas as
pessoas jovens trabalhadoras e criancas (Hartmam et al., 2008).

Embora as teorias evolutivas do envelhecimento sejam
bem estabelecidas, o conhecimento sobre como ocorre € ainda limitado.
A abundancia e a heterogeneidade das teorias mecanicistas disponiveis
do envelhecimento sugerem que este fendmeno € excessivamente
complexo e improvdvel de ser explicado por uma tnica via. Além disso,
o envelhecimento permanece caracterizado por manifestacdes
heterogéneas, nao apenas na determinacio de variagdes interindividuais,
mas também nas diversidades sociais (Cesari et al., 2013).

O envelhecimento é um processo normal que ocorre em
todos os organismos vivos. A divisdo celular e a fosforilagdo oxidativa,
processos fundamentais na sobrevivéncia celular, tornam-se alteradas

com o envelhecimento. Portanto, o envelhecimento pode estar

relacionado com a geracdo aumentada de espécies reativas geradas pela
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cadeia respiratéria desempenhando papel central no processo do
envelhecimento normal. Além disso, o avango da idade estd relacionado
com a redugdo da atividade do sistema de defesa antioxidante (Perluigi
et al., 2014). Adicionalmente, o envelhecimento envolve disfun¢do na
transmissdo neuronal, por ocorrer alteracdes significativas na expressao
e distribui¢do de neurotransmissores, tais como acetilcolina, serotonina,
dopamina e glutamato (Morrison e Hof, 1997; Dickstein et al., 2013).
Portanto, o envelhecimento envolve um complexo cendrio de alteragdes
que incluem disfungdo mitocondrial, resposta ao estresse comprometida,
rearranjo sindptico e altera¢des na expressdo de proteinas (Kovacs et al.,
2014).

Acredita-se que, dentre os processos fisiopatoldgicos, o
estresse oxidativo exer¢a um papel desencadeador de doencgas ou
transtornos associados ao envelhecimento, como a doenca de Alzheimer
(DA) e acidente vascular cerebral (Burk et al., 2006). Estudos em
modelos animais da DA mostram que as alteracdes moleculares
precoces que induzem perda acelerada de neurdnios incluem o aumento
da geracdo de espécies reativas de oxigé€nio (ERO) e consequente
ativacdo de vias apoptéticas (Aliaghaei et al., 2014).

O envelhecimento é um processo cumulativo de danos
sofridos pelo organismo ao longo do tempo que levariam a uma
consequente falha nos circuitos neuronais e/ou periféricos, resultando
em mortalidade, bem como doengas relacionadas a idade (Ames et al.,

1993; Huang et al., 2012).

1.2 DOENCA DE ALZHEIMER
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A DA foi descrita primeiramente em 1907 por Alois
Alzheimer (Alzheimer, 1907; Kidd, 1963; Selkoe, 2001), através de
observacdes de andlises histoldgicas em cérebro de uma paciente post
morten. A DA é uma doenga neurodegenerativa, caracterizada por perda
progressiva de meméria e diminuicdo de fungdes cognitivas em um
processo associado com a perda de neur6nios e perda sindptica, com
consequente respostas inflamatérias e anormalidades mitocondriais
(Reddy e Beal, 2008). Est4 relacionada a idade e € uma das formas mais
comuns de deméncia (Ismail et al., 2011).

A prevaléncia da doenga aumenta com a idade (1-2% aos
65 anos e 35% ou mais apés os 85 anos). Segundo a Organizacio
Mundial de Saide (OMS), cerca de 35,6 milhdes de pessoas apresentam
deméncia, com expectativa de vida de 5 a 8 anos. Este niimero deve
dobrar até 2030 (65,7 milhdes) e mais do que triplicar até 2050 (115,4
milhdes) (Cumming e Brodtmann, 2010; OMS, 2012). No Brasil,
existem poucos estudos com relagdo a incidéncia e a prevaléncia desta
doenga. Um estudo realizado no Rio Grande do Sul mostrou uma taxa
de incidéncia de 14,8 por 1.000 pessoas (Herrera et al., 2002). Outro
estudo realizado no estado de Sdo Paulo mostrou uma incidéncia de 7,7
por 1.000 pessoas por ano (Chaves et al, 2009). Além de ser
considerada uma doencga incapacitante, os cuidados de saide em longo
prazo desses pacientes estdo associados a altos custos financeiros
(Wimo et al., 2013).

Dentre as principais caracteristicas fisiopatoldgicas da DA,
encontram-se perda sindptica, aumento de placas senis constituidas de
peptideo B-amiloide (AP) extracelular (formado a partir do processo

amiloidogénico da proteina precursora amiloide) e aumento de
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emaranhados neurofibrilares intracelulares compostos por agregados da
proteina Tau hiperfosforilada, uma proteina estabilizadora dos
microtibulos (Serrano-Pozo et al., 2011; Krstic e Knuesel, 2013). Estas
mudancas sdo acompanhadas por astrogliose e ativacdo de células da
microglia (Heneka et al., 2010; Verkhratsky et al., 2010). Acredita-se
que as placas PB-amiloides e os emaranhados neurofibrilares sejam as
principais caracteristicas desta doenca, acompanhadas por uma marcante
atrofia e perda de neurdnios cerebrais (Nimmrich e Ebert, 2009).

A proteina precursora amiloide (APP) é uma proteina
transmembrana tipo I que desempenha papéis importantes no
crescimento dos neuritos, traifego de proteinas neuronais, transducio de
sinal e metabolismo do cédlcio (Zheng e Koo, 2006). Esta proteina pode
ser clivada por enzimas chamadas secretases do tipo o, B e y. A
clivagem da APP pela enzima B-secretase (clivagem extracelular) e y-
secretase (clivagem intracelular) d4 origem primeiramente ao fragmento
extracelular da APP (APPsP) e, na sequéncia, ao peptideo AP e o
dominio intracelular da APP. Porém, a clivagem combinada da APP
pela a-secretase (clivagem extracelular em sitio distinto daquele da f-
secretase, dentro da sequéncia de aminodcidos que formam o peptideo
APB) e y-secretase dd origem ao fragmento APPso, prevenindo a
formacgdo do peptidio AP. Adicionalmente, esta via ndo amiloidogénica
da origem ao peptideo P3 e ao dominio intracelular da APP. As enzimas
B e y-secretases participam da via amiloidogénica (Wilquet e De
Strooper, 2004; Danysz e Parsons, 2012; Di Carlo et al., 2012). Dentre
os peptideos formados pela via amiloidogénica, encontram-se
principalmente os peptideos AP1-40 e AP 1-42, embora sejam
produzidos outros peptideos, como os peptideos AB1- 37 e AP1-43.
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Entretanto, estes tltimos se encontram em menor quantidade (Claeysen
et al., 2012). O peptideo AB1-42 apresenta uma tendéncia maior a se
agregar do que o AB1-40 e tem-se atribuido a ele a forma patogénica
principal presente na DA (Danysz e Parsons, 2012). O actiimulo destes
peptideos B-amiloides induz neurotoxicidade e acredita-se que este seja
um fator fisiopatolégico crucial para o desenvolvimento da DA. Em
condi¢des fisioldgicas, a fosforilagdo da proteina tau contribui para a
manutencido do citoesqueleto dos neurdnios. Esta proteina encontra-se
principalmente nos axonios, mas também pode ser encontrada nos
neuritos. O balanco entre a tau fosforilada e nio fosforilada regula a
estabilidade dos microtibulos no citoesqueleto, agindo como um
sistema de transporte, visto que mant€ém o fluxo axoplasmitico
(Goedert, 1993; Goedert et al., 2006; Spillantini e Goedert, 2013).
Quando ha um desequilibrio entre as atividades das cinases e fosfatases
da tau, ocorre uma hiperfosforilacdo desta proteina. Isso induz reducio
da afinidade da proteina tau com as proteinas que formam o
citoesqueleto dos microtibulos, aumento de proteases ativadas por
célcio e aumento da sua degradagfo via ubiquina-proteossomo (Igbal et
al., 2009; Medeiros et al., 2010). Além disso, induz a agregacdo
intracelular dos emaranhados neurofibrilares, caracteristica importante
da patologia da DA (Danysz e Parsons, 2012).

Tanto os depdsitos extracelulares de AP quanto os
emaranhados neurofibrilares intracelulares sdo encontrados em
neurdnios e células da glia de regides cerebrais responsdveis pela
memdria e cogni¢do. Dentre estas regides com extensa
neurodegeneracio, encontram-se o sistema limbico (Arnold et al., 1991;

Klucken et al., 2003), regides neocorticais (Terry et al., 1981) e o
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prosencéfalo  basal (Teipel et al., 2005). Este processo
neurodegenerativo € caracterizado pela destruicdo precoce das sinapses
(Masliah e Terry, 1994; Masliah, 2000; Crews e Masliah, 2010), com
degeneracdo retrégrada dos axoOnios e eventual atrofia da drvore
dendritica (Coleman e Perry 2002; Higuchi et al., 2002; Grutzendler et
al., 2007) e corpo celular (Hyman et al., 1986; Lippa et al., 1992). Os
depésitos de AP e emaranhados neurofibrilares sdo fatores precipitantes
de multiplas vias neurotdxicas, como excitotoxicidade glutamatérgica,
estresse oxidativo, deplecdo energética, inflamacdo, apoptose e
disfun¢do das neurotrofinas associadas ao intenso prejuizo cognitivo
observado em pacientes com DA (Hock, et al., 2000; Dong et al., 2009;
Lau e Tymianski, 2010; Mehta et al., 2013; Octave et al., 2013).

A etiologia da doenca ainda ndo estd totalmente elucidada,
mas sabe-se que multiplos fatores ambientais e genéticos estdo
envolvidos, como idade, sexo, histérico familiar, educacdo, depressao,
hipertensdo, diabetes, colesterol alto, baixa atividade fisica e cognitiva,
hébitos de vida e medicamentos (Schipper, 2011).

A terapia farmacoldgica atualmente aprovada para a DA
nao € efetiva, apenas paliativa. Promove melhora cognitiva tempordria e
modesta, sem alterar o curso da doenca ou o resultado final desta. As
principais classes de farmacos utilizados na DA s@o inibidores da
atividade da enzima acetilcolinesterase (IAChE) e antagonistas de
receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) (Bond et al., 2012). Dentre os
IAChE, encontram-se donapezil, rivastigmina e galantamina, primeira
linha de farmacos utilizados para tratar a DA leve a moderada.
Donapezil pode ser utilizado também para o tratamento da DA grave

(Birks, 2006; Chu, 2012; Sadowsky e Galvin, 2012).
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1.3 MEMORIA, ENVELHECIMENTO E DA

A memodria é influenciada por diferentes condi¢des
fisiolégicas. As habilidades cognitivas sdo mediadas por circuitos do
hipocampo e do neocdrtex, extremamente vulnerdveis ao
envelhecimento cerebral. Durante a senescéncia, a memoria € uma das
principais func¢des prejudicadas. Entretanto, os mecanismos envolvidos
no declinio cognitivo ainda ndo sdo bem entendidos (Morrison e Hof,
1997; Hof e Morrison, 2004).

A DA ¢é acompanhada pela deméncia resultante da
desconexdo dos circuitos corticais associadas a morte neuronal e perda
sindptica. Nesta doenca, hd uma vulnerabilidade seletiva, em que a
degeneracdo de neur6nios culmina em deméncia (Donohue et al., 2014;
Koch et al., 2014; Spires-Jones e Hyman, 2014)

No envelhecimento, o individuo apresenta um declinio do
estado cognitivo observado por déficits de memdria e capacidade para
uso estratégico da informacdo adquirida. Estudos em animais sugerem
que tanto a DA, quanto o comprometimento cognitivo, estdo associados
a senescéncia e compartilham destes mesmos danos (Disterhoft e Oh,
2006; Wang et al., 2012). Contudo, a morte neuronal é predominante e
maci¢a na DA, enquanto que, no envelhecimento, sdo predominantes
alteracdes sindpticas em circuitos intactos. Tais alteracdes sindpticas
relacionadas com a idade podem ser reversiveis, enquanto que as
alteracdes observadas na DA ndo podem sofrer remissdo com o0s
farmacos disponiveis no mercado (Hof e Morrison, 2004; Disterhoft e
Oh, 2006).E importante ressaltar que, durante o curso da DA, cerca de

80% dos neurdnios hipocampais morrem e os sintomas progressivos da



30

DA se manifestam como distirbios cognitivos graves. E uma doenca
extremamente debilitante, associada a intenso sofrimento para o
paciente, incluindo prejuizo funcional progressivo, perda da
independéncia, angistia emocional e sintomas comportamentais (Galvin
e Sadowsky, 2012; Moller et al., 2013).

E um consenso o fato de que o envelhecimento e a
neurodegeneracdo induzem prejuizo no processamento neural das
informacdes (Hong e Rebec, 2012). Uma explicagdo para isso pode ser o
surgimento, com o avangar da idade, do aumento nos ruidos neurais
(rotas diferentes de sinapses), induzindo a ocorréncia de uma atividade
neuronal aleatdria, sendo muito mais acentuada na DA (Li et al., 2001;
Li e Sikstrom, 2002; Macdonald et al., 2012). Este mecanismo poderia
ser mediado, a0 menos em parte, por uma interacdo entre a dopamina e
o glutamato (Hong e Rebec, 2012)

E conhecido que, em roedores, macacos € humanos, a
memoria normal para fatos e eventos da vida requer a fun¢do de um
grupo de estruturas interconectadas no lobo temporal medial, incluindo
o hipocampo e regides para-hipocampais (El-Mallakn et al., 1995).
Apesar de existirem diferencas neurobioldgicas entre as espécies, 0s
principios funcionais e organizacionais que governam o sistema de
memdria sao similares em ratos e humanos. Desta forma, a utilizacido de
modelos animais para pesquisar o envelhecimento e doengas
relacionadas a idade é fundamental para o estudo da memdria (Gallagher
etal., 2011).

Muitos estudos observam um envelhecimento bem
sucedido, no qual o individuo possa envelhecer com boa capacidade

fisica, cognitiva e baixa probabilidade de desenvolver doencas
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associadas a idade, como a DA (Gallagher et al., 2011). Modelos
animais estdo sendo desenvolvidos para estudar o envelhecimento e
doengas associadas a este, para entender como aumentar a expectativa

de vida e a qualidade de vida durante o envelhecimento.

1.4 D-GALACTOSE

A D-galactose (D-gal) € um monossacarideo redutor
menos solivel do que a glicose, , com menor poder adogante do que a
glicose, além de ser fundamental na formacdo da lactose do leite
materno por um processo relativamente simples. Também € constituinte
de glicolipidios, proteoglicanos e glicoproteinas (Lei et al., 2008). O
metabolismo da D-gal é descrito em etapas pela via de Leloir, que
recebe esse nome em homenagem a Luis Frederico de Leloir, que
investigou as glicoproteinas no leite, ganhando o prémio Nobel de
quimica (Danysz e Parsons, 2012). Essas etapas sdo fundamentais para
o estudo da galactosemia, um erro inato do metabolismo, caracterizado
pela incapacidade de converter a D-gal em glicose por deficiéncia em
uma das enzimas do seu metabolismo (Danysz e Parsons, 2012).

A hidrélise da lactose por uma galactosidase, a lactase, nas
microvilosidades intestinais, leva & formacdo de glicose e D-gal (Segal
et al., 1995). No figado, a D-gal é rapidamente metabolizada a glicose-
1-fosfato pela acdo de quatro enzimas que constituem a via de Leloir:
galactose mutarrotase (GALM — EC 5.1.3.3), galactocinase (GALK -
EC 2.7.1.6), galactose-1-fosfato uridiltransferase (GALT — EC 2.7.7.12)
e galactose-4-epimerase (GALE — EC 5.1.3.2) (Holden et al., 2003). A
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sequéncia de reacdes catalisadas pelas enzimas GALT, GALK e GALE

pode ser observada na figura 1.

B-D-galactose

\L GALM
1

galactonato a-D-galactose galactitol
GALK
2
[ UDP-glicose ] ' (galactose—l—fosfnto] [ glicos e—l—fusfatu]
GALE GALT
l\ 3
: \ glicoproteinas
glicose-fosfato i UDP-galactose glicolipideos
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Figura 1: Metabolismo da galactose responsdvel pela interconversdo da
galactose em glicose na via de Leloir e vias acessdrias. Primeiramente, a
galactose é rapidamente metabolizada a glicose-1-fosfato pela acdo de quatro
enzimas que constituem a via de Leloir: galactose mutarrotase (GALM-1),
galactocinase (GALK-2), galactose-1-fosfato uridiltransferase (GALT-3) e UDP
galactose-4-epimerase (GALE-4). A glicose-1-fosfato entra na via glicolitica e é
transformada em glicose rapidamente. Cerca de 80% da galactose &

metabolizada a glicose no figado (Gitzelmann, 2000; Silva e Cardoso 2008).

Quando hd uma incapacidade em metabolizar a galactose por
atividade diminuida de GALK, GALT ou GALE, duas vias alternativas
sdo ativadas. A galactose pode ser reduzida a galactitol, por intermédio
da aldose redutase, ou oxidada a galactonato, por intermédio da

galactonato oxidase. O galactonato pode ser, posteriormente, oxidado a
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co2 e xilose (Gitzelmann, 2000; Silva e Cardoso, 2008). Tanto o
excesso de galactitol quanto o de galactonato levam a geracdo excessiva
de ERO, causando dano neuronal e morte celular por apoptose (Hsieh et

al., 2009; Yang et al., 2013).

1.4.1 D-galactose, envelhecimento e DA

A D-gal € um agicar redutor que, em concentragdes elevadas,
reage com os grupos amino de proteinas e peptideos para formar
produtos finais de glicacdo avancada, resultando na geracdo de ERO
(Munch et al., 2012). Foi postulado que o acimulo de D-gal induz
alteragdes comportamentais que reproduzem o processo natural de
envelhecimento em roedores (Cui et al., 2006; Hua et al., 2007; Hsieh et
al., 2009; Kumar et al., 2009; Chen et al., 2010). Nos dltimos 5 anos,
mais de 400 trabalhos descreveram que a administracio cronica
sisttmica de d-gal pode mimetizar o envelhecimento natural em
roedores, bem como doencas relacionadas a senescéncia, como a DA (de
acordo com a base de dados pubmed).

Hua et al. (2007) demonstraram que a administra¢do cronica de
D-gal pode levar a alteragdes metabdlicas, a formacgdo excessiva de
ERO, a danos neuronais e a um declinio na capacidade de aprendizagem
e armazenamento da memoria em ratos. Outros estudos mostraram que a
aplicacdo de D-gal em ratos leva a déficits cognitivos e alteragdes
importantes associados ao envelhecimento e a DA, como prejuizo do
potencial antioxidante do cérebro, degeneracdo colinérgica, diminui¢ao

da plasticidade sindptica e um aumento de deposicdo em hipocampo e
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cortex cerebral de placas senis formadas pelo actimulo do AP (Hsieh et
al., 2009; Liu et al., 2010).

Adicionalmente, Qin et al. (2012) mostraram que, em cérebro
de ratos que envelheceram normalmente, hd produg¢do de proteina
amiloide. Quando o envelhecimento foi induzido pela administracido de
D-gal (intraperitoneal; 48 mg/kg/dia) por 6 dias consecutivos, observou-
se que o acimulo de AP em cérebros de ratos aumentou
significativamente, associado a um distirbio da cognicdo espacial,
sugerindo que este modelo apresenta boa reprodutibilidade. Outras
alteragdes fisiopatolégicas podem ser encontradas em animais
submetidos a administracdo de D-gal, como reducéo da neurogénese e
aumento da atividade da enzima acetilcolinesterase em cérebro de ratos
acompanhados por declinio cognitivo (Xian et al., 2011; Yang et al.,
2013)

Barry et al. (2011) induziram a exposi¢do sistémica cronica de
D-gal (100 mg/kg, subcutinea; durante 7 semanas), e observou prejuizo
de memodria espacial, aumento de cariopicnose celular, apoptose via
ativacdo da caspase-3, diminui¢do do nimero de novos neur6nios na
zona subgranular no giro denteado do hipocampo, com reducdo da
migracdo de células progenitoras neurais, e aumento na morte de
neurdnios recém-formados na camada de células granulares. A
exposicdo a D-gal também induziu estresse oxidativo periférico,
incluindo aumento dos niveis de malondialdeido, diminui¢do da
capacidade antioxidante total e da atividade das enzimas superdxido
dismutase e glutationa peroxidase (Reddy et al., 2007; Yang et al.,

2013). Portanto, a toxicidade induzida por D-gal em ratos pode ser um
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modelo ttil para estudar os mecanismos da neurodegeneraco e a busca

de agentes neuroprotetores.

1.5 FATORES NEUROTROFICOS

Os fatores neurotréficos sdo peptideos secretados que agem
como fatores de crescimento para o desenvolvimento fenotipico e
manutencdo de populacdes de células especificas em desenvolvimento
no sistema nervoso adulto dos vertebrados (Siegel e Chauhan, 2000).
Promovem sobrevivéncia, crescimento e diferenciacdo dos neurOnios.
Além disso, neurdnios com deficiéncia dos fatores neurotroficos
morrem por apoptose (Mattson et al., 2002).

Os fatores neurotréficos podem ser agrupados de acordo com
suas familias, relacionados entre si na sua estrutura e fungdo. As
familias podem ser classificadas em 4 tipos: superfamilia do fator de
crescimento do nervo (NGF), familia do fator neurotréfico derivado de
células glias (GDNF), superfamilia da neuroquina ou neuropoietina e
superfamilia do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF). Cada
um destes fatores neurotréficos sinaliza através de receptores
especificos. Os receptores da superfamilia do NGF incluem o
p75NTR e cinases do receptor de tropomiosina (trkA, trkB e trkC). A
familia do GDNF se liga a receptores que incluem um complexo
receptor de tirosina (RET) e receptor do fator de crescimento (TFG) al-
4. A superfamilia das neuroquinas se ligam os receptores gpl30 e
receptor-f do fator inibidor de leucemia (LIFRP) (Siegel e Chauhan,
2000; Allen et al., 2013).
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A superfamilia do NGF, também conhecida como neurotrofinas, inclui o
NGF, o BDNF, neurotrofina 3 (NT-3), neurotrofina-4/5 (NT-4/5) e
neurotrofina-6 (NT-6). A familia do GDNF inclui o GDNF e trés
membros estruturalmente relacionados, como a neurturina (NTN), a
persefina (PSP) e a artemina (Art). A familia das neuroquinas é
constituida pelo fator neurotréfico ciliar (CNTF), fator inibidor de
leucemia (LIF), interleucina-6 (IL-6), cardiotrofina (CT-1) e
oncostatina-M. E, finalmente, os fatores de crescimento nao neuronal
incluem o fator acido de crescimento fibroblastico (FGF-1), fator basico
de crescimento fibrobldstico (FGF-2), fator de crescimento epidermal
(EGF), fator de crescimento tipo insulina (IGF) e proteina
morfogenética do osso (BMP) (Siegel e Chauhan, 2000; Moris e Vega,
2003; Linker et al., 2009; Linher-melville e 1i, 2013). Dentre todos estes
fatores, o foco do presente estudo encontra-se no BDNF, NGF e GDNF,
0s quais exercem seus efeitos ndo somente na sobrevivéncia celular, mas
também em atividades como aprendizagem, memdria e comportamento
(Mattson et al., 2002; Allen et al., 2013).

E bem descrito na literatura que o BDNF, neurotrofina
produzida pelos neurdnios, desempenha um papel importante na
sobrevivéncia, diferenciacdo e crescimento de neurdnios centrais e
periféricos durante o desenvolvimento e na vida adulta, através da
ativacdo de seu receptor trkB e consequente ativacdo de vias de
sinalizacdo dependente deste (Sohrabji e Lewis, 2006). Também foi
demonstrado que esta neurotrofina desempenha um papel importante na
plasticidade sindptica, principalmente em hipocampo e cértex cerebral
(Kang e Schuman, 1995; Korte et al., 1995; Mcallister et al., 1999;
Sohrabji e Lewis, 2006). O BDNF suporta a sobrevivéncia e
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manutencdo de neurdnios sensoriais, do ganglio da retina, neurdnios
colinérgicos, neurdnios motores espinhais e alguns neurdnios
dopaminérgicos. A ativacdo ou desativacdo das vias de sinalizacdo
resultam em fortalecimento ou enfraquecimento das conexdes entre os
neurdnios, resultando em aumento ou diminuicdo da formacdo de
sinapses nos espinhos dendriticos e ax6nios colaterais (Spillantini et al.,
2013). O potencial de longa duracdo é uma melhoria duradoura na
transmissdo do sinal entre dois neurdnios, resultado de estimulos de
forma sincrona, contribui para a plasticidade sindptica e a capacidade
das sinapses quimicas de mudar sua poténcia (Spillantini et al., 2013).
Acredita-se que a memoria é codificada por modificagdo da forga
sindptica, por isso o potencial de longa duracdo € amplamente
considerado como um dos principais mecanismos celulares que estd na
base da aprendizagem e memoria (Bliss e Collingridge, 1993; Cooke e

Bliss, 2006). O BDNF apresenta um papel central no desencadeamento

da sintese e consolidagcdo de novas memorias (Allen et al., 2013).
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Figura 2: Esquema de sinalizacdo da via do BDNF. A familia neurotrofina
consiste de quatro proteinas de polipeptideos que ativam dois tipos de
receptores. Todas as neurotrofinas (NGF, BDNF) ligam-se ao receptor p7SNTR
de baixa afinidade que ndo possui um dominio de tirosina-cinase, mas podem
usar proteinas adaptadoras. Os receptores de afinidade elevada sdo as
relacionadas com quinases tropomiosina (trks) que, no seu comprimento
completo tétm um dominio de tirosina-quinase intracelular através do qual eles
funcionam (NGF trkA; BDNF trkB; GDNF trkC).

O NGF, o primeiro fator neurotr6fico a ser descoberto,
regula a sobrevivéncia, o desenvolvimento e o tropismo de populagdes
neuronais especificas no sistema nervoso periférico e central (Levi-
Montalcini e Angeletti, 1968; Cirulli e Alleva, 2009). O NGF ¢
produzido em coértex cerebral e hipocampo, que sdo alvos de neurdnios
de projecdo colinérgica basal do prosencéfalo e desempenham papel
importante na memoria (Allen et al., 2013).

O GDNF ¢ o fator neurotréfico derivado das células gliais,
que € produzido e secretado por neurdnios do estriado e desempenha um
papel importante in vivo em manutencdo e sobrevivéncia dos neurdnios
dopaminérgicos no adulto, além disso, na glia (Lin et al., 1993; Hoffer
et al., 1994; Tomac et al., 1995; Granholm et al., 2000; Boger et al.,

2006; Pascual et al., 2008). Este fator neurotréfico é um potente
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promotor da sobrevivéncia neuronal no sistema nervoso central e

periférico, por ligar-se ao receptor Ret (Allen et al., 2013).

1.5.1 Fatores neurotroficos, envelhecimento e DA

No envelhecimento, a plasticidade neuronal &
marcadamente reduzida (Burke e Barnes, 2006). Apesar de ocorrerem
pequenas mudangas na morfologia hipocampal durante o
envelhecimento, ocorre prejuizo no potencial de longa duracdo (Barnes,
1994; Pang e Lu, 2004; Rex et al., 2005). Além disso, na senescéncia, hd
prejuizo na memoria espacial sem a perda evidente dos neurdnios. Estas
mudancas estdo provavelmente associadas a reducdo nos niveis de
BDNF (Gooney et al., 2004; Tapia-Arancibia et al.,, 2008).
Adicionalmente, o envelhecimento pode estar relacionado a reducdo do
transporte de NGF pelos neur6nios colinérgicos, contribuindo para a
disfungdo, atrofia e vulnerabilidade neuronal (Niewiadomska et al.,
2011). Contudo, pouco se sabe sobre o papel do GDNF no processo de
envelhecimento, mas sabe-se de sua importincia para a sobrevivéncia
dos neurdnios.

Em 1981, Stanley Appel sugeriu o envolvimento dos
fatores  neurotréficos no  desencadeamento  das  doencas
neurodegenerativas. Esta hipétese foi intitulada "uma hipétese
unificadora para a causa da esclerose amiotrdfica lateral, parkinsonismo
e DA”, sugerindo que cada um destes transtornos poderia ser causado
por falta de uma "hormdnio" ou um fator de crescimento, o qual seria
normalmente secretado pelo tecido alvo dos neurdnios afetados e

transportado retrogradamente depois de ser captado pelo terminal pré-
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sindptico. Na DA, estes fatores poderiam estar prejudicados
principalmente nas regides corticais e hipocampais (Appel,1981).
BDNF e GDNF sdo importantes para a sobrevivéncia dos
neur6nios motores e dopaminérgicos. NGF e BDNF sdo também
importantes para os neurdnios colinérgicos e, além disso, BDNF ¢é
igualmente importante para a sobrevivéncia e funcdo de neurdnios
hipocampais e corticais serotoninérgicos. Portanto, déficit em algum
destes fatores neurotréficos pode ndo ser o gatilho inicial do processo da
doenga, porém pode induzir aumento na morte celular, resultando no
aparecimento dos sintomas da DA (Hock et al., 2000; Holsinger et al.,

2000; Allen et al., 2013).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da administracdo oral de D-gal sobre parametros

de memoria e niveis de neurotrofinas em cérebro de ratos Wistar.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Avaliar parimetros de memoria em esquiva inibitéria em ratos
submetidos a administragdo oral cronica de D-gal por 1, 2, 4, 6 e 8
semanas;

e Avaliar os niveis de BDNF, NGF e GDNF em cértex pré-
frontal e hipocampo de ratos submetidos a administra¢do oral cronica de

D-gal por 1, 2, 4, 6 e 8 semanas.
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3 METODOLOGIA

3.1 ANIMAIS

O estudo foi executado dentro das diretrizes do CONCEA
(Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal): Diretriz
da Pritica de Eutandsia do CONCEA e Diretriz Brasileira para o
Cuidado e a Utilizagdo de Animais para fins Cientificos e Didaticos. Os
experimentos foram iniciados somente apds a aprovacdo da Comissao
de Etica no Uso de Animais da Universidade do Extremo Sul
Catarinense (protocolo 033/2013-2).

Para este estudo, foram utilizados 100 ratos wistar machos,
pesando de 250 g a 300 g, com 60 dias de vida, procedentes do biotério
da institui¢do. Os animais foram acondicionados em 5 animais por
caixa, com ciclo de claro e escuro de 12 horas (das 6 h as 18h) e comida
e dgua ad libitum. O ambiente foi mantido a temperatura de 23 + 1° c.
Os procedimentos de manipulacdo e os procedimentos comportamentais

foram sempre realizados no periodo das Sh as 16h.

3.1.1 Administracio de D-gal

No presente estudo, ratos wistar machos adultos receberam D-gal
durante 1, 2, 4, 6 e 8 semanas, por via oral (p.o.). Através de gavagem,
uma vez ao dia, na dose de 100 mg/kg. A dose foi baseada em estudos

de lei (2008), Kumar et al. (2009), Prisila-Dulcy (2012) e Zhang et al.



43

(2014). A D-gal foi dissolvida em &4gua mineral em um volume
constante de 1 ml/kg de peso corporal do animal, ndo foi ajustado o pH.
Cada tratamento (1, 2, 4, 6 e 8 semanas) foi constituido de 2
grupos experimentais: controle (dgua) e de D-gal, com 10 animais em
cada.
Ao final de cada semana, 24 horas apds a dltima administra¢ao de
D-gal ou dgua, os animais foram submetidos ao teste comportamental de

esquiva inibitéria (figura 3).
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Avaliagéo dos niveis de _ Dissecgéo de hipocampo
BDNF, NGF e GDNF e cortex pré-frontal

Figura 3: Protocolo esquemdtico do tratamento com D-galactose, por via oral
durante 1, 2, 4, 6 e 8 semanas em ratos Wistar. Fonte: Do autor, 2014.

3.1.2 Esquiva Inibitdria

Consiste em uma caixa de acrilico cujo piso é formado por
barras paralelas de metal. Uma plataforma foi colocada junto a parede
esquerda do aparelho. Na sess@o de treino, os animais foram colocados

sobre a plataforma e mediu-se o tempo que o animal levou para descer
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com as quatro patas da plataforma (laténcia). Imediatamente apds descer
da plataforma, o animal recebeu um choque de 0,4 mA durante 2
segundos.

Na sessdo de teste, o animal foi novamente colocado na
plataforma e foi medida a laténcia. Porém, nédo foi administrado choque.
A laténcia é um parametro cldssico de retencdo de memoria. Os
intervalos entre o treino e o teste serdo de 5 segundos para avaliar
memdria imediata, 1,5 horas para avaliar memdria de curta duragdo
(Izquierdo et al., 1998; Bevilaqua et al., 2003) e 24 horas para avaliar

memoria de longa duragdo (Bevilaqua et al., 2003).

3.2 ANALISE DOS NiVEIS DE BDNF, NGF E GDNF

Apés a avaliagdo comportamental de esquiva inibitdria, os
animais foram imediatamente decapitados na guilhotina e sem anestesia,
o hipocampo e o cortex pré-frontal foram dissecados para realizagcdo das
dosagens dos niveis dos fatores neurotréficos BDNF, NGF e GDNF,
através do teste de Elisa.

Os niveis corticais e hipocampais de BDNF, NGF e GDNF
foram avaliados utilizando-se kits comerciais, de acordo com as
instrucdes do fabricante (NGF e BDNF da Chemicon, EUA; GDNF da
Biosensis, EUA). As placas de microtitulacio (96 pogos de fundo plano)
foram revestidas durante 24 horas com as amostras diluidas 1:2 em
diluente de amostra e a curva padrio variou entre 7,8 ¢ 500 pg de BDNF
ou NGF. Em seguida, as placas foram lavadas quatro vezes com
diluentes das amostras. O anticorpo de coelho anti-BDNF monoclonal,

um anticorpo monoclonal de coelho anti-NGF ou policlonal de rato anti-
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GDNF diluidos 1:1000 em diluente da amostra foi incubado durante 3
horas a temperatura ambiente. Depois da lavagem, uma segunda
incubag@o com o antianticorpo de coelho conjugado com peroxidase foi
diluido 1:1000 e deixado durante 1 hora a temperatura ambiente. Apés
adi¢do da enzima estreptavidina, substrato e stop solution, BDNF e NGF
foram determinadas por leitura da absorvincia a 450 nm em
espectrofotdmetro. A curva padrdo demonstrou uma relacdo direta entre
a densidade dtica e as concentragcdes de BDNF, GDNF e NGF. A
proteina total foi medida de acordo com Lowry e colaboradores (1951),

usando albumina de soro bovino como padrao.

3.3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados dos niveis de BDNF, NGF e GDNF foram analisados
por andlise de varidncia (ANOVA) de uma via, seguida pelo teste post-
hoc de Tukey, quando apropriado. Dados da tarefa de esquiva inibitéria
foram descritos como mediana + intervalo interquartil e as diferencas
entre as sessdes de teste e treino foram analisadas pelo teste de
Wilcoxon. As comparagdes entre os grupos foram realizadas pelo teste
de Mann-Whitney. Valores de p foram considerados estatisticamente
significativos quando p<0,05. Os programas utilizados foram Statistical

Package for the Social Science (SPSS) 20 e Statistica 7.
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4 RESULTADOS

4.1 TESTE COMPORTAMENTAL

A Figura 4 mostra a avaliacdo da memoria aversiva através da
tarefa de esquiva inibitdria. Nessa tarefa, os ratos do grupo controle
(administrados com dgua mineral por via oral) em todos os protocolos
de tratamento (1, 2, 4, 6 ¢ 8 semanas de tratamento) exibiram aumento
da laténcia para a descida da plataforma quando expostos a sessdo teste
(apds a sessdo treino em que o rato recebeu um choque) para avaliar a
memoria imediata (MI; sessdo teste 5 s apds sessdo treino), memoria de
curta duragdo (MCD; sessdo teste 1,5 h apds sessdo treino) e memoria
de longa duracdo (MLD; sessdo teste 24 h apds sessdo treino). Portanto,
os ratos do grupo controle aprenderam que o choque é aversivo na
memdria imedita, de curta e de longa dura¢do. A administragcdo de D-gal
durante 1 (A), 2 (B), 6 (D) e 8 (E) semanas de tratamento produziu o
mesmo padrio de resposta exibida pelos ratos do grupo controle. E
importante ressaltar que ndo houve diferengas significativas entre os
grupos (controle e ratos tratados com D-gal) na sessdo de treino da
tarefa de esquiva inibitéria em nenhum dos protocolos experimentais.

Dados estatisticos da laténcia para a descida da plataforma na
tarefa de esquiva inibitéria mostraram diferencas significativas entre as
sessdes treino e teste analisados pelo teste de Wilcoxon em cada grupo
controle em 1 semana (MLD: p< 0,012), 2 semanas (MI: p< 0,01; MCD:
p< 0,01; MLD: p< 0,01), 4 semanas (MI: p< 0,01; MLD: p< 0,01), 6
semanas (MI: p< 0,01; MCD p< 0,01) e 8 semanas (MI: p< 0,01; MCD:

p< 0,02; MLD: p< 0,01) e em cada semana de tratamento com D-gal, 1
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semana (MI: p< 0,01, MCT: p< 0,01, MLD: p< 0,01), 2 semanas (MI:
p< 0,01; MCD: p< 0,01; MLD: p< 0,01), 6 semanas (MCD: p< 0,01) e 8
semanas (MI: p< 0,01; MCD: p< 0,01; MLD: p< 0,01) de tratamento.
Porém, o teste Mann-Whitney mostrou uma diferenca significativa no
tratamento que teve duracdo de 4 (C) semanas no grupo D-gal em
relagdo ao grupo controle nas sessdes teste (MIL: p< 0,01; MCD: p< 0,02;
MLD: p< 0,001), indicando redu¢do do aprendizado nos animais que

foram tratados durante 4 semanas com D-gal por via oral.
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Figura 4. Efeito da administracdo Cronica de D-galactose (D-gal) durante 1(A),
2(B), 4(C), 6(D) e 8(E) semanas de tratamento por via oral sobre memoria
aversiva avaliada através da tarefa de esquiva inibitéria. Dados de laténcia para
a descida da plataforma pelos animais na esquiva inibitdria sdo apresentados
como mediana #* intervalo interquartil na sessdo treino e nas sessdes teste.
Memoéria imediata (MI), memoria de curta duragdo (MCD) e meméria de longa
duragio (MLD), n=10 ratos por grupo experimental. *p <0,05 quando
comparado dentro de cada grupo (controle, administrado com dgua mineral por
p.o. ou D-gal) em relacdo 2 sessdo treino. *p <0,05 quando comparado entre os
grupos.
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4.2 ANALISES BIOQUIMICAS

Os niveis de BDNF em cértex pré-frontal e hipocampo de
animais que receberam administracio cronica de D-gal sdo mostrados na
Figura 5A e 5B. Na figura 4A, pode-se observar um aumento dos niveis
de BDNF em hipocampo dos animais submetidos ao tratamento crénico
com D-gal por 1 semana (p< 0,001) e 2 semanas (p< 0,01). Da mesma
forma, na figura 4B, houve um aumento dos niveis desta neurotrofina
em cortex pré-frontal de animais que receberam administracdo cronica
de D-gal por 1 e 2 semanas, quando comparado ao grupo controle (p<
0,001, p< 0,001 respectivamente). Por outro lado, nos tratamentos de 4,
6 e 8, foi verificada uma redugdo dos niveis de BDNF nesta mesma

estrutura cerebral (p< 0,001, p< 0,001, p< 0,001 respectivamente).
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Figura 5: Efeito da administracdo Cronica de D-galactose (D-gal) durante 1(A),
2(B), 4(C), 6(D) e 8(E) semanas de tratamento por via oral sobre os niveis do
fator neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF) em hipocampo (A) e cértex
pré-frontal (B) de ratos Wistar. Dados sdo apresentados como média + erro
padrdo da média, n=10 ratos por grupo experimental. *p <0,05 quando
comparado ao grupo controle.
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Os resultados ilustrados na Figura 6 mostram os niveis de NGF
em hipocampo (A) e cortex pré-frontal (B) de ratos Wistar. Foi
observado um aumento dos niveis de NGF em hipocampo apds 1
semana (p< 0,001) e 2 semanas (p< 0,01) de tratamento com D-gal.
Porém, ndo houve diferenca significativas nos niveis de NGF apés 4, 6 e
8 semanas de tratamento, permanecendo estes niveis semelhante ao
grupo controle. Na figura 6B, pode-se observar que os niveis de NGF
em cortex pré-frontal estdo aumentados apds 1 e 2 semanas (p<0,001;
p<0,001, respectivamente), de tratamento com D-gal. Ap6s 4 semanas
de tratamento, ndo houve diferenca significativa entre os grupos. No
entanto, apds 6 e 8 semanas (p< 0,001; p< 0,001 respectivamente) houve

uma redug¢d@o nos niveis desta neurotrofina apds tratamento com D-gal.
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Figura 6: Efeito da administracdo Cronica de D-galactose (D-gal) durante 1(A),
2(B), 4(C), 6(D) e 8(E) semanas de tratamento por via oral sobre os niveis do
fator de crescimento neural (NGF) em hipocampo (A) e cértex pré-frontal (B)
de ratos Wistar. Dados sdo apresentados como média + erro padrdo da média,
n=10 ratos por grupo experimental. *p <0,05 quando comparado ao grupo
controle.
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A figura 7 mostra os niveis de GDNF apos o tratamento com D-
gal por 1, 2, 4, 6 e 8 semanas em hipocampo (A) e cortex pré-frontal (B)
de ratos. Apés 1 semana de tratamento com D-gal, foi observado um
aumento dos niveis de GDNF (p<0,01) e uma reduco apds 8 semanas
de tratamento (p<0,001) em hipocampo. Ndo houve diferenca
significativa entre os grupos controle e D-gal apds 2, 4 e 6 semanas de
tratamento. Em cdértex pré-frontal, observou-se que, apds 4, 6 e 8
semanas de tratamento com D-gal, houve uma diminuicao significativa

nos niveis de GDNF (p< 0,001, p< 0,001, p< 0,001, respectivamente).
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Figura 7: Efeito da administracdo Cronica de D-galactose (D-gal) durante 1(A),
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5 DISCUSSAO

A D-gal € um actcar redutor cuja administracdo cronica por via
intraperitoneal ou subcutanea induz déficit de aprendizado e memdria,
sendo um modelo de envelhecimento amplamente utilizado em ratos e
camundongos (Wei et al., 2005; Chen et al., 2010; Prisila-Dulcy et al.,
2012). Além disso, a administracdo de D-gal por via intraperitoneal
induz déficit cognitivo e alteracdes bioquimicas em ratos e
camundongos semelhantes as encontradas em DA (Cui et al., 2006; Hua
et al., 2007; Li et al., 2012; Zhang et al., 2012). Entretanto, estudos
mostrando a indu¢do de um modelo de envelhecimento ou modelo
experimental de DA pela administragdo oral de D-gal, sdo escassos.
Salkovic-Petrisic et al. (2014) mostraram que a administragdo de D-gal
por via oral (200 mg/kg, administrada por 30 dias através da dgua de
beber a ratos Wistar machos) ndo induziu déficit cognitivo em ratos.

Os resultados do presente trabalho indicaram que a
administragdo oral de D-gal (100 mg/kg 1 vez ao dia) induziu déficit
cognitivo apds 4 semanas de tratamento. Contudo, estes resultados nio
mostram alteragdes cognitivas apds 6 e 8 semanas de tratamento como
observados quando administrada por via intraperitoneal ou subcutinea
(Prisila-Dulcy et al., 2012; Zhang et al., 2012). A esquiva inibitodria,
apesar de avaliar a memdria aversiva, ou seja, o déficit de aprendizado
do animal, proporciona um bom indicio de alteracio de parametros
cognitivos (Izquierdo et al., 1998; Bevilaqua et al., 2003).

O déficit de memdria é a principal alteracdo observada em
doencgas relacionadas a idade, como a DA. Estas alteragdes sdo

observadas em modelos animais da DA, bem como em modelos de
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envelhecimento (Willis et al., 2009; Romberg et al., 2013). De acordo
com estudos realizados por Chen (2000), a administracio aguda de
peptideo AP1-42, um modelo animal de DA, inibiu fortemente o
potencial de longa duracdo, com consequente perda da plasticidade
sindptica em hipocampo. Estudos t€m demonstrado que a administragdo
cronica de D-gal leva a um comprometimento cognitivo, com perda de
memoria associada a formacdo de placas AP (Prisila-Dulcy et al., 2012).

A disfun¢@o cognitiva induzida pela administragdo cronica (20
semanas) de D-gal foi também observada utilizando-se o teste de
labirinto aquético de Morris e Y-maze (Zhang et al., 2012). Estudos tém
demonstrado uma forte relagdo entre déficit cognitivo e dano neuronal
na DA. Tal fato pode levar a hipétese de que o modelo animal induzido
pela administragdo de D-gal pode mimetizar o envelhecimento e a DA.

O déficit cognitivo estd relacionado com os niveis de fatores
neurotréficos em estruturas cerebrais como o cortex pré-frontal e o
hipocampo no envelhecimento (Tapia-Arancibia et al., 2008;
Niewiadomska et al., 2011), principalmente na DA (Hock et al., 2000;
Allen et al., 2013). Considerando este fato, o presente estudo avaliou os
niveis de fatores neurotréficos em hipocampo e cortex pré-frontal de
ratos submetidos a administracdo cronica de D-gal durante 1,2, 4, 6¢ 8
semanas.

Apés a primeira e segunda semana de administracdo de D-gal,
houve aumento dos niveis de BDNF em hipocampo e cértex pré-frontal.
Em hipocampo, ap6s 4, 6 e 8 semanas de tratamento com D-gal, houve
redugdo destes niveis. De acordo com estudos realizados por Chen et al.
(2010), a redugdo dos niveis de BDNF também foi encontrada no tecido

cerebral post-mortem de pacientes com DA. Os autores sugerem que
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esta diminuicdo do BDNF pode estar relacionada com o dano cognitivo.
Por outro lado, Allen et al. (2013) encontraram niveis elevados de
BDNF em liquor de pacientes com DA, em comparacdo com o grupo
controle. As mesmas observagdes foram realizadas por Donohue et al.
(2014). No processo de envelhecimento, sem associacdo de doencas,
também foi encontrada uma redug¢do nos niveis desta neurotrofina
(Gooney et al., 2004; Tapia-Arancibia et al., 2008). Um estudo sugeriu
que a administracdo de BDNF nas fases iniciais da doenga reverteu a
perda sindptica e melhorou a memoéria e a aprendizagem e que em
animais velhos, a aplicacdo do BDNF reverteu o declinio cognitivo.
(Nimmrich et al., 2009).

Contudo, os estudos sobre a relagdo do envelhecimento e DA
com BDNF sao ainda contraditorios. Neste cendrio, os resultados do
presente trabalho sugerem que o aumento dos niveis de BDNF apés as
primeiras semanas de tratamento com D-gal podem estar relacionados
ao envelhecimento normal e com as fases iniciais da DA, com
consequente perda de memoria leve, podendo esta ndo ser detectada nos
testes comportamentais observados, ou mesmo uma fase inicial sem o
comprometimento cognitivo. No entanto, ndo podemos descartar um
efeito protetor da D-gal durante periodos curtos de tratamento (1 ou 2
semanas). Neste sentido Salkovic-Petrisic et al. (2014) demonstraram
um efeito protetor da D-gal contra as alteracdes cognitivas induzidas
pela estreptozotocina. Entretanto, a redugdo dos niveis de BDNF em
cortex pré-frontal apds 4 semanas de tratamento com D-gal pode ser um
grande indicativo de que este modelo de administracdo de D-gal durante
4 semanas pode reproduzir mudancas semelhantes ao envelhecimento

e/ou a DA.
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Os niveis de NGF, no presente estudo, encontraram-se
aumentados nas 2 primeiras semanas de tratamento com D-gal tanto em
hipocampo quanto em cértex pré-frontal. Além disso, em hipocampo,
apds 6 e 8 semanas de tratamento com D-gal, houve redugdo dos niveis
dessa neurotrofina. Hua et al. (2007) encontraram niveis aumentados de
NGF em cérebro de pacientes acometidos por DA. Outro estudo
mostrou que a administracdo intranasal de NGF atenuou
significativamente depdsitos do AP1-42, exercendo efeito protetor na
célula neuronal, preservando o hipocampo e as conexdes sindpticas
corticais (Tian et al., 2012). Também foi observado que uma
administragdo por via intranasal de NGF em camundongos transgénicos
para a DA impediu o progresso da neurodegeneracido e os déficits
comportamentais (Donohue et al., 2014).

Em cérebro post-mortem de pacientes com DA, encontrou-se
um aumento dos niveis de NGF em hipocampo e em cértex frontal. Tais
achados sugerem que as diferencas nos niveis de NGF no cérebro de
pacientes com DA se deve a uma reducdo na captacio desta neurotrofina
por regides cerebrais especificas, reducdo do transporte retrogrado desta
neurotrofina ou uma menor afinidade na ligacdo com o receptor Trk
(Hock, 2000). Porém, um estudo mais recente em animais transgénicos
para a DA mostrou que a administragdo de NGF diminuiu o acimulo de
APB1-40 e AP 1-42 (Yang et al., 2014). Os resultados do presente estudo
sugerem que o aumento nos niveis de NGF nas primeiras semanas de
tratamento com D-gal poderia ser um inicio do processo de
neurodegeneracdo, considerando-se este modelo como um possivel
candidato para induzir altera¢des tipo DA, mas estudos adicionais

necessitam ser realizados para confirmar esta hipdtese.
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O envelhecimento também estd relacionado com a redugéo do
transporte retrégrado do NGF, ou seja, sua capacidade de ser captado
das terminacdes neuronais e retroceder para o corpo celular
(Niewiadomska et al., 2011). Apds 6 e 8 semanas de administragdo de
D-gal, houve reducdo dos niveis de NGF em coértex pré-frontal,
indicando uma disfuncdo. Entretanto, ndo foi observada esta disfuncao
no teste comportamental, o que refor¢a a ideia de que outros testes
comportamentais devem ser realizados para avaliar outros tipos de
memoria. Apds 4 semanas de administracio de D-gal, observou-se
nenhuma altera¢@o nos niveis de NGF em nenhuma estrutura avaliada.
Os resultados deste estudo também mostraram que a administracio
cronica de D-gal induziu um aumento dos niveis de GDNF em
hipocampo apds 1 semana de tratamento. Por outro lado, nesta mesma
estrutura, o tratamento com D-gal por 8 semanas induziu uma
diminui¢do dos niveis deste fator neurotréfico. Além disso, em cortex
pré-frontal, apés 4, 6 e 8 semanas de tratamento com D-gal houve
redugdo destes niveis. O GDNF é um potente agente de sobrevivéncia
para os neurdnios dopaminérgicos, sendo retrogradamente transportado
para os corpos celulares apds sua inje¢do no corpo estriado, e, quando
isto ocorre, aumentam em tamanho e formam uma densa rede de
comunica¢do de dendritos e axOnios, quando comparados com
neurdnios ndao dopaminérgicos (Allen et al., 2013). Pouco se sabe sobre
o papel deste fator neurotréfico no envelhecimento. Porém, as
concentra¢des liquéricas de GDNF em pacientes com DA sdo
significativamente aumentadas (Li et al., 2012). De acordo com os
autores, o aumento dos niveis de GDNF pode ocorrer nas fases iniciais

da doencga, na tentativa de proteger o sistema nervoso central (Li et al.,
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2012). Por outro lado, a diminuicdo da concentragdo de GDNF pode-se
dever a reducdo da permeabilidade da barreira hematoencefélica a
mediadores inflamatdrios ao sistema nervoso central (Straten et al.,
2011). Portanto, o resultado apds a quarta semana de tratamento com D-
gal, em que houve redugdo dos niveis de GDNF em cortex pré-frontal,
pode estar relacionado ao déficit cognitivo observado através do teste de
esquiva inibitoria.

Vale ressaltar que a reducdo dos niveis de BDNF e GDNF no coértex
pré-frontal, apés 4 semanas de tratamento com D-gal, pode ser um
grande indicativo de que este modelo de administracao de D-gal durante
4 semanas pode reproduzir alteracdes semelhantes ao envelhecimento
e/ou DA, visto que induziu déficit cognitivo. Porém, este déficit pode
ser mediado por outro mecanismo bioquimico e ndo somente pela
reducdo destes fatores neurotréficos, uma vez que as administracdes de
D-gal por 6 e 8 semanas desencadeou uma reducdo dos niveis de BDNF,
NGF e GDNF em coértex pré-frontal. Porém, nio foi observado déficit
cognitivo no teste de esquiva inibitdria nestes periodos. Considerando
que esta estrutura é extremamente importante para o processamento da
memoria (Pollard, 2014), pode-se inferir que este teste em que o0s
animais foram submetidos néo foi sensivel para o dano cognitivo, como
observado apdés 4 semanas de tratamento com D-gal. Neste sentido,
outros testes comportamentais necessitam ser realizados para validar

este modelo de DA.
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6 CONCLUSAO

Os resultados do presente trabalho mostraram que a administragio oral
de D-gal pode causar comprometimento cognitivo e diminuicdo dos
niveis de BDNF, GDNF e NGF em cértex pré-frontal de ratos. Contudo,
estudos adicionais sdo necessdrios para compreender o dano cognitivo e
as alteragdes dos niveis de neurotrofinas induzidos pela administracio

de D-gal.
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