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RESUMO

Ao longo dos anos, os estudos vém apontando a hipercolesterolemia como um fator de risco
para o desenvolvimento de neuropatologias, tais como a doenga de Parkinson. Em alguns
paises a prevaléncia de hipercolesterolemia chega a 50% em adultos. A disfuncéo da barreira
hematoencefalica (BHE) e a consequente neuroinflamagdo, parecem conectar 0s niveis
aumentados de colesterol no sangue as neuropatologias. Nesse sentido, torna-se imperativo o
estudo de estratégias terapéuticas anti-inflamatérias que atenuem os efeitos da
hipercolesterolemia no sistema nervoso central (SNC), a fim de evitar o desenvolvimento e
progressdo dessas patologias. De particular interesse, estudos experimentais demonstraram
que as nanoparticulas de ouro (GNPs) possuem relevantes efeitos anti-inflamatérios. Tendo
IS0 em mente, hipotetizamos que o tratamento cronico com GNPs possa reduzir alteragdes
cerebrais e comportamentais caracteristicas da doenca de Parkinson associadas a
hipercolesterolemia. Para isso, camundongos Swiss machos com trés meses de idade foram
alimentados com dieta padrdo para roedores ou dieta rica em colesterol (1,25% colesterol).
Ademais, os animais foram concomitantemente tratados com GNPs (2,5 mg/Kg, em solugéo
aquosa) ou com veiculo (solucdo aquosa) via gavagem, em dias alternados. Ao final dos
tratamentos (oito semanas) os camundongos foram submetidos aos testes comportamentais do
campo aberto, suspensdo pela cauda, postura cataléptica e borrifagem da sacarose. Em adi¢édo
analisou-se os niveis de colesterol total no plasma, bem como a permeabilidade da BHE nas
estruturas cerebrais cortex, hipocampo e bulbo olfatério. A hipercolesterolemia, nos
camundongos alimentados com dieta rica em colesterol foi associada a postura cataléptica,
assim como ao comportamento tipo-depressivo. Notavelmente, o tratamento com GNPs foi
capaz de prevenir a alteracdo postural e comportamento tipo-depressivo induzidos pela
hipercolesterolemia  nos camundongos. Os camundongos expostos a dieta
hipercolesterolémica também apresentaram um aumento na permeabilidade da BHE no bulbo
olfatorio e hipocampo. O tratamento com GNPs melhorou o dano na BHE associado a
hipercolesterolemia no bulbo olfatério, mas ndo no hipocampo, dos animais. Nossos dados
demonstraram que o tratamento com GNPs parece potencialmente capaz de atenuar as
disfuncdes cerebrais induzidas pela hipercolesterolemia. No entanto, mais estudos sdo
necessarios para que os mecanismos envolvidos nos efeitos neuroprotetores das GNPs sejam
caracterizados.

Palavras-chave: Hipercolesterolemia; Doenca de Parkinson; Permeabilidade da Barreira
hematoencefalica; Nanoparticulas de ouro; Efeitos anti-inflamatorios.



ABSTRACT

Over the years, studies have been pointing hypercholesterolemia as a risk factor for the
development of neuropathologies, such as Parkinson's disease. Prevalence of
hypercholesterolemia ranged from 50 to 84% in some countries. Blood brain barrier (BBB)
dysfunction and consequent neuroinflammation appear to link increased blood cholesterol
levels to neuropathologies. In this regard, it is important to study anti-inflammatory
therapeutic strategies that attenuate the effects of hypercholesterolemia in the central nervous
system (CNS), in order to prevent the development and progression of these pathologies. Of
particular interest, experimental evidence have shown that gold nanoparticles (GNPs) have
relevant anti-inflammatory effects. Therefore, we hypothesized that chronic treatment with
GNPs could reduce cerebral and behavioral changes characteristic of Parkinson's disease
induced by hypercholesterolemia. For this, three-month-old male Swiss mice were exposed to
a standard diet or a high cholesterol diet (1.25% cholesterol). In addition, the animals were
concomitantly treated with GNPs (2.5 mg / kg in aqueous solution) or with vehicle (aqueous
solution) via gavage on alternate days. At the end of the treatments (eight weeks) the mice
were submitted to behavioral tests of open field, tail suspension, catalepsy and splash test.
Additionally, total plasma cholesterol levels were analyzed as well as BBB permeability in
brain structures: pre frontal cortex, hippocampus and olfactory bulb. Hypercholesterolemia, in
the Swiss mice fed a high cholesterol diet, was associated with cataleptic posture, as well as
depressive-like behavioral. Notably, GNPs treatment prevented the postural alteration and
depressive-like behavioral induced by hypercholesterolemia in mice. Mice exposed to
hypercholesterolemic diet also presented an increase on BBB permeability in the olfactory
bulb and hippocampus. Treatment with GNPs ameliorated hypercholesterolemia-induced
BBB disruption in the olfactory bulb, but not in the hippocampus, of the animals. Our data
demonstrated that GNPs treatment appears to be potentially capable of attenuating the brain
dysfunction induced by hypercholesterolemia. However, further studies are necessary to
better characterize the mechanisms involved in the neuroprotective effects of GNPs.

Key words: Hypercholesterolemia; Parkinson’s disease; Blood brain barrier permeability;
Gold nanoparticles; Anti-inflammatory effects.
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1 INTRODUCAO

O colesterol, um alcool ndo saturado da familia dos compostos esteroides, é essencial
para o funcionamento normal de todas as células animais. Além de componente estrutural
indispensavel das membranas celulares, o colesterol é também precursor biossintético de
horménios esteroides, acidos biliares e vitamina D, bem como desempenha papel critico em
processos de sinalizacdo e proliferacdo celular (Goedeke e Fernandez-Hernando, 2011,
Mclean, 2012). No sistema nervoso central (SNC), este lipideo € um importante constituinte
da bainha de mielina, a qual envolve o axdnio neuronal, acelerando assim a transmissao de
impulsos e sinais nervosos de um neurdnio a outro (Saher et al, 2005). Entretanto, niveis
elevados de colesterol na corrente sanguinea, principalmente na lipoproteina de baixa
densidade (LDL), levam a um quadro clinico denominado hipercolesterolemia. A
hipercolesterolemia estd associada ao desenvolvimento de doencas cardiovasculares,
particularmente as relacionadas a aterosclerose (Sugiyama et al, 2015; Kannel et al, 1971;
Gordon et al., 1989; Khot et al., 2003). Nos ultimos anos, especialmente nas ultimas duas
décadas, estudos clinicos e pré-clinicos vém demonstrando que a hipercolesterolemia também
é um importante fator de risco ao desenvolvimento de doencas neurodegenerativas, tais como
as doengas de Alzheimer e Parkinson, e transtornos depressivos (Sparks et al., 1990; Wolozin
et al, 2000; Michikawa, 2003; Hu et al., 2008; Solomon et al., 2009; Chuang et al., 2014).

1.1 METABOLISMO DO COLESTEROL

Devido a grande importancia bioldgica do colesterol, as células necessitam de um
suprimento continuo desta gordura. Nos animais, a concentracdo média de colesterol € de
aproximadamente 2,2 mg de colesterol por grama de peso corporal. No entanto, esta
concentracdo sofre grande variacdo se relacionada a cada tecido ou 6rgéo, principalmente em
mamiferos. Por exemplo, a quantidade média de colesterol no cérebro corresponde a
aproximadamente 25% do colesterol total presente no organismo, sendo que o cérebro
corresponde a cerca de 10% do peso corporal, ou seja, no cérebro a concentragdo média de
colesterol e de 15 — 20 mg/g de tecido. No SNC, o colesterol é particularmente abundante na
bainha de mielina (70-80% do colesterol total no cérebro adulto), mas também esta presente
em todas as células do SNC, tais como nas células gliais (Dietschy e Turley, 2004).

Nas células animais, o colesterol pode ser proveniente da sintese hepatica e extra-
hepatica (sintese enddgena) ou da dieta (Calpe-Berdiel, 2009). Em condi¢des normais, estima-

se que aproximadamente 60% do colesterol presente no organismo seja sintetizado (cerca de
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700 mg/dia) enquanto o restante, os outros 40%, sdo derivados da dieta (Leoni e Caccia,
2013).

A sintese enddgena de colesterol (sintese de novo), nos mamiferos, ocorre em todas
as células, mas principalmente no figado e intestino, os quais respondem por cerca de 10% de
toda a producgdo. No citosol das células e no reticulo endoplasmatico, o seu precursor acetil-
CoA é condensado com outras duas moléculas de acetil-CoA em duas reacGes enzimaticas
sucessivas, formando o 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) que em seguida sofre a
acdao da enzima HMG-CoA redutase convertendo-se em mevalonato. Em seguida o
mevalonato sofre a adi¢cdo de trés grupos fosfato em trés passos consecutivos que o tornam
uma unidade isoprendide ativa. A seguir seis unidades isoprenoides sdo condensadas dando
origem ao esqualeno. Por fim, a acdo da lanosterol sintetase faz a cicliza¢do do esqualeno,
formando o lanosterol, que nos animais é convertido em colesterol por meio de 20 reacdes

sucessivas. A sintese do colesterol encontra-se resumida na figura 1 (Nelson e Cox, 2014).

CHjy CHjy 0 (0]
3 CH;—COO"  Acetato — OOC—CHg—é—CH »—CHs—OH —— (H, =J‘,_CH2_CH Z_O_IL_O_P!_O
H Mevalonato I isopreno : J) é)

Isopreno ativado

/\"-\//\\.‘_--

s [ 3
~ - oo
HO™ ~ ' Esqualeno

Colesterol

Figura 1. Sintese do colesterol. A sintese do colesterol inicia-se por um percursor comum, 0 acetil coA.
Moléculas de acetil-coA (acetato) passam por processos de condensacao, intermediados por enzimas, até que
seja formado o mevalonato. Este torna-se uma unidade isoprenoide ativa, via adicdo de grupamentos fosfato em
trés reacdes consecutivas. Apés a ativacdo do mevalonato, seis unidades isoprenoides se condensam, formando o
esqualeno, o qual é convertido em lanosterol por uma reacdo de ciclizacdo. Nos animais, o lanosterol é
posteriormente convertido em colesterol por meio de 20 reagBGes consecutivas, as quais ocorrem no reticulo
endoplasmaético. Fonte: Nelson e Cox (2014) com adaptacdes do autor (2019)

Por ser de natureza lipidica e hidrofdbica, o colesterol, assim como outros lipideos,
necessita de moléculas carreadoras, denominadas lipoproteinas, para ser transportado na
corrente sanguinea. Essas moléculas possuem um nucleo hidrofobico contendo triglicerideos,

antioxidantes, vitaminas lipossolUveis e éster de colesterol; e um revestimento hidrofilico que

contém colesterol livre, fosfolipidios e apolipoproteinas (Apos) (Hegele, 2009).
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O transporte do colesterol na corrente sanguinea esta ilustrado na figura 2. A
porcentagem de colesterol proveniente da dieta é primeiramente absorvida do IGmen intestinal
e transportada, via quilomicrons (QM), aos capilares sanguineos. Ao longo do percurso os
QM, que sdo as maiores lipoproteinas e as menos densas, acabam liberando, via acdo da
lipase lipoproteica, boa quantidade de triglicerideos para os tecidos. Os QM remanescentes
(ricos em colesterol e Apos) séo captados pelo figado, onde sdo metabolizados. No figado, o
colesterol pode ser convertido em acidos biliares, secretado na bile ou empacotado em
lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL). O VLDL, ao sair do figado e chegar a
corrente sanguinea, acaba perdendo lipidios para o tecido muscular e adiposo, sendo assim
convertido em lipoproteina de baixa densidade (LDL), a lipoproteina com maior concentragcdo
de colesterol. O LDL transporta o colesterol para os tecidos periféricos e retorna ao figado,
onde € novamente metabolizado. O transporte reverso do colesterol, aquele que vai dos
tecidos ao figado, onde o lipideo é excretado via bile, é realizado pela lipoproteina de alta
densidade (HDL) (Lewis e Rader, 2005; Faludi et al., 2017).

\

Liberacao de AGL Plasma g Intestino g8

para tecidos ; :
Quilomicron

%

—_—
Transporte

reverso do ) &
colesterol @ @

Remanescentes

LCAT

| /

Figura 2. Transporte de colesterol no plasma. O transporte de lipideos no nosso organismo é realizado com o
auxilio de lipoproteinas. Ele inicia-se no intestino delgado, onde a gordura proveniente da dieta € inicialmente
captada pelos quilomicrons, que carregam os lipideos ao figado para serem metabolizados. No figado, o
colesterol pode ser esterificado, convertido em &cidos biliares, secretado na bile ou empacotado em lipoproteinas
de muito baixa densidade (VLDL) para ser transportado para os tecidos extra-hepaticos. Neste transporte
endogeno, a lipoproteina de baixa densidade (LDL) é de suma importancia por ser a lipoproteina mais rica em
colesterol. O excesso de colesterol dos tecidos periféricos retorna ao figado para ser metabolizado, via transporte
reverso do colesterol, processo este intermediado principalmente pela lipoproteina de alta densidade (HDL).
Fonte: (Faludi et al., 2017).
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A homeostase do colesterol é regulada principalmente pelo receptor de LDL, uma
vez que 0 mesmo medeia a remocdo e o catabolismo de particulas lipoproteicas contendo
colesterol da circulacdo sanguinea (Brown e Goldstein, 1986; Hobbs et al., 1992). As
particulas de LDL circulantes, ligam-se ao receptor de LDL presente na superficie das células.
O ligante fisioldgico mais importante do receptor € a LDL, a qual contém uma Unica coOpia de
ApoB100 e carreia aproximadamente 65 a 70% do colesterol plasméatico em humanos. Outras
lipoproteinas contendo apoE, tais como a VLDL, a lipoproteina de densidade intermediéria
(IDL) e a HDL também podem ligar-se ao receptor de LDL (Innerarity e Mahley, 1978;
Weisgraber et al., 1978; Jeon e Blacklow, 2005). Quando a fungdo deste receptor é diminuida,
ocorre insuficiéncia na remocao e endocitose da LDL plasmatica, o que leva ao estimulo da
sintese de colesterol hepético e consequentemente a maiores niveis de colesterol na corrente

sanguinea (Brown e Goldstein, 1984).

1.2 HIPERCOLESTEROLEMIA E SUAS CONSEQUENCIAS

A hipercolesterolemia pode ocorrer por origem genética ou devido a dieta, através da
ingestdo de grandes quantidades de carboidratos e/ou colesterol (Durrington, 2003; Busnelli et
al, 2013). O principal exemplo de hipercolesterolemia de origem genética é a
hipercolesterolemia familiar, a qual é causada por mutacGes no gene que codifica o receptor
de LDL. A hipercolesterolemia familiar ¢ um distarbio que afeta uma a cada 250 pessoas no
mundo, tornando-a uma alteracdo relativamente comum na populacdo mundial. Esta
prevaléncia varia de acordo com a idade e a localizacdo geografica, mas ndo entre outras
covariaveis envolvidas como sexo, peso corporal e predisposi¢cdo genética (Akioyamen et al.,
2017).

Um estudo desenvolvido por Faria Neto e colaboradores (2016), mostrou que uma
proporcéao significativa de adolescentes brasileiros apresenta alteracfes nos niveis lipidicos
plasmaticos, as quais incluem a hipercolesterolemia. Nos Estados Unidos, mais de cem
milhdes de adultos apresentam altos niveis de colesterol na corrente sanguinea (Karr, 2017).
Em alguns paises, evidéncias mais recentes mostram que a prevaléncia de hipercolesterolemia
entre adultos pode chegar a 50% (Scheidt-Nave et al, 2013; La Sierra et al, 2015).

A hipercolesterolemia é caracterizada por niveis de colesterol total séricos acima dos
valores de referéncia (Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2017; Santos, 2015). Como a
hipercolesterolemia, seja ela familiar ou adquirida, e outros distarbios no metabolismo dos
lipideos, estdo relacionados ao desenvolvimento de doencgas, principalmente as

cardiovasculares, estabeleceu-se a Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevencdo de
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Aterosclerose. Essa diretriz traz os valores de referéncia para o perfil lipidico em adultos, a
qual engloba, dentre outros parametros, os niveis de colesterol total e o0s niveis de colesterol
presente na LDL. Os valores plasmaticos de colesterol total desejaveis estdo abaixo de 190
mg/dL. Ja os niveis de colesterol presente na lipoproteina LDL devem ser considerados de
acordo com o grupo de estratificacdo de risco para eventos cardiovasculares encontrados no
paciente. Por exemplo, individuos considerados pertencentes ao grupo de alto risco devem ter
niveis séricos de LDL menores que 50 mg/dL (Tabela 1) (Sociedade Brasileira de
Cardiologia, 2017).

Tabela 1.Valores de Referéncias.

Lipideos Com Jejum(mg/dL) Sem Jejum(mg/dL) Categoria
Referencial
Colesterol Total <190 <190 Desejavel
HDL-c >40 >40 Desejavel
Triglicérides <150 <175 Desejavel
Categoria de risco
<130 <130 Baixo
<100 <100 Intermediario
LDL-c <70 <70 Alto
<50 <50 Muito Alto

Legenda: Valores referenciais e de alvo terapéutico do perfil lipidico (Adaptado - SOCIEDADE BRASILEIRA
DE CARDIOLOGIA, 2017).

Assim como a diabetes mellitus, a obesidade, o tabagismo, a hipertensao entre outros,
altos niveis séricos de colesterol sdo conhecidos fatores de risco para o desenvolvimento de
doencgas cardiovasculares (Mendis, 2011; Poirier et al, 2006). A hipercolesterolemia, de
particular interesse, € um importante fator de risco para o desenvolvimento da aterosclerose
(Mcnamara, 2000).

O papel do colesterol na aterosclerose foi descrito pela primeira vez em 1913, quando
Nikolai Anitschkow, em St. Petersburg, Russia, alimentou coelhos com colesterol e constatou
alteracOes ateroscleréticas em suas artérias semelhantes aquelas observadas em humanos
(Konstantinov et al, 2006). Por aterosclerose entende-se o desenvolvimento de placas
ateromatosas na tdnica intima das artérias. Com base em experimentos em animais e
observagbes em humanos, a maioria dos modelos atuais de aterosclerose postula uma
mudanca qualitativa inicial na monocamada de células endoteliais que reveste a superficie
arterial interna. Em paralelo ocorrem alteragdes na permeabilidade endotelial e na composicao

da matriz extracelular abaixo do endotélio, 0 que promove a entrada e retencdo de particulas
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de LDL na parede arterial. Isto é seguido por aumento do processo inflamatorio, e por fim
formagé&o das placas de ateroma (Libby, 2011).

As placas ateroscleroticas, uma vez formadas, podem bloquear parcialmente ou
totalmente um vaso sanguineo de médio ou grande calibre em locais como o coracdo, cérebro,
pelve, pernas, bragos ou rins. Devido a isso, doengas como a doenca arterial coronariana ou
carotidea, doenca arterial periférica e doenca renal cronica podem ocorrer (American Heart
Association, 2017). Estima-se que 17,7 milhdes de pessoas morreram por doencas vasculares
em 2015, representando 31% de todas as mortes em nivel global. Desses Obitos, estima-se que
7,4 milhdes ocorrem devido as doencas cardiovasculares e 6,7 milhdes devido a acidentes
vasculares cerebrais. Além disso, das 17 milhGes de mortes prematuras (pessoas com menos
de 70 anos) por doencas cronicas ndo transmissiveis, 82% acontecem em paises de baixa e
média renda e 37% sdo causadas por doengas cardiovasculares (OMS, 2017).

Além desta associagdo entre os niveis aumentados de colesterol na circulagdo
sanguinea e eventos vasculares, nas Ultimas décadas a hipercolesterolemia vem sendo
associada a distarbios neurodegenerativos e psiquiatricos (Ariza et al., 2016; Kivipelto et al.,
2001; Sparks et al, 2005; Zambon et al., 2010).

1.2.1 Hipercolesterolemia e prejuizos cognitivos

Altos niveis plasmaticos de colesterol podem provocar modificacdes neuroldgicas e
neurodegenerativas, as quais incluem alteracBes caracteristicas da doenca de Alzheimer
(Sparks et al, 1990; Sparks et al, 1994; Solomon et al, 2009; Chen et al, 2004; Sun, 2014). A
doenca de Alzheimer € um distirbio neurodegenerativo de carater progressivo e irreversivel,
caracterizada por perda de memdria gradativa, além de déficits cognitivos e alteracBes
comportamentais (Lépez e Dekosky, 2008). As principais caracteristicas neuropatoldgicas
dessa doenga sdo a presen¢a de formas insoliiveis do peptideo B-amiloide (AP) em placas
amiloides nos espacos extracelulares, e a agregacdo da proteina tau dos microtdbulos em
emaranhados neurofibrilares nos neurdnios, particularmente no cortex cerebral e hipocampo
(Kumar; Singh e Ekavali, 2015).

Existem dois tipos de doenca Alzheimer, o de origem genética e o esporadico.
Geneticamente, a doenca pode ter origem por meio de mutagdes autossdbmicas dominantes em
genes que codificam proteinas envolvidas na producdo do AP, como a proteina precursora
amiloide (APP). Deste modo, ha um desenvolvimento precoce da doenca (idade media 45

anos) devido principalmente a superproducdo do AP no tecido cerebral. J4 a forma
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esporadica, mais comum, na qual ndo se sabe ao certo o que leva ao acimulo de AP no
cérebro afetado, tem inicio mais tardio (idade média 80 anos) (Masters et al, 2015).

Estudos clinicos e epidemiolégicos indicam que individuos hipercolesterolémicos séo
mais susceptiveis a desenvolver a doenca de Alzheimer esporadica. Em especial, um estudo
prospectivo de coorte realizado por Kivipelto e colaboradores (2001), apontou que individuos
acometidos com hipercolesterolemia durante a meia idade, tiveram maior comprometimento
cognitivo leve e suscetibilidade a doenca de Alzheimer em idades mais avancadas (Kivipelto
et al., 2002, 2005). Segundo os autores, a hipercolesterolemia aumenta em trés vezes a
probabilidade de desenvolver esta neuropatologia, principalmente se 0 aumento no colesterol
total vier acompanhado de altos niveis de LDL (Kivipelto et al., 2002).

Outro estudo realizado por Pappolla et al (2003), encontrou uma ligacédo entre niveis
elevados de colesterol e a patologia amiloide cerebral em individuos com idade entre 40 e 55
anos, porém o mesmo nao se fez presente em idosos, sugerindo que o colesterol alto durante o
estagio pré-sintomatico (principalmente meia idade), € importante para o desenvolvimento da
doenca de Alzheimer.

Por sua vez, Refolo e colaboradores (2000), utilizando animais modificados
geneticamente para a doencga de Alzheimer e alimentados com uma dieta rica em colesterol,
demonstraram que a hipercolesterolemia induz aumento nos niveis cerebrais do peptideo Ap.
Nessa mesma linha de evidéncia, Moreira e colaboradores (2013) ao submeter camundongos
Swiss adultos jovens a uma dieta rica em colesterol (1,25% de colesterol) por oito semanas,
observaram alteragbes neuroquimicas e comportamentais caracteristicas da doenca de
Alzheimer. O consumo de dieta com alto teor de colesterol provocou aumento na atividade
enzimatica da acetilcolinesterase (AChE) no cortex pré-frontal e hipocampo dos
camundongos, o que foi associado a prejuizos de memoria espacial, memoria exploratéria e

de aprendizado.

1.2.2 Hipercolesterolemia e doenca de Parkinson

Mais recentemente a hipercolesterolemia também vem sendo apontada como um
fator de risco para o desenvolvimento da doenca de Parkinson (Paul et al.,2017 A; Paul et al.,
2017 B). A doenca de Parkinson é um distirbio neurodegenerativo progressivo e irreversivel
caracterizado por manifestagcdes clinicas como o tremor em repouso, bradicinesia, rigidez,
instabilidade postural e marcha arrastada (Dickson, 2012). A doenga de Parkinson é

caracterizada pela perda de neurdnios dopaminérgicos na via nigro-estriatal e pela presenca de
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corpos de Lewy (emaranhados proteicos formados devido ao acimulo de proteinas o-
sinucleina) nos neurdnios (Dickson et al, 2009; Miller ¢ O’Callaghan, 2015). A perda de
neurdnios dopaminérgicos e consequente diminuicdo dos niveis de dopamina nas areas
cerebrais que recebem estimulos destes neurénios, estdo diretamente relacionadas com o0s
déficits motores caracteristicos da doenca (Galvan e Wichmann, 2008). Esta doenca também é
caracterizada clinicamente pela presenca de alteragcGes ndo-motoras, tais como prejuizos
cognitivos e sintomas depressivos (Dauer e Przedborski, 2003; Ding et al., 2015).

Atualmente, estima-se que esta doenca neurodegenerativa afete cerca de 1% das
pessoas com mais de 60 anos, e 4% das pessoas com mais de 80 anos no mundo. Prevaléncia
esta, que a torna a segunda doencga neurodegenerativa mais frequente na populagdo mundial,
perdendo somente para a doenca de Alzheimer (Reeve, 2014). A grande maioria dos casos de
doenca de Parkinson sdo de origem esporadica. De fato, a doenca de Parkinson é definida
como uma doenga complexa e multifatorial resultante da interacdo de fatores de risco
genéticos e ambientais durante toda a vida. A exposi¢cdo a agrotoxicos e outros compostos
quimicos, poluentes ambientais, é considerada o principal fator de risco ambiental para o
desenvolvimento de doenca de Parkinson (Migliore e Coppede, 2009). Nos ultimos anos
doencas metabdlicas também foram associadas a doenca de Parkinson (Martin-Jiménez et al.,
2016; Ashraghi et al., 2016)

Uma correlacdo positiva entre altos niveis de colesterol e a doenca de Parkinson fora
observada em pacientes com idade entre 25 a 44 anos e 45 a 54 anos, porém tal relacdo nao se
fez presente em pacientes com mais de 55 anos (Hu et al, 2008). Além disso, Paul e
colaboradores (2017), reportaram que camundongos expostos a uma dieta rica em colesterol
apresentaram déficits comportamentais psicomotores, 0s quais foram associados a deplecao
dos niveis de aminas biogénicas, como serotonina e dopamina no cortex e estriado,
respectivamente. Paul e coautores (2017b) também demonstraram que niveis plasmaticos de
colesterol aumentados contribuem para a perda neuronal na substancia negra em modelo
experimental de doenca de Parkinson induzido por MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina). De particular interesse, células neuronais expostas in vitro a um ambiente
rico em colesterol, apresentaram maior deposi¢do da proteina a-sinucleina (Marwarha et al,
2011; Glockner et al, 2011).



23

1.2.3 Hipercolesterolemia e depressao

As doencas neurologicas sdo frequentemente acompanhadas pela depressdo. As
doencas de Alzheimer e de Parkinson séo as principais doencas neurodegenerativas que tem a
depressdo como comorbidade (Raskind, 2008). De fato, evidéncias apontam que a
hipercolesterolemia pode causar transtornos depressivos (Strekalova et al, 2015; Tyrovolas et
al, 2009; Vural et al, 2007). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) define a depressao
como um transtorno mental comum, caracterizado por tristeza persistente e perda de interesse
em atividades nas quais o individuo normalmente sente prazer, acompanhadas por uma
incapacidade de realizar atividades diarias, durante pelo menos duas semanas consecutivas
(Who, 2018). Ainda segundo a OMS, a depressédo € uma doenca frequente em todo o mundo,
com mais de 300 milhdes de pessoas afetadas, e destas, cerca de 800 mil morrem por suicidio
todos os anos. A principal hipo6tese para explicar a fisiopatologia da depressdo é a hipotese
monoaminérgica. Segundo ela, individuos afetados com a depressdo possuem menores
concentragdes de neurotransmissores monoaminérgicos (serotonina, noradrenalina e
dopamina) na fenda sindptica, o que acaba por induzir sintomas e comportamentos do tipo
depressivo (Belmaker, 2008).

Além disso, com o intuito de correlacionar a doenga cerebrovascular a depressio,
Alexopoulos ¢ colaboradores (2006) propuseram a “hipotese vascular da depressdao”. Segundo
0 autor as alteracdes cerebrovasculares, tais como a aterosclerose, elevam a suscetibilidade ao
desenvolvimento de transtornos comportamentais e cognitivos, 0s quais incluem
manifestagcOes depressivas. Nesse contexto, foi demonstrado um aumento da incidéncia de
depressdo causado pela hipercolesterolemia, a qual ocorre tanto em individuos jovens como
em idosos (Nakao et al, 2001; losifescu et al, 2005; Tyrovolas et al, 2009). Recentemente
Engel e colaboradores (2016) mostraram em camundongos (knockout de receptores LDL)
modelos experimentais de hipercolesterolemia familiar comportamento tipo-depressivo, o
qual foi associado com altera¢des no metabolismo monoaminérgico (Engel, 2016).

Além disso, observou-se por meio de estudos clinicos e pré-clinicos que a
hipercolesterolemia parece estar associada a uma pior resposta ao tratamento antidepressivo
(Sonawalla et al, 2002; Papakostas et al, 2003; losifescu et al, 2005; Isingrini et al, 2010).
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1.2.4 Hipercolesterolemia, BHE e neuroinflamacéo

Estudos experimentais utilizando modelos animais de hipercolesterolemia indicam que
a inflamacdo periférica e consequentemente as alteracbes metabolicas e disfuncionais na
barreira hematoencefalica (BHE) e neuroinflamacdo parecem preceder as alteracdes cerebrais
caracteristicas das doencas neurodegenerativas induzidas pela hipercolesterolemia (Sparks et
al., 2000; Ghribi et al., 2006; Ullrich et al., 2010; de Oliveira et al., 2014). O SNC é protegido
fisiologicamente e fisicamente pela BHE. A BHE € quem regula o transporte de substancias
da circulacdo sisttmica para o parénquima cerebral, as quais incluem células imunes
periféricas, citocinas e outras moléculas inflamatérias (De Vries et al, 2012).

Animais modelos de hipercolesterolemia familiar alimentados com uma dieta rica em
colesterol, apresentaram elevacdo no processo neuroinflamatério e comprometimento de
memdria (Thirumangalakudi et al, 2008). Neste mesmo modelo animal, foi tambeém
observado um aumento da permeabilidade da BHE e neuroinflamagdo em regides cerebrais
sabidamente acometidas na depressdo e doenca de Alzheimer, tais como cortex pré-frontal e
hipocampo (De Oliveira et al, 2014). Strekalova e colaboradores (2015) mostraram que
camundongos C57BL/6J alimentados com dieta rica em colesterol (0,2%) também apresentam
comportamento tipo-depressivo e aumento da expressao hipocampal de receptor do tipo Tlr4,
importante receptor envolvido com a resposta inflamatdria.

Cabe destacar que os locais de morte neuronal, na doenca de Parkinson, coincidem
com aumento na permeabilidade da BHE (Carvey et al., 2005; Kortekaas et al., 2005). Nesse
contexto, a inflamacgdo tem sido associado como um mediador importante para o inicio e
progressdo da doenga. Alem disso estudos tém demonstrado que na patofisiologia da doenga
de Parkinson ocorre uma interacdo entre o parénquima cerebral e o sistema imune periférico
(Hirsch et al., 2012). Inicialmente, estudos histopatologicos em cérebros de individuos com
doenga de Parkinson apresentaram diferentes células imunes circulantes (principalmente
linfcitos T) e niveis aumentados de citocinas pro-inflamatorias tais como IL-1p e IL-6
(McGeer et al., 1988; Boka et al., 1994; Imamura et al., 2003). Mais tarde, proteinas do
sistema complemento foram encontradas em corpos de Lewy extraneuronais, sugerindo que a
ativagdo inflamatdria ocorre em associagdo com a formagdo de depodsitos de a-sinucleina
(Gerhard et al., 2006; Bartels et al., 2010; Moehle e West, 2014). Estes dados foram
corroborados em modelos experimentais da doenca de Parkinson - nestes modelos a
inflamacéo estava presente antes de ocorrer disfungdo e morte neuronal (Kannarkat et al.,
2013).
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Atualmente os tratamentos das doencas das doencgas neurodegenerativas, como a
doenga de Parkinson, sdo em grande parte meramente paliativos. Dessa forma, novas
estratégias terapéuticas, como substancias que possam atenuar parametros inflamatérios, vém
sendo cada vez mais estudadas. Nesse sentido, as nanoparticulas de ouro (GNPs), moléculas
com propriedades anti-inflamatorias, podem ser uma promissora estratégia para prevencao de
alteracOes cerebrais associadas a hipercolesterolemia.

1.3 NANOPARTICULAS DE OURO

Nanoparticulas inorganicas cujas estruturas exibem funcionalidade e propriedades
bioldgicas devido ao seu tamanho, despertam muito interesse de diferentes grupos e areas de
pesquisa (Bhattacharya e Mukherjee, 2008). Dentre elas, as GNPs recebem atencao especial
devido as suas propriedades épticas, eletronicas, redox e cataliticas (Daniel e Astruc, 2004).
As GNPs sdo extensivamente estudadas por serem biocompativeis, atdxicas, de preparacdo
simples, e facil conjugagdo com biomoléculas (Hainfeld et al, 2006).

As GNPs tém também recebido grande atencdo como agente anti-inflamatorios
porque foram capazes de inibir a expressdao do NFxB e as subsequentes reacGes inflamatdrias
(Jeon et al, 2003). Nessa mesma linha de evidéncia, Tsai e colaboradores (2007)
demonstraram que essas nanoparticulas sdo capazes de diminuir os niveis de citocinas pro-
inflamatdrias, assim como a infiltracdo de macréfagos, utilizando um modelo experimental de
artrite. Além disso, foi demonstrado que as GNPs sdo agentes antioxidantes que inibem a
formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e melhoram as defesas antioxidantes
(Barathmanikanth et al., 2010). Em modelos experimentais de obesidade induzida por dieta, 0
tratamento com GNPs reduziu parametros inflamatérios e melhorou o metabolismo de
gorduras e glicose, quando administrado em baixa dosagem (0,785 microgramas/grama)
(Chen et al, 2018 A; Chen et al, 2018 B).

De particular interesse, estudo desenvolvido por Sela e colaboladores (2015)
demonstrou que as GNPs podem ultrapassar a BHE sem a necessidade de estimulos externos
adicionais, fato este que contribui positivamente com a sua biodisponibilidade e acdo
biologica no parénquima cerebral. No entanto, o papel das GNPs sob pardmetros
comportamentais e neurologicos, ainda é pouco investigado na literatura. De particular
interesse, o estudo desenvolvido por Muller et al (2017), mostrou que o tratamento com GNPs
foi capaz de prevenir, via atenuacdo de parametros inflamatérios e de estresse oxidativo,
déficits cognitivos e comportamentais caracteristicos da doenca de Alzheimer esporadica em

camundongos.
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A busca por intervencOes terapéuticas para atenuar e/ou prevenir as consequéncias da
hipercolesterolemia é de extrema importancia, tendo em vista a sua grande prevaléncia na
populacdo mundial, bem como a relevancia de suas consequéncias. Nas Ultimas décadas, a
associacdo entre hipercolesterolemia e disfuncdes cerebrais vem sendo bastante estudada. O
aumento da permeabilidade da BHE e a neuroinflamagdo parecem ser eventos que conectam a
hipercolesterolemia a neuroinflamacdo, e a algumas neuropatologias. De particular
importancia, o uso de GNPs vem ganhando destaque em estudos visando o tratamento da
inflamacéo. Sendo assim, nos hipotetizamos que o tratamento crénico com GNPs é capaz de
prevenir os efeitos da hipercolesterolemia no SNC, particularmente aqueles associados a

doenca de Parkinson.
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do tratamento cronico com GNPs nas alteragcOes cerebrais e
comportamentais  caracteristicas da doenga de Parkinson em camundongos

hipercolesterolémicos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar os efeitos do tratamento crénico com GNPs e da exposicdo a dieta rica em
colesterol, em camundongos Swiss, sobre:
e Consumo alimentar e peso corporal,
¢ Niveis de colesterol total no plasma;
e Parametros comportamentais, i.e., postura cataléptica e modelos experimentais de
emocionalidade;
e Permeabilidade da BHE nas regiGes cerebrais, e.g., bulbo olfatério, estriado e

hipocampo.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Para realizacdo deste trabalho foi utilizado 100 camundongos machos da linhagem
Swiss pesando entre 25 e 30g, com 3 meses de idade, provenientes do Biotério Central da
UNESC. Os animais estiveram alojados em gaiolas pléasticas (42 x 34 x 17 cm), com condigdo
controlada de temperatura (22 = 1°C) e luminosidade (ciclo claro/escuro de 12 horas, fase
clara das 7:00 as 19:00h), e com livre acesso a 4gua e comida. Os procedimentos empregados
para a realizacio deste presente trabalho obtiveram aprovacdo do Comité de Etica no uso de
animais (CEUA) da UNESC, sob o parecer n° 007/2018-1.

3.2 SINTESE DAS NANOPARTICULAS DE OURO

As nanoparticulas de ouro (GNPs) de tamanhos médios de 20 nm foram sintetizadas
como descrito por Turkevich et al. (1951) com pequenas modificagOes, a partir de reducao
quimica do precursor metélico acido tetracloroaurico (HAuCIl4) com o agente redutor e
estabilizante citrato de sdédio (Na3C6H507.2H20). O controle dimensional das
nanoparticulas foi efetuado variando-se a concentracdo do agente redutor. Apos a sintese, as
solucbes de GNPs foram caracterizadas empregando-se a técnica de espectroscopia no
ultravioleta-visivel (UV-Vis), via monitoramento da banda de superficie de plasmon
ressonante (SPR), usando um espectrofotdmetro. Para a espectrometria de UV-visivel, a
medicdo da banda de SRP, foi realizada a temperatura ambiente utilizando uma cubeta de
quartzo contendo uma aliquota de 1 mL de cada uma das solucbes, sendo que 0 espectro
eletronico das solugdes foi monitorado diariamente ao longo de uma semana no intuito de
revelar qualquer alteracdo do comprimento de onda na maxima absor¢do, obtendo-se valor de
532 nm para GNPs de 20 nm.

3.2 DESENHO EXPERIMENTAL

Na figura 3 esta representado o desenho experimental. Os camundongos Swiss machos
adultos jovens (3 meses de idade) foram tratados com uma dieta padrdo (valor calérico de 3,9
kcal/g) ou com uma dieta rica em colesterol (1,25% de colesterol; valor calorico de 4,7 kcal/g)

(de Oliveira et al., 2011, 2013). Além disso, os camundongos foram concomitantemente
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tratados com GNPs (2,5 mg/Kg, em solucéo aquosa) ou com solucdo veiculo (solugdo aquosa)

pela via oral (gavagem) em dias alternados, totalizando quatro grupos experimentais (figura

3B). Ao final de oito semanas de tratamentos os camundongos foram submetidos aos testes

comportamentais — testes de campo aberto, postura cataléptica, suspensdo pela cauda,

borrifagem da sacarose. Apo0s a realizacdo dos testes comportamentais, uma parte dos animais

(em jejum de 6 horas) foi anestesiada e o sangue coletado por puncdo cardiaca para a

determinacdo dos niveis de colesterol total no plasma. J& outra parcela dos animais foi

submetida ao ensaio de fluoresceina de sodio (utilizado como marcador de permeabilidade da

BHE), no qual foram dissecadas as regifes cerebrais bulbo olfatério, estriado e hipocampo

(figura 3 A e B). Vale ressaltar que a ingestdo de comida e o peso corporal foram controlados

durante todo o periodo experimental.

Camundongos Swiss
machos
(3 meses de idade)

ﬁ ou j_\ + ngj) ou /\

Alimentados com Dieta padrdo Tr
ou Dieta Rica em Colesterol
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ou Veiculo (Agua- via oral, gavagem)

B Grupos Experimentais

Veiculo (dgua)

b + /\

) Dieta L Veiculo (dgua)
hipercolesterolémica

Dieta Padrédo

Figura 3. Desenho Experimental. Fonte: Elaboragdo dos autores (2019).
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A analise dos niveis de colesterol total no plasma foi realizada com kit comercial

(Bioliquid).
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3.4 ANALISE CONSUMO ALIMENTAR E GANHO DE PESO

O consumo alimentar foi mensurado durante todo o periodo experimental em dias
alternados, a partir da subtracdo da quantidade inicial de racdo pela quantidade final, apds
consumo da mesma pelos animais. Ja para avaliagdo do ganho de peso corporal, foram
mensurados semanalmente durante oito semanas 0s pesos corporais de cada animal. Entdo, a
variacdo de peso foi calculada a partir da subtracdo do peso final de cada animal pelo seu

respectivo peso inicial.

3.5 ANALISES COMPORTAMENTAIS

3.5.1 Teste do campo aberto

O teste do campo aberto foi utilizado para investigar a atividade locomotora dos
animais (Prut e Belzung, 2003). O aparelho feito de acrilico transparente com assoalho cinza
foi dividido por linhas pretas em 25 quadrados (10 x 10 cm) e cercado por paredes elevadas
em 40 cm de altura. Cada camundongo foi colocado no centro do campo aberto e 0 numero
total de cruzamentos foi registrado por 5 minutos. Um cruzamento foi registrado quando o

animal atravessou o quadrado com as quatro patas.

3.5.2 Avaliacéo da postura cataléptica

O tempo de imobilidade das patas dianteiras e das patas traseiras foi medida sobre uma
barra horizontal (3 mm de didmetro, 4,5 cm de altura, 10 cm de largura). A postura
cataléptica, por sua vez, foi avaliada de acordo com o escore de catalepsia demonstrado na
tabela 2.
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Tabela 2. Escore de catalepsia segundo Shiozaki e colaboradores.

ESCORE DA CATALEPSIA POSTURA CATALEPTICA
0 <5s e ambas as patas traseiras
1 Das patas dianteiras durante 5 a 10s
2 Das patas dianteiras >10
3 Das patas dianteiras e traseiras durante 5 a

10s, ou postura cataléptica das patas
dianteiras <5s e das patas traseiras >10s
4 Das patas dianteiras >10s e traseiras durante
5a 10 s, ou postura cataléptica de patas
dianteiras 5-10 s, e traseiras >10 s
5 Das patas dianteiras e traseiras >10s

Fonte: Shiozaki et al., 1999.

3.5.3 Teste de suspensado pela cauda

No teste de suspensdo pela cauda foi avaliado o comportamento tipo-depressivo dos
camundongos. A duracdo total da imobilidade induzida pela suspensdo pela cauda foi
registrada por um observador experiente durante o periodo total de 5 minutos, em que 0s
camundongos ficaram suspensos a 50 centimetros do chédo, presos por uma fita adesiva a 1
centimetro da base de suas caudas. Os camundongos foram considerados iméveis quando
houve auséncia de movimento ou movimentacdo passiva (Steru et al, 1985; Brocardo et al,
2008).

3.5.4 Teste de borrifagem da sacarose

Este teste foi realizado como descrito por Isingrini e colaboradores (2010), e consistiu
em borrifar uma solucdo 10% de sacarose no dorso de cada animal posicionado
individualmente em uma caixa de acrilico (9 x 7 x 11 cm). Devido a viscosidade e
palatabilidade da solucdo de sacarose, logo apds a borrifagem o animal inicia um
comportamento de autolimpeza. Apoés a aplicacdo da solugdo, o tempo total de autolimpeza

foi mensurado durante 5 min como um indice de autocuidado e comportamento motivacional,
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considerado um paralelo aos sintomas de apatia na depressao. O aparato foi limpo com uma

solucdo de etanol 10% entre cada sessdo a fim de remover vestigios do animal anterior.

3.6 ANALISE FUNCIONAL DE PERMEABILIDADE DA BHE

A permeabilidade da BHE ao corante de baixo peso molecular, fluoresceina de sodio,
foi avaliada no bulbo olfatério, estriado e hipocampo dos animais. Para isto, 0s camundongos
foram anestesiados com isofluorano e a fluoresceina de sodio 4% (4 mL/kg) foi injetada na
veia peniana. Apos 30 minutos da administracdo, os animais foram anestesiados (xilazina 10
mg/kg e quetamina 100 mg/kg, i.p.) e posteriormente perfundidos com solugédo salina e as
estruturas cerebrais dissecadas e processadas para analise da concentracdo de fluoresceina de
sodio (Bohara et al, 2014).

3.7 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram apresentados como a média + erro padrdo da média (EPM). As
diferengas estatisticas entre os grupos experimentais foram detectadas por meio de anélises de
variancias (ANOVA) de duas vias seguidas pelo teste de Duncan quando apropriado, ou por
ANOVA de uma via com comparacdes multiplas. Os resultados sdo considerados
significativos para p < 0,05. Os testes estatisticos foram realizados utilizando o programa
Statistica®. A fim de retirar os outliers, utilizou-se o programa GraphPad QuickCalcs: outlier
calculator. Para um elemento ser considerado outlier, 0 mesmo deveria ser diferente dos

demais valores sob um nivel de significancia de p<0,05.



33

4 RESULTADOS

Nas Ultimas décadas a hipercolesterolemia, conhecido fator de risco cardiovascular,
vem sendo associada também ao desenvolvimento de alteracbes no SNC caracteristicas das
doengas neurodegenerativas e suas comorbidades (Maxfield e Tabas, 2005; Ikonen, 2006;
Eskelinen et al., 2011; Engel et al., 2016; Paul et al., 2017a). Neste sentido, este estudo teve
como principal objetivo a busca por uma possivel estratégia terapéutica para a prevencgédo de
alteracbes cerebrais caracteristicas da doenca de Parkinson, induzidas pela
hipercolesterolemia. Camundongos Swiss expostos a dieta rica em colesterol durante oito
semanas foram utilizados como modelo experimental de hipercolesterolemia induzida por
dieta. Além disso, os animais foram também expostos ao tratamento oral com GNPs (2,5

mg/kg) em dias alternados pelo mesmo periodo (Figura 3).

4.1 EFEITOS DA EXPOSICAO A’DIETA RICA EM COLESTEROL E DO
TRATAMENTO COM GNPS NOS NIVEIS PLASMATICOS DE COLESTEROL E
PARAMETROS ALIMENTARES

Os camundongos expostos a dieta hipercolesterolémica apresentaram um aumento
significativo nos niveis séricos de colesterol (p < 0,05), quando comparados aos animais
alimentados com dieta padrdo. Por outro lado, o tratamento com as GNPs ndo foi capaz de
alterar os niveis de colesterol séricos dos animais hipercolesterolémicos (Figura 4). E
importante mencionar que 0s animais hipercolesterolémicos (independentemente do
tratamento com GNPs) ingeriram menos racdo se comparados aos animais que receberam
dieta padrdo (Figura 5A) (p < 0,05), porém tiveram um ganho de peso significativamente
maior se comparados aos animais alimentados com dieta padrdo (p < 0,05) (Figura 5B). O
tratamento com GNPs também ndo preveniu a reducdo no consumo alimentar e ganho de peso
induzidos pela exposi¢do a dieta rica em colesterol (Figura 5A e 5B). Além disso, 0s animais
alimentados com dieta padrdo e tratados com GNPs tiveram um menor consumo alimentar do

gue aqueles alimentados com dieta padrédo e que receberam veiculo (p < 0,05) (Figura 5A).
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Figura 4. Efeitos da dieta hipercolesterolémica e do tratamento com GNPs nos niveis de colesterol total
plasméaticos em camundongos Swiss. Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média (12-14
animais/grupo). Os resultados deste experimento foram analisados por ANOVA de duas vias, seguida pelo teste
Duncan. *em relagdo aos camundongos tratados com uma dieta padréo e veiculo.
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Figura 5. Efeitos da dieta hipercolesterolémica e do tratamento com GNPs sob o consumo alimentar e o0 ganho de
peso em camundongos Swiss expostos a dieta rica em colesterol. Os valores estdo expressos em media + erro
padréo da media (12-14 animais por grupo). Os resultados deste experimento foram analisados por ANOVA de
uma via com comparagdes multiplas. *em relagdo aos camundongos tratados com dieta padrdo e veiculo.

4.2 EFEITOS DA HIPERCOLESTEROLEMIA E DO TRATAMENTO COM GNPS EM

ALTERACOES MOTORAS E NAO-MOTORAS CARACTERISTICAS DA DOENCA DE
PARKINSON EM MODELO EXPERIMENTAL

Paul e colaboradores (2017a) demonstraram que camundongos expostos a dieta rica
em colesterol apresentam alteragdes motoras, tais como postura cataléptica. Neste estudo, nds
avaliamos se o tratamento com GNPs 2,5 mg/kg em dias alternados seria capaz de prevenir
esta alteracdo caracteristica da doenca de Parkinson induzida pela hipercolesterolemia em
camundongos. A postura cataléptica foi avaliada de acordo com o escore de catalepsia, onde
registrou-se o tempo de imobilidade das patas dianteiras e das patas traseiras sobre uma barra
horizontal. N6s observamos que a exposi¢do a dieta rica em colesterol alterou a postura

cataléptica de maneira significativa nos camundongos (p < 0,05). De particular importancia, o
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tratamento com GNPs foi capaz de prevenir a catalepsia em camundongos
hipercolesterolémicos (p < 0,05) (Figura 6B). Ademais foi avaliado a locomogéo dos animais
(Figura 6A). Ndo houve diferenca entre o numero de cruzamentos nos diferentes grupos
experimentais. Portanto, a hipercolesterolemia e o tratamento com GNPs ndo modificaram a

locomogéo de camundongos Swiss.
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Figura 6. Efeitos da dieta hipercolesterolémica e do tratamento com GNPs na locomocgéo e postura cataléptica
em camundongos Swiss. Testes: A) campo aberto e B) de avaliacdo da postura cataléptica. Os valores estdo
expressos em média + erro padrdo da média (8-10 animais/grupo). Os resultados deste experimento foram
analisados por ANOVA de duas vias, seguida pelo teste Duncan. *em relagdo aos camundongos tratados com
uma dieta padrdo e veiculo, *em relagdo aos camundongos tratados com uma dieta hipercolesterolémica e
veiculo.

Sintomas depressivos e ansiedade sdo importantes manifestagcdes ndo motoras da
doenca de Parkinson (Lieberman, 2003). Sabendo disso, 0s grupos experimentais também
foram submetidos a testes comportamentais para a analise de comportamento tipo-depressivo.
No teste de suspenséo pela cauda, os animais hipercolesterolémicos apresentaram um maior
tempo de imobilidade, i.e., um comportamento tipo-depressivo (p < 0,05) (figura 7A).
Notavelmente, o tratamento com as GNPs preveniu o comportamento tipo-depressivo
induzido pela hipercolesterolemia nos camundongos (p < 0,05) (figura 7A). No teste de
borrifagem da sacarose, a hipercolesterolemia foi associada a um menor tempo de
autolimpeza (p < 0,05), o que também indica um comportamento tipo-depressivo. A
concomitante exposicdo as GNPs ndo foi capaz de prevenir a diminuicdo do tempo de

autolimpeza no teste de borrifagem de sacarose (figura 7B).
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Figura 7. Efeitos da dieta hipercolesterolémica e do tratamento com GNPs no comportamento tipo-depressivo
em camundongos Swiss. Testes A) suspensado pela cauda e B) borrifagem de sacarose. Os valores estdo expressos
em média + erro padrdo da média (8-10 animais/grupo). Os resultados deste experimento foram analisados por
ANOVA de duas vias, seguida pelo teste Duncan. *em relagdo aos camundongos tratados com uma dieta padréo
e veiculo, *em relagdo aos camundongos tratados com uma dieta hipercolesterolémica e veiculo.

4.3 EFEITOS DA HIPERCOLESTEROLEMIA E DO TRATAMENTO COM GNPS NA
PERMEABILIDADE DA BHE EM REGIOES CEREBRAIS SABIDAMENTE
ACOMETIDAS NA DOENCA DE PARKINSON E DEPRESSAO

Finalmente, avaliou-se a permeabilidade da BHE via ensaio da fluoresceina de sédio,
nas estruturas cerebrais bulbo olfatério, estriado e hipocampo. Os camundongos
hipercolesterolémicos apresentaram uma maior permeabilidade da BHE no bulbo olfatério e
hipocampo (p < 0,05), quando comparados com os camundongos alimentados com dieta
padrdo (controles) (Figura 8A e 8C, respectivamente). De particular interesse, o tratamento
com GNPs foi capaz de prevenir esta alteracdo na BHE no bulbo olfatério (p < 0,05) dos
animais alimentados com dieta rica em colesterol (Figura 8A), mas ndo no hipocampo (Figura
8C). No que diz respeito ao estriado, ndo foram observadas diferencas significativas na

permeabilidade da BHE nos diferentes grupos experimentais (Figura 8B).
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Figura 8. Efeitos da dieta hipercolesterolémica e do tratamento com GNPs na permeabilidade da BHE ao corante
fluoresceina de s6dio em camundongos Swiss. A) Bulbo olfatério, B) Estriado e C) Hipocampo. Os valores estéo
expressos em média + erro padrdo da média (8-10 animais/grupo). Os resultados deste experimento foram
analisados por ANOVA de duas vias, seguida pelo teste Duncan. *em relacdo aos camundongos tratados com
uma dieta padrdo e veiculo, "em relagdo aos camundongos tratados com uma dieta hipercolesterolémica e

veiculo.



38

5 DISCUSSAO

O colesterol é um lipideo de relevancia bioldgica, devido a seu grande numero de
funcdes. Dessa forma, as células necessitam de um suprimento continuo deste lipideo
(Goedeke e Fernandez-Hernando, 2011; Mclean, 2012). Por outro lado, desequilibrios na
homeostase e metabolismo do colesterol estdo associados ao desenvolvimento de algumas
patologias. H& muitos anos a hipercolesterolemia é conhecido fator de risco para o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares (Sugiyama et al, 2015; Kannel et al, 1971,
Gordon et al., 1989; Khot et al., 2003). Estudos mais recentes demonstram haver uma
importante relacdo entre a hipercolesterolemia e o desenvolvimento de neuropatologias, tais
como a doenga de Parkinson (Paul et al., 2017a) e a depressdo (Engel et al., 2016).
Atualmente em alguns paises a hipercolesterolemia afeta cerca de 50% dos adultos mundiais
(La Sierra et al., 2015). Nesse sentido, torna-se importante o controle de suas consequéncias.
Dessa forma, neste estudo foi avaliado o potencial efeito neuroprotetor do tratamento com
GNPs, moléculas anti-inflamatorias e antioxidantes, nas consequéncias cerebrais
caracteristicas da doenca de Parkinson induzidas pela exposicdo a uma dieta
hipercolesterolémica em camundongos Swiss.

A hipercolesterolemia é caracterizada pelo acimulo de colesterol total na corrente
sanguinea, podendo ser causada devido uma dieta inadequada ou alteracdes genéticas no
metabolismo do colesterol (Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2017). Como modelo animal
de hipercolesterolemia utilizamos camundongos Swiss alimentados durante oito semanas com
uma dieta suplementada com 1,25% de colesterol (Moreira et al., 2013). De acordo com
estudo anteriores, estes camundongos apresentaram em torno de 30% de aumento nos niveis
de colesterol total no plasma (Moreira et al., 2013; De Souza et al., 2019). De fato, 0 uso da
exposicao a dieta enriquecida com colesterol como modelo de hipercolesterolemia em coelhos
e roedores (ratos e camundongos) ja esta muito bem descrito na literatura. Diversos estudos
estdo utilizando estes modelos em investigacGes relacionadas ao tratamento das
consequéncias da hipercolesterolemia (Kapourchali, 2014; Goldstein et al., 2009).

A exemplo do que ocorre em modelos animais de outras doengas metabolicas
induzidas por dieta, como da diabetes por exemplo (De Souza et al., 2004), os animais
hipercolesterolémicos ingeriram menos ragdo e ganharam mais peso se comparados aos
animais alimentados com dieta padrdo. Isto também estd de acordo com o estudo recente que
utilizou esse modelo de hipercolesterolemia (De Souza et al., 2019). Esta diferenga entre

consumo e ganho de peso possivelmente é decorrente das diferengas existentes entre 0s
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valores energéticos de cada dieta. A dieta com alto teor de colesterol possui valor calérico de
4,7 kcal/g, enquanto que a dieta padrdo para roedores tem o valor calérico de 3,8 kcal/g. Esta
maior ingestdo calorica dos animais que receberam a dieta rica em colesterol, acabou
aumentando a saciedade e diminuindo a ingestdo alimentar nestes animais quando
comparados aos que receberam a dieta padréo.

Indmeros estudos experimentais utilizando modelos animais de hipercolesterolemia,
apontaram que altos niveis de colesterol no sangue induzem alteracbes cerebrais
caracteristicas da doenca de Alzheimer (Sparks et al., 1994; Refolo et al., 2000; Moreira et al.,
2012, 2013). Dentre estes trabalhos, o de Moreira e colaboradores (2013) demonstrou que
camundongos Swiss expostos a uma dieta rica em colesterol apresentaram prejuizo de
memoria e aprendizado. Mais recentemente Paul e colaboradores (2017a), observaram que
camundongos Swiss expostos a uma dieta hipercolesterolémica contendo 5% de colesterol
durante doze semanas, apresentaram um importante aumento dos niveis de colesterol no
sangue, apresentaram alteracdes motoras, tais como acinesia e catalepsia. Os danos motores
nestes camundongos hipercolesterolémicos foram associados a uma diminui¢do nos niveis de
dopamina no estriado (Paul et al., 2017a). Em nosso estudo a exposi¢do a uma dieta rica em
colesterol (1,25%) durante oito semanas também causou catalepsia nos animais. Dessa forma,
nossos dados apontam que niveis moderadamente aumentados de colesterol no sangue ja
foram associados a alteraces posturais caracteristicas da doenca de Parkinson nos
camundongos.

E importante mencionar que a depressdo estd presente em cerca de 40% dos
individuos com doenca de Parkinson. A depressdo é considerada uma alteracdo ndo motora
dessa doenca neurodegenerativa (Frisina et al., 2008). Os sintomas depressivos s8o mais
frequentes em pacientes com doenca de Parkinson do que na populacdo em geral (Reijnders et
al., 2008). De particular importancia, modelos animais de doenca de Parkinson — animais
expostos a 6-hidroxidopamina, por exemplo — apresentam comportamento tipo-depressivo
(Fontoura et al., 2017).

Nossos dados também apontaram comportamento do tipo-depressivo nos
camundongos hipercolesterolémicos, caracterizado pelo um aumento do tempo de
imobilidade no teste de suspensdo pela cauda e diminuicdo da autolimpeza no teste de
borrifagem da sacarose. Moreira e colaboradores (2013) em seu estudo afirmaram que a
hipercolesterolemia em camundongos Swiss ndo desencadeia comportamento tipo-depressivo.
No entanto, estes autores utilizaram o teste do nado forgado para avaliagdo do comportamento

tipo-depressivo. Cabe destacar que utilizando também o teste de nado forcado Paul e



40

colaboradores (2017a) mostraram que camundongos expostos a dieta hipercolesterolémica
apresentam comportamento tipo-depressivo, o que foi correlacionado com uma menor
concentracdo de serotonina no coértex cerebral dos animais. Previamente Engel e
colaboradores (2016) mostraram em um modelo experimental de hipercolesterolemia familiar
comportamento tipo-depressivo utilizando indmeros testes comportamentais, dentre eles os
testes suspensdo pela cauda e borrifagem da sacarose. Além disso, os autores apontaram que 0
comportamento-tipo depressivo induzido pela hipercolesterolemia esteve associado a uma
maior atividade da enzima monoamina oxidase hipocampal. Uma possivel explicacdo para
estes resultados contraditérios é a diferenca de finalidade dos testes disponiveis para avaliagdo
de comportamento tipo-depressivo. Os dois testes, suspensdo pela cauda e nado forcado,
envolvem a analise do comportamento espontdaneo do animal frente a uma situacdo
desconfortavel, no entanto, apresentam diferencas sutis. O teste de nado forcado é apropriado
para a avaliacdo do efeito antidepressivo de farmacos. Ja o teste de suspensdo pela cauda
apresenta boa validade preditiva, i.e. é indicado para avaliacdo de aspectos clinicos
caracteristicos da depressdo em modelos experimentais. Além disso, este teste também €
apropriado para a triagem de compostos com possiveis acdes antidepressivas. O teste de
borrifagem da sacarose, por sua vez, é considerado valido marcador comportamental de
anedonia em animais modelos de depressdo. Mais especificamente € mais indicado para a
andlise de alteracGes comportamentais associadas a alteragcdes nos niveis de dopamina (Powell
etal., 2012).

Mecanismos que relacionam o0s niveis aumentados de colesterol no plasma com o
desenvolvimento de alteracfes cerebrais ainda ndo estdo totalmente elucidados. Dentre os
fatores conhecidos que correlacionam a hipercolesterolemia as doengas do SNC estdo a
disfuncdo da BHE e a neuroinflamacéo (Sparks et al., 2000; de Oliveira et al., 2014). Sparks e
colaboradores (2000) demonstraram que a hipercolesterolemia afeta a integridade da BHE e
desencadeia 0 aumento no extravasamento de IgG em coelhos alimentados com uma dieta rica
em colesterol (Sparks et al., 2000). Além disso, em camundongos modelo experimental de
hipercolesterolemia familiar, os altos niveis de colesterol no sangue foram associados a um
aumento na permeabilidade da BHE no hipocampo, visualizada pelo aumento da expressao da
aquaporina-4 (De Oliveira et al., 2014). Nesse sentido, neste trabalho nds avaliamos se 0s
camundongos Swiss alimentados com uma dieta rica em colesterol apresentariam prejuizo da
BHE, por meio do ensaio com o corante fluoresceina de sodio. Os camundongos
hipercolesterolémicos apresentaram aumentada permeabilidade da BHE no bulbo olfatério e

hipocampo, mas ndo no estriado. O bulbo olfatorio € uma das primeiras regides cerebrais
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afetadas na doenca de Parkinson. Estima-se que 80% dos pacientes com doenca de Parkinson
tenham disfuncdo no bulbo olfatério (Doty, 2012). Ja as alteragBes hipocampais estdo bastante
relacionadas a fisiopatologia da depressdo. Ademais, a disfuncéo hipocampal esta relacionada
com as alteracGes neuropsiquiatricas presentes na doenca de Parkinson (Calabresi et al., 2013;
Chaetal., 2016).

As alteragfes da BHE associadas a hipercolesterolemia possivelmente sdo causadas pela
inflamacéo periférica caracteristica dessa condi¢cdo metabdlica. Uma caracteristica importante
da fisiopatologia de distdrbios metabolicos € a producdo aumentada de citocinas pro-
inflamatdrias (Ferreira et al., 2014). No estudo de Lohmann e colaboradores (2009)
camundongos expostos a dieta rica em colesterol apresentaram inflamagdo generalizada com
aumento de recrutamento de linfocitos T e macréfagos para o tecido adiposo, por fim
resultando na indugdo da produgdo de citocinas como TNFa, IL-1p ¢ IL-6. Em contraste, de
Souza e coautores (2019) observaram uma diminuicdo dos niveis de IL-6 no hipocampo dos
camundongos Swiss expostos a dieta hipercolesterolémica. Em adi¢do, evidéncias apontam a
disfuncdo da BHE como possivel evento desencadeador da doenca de Parkinson, bem como
da depressao (Carvey et al., 2005; Kortekaas et al., 2005).

Outro ponto importante nesse cenario é o envolvimento amplamente comprovado do
estresse oxidativo e da disfuncdo mitocondrial na patogénese de doengas metabolicas, assim
como das doencas neurodegenerativas (Fernandez-Checa et al., 2010; Sorriento et al., 2014;
Bhat et al., 2015; Rani et al., 2016; Jha et al., 2016). De particular interesse, 0 estresse
oxidativo é considerado um importante mecanismo de conexdo entre alteracdes na BHE e as
neuropatologias. Em adicéo, inimeros estudos vém demonstrando que a producdo aumentada
de espécies reativas de oxigénio (ERO) pode afetar a permeabilidade da BHE por diferentes
maneiras, e.g. via modulacdo das proteinas pertencentes as juncdes oclusivas (Pun et al.,
2009; Lochhead et al., 2010; Enciu et al., 2013). A vasculatura cerebral parece ser importante
fonte e alvo de estresse oxidativo. As mitocondrias atuam como fontes priméarias de ERO sob
estresse oxidativo (Freeman e Keller, 2012; Jha et al., 2016). Tucsek e colaboradores (2013)
demonstraram, em camundongos expostos a dieta rica em gorduras saturadas, que alteracdes
metabdlicas e a consequente inflamacdo sistémica estdo associadas a estresse oxidativo,
disfuncédo da BHE e neuroinflamacéo hipocampal. Em outro estudo foi demonstrado que ratos
alimentados com uma dieta rica em gorduras saturadas durante doze semanas apresentaram
disfungdo mitocondrial cerebral, indicada pelo aumento da producéo de mitocondrial de ERO
e despolarizagdo mitocondrial (Pintana et al., 2012). A hipercolesterolemia, por sua vez, causa

estresse oxidativo e disfuncdo mitocondrial em regides cerebrais como cortex, hipocampo,
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estriado e substancia negra (de Oliveira et al., 2011; Paul et al., 2017b). Muitas linhas de
evidéncia tém apontado para um ciclo oxidativo-inflamatorio na vasculatura cerebral induzido
pela hipercolesterolemia que poderia impactar areas relevantes para a cognicao
(Thirumangalakudi et al., 2008; Evola et al., 2010).

As GNPs vém sendo extensivamente estudadas devido suas propriedades anti-
inflamatorias e antioxidantes (Jeon et al., 2003; Tsai et al., 2007; Chen et al., 2013). Nesse
sentido, nds avaliamos o potencial efeito neuroprotetor das GNPs nas consequéncias cerebrais
associadas a hipercolesterolemia nos camundongos Swiss. Ndés observamos que o tratamento
em dias alternados com as GNPs na dose de 2,5 mg/kg foi capaz de prevenir a catalepsia, bem
como o comportamento tipo-depressivo nos camundongos hipercolesterolémicos. Além disso,
0 concomitante tratamento com as GNPs melhorou a disfuncdo da BHE no bulbo olfatério
dos camundongos expostos aos niveis elevados de colesterol no plasma. Nossos dados estdo
de acordo com o recente estudo de Muller e colaboradores (2017), o qual demonstrou que o
tratamento com GNPs foi capaz de atenuar o prejuizo cognitivo associado a doencga de
Alzheimer esporadica, e também preveniu o a inducdo do processo inflamatorio e dano
oxidativo no cérebro dos ratos. Especificamente, o tratamento com GNPs preveniu o estresse
oxidativo, i.e. producdo de espécies reativas e diminuicdo de antioxidantes celulares, assim
como o0 aumento na expressdo do fator de transcrigio NF«xB e da IL-1p (Muller et al., 2017).
Os possiveis mecanismos de acdo destas nanoparticulas parecem incluir a habilidade de
bloquear a funcdo do NFxB e processos inflamatdrios relacionados, e a capacidade de
neutralizar, via acdo scavenger, moléculas oxidantes. Nesse sentido, em estudo anterior de
Oliveira et al (2013) foi observado que um composto antioxidante, disseleneto de difenila,
também capaz de neutralizar compostos reativos oxidantes, preveniu o dano oxidativo e
disfuncdo mitocondrial cerebral em camundongos hipercolesterolémicos. De Souza e
colaboradores (2019), por sua vez, demonstraram que 0 enriquecimento ambiental, uma
estratégia que aumenta a atividade fisica, foi capaz de prevenir prejuizo de memoria em
camundongos Swiss expostos a dieta rica em colesterol. Os autores observaram que os efeitos
na cognicdo do enriquecimento ambiental foram devido a melhora na tolerancia a glicose nos
animais hipercolesterolémicos.

Em modelos experimentais de doengas metabolicas a GNPs também vem sendo
apontadas como interessantes estratégias terapéuticas. Por exemplo, os efeitos antioxidantes
das GNPs foram capazes de melhorar as condi¢bes de camundongos hiperglicémicos
(BarathManiKanth et al., 2010). Em camundongos expostos a uma dieta rica em gorduras, as

GNPs atenuaram a intolerdncia a glicose, hiperlipidemia e ganho de peso. Estes efeitos
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benéficos foram correlacionados com uma diminuicdo na producdo de citocinas pro-
inflamatorias no figado e tecido adiposo nos camundongos modelos experimentais de
obesidade (Chen et al., 2018a). De particular importancia, Chen e coautores (2018b)
observaram que o tratamento com GNPs nédo sé previne, como também é capaz de reverter as
alteracbes metabodlicas da obesidade em camundongos expostos a dieta rica em gorduras
saturadas. E importante mencionar que este foi o primeiro estudo a avaliar os efeitos das
GNPs nas consequéncias da hipercolesterolemia.

Estudos indicam que a absorcdo celular das nanoparticulas é dependente de
propriedades como tamanho, forma e superficie (Chithrani et al., 2006; Hyllier e Albertch,
2001). O estudo in vivo de Hyllier e Albertch (2001), mostrou que em camundongos as GNPs
administradas oralmente aparecem em varios tecidos e que a quantidade de absorcdo e
distribuicdo no corpo se correlacionava inversamente com o tamanho das particulas, portanto,
quanto menor a particula maior seu grau de permeabilidade celular. Neste trabalho o tamanho
das GNPs utilizadas era de 20 nm, o qual vem sendo amplamente aplicado em estudos
experimentais (Muller et al., 2017; Haupenthal et al., 2019; Silveira et al., 2014). A dose
utilizada de GNPs, 2,5 mg/kg, em estudos anteriores demonstrou ndo apresentar toxicidade
aos animais (BarathManiKanth et al., 2010). Outro ponto importante é que as GNPs sdo
capazes de ultrapassar a BHE (Li et al., 2015). Isto poderia explicar o fato de no nosso estudo
o tratamento com GNPs ter prevenido comportamento tipo-depressivo sem ter melhorado o
dano da BHE no hipocampo e bulbo dos camundongos hipercolesterolémicos.

E importante mencionar que atualmente os tratamentos disponiveis para doenca de
Parkinson e depressdo ndo sdo totalmente eficazes (Lauretani et al., 2014; Emamzadeh e
Surgucho, 2018). Diante disto, existe uma grande necessidade de se buscarem intervengdes
inovadoras, inclusive voltadas a prevencdo, principalmente para aqueles individuos com
fatores de risco associadas ao desenvolvimento destas neuropatologias. Ainda tendo em vista
os grandes desafios que sdo estimados para os proximos anos com relacdo a crescente
prevaléncia de doencas neurodegenerativas, 0 uso de novas tecnologias, como as
nanoparticulas, se faz muito importante e promissor para o desenvolvimento de farmacos que
proporcionem opcdes terapéuticas preventivas.

De particular importancia, a nanotecnologia parece ser uma importante ferramenta para
prevencdo das consequéncias cerebrais causadas pela hipercolesterolemia. No entanto, mais
estudos sdo necessarios para avaliacdo de seu efeito em outras alteragdes cerebrais (e.g.,
prejuizos de memdria e aprendizado), bem como para a investigagdo dos mecanismos

bioquimicos e moleculares envolvidos na neuroprotecdo induzida pelas GNPs.
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6 CONCLUSAO

A hipercolesterolemia nos camundongos foi associada as alteracfes caracteristicas da
doenca de Parkinson, tais como catalepsia e comportamento tipo-depressivo. Essas
modificagdes comportamentais nos camundongos alimentados com dieta rica em colesterol
foram relacionadas ao prejuizo da BHE em estruturas cerebrais como bulbo olfatorio e
hipocampo. Nossos dados ainda mostraram que o tratamento com GNPs melhora as
disfuncGes cerebrais em animais hipercolesterolémicos, possivelmente devido a seus efeitos
antioxidantes e anti-inflamatorios. Por fim, este estudo promoveu evidéncias experimentais
que apontam as GNPs como potenciais estratégias terapéuticas para prevencdo das
consequéncias da hipercolesterolemia, e do desenvolvimento de doengas neurodegenerativas,

particularmente da doenga de Parkinson (Figura 9).
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Figura 9. O tratamento com as nanoparticulas de ouro (GNPs) melhoram as disfuncdes cerebrais induzidas pela
exposicdo & uma dieta rica em colesterol em camundongos. Os efeitos neuroprotetores das GNPs estéo
possivelmente relacionados aos seus efeitos anti-inflamatorios e antioxidantes.
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