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RESUMO

A doenca de Alzheimer (DA) é caracterizada por neurodegeneracdo progressiva cerebral,
déficit cognitivo e alteracdes de memdria, com aproximadamente 50 milhdes pessoas com
condicgéo de DA atualmente, e com aumento progressivo da prevaléncia com o envelhecimento
populacional, representando a quinta causa de morte no mundo. As manifestacfes patoldgicas
da DA incluem a formagdo de placas B-amiloides (BA) extracelulares, devido & quebra
progressiva da proteina precursora de amiloide (APP), fosforilacdo da proteina tau, com
emaranhados neurofibrilares intracelulares, e neuroinflamacdo. Ressalta-se, também, o papel
da citocina pré-inflamatoria da interleucina-1p (IL-1B) na fisiopatologia da DA e o potencial
terapéutico do bloqueio do receptor IL-1R1, com inibic¢do da ativacdo do factor nuclear kappa
B (NF-xB) e da proteina-quinase ativada por mitdgenos (MAPK), e consequente reducdo de
diversas citocinas pro-inflamatorias, como a interleucina-6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral
alfa (TNFa). Ademais, o ouro na forma de nanoparticulas (GNPs) possui propriedades anti-
inflamatorias e antioxidantes, com supressdo da producdo mRNA para IL-6 ¢ TNFa, além de
boa disponibilidade para transporte pela barreira hematoencefalica (BHE). Como objetivo,
avaliou-se 0 uso terapéutico de nanoparticulas de ouro associadas ao peptideo do inibidor de
IL1-B DAP1-2 sobre parametros comportamentais, inflamatorios e neuroprotetores em um
modelo animal de doenca DA. Neste experimento foram utilizados 70 camundongos Black-
C57 (C57/BL6) machos, adultos, pesando entre 30 a 35g com 3 meses de idade, mantidos em
condicGes ambientais padrdo. O peptideo ou liquido cefalorraquidiano artificial (ACSF) (400
pmol/ml) foi inoculado intracerebroventricular nos camundongos, e o tratamento foi iniciado
24 horas ap6s. Os animais receberam o tratamento com GNPs via intranasal (25ug/mL) e
DAP1-2 (1ug/ul), por 17 dias com intervalos de 48 horas. Os animais foram distribuidos em
cinco grupos experimentais (n=14): 1-ACSF; 2-BA1 42; 3-BA1 42+DAP1-2; 4-BA1 42+GNPs; 5-
BA1-42+GNPs+DAP1-2. Nos dias 11° e 12° apos inoculagdo os animais foram submetidos ao
teste de campo aberto, no dia 13° ao teste Y maze, e a partir do dia 14° a 18° ao teste do labirinto
radial. Apos os testes comportamentais, no dia 19°, todos os grupos foram eutanasiados para a
coleta do cortex pré- frontal, hipocampo, figado e posteriormente andlises bioquimicas e
histoldgicas. Na analise histoldgica e bioquimica de figado ndo foi observado, em nenhum dos
grupos experimentais, indicios de hepatotoxicidade. Nos testes comportamentais e laboratoriais
foi demonstrado a eficacia dos compostos isolados ou associados, com efeito sinérgico
potencializado no grupo PA142+GNPs+DAP1-2, reduzindo os parametros inflamatorios, e
melhorando o comportamento e os marcadores de neuroprotecdo, com aumento dos niveis do
fator neurotréfico derivado do cérebro (BNDF), do fator de crescimento nervoso (NGF) e da
interleucina-10 (IL-10), anti-inflamatoria, e reducdo de IL-1B, TNFa e da expressdo génica da
APP. Em conclusdo, o estudo demonstrou, de forma inédita, que as GNPs e o DAP1- 2
melhoram 0s parametros comportamentais e bioquimicos do modelo experimental de DA,
principalmente pelo efeito terapéutico sinérgico potencializado quando associados, podem
representar alternativa terapéutica promissora na DA, principalmente reduzindo a
neuroinflamacéo e a expresséo génica da APP.

Palavras-chave: Doenca de Alzheimer; Neuroinflamacdo; Nanoparticulas de Ouro; Peptideo
do Inibidor de IL1-B; DAP1-2.



ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is characterized by progressive brain neurodegeneration, cognitive
deficits, and memory alterations. Currently, approximately 50 million people have AD, and its
prevalence is increasing progressively with population aging. It is the fifth leading cause of
death worldwide. Pathological manifestations of AD include the formation of extracellular -
amyloid (BA) plaques due to the progressive breakdown of amyloid precursor protein (APP),
phosphorylation of tau protein, with intracellular neurofibrillary tangles, and
neuroinflammation. The role of the pro-inflammatory cytokine interleukin-1p (IL-1p) in the
pathophysiology of AD and the therapeutic potential of blocking the IL-1R1 receptor, with
inhibition of the activation of nuclear factor kappa B (NF-kB) and mitogen-activated protein
kinase (MAPK), and consequent reduction of several pro-inflammatory cytokines, such as
interleukin-6 (IL-6) and tumor necrosis factor alpha (TNFa), are also highlighted. Furthermore,
gold in the form of nanoparticles (GNPs) has anti-inflammatory and antioxidant properties,
with suppression of mMRNA production for IL-6 and TNFa, in addition to good availability for
transport across the blood-brain barrier (BBB). The aim of this study was to evaluate the
therapeutic use of gold nanoparticles associated with the IL1-f inhibitor peptide DAP1-2 on
behavioral, inflammatory and neuroprotective parameters in an animal model of AD disease.
This experiment involved 70 adult male Black-C57 (C57/BL6) mice, weighing between 30 and
35 g, 3 months of age, kept under standard environmental conditions. The BA1-42 peptide or
artificial cerebrospinal fluid (ACSF) (400 pmol/ml) was inoculated intracerebroventricularly
into the mice, and treatment was initiated 24 hours later. The animals received treatment with
GNPs intranasally (25pg/mL) and DAP1-2 (1pg/uL) for 17 days with 48-hour intervals. The
animals were distributed into five experimental groups (n=14): 1-ACSF; 2-BA1-42; 3-BA1-
42+DAP1-2; 4-BA1-42+GNPs; 5-BA1-42+GNPs+DAP1-2. On days 11 and 12 after
inoculation, the animals were subjected to the open field test, on day 13 to the Y maze test, and
from days 14 to 18 to the radial maze test. After behavioral tests, on day 19, all groups were
euthanized for collection of the prefrontal cortex, hippocampus, and liver, and subsequent
biochemical and histological analyses. In the histological and biochemical analysis of the liver,
no evidence of hepatotoxicity was observed in any of the experimental groups. Behavioral and
laboratory tests demonstrated the efficacy of the compounds alone or in combination, with a
potentiated synergistic effect in the BA1-42+GNPs+DAP1-2 group, reducing inflammatory
parameters and improving behavior and neuroprotection markers, with increased levels of
brain-derived neurotrophic factor (BNDF), nerve growth factor (NGF) and interleukin-10 (IL-
10), anti-inflammatory, and reduced IL-1p, TNFa and APP gene expression. In conclusion, the
study demonstrated, for the first time, that GNPs and DAP1-2 improve the behavioral and
biochemical parameters of the experimental AD model, mainly due to the potentiated
synergistic therapeutic effect when associated, and may represent a promising therapeutic
alternative in AD, mainly by reducing neuroinflammation and APP gene expression.

Keywords: Alzheimer's disease, Neuroinflammation, Gold nanoparticles, IL1-f inhibitor
peptide, DAP1-2.
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1. INTRODUCAO

1.1  DOENCA DE ALZHEIMER

A doenca de Alzheimer (DA) e caracterizada por neurodegeneracdo progressiva
cerebral, deficit cognitivo e alteracbes de memoria, representando importante causa de
morbidade e mortalidade populacional, notadamente em pessoas idosas (Todd et al., 2013).
Estima-se em aproximadamente 50 milhdes de pessoas portadoras de DA atualmente e que
crescera significativamente nos préximos anos, com estimativas de aproximadamente 113
milhdes de portadores de DA até 2050 no mundo (Knopman et al., 2021).

Levando em conta 0s estagios iniciais da deméncia, a quantidade de individuos com
Alzheimer € consideravelmente maior do que o relatado na literatura disponivel. As estimativas
sdo ndo totalmente confiaveis, principalmente nos estagios iniciais da deméncia, onde ha
necessidade de médicos especialistas qualificados e estudos avancados de imagem de elevado
custo ou biomarcadores (Gustavsson et al., 2023).

Desde sua descoberta em 1906, pesquisadores tém trabalhado para entender melhor a
neuropatologia da Doenca de Alzheimer (DA) e criar técnicas de diagndstico para estratégias
terapéuticas bem sucedidas para retardar ou interromper a progressao da doenca (Leng et al.,
2021). O aumento da prevaléncia da DA esta entre as doencas do idoso de progressdo mais
lenta que afetam a qualidade de vida destes pacientes, sendo a quinta causa de morte no mundo
(Kunkle et al., 2021).

As causas da DA ndo estdo totalmente esclarecidas, apesar de extensa literatura
cientifica sobre fisiopatologia e fatores de risco, mas é provavel que seja o resultado de fatores
genéticos e ambientais (Breijyeh et al., 2020). Sabe-se, atualmente, que a incidéncia se eleva
significativamente ap6s os 65 anos de idade, e progressivamente aumenta com o
envelhecimento populacional (Tahami et al., 2022). Geralmente o declinio cognitivo comega
com prejuizo na capacidade de formar memorias recentes, mas inevitavelmente afeta todas as
funcgdes intelectuais e levando a dependéncia completa para fungdes bésicas da vida diaria e
morte prematura (Mayeux et al., 2012).

As manifestagoes patologicas da DA incluem placas amiloides (AP) extracelulares
difusas e neuriticas, e emaranhados neurofibrilares intracelulares (NFTSs) acompanhados por
microgliose reativa, neurites distroficas e perda de neur6nios e sinapses (Abubakar et al., 2022).

Embora essas lesdes patoldgicas ndo expliguem completamente as caracteristicas clinicas da
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doenga, foi levantada a hipotese de que alteragdes na produgdo e processamento da proteina [3-
amiloide podem ser o principal fator desencadeante (Calabro et al., 2021).

A placa A ¢ formado devido a quebra progressiva da proteina precursora de amiloide
(APP) pela ativacdo da p-secretase, enzima de clivagem de proteina precursora de amiloide do
sitio '8 1' (BACE 1), ¢ a y-secretase na via amiloidogénica (Kim et al., 2019). O aumento da
concentragdo desses monomeros A extracelulares geram gradualmente por sua polimerizagao
e agregacao, as placas amiloides em ndcleo denso (D'Onofrio et al., 2017).

A APP é uma proteina transmembrana que desempenha um papel substancial no
desenvolvimento e crescimento de neurdnios e fluxo axoplasmatico anterégrado. Mais de 90%
da APP sao clivadas pela a-secretase no estado fisiologico normal, e os 10% restantes da APP
estdo sendo clivadas e processadas pelas p e y-secretases, produzindo assim os peptideos
insoluveis AB42 e AB40 (Hernandez-Zimbron et al., 2014; Bettens et al., 2010).

A depuragdo e/ou agregacao de AP ¢ muito dependente do alelo do gene APOE que
codifica a apolipoproteina E, que funciona como carreador de lipidios (Yamazaki et al., 2019).
Entre os quatro alelos do gene (APOE), o alelo APOEg4 esta presente em 14,5% da populagdo
geral e 40% com DA de inicio tardio, enquanto o alelo Apog2 raro (6,4% da populacdo) pode
ter um papel protetor para a DA (Ostendorf et al., 2020).

O processo detalhado da APOE no inicio da DA ainda ndo esta bem estabelecido e
necessita de pesquisas genéticas e bioquimicas mais amplas para desvendar seu papel
(Ostendorf et al., 2020). Além disso, o0s estudos recentes também confirmaram que
neuroinflamacao, disfuncéo sinaptica, disfuncdo mitocondrial, ativacdo microglial, astrogliose,
perda de neurdnios, danos na permeabilidade da barreira hematoencefélica, infeccGes virais,
bacterianas e intestinais tém sido fatores substanciais responsaveis pela fisiopatologia da DA
(Hartman e Ross, 2018).

Fatores de risco genéticos para a DA incluem muta¢des dominantes raras herdadas nos
genes APP, PSEN1 e PSEN2, além de variagdes genéticas mais comuns, mas com penetracao
incompleta, como APOE. Em conjunto, as contribuicdes genéticas representam apenas uma
parte modesta do risco atribuivel, conforme se manifesta na idade de inicio da doenca
(Thambisetty et al., 2013).

A proteina tau também desempenham um papel vital no funcionamento fisioldgico dos
neurdnios, pois causam a polimerizacéo e estabilizacdo dos microtubulos, transporte de varias
enzimas e outras organelas ao longo do citoesqueleto celular, além de promover o crescimento

dos neurodnios (Kovacs, 2018).
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Tanto a fosforilacao da proteina tau quanto a geracao de placas AP estdo envolvidas na
fisiopatologia da DA, e sdo reguladas positivamente pelo estresse oxidativo (Abeysinghe et al,
2020). A atividade proteolitica de BACEL e a expressdao de mMRNA sdo aumentadas e associadas
ao aumento da producdo de varios biomarcadores oxidativos, por exemplo, 0 4-Hidroxinonenal
(HNE) durante a hipoxia e outros agentes oxidantes (Guglielmotto et al., 2009).

A sinalizacdo de BACEL é regulada positivamente devido a ligagdo de produtos
avancados de glicacdo (AGE) a seus receptores (RAGE), juntamente com a ativacdo da via de
sinalizacdo de factor nuclear kappa B (NF-xB), que causa a transcrigdo ¢ sintese de BACE1
juntamente com a geracao de AP (Kuhla et al., 2015).

O diagnostico da DA é predominantemente clinico, sendo facultado a utilizagdo de
métodos de diagnéstico por imagem, como ressonancia nuclear magnética, tomografia por
emissdo de positrons, dentre outros, e laboratoriais, porém o diagnéstico definitivo de certeza
é feito pos-morte por estudo anatomopatolégico (McKhann et al., 2011).

O National Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke a the
Alzheimer Disease and Related Disorders Association (NINCDS-ADRDA), em 1984,
desenvolveram um conjunto uniforme de critérios para permitir que médicos e pesquisadores
mantivessem a consisténcia no diagnostico, eles incluiram aspectos da historia médica, exame
clinico, testes neuropsicolégicos e avaliacBes laboratoriais (McKhann et al., 1984). O
diagnostico presuntivo por critérios é feito através de uma anamnese minuciosa, exame fisico
e avaliacdo padronizada cognitiva (Dubois et al., 2021).

Dentre os critérios clinicos, € utilizado o mini-exame do estado mental (MEEM),
composto de mdaltiplas questdes clinicas totalizando 30 pontos, sendo sua interpretacéo
dependente da escolaridade do entrevistado, e das alteragdes cognitivas como: afasias,
alteracdes da linguagem; apraxia, capacidade prejudicada na execucdo de atividades motoras;
agnosia, dificuldade de reconhecer ou identificar objetos, apesar de um funcionamento sensorial
intacto; e alteracdes no funcionamento executivo (Folstein al., 2020; Aprahamian et al., 2009).

Cabe destacar que a seletividade do envolvimento das estruturas cerebrais na doenca de
Alzheimer (DA) € singular, enquanto algumas areas anatbmicas estdo comprometidas, as outras
areas adjacentes permanecem intactas (Kim et al., 2022). O hipocampo, uma das areas cerebrais
impactadas pela DA, apresenta uma rapida perda de tecido nos estagios iniciais, relacionada a
desconexo funcional com outras partes do cérebro (Koval et al., 2021). A medida que a doenga
evolui, a atrofia das regides temporal medial e hipocampal torna-se um marcante estrutural,

com progressao tardia para o restante do cérebro (Rao et al., 2022).
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Uma quantidade significativa de evidéncias epidemioldgicas sugere, também, que o
diabetes mellitus tipo 2 (DM2), obesidade e outros estados pré-diabéticos de resisténcia a
insulina sdo fatores de risco para DA (Stoeckel et al., 2016) e disturbios relacionados
(MacKnight et al., 2002).

A resisténcia a insulina tem sido proposta como indutora de doengas neurodegenerativas
através de uma série de mecanismos, incluindo a promocao de patologias especificas da doenca,
lesGes vasculares e um aumento da vulnerabilidade neuronal e neurodegeneracdo em geral (De
la Monte et al., 2012).

Relata-se que em um modelo animal para DM2, com camundongos transgénicos
C57BL/6 expressando o gene mutante humano [A30P]AS, houve a promocdo, o
desenvolvimento e acumulagdo marcadores de DA, como placas AP, NFT e lesdes de a-
sinucleina (Rotermund et al., 2014). Estudos de neuroimagem mostram que o DM2 esta
associado com padrdes de alteracOes cerebrais consistentes com deméncias neurodegenerativas,
incluindo lesbes na substancia branca (Van Harten et al., 2006).

Apesar de ndo existir cura para a DA, ha diversas op¢des de tratamento, farmacoldgicos
e ndo-farmacoldgicos, que podem ajudar a retardar a progressao da doenca e melhorar a
qualidade de vida dos pacientes. Manter a aptiddo cardiovascular, praticar atividades
intelectuais regularmente e alimentacdo saudavel podem contribuir para fortalecer a funcéo
cognitiva e reduzir o risco de DA. Sendo a predisposi¢do genética para a doenca considerada
fator importante no seu desenvolviment, como as mutacdes nos genes da APP, presenilina-1
(PSEN-1), presenilina-2 (PSEN-2) e apolipoproteina E (ApoE) (Breijyeh et al., 2020).

Atualmente, ha um total de oito medicamentos disponiveis para o tratamento da doenca
de Alzheimer. Dentre eles, dois modificam a biologia subjacente da doenga, contribuindo para
retardar o declinio cognitivo e funcional em alguns pacientes. Um terceiro medicamento dessa
categoria estava sendo avaliado para possivel aprovacdo no momento da publicagdo. Além
disso, seis medicamentos foram aprovados para 0 manejo dos sintomas da deméncia
relacionada ao Alzheimer (Better et al., 2023).

Entre os medicamentos que podem reduzir os sintomas da DA, sem alterar a evolugao
da doenca, estdo os inibidores da acetilcolinesterase, que bloqueiam a degradacdo enzimatica
da acetilcolina, e os antagonistas do receptor N-metil D-aspartato (NMDA), que impedem a
ligagdo do glutamato aos receptores NMDA, evitando a morte celular por hiperatividade
neuronal. Os inibidores da acetilcolinesterase aprovados incluem donepezil, galantamina e
rivastigmina, enquanto o Unico antagonista do receptor NMDA aprovado é a memantina
(Selkoe et al., 2024).
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Trés desses medicamentos aprovados para uso clinico alteram a progressdo da DA,
aducanumab, donanemab e lecanemab, retardando o declinio cognitivo e funcional
neuroldgico, sendo que o aducanumab teve sua fabricacdo descontinuada pelo fabricante por
motivos nao totalmente esclarecidos. Eles agem na remogao de placas AP e oligobmeros AP do
tipo protofibrilas. Estes medicamentos sdo anticorpos monoclonais contra estruturas Ap,
removendo placas amiloides cerebrais e modificando o curso da DA (Wang et al., 2024).

Os ensaios clinicos de lecanemab demonstraram uma reducdo moderada do declinio
cognitivo e funcional em pacientes com comprometimento cognitivo leve ou deméncia
associada a DA, nos quais possuem evidéncias de acumulo de placas AP no cérebro, conforme
determinado por meio de imagem funcional molecular cerebral ou analise do liquido
cefalorraquidiano (LCR). E importante ressaltar que o lecanemab n&o é uma cura para a DA,
sendo indicado apenas para pessoas com comprometimento cognitivo leve ou deméncia devido
a DA (Wang et al., 2024; Madnani, 2023).

1.2 NEUROINFLAMACAO E ESTRESSE OXIDATIVO NA DOENCA DE
ALZHEIMER

Neuroinflamacao é, de forma geral, definida como uma resposta inflamatéria no sistema
nervoso central, induzida por varias acdes patogénicas, como infeccdo, traumatismo, isquemia
e toxinas (Leng et al., 2021). Esse processo resulta na producéo de citocinas pré-inflamatorias,
tais como IL-1B, IL-6, IL-18 e fator de necrose tumoral (TNF), quimiocinas incluindo CCL1,
CCL5 e CXCL1, pequenas moléculas mensageiras como prostaglandinas e 6xido nitrico (NO),
além de espécies reativas de oxigénio, que sao produzidas por células imunes inatas no SNC.
Essas células sdo principalmente a microglia e os astrdcitos, enquanto células endoteliais
capilares e células sanguineas infiltrantes também participam na reacdo (Thakur et al., 2023).

Por muitas décadas, o cerebro foi considerado um o6rgdo privilegiado totalmente imune,
mas esse conceito se desvaneceu e foi substituido por um modelo relativo de neuroinflamagéo
envolvendo uma sofisticada resposta imune na DA. Outros disturbios neurodegenerativos
compartilham cascatas inflamatorias patogénicas comuns (Louveau et al., 2015).

Muitas vezes, a base € 0 enovelamento inadequado de proteinas que se agregam em um
padréo tridimensional especifico da doenca, que estd associada a uma neuroinflamacéo
significativa que contribui para o inicio e progressao da doenca. Essa via patogénica também

parece fundamental na DA (Knopman et al., 2021).
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Em primeiro lugar, foi estabelecida uma forte ligacdo entre DA e a resposta imune inata
com ceélulas microgliais como seus principais atores no cérebro, uma vez que a microglia
primariamente se localiza na vizinhanca de placas amiloides ou neuriticas (Serrano-Pozo et al.,
2011) e interagem com placas AP e NFTs extracelulares associados a DA (Cras et al., 1991; El
Khoury et al., 1998).

A neuroinflamacdo foi originalmente vista como uma resposta passiva a essas
deposicOes de proteinas, no entanto, pesquisas mais recentes indicam uma contribuicdo ativa
de processos inflamatdrios para patogénese da DA, com a contribuicdo também da resposta
imune adaptativa, tornando a neuroinflamacgéo outra marca registrada do DA (Heneka et al.,
2015; Webers et al., 2020).

A microglia representa o principal sensor do sistema imunoldgico inato no cérebro, em
repouso exibe uma morfologia ramificada e atividade de apresentacdo fraca de antigeno. Sobre
ativacdo por dano tecidual ou patdgenos, sua morfologia muda para uma forma ameboide,
permitindo que eles migrem através do tecido neuronal com aumento da expressdo de
receptores que reconhecem neurotoxinas e a partir disso induzir a producdo de padrdes
moleculares associados a danos (DAMPSs) e padrdes moleculares associados a patdégenos
(PAMPs) (Leng et al., 2021).

A microglia ¢ ativada por placas BA por meio de varias vias, que envolvem diversas
moléculas e vias de sinalizacdo, como Nrf2/NLRP3/NF-kB/p38 MAPKs/GSK-3. Isso resulta
na liberag&o de citocinas como TNF-a, IL-1f e IL-6, contribuindo para a disfungdo e morte das
células do SNC (Liu et al., 2023). A micréglia pode ser ativada também por fibrilas,
lipopolissacarideo (LPS) e outros, ao se ligarem aos receptores de reconhecimento de padrdes
(PPRs) (Leng et al., 2021).

E amplamente reconhecido que as micrdglias s&o classificadas em diferentes estados de
polarizacdo com base em seus perfis imunofenotipicos: o M1 (pré-inflamatério ou
classicamente ativado) e o M2 (anti-inflamatorio ou alternativamente ativado). No entanto,
existem evidéncias crescentes de que as micrdglias apresentam uma diversidade muito maior
do que essas duas categorias (Cai et al., 2022).

Em um cérebro de envelhecimento saudavel, a microglia evolui para um fené6tipo mais
inflamatorio, contribuindo assim para um ambiente inflamatorio. Esta microglia ativada ou
sensibilizada esta na base de um ciclo vicioso de resposta pro-inflamatoria contribuindo
significativamente para neurodegeneracdo no cérebro com DA (Franceschi e Campisi, 2014;
Norden e Godbout, 2013).
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Além de participar de varias atividades fisioldgicas criticas e fungGes como a
integridade da barreira hematoencefalica (BHE) e a regulacdo do crescimento axonal e
mielinizagdo, os astrdcitos também sdo importantes reguladores celulares do sistema imune
inato (Leng et al., 2021). A astrogliose reativa também foi demonstrada no cérebro com DA,
principalmente nas proximidades das placas amiloides (Medeiros e La Ferla, 2013).

Os astrocitos desempenham um papel critico na metabolizagdo das placas AP pelo
processo de fagocitose e secre¢ao de proteases degradantes de AP. A presenca de placas de AP
impactam os astrocitos, aumentando os niveis de célcio e a atividade pro-inflamatoria por meio
da via RAGE/NF-kB (Shareena et al., 2023). Foi proposto que o insulto inflamatério induz o
fendtipo de astrocitos Al atraves da via NF-kB, enquanto a isquemia induz o fenotipo A2 por
meio da via dos transdutores de sinal e ativadores da transcri¢cdo 3 (STAT3) (Liddelow et al.,
2017).

Analogamente a microglia, os astrocitos liberam citocinas, interleucinas, NO e outras
moléculas potencialmente citotoxicas apds exposicdo a AP, exacerbando os processos
neuroinflamatérios e liberando a proteina C3 do complemento que se liga ao C3aR neuronal
(Jensen et al., 2013; Skaper et al., 2018). Interacbes reciprocas entre microglia e astrocitos
desempenham um papel essencial tanto em processos fisioldgicos cerebrais e
neurodegenerativos (Bouvier e Murai, 2015).

Embora ambos os tipos de células gliais parecem contribuir para a neuroinflamacéo na
DA, 0 momento e o mecanismo de seu envolvimento podem diferir substancialmente (Leng et
al., 2021). As caracteristicas celulares da microglia suportam um papel mais forte nos estagios
iniciais da cascata neuroinflamatoria, enquanto a expressdo e liberagdo TNFa diferenciam
daqueles recrutados precocemente da microglia, e poderiam iniciar uma onda de sinais
complementares pela co-liberacéo de, por exemplo, espécies reativas de oxigénio (ERO) para
iniciar vias reativas em astrécitos locais (Kreutzberg, 1996; Bouvier e Murai, 2015).

Microglia do fenotipo M1 produzem e liberam mediadores inflamatorios, como a 0xido
nitrico sintase induzivel 2 (INOS/NOS2), cicloxigenase-2 (COX-2), IL-1b, IL-6, IL-12, TNFa.,
CCL2, NADPH oxidase, integrinas, proteinas hidrolases, ROS e NO, causando
neuroinflamacéo, danificando redes neuronais, inibindo a neurogénese e causando lesdo a BHE
(Dey et al., 2021). Além disso, as micrdglias do tipo M1 induzem a proliferacdo de astrécitos,
promovem a cicatrizagéo glial, formam uma barreira ao redor dos ax6nios danificados, inibindo
a extensdo neuronal (Aili et al., 2023).

As microglias do fendtipo M2 produzem e liberam citocinas anti-inflamatorias e fatores

neuroprotetores, como arginase 2 (ARG2), fator de crescimento transformador-f (TGF-p), IL-



19

10, fator de crescimento de fibroblastos basico (bFGF), fator de crescimento semelhante a
insulina 1 (IGF-1), CSF1, IL-6, fator de crescimento neurogénico (NGF), neurodistrofina e
BDNF, que inibem as respostas inflamatorias, protegem o0s neurbnios e promovem a
neurogénese (Dey et al., 2021).

E importante mencionar, como indicador de ativacio da microglia, a molécula
adaptadora de ligacdo de célcio ionizada 1 (Ibal), que é uma proteina especifica para
micrdglia/macrofago. A Ibal desempenha um papel na agregacédo de actina, além de participar
do enrugamento da membrana e da fagocitose na microglia ativada (Ohsawa K et al., 2004).

O envolvimento do sistema imunoldgico adaptativo nos distarbios neurodegenerativos,
como na DA, também pode ser presumido. Ativacao e infiltracdo de linfdcitos T periféricos no
liquido cefalorraquidiano e no cérebro podem ser um importante fator de contribuicdo para a
patologia da DA. Células T CD3+ infiltradas, principalmente do subtipo CD8+, foram descritas
em humanos post-mortem no parénquima cerebral de pacientes com DA (Togo et al., 2002).
Em contraste com a gliose e a presenca de CD3+, as células T geralmente se correlacionam
mais com neuropatologias correlacionadas com a proteina tau do que com placas amiloides
(Merlini et al., 2018).

Além disso, subconjuntos de células T no liquido cefalorraquidiano e no sangue
periférico mostram alteracbes patoldgicas. Linfocitos T auxiliares diminuidos, Th17
aumentados e niveis também aumentados de células T CD8+ foram dosados no sangue de
pacientes com DA (Gate et al., 2020), enquanto a expansdo clonal de células T CD8+
apresentadoras de antigeno, estavam presentes no liquido cerebrospinal de individuos com DA
(Gate et al., 2020), indicativo migracao de células T para o SNC.

O sistema imunoldgico adaptativo, assim como a resposta imune inata, pode estabelecer
uma relacdo de 'amigo ou inimigo' na DA. Varios estudos baseados em modelos animais
ilustraram que regulacéo controla a deplegdo de células T, pode ser neuroprotetora e mitigar a
progressao da DA através da supressao de subconjuntos de células T prejudiciais e até mesmo
a modulacdo da resposta microglial para estimulo de deposi¢dao de placas AP (Mayne et al.,
2020).

Além dos processos inflamatorios locais, € bem estudada a correlacdo entre
arterioesclerose e DA, e o efeito da inflamagédo sisttmica em ambas as patologias tém sido
apresentadas nos ultimos anos. Um conjunto crescente de evidéncias sugere que a inflamacéo
sistémica esta associada ou precede a arterioesclerose (Durham et al., 2018). Além disso, ao

nivel do cérebro, a inflamacéo sistémica, marcada por citocinas pro-inflamatérias circulatorias
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elevadas, podem estimular uma resposta inflamatdria cerebral, promovendo neurodegeneracéo
e DA (Paouri e Georgopoulos, 2019).

A inflamacdo sistémica demonstrou induzir declinio cognitivo e mudancas
comportamentais (Sankowski et al., 2015). Estes achados levantam a questdo se a inflamacao
sisttmica desempenha um papel compensatorio, fisiolégico ou talvez meramente um papel
associativo na convergéncia com DA. O acumulo de evidéncias experimentais e clinicas sugere
que os peptideos AP, AB1-40 em particular, exercem propriedades com agédo pré-inflamatoria
periférica e cerebral, tornando este um biomarcador inflamatorio interessante (Visconte et al.,
2018).

Além disso, o envelhecimento associado a proteina amiloidogénica tem sido
correlacionado com o agravamento da inflamacdo cerebrovascular, notadamente pela disfuncao
endotelial (Younger et al., 2020). Foi sugerido, também, que a inflamacao aumenta a producéo
de metilglioxal, um dicarbonil derivado da glicose, sendo que aumento dos niveis de
metilglioxal pode exacerbar o declinio cognitivo, principalmente em pacientes diabéticos
(Dhananjayan et al., 2017).

Elucidando os mecanismos subjacentes de acdo dos biomarcadores acima mencionados
pode ocorrer o cruzamento entre inflamacdo vascular e cerebral, sisttémica e local. No longo
prazo, esse entendimento pode fornecer a base para novas abordagens terapéuticas
antinflamatdrias que tenham como alvo terapéutico a arterioesclerose e/ou DA (McKhann et
al., 2011).

Apesar de ser a menor molécula sinalizadora gasosa, 0 NO é responsavel por manter a
homeostase em uma infinidade de tecidos e vias moleculares (Balaiya and Chalam, 2014) e
desempenha um papel fundamental na patogénese da inflamagdo, embora tenha propriedades
controversas (Sharma et al., 2007). Em condic¢des normais fisioldgicas, o NO exerce um efeito
anti-inflamatorio (Zhang et al., 2020), entretanto 0 NO também é considerado um mediador
pro-inflamatorio em condigOes patoldgicas, como na arterioesclerose (Chiba et al., 2019) e na
DA (Stefano et al., 2020), principalmente devido a sua contribuig&o no estresse nitro-oxidativo
(Pérez-Torres et al., 2020).

A geracdo de NO endotelial e/ou sua biodisponibilidade pode ser diminuida pelo
aumento da geracdo de metabolicos do estresse oxidativo. Por si SO, 0 estresse oxidativo
contribui para a disfuncéo e pela rapida inativacao oxidativa do NO e a producdo excessiva de
superdxido. Como resultado, a enzima 6xido nitrico sintase 3 (eNOS) desacopla a atividade e

a biodisponibilidade do NO diminui, criando um desequilibrio redox, com formacao de espécies
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reativas de nitrogénio (ERN) e de ERO, e estresse oxidativo geral, que precede inimeras
patologias vasculares associadas a DA (Sena et al., 2013).

A ERO (superéxido, por exemplo) e ERN sdo formadas, dentre outras, por multi-
subunidades da NADPH oxidase (NOX) e complexos de oxigénio molecular, usando NADPH
como doador de elétron (Bai et al., 2022). Por muitos anos, pensou-se que a expressao de NOX
ocorresse apenas na infiltracdo de mondcitos/macréfagos e fagdcitos, no entanto, a expressdo
de NOX também foi recentemente observada em componentes da parede vascular (Panday et
al., 2015).

As substancias tipicas de defesa antioxidante incluem a superoxido dismutase (SOD), a
glutationa (GSH), a glutationa peroxidase (GPX) e a catalase (CAT) (Vives-Bauza et al., 2007).
A SOD regula o excesso de O2 — na via endogena, convertendo-0 em peroxido de hidrogénio
(H202), que é, em seguida, transformado em agua pelas enzimas CAT ou peroxidase. Em
condigdes fisioldgicas, ERO, ERN e os antioxidantes sdo mantidos em homeostase, sendo as
ERO e ERN neutralizadas quando geradas em excesso (Yu et al., 2024).
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Figura 1: Neuroinflamag&o na doenga de Alzheimer. O peptideo AB produzido pelo processamento de APP, forma
agregados que ativam a microglia e astrdcitos por meio de TLRs e receptores RAGE. Esses receptores, por sua
vez, ativam os fatores de transcricdo NF-kB e AP-1, que induzem a producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e a expressdo de citocinas inflamatorias (IL-1p, IL-6, TNF). Fonte: adaptado de Meraz-Rios et al., 2013.



22

Na DA, ERO séo geradas principalmente via NOX2 na micrdglia. A produgdo
microglial aumentada de NOX2 est4 associada com incremento da neuroinflamagdo e
deposicdo de placa amiloide (Simpson and Oliver, 2020). Neste contexto, a neuroinflamacéo
tem sido atribuida, principalmente, a uma perda de integridade da barreira hematoencefalica
(BHE) (Wardlaw et al., 2013). A BHE também serve como a primeira linha de defesa do
cérebro, sendo um microambiente singular contra indutores patogénicos da circulacdo
sanguinea sistémica (figura 1) (Sweeney et al., 2019).

A diminuicdo da atividade da eNOS restaurou a permeabilidade da BHE, sugerindo que
0 NO derivado da eNOS é um fator importante para a patologia cerebrovascular demencial
(Beauchesne et al., 2009). Esta resposta neuroinflamatoria envolve a expressdo alterada de
juncbes aderentes em células epiteliais cerebrovasculares, levando também a uma perda de
integridade da BHE e inducéo de angiopatia cerebral amiloide (CAA) (Carrano et al., 2012).

Mais especificamente, suple-se que o principal fator causal da disfungéo
cerebrovascular, como visto na DA, é o estresse oxidativo com produgdo de ERO (Hwang and
Kim, 2018). Sabe-se que a formacdo de ERO na presenca de peptideos AP reduz a
biodisponibilidade de NO vascular cerebral (Austin e Katusic, 2020).

Dado ao seu efeito antiplaquetério e vasorelaxante, a reducdo da biodisponibilidade do
NO, induz ao estresse oxidativo por NOX2 (Malkov et al., 2020), provavelmente promovendo
hiperativacdo plaquetéria e coagulacdo, o que piora o fen6tipo pré-tromboembdlico observado
no cérebro e na microvasculatura de pacientes com DA (Bose et al., 2019). Além disso, sabe-
se que plaquetas sdo uma fonte sistémica de processamento de APP e, portanto, de geracédo de
peptideos AP (Foidl et al., 2020).

Ressalta-se que a IL-1p ¢é a principal ativadora do inflamossomo NLRP3. As placas A
levam ao aumento de pro-IL1-f para IL1-f madura na microglia por meio da ativagdo de
NLRP3 na presenca de EROs, amplificando o processo neuroinflamatério (Gao et al., 2022).
H& também evidéncias de que a inibicdo de IL1-B, consequentemente NLRP3, melhora
amplamente a perda de memoria espacial e reduz a deposi¢ao de A em modelos murinos de
DA (Heneka et al., 2013). Podendo o inflamossomo NLRP3 ser o mecanismo central da

neuroinflamacédo na DA (Gao et al., 2022).

1.3 NANOPARTICULAS DE OURO

O ouro é utilizado ha mais de 2000 anos para fins medicinais por diversos povos e

culturas (Lou-Franco et al., 2021). Nos ultimos anos, houve crescimento exponencialmente das
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aplicabilidades do ouro coloidal por nanotecnologia através de nanoparticulas de ouro (GNPs)
na biologia e medicina (Paula et al., 2015).

As GNPs tém sido amplamente estudadas em virtude de seus efeitos promissores como
antioxidantes e anti-inflamatérios, inibindo as vias de sinalizacdo MAPK, NF-kB, JAK/STAT,
ERK-1/2, IKK-0/f e outras vias de sinalizagéo, e ativando a sinalizacdo AMPK/Nrf2, o que
facilita o controle de respostas inflamatoérias (Aili et al., 2023). Destaca-se a supressdo da
expressao NF-kB por interagdo com a cisteina-179 do inibidor da subunidade beta da cinase
kappa-B do fator nuclear (IKK-B), redugédo das citocinas pro-inflamatorias IL1-p, IL-6 e TNF-
a, PEG2, NO, iNOS e COX-2, e também das ERO e ERN (Aili et al., 2023; Pinho et al., 2022).

Relata-se que a GNPs aumenta a expressao heme oxigenase-1 (HO-1), enzima de defesa
antioxidante mediada por ativacdo de proteinas cinases ativadas por mitdgeno p38 (P38 MAPK)
e pelo fator nuclear eritroide 2-relacionado ao fator 2 (Nrf2), ou fator de transcri¢do redox-
sensivel. A ativacdo de Nrf2 por estresse oxidativo é regulada principalmente Keapl (Kelch-
like ECH associated protein 1), sendo a via de sinalizacdo Keapl-Nrf2 uma das principais
respostas protetoras ao estresse oxidativo e eletrofilico (Ko et al., 2020).

As GNPs também mostram eficacia na captura de espécies reativas de oxigénio (ERO),
como o peroxido de hidrogénio (H202) e 0 anion superdxido (O2-), o que potencializa a
atividade das enzimas antioxidantes, apresentando atividade similar & catalase, possivelmente
por causa do estado de valéncia misto das GNPs (Nie et al., 2007). Estudos também indicam
gue as GNPs induziram mudanca do fenotipo M1 (pro-inflamatério) para o fenétipo M2 (anti-
inflamatdrio) de microglias e macrofagos, reduzindo a resposta inflamatoria (figura 2) (Aili et
al., 2023).

Elas apresentam propriedades Unicas, como tamanho, distribuicdo, morfologia e
funcionalizacéo da superficie, além de caracteristicas Opticas, eletronicas, redox e cataliticas. A
toxicidade das GNPs depende da dose, tamanho, forma e/ou carga de superficie da molécula,
mas em regra, apresentam baixa citotoxicidade e alta capacidade de interagdo com as células,
sendo, portanto, utilizadas clinicamente para otimizar o potencial dos medicamentos,
modificando a farmacocinética, biodistribuicdo e absorcao celular (Silveira et al., 2014).

Outra caracteristica fundamental das GNPs para aplicacdo na area médica é a carga da
superficie. A carga superficial, em conjunto com o tamanho e a forma, pode influenciar
diretamente a eficiéncia e a absorcdo celular das GNPs. As GNPs podem apresentar carga
positiva, negativa ou até serem isentas de carga. As GNPs com carga negativa tendem a ser
menos tdxicas do que aquelas com carga positiva. Além disso, GNPs podem prejudicar a

integridade da membrana celular, o que leva a um aumento da toxicidade (Pinho et al., 2022).
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A superficie das GNPs pode ser facilmente modificada para se conectar a diferentes
tipos de ligantes ou biomoléculas, dependendo da aplicacdo, 0 que assegura uma maior eficacia
dessas nanoparticulas. As modifica¢Ges na quimica da superficie das GNPs, em conjunto com
a adicdo de biomoléculas, podem melhorar significativamente a permeabilidade dessas
particulas em células e tecidos, aumentando, assim, a eficacia das GNPs no tratamento e
diagndstico de doencas (Zhang et al., 2020).

E bem estabelecido que as GNPs reduzem as lesdes cerebrais em modelo animal de DA,
estabilizando as proteinas Tau e preservando a funcdo mitocondrial no hipocampo e cortex
cerebrais, modulam o estresse oxidativo e a resposta inflamatdria, reduzindo o escape de
citocromo C mitocondrial para o citoplasma e dos niveis de Caspase-3 ativadas (dos Santos et
al., 2020).

As nanoparticulas de ouro possuem penetracdo na BHE variavel, a depender do tamanho
das particulas, sendo que particulas menores que 30nm atravessam a BHE com maior
facilidade. Este transporte é realizado principalmente por transcitose absor¢do-mediada (AMT)
e transcitose receptor-mediada (RMT), associados a gasto de energia (Sela et al., 2015).

As GNPs, por apresentar caracteristicas coloidais, quando administrado por via
parenteral ou sanguinea, € rapidamente capturada pelas células do sistema monocitico-
macrofégico, principalmente pelas células de Kupffer no figado, reduzindo significativamente
a disponibilidade para transporte na BHE (Saterborg et al., 1973; Raliya et al., 2017).

A presenca da BHE limita o acimulo de GNPs no SNC apds administracdo intravenosa
(IV) ou intraperitoneal (IP), sendo a via intranasal (IN) uma boa estratégia para contornar a
BHE e reduzir toxicidade nas areas ndo- alvo do restante do organismo, notadamente no figado
(Lochhead et al, 2012; Nance et al., 2022).

Cabe ressaltar, ainda, que a sintese verde de nanoparticulas, como as GNPs reduzidas
com curcumina (CUR), tem efeitos promissores e sinérgicos no controle da resposta
inflamatdria e do estresse oxidativo (Mendes et al., 2024). A CUR ¢ capaz de controlar a
resposta inflamatdria diminuindo a atividade da via enzimatica dxido nitrico sintase induzivel
(iNOS), lipoxigenase (LOX), fosfolipases A2 (PLA2s) e COX-2 que obstruem a sintese de
prostaglandinas e leucotrienos pré-inflamatorios, e também exerce efeitos anti-inflamatdrios
por meio da modulagéo inibitéria do inflamassoma NLRP3. GNPs e CUR tém uma alta
tendéncia a aceitar elétrons e interagir com ERO para elimina-los ou desativa-los, através do
efeito scavenger (Casagrande et al., 2023).

A curcumina é um polifenol proveniente da planta timerica (Curcuma Longa L.),

também conhecida como acafréo da terra. A curcumina estd atualmente sendo investigada por
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suas possiveis e provaveis vantagens contra o cancer, doengas neurodegenerativas,
inflamatdrias e cardiometabdlicas (Patel et al., 2020). A curcumina tem se destacado como um
composto seguro, acessivel e acessivel que consegue atravessar a BHE, o que tem atraido
pesquisadores para sua aplicacdo no tratamento de doencas neurodegenerativas (Mohammadi
etal., 2022).

A curcumina tem demonstrado efeitos neuroprotetores em doencas neurodegenerativas,
como a DA. Pesquisas indicaram que este composto diminuiu a sintese da proteina BA ao
estimular a atividade de mondcitos e macrofitas (Wang et al., 2010; Khosravi et al., 2023).
Portanto, a curcumina, ao inibir citocinas pré-inflamatoérias como TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8 €
COX-2, oferece beneficios terapéuticos ao diminuir as condicfes inflamatorias e regular a
homeostase do SNC. Pesquisas mostraram que a curcumina proporciona protecdo a varias
células, incluindo astrécitos, neurdnios e microglia, além de diferentes areas do Sistema
Nervoso Central, como o hipocampo, o mesencéfalo, o cortex e a medula espinhal (Zhu et al.,
2004; Ishrat et al., 2009).
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Figura 2: GNPs promovem efeitos anti-inflamatdrios e antioxidantes e interagem com diferentes moléculas, que
sinergicamente reduzem o estresse oxidativo. A entrada de GNPs no ambiente celular inibe citocinas pré-
inflamatérias circulantes, e interages com CYS-179 de IKK-B e subsequente inibicdo da via NF-kB e
amplificacdo da resposta inflamatéria impactam a regulacdo do estresse oxidativo. Fonte: adaptado do Grupo de
Pesquisa em Protecdo e Reparo Tecidual da Universidade do Extremo Sul Catarinense (Unesc).
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1.4  PEPTIDEO INIBIDOR DE IL1-B

O peptideo do inibidor de IL1-p (IL-1Ra) é uma molécula antagonista do receptor IL-
1R1 que controla os niveis de IL-1p ao se ligar ao receptor e impedir a ligacdo da IL-1B, com
inibicdo da ativagdo do NF-kB e MAPK, e consequente reducdo de diversas citocinas pro-
inflamatorias, como IL-6 ¢ TNFa, tornando-a um componente chave no controle do processo
inflamatdrio (Retinasamy et al., 2023).

A IL-1B foi identificada em 1977 ¢ foi classificada como uma IL-1 de atividade
especifica reduzida. Apenas com o progresso tecnoldgico, a clonagem e o uso de IL-1pB
recombinante, conseguimos compreender suas caracteristicas bioldgicas. A IL-1B ¢ um
membro da familia IL-1, composta por 11 moléculas. Sete delas atuam como agonistas de
receptores (IL-1a, IL-1p, IL-18, IL-33, IL-360, IL-36p e IL-36Y), enquanto trés atuam como
antagonistas de receptores (IL-1RA, IL-36RA e IL-38), enquanto a IL-37 tem um efeito anti-
inflamatorio (Garlanda et al., 2013).

A funcao primordial da IL-1p ¢ estimular a ativac¢do das células endoteliais, favorecendo
0 recrutamento e a adesdo dos leucdcitos. Isso ocorre atraveés do aumento na expressdo de
moléculas de adesdo no endotélio, juntamente com o estimulo a producéo de quimiocinas, que
estimulam a infiltracdo de células inflamat6rias no espaco extravascular, contribuindo para o
inicio do processo inflamatério. No entanto, ela ndo exerce esse papel isoladamente. A IL-1B e
0 TNF tém um efeito sinérgico na inflamacgdo, que também é estimulada pelo IFN através do
incremento do TNF, sendo a via de sinalizagdo da interleucina-1p (IL-1p) esta associada a
imunidade inata, com ativacdo de cascatas caracteristicas de receptores do tipo Toll-Like e
cascatas classicas do NF-kB e MAP quinases (Nosenko et al., 2019).

A superprodugdo de IL-1B provoca um desequilibrio na sinalizacdo do sistema
imunologico, fazendo com que a IL-1f tenha um papel patogénico e agravante na fisiopatologia
de diversas doencas inflamatdrias, isso interrompe o processo de reparacgéo, resultando em uma
inflamacdo cronica e patologica, estimulando a ativagéo do inflamassoma nos macréfagos. O
inflamassoma estimula ainda mais a liberacéo de IL-1p, perpetuando um ciclo inflamatério por
meio de um feedback positivo (Walle et al., 2014).

O IL-1R1 e este formado por trés dominios (figura 3) e pode ser ativado também por
PAMPs, que induzem inflamacdo, e por DAMPs. A ligacdo de uma molécula agonista ao
receptor IL- 1R1 provoca uma alteragdo conformacional, permitindo a ligagéo do co-receptor
IL-1RACP. Isso ativa a proteina de diferenciacdo mieloide 88 (MyD88), responsavel por ativar

a transcricgéo e transducao do precursor de IL-1p (De-Pieri et al., 2024).
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Quando uma molécula agonista do receptor IL-1R1 é conectada, ocorre uma alteracao
em sua conformacéo, possibilitando a conexdo com o co-receptor IL-1RACP. Depois de formar
esse complexo (receptor/co- receptor), os dominios intracelulares sdo fosforilados, o que
permite a ativacao da proteina de diferenciacdo mieldide 88 (MyD88), que é encarregada de
ativar a transcricdo e a transducdo do precursor de IL-1B. Os precursores de IL-1p estdo
localizados no citoplasma e nos lisossomos, e é imprescindivel que esses precursores sejam
clivados para produzir a IL-1p em sua forma madura, que ¢ a responsavel pela agado bioldgica
(figura 3) (Dinarello, 2018).

A caspase-1 cliva o precursor de IL-1B, o transformando na sua forma ativa. A caspase-
1 esta presente na sua forma ativa somente dentro dos lisossomos. Para entdo desempenhar sua
funcdo no citoplasma, a caspase-1 na sua forma precursora, a pro-caspase-1, precisa ser clivada
em caspase-1 pelo inflamassoma (De-Pieri, 2022). O inflamassoma consiste em um
agrupamento de proteinas intracelulares que se unem as proteinas NALP3, originando o NALP3
Inflamassoma. Essa fusdo s6 acontece quando ha uma diminuicdo nos niveis de potéssio
intracelular, que é provocada por moléculas de ATP que ativam o receptor P2x7, abrindo 0s
canais de potassio da célula (Abbate et al., 2020).

Quando os niveis de célcio intracelular se elevam, a IL-1p ativa é liberada para o
ambiente extracelular por meio de microvesiculas formadas pela membrana plasmatica ou por
liberacdo direta por meio de transportadores ou por piroptose. Portanto, para que ocorra a
excrecdo da IL-1p, é necessario um aumento de calcio intracelular (Garlanda et al., 2013).

A compreensado aprofundada do papel bioldgico e patoldgico da IL-1p e do seu receptor
IL-1Ra, tornaram estes alvos terapéuticos de grande relevancia. Ocorrendo progressos
biotecnoldgicos significativos na inddstria farmacéutica, fundamentados na inibicdo da
atividade da IL-1B (Dinarello ¢ Van-Der-Meer, 2013). Um crescente corpo de evidéncias
inferiu que impedir a sinalizacdo da IL-1 farmacologicamente ou geneticamente em Varios
modelos de doenga do SNC poderia reduzir a neuroinflamacéo ou retardar a progressao da DA
(Luis et al., 2022).

Existem trés medicamentos biologicos que foram aprovados para inibir a IL-1:
Anakinra, uma forma recombinante da IL-1Ra; Rilonacept, que é uma proteina de fusdo
formada pelo complexo entre IL-1R1 e IL-1RAc; e Canaquinumabe, um anticorpo monoclonal
destinado a neutralizar a IL-1, porém estes apresentam alto custo de producao ¢ estabilidade
limitada (De-Pieri, 2022).

Ressalta-se que foi desenvolvido no Laboratorio de Fisiopatologia Experimental da

Universidade do Extremo Sul Catarinense, Criciuma, Santa Catarina, Brasil, de forma pioneira,
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0 peptideo sintético DAP1-2, antagonista do receptor IL-1R1, que interage com os dominios 1
e 2 do receptor IL-1R1, suprimindo efetivamente a IL-1p in vitro (De-Pieri, 2022). Este
apresenta possiveis vantagens em relacdo aos demais IL-1Ra, como estabilidade, facilidade de
producdo e custo-beneficio (De-Pieri et al., 2024; De-Pieri, 2022). Os primeiros estudos
experimentais in vivo tambem demonstraram a eficacia do DAP1-2 em reduzir 0 processo
inflamatorio patoldgico (Zaccaron, 2021; Beirdo, 2022).

Diante de todo exposto, justificam-se pesquisas com novos farmacos para o tratamento
da DA, e acredita-se que o uso associado das nanoparticulas de ouro com o peptideo inibidor
de IL-1B DAP1-2 é capaz de desenvolver uma nova modalidade terapéutica no tratamento da
DA, com efeitos principais na modulagédo da neuroinflamac&o, reducgéo do estresse oxidativo e

acao neuroprotetora por incremento de neurotrofinas.
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Figura 3: A molécula de IL-1p ativa o receptor funcional IL-1R1, que recruta o co-receptor IL-1RAcp. Isso
provoca uma fosforilacdo dos dominios intracelulares, atraindo a MYD88 (1). Esta é a responsavel por iniciar a
transcricdo e a transducdo dos precursores de IL-1B (2 e 3). No lisossomo, os precursores da IL-1f sdo clivados
pela caspase-1 (7). No citoplasma, a ativacdo do NALP3 Inflamassoma é essencial para que a caspase-1 possa
clivar os precursores de IL-1B existentes no citoplasma (6 e 7). O NALP3 Inflamassoma € ativado por meio da
redugdo do potassio intracelular, provocada pela abertura dos canais de potassio, devido a conexdao de moléculas
de ATP no receptor P2X7 (4, 5 e 6). Ocorre a ativagdo da IL-1f quando se elevam os niveis de calcio intracelular
(8 e 9). Fonte: adaptado de De-Pieri, 2022 e Dinarello, 2018.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL:

Avaliar o uso terapéutico de nanoparticulas de ouro associadas ao peptideo inibidor
da IL1-B sobre pardmetros comportamentais, inflamatorios e neuroprotetores em um modelo

animal de DA.

2.2 ESPECIFICOS:

° Avaliar a aprendizagem e memoria espacial de curta e de longa duracdo em
camundongos Black-C57 (C57/BL6) submetidos a administragdo do peptideo BA1-42, tratados
com DAP1-2 e GNPs;

° Avaliar a memoria de habituacdo de camundongos Black-C57 (C57/BL6) submetidos a
administragdo do peptideo BA1-42, tratados com DAP1-2 e GNPs;

° Avaliar os niveis de citocinas e de fatores neurotroficos (TNF-a, IL-1p, IL-10, TGF-B,
BDNF, NGF) presentes no cortex pré-frontal e hipocampo de camundongos Black-C57
(C57/BL6) submetidos a administragao do peptideo BA1-42, tratados com DAP1-2 e GNPs;

° Avaliar a expressdo génica de NFkB, APP, IL-1B e IBA-1 no hipocampo de
camundongos Black-C57 (C57/BL6) submetidos a administragao do peptideo BA1-42 tratados
com DAP1-2 e GNPs;

° Avaliar a producdo de influxo de células inflamatorias, e os niveis de nitrito, DCF,
carbonil, sulfidrilas, SOD e GSH, presentes no figado de camundongos Black-C57 (C57/BL6)
submetidos a administragdo do peptideo BA1-42, tratados com DAP1-2 e GNPs.
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3 MATERIAL E METODO

3.1 ASPECTOS ETICOS

Este projeto foi submetido & Comissdo de Etica para Uso de Animais (CEUA) da
Universidade do Extremo Sul Catarinense — UNESC, tendo todos os procedimentos em
conformidade com as diretrizes brasileiras para o uso de animais com propositos cientificos e
didaticos (Lei 11.794, DOU 27/5/13, MCTI, p.7) e aprovado sob o nimero do protocolo
88/2023 no dia 12 de fevereiro de 2024. (Anexo A). Esta pesquisa também seguiu as Diretrizes
ARRIVE 2.0 (Percie du Sert et al., 2020).

3.2 ANIMAIS

Foram utilizados 70 camundongos Black-C57 (C57/BL6) machos, adultos, pesando
entre 30 a 35g com 3 meses de idade (90 dias) provindos da colénia de reproducao do Biotério
da UNESC. Os animais foram alocados em grupos de até 05 camundongos por caixa moradia,
com acesso a racao e agua potavel ad libitum (exceto para os dias nos quais foram realizados
testes comportamentais que necessitam de racionamento de alimento), mantidos em um ciclo
claro/escuro de 12 horas (06:00 as 18:00) e em temperatura de 231 °C. Os animais foram
distribuidos randomicamente em 5 grupos experimentais com ‘’n’’ de 14 animais por grupo

para analises bioquimicas, moleculares e testes comportamentais.

° Grupo 1 - Liquido cefalorraquidiano artificial (ACSF) (4 pL);

° Grupo 2 - BA1-42 (400 pmol);

o Grupo 3 - BA1-42 + peptideo DAP1-2 (BA1-42+DAP1-2) (1ug/pl);

° Grupo 4 - BA1-42 + nanoparticulas de ouro (BA1-42+GNPs) (25nm, 25pg/mL);
° Grupo 5 - BA1-42+DAP1-2+GNPs.

3.3 ADMINISTRACAO BA1 4
O peptideo PA1-42 (Tocris Bioscience, Bristol, UK) foi dissolvido numa solucdo de

tampao fosfato (NaCl 137 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2P0O4 1,8 mM, KCI 2,7 mM, pH 7,5) na

concentracdo de 1 pg/uL. A solugdo foi incubada durante 7 dias em estufa a 37 °C e 5% de
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CO2 para permitir a agregacao dos peptideos fA1-42em oligdbmeros (Ueda et al., 1994; Resende
et al., 2008; Ruiz-Mufoz et al., 2011). Apds a agregacdo a solucédo foi armazenada a -20 °C até
a sua utilizacdo. No dia da administracdo a solucéo foi diluida na dose final de 100 pmol/uL
em liquido cefalorraquidiano artificial (ACSF) (NaCl 24 mM, KCI 2,5 mM, MgS04 2,0 mM,
KH2P0O4 1,25 mM, 26 MM de NaHCO3, glucose 10 mM e sacarose 4 mM).

Os animais foram submetidos a inje¢do dos agregados BA1-42 ou ACSF que foram
injetados no ventriculo lateral esquerdo a uma concentragdo de 400 pmol/uL, com volume de
4 uL unilateralmente no ventriculo. As micros injecdes foram efetuadas utilizando uma seringa
Hamilton de 10 pL acoplada a uma agulha de ago inoxidavel de calibre 28, com 3 mm de
comprimento. A agulha foi inserida diretamente através da pele e do crénio no ventriculo
lateral, orientada pela visualizacdo de um triangulo equilatero entre os olhos e o centro do cranio
para localizar o bregma (Laursen e Belknap, 1986; Gomes et al., 2013). Apds o término da
injecdo, com duracédo de aproximadamente 30 segundos, a mascara de isoflurano foi retirada de
forma que os animais acordem imediatamente. Os camundongos Black-C57 (C57/BL6) machos
com 3 meses passaram pelo procedimento, onde foi administrado o peptideo, e um dia apos a
realizacdo do procedimento foram tratados por 17 dias com DAP1-2 (1ug/ul) e GNPs

(25pg/mL) via intranasal divididos conforme seus tratamentos.

3.4 TRATAMENTO

Para cada aplicacdo de DAP1-2 e GNPs, os ratos foram anestesiados com isoflurano a
4% e mantidos anestesiados com a mesma solugdo. O tratamento foi realizado em dias
intercalados (dia sim, dia ndo) por 17 dias e a primeira sessao de tratamento foi realizada 24h
apos a administracdo do peptideo BA1-42, conforme descrito na figura 4.
Os grupos PBA1-42+DAP1-2, BA1-42+GNPs e BA1-42+GNPs+DAP1-2 receberam 25ug/mL de
GNPs e/ou 1ug/pl de DAP1-2 via intranasal (7 pl por narina). O grupo ACSF recebeu apenas
ACSF. Todos os tratamentos foram realizados em dias intercalados, um dia sim e um dia n&o.

Todos os procedimentos foram realizados por pessoas treinadas em manusear

camundongos Black-C57 (C57/BL6) e por técnicos do biotério da Unesc.
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Figura 4 - Linha do tempo experimental. Fonte: elaborado pelo autor.

3.5  SINTESE VERDE COM CURCUMINA DE NANOPARTICULAS DE OURO

As GNPs obtidas pela reducéo foram de uma solucéo estoque de extrato Curcuma longa
que foi preparada em etanol absoluto (3mg/ml). Um miligrama de solugdo de curcumina foi
adicionado em 49 ml de &4gua deionizada. Solugdes de estoque de acido clorodurico (HAuCIl4
4 mM), foram preparadas em agua Milli Q. Na sequéncia, uma solucdo pré- definida de extrato
foi adicionado em agua Mili Q e mantida sob agitacdo e aquecimento até atingir a temperatura
de 90 °C. Hidrdxido de sddio (NaOH) (0.1 M) foi usado para ajustar o pH entre 10 e 11. Na
sequéncia, uma solugdo 1 mM de HAuCI4 foi adicionada gota a gota sob agitacdo simultanea.
A reacdo foi mantida sob agitacdo até atingir a temperatura ambiente e posterior formacao das
GNPs. A solucdo apresentou uma cor rubi-alaranjada. As solucdes de GNPs foram
caracterizadas por espectroscopia ultravioleta-visivel (UV- Vis), em um modelo SpectraMax
Plus. As nanoparticulas foram medidas na regido do visivel (390-700 nm). O tamanho e
morfologia das nanoparticulas foram definidas por Casagrande (2023) utilizando microscopia
eletronica de transmissdo (TEM) usando um JEM-1011 (100 kV). Uma gota da solucdo das
nanoparticulas foi adicionada a uma grade de cobre (300 mesh) coberta com uma fina camada
de carbono. A secagem foi realizada em temperatura ambiente (24 h) e posteriormente as
imagens foram obtidas. O tamanho hidrodinamico e a carga superficial em pH 7,4 (25 °C) foram
investigados através de medidas de espalhamento dindmico de luz (DLS) e potencial zeta,
usando um Zetasizer Nano ZS. As solucdes de nanoparticulas foram colocadas em uma célula

capilar dobrada. Todas as analises foram realizadas em triplicata, para obtencdo da média e
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desvio padréo (DP). A estabilidade das solugdes foi avaliada por espectroscopia UV-Vis e
Zetasizer.

3.6 PEPTIDEO DAP1-2

Foi utilizado o peptideo DAP1-2, um antagonista dos dominios 1 e 2 do receptor de IL-
1. DAP1-2 foi desenhado através de ferramentas de bioinforméatica, com base nos
aminoéacidos-chave da molécula IL-1Ra que sdo conhecidos por interagir com os residuos dos
dominios 1 e 2 do receptor IL-1R1. O design do peptideo visou bloquear a interacdo entre a IL-
1B e seu receptor, com o intuito de diminuir a sinalizagdo inflamatoria (De-Pieri et al., 2024).
O desenvolvimento e a sintese quimica do peptideo DAP1-2 foram realizados em colaboracéo
com o grupo de pesquisa em Biotecnologia Aplicada do Laboratério de Fisiopatologia
Experimental — UNESC.

A sintese dos peptideos foi realizada manualmente utilizando amino&cidos especificos
para sintese in vitro, a partir do protocolo Fmoc-Sinteses (Merrifield, 1965; Machado-De-Avila
etal., 2014). O protocolo Fmoc-Sinteses consiste em fixar o aminoécido C-terminal do peptideo
sobre um suporte solido insoltivel e depois alongar a cadeia peptidica com a adi¢do de
sucessivos residuos da por¢do C-terminal para N-terminal. Esses aminoacidos possuem um
grupamento amina protegido pelo grupamento fluorenil- metil-oxicarbonila (Fmoc) e sua
cadeia lateral também é protegida para evitar possiveis reacdes indesejadas.

A sintese foi realizada em uma seringa de 6 mL com um filtro de polietileno hidrofobico,
contendo o suporte sélido (resina rink) e se inicia com a adi¢do de dimetilformamida (DMF)
por 30 minutos. Em seguida, é adicionada a 4-metilpiperidina 25% em DMF em dois ciclos de
desprotecdo, incubando a solucdo na seringa por 5 e 15 min para remover o grupo Fmoc da
resina, e entdo foram realizadas trés lavagens com DMF e uma com diclorometano (DCM).
Para verificar o resultado, é realizado o teste de azul de bromofenol, para isso é retirado alguns
gréos de resina da seringa e adicionado azul de bromofenol 0,1% em DMF, que confirma a
desprotecdo do amino&cido, representado pela mudanca para cor azul dos grdos de peptideo-
resina.

O primeiro residuo de aminoé&cido, da porcdo C-terminal, é ancorado por meio de seu
grupo acido carboxilico na resina rink. O grupo Fmoc é removido por 4-metilpiperidina 25%
em DMF em dois ciclos de desprotecdo, incubando a solugdo na seringa por 5 e 15 min. Apos
essa etapa de desprotecéo, foram feitas trés lavagens com DMF e uma lavagem com DCM. O

acoplamento do primeiro aminoacido a resina é realizado por ativacdo do grupo carboxilico,
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com os reagentes de acoplamento, DIC (N, N-diisopropilcarbodiimida) e Oxyma (etil 2-ciano-
2-(hidroxiimino)acetato), que foram utilizados para diluir o amino&cido e entdo essa solucao €
colocada na seringa por trinta minutos. Em seguida, € realizado quatro lavagens com metanol
e DMF de forma intercalada, e por fim uma ultima lavagem com DCM.

Entre todos os ciclos de desprotecdo e acoplamento, uma etapa de controle colorimétrico
de desprotecdo e acoplamento é realizada usando azul de bromofenol 0,1% em DMF. Quando
o terminal N é desprotegido, a cor do peptideo-resina é azul e, quando protegido, é amarela. Os
ciclos de desprotecdo e acoplamento foram realizados até que toda a cadeia peptidica seja
sintetizada por sucessivas ligacfes peptidicas, que acoplam os residuos de aminoacidos da
regido C-terminal em diregdo a regido N-terminal.

Apds o ultimo aminoacido ser acoplado, é realizado o ultimo ciclo de desprotecéo,
dando fim aos ciclos de acoplagem dos aminoacidos. Apds o Ultimo ciclo de desprotecéo, o
peptideo é removido da resina, por uma etapa chamada de clivagem. Na qual, acontece a
eliminacdo dos grupamentos protetores da cadeia lateral e a clivagem da cadeia peptidica da
resina, ou seja, separando a cadeia peptidica do suporte sélido. Para isso, o peptideo foi
incubado por trés horas com uma solucédo de clivagem contendo 2,5 % de trietilsilano, 2,5 %
de agua destilada, 2,5 % de 1,2-etanoditiol e 92,5 % de &cido trifluoracético.

Apos esse periodo, a solucdo de clivagem foi filtrada e recolhida em um tubo tipo
Falcon. Em seguida, é adicionado 15 mL de éter etilico gelado (4 °C), para ocorrer a
precipitacdo do peptideo, entdo essa solucdo é congelada overnight (-20 °C). No dia seguinte,
foi realizada a centrifugacédo dessa solucdo por 10 minutos a 4 °C a 10.000 rpm, ap4s 0 processo
foi descartado o sobrenadante. Em seguida, foi adicionado novamente éter etilico gelado no
peptideo (o precipitado) e outro ciclo de centrifugacdo nas mesmas condicdes, foi realizado. O
sobrenadante é descartado, e permanecera somente o precipitado, ou seja, o peptideo
sintetizado.

Os peptideos sintetizados foram liofilizados, passando pelas etapas, de congelamento
em nitrogénio e liofilizagdo em uma pressdo de 80 mmHg com o condensador mantido a - 100

°C por 24 horas, ou até completa liofilizacao.
3.7 PREPARACAO DO PEPTIDEO DAP1-2
Para a utilizacdo dos peptideos liofilizados nos ensaios, foi necessario realizar a dilui¢éo

do mesmo. Para isso, foi pesado 1 mg de cada peptideo e diluido em 1 mL de PBS (Tampéao

Fosfato Salino), estabelecendo uma concentracédo final de 1 mg/mL, para as solucGes estoque
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de cada peptideo. As solugdes testes na concentracdo de 5 pg/mL foram preparadas através da
diluicdo das solucdes estoques em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium). A
concentracdo testada, foi estabelecida de acordo com dosagens utilizadas em trabalhos, que
utilizaram o medicamento Anakinra em ensaios de cultura celular (Hueston et al., 2019) e
trabalhos anteriores com outros peptideos e cultura de células, desenvolvidos anteriormente
pelo nosso grupo de pesquisa.

Para o presente estudo, o peptideo DAP1-2 foi diluido através de duas preparagdes
distintas, sendo diluido em nanoparticulas de ouro reduzidas com curcumina e em agua mili-Q.

A concentracdo final do peptideo em ambas as preparaces foi ajustada para 1pug/pl.

3.8 TESTES COMPORTAMENTAIS

3.8.1 Teste do campo aberto

O teste do campo aberto foi utilizado para investigar a atividade locomotora, a memoria
espacial de longo prazo e a memdria de trabalho dos animais, com n = 70 (Prut e Belzung,
2003; Gillfeldt, 2006). 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 o numero total de
cruzamentos registrado por 5 minutos. Um cruzamento é registrado quando o animal atravessa
um quadrante com as quatro patas. O piso do campo aberto ¢ dividido em 12 quadrados iguais
marcados por linhas pretas. Os animais foram cuidadosamente colocados no quadrado posterior
esquerdo do aparelho, a partir do qual tiveram 5 minutos para explorar livremente o ambiente.
Imediatamente ap06s, 0s animais voltaram para a caixa moradia e para o biotério. Foram
medidos os nimeros de “cruzamentos” que o animal realizou através das linhas pretas da caixa,

para avaliar a locomocao destes animais (Wang et al.; Salehi-Sadaghiani et al., 2012).

3.8.2 Labirintoem Y (Y-maze)

Esse teste avalia a memoria operacional (working memory) e o aprendizado, com n =
70. O labirinto em Y consiste de uma caixa acrilica com 2mm de espessura, altura 34,5 cm,
com cada brago medindo 75,5 cm de comprimento e 11,7 cm de largura. Neste teste, 0 animal
foi colocado em um braco e alternou espontaneamente as entradas nos outros bragos durante 8

minutos. Todas as entradas em cada brago foram sequencialmente anotadas, assim o namero
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total de entradas em cada bragco, bem como a sequéncia de entradas, foi registrado. As
informagdes foram analisadas para determinar o nimero de entrada do brago sem repeticdo. Os
dados foram expressos como a porcentagem de alternancia nos bragos sem repeticdo. O sucesso
do teste € indicado pela alta taxa de alternancia nos grupos controle, indicando que os animais
se lembraram em qual braco eles entraram por ultimo. O resultado foi expresso em porcentagem
e obtido atraves de uma formula matemaética (alternacfes espontaneas % = n° de acertos/total —
2 X 100).

3.8.3 Labirinto octogonal (Radial Maze)

O animal foi colocado no aparato do labirinto octogonal, um aparato de 8 bragos,
numerados de 1 a 8 (48 x 12 cm), que se estende radialmente a partir de uma area central, com
n =70 (32 cm de didmetro). O aparelho € colocado 50 cm acima do chéo, e tem formas
geomeétricas posicionadas na reta do braco onde é colocada a comida, estas pistas podem ser no
final do braco. Dessa forma o animal foi colocado neste aparelho durante 5 minutos no primeiro
dia de teste apenas para se habituar ao aparato, ap0s retornou a caixa moradia e foi colocado
aproximadamente 2 fruity loops por animal para se habituarem a comida e depois ficaram 22
horas sem rag&o. No segundo dia de teste ou 19° de tratamento o animal foi colocado novamente
no aparato, porém, ja havia comida (fruity loops) em quatro dos oito bracos do labirinto, nos
bracos em que ha comida tem pistas geométricas ao final dos bracos. Foi anotado a entrada em
cada brago, assim como, medido o tempo que cada animal demora para encontrar os 4 fruity
loops, assim que o animal encontrou as 4 recompensas foi retirado do aparato e retornou a caixa
moradia. Ap6s o retorno a caixa moradia, 0s animais receberam a ragéo do biotério e tiveram a
racdo durante 2 horas disponivel para alimentarem-se, apos foi colocado novamente 2 fruity
loops por animal e a ragdo do biotério foi retirada, assim os ratos ficaram em jejum durante as
22 horas subsequentes. O mesmo foi realizado no 20°, 21° dia de tratamento e 24 horas apds o

ultimo tratamento no 22° dia os animais foram submetidos a eutanasia.

3.9 EUTANASIA

Imediatamente ap0s o ultimo teste comportamental, os animais foram submetidos a
eutandsia, por decapitacdo na guilhotina, com n = 70. Os animais ficaram aguardando a
eutanasia na sala ao lado da sala de eutanasia para evitar que sentissem o cheiro do sangue. A

guilhotina foi lavada em agua corrente entre cada eutanasia. O cortex pré-frontal, hipocampo e
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figado foram dissecados para posteriores analises bioquimicas e moleculares (n = 70), e,
portanto, armazenados em freezer -80 °C. Apo0s a eutandsia o0s animais foram acondicionados

em saco branco leitoso e encaminhados para freezer (conservacao) na propria universidade.

3.10 HISTOLOGIA

As amostras teciduais do figado foram embebidas em solucdo de paraformaldeido
(PFA) a 10% em tampéo fosfato 0,1 M (pH 7,4) por 24 horas, com n = 70. Posteriormente
incluidas em parafina ap6s desidratacéo e clareamento, e seccionadas em cortes de 5 um de
espessura. Através da coloracdo de hematoxilina-eosina (H&E) foi possivel quantificar o
infiltrado considerando a coloracdo nuclear de células inflamatérias (H&E). Os dados foram

expressos como densidade optica (OD).

3.11 IMUNOENSAIO ENZIMATICO

A fim de determinar-se a concentracdo de citocinas inflamatdrias nos tecidos de
interesse, foi realizado o imunoensaio de imunoabsorbancia enziméatica - ELISA sanduiche
indireto (DuoSet ELISA) utilizando amostras das estruturas avaliadas em duplicatas, com n =
70. As amostras foram primeiramente homogeneizadas em tampdo de lise com inibidores de
proteases, com o intuito de preservar o conteudo proteico da amostra de interesse. Com as
amostras devidamente preparadas, as placas de ELISA foram sensibilizadas com um anticorpo
de captura especifico (diluicdo 1:100), deixando overnight a 4 °C. No dia posterior, as placas
foram lavadas com tampéo de lavagem (Tween 20 e NaCl), bloqueadas (ELISA / ELISPOT
Diluent) e incubadas por uma hora a temperatura ambiente. As amostras dos tecidos de interesse
foram entdo pipetadas em duplicata na placa (100 microlitros), sobre seus respectivos
anticorpos de captura. Apos duas horas de incubacéo, as placas passaram novamente pela etapa
de lavagem, a fim de remover-se as ligacOes inespecificas. Posteriormente, foi adicionado o
anticorpo de detecgdo, o qual se liga aos antigenos da amostra formando assim um “sanduiche”
de anticorpo e amostra. Apds periodo de incubagdo a temperatura ambiente e posterior etapa de
lavagem, foi adicionado 100 microlitros de uma solucdo contendo uma enzima peroxidase
(HRP). Sob esta solugédo, adicionou-se um substrato cromogénico, o tetrametilbenzidina
(TMB), a qual em presenca da HRP emite uma coloracdo azul especifica. Para parar esta reacéo,

utilizou-se 50 p por poco de &cido sulfurico diluido. A concentracdo das citocinas inflamatorias
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(IL-1B, TNF- a, IL-10 e TGF-B) e fatores neurotroficos como (BDNF e NGF) foram
determinadas via leitura da absorbancia (450 nm) em espectrofotometro (BIO-RAD, 680).

3.12 RT-PCR

A analise de expressdo génica de NFkB, APP, IL-1p e IBA-1 foram realizadas atraves
de PCR — Real Time, com n = 70. O RNA total foi extraido utilizando o reagente TRIzol®
Technologies e seguindo as instru¢cBes recomendadas pelo fabricante. O RNA obtido foi
solubilizado em 30 pl de agua Milli-Q tratada com DEPC 0,1% (Sigma), agrupado em um Gnico
tubo e armazenado a -20 °C. O RNA total extraido foi quantificado por espectrofotometria em
absorbancia a 260 nm e 280 nm. A relagdo entre as absorbancias 260/280 nm foi utilizada para
estimar a contaminacdo por proteinas. Foram considerados de boa qualidade os RNAs cuja
relacdo 260/280 nm estiverem entre 1,8 e 2,0. Logo apds, o DNA complementar foi sintetizado
através da transcriptase reversa M-MLV, que promove uma fita de DNA complementar a partir
de RNA de fita simples. A parte final inclui a PCR em tempo real, por meio do sistema do
corante SYBR Green, que possui ligacdo altamente especifica ao DNA dupla-fita, para detectar

o0 produto da PCR conforme ele se acumula durante os ciclos da reagéo (Bustin, 2002).

3.13 ENSAIOS BIOQUIMICOS

3.14 OXIDANTES

3.14.1 DCFH-DA

Os niveis de 2,7-diclorofluoresceina oxidada (DCF) foram monitorados em amostras
incubadas com 10 mM diacetato de 2',7'-diclorodihidrofluoresceina (DCFH-DA) a 37 °C por
30 minutos, com n = 70. A formacéo de derivados fluorescentes oxidados foi monitorada em
comprimentos de onda de excitacdo e emisséo de 488 e 525nm, respectivamente, usando um
espectrofotdbmetro de fluorescéncia. Uma curva padrdo DCF foi medida usando 10 mM DCF
como um controle interno no experimento, e o0s resultados foram expressos como intensidade

de fluorescéncia (Wang; Joseph, 1999).
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3.14.2 Indicador da formacao de 6xido nitrico (NO)

A producao de NO foi avaliada espectrofotometricamente atraves do metabdlito estavel
nitrito. Para mensurar o contetdo de nitrito, as amostras foram incubadas com reagente Griess
(1 % sulfanilamida em 0,1 mol/L HCI e 0,1 % de dicloridrato de n-(1-naftil) -etilenodiamina)
em temperatura ambiente por 10 minutos e a absorbéncia foi medida a 540 nm usando leitor de
microplacas, com n = 70. O conteudo de nitritos foi calculado com base em uma curva padréo
de 0 a 100 nM realizada com o metabdlito nitrito de sodio. Os resultados foram calculados em

pumol nitrito/mg proteina (Chae et al., 2004).

3.15 MARCADORES DE DANOS OXIDATIVOS

3.15.1 Grupos sulfidrila

O teor de tiol total foi determinado usando o método com DTNB (reagente de Eliman).
Resumidamente, 30 mL de amostra foram misturados com 1 mL de solu¢édo salina tamponada
com fosfato/1 mM de EDTA (pH 7,5), com n = 70. A reacéo foi inicializada pela adi¢éo de 30
pL de solucédo estoque de DTNB 10 mM em solucgéo salina tamponada com fosfato. Amostras
de controle, que ndo incluem DTNB ou proteina, foram executadas simultaneamente. Apos
incubacdo por 30 minutos em temperatura ambiente, foi realizada leitura da absorbancia em
412 nm e calculada a quantidade de TMB (equivalente a quantidade de grupos sulfidrila)
(Aksenov; Markesbery, 2001).

3.15.2 Carbonilacdo de proteinas

O dano oxidativo de proteinas foi determinado mediante a quantificagdo de proteinas
carboniladas através da reacdo de grupos carbonilas com a 2,4-dinitrofenilhidrazina, com n =
70. As proteinas foram precipitadas pela adi¢do de &cido tricloroacético a 20% e reacdo com
2,4- dinitrofenilhidrazina. As amostras foram entdo redissolvidas em cloridrato de guanidina
6M e os conteudos de carbonila foram determinados medindo a absorbancia em 370 nm e
usando um coeficiente de absor¢do molar de 22.000 M1 M-1. cm-1 (Levine et al., 1990).
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3.16 DEFESAS ANTIOXIDANTES

3.16.1 Superodxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada pela inibicdo da oxidagdo da adrenalina. As
amostras de figado foram homogeneizadas em tampé&o de glicina, com n = 70. Volumes de 5,
10 e 15 pl de amostra foram separados apds homogeneizagao e 5 ml de catalase (0,0024 mg/ml
em agua destilada), 175-185 ml de tampéo glicina (0,75 g em 200 ml de agua destilada a 32 °C,
pH 10,2), e 5 pl de adrenalina (60 mM em &gua destilada mais 15 ml/ml de HCI fumegante)
foram adicionados, incubados por 180 segundos em intervalos de 10 segundos e medidos em
um leitor SpectraMax i3XELISA a 480 nm. Os valores foram expressos como unidade SOD/mg

de proteina (U/mg de proteina) (Bannister e Calabrese, 1987).

3.16.2 Glutationa (GSH)

Os niveis de GSH foram determinados como descrito por Hissin &Hilf, com algumas
adaptacGes, com n = 70. GSH foi mensurada nas amostras de tecido apds precipitacdo de
proteina com &cido tricloroacético a 10%. Em parte da amostra foi adicionado 800 mM de
tampéo fosfato (pH 7,4) contendo 500 mM de o-ftaldialdeido. O desenvolvimento de cor
resultante a partir da reacdo entre o-ftaldialdeido e tidis atingiu 0 maximo em 5 minutos e
manteve-se estavel durante mais de 30 min. A absorbancia foi lida a 412 nm depois de 10 min.
Uma curva padréo de glutationa reduzida foi usada para calcular os niveis de GSH nas amostras.
Os resultados séo expressos como U fluorescéncia/mg de proteina (Hissin e Hilf, 1976).

3.17 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados de memoria de habituacdo ao campo aberto e Y-maze foram analisados
por teste T de Student para amostras pareadas. Os dados foram expressos como média + erro
padrdo da média (EPM). Os valores foram considerados significativos quando p < 0,05. Os
resultados do teste de labirinto octogonal foram analisados por anélise de variancia (ANOVA)
de uma via de medidas repetidas, seguido do teste de post hoc Tukey quando apropriado. Além
disso, os dados de analises histoldgicas e bioguimicas foram expressos em média e erro padrdo

médio e analisados estatisticamente pela ANOVA de uma via, seguido pelo teste post hoc



41

Tukey. O nivel de significancia estabelecido para o teste estatistico é de P<0,05. Foi utilizado
o Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) versdo 17.0 como pacote estatistico.
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4 RESULTADOS

4.1 TESTES COMPORTAMENTAIS

A figura 5 mostra os dados do teste do labirinto em Y nos camundongos Black-C57
(C57/BL6). Os animais do grupo ACSF passaram mais tempo no brago “novo” quando
comparados ao brago “outro”, indicando que eles foram capazes de localizar e reconhecer
espacialmente 0 novo braco (p<0,05). Os animais dos grupos de modelo de deméncia
semelhante a DA ndo foram capazes de reconhecer 0 novo braco e o exploraram tanto quanto
os outros bragos, demonstrando que nao houve aprendizado. J4 os grupos BA1-42+DAP1- 2, BA1-
42tGNPs e PA1.40+GNPs+DAP1-2 demonstraram reconhecer e explorar mais o novo brago
sendo semelhante ao controle (p<0,05), e ndo apresentando dano na memaria espacial de curta
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Figura 5: Efeitos do tratamento com DAP1-2 e GNPs sobre os dados do teste comportamental do Labirinto em Y
em camundongos Black-C57 (C57/BL6) (n-14 animais/grupo). Os dados sdo apresentados em média +EPM, no
qual: *p<0,05 v.s BA 1-42; **p<0,01 v.s BA 1-42; ***p<0,001 v.s BA 1-42; $p<0,0001 v.s BA 1-42; #p<0,05 v.s
Grupo ACSF e quando comparado a sessao treino no mesmo grupo experimental. Seguido do teste T de Student
para amostras pareadas.



43

A figura 6 mostra os dados referentes ao teste de labirinto radial nos camundongos
Black-C57 (C57/BL6). Estes resultados foram analisados durante quatro dias e comparados ao
primeiro dia do teste dentro dos mesmos grupos experimentais. Em relacdo ao parametro de
tempo total (figura 6), conforme elucidado abaixo, observa-se que o grupo ACSF aprendeu a
tarefa no quarto dia de experimento, demonstrando que ndo houve dano na memaria de longo
prazo destes animais. No entanto, os grupos BAi42, PA1-42+DAP1-2, BA142+GNPs néo
demonstraram este mesmo aprendizado, indicando dano na memdria espacial destes animais.
Apenas o grupo BA1.42+GNPs+DAP1-2 demonstrou aprendizagem no quarto dia, assim como
0 grupo ACSF. A figura 7 mostra os dados do teste de campo aberto nos camundongos Black-
C57 (C57/BL6). Na figura A todos os grupos experimentais demonstraram diminui¢do do

nmero de cruzamentos quando comparado o teste com o treino.
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Figura 6: Efeitos do tratamento com DAP1-2 e GNPs sobre os dados do teste comportamental no labirinto radial
em camundongos Black-C57 (C57/BL6) (n-12 animais/grupo). Os dados mostram o tempo (A) e 0 nimero de
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erros (B) para encontrar a recompensa. Os dados sdo apresentados em média +EPM, no qual: *p<0,05 v.s BA 1-
42; **p<0,01 v.s BA 1-42; ***p<0,001 v.s BA 1-42; $p<0,0001 v.s BA 1-42; #p<0,05 v.s Grupo ACSF e quando
comparado ao primeiro dia de experimento. (ANOVA de uma via de medidas repetidas, seguido do teste de post
hoc Tukey).
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Figura 7: Efeitos do tratamento com DAP1-2 e GNPs sobre os dateste de campo aberto em camundongos Black-
C57 (C57/BL6) (n-12 animais/grupo). Os dados mostram o numero de cruzamentos (A) e o nimero de
levantamentos (B) dos camundongos em campo aberto. Os dados séo apresentados em média +EPM, no qual:
*p<0,05 v.s BA 1-42; **p<0,01 v.s BA 1-42; ***p<0,001 v.s BA 1-42; $p<0,0001 v.s BA 1-42; #p<0,05 v.s Grupo
ACSF e quando comparado ao primeiro dia de experimento. (ANOVA de uma via de medidas repetidas, seguido
do teste de post hoc Tukey).

42  CARACTERIZACAO DAS GNPS

Foi realizada analise de espectrofotdmetro UV-Vis, confirmando a formacao das GNPs

com curcumina. O comprimento de onda maximo em 527 nm confirma a formacdo de
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nanoparticulas metélicas. Conforme a mesma metodologia, também descrita por Casagrande, a
caracterizacdo das GNPs foram obtidas por microscopia eletronica de transmissdo. Como pode-
se observar as GNPs apresentaram morfologia esférica e um tamanho meédio de 25 nm
(Casagrande, 2023). A sintese de nanoparticulas de ouro conjugadas com curcumina e sua
biocompatibilidade foram demonstradas por espectroscopia FTIR e por potencial zeta (Sindhu
et al. 2014; Casagrande, 2023).

Absorbéancia (abs)

400 450 500 527 550 600
Comprimento de onda (nm)

Figura 8: (Esquerda) Analise de absorbancia das GNPs sintetizadas com curcumina; em (Direita) a microscopia
eletronica de transmissdo de nanoparticulas com curcumina. Fonte: Adaptado de Casagrande, 2023.

4.3 HISTOLOGIA

Na figura 9 é demonstrado as quantificacbes da média de numero de infiltrado
inflamat6rio no figado. Néo foi possivel observar diferengas significativas no nimero de

infiltrados inflamatdrios entre os grupos experimentais analisados (p>0.05).
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Figura 9: Efeitos do tratamento com DAP1-2 e/ou GNPs sobre a andlise histoldégica com coloracdo de
Hematoxilina e Eosina (HE) no figado (n-14 animais/grupo). Em A infiltrado inflamatério; em B nimero médio
de infiltrado inflamatorio. Os dados sdo expressos como média + SEM.

4.4 MARCADOR DE ERN E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os niveis de nitrito, DCF, carbonil, sulfidrilas, SOD e GSH foram avaliados no figado,
demonstrados na figura 10, ndo apresentaram alteraces significativas nos seus niveis em

qualquer grupo.
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Figura 10: Efeitos do tratamento com DAP1-2 e GNPs sobre parametros oxidativos no figado avaliados 19 dias
ap6s indugdo de BA 1-42 (n-7 animais/grupo). Nos gréaficos sdo apresentados as avaliagdes de nitrito em A, DCF
em B, carbonil em C, sulfidrila em D, SOD em E e GSH em F. Os dados sdo apresentados em média +EPM, no
qual: *p<0,05 v.s BA 1-42; **p<0,01 v.s BA 1-42; ***p<0,001 v.s BA 1-42; $p<0,0001 v.s BA 1-42; #p<0,05 v.s
Grupo ACSF (ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Tukey).
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4.5 FATORES NEUROTROFICOS

Na figura 11 é possivel observar os niveis de BDNF e NGF-f no cortex pré-frontal. Os
grupos BA1-42+DAP1-2, BA1-42+GNPs ndo demonstraram alteragdes significativas nos niveis de
BDNF quando comparados ao grupo BA1-42 Somente o grupo fA1-42+GNPs+DAP1-2 (p<0,05)
obteve um aumento nos niveis de BDNF quando comparado ao grupo BAi.42. O grupo BA1-42
(p<0,05) demonstrou uma reducdo significativa nos niveis de NGF-B em relagdo ao grupo
ACSF. Os grupos BA1-42tDAP1-2 (p<0,01) e BA142+GNPs+DAP1-2 (p<0,001) obtiveram
aumento significativos nos niveis de NGF-B em relagdo ao grupo BAi.s2, € somente 0 grupo

BA1-42+GNPs ndo demonstrou alteracédo significativa nos niveis de NGF- em relagdo ao grupo

BA1-42.
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Figura 11: Efeitos do tratamento com DAP1-2 e GNPs sobre niveis de fatores neurotroficos no cortex avaliados
19 dias ap6s indugdo de BA 1-42., (n-7 animais/grupo). Nos gréaficos sdo apresentados as avaliacdes de BDNF em
A, NGF em B. Os dados sdo apresentados em média +EPM, no qual: *p<0,05 v.s BA 1-42; **p<0,01 v.s BA 1-42;
##%p<0,001 v.s A 1-42; $p<0,0001 v.s A 1-42; #p<0,05 v.s Grupo ACSF (ANOVA de uma via seguido de teste
post hoc de Tukey).

No hipocampo (figura 12), houve uma diminuigdo dos niveis de BDNF no grupo PA1-

42 quando comparados ao grupo ACSF, observou-se também que todos os grupos tratados, pAi-
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2+DAP1-2 (p<0,05), PA14+GNPs (p<0,05) e PA14+GNPs+DAP1-2 (p<0,001),
apresentaram um aumento significativo comparado ao grupo PAi42. Os niveis de NGF-$
aumentaram significativamente no hipocampo no grupo PA;.4,+GNPs+DAP1-2 (p<0,05) em
compara¢do com grupo PAj4 (figura 12B), e os demais grupos tratados ndo demonstraram

alteracdes significativas nos niveis de NGF- em relagdo ao grupo BA;.4».
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Figura 12: Efeitos do tratamento com DAP1-2 e GNPs sobre niveis de fatores neurotréficos no hipocampo
avaliados 19 dias apos indugdo de BA;.4p, (N-7 animais/grupo). Nos graficos sdo apresentados as avaliacdes de
BDNF em A, NGF em B. Os dados sdo apresentados em média +EPM, no qual: *p<0,05 v.s BA 1-42; **p<0,01
v.s BA 1-42; ***p<0,001 v.s BA 1-42; $p<0,0001 v.s BA 1-42; #p<0,05 v.s Grupo ACSF (ANOVA de uma via
seguido de teste post hoc de Tukey).

4.6 AVALIACAO DE CITOCINAS INFLAMATORIAS E ANTI-INFLAMATORIAS

Na figura 13 e figura 14, sdo apresentados o0s niveis proteicos de citocinas pro-
inflamatdrias e anti-inflamatdrias. No cortex pré-frontal, na figura 13 A, houve aumento
significativo nos niveis de TNF-a do grupo BAi1 42 em relacdo ao grupo ACSF e reducéo
significativa nos niveis de TNF-a nos grupos PAi14+DAP1-2 (p<0,001), PA1-420+GNPs
(p<0,001), BA1-42+GNPs+DAP1-2 (p<0,0001) em relagdo ao grupo PAi-42. Com relacdo aos

niveis de IL-1P na figura 13 B, o grupo BA142 apresentou aumento significativo quando
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comparado ao grupo ACSF, e todos os grupos tratados foram capazes de reduzir
significativamente os niveis de IL-1p com relagdo ao grupo PA;.4. Na andlise dos niveis da
citocina IL-10 na figura 13 C, houve um aumento significativo nos grupos BA;.4,+DAP1-2 e
BA1-42+GNPs+DAP1-2 quando comparados ao grupo BAi1.42. Na figura D, ndo demonstrou-se

alteraces significativas nos niveis da citocina TGF-p em qualquer grupo.
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Figura 13: Efeitos do tratamento com DAP1-2 e GNPs sobre pardmetros de expressdo de citocinas pro-
inflamatdrias e anti-inflamatérias do cortex avaliados 19 dias ap6s indugdo de BA 1-42 (n-7 animais/grupo). Nos
gréficos sdo apresentadas as avaliacdes de TNF-o em A, IL-1p em B, IL-10 em C e TGF-f em D. Os dados sdo
apresentados em média +EPM, no qual: *p<0,05 v.s BA 1-42; **p<0,01 v.s BA 1-42; ***p<0,001 v.s A 1-42;
$p<0,0001 v.s BA 1-42; #p<0,05 v.s Grupo ACSF (ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Tukey).

Jé& na analise de hipocampo (figura 14), observou-se que os niveis de TNFa tiveram um
aumento nos grupos PAi-42, BA1-42+DAP1-2 e BA1-42+GNPs comparados com o grupo ACSF, e
uma redugdo significativa do grupo BA;4,+GNPs+DAP1-2 (p<0,0001) em relacdo ao grupo
BA1.42, figura 14 A. Os niveis de IL-1B, figura 14 B, apresentaram aumento significativo no

grupo BA;.4, quando comparados ao grupo ACSF, e apenas o grupo fA1.4,+GNPs+DAP1-2 foi

capaz de reduzir os niveis de IL-1B quando comparados ao grupo BA 1.42. Os niveis de IL- 10 e
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TGF-B, representados pela figura 14 C e D, ndo apresentaram diferengas significativas em

qualquer grupo.

A 15+ B 8-
] o -
- (o]
g_ 104 E_
g a4
) $ E *k
_% 5 e == g = T
d = 2-
r -
= b
0 0
= ACSF
. BA4
Em PAq4, + DAP1-2
B8 BA 4t GNPs
E3 BA;4+ GNPs + DAP1-2
C 15+ D 15-
g E
2 g
S 404 T S 10+ >
3 == 2 = = L
g >
2 5- = 5-
(=] (I8
b =
0 0

Figura 14: Efeitos do tratamento com DAP1-2 e GNPs sobre parametros de expressdo de citocinas pro-
inflamatérias e anti-inflamatérias do hipocampo avaliados 19 dias apds indugio de BA 1-42 (n-7 animais/grupo)..
Nos gréficos séo apresentados as avaliagdes de TNF-a. em A, IL-1f em B, IL-10 em C e TGF-p em D.Os dados
sdo apresentados em média +EPM, no qual: *p<0,05 v.s BA 1-42; **p<0,01 v.s BA 1-42; ***p<0,001 v.s BA 1-
42; $p<0,0001 v.s BA 1-42; #p<0,05 v.s Grupo ACSF (ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Tukey).

4.7 RT-PCR

Na figura 15 sdo mostrados os pardmetros de expressdao génica dos marcadores I1L-1p,
NFkB, IBA-1 e APP no hipocampo de camundongos Black-C57 (C57/BL6). Em A, o grupo
BA 1-42 apresentou um aumento significativo da expressao de IL-1p comparado ao grupo ACSF,
e ndo apresentando diferencas significativas em qualquer grupo tratado. Em B e C, ndo
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houveram alteracdes significativas da expressédo de NFxB ou IBA-1 em qualquer grupo. Em D,
o grupo BA 1-42 apresentou um aumento significativo da expressdo de APP e redugdo

significativa da expressdo de APP em todos 0s grupos tratados.
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Figura 15: Efeitos do tratamento com DAP1-2 e GNPs sobre pardmetros de expressdo génica dos marcadores IL-
1B, NFxB, IBA-1 e APP no hipocampo avaliados 19 dias apds indugdo de BA 1-42 (n-7 animais/grupo). Nos gréaficos
sdo apresentadas as avaliagdes de IL-1p em A, NFkB em B, IBA-1 em C e APP em D. Os dados sdo apresentados
em média +EPM, no qual: *p<0,05 v.s BA 1-42; **p<0,01 v.s BA 1-42; ***p<0,001 v.s BA 1-42; $p<0,0001 v.s
BA 1-42; #p<0,05 v.s Grupo ACSF (ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Tukey).



53

5. DISCUSSAO

A DA é a forma mais comum de deméncia, apresentando desafios globais
significativos e crescentes, com etiologia complexa e multifatorial, ndo totalmente
elucidada, incluindo o envelhecimento, fatores genéticos e ambientais, com o0s atuais
medicamentos apresentando impactos terapéuticos limitados (Scheltens et al., 2021). Neste
contexto, o presente estudo apresentou, no modelo animal de DA, resultados promissores,
principalmente quando as GNPs foram associadas ao DAP1-2, com melhora dos parametros
comportamentais, nas memdarias de curto e longo prazos, e neuroinflamatoérios, notadamente
por reducdo dos niveis cerebrais de IL-1 e TNF-a, e reducdo da expressao génica de APP, e
incremento de fatores neurotréficos BDNF e NGF.

O numero global de pessoas com deméncia do tipo Alzheimer, DA prodromal e DA pré-
clinica foi estimado em 32, 69 e 315 milhdes, respectivamente. Juntas, essas condi¢es
constituem um total de 416 milhdes ao longo do continuum da DA, representando 22% de todas
as pessoas com 50 anos ou mais. Ao considerar os estagios pré-demenciais, 0 nimero de
pessoas com DA é provavelmente significativamente maior do que o mencionado na literatura
disponivel. As estimativas sdo imprecisas, especialmente para os estagios pré-demenciais em
regides de baixa e média renda, onde faltam estudos avancados de imagem ou de biomarcadores
(Gustavsson et al., 2023).

A compreensao atual da fisiopatologia da DA abrange diversas hip6teses, como as
colinérgicas, formacdo de placas amiloides, fosforilacdo de proteina tau, estresse inflamatdrio
e oxidativo, excitotoxicidade do glutamato, genéticas, anomalias nas células da glia, microglias
e astrocitos, em neur6nios, vasculopatia amiloide, diabetes e resisténcia a insulina, dentre
outros. Contudo, compreender a interacdo entre diversos aspectos fisiopatolégicos e
identificacdo de alteracOes precoces na DA requer maiores estudos (Knopman et al., 2021).

As estratégias atuais para 0 manejo da DA focam em trés aspectos fundamentais:
prevencdo, diagnostico precoce e tratamento medicamentoso ou ndo medicamentoso. O
controle de fatores de risco que podem ser alterados representa um caminho para a prevencao
da DA, podendo auxiliar na diminuicdo do declinio cognitivo e na reducdo do risco de
desenvolvimento da doenga (Madnani, 2023).

Os medicamentos disponiveis séo divididos em dois grandes grupos: 0s que trazem
alivio sintomatico e que muitas vezes sdo acompanhados por efeitos colaterais indesejaveis,

sem modificar a evolucdo natural da doenca; e os atuais modificadores da evolucdo da doenca.
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Ressaltando que a DA continua sendo uma doenga sem cura, neurodegenerativa progressiva e
com alta morbidade e mortalidade (Zhang et al., 2024).

os inibidores da acetilcolinesterase e antagonistas dos receptores NMDA. No entanto, a medida
que a patologia avanca, novas abordagens terapéuticas se tornam necessarias, uma vez que a
eficacia desses farmacos em aliviar os sintomas tende a diminuir ao longo do tempo (Selkoe et
al., 2024).

Diante de resultados clinicos discretos e questionaveis das atuais medicagdes
modificadoras da evolucdo natural da doenca, representadas unicamente pela classe dos
anticorpos monoclonais anti-BA, com custos proibitivos e possiveis eventos adversos graves,
explorar outras vias terapéuticas, incluindo medicamentos para reduzir a neuroinflamagéo e o
estresse oxidativo, melhorar o fluxo sanguineo cerebral e aumentar fatores neuroprotetores é
promissor e necessario na busca de medidas terapéuticas eficientes na DA (Self et al., 2023).

Desta forma, o presente estudo propde-se uma nova abordagem de tratamento em
modelo animal de DA, através da administracdo intranasal do inovador peptideo antagonista
dos dominios 1 e 2 do receptor de IL-1B, DAP1-2, desenvolvido e sintetizado em colaboracéo
com o grupo de pesquisa em Biotecnologia Aplicada do Laboratério de Fisiopatologia
Experimental — UNESC, e da estabelecida nanotecnologia de GNPs produzidas por sintese
verde com extrato Curcuma longa, para fins terapéuticos, em um modelo animal. Estes sendo
compostos comprovadamente eficientes na reducdo do processo inflamatorio e estresse
oxidativo, uma das bases fisiopatoldgicas bem estabelecidas da DA (dos Santos Tramontin et
al., 2020; De-Pieri et al., 2024). Destacando, também, a via de administracdo intranasal, que
representa vi de administracdo eficaz e com pouco desconforto a futuros pacientes portadores
de DA (Lochhead et al, 2012; Nance et al., 2022).

As principais hipdteses que explicam a fisiopatologia da DA incluem a deposicao BA,

principalmente composta de peptideos BA1-42, hiperfosforilacdo da proteina Tau com formacéo

de emaranhados neurofibrilares (NFTs), desregulacdo da homeostase de Ca’™, disfuncéo do
eixo colinérgico e estresse oxidativo relacionado a deposi¢do de AP e NFTs. A DA ¢
considerada uma proteinopatia mista, caracterizada pela deposicdo de proteinas amiloide e tau,
com disfuncdo e morte neuronal progressiva, comprometendo precocemente o hipocampo e
cortex prefrontal, e evoluindo tardiamente para todo o cérebro (Garcia-Morales et al., 2021).
O modelo de deméncia em camundongos foi estabelecido por meio da injecdo

intracerebroventricular do peptideo BA;.4. A escolha dessa técnica, assim como a dosagem
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utilizada, baseou-se em pesquisas anteriores, nas quais a injecdo ICV do peptideo causou
comprometimento da memoria espacial e declinio na capacidade de aprendizagem (Budni et
al., 2017; Garcez et al., 2019). As tarefas de memdaria associativa incluem a memoria espacial,
um tipo de memoria que depende do funcionamento adequado do hipocampo. Essa regido
cerebral é fundamental para a orientacdo espacial e a navegagdo, sendo uma das areas mais
afetadas pela DA (Lee et al., 2014).

Uma das grandes preocupacdes em medicamentos para DA € a toxicidade sistémica e
efeitos adversos (Lazarevi¢-Pasti, 2023). As GNPs sdo consideradas seguras para uso em
modelos de neuropatias, assim como em diversas outras patologias, respeitando dosagem,
morfologia, tamanho e modelo de sintese destas, e por se tratar de composto com propriedades
coloides, a hepatotoxicidade € uma das principais preocupacdes, apesar da robustez dos estudos
demonstrando biosseguranca (Sani et al., 2021).

Diante do exposto, os resultados do presente estudo ndo demonstraram infiltrado
inflamatorio significativo no figado dos camundongos em nenhuma das terapias com GNPs
avaliadas por anélise histoldgica, ressaltando que o método de producdo das GNPs do
experimento foi por sintese verde reduzidas com curcumina, obtendo efeitos sinérgicos e com
menor toxicidade (Mendes et al., 2024). Assim como, ndo houve aumento do estresse oxidativo
por marcadores de EROs e ERNs, demonstrando a seguranca das GNPs, o que é concordante
com estudos anteriores (Muller et al., 2017; dos Santos Tramontin et al., 2020; de Bem Silveira
etal., 2021).

Os grupos tratados com DAP1-2, associados ou ndo a GNPs, também ndo apresentaram
alteracBes inflamatorias significativas por analise histolégica ou aumento dos marcadores de
estresse oxidativos no figado, o que indica seguranca toxicoldgica e representa achado inédito,
ja que este peptideo antagonista do receptor IL1-f DAP1-2 foi sintetizado e descrito pela
primeira vez recentemente (De-Pieri, 2022; De-Pieri et al., 2024). Sendo este estudo, um dos
primeiros a utilizar o DAP1-2 em modelo animal, ambos com resultados promissores
(Zaccaron, 2021; Beirdo, 2022).

Os testes comportamentais demonstraram danos na memoria espacial de curto prazo no
grupo BA;4 a0 avaliar os camundongos no teste de labirinto em Y, o que ja havia sido
estabelecido por outros estudos (Budni et al., 2017; Garcez et al., 2018). Sendo que 0s grupos
tratados com GNPs e DAP1-2, isolados ou combinados, reverteram o comprometimento da
memoria espacial de curto prazo no teste de labirinto em Y, demonstrando a melhora do
aprendizado. O efeito favoravel das GNPs na memoria espacial de curto prazo também foi

demonstrado em outro estudo, consolidando o papel terapéutico desta em modelos da DA
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(Casagrande, 2023).

Na avaliagdo da memoria espacial de longo prazo dos camundongos pelo teste de
labirinto radial, foi demonstrado danos no grupo BA;.4,, COM reversao destes apenas no grupo
tratado com GNPs e DAP1-2, indicando que o bloqueio da via inflamatoria da IL1-B pode
representar uma alternativa terapéutica complementar inovadora para o tratamento da DA,

corroborado por estudos recentes (Li et al., 2024).

Ao avaliar os dados do teste de habituagdo ao campo aberto, ndo foi observada a perda
de memoria de habituagdo, nem mesmo no grupo submetido ao modelo de deméncia. Esse
resultado pode ser relacionado a exposicdo ao isoflurano, que possivelmente influenciou a
deposicédo do peptideo BA;.4, em algumas areas cerebrais correlacionadas com a memoria de
habituacdo, destacando a hipoOtese de um efeito neuroprotetor seletivo no modelo utilizado
(Viannaet al., 2000; Casagrande, 2023).

Ao contrario dos achados anteriores, que apontaram danos a memoria de curto e longo
prazo com a utilizagdo do mesmo anestésico, acredita-se que a acdo do medicamento tenha sido
distinta nas areas cerebrais associadas aos diversos tipos de memdria (Quiroga et al., 2014;
Casagrande, 2023).

A DA é acompanhada pela desregulacdo de fatores neurotroficos e seus receptores, que
desempenham um papel critico na degeneracdo cerebral. O incremento dos niveis de
neurotrofinas desempenham um potencial terapéutico para doengas neurodegenerativas, estas
sdo capazes de prevenir a morte celular em condicdes degenerativas e podem melhorar o
desenvolvimento e a funcao neuronal na DA (Nasrolahi et al., 2022).

Entre as neurotrofinas, destacam-se nas doencas neurodegenerativas 0o BDNF e o NGF,
além de outras como a neurotrofina-3 e a neurotrofina-4/5, que tém origem em um gene
ancestral comum e apresentam sequéncias e estruturas semelhantes, sendo que Varios processos
nos neurdnios, como sobrevivéncia, migracdo, crescimento axonal, formagdo de sinapses e
plasticidade neuronal, séo regulados positivamente por neurotrofinas (Azman et al., 2022).

No hipocampo a redugdo dos niveis de BDNF prejudicam a memoria dependente desta
estrutura, com um dos mecanismos a destrui¢do de sinapses neuronais. Foi comprovado que o
BDNF é capaz de salvaguardar e/ou reparar neurdnios e sinapses do hipocampo, mesmo em
situagdes de acumulo de BA e toxicidade neuronal, através do estimulo a ativagédo de TrkB. Isso
indica que a via de sinalizacdo BDNF/TrkB pode ter um papel relevante na patogénese da DA,
indicando sua capacidade terapéutica em ambiente neuroinflamatério (Banerjee et al., 2023).

O BDNF esta presente em todas as areas do SNC, abrangendo as &reas cortical,
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hipocampal, nigral, amigdala e talamica. O hipocampo possui 0 nivel mais elevado de mMRNA
do BDNF. O incremento do BDNF demonstrou aumentar a potenciacao de longa duragéo (LTP)
hipocampal e inibiu o efeito de BA ¢ tau na perda celular. Além disso, o tratamento com BDNF
diminui toxicidade de BA ao promover o processamento de APP pela a-secretase em detrimento

da via amiloidogénica pela B-secretase, reduzindo a formagao de placas AB (Gao et al., 2022).

A redugdo significativa dos niveis de BDNF no hipocampo do grupo PAis4 s&0
concordantes com relatos de comprometimento precoce e significativo deste por BA, um dos
mecanismos centrais na patogénese do comprometimento da memoria na DA, demonstrado
também no experimento (Gao et al., 2022).

Niveis elevados de IL-1B inibem a LTP, especialmente no hipocampo, modulando a
condutancia de Ca?* por meio dos receptores N-metil-d-aspartato, que sdo receptores de
glutamato ionotrépicos que formam canais i6nicos controlados, sendo criticos para a funcéo
sindptica em todo 0 SNC. A IL-1p suprime LTP diretamente nos neurdnios, inibindo a transducgéo
dependente de mTOR. Isso pode resultar em um aumento ou inibi¢do do influxo de Ca?* em
concentracdes baixas ou altas, respectivamente, podendo inibir a cascata de sinalizagdo do
BDNF. Sendo a IL-1B o principal gatilho imunol6gico da LTP em condices fisioldgicas,
participa também tanto da modulacdo da transmissdo sindptica GABAGérgica basal,
supostamente antecedendo e contribuindo para a perda de interneurénios GABAgrgicos, quanto
da potencializacao da plasticidade sinaptica como um mecanismo adaptativo/reparador (Rizzo
etal., 2018).

Os achados no experimento de aumento dos niveis de BNDF pelo bloqueio da via da
IL1-B pelo DAP1-2 ou pelo efeito anti-inflamatdrio e antioxidante das GNPs, indicam potencial
terapéutico promissor destes compostos, principalmente em conjunto, por apresentarem efeito
sinérgico significativo, este tltimo tanto no hipocampo quanto no cortex cerebral (Park et al.,
2022).

Os processos moleculares que promovem os efeitos neuroprotetores das GNPs séo
diversos e envolvem interagdes complexas em niveis celular e molecular, sendo um dos
principais 0 aumento dos niveis de BDNF e NGF (Chiang et al., 2024). Embora a pesquisa
nesse campo tenha avancgado, varios mecanismos potenciais foram propostos com base em
estudos pré-clinicos. Sugeriu-se que as GNPs possuem caracteristicas antioxidantes intrinsecas,
0 que poderia potencializar seus efeitos neuroprotetores (Abdelkader et al., 2022). As GNPs
removem ERO e diminuem o estresse oxidativo, um elemento crucial na origem de doencas

neurodegenerativas, modificam vias apoptdticas, interferem na ativacdo da microglia e dos
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astrocitos, reduzindo a liberag&o de citocinas pro-inflamatorias, como o TNF-a.e a IL-1p, sendo
fundamental modular a neuroinflamacéo para a neuroprote¢éo (Chiang et al., 2020).

As nanoparticulas de ouro podem melhorar a diferenciacao, maturacéo e a morfogénese
das células nervosas, com efeitos sinérgicos do BDNF e das GNPs na diferenciacéo de células-
tronco mesenquimais em células nervosas especializadas, a exemplo de oligodendrocitos com
formagdo de mielina e prolongamento axonal, melhorando a neurogénese, interagdo sinaptica,
memoria e 0 processo de aprendizagem. Foi também demonstrado que o uso de nanoparticulas
de quitosana carregadas com GNPs e BDNF demonstrou uma grande interacdo entre ambos
compostos, com um aumento de até 90% na eficiéncia (Seyedebrahimi et al., 2021).

A curcumina, agente redutor na sintese verde das GNPS, possuem também efeitos anti-
inflamatdrio bem estabelecidos, com inibicdo da sintese de uma série de fatores inflamatorios,
como supressdo de NOS e forte inibi¢do da expresséo génica de TNF-a, MCP-1, IL-1f ¢ IL-6.
Assim como, é sugerido que os efeitos benéficos da curcumina estdo relacionados com o
bloqueio da agdo das EROs e inibi¢do da ativagdo NFxB (Cho et al., 2007).

O NGF é principalmente produzido pelos neurénios GABAérgicos no cortex cerebral de
ratos adultos, entre outras regides do cérebro. O NGF desempenha um papel crucial na
regulacdo da diferenciacdo, crescimento, sobrevivéncia e plasticidade de determinados tipos de
células, incluindo os neurdnios colinérgicos, tanto no SNC quanto no periférico. Os neurénios
colinérgicos apresentam receptores para 0 NGF, incluindo o receptor de tropomiosina quinase
A (TrkA, de alta afinidade) e o p75 (também conhecido como receptor de baixa afinidade do
NGF, LNGFR, ou receptor de neurotrofina p75, p75NTR). O NGF maduro é, por fim,
degradado pela metaloproteinase 9 da matriz (MMP9), cuja expressédo é regulada positivamente
na DA, induzindo a apoptose neuronal (Mitra et al., 2019).

Apenas nos grupos tratados com DAP1-2, associados ou ndo a GNPs, apresentaram
incremento dos niveis de NGF, principalmente no cortex cerebral do camundongo, com efeito
sinérgico significativo no grupo tratado com GNPs associadas ao DAP1-2. No hipocampo,
apenas o grupo tratado com GNPs associadas ao DAP1-2 apresentou incremento dos niveis de
NGF, o que pode ser explicado pela menor producdo basal de NGF nesta estrutura, precisando
de incremento ou reducdo nos seus niveis com maior amplitude para ter representatividade
estatistica, como descrito na literatura (Mitra et al., 2019). Desta forma, estes achados também
indicam o efeito neuroprotetor mais eficaz no grupo tratado com GNPs associadas ao DAP1-2,
demonstrando de forma inédita o potencial terapéutico do novo composto DAP1-2 na DA.

O experimento demonstrou uma diminui¢do dessas neurotrofinas tanto no cortex pre-

frontal quanto no hipocampo no grupo BAj.4,, 0 que é concordante com o esperado para 0
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modelo de DA (Budni et al., 2017). De forma inédita, o tratamento com o peptideo inibidor da
IL1-3 DAP1-2 demonstrou superioridade no incremento de neurotrofinas em relacdo as GNPs,
tanto isoladamente quanto em associacdo com as GNPS, sendo que estas ja apresentavam efeito
neuroprotetor comprovado, e ressaltando o efeito sinérgico amplificado do DAP1-2 com GNPs
(Tramontin et al., 2020).

Células da resposta imune inata, como microglia e astrécitos, assim como células T da
resposta imunoldgica adaptativa, estdo claramente envolvidas na regulacdo fisiologica do
humor, aprendizado, memdria e atividade sinaptica relacionada a experiéncia. Quaisquer
alteracbes na homeostase cerebral que impliquem ativagcdo da microglia e de astrocitos e/ou
infiltrados de células T desencadeiam uma resposta inflamatéria, que é um mecanismo de
defesa cerebral e pode afetar a plasticidade sindptica. Na neuroinflamacao, a micréglia ativada,
0 astrdcito e o infiltrado linfocitario interagem especificamente com os neurénios e influenciam
sua sobrevivéncia de forma positiva ou ndo, dependendo do contexto patolégico, liberando
citocinas, notadamente 0 TNF-a e a IL-1P (Rizzo et al., 2018).

As GNPs desempenham uma funcdo fundamental na polarizacdo dos macréfagos e na
reducdo da neuroinflamacdo. As GNPs no SNC induzem maior diferenciacdo da microglia
inativa na forma ativada M2 (anti-inflamatdria) em detrimento da forma ativada M1 (pro-
inflamatoria), com expressdo de IL-10, BDNF e NGF aumentadas, modulando o processo
inflamatorio cerebral e favorecendo a neuroprotecdo e a regeneracdo sinaptica, assim como a
modulacdo de astrdcitos ativados no ambiente inflamatorio (Li et al., 2022; Aili et al., 2023).

O modelo fisiopatologico mais aceito da DA € pelo acumulo e a agregacao do peptideo
BA na matriz extracelular cerebral, com o hipocampo a principal area comprometida
precocemente, este com papel central na funcdo cognitiva de meméria. O modelo prop&e que
o0 depdsito de proteinas BA andmalas exercem precocemente na DA neuroinflamacéo, disfuncao
sinaptica, perda neuronal e comprometimento cognitivo (Pisani et al., 2023).

O peptideo BA ¢ gerado a partir do processamento da proteina precursora amiloide
(APP). Duas secretases, a y-secretase e a P-secretase, clivam a APP em locais diferentes,
resultando em fragmentos de BA de tamanhos variados, dentre os quais 0s mais relevantes para
0 processo fisiopatologico da DA sdo o BA;.4; € 0 BA1-40 (Zhao et al. 2020). Esses fragmentos
tém a capacidade de se agregar, formando fibrilas que eventualmente levam a formacdo de
placas senis. A formagéo dessas placas induz um processo de neuroinflamacéo, que por sua vez
provoca disfuncdo mitocondrial, gerando um excesso de EROs e, consequentemente, a morte
celular (Oliveira et al., 2021).

A partir do modelo consolidado patoléogico da DA pelos depositos de placas BA
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cerebrais, a indUstria farmacéutica desenvolveu recentemente medicamentos modificadores da
evolucdo natural da doenga por destruicdo das placas BA através de anticorpos monoclonais
contra estruturas BA (Wang et al., 2024). Apesar das medicagdes terem representado um grande
avanco cientifico no tratamento da DA, algumas questfes precisam ser esclarecidas ou melhor
estudadas. Os medicamentos ndo interrompem o declinio cognitivo ou revertem 0s danos
cerebrais. O que induz ao questionamento do tratamento da DA com énfase apenas na redugao
de placas BA ja formadas (Jin et al., 2024). Diversos especialistas em Alzheimer, também,
expressam preocupacdo de que o0s riscos associados aos novos medicamentos que utilizam
anticorpos monoclonais anti-BA ndo tenham sido plenamente avaliados ou compreendidos,
especialmente quando se considera seus

beneficios modestos. Com relatos de dbitos e diversos casos de hemorragia e edema cerebrais,
0 que ndo foi bem esclarecido nos ensaios clinicos, revelando possiveis efeitos colaterais graves
ocultos (Dwivedi et al., 2024).

Diante de resultados clinicos discretos e questiondveis das atuais medicagOes
modificadoras da evolucdo natural da doenca, representadas unicamente pela classe dos
anticorpos monoclonais anti-Ap, com custos proibitivos e possiveis eventos adversos graves,
explorar outras vias terapéuticas, incluindo medicamentos para reduzir a neuroinflamagéo e o
estresse oxidativo, melhorar o fluxo sanguineo cerebral e aumentar outros fatores
neuroprotetores € promissor e necessario na busca de medidas terapéuticas eficientes na DA
(Self et al., 2023).

A demonstracdo no experimento que houve reducdo da expressdo génica de APP nos
grupos tratados revela uma possibilidade terapéutica promissora, tanto com a utilizacdo de
GNPs ou DAP1-2, sendo que a associagdo entre estas apresentou efeito sinérgico amplificado
na reducdo da expressdo génica de APP, assim como o relatado na neuroprotecdo pelo
incremento de neurotrofinas. Diferente dos medicamentos feitos com anticorpos monoclonais
com ag¢ao exclusiva nas placas PA ja formadas e extracelulares, um possivel medicamento a
base de GNPs associadas ao DAP1-2 agiria no bloqueio de uma etapa mais primordial da
patogénese da DA, que € expressdo génica da APP, com redugdo desta e consequentemente
redugdo de placas BA. Destacando que estes compostos, GNPs e DAP1-2, ndo foram testados
clinicamente em humanos, necessitando desta forma de novos estudos para tais fins e para a
elucidacéo da eficiéncia e seguranca clinica destes compostos, apesar dos excelentes resultados
em modelo animal (Beirdo 2022; Casagrande 2023).

Nos ultimos anos, a hip6tese da patogénese amiloide intracelular como causa da DA,

em sua fase ultra-precoce, ganhou relevancia. Através de uma andlise detalhada do
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fosfoproteoma, identificou-se que a proteina pSer46-MARCKS (substrato de C-quinase rica em
alanina miristulada) estava alterada antes da formagédo da agregacdo amiloide extracelular,
resultando em necrose neuronal mais cedo do que o previsto pelo acimulo de APP intracelular.
A molécula HMGB1 liberada na necrose neuronal liga-se ao receptor toll-like 4, induzindo a
fosforilacdo de MARCKS em pSer46-MARCKS por meio da ativacdo da proteina quinase C
(Okazawa et al., 2021). Assim, pelos resultados no experimento de reducdo significativa da
expressao génica da APP, tanto pelas GNPs quanto pelo DAP1-2, e sinérgico potencializado
quando estes sdo associados, indicam superioridade terapéutica na acao intracelular e precoce
de combate a formacéo de BA, o que ndo ocorrem nos medicamentos que utilizam anticorpos
monoclonais anti-BA, que agem somente no meio extracelular, o que talvez explique o sucesso
limitado destes (Prakash et al., 2024).

A acumulagdo de BA pode acontecer em diversos compartimentos subcelulares, como
endossomos, corpos multivesiculares, lisossomos, mitocondrias, reticulo endoplasmatico,
aparelho de Golgi e citosol. Apesar de terem sido identificados efeitos prejudiciais em processos
fisioldgicos especificos, como a interrupcdo da sinapse, a inibicdo do sistema ubiquitina-
proteassoma, a disfuncdo mitocondrial e a ativacdo de respostas pro-inflamatorias, a natureza
exata do mecanismo molecular que leva a toxicidade intraneuronal do BA ainda ¢ um mistério
(Huang et al., 2020).

Outro mecanismo inicial e intracelular na DA é a ferroptose. Esta € uma modalidade de
morte celular controlada ndo apoptética, marcada pelo acimulo de perdxidos lipidicos
dependentes de ferro. Esta forma de morte celular € mecanicamente sobreposta a oxitose, um
programa de morte celular ndo apoptotica, que se caracteriza pela deficiéncia de glutationa
(GSH), producdo descontrolada de espécies reativas de oxigénio (ROS) e subsequente
peroxidacdo lipidica, que potencializam o influxo de célcio intracelular através de canais de
calcio por armazenamento e morte celular (Huang et al., 2020).

As nanoparticulas de ouro apresentam facil difusdo celular e comprovada acgdo anti-
inflamatoria e antioxidante no SNC por meio da inibicdo das vias de sinalizagdo MAPK, NF-
kB, JAK/STAT, ERK-1/2, IKK-a/p e outras vias, aliado a ativacéo da sinalizagdo AMPK/Nrf2.
A supressao da expressdo de NF-«B ocorre pela interagdo com a cisteina-179 do inibidor da
subunidade beta da cinase kappa-B do fator nuclear (IKK-B), resultando na redugdo das
citocinas pro-inflamatorias IL-1p, IL-6 e TNF-a, além de PEG2, NO, iNOS, COX-2, e também
das espécies reativas de oxigénio (ERO) e de espécies reativas de nitrogénio (ERN) (Ailietal.,
2023). GNPs e CUR tém uma alta tendéncia a aceitar elétrons e interagir com ERO para

elimina-los ou desativa-los, através do efeito scavenger (Casagrande et al., 2023).
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Adicionalmente, as GNPs tém sido identificadas por interagir fisicamente com
quimiocinas e citocinas, como a IL-1p. Isso ocorre por meio da neutralizagdo da ligagéo da IL-
18 ao seu receptor de membrana, impedindo a cadeia de sinalizacdo pro-inflamatdria. As GNPs
tém a capacidade de promover uma diminuicdo consideravel na interacdo entre leucécitos e
endotélio. Essas moléculas penetram no tecido cerebral por meio da BHE, diminuindo a
concentracdo de TNF-a e, indiretamente, inibindo a expressao ou atividade de NFkB. A redugéo
dos leucdcitos polimorfonucleares circulantes nos tecidos resulta na diminuicdo da expressao
de ICAM-1 nas células endoteliais, 0 que consequentemente suprime a adesdo robusta dos
neutrdfilos a superficie endotelial. Isso leva a uma reducdo na resposta neuroinflamatoria e tem

efeitos positivos no tratamento da DA (Silveira et al., 2023).

Desta forma, as GNPs apresentam também mecanismos terapéuticos potencialmente
vantajosos em relagdo aos medicamentos em uso comercial que utilizam anticorpos
monoclonais anti-BA, modificadores da doenga, como as ja citadas ac¢do anti-inflamatoria e
antioxidante no SNC, diretamente nos meios extracelular e intracelular, o que ndo ocorre com
0s outros medicamentos citados, notadamente a acdo intracelular (de Bem et al., 2021). Estas
caracteristicas das GNPs sdo concordantes com os resultados do experimento, onde 0s grupos
tratados exclusivamente com GNPs apresentaram reducéo significativa da expressdo de APP
no SNC e reducéo das citocinas pro-inflamatorias IL-1p e TNF-a no cortex cerebral.

Evidéncias crescentes indicam uma ligacéo entre disfuncdo neuronal e neuroinflamacéo
na DA, mediada pela ativacdo cronica de astrdcitos e células microgliais, além da producédo
excessiva de citocinas pré-inflamatérias, como 1L-18, IL-6, IL-1p, IFNy, TNF-a e ativacdo dos
receptores correlatos. Assim, compreender melhor a relacdo entre os sistemas nervoso e
imunoldgico é crucial para atrasar ou prevenir 0s eventos neurodegenerativos associados a DA
(Uddin et al., 2020).

Embora diversos medicamentos anti-inflamatorios tenham sido testados em ensaios
clinicos para DA, a maioria ndo conseguiu apresentar resultados satisfatorios. Assim, a elevada
taxa de insucesso no desenvolvimento desses medicamentos para o tratamento da DA em
ensaios clinicos se deve, em parte, a nossa compreenséo limitada do papel da neuroinflamacéo
no desenvolvimento da doenca (Sanchez-Sarasua et al., 2020).

A falta de medicagdes para DA com enfoque na modulacdo terapéutica da
neuroinflamacdo vai de encontro com os achados do experimento, onde ambos 0S grupos,
tratados com GNPs ou com DAP1-2, apresentaram reducdo das citocinas pro-inflamatérias IL-

1 e TNF-a e incremento da citocina pré-inflamatoria IL-10, com destaque para o DAP1-2, que
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reduziu os niveis de IL-13 ¢ TNF-o e aumentou os niveis de IL-10 no cortex cerebral, com
efeito sinérgico amplificado no grupo tratado com GNPs associadas ao DAP1-2. No
hipocampo, a resposta moduladora da neuroinflamacéo foi mais intrigante, onde apenas o grupo
tratado com GNPs associadas ao DAP1-2, o que pode indicar que a estratégia terapéutica de
uso de GNPs na neuroinflamacdo devem ser elaboradas com potencializadores da sua acao,
com descrito na literatura (Casagrande, 2023).

O DAP1-2 foi desenvolvido para reduzir as reacdes provocadas pela IL-1p, ao bloquear
o receptor IL-1R1 e, dessa forma, evitar a ligacdo de IL-1P (De-Pieri et al., 2024). Esta citocina
é considerada essencial na neuroinflamacdo. O aumento excessivo de IL-1B compromete a
sinalizacdo imunoldgica, ocorrendo assim um papel patogénico e agravante na fisiopatologia
de diversas doencas inflamatdrias, como na DA (Li et al., 2024).Varios medicamentos foram
introduzidos no mercado com o objetivo de neutralizar a atividade bioldgica da IL-1B por meio
de diferentes mecanismos. Contudo, os inibidores de IL- 1P atualmente disponiveis sdo proteinas
recombinantes, que apresentam alto custo de producdo e estabilidade limitada. O composto
DAP1-2 se destaca como um inibidor promissor de IL-1, devido a sua natureza ndo toxica,
estabilidade, facilidade de producdo e relacdo custo-beneficio possibilitada pelo uso de
peptideos sintéticos. Foi demonstrado que o DAP1-2 apresentou reducdo significativa nos
niveis de IL-1p e na sua expressdo génica em um modelo de validacdo em andlises in vitro (De-
Pieri et al., 2024).

Também se destaca no experimento a utilizacdo da via intranasal devido a aplicacdo de
farmacos no SNC apresentar desafios devido as restricGes impostas pela BHE. A administracdo
intranasal de medicamentos é uma estratégia eficaz para superar os desafios impostos pela BHE,
sendo uma alternativa interessante por sua natureza nao invasiva. Varios estudos realizados em
animais e humanos comprovaram que diversos principios farmacologicos ativos podem chegar
diretamente ao cérebro ap6s a administracdo intranasal, como as GNPs e peptideos, a exemplo
da DAP1-2 (Veronesi et al., 2020).

Os resultados apresentados indicaram a melhora nos aspectos comportamentais e
bioquimicos do modelo experimental de DA executado. Isso ocorre devido aos beneficios
neuroprotetores das terapias, que melhoram a fungdo cognitiva, reduzem citocinas pro-
inflamatorias, elevam fatores neurotroficos e citocina anti-inflamatoria. Por se tratar de
composto novo e de uso inédito tanto para um modelo de DA quanto por via intranasal, a
biosseguranca do DAP1-2 foi testada no experimento com diversos marcadores no figado para
hepatotoxicidade, descritos anteriormente, com nenhuma alteragdo hepética significativa, o que

indica o perfil terapéutico seguro do composto, apesar da necessidade futura de mais estudos
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para esta finalidade.

Cabe ainda ressaltar que existem varios modelos ja testados para entender como a DA
se manifesta e progride. Abrange desde vermes até moscas-da-fruta, passando por peixes e
outros primatas, como Iémures e algumas variedades de macaco. Contudo, nenhum simula
fielmente e integralmente o que acontece no cérebro humano (Grieb, 2016). Em roedores,
principalmente camundongos e ratos, sdo modelos frequentemente empregados 0s que injetam
diretamente no cérebro substancias neurotoxicas, como a estreptozotocina e o peptideo BA1-42
(Budni et al., 2017). Porém ha também modelos com camundongos transgénicos, como o hAf-
KIl, 5XFAD e APP/PS1, que tentam simular doenca de Alzheimer precoce e tardia ou esporadica
(De Bastiani et. Al, 2024).

Assim, as terapias isoladas apresentaram melhora significativa nos testes de meméria de
curto prazo, porém apenas 0s compostos associados apresentaram melhoras também na
memoria de longo prazo, o que foi corroborado com os pardmetros bioquimicos, onde também
houve superioridade do grupo que foi tratado com ambos os compostos (grupo PBA1-
42+GNPs+DAP1-2). Desta forma, indicando o efeito sinérgico potencializado e seguro em
possivel terapia para DA quando os compostos estdo associados.
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6. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou a melhora dos parametros comportamentais e
bioquimicos em um modelo experimental de DA induzido por BA;.4, ICV quando tratado com
nanoparticulas de ouro ou com o peptideo inibidor de IL1-f DAP1-2, de forma isolada ou em
associacdo, indicando os significativos efeitos neuroprotetores destes compostos,
principalmente pelo efeito terapéutico sinérgico potencializado quando utilizados associados.

Frente aos atuais medicamentos modificadores da evolucdo natural da DA aprovados
para uso clinico, representados unicamente pela classe dos anticorpos monoclonais anti-BA,
gue possuem severas limitacGes terapéuticas e graves eventos adversos, 0s compostos utilizados
no experimento, GNPs e DAP1-2, podem representar alternativa terapéutica promissora na DA
por agir na sua fase inicial, anterior a formagdo extracelular de placas BA, e continuum,
reduzindo a neuroinflamacéo e a expresséo génica da APP.

O peptideo inibidor de IL1-f DAP1-2, desenvolvido no Laboratorio de Fisiopatologia
Experimental da Universidade do Extremo Sul Catarinense (Criciuma/SC, Brasil), apresentou
seguranca toxicologica e consolidou a importancia terapéutica do bloqueio do receptor de IL-1
na DA. Sendo este, o primeiro estudo a utilizar DAP1-2 em um modelo experimental de DA.

Entretanto, apesar de todos 0s excepcionais resultados do experimento, mais estudos séo
necessarios para estabelecer, com maiores detalhes e robustez de evidéncias cientificas, todos
0s aspectos bioquimicos ou fisiopatologicos da interacdo destes compostos em modelo

experimental, para possiveis estudos clinicos futuros em DA.
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