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RESUMO

Ao longo dos ultimos anos a DA vem sendo estudada como uma denominacdo de
disfuncdo neurodegenerativa, uma doenca que atua de forma progressiva com acumulo
de Beta Amiléide (AB). Embora a causa exata da DA precise ser mais elucidada devido
a sua complexidade, linhas crescentes destacam que o acumulo de agregados de
proteina AP ¢ um dos eventos causadores na patologenesia da DA. O acUmulo desses
agregados de proteina desencadeia neuroinflamacgdo, estresse oxidativo e dano
mitocondrial, levando a perda de neur6nios. Desta forma um grande promissor é o
Resveratrol (antiinflamatdrio, antioxidante, antitumorais e neuroprotetor). Sendo assim,
0 presente estudo tem como objetivo avaliar os efeitos das nanoparticulas de zeina
contendo resveratrol em um modelo experimental de neuroinflamacédo.Trata-se de um
estudo experimental, descritivo e observacional sendo realizada no laboratério de
Neuroanatomia da Universidade Estadual do Centro Oeste (UNICENTRO). Amostra foi
composta por 30 animais divididos em controle (C), controle positivo (CP),
nanoparticulas brancas (NB), nanoparticulas de Resveratrol (NR) e resveratrol (R). Os
animais receberam por gavagem 10mg/kg diariamente, diluidos em 0,5 ml por 15 dias.
Apos foram submetidos a cirurgia estereotaxica e mantidos por 30 dias para analise
Imunohistoquimica (IHC). Os resultados apontaram que nas andlises qualitativas da
IHC, para avaliacdo da deposicdo de Anti Beta Amildide ndo houve alteracdo em sua
composicdo morfologica encefalica nos grupos NR e C, diferentemente dos grupos CP,
NB e R que apresentaram alteracdo na deposi¢do de Anti Tau percebeu-se que no grupo
NR houve a projecdo normal de taurina no axénio a qual ndo correspondeu da mesma
forma para os demais grupos, para o marcador CD68 nos grupos R e C nédo houve
ativacdo da micrdglia. As analises quantitativas de Anti Beta Amildide no grupo NR,
houve diferenca estatistica quando comparado com os grupos CP, NB e R, ja na analise
de Anti Tau houve uma diferenca significativa entre os grupos CP e NR de (p=0.0001),
e por fim para o0 marcador CD68 houve resultado significativo (p=0.0014) para C e NR.
Na andlise das citocinas pro e antiinflamatorias como a IL-10, IL-6, TNF-a e InF-6 que
foram avaliadas através da citometria de fluxo e apresentando diferenca significativa em
TNF-a entre os grupos C, CP sendo o (p=0.0272), entre o grupo C e NB com a
diferenca de (p=0.0076), CP e NR (p=0.0240) e NB e NR com o (p=0.0065), Unico
grupo que ndo houve diferenca estatistica foi o grupo R. Nas analises da IL-6 e InF-5
ndo apresentaram diferenca significativa. Ja na IL-10 apresentou significancia entre os
grupos C e NR com (p=0.0001), grupo C e R com (p= 0.022) e por fim o grupo CP e
NR com diferenca estatistico sendo o (p=0.0169). Conclui-se que NR evitaram a
evolucdo da neuroinflamacgdo ocasionada pela inducdo de beta amil6idel-42 na regido
hipocampica CAL.

Palavras-Chave: Resveratrol; Beta Amildidel-42; Nanoparticulas; Agentes
Neuroprotetores.



ABSTRACT

Over the past few years, AD has been studied as a denomination of neurodegenerative
dysfunction, a disease that acts progressively with the accumulation of Beta Amyloid
(AP). Although the exact cause of AD needs to be further elucidated due to its
complexity, growing lines highlight that the accumulation of AP protein aggregates is
one of the causative events in the pathogenesis of AD. The accumulation of these
protein aggregates triggers neuroinflammation, oxidative stress and mitochondrial
damage, leading to the loss of neurons. Thus, a great promise is Resveratrol (anti-
inflammatory, antioxidant, antitumor and neuroprotective). Therefore, this study aims to
evaluate the effects of zein nanoparticles containing resveratrol in an experimental
model of neuroinflammation. This is an experimental, descriptive and observational
study being carried out in the Neuroanatomy laboratory of the State University of the
Center West (UNICENTRO ). Sample consisted of 30 animals divided into control (C),
positive control (CP), white nanoparticles (NB), Resveratrol nanoparticles (NR) and
resveratrol (R). The animals received 10mg/kg daily, diluted in 0, 5 ml for 15 days.
Afterwards, they were submitted to surgery and kept for 30 days for
immunohistochemical (IHC) analysis. The results showed that in the qualitative analysis
of the IHC, to assess the deposition of Anti Beta Amyloid, there was no change in its
morphological brain composition in the NR and C groups, unlike the CP, NB and R
groups, which showed changes in the deposition of Anti Tau. it appears that in the NR
group there was a normal projection of taurine in the axon which did not correspond in
the same way to the other groups, for the CD68 marker in the R and C groups there was
no microglial activation. Quantitative analyzes of Anti Beta Amyloid in the NR group
showed a statistical difference when compared to the CP, NB and R groups, whereas in
the Anti Tau analysis there was a significant difference between the CP and NR groups
(p=0.0001), and by end for marker CD68 there was a significant result (p=0.0014) for C
and NR. In the analysis of pro and anti-inflammatory cytokines such as IL-10, IL-6,
TNF-a and InF-9 that were evaluated by flow cytometry and showing a significant
difference in TNF-a between groups C, CP being (p=0.0272) , between group C and NB
with the difference of (p=0.0076), CP and NR (p=0.0240) and NB and NR with
(p=0.0065), the only group with no statistical difference was the R group. In the
analysis of IL-6 and InF -8 showed no significant difference. In IL-10, however, it
showed significance between groups C and NR with (p=0.001), group C and R with (p=
0.022) and finally the group CP and NR with a statistical difference being (p=0.0169). It
is concluded that NR prevented the evolution of neuroinflammation caused by the
induction of beta amyloid1-42 in the hippocampal region CA1.

Key words: Resveratrol; Beta Amyloid1-42; Nanoparticles; Neuroprotective agents.
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1. INTRODUCAO

A neuroinflamacdo segundo varios estudo observacionais e epidemioldgicos
acreditam que estd na fisiopatologia da doenca de Alzheimer (DA). A inflamacéo
cerebral traz varios efeitos prejudiciais, pode ser visto na fase aguada que a inflamacéo
€ um mecanismo de defesa bem estabelecido contra um processo infeccioso, lesdes e
também toxinas. J& quando se encontram o processo inflamatorio crénico ela esta
atribuida a sua ativacao da microglia e liberacdo de citocinas que vamos encontrando na
DA (PANDEY et al., 2020).

A DA foi descoberta e estudada pelo alemao médico psiquiatra Alois Alzheimer
em meados de 1906, prevista como uma das principais causas de deméncia. Outros
sintomas relatados incluiam falhas na memoria recente, paranoia, problemas
comportamentais e de linguagem, percebendo que havia um cérebro atréfico o qual se
apresentava com sinais de deposicdo proteica, que por fim hoje s&o denominadas
emaranhados neurofibrilares e placas senis (FALCO et al., 2016). Atualmente, esta
doenca vincula-se provavelmente aos fatores ambientais e genéticos (SHENGQUAN et
al., 2020).

Ela também pode estar associada em casos mais raros de trissomia do
cromossomo 21 pode se manifestar em idade menos avangada, neste caso sendo por
volta dos 30 anos. Além de ser uma doenca diretamente ligada com a neurodegeneracéo
e diminuicdo da cognicdo, outras manifestacbes podem ser observadas, como as
dificuldades com a linguagem, perda de memoria, particularidades no reconhecimento
facial e nomes, instabilidade emocional, perda de julgamento e também percebe-se
alteracdes de personalidade (SAWDA, MOUSSA, TURNER, 2017).

Desta forma, ao longo dos ultimos anos a DA vem sendo investigada como uma
denominacdo de disfuncdo neurodegenerativas, levando ao quadro de deméncia mais
causal na populacdo idosa. A DA provoca alteracdes progressivas no tecido cerebral
causando a perda de sinapses, lesbes e também a morte neuronal, na qual primeira area
a ser lesada é o hipocampo (SILVA et al., 2018).

Percebe-se a necessidade de tratamentos preventivos se curativos para a doenga
para maiores chances de aumentar a expectativa de vida da populacdo acometida.
Segundo o protocolo clinico e diretrizes terapéuticas da Doenca de Alzheimer,
viabilizado pelo Ministério da Saude h4 um reconhecimento atraves de uma avaliagao

com exames laboratoriais, exames de imagens, escalas e questionarios direcionando
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para 0s sinais e sintomas a partir dos quais encaminhamos pacientes para um tratamento
que deve se manter de forma multidisciplinar. O objetivo do tratamento medicamentoso
é propiciar a estabilizacdo do comprometimento cognitivo, das atividades diarias sobre
o comportamento, reduzindo efeitos adversos (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

Através das legislactes que regem o Sistema Unico de Satde (SUS) garantirem
0 acesso aos medicamentos faz parte de uma politica de saude adequada, com isso hé& o
empenho para que ocorra um fornecimento adequado e gratuito dos medicamentos,
inclusive os de alto custo. Também ha Programa de Medicamentos Excepcionais, no
qual se inclui a populacdo acometida pela DA (PIOVESANA et al., 2012) .

O uso de medicamentos com agdo multifuncional que inclui mais de duas ac¢des
correlacionadas com as atividades bioldgicas sobre a DA estad apresentando uma
abordagem viavel com uma solucéo ideal na patogénese da doenca (CHENG et al.,
2018).

Um farmaco que pode ser usado para a prevencdo e tratamento da DA é o
resveratrol, o qual ocorre em duas formas isoméricas; nomeadas como trans-resveratrol
e cis-resveratrol, sendo que o diidro-resveratrol ¢ um metabdlito do cis e trans-
resveratrol com peso molecular diferente. A forma predominante e bioativo que exibe
um amplo espectro farmacologico é o trans-resveratrol, que apresenta mdaltiplas
funcgdes, incluindo reducdo de beta amil6ide (Ap), eliminacdo de radicais livres e acao
de atividades inibidoras de agregacao fibrilares. Além disso, este polifenol que € de
ocorréncia natural promove beneficios contra a neurodegeneracdo por conta de suas

caracteristicas antiinflamatorias e antioxidantes (JERABEK et al.,2017)
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2.0BJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos das nanoparticulas de zeina contendo resveratrol em um

modelo experimental de neuroinflamacao.

2.2 Objetivos Especificos

e Comparar as acOes do Resveratrol e das nanoparticulas contendo Resveratrol na
deposicdo de Beta Amildide através da andlise quantitativa para a
Imunohistoquimica Anti Beta Amildide, Anti Tau e CD68 na inducdo por Beta
Amilodidel-42.

e Auvaliar as citocinas pro e antiinflamatdrias IL-10, IL-6, TnF-a e InF-3 atraves da
citometria de fluxo no processo de neuroinflamacédo induzida por Toxina Beta

amiloide.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 DOENCA DE ALZHEIMER / NEUROINFLAMAGCAO

Ao longo dos ultimos anos a DA vem sendo estudada como uma denominagdo
de disfuncdo neurodegenerativa, levando ao quadro de deméncia mais causal na
populacdo idosa, incluindo-se o de maior a morbimortalidade Brasil. Tem sido avaliado
que a populacdo acima de 65 anos vem aumentando e estd havendo uma queda
estatisticamente da populacdo jovem (SAAD, 2010). A maioria dos pacientes com DA
tem mais de 65 anos, e apos este periodo o risco de desenvolvimento mais severo é
dobrado a cada cinco anos (KULICHIKHIN et al., 2021).

No estudo de Sandoval, Turra, Loschi, (2019), foi avaliado o indice populacional
e regional no Brasil que verificaram na regido sul e sudeste que se encontram individuos
com a menor taxa de deméncia, sendo que estas regifes apresentam maior indice de
desenvolvimento humano (IDH) quando comparado com as demais regiGes. No ano de
2004, observou-se que cerca de 24 milhdes de pessoas se depararam com algum tipo de
deméncia. Acredita-se que nos paises em desenvolvimento ha uma margem de 60% da
populacdo idosa, as quais apresentam deméncia (FERRI et al., 2005). Ainda estima-se
que o numero de pessoas vivendo no mundo com deméncia passe dos atuais 50 milhdes
para 152 milhdes em 2050 (BAUGART et al., 2015; BRASIL, 2017).

As exposicOes precoces aos fatores de risco podem aumentar as chances do
desenvolvimento da doenca, como aponta a Organizacdo Mundial de Saude (OMS). A
média de vida da populacdo apresentou um aumento, com isso, a deméncia € em
particular o Alzheimer, destacam-se como um problema de satde publica e preocupacao
social (FERNANDES; ANDRADE, 2017).

Apds o diagnostico da doenca o tempo de sobrevivéncia varia em torno de 8,3
anos para individuos com 65 anos. Para o diagnéstico ap6s os 90 anos verifica-se que
esta estimativa de sobrevivéncia reduz para 3,4 anos. A sobrevivéncia de pessoas
acometidas pela DA depende dos sintomas e da idade de inicio, que podem levar a uma
reducdo da expectativa de vida em torno de 39% (TEIXEIRA et al., 2015).
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3.2 EPIDEMIOLOGIA

A DA é a principal causa de deméncia em idosos no ocidente, sendo uma doenca
neurodegenerativa progressiva que atinge cerca de 26 milhdes de pessoas no mundo,
com 4,6 milhdes de novos casos por ano (CAIXETA, 2011). Segundo o relatério anual
2020 da Alzheimer’s Association, 5,8 milhGes de pessoas com 65 anos ou mais vivem
com deméncia nos Estados Unidos em 2020, e acredita-se que este nimero pode chegar
a 13,8 milhdes em 2050 (KULICHIKHIN et al., 2021)..

A DA é uma patologia de etiologia multifatorial, em que ocorre a
neurodegeneracdo decorrente da formacéo de placas senis com o acumulo da proteina
beta amil6ide AP e de emaranhados neurofibrilares, relacionados as alteracdes do estado
de fosforilagio da proteina tau no espaco intracelular cerebral (ARGILES et al., 2010).

O declinio das funcbes cognitivas € caracterizado por alteracBes bioquimicas e
estruturais, que ocorrem no cérebro dos pacientes acometidos, levando a perda neuronal,
a degeneracdo das sinapses e comprometimento da neurotransmissdo (THOMAS,
2008).

Para Luzardo, Gorini e Silva (2006) a DA afeta, inicialmente, a regido da
memoria de curto prazo. Além da memodria, a doenca afeta a orientacdo, atencdo,
linguagem, capacidade para resolver problemas e habilidades para desempenhar as
atividades da vida diaria, levando em consideracdo a individualidade de cada idoso em
relacdo aos estagios da DA, sendo possivel caracterizar os estdgios do processo
demencial em leve, moderado e severo.

O estdgio leve denominado por alguns autores como Comprometimento
Cognitivo Leve (CCL) é considerado pela perda de memoria recente, mudangas
comportamentais, pouca perda de julgamentos, falhas na linguagem, depressao e apatia.
Contudo o paciente desempenha suas atividades diarias com normalidade, ndo
demonstrando grandes tragos de deméncia. Nessa fase estima-se que o paciente tenha
uma perda entre 40% e 60% no cortex entorrinal (LUZARDO; GORINI; SILVA, 2006).

No estdgio moderado da doenca faz-se necessario ajuda diaria ao idoso por conta
da perda de grande parte das fungdes cognitivas, elevadas altera¢cbes comportamentais e
permanente perda de memoria devido a uma grande deterioracdo no cortex entorrinal,
no hipocampo, sistema limbico e cortex cerebral (LUZARDO; GORINI; SILVA, 2006).

O estagio final da DA é marcado pela perda total de capacidade de

reconhecimento de pessoas e lugares, incapacidade para desempenho de fungfes gerais
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e inabilidade para o autocuidado, sendo necessario haver um acompanhamento integral
com o idoso. O o6bito ocorre usualmente ap6s varios anos do inicio dos sintomas,
geralmente por pneumonia aspirativa ou infeccdo do trato urinario com sepse (AREZA-
FEGYVERES et al., 2007).

3.3 FISIOPATOLOGIA

A DA esta ligada a reducdo do tecido cerebral no cortex e hipocampo com a
perda neuronal, as mudancas neuronais estdo bem relacionadas com os sintomas
clinicos desta doenca. Nos Ultimos anos varias pesquisas sdo feitas com o objetivo de
chegar a conclusdo do mecanismo fisiopatoldgico exato da DA. As vias estudadas de
hipotese séo: deposigdo de AP, emaranhados neurofibrilares, colinérgico, via de estresse

glutaminérgico e oxidativo.

3.3.1 Hipotese de Cascata Amiloide

A DA atua de forma progressiva com acumulo de Ap, sendo este um fragmento
gerado por acdo proteolitica expressa pela proteina precursora amildide (PPA). Como
consequéncia catabdlica normal da PPA, resulta um fragmento principalmente na regido
As1 e Asz. Os emaranhados neurofibrilares estdo ligados com a DA por ser um reflexo
do envelhecer (SAWDA, MOUSSA, TURNER, 2017; CAO, PING, 2018).

Embora a DA precise ser mais elucidada devido a sua complexidade, linhas
crescentes de evidéncia destacaram que o acumulo de agregados de proteina AB ¢ um
dos eventos causadores na patologenesia da DA e pode representar um alvo terapéutico
eficaz para a piora do quadro da DA (SELKOE, HARDY, 2016; SEVIGNY et al, 2016;
VOO, XIAO, MCFLHENY, 2018).

O peptideo AP (38-43 amino&cidos), gerado por B e y-secretases da proteina
precursora de amildide, Através do processo da clivagem pela enzima Y-secretase,
sendo dentre estes fragmentos os mais comuns os de 40 (APi140) e 42 (AP1-42)
encontrados como residuos de aminoacidos.

A AP ¢é produzida em individuos normais, mas, sob certas circunstancias, esta

molécula pode agregar anormalmente em varias isoformas toxicas, incluindo
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oligdbmeros, protofibrilas e fibrilas em sequéncia e por fim iniciar a progressdo da DA
(BEEG et al., 2016; FERREIRA et al., 2015).

O acumulo desses agregados de proteina desencadeia neuroinflamacéo, estresse
oxidativo e dano mitocondrial. Evidéncias emergentes sugerem que a patologia da DA
pode resultar de uma interagdo complexa entre AP anormal e proteinas tau. De acordo
com a "hipotese amildide" da DA, o acimulo de agregados AP no espaco extracelular
dos neurdnios no cérebro é a principal causa para conduzir a patogénese para
neurodegeneracdo e declinio cognitivo em pacientes com DA (MUSIEK, HOLTZMAN,
2015).

Na figura 1, representa o esquema da hipdtese da cascata amildide com os
monomeros, oligdmeros e fibrilas juntamente com as agregacdes de 40 (APi-40) € 42
(AB1-42).
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Fonte: Falco et al., 2016.

3.3.2 Hipdtese de emaranhados neurofibrilares

Os emaranhados neurofibrilares podem ser observados no cérebro dos pacientes
com DA, eles sdo filamentos insolUveis acumulados em neurdnios degenerados. A
proteina Tau, esta associada ao microtubulo que estabiliza o microtubulos do neurdnio
para manter sua forma estrutural, citoesqueleto. Os microtubulos altamente soltveis séo
0 MAP1A, MAP1B e MAP2 os quais estdo envolvidos na tubulina. O processo de

fosforilazacdo e desfosforilacdo esta ligado com a proteina Tau e a sua associagdo com
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0s microtubulos, este mecanismo ocorre como a¢do completamente reguladora (CRAFT
et al.,2004; TALBOT et al., 2012; SALTMARCHE et al., 2017).

O processo normal de fosforizagdo da proteina Tau diminui a sua afinidade com
a tubulina e a facilita a dissociagdo dos microtabulos, diferentemente na
hiperfosforilacdo que na DA comeca principalmente no processo intracelular, causando
uma falha estrutural e comprometendo a fungdo sinéptica e neuronal (CHAO et al.,
2019).

Figura 2, despolimerizacdo dos microtubulos e hiperfosforilacdo da tau. A
proteina tau acaba gerando a estabilidade aos microtubulos que promovem suporte aos

neurdnios.
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Fonte: Adaptado Hoppe, 2009.

3.3.3. Hipotese de deficiéncia colinérgica

Esta via de hipotese é a primeira e mais estudada em relacdo com a patogénese
da DA, aos individuos acometidos pela doenca ocorre uma diminuicdo de 30% a 90%
da colina acetiltransferase a qual € uma enzima que sintetiza a acetilcolina (ACh). Este
neurotransmissor é importante no processo de aprendizagem e memoria, a diminuigdo
colinérgica em encéfalo com DA esta relacionado com a disfungdo cognitiva. A reducéao
de neurénios colinérgicos no cérebro doente pode resultar em um baixo nivel de
receptor de ACh (COPAS et al., 2019; CHEN et al., 2019).

Figura 3, representa a hipdtese de deficiéncia colinérgica.
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3.3.4 Hipdtese de Excitotoxicidade

Esta hipOtese propde que 0s neurbnios sdo degenerados devido a
neurotransmissao excitatéria excessiva, assim como na DA e outras doencas
neurodegenerativas agudas ou cronicas. A perda de neurdnios pode ser decorrente de
uma excessiva excitacdo sinaptica mediada pelo aminoécido glutamato (SELKOE,
HARDY, 2016).

A atividade glutamatérgica excessiva desencadeia a abertura dos canais de ions
de célcio e um influxo extremo destes ions no neurénio o que resultam em danos nas
organelas e neuronais levando a morte do neurdnio. O aumento do influxo de ions de
calcio leva a morte neuronal por varios mecanismos incluindo dano mitocondrial, acdo
de radicais livres, inibindo assim a sintese de proteinas por ativacdo de fosfolipases e
proteinas quinases (KERPPERS et al., 2020).

Figura 4, esquema da hipdtese de excitotoxicidade.
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3.3.5. Hipotese Inflamacao, estresse oxidativo e disfun¢do mitocondrial

Algumas marcas na DA pode ser percebida incluindo o estresse oxidativo (OS),
inflamacéo e a disfuncdo mitocondrial através do alto consumo de oxigénio o cérebro se
torna vulnerével a desenvolver o OS.

As Espécies Reativas de Oxigéncio (EROs) e as Espécies Reativo de Nitrogénio
(RNS) sdo sintetizadas nas células normais como resultado da prépria resposta
fisioldgica e esses radicais livres sdo efetivamente neuralizados com a acdo dos
antioxidantes. Com a quantidade excessiva de EROs ou radicais livres elevam a uma
peroxidacdo lipidica e apoptose molecular dos neurdnios, causando danos irreversiveis
(KERPPERS et al., 2020; LIAO et al., 2012 ). Nos individuos com a DA o estresse
oxidativo causa danos neuronais por facilitar a formagédo de NFTs e o desenvolvimento
de placa amiloide (PURUSHOTHUMAN et al., 2014).

Figura 5, processo de neuroinflamacdo com ativacdo da microglia, astrocitos,

mastocitos.

25



neurbnio
pos-sindptico

ilside
ha associada NEUROINFLAMACAO

ASTROCITO

dentrito em

pré-shgdptico  degeneragio

y d NEUTROFILO

F

I-p
L6

" 7 TNF-a
-1 \/1 N —“ 6 A fibril
L6 : D36 Biny,
Ap SRAL

TNF-a V o &‘1,;1
N [/ dimerodens { e
Y RAGE /
i Y &
Ve od trimero de Af \\_' MICROGLIA
V) N

MACROFAGO

Fonte: Viegas et al.,2011.

O processo inflamatério se da através de um conjunto de reacdes complexas nos
tecidos vascularizados, sendo uma resposta a acdo de agentes nocivos trazendo injdrias
ou danos teciduais, manifestaces por migracdo celular, ativacao de leucocitos e reacdes
sistémicas diversas. Sendo assim, este tipo de resposta pode ocorrer no Sistema
Nervoso Central denominando-se a neuroinflamacdo. Nos ultimos anos, fortes
evidéncias na progressdo e severidade da DA estdo relacionados juntamente com os
mecanismos de ativacdo do sistema imune, acdo inflamatéria como a micréglia e
astrécitos (VIEGA et al.,2011).

3.4 RESVERATROL

O Resveratrol é um polifenol vegetal apesar de apresentar dois tipos de isdmeros
a forma estavel e mais ativa do composto € a (trans-3,4’,5 trihidroxitransestilbeno), com
peso molecular de 228,24 g/mol (ADRIAN, 2012). De acordo com a Farmacopeia
Europeia, este polifenol ndo flavonoide possui uma solubilidade de aproximadamente
50mg.mL em etanol, 16mg.mL em DMSO, apresentando solubilidade limitada em agua.
Sua solubilidade em agua é de 3mg/100ml, sendo soltvel em solventes organicos como
etanol, DMSO e dimetilformamida, seu pH € de 7,2, seu espectro UV pode variar de
218 a 320 nm (FARMACOPEIA EUROPEIA, 2017).

Figura 6, estruturas quimicas do trans-resveratrol e do cis-resveratrol.
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Fonte: Rege et al., 2014.

O resveratrol € encontrado principalmente em espécies de videira (Vitis sp.),
suco de uva (VitisVitaceaeVinifera) e vinho. Também pode ser encontrado em outras
fontes de alimentos como: banana (Musaceae Musa sp.), amendoim
(FabaceaeArachishypogaea ), roma (Punicaceae Punica granatum), espinafre
(AmaranthaceaeSpinaciaoleracea), e apresenta resultados importantes na DA como
atenuacdo desta, chamando a atencdo por suas ag¢bes como antiinflamatério,
antioxidante, antitumorais e neuroprotetor (ADRIAN, 2012).

O resveratrol que age na modulagdo da neuropatologia da AP inibindo sua
geracdo, ha também o fenomeno da oligomerizagao anormal de AP ¢ a reversdao do
quadro de degeneracdo neurofibrilar que se da pela agregacdo da proteina Tau. A acdo
como neuroprotetor, visa a inibicdo do fator nuclear Kappa B (NF-xB) e a alteracdo nas
vias de sinalizacdo das proteinas cinases ativadas por mitogénio (P38-MAPK ), quinase
1/2 regulada por sinal extracelular (ERK1 / 2) e fosfoinositida 3-quinase (PI13K) / Akt,
ativacdo de autofagia, entre outros (CAVALCANTI, ENGELHARDT, 2012;
PASINETTI ,WANG, HO, ROLES, 2015).

Alguns polifendis de certos vinhos tinto realizam a inibi¢do da agregacao de A,
outros por sua vez ja ndo apresentam esta mesma capacidade, sendo que 0s mecanismos
de AP e tau sao importantes para a DA como principais biomarcadores (FROZZA et al.,
2010).

A acdo do sistema de regulacdo de informacgédo silenciosa-1 (SIRT1) como

resposta neuroprotetora do resveratrol, impede que haja morte da micrdglia por acdo do
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AP, melhorando a funcdo cognitiva (GUIDA et al., 2015). Além disso, podem ainda ser
encontradas regulacdo das espécies reativas de oxigénio (EROs), éxido nitrico (NO)
producdo de citocinas pro-inflamatorias e expressao de AP no cérebro de pacientes com
DA (SEVIGNY etal., 2016; BARROS et al., 2017).

Sharma et al., (2007) relataram no estudo que os macrofagos, que se
desenvolvem a partir de mondcitos sdo fundamentais durante o inicio e resolucdo da
inflamacdo e eles se diferenciam em subconjuntos especificos de tecido. O 6xido nitrico
(NO) e a PGE2 sdo marcas registradas da inflamacao aguda e crénica em macrofagos
pré-inflamatorios. Os EROs prejudicam a producdo de NO dependente de iNOS em
macrofagos e exerce fortes efeitos inibitorios sobre PGE2. Desta forma, atende
claramente aos critérios de um nutriente antiinflamatdrio, visto que a producgdo e a
expressdo de citocinas incluindo TNF-a e as IL-1p e IL-6 pro-inflamatérias foram
prejudicadas pelo RES, sugerindo que ele atenuou a ativacdo classica de macrofagos.
Com relagdo as CKs, o Resveratrol embotou CCL4 / MIP-13 ¢ CCL5/ RANTES e,
portanto, o recrutamento de mondcitos e linfocitos T ativados, respectivamente.
Notavelmente, 0 GM-CSF, um fator de crescimento e diferenciacdo para macréfagos
pré-inflamatorios foi fortemente diminuido pelo Resveratrol.

Embora seus importantes efeitos celulares sejam promissores para a DA, 0 uso
clinico do resveratrol por via oral € um desafio, devido a sua baixa solubilidade aquosa
dificultando a biodisponibilidade oral. Desta forma, a nanotecnologia pode resolver esse
problema e permitir o uso eficaz do resveratrol como medicamento. As nanoparticulas
organicas sdo sistemas coloidais compostos por materiais naturais ou sintéticos em
escala nanométrica. As nanoparticulas promovem a melhoria das caracteristicas fisico-
quimicas do farmaco, modulando os aspectos farmacocinéticos e farmacodinamicos.
Além disso, a nanoencapsulacdo promove a administracdo prolongada e direcionada do
medicamento, resultando em uma terapéutica mais especifica e reducdo dos efeitos
adversos (LIMA et al., 2018).

Outro ponto importante vinculado ao resveratrol é a sua capacidade de modular
a SIRT1 que ocorre em doengas neurodegenerativas como é o caso da DA (TELLONE,
2015). Desta forma, o SIRT1 realiza a regulagdo de alguns substratos, dentre eles o p 53
e 0 co-ativador receptor gama ativado pelo peroxissomo la (PGC-1a). Percebe-se uma
diminuicdo de aglomerados de AP, resultando em recuperacdo da atividade mitocondrial
(HIGASHIDA et al.,, 2018). O estudo de Rege et al., (2015) avaliou a acdo

neuroprotetora do Resveratrol através do estresse oxidativo induzido pelo AB sendo

28



uma pesquisa in vitro, e observaram que o Resveratrol apresenta uma tripla acéo
nomeada dessa forma pelo autor como: inibicdo da auto inducdo APi-42 agregacéo,
antioxidacao e atividade quelante de metais.
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3.5 NANOTECNOLOGIA
3.5.1 Nanoparticulas

A composicdo das nanoparticulas influencia sua biodegradabilidade, perfil de
liberacdo e aspectos de seguranca. Nanoparticulas de proteinas, tém sido estudadas
devido a sua biodegradabilidade e as de fontes renovaveis sao valiosas. A zeina é uma
proteina vegetal obtida do endosperma de gréos de milho e € um material com potencial
para formar nanoparticulas destinadas a aplicacdo oral (PAULUK et al., 2019).

O termo “Nanoparticula” aplicado literalmente compreende uma particula que,
independentemente da sua constituicdo, forma tipos de interacdes e aplicagdes e
apresenta  um tamanho nanométrico. Segundo a EFSA (European Food
SafetyAuthority), qualquer nanomaterial, em inglés ENM (engineered nanomaterial), é
definido como um material produzido que seja composto por partes estruturais e
funcionais discretas, que possuam mais de uma dimensao e cujo tamanho seja inferior a
100 nm (European Food SafetyAuthority, 2009). No entanto, na comunidade cientifica
e em especifico em ciéncias farmacéuticas o termo € utilizado para descrever particulas
que nem sempre se enquadram nesta definicdo mais estrita. Existe ainda uma
necessidade de esclarecer a sua definicdo. Esta confusdo ndo facilita a pesquisa deste
tema, pois os termos microcapsulas e microesferas sdo, geralmente, associados ao tema,
embora ndo se encontrem dentro da definicéo literal.

Existe um vasto nimero de nanoparticulas com as mais diversas aplicacdes em
varias areas. No setor farmacéutico as nanoparticulas ndo se encontram categorizadas
nem apresentam uma defini¢do concreta. No entanto, trataremos as nanoparticulas como
qualquer material ou particula coloidal, farmacologicamente ativo ou inerte com a
capacidade de veicular agentes terapéuticos, que se encontre no intervalo nanométrico
de 10 a 1000 nm (1 um). Nesta definicdo estdo enquadrados os complexos de incluséo,
os lipossomas, as nanoemulsdes, as nanocapsulas e nanoesferas, as nanoparticulas
lipidicas solidas (SLN) e vetores lipidicosnanoestruturados (NLC), os conjugados
farmaco-lipido (LDC), as nanoparticulas magneticas, e os quantum dots (QD).

Figura 7, Representacdo esquematica de nanocapsulas e nanoesferas.
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As nanoparticulas ja sdo vistas em ciéncias da salde, como capazes de
revolucionar os métodos de diagnostico e tratamentos atuais. A capacidade que
apresentam de modificar as propriedades do farmaco que veiculam, de aumentar a
estabilidade de farmacos, de permitir diversos perfis de libertacdo do mesmo, e de
apresentar especificidade para certos tecidos, torna-as ferramentas essenciais para o
desenvolvimento de sistemas de veiculagdo mais eficazes, com menos frequéncia de
tomadas e com menos efeitos adversos, assim como para o desenvolvimento de técnicas
de analise de amostras bioldgicas e técnicas de imagiologia mais eficientes (CAR et al.,
2012).

31



4, MATERIAL E METODOS
4.1 Materiais

Trata-se de um estudo experimental, descritivo e observacional sendo realizado
no laboratério de Neuroanatomia da Universidade Estadual do Centro Oeste
(UNICENTRO) com aprovacdo pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da

mesma instituicdo, protocolo nimero 031/2019.

4.2 Amostra

Foi composta por 30 animais, da raca RattusNorvegicus, linhagem Wistar,
machos, pesando entre 200-250 gramas. Foram mantidos 4 animais por gaiolas,
confeccionadas em acrilico, inquebravel e lavavel. As gaiolas com os animais que foram
inseridos em prateleira receberam a alimentacdo, racao e agua ad libitum, mantidos em
sala sob o ciclo claro/escuro de 12 horas (luzes ligadas de 7 h as 19 h) em temperatura

de 23+1 °C, controlado por ar condicionado sprint 7000BTU’s.

4.3 Grupo experimental

Os animais foram divididos em cinco grupos:

Grupo Controle (C): Constituido por 6 animais para ensaios da predominancia
dos tecidos normais.

Grupo controle Positivo (CP): Foi composto por 6 animais com lesdo na area
CAlpor beta amilbideis2, sem tratamento e com coleta de material e eutanasia no
trigésimo dia apds a lesdo.

Grupo Experimental Nanoparticula Branca (NB): Foi composto por 6 animais
com lesdo na area CAl por beta amil6iders2, e tratados com 50 mg/Kg de
Nanoparticulas Brancas dissolvida em salina 0,9%, por gavagem durante 15 dias e com
coleta de material e eutanasia no trigésimo dia apos a leséo.

Grupo Experimental Resveratrol (R): Foi composto por 6 animais com lesdo na
area CAL por beta amilGide:-s> e tratados com 50 mg/Kg de Resveratrol dissolvida em
salina 0,9%, por gavagem durante 15 dias e com coleta de material e eutanasia no

trigésimo dia apos a leséo.
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Grupo Experimental Nanoparticulas de Resveratrol (NR): Foi composto por 6
animais com lesdo na area CAL por beta amildider-42 e tratados com nanoparticulas de
Resveratrol na concentracdo de 50 mg/kg, dissolvida em salina a 0,9%, por gavagem

durante 15 dias, e com coleta de material e eutanasia no trigésimo dia apos a leséo.

4.4 Preparagio Ap1-42

Um miligrama do peptideo B-amildide (Sigma-Aldrich) foi dissolvido em agua
Milli-Q filtrada (0,2 uM) e esta solucdo estogue foi armazenada a -20°C. Para obter o
peptideo em seu estado fibrilado, as aliquotas da solucgdo estoque foram descongeladas e
mantidas a temperatura de 37°C durante 72 horas (SHENGQUAN et al., 2020).

4.5 Nanoparticulas de Resveratrol

4.5.6 Preparacao nanoparticulas

As nanoparticulas de zeina foram obtidas pelo método de dispersdo liquido-
liquido, conforme descrito por Zhong e Jim (2009). Resumidamente, 60 mg de zeina e
10 mg de resveratrol foram pesados e dissolvidos em 3 mL de mistura de etanol / 4gua
(85:15, v/v) e mantidos sob agitacdo magnética (600 rpm) a temperatura ambiente por 1
h. As nanoparticulas foram produzidas pela adicdo gota a gota da fase etandlica em 9
mL de uma fase aquosa contendo caseinato de sddio a 2%, usado como estabilizador.

A mistura foi mantida sob agitacdo (600 rpm) por 2h. Em seguida, as
nanoparticulas foram ultracentrifugadas a 25151g, 25°C, por 20 min (Z36HK
HermleWehingen, BH, Alemanha). O sobrenadante foi reservado para andlise
quantitativa de resveratrol ndo encapsulado. Para o processo de revestimento das
nanoparticulas com quitosana, o precipitado foi ressuspenso em 1 mL de solucdo de
quitosana 0,25% (previamente preparada em acido acético 1%) e transferido para uma
incubadora agitadora por 1 h a 200 rpm, em temperatura ambiente. Finalmente, a
dispersdo das nanoparticulas foi ultracentrifugada por 20 min, 25°C a 25151ge o
precipitado resultante foi suspenso em agua. As nanoparticulas descarregadas foram
preparadas conforme descrito acima, exceto pela adi¢éo de resveratrol.

Figura 7, esquema das nanoparticulas de resveratrol.
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4.5.7 Diametro médio e distribuicao de tamanho

O diametro médio e o indice de polidispersdo (PDI) das nanoparticulas foram
determinados pela técnica de espalhamento dinamico de luz (DLS) (BIC 90 Plus,
Brookhaven Instruments Corp., Holtsville, NY). Para as analises, uma aliquota de
suspensdes de nanoparticulas foi coletada antes da incubacdo com quitosana e apés a
incubagdo para posterior comparacdo de tamanho e PDI. As nanoparticulas foram
dispersas em agua ultrapura (1:200v/v) e colocadas em uma cubeta para analise. Todas
as medicbes foram realizadas com um angulo de espalhamento de 90 ° a 25 ° C e um

comprimento de onda do laser de 659 nm.

4.5.8 Zeta potencial

O potencial zeta foi determinado a partir da mobilidade eletroforética das
nanoparticulas suspensas. As amostras foram diluidas (1:200v/v) em solucdo de 1

mMKCI e colocadas em uma célula eletroforética a 25°C sob o potencial de £ 150 mV
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(ZetaSizer ZS, Malvern, UK). O potencial zeta foi analisado antes e apds a incubacao
das nanoparticulas com quitosana. As medidas foram realizadas em triplicata e

expressas como média * desvio padréo.

4.5.9 Determinacao da eficiéncia de encapsulamento (EE)

Para determinar a quantidade de resveratrol encapsulado em nanoparticulas, foi
aplicada uma analise indireta. Uma aliquota do sobrenadante resultante da
ultracentrifugacdo das nanoparticulas foi diluida em fase movel, filtrada em membrana
de 0,22 um ¢ analisada por HPLC (Waters 2695-Alliance, Milford, EUA). A anélise foi
realizada em triplicata. A fase mdvel era composta por metanol, tampédo fosfato pH 6,8
e acetonitrila (63:30:7, v/v/v) com vazdo de 0,9 mL / min. O detector de PDA foi
ajustado para 306 nm. A porcentagem de EE foi determinada em pelo menos trés
repeticdes, conforme Equacdo (1). Os resultados foram expressos como média + desvio
padréo.

Equacéo 1
% EE = (quantidade inicial do medicamento - (quantidade recuperada / quantidade

inicial do medicamento)) 100

4.6 Cirurgia Experimental

Os animais foram anestesiados com uma solucdo na propor¢do de 80 mg/kg de
Cloridrato de Cetamina (Ketamina, frasco de 10ml) para 15 mg/kg de Cloridrato de
Xilasina (Dopaser, frasco de 10ml) via intraperitoneal e levados a um aparelho
estereotaxico (David Kopf, EUA), onde suas cabecas foram fixadas pelo rochedo
temporal e incisivos superiores. Dessa forma, foram posicionados segundo as
coordenadas AP= -3.0 mm, ML= £ 1.6 mm e -1.6 mm, e DV= 3.0 mm, inclinagéo
latero-lateral = 0°, respectivamente, tomando-se o bregma como referéncia, estando as
suturas lambdodide e bregmatica em um mesmo plano horizontal.

ApoGs receberam a toxina Beta-Amildider.s2 (Sigma-Aldrich) através de seringa
de Halmiton de 10 pL, foram injetados 4uL na regido hipocampal de CAl durante 10

minutos.
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Depois da inducdo com toxina beta Amildide os animais ficaram em descanso
por um periodo de 30 dias para que ocorressem 0s processos inflamatérios e

neurodegenerativos dos neurdnios hipocampicos.

4.6.1 Analgesia pos cirurgica

Para a analgesia pos cirurgica, foi utilizado o cloridrato de tramadol na dose de

10 mg/kg, a cada 12 horas, por via oral durante sete dias.

4.6.2 Tratamento

Para o tratamento cada grupo recebeu por gavagem 0,5 ml com 10 mg de
Resveratrol, nanoparticulas contendo Resveratrol e o grupo NB somente as
nanoparticulas vazias no mesmo volume, por um periodo de 15 dias, apds jejum de 12
horas durante a noite. A aplicacdo via oral foi realizada cuidadosamente sempre no
mesmo horario no periodo da manhad. ApGs 0 processo 0s animais mantiveram-se por
quatro horas apenas com a ingestdo de agua, a partir disso, 0os animais voltaram a

alimentacdo normal.

4.6.3 Eutanésia

Os animais foram anestesiados com 80 mg/kg de Ketamina e 15 mg/kg de
Xilazina. Depois de verificado o estado anestésico, os mesmos receberam 175 mg/kg de

Pentobarbital por via intraperitoneal.

4.6.4 Decapitacao

A decapitacdo e subsequente remocdo do cérebro foram realizadas apés a
eutanasia dos animais, em seguida a regido ventricular lateral juntamente com o
hipocampo foram colocados em formalina a 15%, sendo mantidas por sete dias e levada

as amostra para o laboratorio de patologia.

4.6.5 Andlise Histoldgica
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As amostras foram cortadas em fatias de 2 micrometros, incorporadas em
parafina e coradas com Hematoxilina e Eosina. O processo da histologia foi realizado
através do microscopio Olympus CX31 com UIS (universal Corrected Infinito) sistema
optico com 5 megapixels de cor digital DP 25 camara, sendo fotografada com resolugéo

de 1280x 960 e posteriormente salvo em JPEG.

4.6.6 Andlise Imunohistoquimica

Para a realizacdo da técnica de imunohistoquimica (IHQ), foram confeccionadas
laminas conforme descrito para analise histoldgica, contendo dois cortes por lamina, por
grupo experimental. A desparafinacdo térmica foi realizada por 16 horas em estufa a
60°C. Posteriormente, foi realizada a desparafinacéo quimica, por meio de 02 banhos de
imersdo em Xylol p ou 10'cada e um banho de imersdo em alcool a 70 ° por mais 10'".
Apobs banho-maria as laminas foram imersas em solucdo de Citrato de Sddio em
recipiente fechado e colocadas em banho-maria por 30 ‘para recuperacao antigénica.

A marcacao de campo foi realizada conforme descrito por Panis et al., (2010) os
cortes foram delimitados com caneta hidrofébica Dako Pen® e as peroxidases
endogenas bloqueadas em solucdo de peroxido de hidrogénio a 10% por 30 minutos,
seguido de bloqueio de ligacdo inespecifica por incubacdo em soro fetal 0,1% por 1
hora.

Posteriormente, os cortes foram incubados com os anticorpos primarios da
marca Santa Cruz Biotech, Anti Amiléide Beta (1: 300), Anti CD68 e Anti Tau (1: 300)
em camara Umida noturna a 4 °C por 2 horas. Ap6s a incubacdo, as laminas foram
submetidas a 3 banhos (5 minutos) em PBS e a seguir incubadas com anticorpo
secundério e mantidas por 15 minutos. Novamente lavado com PBS em um jato e mais
trés lavagens com gota de PBS.

A marcacgdo foi revelada pela incubacdo com 3,30-diaminobenzidina por 15
minutos, seguida de duas lavagens com PBS, o primeiro jato e a segunda gota. No
altimo estagio, as sec¢des foram levemente coloridas com hematoxilina de Harry
(Merck) por 30 segundos e depois lavadas em agua corrente.

Incubado em alcool a 70 ° por 5 'em banho de imers&o. Incubado em alcool a 95

° por 5" em banho de imersdo. Incubado em Xilol por 5 ‘e incubado novamente em Xilol
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por 10'. Apos a drenagem de todo o liquido, as laminas foram montadas com o balsamo

canadense e a laminula.

4.6.7 Citometria de Fluxo

Foram coletados dois mL de sangue de cada animal posteriormente foi
centrifugado a 1500 rpm por 10 min em temperatura ambiente. Apos a centrifugacdo o
sobrenadante (soro) foi pipetado e separado para analise. O Kit utilizado para a andlise
foi BD™ Cytometric Bead Array Mouse Inflammation Cytokine Kit (Becton
Dickinson, USA) as citocinas analisadas foram TNF; INF-y; IL-6; IL-10.

De acordo com as instrucfes do fabricante e analisadas no Citbmetro de Fluxo
BD™ Accuri C6 (Becton Dickinson, EUA), foram adicionados em cada amostra 10uL
de cada reagente. Apos este procedimento foi colocado em um eppendorf de 1,5 mL
para cada amostra, 50uL dos beads das citocinas, 50uL da amostra (soro), 50uL de
reagente de deteccdo; os tubos foram colocados no escuro por duas horas em
temperatura ambiente. Apos as duas horas, foi adicionado 1mL do tampéo de lavagem
em cada eppendorf e centrifugados a 200g, 4°C, por 5 minutos. Apos a centrifugacdo o
sobrenadante foi cuidadosamente removido e descartado de cada amostra, e em seguida
foram adicionados 300 pL do tampdo de lavagem em cada tubo para ressuspender as
amostras.

A leitura no citbmetro foi realizada manualmente por meio da aquisicdo de
10.000 eventos de cada amostra. Os dados da citometria de fluxo foram analisados no
software FCap 3.0 Array (Becton Dickinson, EUA) e os resultados foram plotados em

graficos de médias e desvios-padrdo da média.
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5. ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram dispostos em planilhas, analisados pelo software Prism
7.0. Para analise de distribuicdo normal foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk. Apos a
analise dos valores nas planilhas este obtiveram uma distribuicdo ndo normal, sendo

utilizado teste de Kruskal-Wallis com pds teste de Dunn’s.
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6. RESULTADOS

Os resultados mostrados na Tabela 1 indicam que o tamanho das particulas que
ocorreu variagéo de 206.8 = 4.7nm . Diversos fatores podem influenciar o tamanho das
particulas, incluindo os componentes da formulacdo (tensoativo, caracteristicas do
farmaco) e técnicas de producdo (temperatura, tempo, equipamentos) (MARCATO et
al., 2009; SHAHUL et al., 2014).

Tabela 1, caracteristicas das nanoparticulas Resveratrol-Quitozana/zeina NP.

Caracteristicas Resultados (MédiazDP)
Tamanho da Particula (nm) 206.8 = 4.7

indice de Polidispersdo 0.172 £ 0.16

Potencial Zeta (mV) +30.00 £ 0.33
Eficiéncia (%) 59.62 +7.31

DP = Desvio Padréo (n = 10).

O indice de polidispersao (PDI) é um pardmetro atil para medir a
homogeneidade da distribuicdo do diametro de todas as particulas presentes na
formulacéo, sendo que o PDI considerado ideal para um sistema monodisperso é zero e
inferior a 0.3 para sistemas polidispersos (JAWAHAR et al., 2012). O valor encontrado
para as formulagdes ocorreu variacdo de 0.172 £ 0.16, o que significa que a formulacao

preparada se apresentou como um sistema ligeiramente polidisperso.

O potencial zeta proporciona o indice da magnitude de repulsdo eletrostatica das
particulas. E um parametro usado para determinacio da estabilidade fisica de sistemas
coloidais, por meio da medida da carga elétrica na superficie da particula (SURENDER;
DEEPIKA, 2016). Na Tabela 1 é observado que o potencial zeta das formulagdes variou
de +30.00+0.33mV. A porcentagem da eficiéncia de encapsulacdo (%EE) foi calculada

pela equacdo 1 e o valor obtido foi 59.62 + 7.31.

A andlise qualitativa da imunomarcacdo para o peptideo Anti-Beta Amiloide
revelou, no grupo resveratrol, deposicdo de AP ao redor do corpo celular dos neurénios

de forma leve (Figura 8). Observou-se no grupo nanoparticulas brancas (NB) deposicao
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de AP de forma moderada. No grupo controle positivo (CP) houve deposicdo de AP na

regido CAL ao redor do neurdnio e proliferacéo endotelial figura 8.

Figura 8. Analise imunohistoquimica para marcador Anti- Beta Amil6ide, sendo a coluna a esquerda
com aumento de 4x, com o NR ndo foram presenciadas alteracbes morfoldgicas, sendo que no CP
observa-se a deposicdo de Beta amildide na regido de CA 1, no grupo NB encontram-se a presencga de
Beta Amildide, j& para o verificou-se a presenca de Beta Amil6ide ao redor dos neurdnios.

Realizou-se também a quantificacdo dos niveis de marcacdo de Beta amildide. O
grafico 1 mostra uma imagem representativa da quantificacdo obtida para a presenca de
AP nos grupos. Os grupos CP e R apresentaram significancia estatistica (p<0.005)

quando comparados ao NR.
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Grafico 1. Andlise quantitativa do marcador Anti Beta-Amildide, no grupo C e CP apresentaram
diferenca estatistica sendo (p=0.0001), também entre os grupos CP e NR encontra-se (p=0.0036)
apresentando significancia.

Avaliou-se utilizando Anti-Tau (Figura 9), que pode ser visto na coloracdo
marrom sobre 0 axdnio da regido do hipocampo no grupo CN seu aspecto de depdsito
na regido de CAl e na lamina supra-piramidal. Também foi observado no grupo NB
aspectos da proteina Tau ao redor dos axénios e ao redor do corpo celular dos
neurdnios. Quando analisado no grupo NR, nota-se que a proteina Tau depositada de
forma normal sobre a projecdo do axdnio, observando que a mesma em alguns
neurdnios esta ao redor do corpo celular, porém, ndo modificando a estrutura celular. E
no grupo tratado somente com Resveratrol foram reveladas alteracdes morfoldgicas dos

nacleos dos neurdnios, muitos deles ndo apresentando ndcleo.
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Figura 9. Anélise imunohistoquimica de proteina Tau sendo a coluna & esquerda com aumento de 4x e a
direita em 40x, conforme as demarcagdes nos grupos CP, NB, R e NR, pode-se perceber sua deposic¢éo,
sendo que 0 no NR a projecdo de taurina de forma normal, diferentemente dos grupos NB, CP que nota-se

ao redor do corpo neuronal ja o grupo R claramente percebe-se modificagdes no nlcleo dos neurdnios.

Observou-se a quantificacdo dos niveis de marcacdo da proteina Tau,
demonstrada no gréafico 2, mostrou que a quantificacdo dos niveis de marcacao foi
semelhante entre os grupos C e RN (0.4+0.51 e 0.6+0.51), com coeficiente de variagédo
de 129.1% e 86.07%. A analise estatistica das quantificacbes demonstrou que existe
diferencga estatistica entre os grupos CN e NR (p=0.0001) e entre CN e R (p=0.0074).
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Grafico 2. Analise quantitativa para Anti Tau, com diferenca significativa entre 0 CN e NR (p=0.0001) e
entre PC e R (p=0.0074).

Foi realizada a imunohistoquimica para CD68, biomarcador de microglia,
células de defesa (macrofago encefélico) conforme mostrado na Figura 10. No grupo C
e NR ndo ocorreu ativacdo da microglia, enquanto no grupo CP foram observados
ativacdo. Ja na imunomarcacao no grupo R revelou ativacdo da microglia o que aponta

um processo inflamatorio.
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Figura 10. Anélise imunohistoquimica de CD68 sendo a coluna & esquerda com 40x, para o grupo NR
ndo observa-se a ativagdo da microglia, diferentemente dos grupos NB, CP e R, que conforme as imagens
no aumento de 40x demarcadas apontam a um aumento ativacdo da micréglia levando a ponderar um
processo inflamatério.

Conforme mostra no grafico 3, a avaliacdo de ativacdo da microglia pode ser
observada nos grupos CN, NB e R, com valores médios de 1.4+0.51, 1.4+0.51 e 1+0.66,
ndo havendo diferenca estatistica entre estes grupos. Notou-se significancia estatistica
entre os grupos C/NR (p=0.0014) e C/R (p=0.0317).
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Gréfico 3. Analise quantitativa para CD68, a diferenga significativa entre o grupo C e NR apresentou p

=0.0014, no qual o grupo C e R o também apresentaram significancia estatistica p=0.0317.

Foram avaliados as concentracbes de TNF-Alfa, INF-Gama, IL-10 e IL-6 nos
grupos C, CP, NB, R, NR. No Grafico 4, mostra a concentracdo de TNF-Alfa com
média e desvio padrdo de 9.06+2.48 no CP, o R obteve os valores de 8.72+1.97, no NR
estes valores foram de 5.15+0.27 e no C de 4.76+1.08. Notou-se diferenca estatistica
entre 0s grupos C e CP, C e NB, CP e NR e NB e NR como demonstrado no grafico

abaixo.
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Graéfico 4. Representacdo da meédia entre os grupos, apresentando significancia entre si em todos os
grupos.

No grafico 5, apresenta os valores de concentracdo de INF-8, onde observou-se
as medias e desvio padrdo CP de 3.25+1.54, NB 5.31+1.35 em, no grupo R de
6.05£1.79 e grupo NR de 7.50+1.53. Na anélise estatistica ndo foram encontrados
significancia entre os grupos. Mas notou-se uma 27% em relacdo R e C, de 15% entre
NR e C e de 10% entre R e NR.
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Graéfico 5. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos C, CN, NB, R e NR.
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Gréafico 6, quando avaliado os niveis de concentracdo de IL-10, apresentou

resultado significativo entre os grupos CP e NR com valor de p=0.0169. Os valores

médios para a IL-10 no NB foram de 7.50 pg/ml.
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Gréfico 6. Representacdo das médias de comparagdo entre os grupo NR e o R com o0 p<0.005.

Grafico 7, avaliou os niveis de concentracdo da IL-6, havendo diferenca
significativa entre o grupo NR e R, apresentando o p=0.0234. O valor médio da IL-6 foi
de 5,27 pg/ml, 4,71 pg/ml, 5,09 pg/ml e 3,23 pg/ml respectivamente CP, NB, R e NR.
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Graéfico 7. Representacdo da média entre o grupo R e NR com o p> que 0.005, apresentando
diferenca estatistica.
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7. DISCUSSAO

A DA implica vérias complicagdes, alteraces que podem ser irreversiveis, desta
forma como relatam no estudo de Beckes et al., (2016) é necessario haver uma interacao
e interrelagdes que possam promover e recuperar a saude do individuo que encontra—se
nesta situacdo. Neste sentido, (ILHA et al., 2018) evidenciou a importancia de usar
artefatos para promover ao paciente com DA melhora na qualidade de vida,
socializacdo, aceitacdo e suas atividades de vida diéria, afirmando que este método pode
ser utilizado as pessoas idosas que ndo apresentam a patologia.

Sabendo que a DA é uma doenca degenerativa que provoca danos progressivos
no tecido cerebral, os quais ocasionam a perda das sinapses, lesdes e mortes neuronais.
Na pesquisa de Silva et al., (2016), acreditam que ha um denominador comum de que
existe uma acumulacdo de placas amil6ides no cérebro dos doentes, o que vem de
encontro com o presente estudo que resultou ao acumulo de placas amildides nos grupos
ndo tratados resultando em acdo significativa sobre o grupo tratado com nanoparticulas
de resveratrol.

A PPA que € uma proteina membranar possui a principal funcéo de permitir a
plasticidade das sinapses, no qual atua com o processo de construcdo da memodria,
raciocinio e pensamento. No entanto, a PPA pode sofrer o processo de clivagem pela
enzima [-secretase, 0 mesmo sofre a clivagem pela enzima Y'-secretase (SILVA et al.,
2019).

Neste estudo foram infundidos os fragmentos APi1-42 na regido hipocampal de
CAL, sendo que nos grupos NB e CP foram observados que houve uma maior formagéo
de AP, juntamente com a morte neuronal e se 0 peptideo se acumula na regido
extracelular do cérebro doente, acaba se formando placas senis, levando a perda
neuronal e atrofia cerebral o que pode ser encontrado nestes grupos.

Estudos realizados por Capirala et al., (2012) e Zhong, (2009), relataram que o
resveratrol atenua significativamente na producdo de citocinas inflamatérias induzida
por lipopolissacarideo (LPS), como IL-1 e TNF induzida por LPS ou AB na microglia.

Neste estudo realizado foi possivel observar a deposicdo de AB no grupo R que
ocorreu de forma leve e enquanto no grupo NR nédo foram observados deposi¢des e nem
a ativacdo da micrdglia sendo estes achados que se assemelham aos descritos pelos
autores Capirala et al., (2012) e Zhong (2009).
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Através de sua pesquisa Hambardzumyan et al., (2015) relatou-se que além de
seus grandes papéis como antioxidantes, antiinflamatorios, ha evidéncias que sugerem
que o resveratrol também facilita a quebra ndo amiloidogénica da proteina precursora
amildide (PPA), o que pode ter resultado na ndo deposicdo de AP.

Segundo Mehrabadi e Sadr (2020) a ativacdo da micrdglia realiza a liberacao de
citocinas pr6 inflamatorias como IL1f, IFN-6 e TNF-a. Desta forma, no presente estudo
no grupo NR a produgédo de TNF-a demonstrou-se com valores inferiores ao grupo CP.

No estudo de Dong et al., (2019), o resveratrol se manifestou como grande
antioxidante com um resultado considerado segura e bem tolerado com a capacidade de
cruzar a barreira hematoencefalica, com isso percebeu-se a inibicdo do TNF-a, também
na atual pesquisa verificamos que ndo houve aumento na producdo do TNF-a.

Na DA muitos estudos relatam a ativacdo da microglia e também as citocinas
pré-inflamatorias sdo importantes na neuroinflamacéo e neurodegenera¢do com isso, na
andlise de I1L10 observou-se que houve diferenca estatistica entre os grupos CP e o NR
0 que nos mostra que as nanoparticulas contendo resveratrol foram eficientes no
combate a neuroinflamacéo e neurodegeneracao.

Na pesquisa de Salem et al.,(2019), utilizaram nanoemulsdes transferossomas
com resveratrol para avaliar como um sistema de direcionamento cerebral sobre a
memoria, desta forma obtiveram resultados de permeacdo de até 81,29%=+2,64% o que
afirmam que pode ser uma Gtima opcdo, porém, neste estudo ndo foi realizado a
quantificacdo de nanoparticulas contendo resveratrol no encéfalo dos animais, contudo
pode observar nas andlises realizadas que as nanoparticulas contendo Resveratrol
obtiveram alcance encefalico, evitando a aparecimento de placa senis e bem como a

ativacdo da microglia.

Véarios mecanismos ja foram descritos como envolvidos na causa da DA, como
fatores genéticos, epigenéticos, metabdlicos, reacdes inflamatdrias, cascata patogénica
mitocondrial, estresse oxidativo, proteinas plasmaticas e cerebrais, fator neurotréfico
derivado do cérebro (brainderivedneurotrophic factor-BDNF), deficiéncias de

estrogénio, além de fatores ambientais.
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8.CONCLUSAO

Dessa forma, conclui-se, que o estudo apresentado revela beneficios das
nanoparticulas de resveratrol na inibicdo de deposicdo de Beta Amildide, na

neuroinflamacéo no modelo experimentais induzidos por beta amil6ides.s.
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COMISSAD DE ETICA ND USO DE AMIMAIS - CEUAUNICENTRD

Cficio n® 01372020 - CEUALUINICENTRO
Guarapusava, 16062020

Serhor Pesguissdor,

1. Comunicames que ssu prajeto de pesguisa intiluiade: “Esiude das Manoparticulas
de resveralrol na memona de cuno & longo prazo em modelo expenmental da doenga de
Alzheimesr” prolodolo ndmers 03152019, com nido em 15062020 & Eming em
30042030, ulilizanda-se de “30 Rabos Heleroginicos X7, Toi analisado & considerado
APROVADD, pela Comssio de Elica no Uso de Animais de nossa InslibuicBo, em
Feundo Ordndgria do @&a 0BDE2020.

2. Deverd ser encaminhado & CEUA o relaldnio fingl da pesquisa & a publicaglo de
seus resullados, para acompanhamentd do mesma.

3. Observamos ainda que & manienha a devida alenclo a0 Relaidnios Parciais &
Finais na Seguinie ardem:

0= Relatdriog Parciais deverio ser encaminhados & CELA assim gue lenha
transcorrido wm ano da pesquisa.

O= Refaldriog Finais deverio sef encaminhiatos & CEUA em alé 30 dias apos a
conclusio da pesquisa.

L Chualquer alleracit nd pesquisa que o aprovads, oMo por exampho, nbmens
e guijeibos, local, periodd, ebt. deverd S necessaramenle enviada wnd cAna justiicaliva
para 3 andlise da CELA.

Pesguisador: vo Iivan Kerppers
Alencicsaments,

A

iy At Lards
f

Any de Castro Ruiz Margues
Vies Presdete da Ceua/Unicantia
Pest. n* 411- GRIUnicentre-2019

An Senhar, lva llvan Kefppers
UMICENTRO-CEDETELS
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