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RESUMO

O envelhecimento populacional € um fenémeno global de acordo com um
relatorio das Nacdes Unidas sobre a idade da populagcdo mundial. Em 2019, haviam
703 milhdes de pessoas com 65 anos ou mais no mundo, o equivalente a 9% da
populacdo mundial. Deméncia € uma das principais causas de dependéncia e
incapacidade de idosos no mundo, sendo a Doenca de Alzheimer a causa mais
comum, responsavel por 60-70% dos casos. Neste trabalho estudamos a DA do tipo
esporadica induzindo um modelo animal através da administracdo ICV-STZ. Nossos
resultados mimetizaram caracteristicas comportamentais e neuroquimicas da doenca,
sendo que observamos um déficit cognitivo no teste comportamental e um aumento
do contetdo de BA42 no hipocampo. Ainda avaliamos no hipocampo as principais
enzimas responsaveis por sua depuracdo, NEP e IDE. Constatamos que o conteludo
de NEP esta relacionado com os niveis de A, mas ndo observamos correlacdes entre
o conteudo de IDE e BA neste trabalho. Estes achados corroboram relatos de que a
NEP seria a principal protease envolvida na degradacdo do BA. Entretanto séo

necessarios mais estudos acerca das enzimas envolvidas na sua depuracao.



ABSTRACT

Population aging is a global phenomenon according to a United Nations report about
the world's population age. In 2019, there were 703 million people aged 65 and over
in the world, equivalent to 9% of the world population. Dementia is one of the main
causes of dependency and disability among the elderly worldwide, with Alzheimer's
disease being the most common cause, responsible for 60-70% of cases. In this work,
we studied sporadic AD inducing an animal model through ICV-STZ administration.
Our results mimicked behavioral and neurochemical characteristics of the disease, as
we observed a cognitive deficit in the behavioral test, and an increase in the content
of BA42 in the hippocampus. We also evaluated the main enzymes responsible for its
clearance, NEP and IDE. We found that the content of NEP is related to the levels of
BA, but we did not observe correlations between the content of IDE and BA in this
study. These findings corroborate to reports that NEP would be the main protease
involved in the degradation of BA. However, further studies are needed on the enzymes

involved in its clearance.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

APP - Proteina precursora de amiloide
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CEUA - Comité de Etica na Utilizacdo de Animais
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SNC - Sistema nervoso central
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1 INTRODUCAO

1.1 ENVELHECIMENTO E DEMENCIA

O envelhecimento populacional € um fenébmeno global, de acordo com um
relatério das Na¢bes Unidas sobre a idade da populagdo mundial. Em 2019, haviam
703 milhdes de pessoas com 65 anos ou mais no mundo, o equivalente a 9% da
populacdo mundial. Prevé-se que o numero de idosos dobre para 1,5 bilh6es em 2050,
aumentando para 16% a propor¢cao de idosos no mundo, de modo que uma em cada
6 pessoas terdo 65 anos ou mais em 2050 (UN DESA’'S POPULATION DIVISION,

2019)

O envelhecimento € um processo biolégico natural que envolve uma série de
alteracdes no organismo e reducdo da sua capacidade funcional. Uma mudanca
importante durante o envelhecimento é a perda de células insubstituiveis. No cérebro,
0s neurdnios encolhem e ocorrem alteracdes nas sinapses e redes neuronais. A perda
de neurdnios, pode contribuir para certas alteracdes fisiolégicas, incluindo
metabolismo alterado, que pode estar associado a um declinio cognitivo em idosos

(HUNG et al., 2010).

A alteracdo dos mecanismos moleculares do envelhecimento, € um
importante fator de risco para doencas neurodegenerativas e pode contribuir para a
patogénese destas doencas prejudicando a capacidade de auto reparo do organismo.
Em muitas doencgas neurodegenerativas relacionadas a idade ha um acumulo de
proteinas especificas da doenca no sistema nervoso central (SNC). Por exemplo, na
Doenca de Alzheimer (DA) ha o acumulo de peptideos B-amiloides (BA) e proteinas

tau fosforiladas (HUNG et al., 2010; WYSS-CORAY, 2016)



Deméncia é uma das principais causas de dependéncia e incapacidade de
idosos no mundo, na qual ha deterioracdo da funcdo cognitiva. Ela afeta a memoria,
pensamento, orientacédo, capacidade de aprendizado e de realizar tarefas cotidianas.
Cerca de 50 milhdes de pessoas no mundo tem algum tipo de deméncia e ha cerca
de 10 milhdes de novos casos por ano, sendo a DA a causa mais comum, responsavel
por 60-70% dos casos de deméncia no mundo. Estima-se que em 2050 havera 152
milhdes de pessoas vivendo com algum tipo de deméncia (BALSINHA et al., 2019;

WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018)

1.2 DOENCA DE ALZHEIMER

A DA é caracterizada por uma progressiva desordem neurolégica que leva a
perda de memoria e de diversas fungdes cognitivas (BIASIBETTI et al., 2017; SORIAL,;
EL SAYED, 2017). Além do envelhecimento, o estilo de vida, obesidade, diabetes,
tabagismo, e até mesmo um baixo nivel educacional séo fatores de risco que podem
contribuir para seu desenvolvimento (BLENNOW; DE LEON; ZETTERBERG, 2006;

REITZ; MAYEUX, 2014).

A DA pode ser dividida em dois tipos: DA familiar e DA esporadica. A forma
mais comum da doenca é a esporadica e em sua maioria afeta pessoas com idade
acima de 65 anos, sendo responsavel por mais de 90% dos casos da doenca

(BIASIBETTI et al., 2017; NAGATA et al., 2018).

A DA do tipo familiar estd associada com muta¢cdes nos genes da cascata
amiloide, genes da APP e da Presenilina 1 e 2 (PSN1, PSEN2). A DA do tipo
esporadica pode ser desencadeada pela exposicdo ambiental, como dieta, exposicao

toxicoldgica, fatores hormonais, entre outros. E por alteracbes a nivel molecular



(metilacdo, dano oxidativo, entre outros) em certos genes, como por exemplo o gene
da Apo E, que em um organismo em envelhecimento com um sistema de reparo
menos eficiente, pode desencadear uma doenca neurodegenerativa (DORSZEWSKA

et al., 2016)

Na DA, do ponto de vista macroscopico, ha atrofia do hipocampo e do cortex
cerebral. Microscopicamente, é possivel observar a presenca extracelular de
agregados de peptideo $-amiloide os quais formam as placas senis, bem como pelos
emaranhados neurofibrilares intracelulares, alteragfes colinérgicas principalmente no
hipocampo e disturbios no metabolismo da glicose devido a sinalizacéo da insulina
(BIASIBETTI et al., 2017; DOS SANTOS et al., 2018; DOS SANTOS PICANCO et al.,

2016; RIES; SASTRE, 2016)

A formacao da placa B-amiloide é proveniente de um desequilibrio nas vias
de producdo e depuracao da proteina precursora de amiloide (APP — do inglés amyloid
precursor protein), uma proteina transmembrana que em condicdes fisiologicas é
clivada preferencialmente pela a-secretase e apds pela y-secretase. Em condi¢des
patolégicas antes de ser clivada pela y-secretase esta proteina é clivada
predominantemente pela B-secretase gerando assim o peptideo p-amiléide (DETURE;
DICKSON, 2019; DUYCKAERTS; DELATOUR; POTIER, 2009; HEPPNER;

RANSOHOFF; BECHER, 2015; VETRIVEL; THINAKARAN, 2010).

O peptideo BA42 € o componente predominante na placa amiloide e também
o mais fibrilogénico. Esses peptideos de 4kDa se desdobram na conformacéo de folha
B que sao altamente fibrilogénicas, formando assim a placa amiloide (DETURE;

DICKSON, 2019).



Outra caracteristica da DA sdo os emaranhados neurofibrilares compostos
principalmente da proteina Tau. Em condicbes fisiolégicas a proteina Tau é
responsavel pela estabilizacdo dos microtibulos. Na DA esta proteina é
hiperfosforilada e agregada formando os emaranhados neurofibrilares no corpo dos
neurénios. A hiperforsforilacdo da proteina Tau compromete sua funcao
desestabilizando os microtubulos e contribuindo para a neurodegeneracdo da DA

(GOTZ; ITTNER, 2008; LAURENT; BUEE; BLUM, 2018).

1.3 ASTROCITOS E DOENCA DE ALZHEIMER

Os astrocitos sdo as células gliais mais abundantes no SNC, possuem
relevante plasticidade adaptativa e sdo fundamentais para manutencdo do SNC. Eles
desempenham diversas fun¢des incluindo, modulacédo: da transmissao sinaptica, de
neurotransmissores, da atividade metabdlica e da regulacdo de ions, exercendo um
importante papel na homeostasia cerebral, na neurogénese, na regulacdo da
permeabilidade da barreira hematoencefalica e na defesa do SNC (KAMPHUIS et al.,

2014; RODRIGUEZ et al., 2009)

Os astrocitos se tornam reativos em resposta a insultos no SNC e sofrem
alteracdes funcionais e morfolégicas, gerando uma hipertrofia e um aumento na
expressdo de proteinas sinalizadoras, como a proteina glial fibrilar acida (GFAP) e a
proteina S100B (HENEKA et al., 2015; KAMPHUIS et al., 2014; SOFRONIEW;

VINTERS, 2010)

A GFAP é o principal filamento intermediario dos astrocitos e é considerada
um marcador altamente especifico de astrocitos reativos. Suas fungdes incluem, a

formacdo de uma barreira fisica, ocasionando o isolamento do tecido danificado e



sustentacdo mecanica dos astricitos. Sua expressdo € aumentada devido a
neurodegeneracdo da DA (BRENNER, 2014; HOL et al., 2003; ISHIKI et al., 2016;

MCKEON; BENARROCH, 2018)

A S100B é uma proteina ligante de Ca?*, no SNC, é capaz de modular o ciclo
celular, o metabolismo energético, inibir a apoptose, atuar na sinalizagéo intracelular,
como um mensageiro extracelular e modular a sinalizagéo de Ca?* nos astrocitos. Os
astrocitos produzem e secretam S100B, que podem ter efeitos neuroprotetores ou
neurotoxicos (BIASIBETTI et al.,, 2017; CHAVES et al., 2010; VERKHRATSKY;

NEDERGAARD, 2018)

Esta proteina também possui um papel modulador na neuroinflamacao,
incluindo na DA, e sua a expressao pode mudar substancialmente em condi¢bes
patolégicas. Devido ao alto nivel de expressdo de S100B nestas condicdes, ela &
universalmente utilizada como um marcador astrocitario de dano neurologico
(CHAVES et al, 2010; GULOKSUZ et al, 2017; IRAM; FRENKEL, 2012;

VERKHRATSKY; NEDERGAARD, 2018).

Na DA, o numero de astrdcitos reativos aumenta e eles circundam a placa
amiloide sendo capazes de internalizar e degradar peptideos BA, reduzindo a placa e
contribuindo para a remocao do peptideo no espaco extracelular. O acumulo de BA,
também induz os astrocitos a produzirem mediadores inflamatorios, promovendo um
feedback positivo na reatividade astrocitaria (BELANGER; MAGISTRETTI, 2009;

VALLES et al., 2019; XIA et al., 2018)

A neuroinflamacdo € uma caracteristica das doencas neurodegenerativas e
desempenha um papel ativo no desenvolvimento e progressao da DA. Inicialmente os

astrocitos possuem um papel neuroprotetor, degradando e captando o BA. Conforme
9



a doenca avanca ha uma reducédo da depuracédo de BA o que contribui para uma
exacerbacdo da funcdo astrocitaria. A perda de funcédo dos astrocitos na DA e as
respostas inflamatérias mediadas por eles implicam no comprometimento da
neurogénese e da sinaptogénese, contribuindo para neurodegeneracdo na DA

(PHILLIPS et al., 2014; SIRACUSA,; FUSCO; CUZZOCREA, 2019)

O hipocampo é uma estrutura cerebral relacionada com aprendizado e
memoéria, sendo especialmente vulnerdvel a danos nos estagios iniciais da DA.
Estima-se que no hipocampo um Unico astrécito entre em contato com centenas de
dendritos de varios neurdnios e envolvam 100 mil ou mais sinapses (SOFRONIEW;
VINTERS, 2010) A neurogénese do hipocampo exerce um papel importante na
plasticidade estrutural e na manutencéo da rede, desse modo, manifestacdes sutis
precoces da DA podem contribuir para o comprometimento da memoria nesta doenca

(MU; GAGE, 2011).

1.4 NEPRILISINA (NEP)

A NEP é uma metaloendopeptidase dependente de zinco, constituida por 742
aminoacidos e de peso molecular que varia entre 85 a 110 kDa, de acordo com as
diferencas em sua glicosilacdo (GRIMM et al., 2013). E sintetizada no complexo de
Golgi e transportada para a membrana celular. A NEP é uma proteina de membrana
integral do tipo Il e possui um dominio citosoélico N-terminal curto, uma por¢éao
transmembrana Unica, seguido de um grande dominio C-terminal extracelular que
contém o sitio ativo da enzima (BARANELLO et al., 2015; BAYES-GENIS;

BARALLAT; RICHARDS, 2016).

10



A NEP é expressa principalmente no cérebro, mas também pode ser
encontrada em outros 6rgaos como rins, pulmdes, entre outros (BARANELLO et al.,
2015). No SNC, a NEP é expressa principalmente por neurdnios e esta localizada
principalmente em terminais pré-sinapticos e axonios, especialmente em neurdnios
hipocampais e neocorticais, também podendo ser encontrada em astrécitos reativos
e microglia (GRIMM et al., 2013; RIES; SASTRE, 2016; ZHANG et al., 2017). A NEP
esta envolvida na modulacédo de neuropeptidios, clivando encefalinas, substancia P,

neuropeptideo Y, taquicininas, bradicinina e somatostatina (GRIMM et al., 2013).

A degradacao proteolitica € uma importante via de depuracéo do peptideo BA.
Dentre as enzimas capazes de degradar o BA, a NEP é a mais relevante para o
controle de seus niveis no SNC (MARR; HAFEZ, 2014). Ela é capaz de clivar ambos
0s peptideos, BA4 e PA42, no entanto, a capacidade da NEP de degradar formas

oligoméricas de BA é discutivel (GRIMM et al., 2013; ZHANG et al., 2017).

1.5 ENZIMA DEGRADADORA DE INSULINA (IDE)

A IDE é uma metaloendopeptidase dependente de zinco de peso molecular
de 110 kDa, sendo composta por 4 dominios com estrutura similar, dobrados em forma
de concha (DELIKKAYA et al., 2019; SONG; RODGERS; HERSH, 2018). A IDE ¢é
expressa em varios tecidos, como no cérebro, figado e musculos (TUNDO et al.,

2013).

No, SNC ela é expressa principalmente nos neurbnios do hipotalamo,
hipocampo, cerebelo e tronco cerebral e também é encontrada em células da glia,
como astrocitos (RIES; SASTRE, 2016). A IDE esta situada principalmente no citosol

da célula, mas também pode ser encontrada na mitocondria, endossomos e

11



peroxissomos (SONG; RODGERS; HERSH, 2018). Alguns trabalhos relatam que a
IDE pode ser secretada no meio extracelular, no entanto, ainda ndo € bem
estabelecido se ela realmente é secretada ou se € liberada em células danificadas

(BARANELLO et al., 2015; SONG; RODGERS; HERSH, 2018).

A IDE é capaz de clivar uma diversidade de peptideos, entre eles, insulina,
glucagon, peptideo natriurético, somatostatina e peptideo BA (BARANELLO et al.,
2015; TUNDO et al., 2013). Juntamente com a NEP, a IDE tem sido relatada como
uma importante enzima capaz de degradar os peptideos BA4o e A4z, entretanto, a IDE
possui uma maior capacidade de degradar formas oligoméricas. (KUROCHKIN;

GUARNERA; BEREZOVSKY, 2018; SONG; RODGERS; HERSH, 2018).

1.6 MODELO ANIMAL DA DOENCA DE ALZHEIMER

Na DA do tipo esporadica, ha evidencias que a sinalizacdo de insulina e o
metabolismo da glicose estdo prejudicados. Niveis reduzidos de insulina e de seus
receptores s@o observados em cérebros com DA. Deste modo, tem sido descrito que
alteracdes na sinalizacdo de insulina podem estar estreitamente relacionada com a
disfuncéo cognitiva e a neurodegeneracao da DA (GABBOUJ et al., 2019; NAZEM et

al., 2015; SHIEH; HUANG:; LIN, 2020).

A estreptozotocina (STZ) € um composto derivado de bactérias, que é
comumente utilizado para induzir diabetes em modelos animais. Este composto é
altamente toxico para células que expressam proteinas transportadoras de glicose do
tipo 1l (GLUT2), pois sua captacao por meio deste transportador leva a alquilacdo do
DNA, resultando em apoptose. Desta forma, o STZ € altamente citotoxico para as

células B-pancreaticas e para outros tecidos que expressam GLUT2 (GRIEB, 2016).

12



O STZ, quando administrado por meio de injecdo intracerebroventricular
(ICV), leva a diminuicdo da captacdo de glicose no cérebro através da
dessensibilizac&o dos receptores de insulina cerebral, no entanto este mecanismo de
acdo do ICV-STZ ainda precisa ser melhor compreendido (GRIEB, 2016). Neste
modelo, os animais desenvolvem neuroinflamacéo, caracteristicas patolégicas da DA
e déficit cognitivo apés uma unica injecdo ICV-STZ na dose de 3mg/Kg (NAZEM et

al., 2015).

Tendo em vista o0 modelo de ICV-STZ como um modelo de DA do tipo
esporadica e NEP e IDE como as principais enzimas responsaveis pela depuracéo de
BA, se faz necessario uma melhor compreensao de seus papeis na patogénese desta

doenca neste modelo (BARANELLO et al., 2015; SORIAL; EL SAYED, 2017).

13



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da administracéo intracerebroventricular de STZ e o conteddo
da NEP e IDE em ratos Wistar adultos e relacionar com os niveis de peptideos BA,

avaliando em paralelo outros marcadores de reatividade astroglial.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFiCOS

- Avaliar o conteudo de NEP e IDE no hipocampo em diferentes tempos (2, 4,

8 e 16 semanas) apds administracdo ICV-STZ;

- Analisar o conteudo de BA42 no hipocampo e liquido cefalorraquidiano (LCR);

- Avaliar o contetdo de GFAP e S100B no hipocampo;

- Avaliar o comportamento de possiveis déficits cognitivos através do teste de

reconhecimento de objetos.

14
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3 MATERIAS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Como modelo animal para este estudo foram utilizados ratos machos da
colénia Wistar com 90 dias de idade provenientes do Biotério Setorial do
Departamento de Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS). Este estudo foi realizado apds avaliagdo e aprovagdo do Comité de Etica
na Utilizacao de Animais (CEUA), da UFRGS, sob normas de ética para pesquisa em
modelos animais, com cuidados especiais para a utilizacdo do menor nimero destes

e para minimizar qualquer tipo de dor e sofrimento.

Todos os procedimentos realizados estiveram de acordo com o preconizado
pela Lei Arouca (lei n® 11.794, de 08 de outubro de 2008), pelas diretrizes do CONCEA
gue dispbe sobre procedimentos e métodos de eutanasia em animais entre outras

providéncias, e pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério.

Os animais foram mantidos e criados de acordo com o padrdo sanitario
convencional no Biotério de Departamento de Bioquimica da UFRGS em condi¢des
ambientais e climaticas controladas com ciclos de luz claro/escuro a cada 12h (7h as
19h) e em temperatura controlada (21 a 24°C) com acesso livre a 4gua ad libitum e a

racdo balanceada padréo (50% carboidrato, 22% proteina e 4% lipidio) para roedores.

Como a altura das caixas para alojamento dos animais do biotério deste
departamento ndo esta em total acordo com a Resolugdo Normativa N°15 de 16 de
dezembro de 2016 do CONCEA, devido a auséncia da verba necessaria para compra

destas caixas no momento, acomodamos menos animais por caixa (3 animais/caixa

16



de dimensdes 410 x 340 x 160 mm; 1110 cm2; 14,5 cm altura) em cama de maravalha

de pinus selecionada e autoclavada.

3.2 INDUCAO DO MODELO

Os animais foram divididos em 2 principais grupos: O grupo STZ que recebeu
uma injecao intracerebroventricular de estreptozotocina (3mg/kg) bilateral no volume
total de 5 pL/ventriculo e o grupo SHAM que recebeu a ICV de solucdo salina (NaCl

0.9%) (BIASIBETTI et al., 2017).

No dia do procedimento os animais foram anestesiados através de injecao
intraperitoneal de cetamina (75 mg/Kg) e xilasina (10 mg/Kg) e posicionados em um
aparelho estereotaxico. Em seguida foi realizada uma incisdo na parte superior da
cabeca do animal os ventriculos foram acessados utilizando as seguintes
coordenadas: 0,9 mm posterior a bregma; 1,5 mm lateral a sutura sagital; 3,6 mm
abaixo da superficie do cérebro, sendo realizada uma Unica infusdo bilateral

(BIASIBETTI et al., 2017).

ApGs a cirurgia os animais foram cobertos com um pano para manter a
temperatura corporal em 37°C e mantidos nesse local até a recuperagéo da anestesia.
Apébs este tempo eles foram colocados em suas caixas, totalizando 3 animais por

caixa.

3.3 DESENHO EXPERIMENTAL

Apb6s o procedimento de indugdo do modelo, os animais foram organizados

em 8 grupos, como demonstrado na tabela 1.
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Tabela 1: Organizagdo dos grupos experimentais.

Grupos Tempo de eutanasia p6s inducdo do modelo (semanas)
2
4
SHAM e STZ
8
16

Transcorrido 2, 4, 8 e 16 semanas ap0s o procedimento de inducéo do

modelo, o teste comportamental foi realizado e os animais eutanasiados para

obtencado das amostras.

— )
“-. é
| 1 | |
I 1 I 1
I NP i " o ijge o - Diad
10 semanas 12 semanas 2,4,8e16 semanas pos ICV-STZ .
Manipulacao ndugdo do Teste de reconhecimento de EARenEns enri:tzfencao s
modelo objetos Sl
9 2] A
-
® N @& - ®
Dia Dia2 Dia 3
Habituagao Treino e Teste 1 hora Teste 24 horas

Figura 1: Desenho experimental. A figura mostra o cronograma de execuc¢do dos experimentos, incluindo o tempo
de habituagdo e manuseio dos animais, procedimento cirlirgico para indugcdo do modelo, teste de reconhecimento
de objeto, esse Ultimo dividido em suas trés etapas e por Ultimo a eutanasia e coleta de amostras.
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3.4 TESTE COMPORTAMENTAL

Em 2, 4, 8 e 16 semanas pos inducdo do modelo, foi realizado o teste de
reconhecimento de objetos onde foi avaliado o aprendizado e a memoaria do animal

como descrito por BIASIBETTI, et al., (2017).

O teste de reconhecimento de objeto € um teste comportamental de memaria
que depende principalmente do comportamento exploratorio inato de um roedor. Este
teste compreende trés fases, a primeira € a habituacdo, os ratos foram colocados no
centro do aparelho para que fosse permitido explorar a area na auséncia de objetos.
No treinamento, 24h apds a primeira fase, os ratos retornaram ao aparelho que
continha dois objetos idénticos em forma, tamanho e cor. A fase de teste foi realizada
1h e 24h apéds o treinamento, onde os ratos retornaram ao aparelho para testar a
mem©ria de curto prazo ou a longo prazo. O aparelho continha dois objetos: um objeto
idéntico a sesséao de treino e um outro objeto diferente. Cada sesséo teve duracdo de
5 minutos e foi realizada em um aparelho de campo aberto com cada lado medindo

50 cm.

Os objetos foram colocados em diagonal na zona periférica do aparato a 10
cm de distancia da parede e os animais foram colocados de costas para o centro e
para os objetos. Entre um animal e outro, o aparato foi limpo com solucdo de etanol

70% e seco com papel toalha.

O tempo gasto pelos ratos em explorar os objetos foi monitorado por um
sistema de video. A exploracdo de um objeto foi definida quando o animal cheirou ou
tocou o objeto com o focinho (distancia <2cm) e/ou patas dianteiras. Para avaliar a

performance cognitiva do animal foi calculado o indice de reconhecimento de cada
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sessdao da seguinte forma: tempo explorando o novo objeto / tempo explorando ambos

0s objetos.

3.5 EUTANASIA, OBTENCAO DO LCR E HIPOCAMPO

Para obtencdo das amostras, os animais foram anestesiados com injecéo
intraperitoneal de cetamina (75mg/kg) e xilazina (10mg/kg) e entdo posicionados em
um aparelho estereotaxico. O LCR foi obtido por uma punc¢do na cisterna magna
usando uma seringa de insulina (27 gauge (G) x ¥z polegada). As amostras foram

congeladas a -20°C para posteriores analises.

Em seguida, os animais foram eutanasiados por decapitacdo e para minimizar
0 estresse, 0s procedimentos foram realizados individualmente por operador treinado
em ambiente tranquilo na auséncia de outros animais. Ap0s, os cérebros foram
removidos e colocados em uma solucdo de tampao fosfato de sédio (51,33 mM de
NacCl; 19,13 mM de NaH2PO4.H20; 81,01 mM de Na2HPOa4; pH 7,4). O hipocampo foi
dissecado e amostras deste foram obtidas através de um equipamento de corte
(Mcllwain Tissue Chopper). As amostras foram congeladas a -80°C para posteriores

analises.

3.6 PREPARO DAS AMOSTRAS

As amostras de hipocampo obtidas foram submetidas ao procedimento de
desnaturacao proteica a fim de obter as proteinas em suas estruturas nativas. De
acordo com o protocolo estabelecido no laboratério, no tubo contendo 4 fatias
hipocampais, foram adicionados 100 pL de tamp&o de amostra “A” (SDS 10%; EDTA
a 100 mM; solucéo de hidroximetil-aminometano (TRIS) a 500 mM em pH 6,8; e agua

Milli-Q®) e em seguida levado a fervura em um recipiente adequado contendo agua
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~96 °C (x2 °C) por 8 minutos. Logo apds, as amostras foram transferidas para novos

tubos a fim de obter um volume final padréo.

No intuito de fornecer um ambiente reduzido para as proteinas, foi adicionado
as amostras 25% (do volume total da amostra) de um novo tampédo (tampao de
amostra “B” - glicerol 100%; solugéo TRIS a 500 mM em pH 6,8; azul de bromofenol;

agua Milli-Q®) juntamente com 5% (do volume total da amostra) de 3-mercaptoetanol.

3.7 DOSAGEM DE PROTEINAS

A gquantificacdo do total de proteinas presente em cada amostra foi feita
utilizando o método de Lowry (LOWRY et al., 1951). Em uma placa de 96 pocos foram
aplicados 5 pL de cada amostra. Foi adicionado em cada pogo um volume de 100 pL
do reagente de Lowry e incubado por 10 minutos em temperatura ambiente (TA). Em
seguida, foi adicionado em cada pog¢o um total de 50 yL do reagente de Folin-
Ciocalteau com incubacéo de 30 minutos em TA. Como padrédo de proteina, foi feita
uma curva de calibracéo a partir de quantidades crescentes de solucdo de albumina
(1 mg/mL). O célculo do total de proteinas foi feito através do fator de calibracdo médio

obtido na curva de calibragéo. A concentracao de proteinas foi expressa em ug/uL.

O volume de amostra para realizacdo da eletroforese foi determinado em
relacdo a quantidade total de proteinas. Em cada poco na eletroforese foi aplicado 20

Mg de proteina.

3.8 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE)

As amostras foram submetidas a separacdo eletroforética em gel de

poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) e corridas em gel 12%
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(acrilamida 40%; solucdo TRIS a 1,5 M em pH 8,8; SDS 1%; glicerol 100%; agua Milli-

Q®; TEMED, persulfato de amonio 10%).

A corrida foi realizada em uma cuba vertical com tampéao de eletroforese (TRIS
a 25 mM; glicina a 190 mM; SDS 90% a 4,24 mM). Foi aplicado 20 pg de proteina em
cada poco. A corrida seguiu a seguinte programacéo: tensédo de 180 V e corrente de

=240 mA durante 1h.

3.9 WESTERN BLOTTING

Apos a eletroforese, o gel contendo as proteinas separadas foi mergulhado
em solucdo de Bjerrum (TRIS 48 mM; glicina 38 mM; metanol 20%) para retirar o
excesso de SDS. O sistema de transferéncia das proteinas do gel para uma
membrana de nitrocelulose foi montado utilizando um sistema semi-dry (Bio-Rad®) no
formato de “sanduiche” (papel filtro; membrana de nitrocelulose; gel; papel filtro), e os
componentes deste foram previamente imersos em solucdo Bjerrum. Para a
realizacao da transferéncia, uma tensao de 15 V e corrente de =192 mA foi aplicada

ao longo de 1h.

3.10 IMUNODETECCAO

Apbs a transferéncia, as membranas foram bloqueadas (albumina 2% em T-
TBS (do inglés — Tween-Tris Buffered Saline — NaCl a 500 mM; TRIS a 30 mM; Tween
20 a 0,05%; agua Milli-Q®; pH 7,5)) em camara fria (4 °C) overnight. Em seguida,
foram lavadas 3 vezes por 5 min com T-TBS e incubadas com 0s anticorpos primarios
para as proteinas de interesse, NEP e IDE. No caso, foram utilizados rabbit anti-NEP

(1:5.000) (Merck Millipore) e rabbit anti-IDE (1:10.000) (Merck Millipore). As diluigbes
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dos anticorpos foram feitas em solucédo de T-TBS. A incubacdo de cada anticorpo

primario foi feita a 4 °C e overnight.

Passado o tempo de incubagdo com o anticorpo primario, as membranas
foram lavadas 3 vezes por 5 min com T-TBS e apoés incubadas a 4°C durante 1h com
0 respectivo anticorpo secundario HRP (do inglés — Horseradish Peroxidase): anti-
rabbit. A diluicdo utilizada foi 1:10.000 em T-TBS. Logo depois da incubacdo as
membranas foram lavadas 3 vezes por 10 min com T-TBS e 1 vez por 10 minutos com
TBS (do inglés — Tris Buffered Saline — NaCl a 500 mM; TRIS a 30 mM; agua Milli-

Q®; pH 7,5).

A deteccao das bandas foi feita utilizando uma solucdo comercial de ECL (do
inglés — Enhanced chemiluminescens) (ThermoFisher) na proporcao de 1:1 entre as
solugdes “A” e “B” (solugado de uso). A solucdo preparada foi vertida sobre cada
membrana, espalhada e aguardado o tempo de 1 minuto. As imagens de
guimiolumescéncia foram obtidas através do software ImageQuant® LAS 4000 CCD
Camera System (GE Healthcare) e a quantificacdo da intensidade dos pixels foi feita

através do software ImageJ (Image processing and analysis in Java — NIH).

3.11 CONTEUDO DE BA

O conteudo de BA foi avaliado no hipocampo e LCR por meio do Kit comercial

Rat BA42 ELISA Kit (Elabscience) conforme descrito na bula do Kit.

3.12 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos dados obtidos foi realizada utilizando o software

GraphPad Prism versdo 6.0. Para as analises comportamentais e bioquimicas foi
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utilizado o teste t de Student. Valores de p <0,05 foram considerados significativos.

Os dados foram apresentados como média + erro padréo.
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CAPITULO Il

4 RESULTADOS

4.1 AVALIACAO COGNITIVA

Observamos déficit cognitivo em curto (1h) e longo prazo (24h) em todos os
tempos (2, 4, 8 e 16 semanas) analisados pds inducdo do modelo (figuras 2A e B). Os
dados sé@o expressos em porcentagem de exploracdo do novo objeto pelo animal,
sendo considerado que os animais do grupo SHAM realizaram uma maior exploracéo
do objeto novo e os animais do grupo STZ exploraram igualmente (£50%) os objetos

para eles apresentados.

A
1 hora

= 100
& m SHAM
'g = STZ
£
[]
Q
=
<
=]
Q
o
Q
©
(]
o
e}
£ 28 4s 8s 16 S

B

24 horas
100+
m SHAM
mm STZ

indice de reconhecimento (%)

28 48 8S 16 S

Figura 2: Desempenho cognitivo dos ratos adultos submetidos a injecéo ICV-STZ (3 mg/kg). Os animais foram
avaliados pelo teste de reconhecimento de objetos 2, 4, 8 e 16 semanas ap6s a inducéo do modelo. A) indice de
reconhecimento da performance cognitiva dos animais 1 hora apés o treino e B) Indice de reconhecimento da
performance cognitiva dos animais 24 horas apos treino. Os dados séo apresentados como média (n = 12-14, teste
t de Student, p< 0,05). A linha pontilhada representa 50%. * Porcentagem de exploragéo <50%.
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4.2 CONTEUDO DE BA

42.1LCR

N&o observamos nenhuma alteracao significativa no contetdo de BAs.. no LCR
nos tempos de 2, 4 e 16 semanas (figura 3A, B e D) pés a inje¢cédo ICV-STZ.
Observamos uma reducgdo significativa de seu conteddo apenas no tempo de 8
semanas (figura 3C) pos inducao do modelo.
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Conteudo de BAy,
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Contetido de BA,;
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SHAM STZ SHAM STZ

Figura 3: Conteldo de BA42 no LCR de ratos adultos submetidos a inje¢éo ICV-STZ (3 mg/kg). Avaliacao realizada
p6s inducéo do modelo nos tempos de: A) 2 semanas, B) 4 semanas, C) 8 semanas e D) 16 semanas através do
kit comercial Rat AB42 ELISA Kit (Elabscience). Os dados estédo expressos pela média + erro (n=5 - 7, teste t de
Student, p< 0,05). * Diferenca significativa entre o grupo SHAM e STZ no tempo relacionado.

26



4.2.2 Hipocampo

N&o observamos nenhuma alteracao significativa do conteido de BA.. no
hipocampo nos tempos de 2, 4 e 8 semanas (figura 4A e C) pos a injecdo ICV-STZ.

Apenas no tempo de 16 semanas (figura 4B) pos inducdo do modelo evidenciamos

um aumento significativo de seu conteudo.
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Figura 4: Conteudo de BA42 no hipocampo de ratos adultos submetidos a injecdo ICV-STZ (3 mg/kg). Avaliag&o
realizada pos inducdo do modelo nos tempos de: A) 2 semanas, B) 16 semanas e C) 2, 4, 8, 16 semanas
(representativo) através do kit comercial Rat ABs2 ELISA Kit (Elabscience). Os dados estao expressos pela média

+ erro (n =5 - 7, teste t de Student, p< 0,05). * Diferenga significativa entre o grupo SHAM e STZ no tempo
relacionado.
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4.3 CONTEUDO DE NEP

N&o constatamos nenhuma alteracéo significativa do conteido de NEP no
hipocampo em 2 e 4 semanas (figuras 5A e B) pés a injecdo ICV-STZ. Observamos
significativamente um aumento de seu conteado em 8 semanas (figura 5C) e uma

diminuicdo em 16 semanas (figura 5D) pés inducédo do modelo.
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Figura 5: Conteddo de NEP no hipocampo de ratos adultos submetidos a inje¢do ICV-STZ (3 mg/kg). Avaliacédo
realizada pés inducao do modelo nos tempos de: A) 2 semanas, B) 4 semanas, C) 8 semanas e D) 16 semanas
através western blotting e normalizado pelo total de proteinas aplicada no gel durante eletroforese (20 pg),
assumindo o grupo SHAM como 100%. Os dados estdo expressos pela média + erro (n =6 - 8, teste t de Student,
p< 0,05). *Diferenca significativa entre o grupo SHAM e STZ no tempo relacionado.
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4.4 CONTEUDO DE IDE

N&o observamos nenhuma alteracéo significativa no hipocampo do contetdo

de IDE nos tempos de 2, 4, 8 e 16 semanas (figuras 6A, B, C e E) pos a injecéo ICV-

STZ.
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Figura 5: Contetido de IDE no hipocampo de ratos adultos submetidos a injecao ICV-STZ (3 mg/kg). Avaliacéo
realizada pds inducdo do modelo nos tempos de: A) 2 semanas, B) 4 semanas, C) 8 semanas e D) 16 semanas
através western blotting e normalizado pelo total de proteinas aplicada no gel durante eletroforese (20 ug),
assumindo o grupo SHAM como 100%. Os dados estéo expressos pela média + erro (n = 6 - 8, teste t de Student,
p< 0,05). *Diferenca significativa entre o grupo SHAM e STZ no tempo relacionado.
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5 DISCUSSAO

A DA é responsavel pelo maior numero de casos de deméncia no mundo,
sendo a DA do tipo esporadica a forma mais comum da doenca (BIASIBETTI et al.,
2017; NAGATA et al.,, 2018). Neste contexto, o modelo animal gerado pela
administracdo ICV-STZ tem sido utilizado para estudar a DA esporadica (CHEN et al.,
2013). Este modelo mimetiza diversas caracteristicas comportamentais,
neuroquimicas e estruturais da DA. Apresenta evidéncias de deposicao de (3-amiloide,
da patologia da tau, neuroinflamacdo e revela prejuizo na memdria nos testes
comportamentais. (NARDIN et al., 2016; NAZEM et al., 2015; SORIAL; EL SAYED,

2017).

Neste trabalho utilizamos o modelo animal de ICV-STZ para estudar a DA do
tipo esporadica. Avaliamos o déficit cognitivo, o conteddo de BA e das enzimas
responsaveis por sua depuracao, NEP e IDE nos tempos de 2, 4, 8 e 16 semanas
apos o procedimento de inducdo do modelo. Para avaliar a memdéria do animal foi
utilizado o teste comportamental de reconhecimento de objetos, que se baseia no
comportamento inato de um roedor de explorar mais o objeto que ele ainda né&o

conhece do que um objeto familiar (BIASIBETTI et al., 2017).

Em todos os tempos, 2, 4, 8 e 16 semanas, observamos um declinio cognitivo
significativo nos animais do grupo STZ quando comparados com o grupo SHAM. Este
resultado estd de acordo com outros trabalhos realizados por nosso grupo de
pesquisa, onde 0s animais também apresentaram déficit cognitivo (BIASIBETTI et al.,

2017; VICENTE et al., 2009).

Este resultado também corrobora com outros trabalhos onde foi observado

declinio cognitivo neste modelo em 2, 3 e 15 semanas apdés o procedimento ICV-STZ
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(RAVELLI et al., 2017; SAMY et al., 2016). Uma das justificativas encontradas para
este achado seria que o comprometimento da memoaria estaria associado com a
deposicdo do peptideo BA nestes animais (SHALABY; NOUNOU; DEIF, 2019). No

entanto, esta justificativa ndo esta correlacionada com nosso proximo resultado.

O conteudo de BA42 no hipocampo também foi analisado neste projeto. Nao
houve resultado significativo do seu contetdo em 2, 4 e 8 semanas, apenas em 16
semanas observamos um aumento significativo. Desta maneira, supomos que o déficit
cognitivo observado no teste comportamental ndo esteja relacionado com o acumulo
de BA42 no hipocampo, sendo outro mecanismo responsavel por este prejuizo na

memoria.

A administracdo de ICV-STZ leva a diminuicdo da captacdo de glicose no
cérebro através da dessensibilizacdo dos receptores de insulina cerebral, (GRIEB,
2016). Desta forma, ocorre um desequilibrio metabdlico e estresse oxidativo que pode
desencadear apoptose, reatividade astrocitaria e secrecdo de mediadores pro-
inflamatoérios desencadeando um processo neuroinflamatério e dano neuronal, o que
pode levar a um prejuizo cognitivo (KAMAT, 2015; NAZEM et al., 2015). Nazem e
colaboradores evidenciam que no modelo de ICV-STZ a neuroinflamacgéo precede o
acumulo de BA e a hiperfosforilacdo da tau (NAZEM et al., 2015). Outro trabalho revela
uma precoce e extensiva neuroinflamacéo neste modelo, caracterizada pelo aumento

da reatividade astroglial principalmente no hipocampo (CHEN et al., 2013).

Neste trabalho tinhamos como objetivo avaliar o conteudo de GFAP e S100B,
ambas proteinas marcadoras de reatividade astroglial, no entanto néo foi possivel
concluir este objetivo por limitacbes decorrentes no atraso da importacdo de
anticorpos. Entretanto, outro trabalho do grupo de pesquisa avaliou o conteudo destas
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proteinas nos tempos de 2, 4 e 8 semanas apos a ICV-STZ. O contetudo de S100B
teve um aumento no tempo de 8 semanas, ja o conteido de GFAP teve um aumento
nos 3 tempos analisados, o que seria indicativo de reatividade astrocitaria em funcao

da neuroinflamacéo (BIASIBETTI et al., 2017).

Em 1 semana ap6s administracdo de ICV-STZ, Kraska e colaboradores
encontraram alteracdes neuroinflamatodrias (KRASKA et al., 2012). Em 2 semanas
apos inducao do modelo ha relatos de declinio cognitivo em testes comportamentais
(BIASIBETTI et al., 2017; RAVELLI et al., 2017). Enquanto evidéncias de BA sao
encontradas em torno de 12 semanas apés a ICV-STZ. (NAZEM et al., 2015;
SALKOVIC-PETRISIC et al., 2011). Esses relatos corroboram com nossos resultados
e sugerem gue a neuroinflamacéo possa desencadear o déficit cognitivo observado

no teste comportamental.

Outro resultado que obtivemos, relacionado aos niveis de BA, foi o contetdo
de NEP no hipocampo. Em 2 e 4 semanas pos indu¢cdo do modelo ndo houve
diferencas significativas entre o grupo SHAM e STZ. J& no tempo de 8 semanas
observamos um aumento significativo de seu contetdo, seguido por uma queda
também significativa em 16 semanas. Dentre as enzimas capazes de degradar o BA,
a NEP parece ser a mais relevante para o controle dos seus niveis no SNC (MARR,;

HAFEZ, 2014).

Supomos que este aumento de NEP em 8 semanas, antes de sua queda no
proximo tempo analisado, seja uma tentativa de conter o aumento de pA42 evidenciado
no hipocampo em 16 semanas. Yon e Jo discutem que em determinados casos
enzimas capazes de degradar o BA, como NEP, possam ter seus niveis aumentados
em resposta a sua toxicidade devido a um mecanismo compensatorio do corpo
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(YOON; JO, 2012). Corrobora com esta hipotese um trabalho onde camundongos
transgénicos para DA foram injetados com A4z intracraniano e foi observado um
aumento dos niveis de NEP, o que preveniu a formacao da placa A (MOHAJERI,;

WOLLMER; NITSCH, 2002).

Também avaliamos o contetdo de BA42 no LCR neste trabalho. Nos tempos
de 2 e 4 e 16 semanas pos inducdo do modelo ndo ouve diferenca significativa de
BA42, apenas no tempo de 8 semanas houve uma reducdo significativa de seu
contetido. O BA pode ser eliminado do cérebro por outras vias além da degradacao
proteolitica (WANG et al., 2017). Existem evidéncias que sugerem que de 10 - 15%
do conteudo de BA pode ser drenado para o LCR a partir do liquido intersticial cerebral
e seguir para a circulacdo sanguinea (TANZI; MOIR; WAGNER, 2004; YOON; JO,

2012).

Em 8 semanas, observamos um aumento do conteildo NEP no hipocampo e
uma reducdo no contetdo de BA42 no LCR. Tem sido relatado em alguns trabalhos
gue uma superexpressao de NEP em modelos de camundongos transgénicos para
DA pode reduzir significativamente os niveis de BA (LEISSRING et al., 2003; MARR
et al., 2003; MOURI et al., 2006). Outro estudo sugere que uma deficiéncia nos niveis
de NEP poderia elevar a eliminacdo de BA por outras vias em resposta a sua reducao

(FARRIS et al., 2007).

Embora o BA drenado para o LCR advenha de diversas estruturas do SNC
além do hipocampo (SEPULCRE et al., 2013; YOON; JO, 2012) e com base nas
informagbes acima, consideramos que nossos resultados talvez estejam
relacionados, pois um aumento do conteido de NEP no hipocampo talvez possa
diminuir a eliminag&o de BA por outras vias, resultando em sua reducédo no LCR.
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Em nosso trabalho observamos no hipocampo que em 16 semanas o
conteudo de NEP diminuiu e o de BA42 aumentou significativamente. Estes resultados
também tém sido evidenciados em outros trabalhos. Yin e colegas também
observaram estes achados em um modelo esporadico da DA em ratos Sprague-
Dawley induzidos por ICV-STZ (YIN et al., 2016). Huttenrauch e colegas avaliaram os
niveis de BA em ratos transgénicos da DA e em ratos transgénicos da DA NEP-knock-
out e observaram que os niveis de BAs2 encontraram-se mais elevados no segundo
modelo (HUTTENRAUCH et al., 2015). Em amostras cerebrais post mortem de
pacientes com DA também é encontrado um acumulo de BA e uma diminui¢do do

contetido de NEP (HELLSTROM-LINDAHL; RAVID; NORDBERG, 2008).

Como ja mencionado, o contetdo hipocampal de NEP teve um aumento em
8 semanas apoés inducdo do modelo, seguido por uma queda em 16 semanas e um
aumento significativo no contetdo de BA42 no hipocampo no mesmo periodo. Wang e
colegas sugerem que o BA poderia levar uma inducdo patolégica e modificacbes
oxidativas na NEP e que isto poderia alterar seus niveis e atividade catalitica (WANG
et al.,, 2010). Esta afirmacdo esta de acordo com outro trabalho onde a atividade
catalitica na NEP foi reduzida, levando a um aumento dos seus niveis de mRNA e
contetido proteico ap6s administracdo de PA de maneira aguda em cultura celular

(WANG et al., 2009).

Como consequéncia, modificacdes oxidativas da NEP poderiam elevar seu
aumento em um primeiro momento, como um mecanismo compensatorio (WANG et
al., 2010). No entanto, este aumento seria insuficiente para eliminar o excesso de BA
0 que resultaria na sua deposicao e formacao de placas. Este acumulo de BA estimula

um ambiente pré-oxidante o que torna a NEP mais suscetivel a sofrer modificagfes
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oxidativas que afetam sua atividade podendo acarretar uma diminuicdo de seu
conteudo em estagios mais avancados da patologia da DA (FARRIS et al., 2007;

WANG et al., 2010).

Outra protease, a IDE, que tem como alvo o BA também foi avaliada no
hipocampo. N&o observamos resultado significativo em nenhum dos tempos
analisados (2, 4, 8 e 16 semanas) pos inducdo do modelo. Dentre as proteases
capazes de degradar o BA, NEP e IDE s&o consideradas as mais importantes

(KUROCHKIN; GUARNERA; BEREZOVSKY, 2018).

Entretanto alguns trabalhos tém demonstrado diferentes resultados em
relacdo ao conteudo de IDE. Alguns estudos que utilizaram tecido cerebral humano
de pacientes com DA encontraram niveis de IDE reduzidos no hipocampo (COOK et
al., 2003; ZHAO et al., 2007). Ja Wang e colegas ndo encontraram alteracfes
significativas no contetddo de IDE no cérebro de pacientes com DA, embora houvesse

uma tendéncia no aumento de seus niveis. (WANG et al., 2010).

Osmanovic Barilar e colaboradores utilizaram o modelo de DA esporadica de
ICV-STZ em ratos Wistar e observaram o conteudo de IDE diminuido em 4, 12, 24
semanas apos inducdo do modelo, achado que ndo esta de acordo com nossos
resultados (OSMANOVIC BARILAR et al., 2015). Ja outro trabalho que também
utilizou o modelo de ICV-STZ em ratos Sprague-Dawley ndo encontrou alteragbes
significativas no contetdo de IDE, no entanto o conteido de NEP estava diminuido e

o de BA42 aumentado significativamente (YIN et al., 2016).

Embora sejam encontrados trabalhos na literatura que sugerem a IDE como
uma das principais enzimas responsaveis pela depuracdo do BA, ndo evidenciamos

uma relagdo dela com o BA42 nos nossos resultados. Além do mais, também é
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encontrado divergéncias em seu conteudo em varios trabalhos (COOK et al., 2003;

WANG et al., 2010; ZHAO et al., 2007).

Wang e seus colegas sustentam a hipétese que a IDE talvez tenha um
aumento de seus niveis em resposta a altos niveis de BA, sugerindo que ela poderia
atuar como uma segunda linha de defesa contra sua deposi¢édo, quando os niveis de
NEP estivessem diminuidos (WANG et al., 2010). Entretanto esta relagédo ainda é

controversa e sdo para esclarecer o papel da IDE e sua relagdo com o BA na DA.
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CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados encontrados neste trabalho, supomos que o déficit
cognitivo observado no modelo de DA esporadica induzido por administracdo ICV-
STZ seja devido a neuroinflamacdo desencadeada neste modelo. Isto esta de acordo
com a hipotese de que um dano inflamatorio glial precede a cascata amiloide.
Também presumimos que o contetdo de NEP estéa relacionado com os niveis de BA,
primeiramente indicando uma tentativa de conter o seu aumento e em periodo mais
avancado patologicamente no modelo observamos sua diminui¢cdo seguido por um
aumento de BA. Nao observamos correlagdes entre o conteido de IDE e BA neste
trabalho e o papel desta enzima precisa ser melhor esclarecido. Estes achados
corroboram com relatos de que a NEP seria a principal protease envolvida na
degradacdo do BA. Entretanto sdo necessarios mais estudos acerca das proteinas

(proteases e transportadores) envolvidas na depuragéo do BA.
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