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RESUMO

A via de administracéo intranasal pode ser utilizada para tratamento de patologias do
SNC ou para o desenvolvimento de doengas neurolégicas experimentais. Entre estas
doencas, destacamos a doenca de Alzheimer (DA), caracterizada por
neurodegeneracao progressiva associada a déficits cognitivos como, por exemplo, de
memoria espacial e de reconhecimento e alteracdes metabdlicas e gliais. Neste
estudo, utilizou-se a via intranasal como via de administracdo de sobrenadante e
exossomos mesenquimais, na tentativa de reverter um modelo de DA do tipo
esporadica induzido por estreptozotocina intracerebroventricular (STZ-ICV). Para
isso, isolou-se células mesenquimais estromais do tecido adiposo de ratos Wistar
Kyoto. Sobrenadante de células com 80% de confluéncia, na quarta passagem, foi
utilizado para tratamento ou para isolamento de vesiculas extracelulares. Foram
administrados 10 pl/narina de sobrenadante ou fragdo exossomal (1 pg/ul/dia) por 5
dias, iniciados 14 dias apos a inducdo do modelo. Ao final do tratamento, os animais
foram submetidos a testes comportamentais de memoria espacial (Y-maze) e teste de
reconhecimento de objeto (TRO). A analise neuroquimica envolveu a atividade da
glutamina sintetase (GS) e captacdo de glicose de fatias hipocampais. Os dados
demonstraram que o sobrenadante evitou os déficits de memoérias apresentados pelos
animais que receberam STZ-ICV assim como aumentou 0s hiveis de captacdo de
glicose. Por outro lado, na atividade da GS, o sobrenadante parcialmente reduziu seus
valores ao do controle, enquanto 0os exossomos nao alteraram sua atividade e
parcialmente aumentaram os niveis de captacao de glicose. Na segunda parte deste
estudo, investigou-se os efeitos da administracdo intranasal de estreptozotocina como
suposta indutora de modelo de deméncia. Para isso, através da literatura, foi revisado
a constituicdo da barreira nasal. Independentemente da presenca de transportador de
glicose tipo 2 (GLUT-2) em células olfatérias, foi hipotetizado que o transporte de
estreptozotocina, que € incapaz de atravessar a barreira hematoencefélica, seria
possivel através da via de transporte paracelular, entre os espacos celulares entre
células embainhantes olfativas (OECSs) e fibrobastos do nervo olfatério (ONF) onde a
presenca de jungdes celulares seriam menos abundantes. Nesse sentido, realizou-se
um estudo experimental através da administracdo nasal de 15 mg/kg de
estreptozotocina em animais Wistar, e apés 4 semanas de administracdo os animais

foram testados no TRO e observando-se déficit cognitivo nos animais que receberam



STZ, em relacdo ao grupo controle. Esses dados demonstram que a barreira nasal é

uma via de propagacdao de substancias terapéuticas ou toxicas para o sistema nervoso
central.

Palavras — chave: Astrocito, Barreira intranasal, Estreptozotocina, Doenca de
Alzheimer.



ABSTRACT

The intranasal route of administration can be used for the treatment of CNS
pathologies or for the development of neurological diseases. Among these diseases is
Alzheimer's disease (AD), a disease characterized by progressive neurodegeneration
associated with cognitive deficits such as, for example, spatial and recognition memory
and metabolic and glial changes. In this study, the intranasal route was used as the
route of administration of mesenchymal supernatant and exosomes, in an attempt to
reverse an intracerebroventricular streptozotocin (STZ-ICV) sporadic-type AD model.
For this, stromal mesenchymal cells were isolated from the adipose tissue of Wistar
Kyoto rats. Supernatant from cells with 80% confluence, in the fourth passage, was
used for treatment or for isolation of extracellular vesicles. Ten microliters per nostril of
supernatant or exosomal fraction (1 pg/pl/day) were administered for 5 days, 14 days
after model induction. At the end of the treatment, the animals were submitted to
behavioral spatial memory tests (Y-maze) and object recognition test (ORT).
Neurochemical analysis involved glutamine synthetase (GS) activity and glucose
uptake from hippocampal slices. The data showed that the supernatant avoided the
memory deficits presented by the animals that received STZ-ICV as well as increased
glucose uptake levels. On the other hand, in the GS activity, the supernatant partially
reduced its values to the control, while the exosomes did not change their activity and
partially increased the glucose uptake levels. In the second part of this study, the
effects of intranasal administration of streptozotocin as a supposed inducer of a model
of dementia were investigated. For this, through the literature, the constitution of the
nasal barrier was reviewed. Regardless of the presence of glucose transporter type 2
(GLUT-2) in olfactory cells, it was hypothesized that the transport of streptozotocin,
which is unable to cross the blood-brain barrier, would be possible via the paracellular
transport pathway, between the cellular spaces between cells. olfactory scaffolds
(OECs) and olfactory nerve fibroblasts (ONF) where the presence of cell junctions
would be less abundant. In this sense, an experimental study was carried out through
the nasal administration of 15 mg/kg of streptozotocin in Wistar animals, where 4
weeks after administration the animals were tested in the ORT and cognitive deficit
was observed in the animals that received STZ, in relation to the group control. These
data demonstrate that the nasal barrier is a route of propagation of therapeutic or toxic

substances to the central nervous system.
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1 INTRODUCAO

11 DOENCA DE ALZHEIMER

A Doenca de Alzheimer (DA) é uma desordem neurodegenerativa crénica e
progressiva, considerada a forma mais comum de deméncia (DeTure; Dickson, 2022;
Golde, 2022). Ela foi descrita primeiramente em 1907 quando Alois Alzheimer e 0
neurologista Perusini descreveram o primeiro paciente com sinais clinicos de
deméncia amnésica cuja autdpsia cerebral demonstrava perda neuronal, gliose,
presenca de placas senis e, emaranhados fibrilares anormais no citoplasma de
neurénios do cortex e hipocampo (Ferrari; Sorbi, 2021; Golde, 2022).

Acredita-se que a doenca tenha uma progressado média de 8-10 anos, mas seus
sintomas clinicos podem ser precedidos por estagios pré-clinico ou prodrémico
(Masters et al., 2015). Isso porque, apesar da alteracdo cognitiva ser crbnica e
progressiva, na DA, os eventos neurobioldgicos podem preceder em 20 a 30 anos a
deméncia (Schaar et al., 2022). Desse modo, podem ser encontrados, casos
assintomaticos e atipicos (Atri, 2019; Ferrari; Sorbi, 2021).

A DA pode ser classificada em familiar, genética ou precoce e tardia ou
esporadica. Trés formas tipicas de mutacBes genéticas nos genes da proteina
precursora amiléide (APP), presenilina 1 (PS1) e presenilina 2 (PS2) sdo responsaveis
pelas formas genéticas ou precoce da doenca (Ju; Tam.,2022; Knopman, 2021) e
representam 1-2% do total de casos da DA. Por outro lado, a maioria (mais que 95%)
dos casos sao do tipo esporadica (Zhong et al., 2021).

Os maiores fatores de risco para a doenca de Alzheimer sdo a idade, historico
familiar e alteragcbes genéticas, especialmente a forma e4 da apoliproteina E (APOE).
Entre os riscos modificaveis encontram-se niveis de atividade fisica, tabagismo,
hipertensédo, dieta desbalanceada, alcoolismo, obesidade e diabetes (Alzheimer's
Association, 2022; Livingston et al., 2020; WHO, 2019).

Devida sua complexidade fisiopatolégica, tem-se proposto a atualizacédo do
conceito da DA, de um conceito clinico e patolégico para um conceito clinico e
bioldgico (Alzheimer's Association, 2022; Ferrari; Sorbi, 2021; Jack et al., 2018;).
Assim, atualmente € reconhecido que a DA € uma construg¢ao biolégica dinamica,
composta de neurodegeneracéo, identificada por biomarcadores proteicos especificos

(presenca de placas extracelulares (senis) de P-amildide e emaranhados
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neurofibrilares intracelulares contendo proteina tau) (Knopman et al., 2021) e que
pode ser manifestada, clinicamente, com alteracées cognitivas normais, leves ou
deméncia (Ferrari; Sorbi, 2021).

Com o aumento da longevidade, espera-se um crescimento mundial e
pandémico de desordens cognitivas (Atri, 2019). Isso porque o risco de deméncia
aumenta com a idade (Alzheimer’s Association, 2022). Considerando, a relagéo direta
entre aumento da expectativa de vida e DA (Abbas et al., 2022), espera-se que 0
namero de pessoas com a doenga aumente progressivamente.

A DA representa cerca de 60-70 % de todas as deméncias presentes em
pessoas acima de 60 anos de idade (Gale; Acar; Daffner, 2018 ;Golde, 2022;
WHO,2017), onde disfun¢des cognitivas amnésicas sdo mais que 90% associadas a
doenca de Alzheimer (Atri,2019).

De acordo com estimativas do Relatério Mundial de Alzheimer (World
Alzheimer Report, Prince et al., 2015), 74,7 milhdes de pessoas em 2030 e 131,5
milhdes em 2050 (Prince et al., 2015; Wu et al., 2017; Meyers et al., 2022) terao
deméncia e atualmente, em todo o mundo 40 milhdes de pessoas sao afetadas com
a DA (Golde, 2022).

No Brasil, a populacdo com DA aumentou 127% desde 1990 (Feter et al., 2021).
Em 2010, cerca de 1,2 milhdes de pessoas tinham deméncia, colocando o pais entre
0S noves paises com maiores numeros de pessoas com deméncia em 2010, como:
China, EUA e Japéao (Dadalto;Cavalcante, 2021).

Devido a lenta progresséao e sua alta prevaléncia, a DA causa um enorme custo
pessoal, social e econémico (Golde, 2022). No Brasil, o total (87,7%) e a taxa (75,3%)
de hospitalizagdes de 2010 a 2019 aumentaram juntamente com oS custos de
hospitaliza¢gdes, sendo 785% e 53 % maiores que doencas como Doencga Pulmonar
Obstrutiva Cronica e Diabetes Mellitus (Feter et al., 2021), além de ser a terceira
principal causa de morte no periodo em 2019 entre as doengas nao transmissiveis
(DATASUS apud Feter et al., 2021).

No Brasil, cerca de 32,3% de prevaléncia da DA se deve a fatores de risco
modificaveis (Feter et al., 2021) e, com a recente pandemia do coronavirus — 2019
(COVID-19) durante 2020-2021, as medidas de isolamento e restricao dificultaram o
acesso a servigos de saude para pessoas com deméncia, resultando em um impacto
direto sobre o diagndstico, progndstico e qualidade de vida dessas pessoas

(Alzheimer’s Association, 2022).
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A neuropatologia da DA, como citado anteriormente, é caracterizada pelo
acumulo anormal da proteina 3- amiloide (AB) formando placas senis e emaranhados
neurofibrilares contendo a proteina tau hiperfosforilada (Karantzoulis; Galvin, 2011)
gue sdo complementares a alteracdes morfolégicas como perda sinaptica e neuronal,
reatividade astrocitaria, atrofia encefélica, entre outros (Ayodele et al., 2021).

O peptideo AR é derivado de uma proteina transmembrana precursora amiléide
(APP) (Knopman et al., 2021). Embora sua funcdo néo esteja totalmente esclarecida,
acredita-se que a APP seja importante para modulacdo das atividades neuronais de
crescimento celular e funcéo sinaptica (Tiwari et al., 2019).

Quando clivada pelas secretases B (BACE-1) e sequencialmente pela
secretase y, a APP produz fibrilas insoluveis de beta amildide (AB). Existem duas
principais formas do AR que sdo neurotdxicos: monémeros AR40 e AB42, sendo o
AB42 altamente insoluvel, mais neurotdxico e mais propenso a agregacao (Tiwari et
al.,, 2019). Ao polimerizarem e agregarem-se pelo processo de nucleacdo, 0s
mondmeros podem formar produtos intermediarios solGveis toxicos como o0s
oligbmeros (0AB) que se difundem para dentro dos terminais sinapticos,
comprometendo sua funcdo (Knopman et al., 2021) além de poderem propagar-se
para outras regides (Sardar Sinha et al., 2018).

Os oAB podem polimerizar em fibrilas insoluveis que ao precipitarem e
acumularem, formam placas também insollveis que interferem na homeostase celular
podendo interagir com receptores sinapticos, alterar o metabolismo energético e
ativarem proteinas cinases que desencadeiam a hiperfosforilacdo da proteina tau
(Tiwari et al., 2019). Ao longo da formacao das fibrilas, produtos intermediarios com
diferentes propriedades e niveis de toxicidade s&o produzidos; ndo estando totalmente
claros quais os produtos realmente sao os desencadeantes da DA (Brown et al., 2020;
Sardar Sinha et al., 2018; Verma; Vats; Taneja, 2015;).

A proteina tau faz parte da familia de proteinas associadas aos microtubulos
celulares e sua principal funcdo € estabilizacdo dos microtubulos axonais. Ela
geralmente ocorre em seis isoformas que podem ser associadas a 3 ou 4 dominios
de microtubulos (3R ou 4R), ambos presentes na DA (Knopman et al., 2021). Ela pode
ser fosforilada em trés posi¢cdes diferentes: tirosina, serina e residuo de prolina,
ocorrendo principalmente em T231, S235 e S265 (Srivastava; Ahmad; Khare,2021).
Os agregados da proteina tau formam filamentos pareados e torcidos conhecidos

como emaranhados neurofibrilares (Prem Kumar et al., 2021) que quando acumulados
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e hiperfosforilados podem se depositar nos corpos celulares e dendritos ou serem
liberados no espaco extracelular pela atividade sinaptica e captada por neurdnios e
células da glia (Knopman et al., 2021).

As placas amiloides e os emaranhados neurofibrilares da proteina tau
acumulam-se progressivamente em diferentes regides encefalicas (Karantzoulis;
Galvin, 2011). Na maioria dos casos, os emaranhados neurofibrilares envolvem
inicialmente estruturas do lobo temporal medial, como por exemplo, hipocampo e
cortex entorrinal (Prem Kumar et al., 2021), e, em seguida, areas associativas do lobo
parietal e frontal, enquanto a deposicao de AR comega nas areas de associagao dos
lobos parietal, temporal e frontal (Karantzoulis; Galvin, 2011; Tiwari et al., 2019). A
degeneracdo nas estruturas do prosencéfalo basal resulta em uma grande reducéo
das projecdes colinérgicas corticais, limbicas e hipocampais (Karantzoulis; Galvin,
2011), contribuindo para a severidade da deméncia (Ju; Tam, 2022).

No SNC, a insulina é importante para a manutencéo e regulacdo da cognicao,
formacdo sinaptica e plasticidade, sobrevivéncia celular e neurotransmissao.
Disfuncdes nos seus receptores e sinalizacdo estéo relacionadas a fisiopatologia da
DA (Bedse et al., 2015; Hammond; Lin,2022; Grunblatt et al., 2007; Matioli; Nitrini,
2015; Sedzikowska;Szablewski, 2021).

O receptor de insulina e do fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1
(IGF-1) sé&o glicoproteinas tetraméricas que pertencem aos receptores do tipo tirosina
cinase (Tyr). Uma vez ligado a seus receptores, a insulina/IGF-1 promovem a
autofosforilacdo de seus residuos de tirosina, aumentando a atividade intrinseca da
tirosina e fosforilando o substrato de receptor de insulina (SRI) no residuo de tirosina.
Os SRI sédo os primeiros mediadores dos processos de mitose dependente de insulina,
assim como, da regulagdo do metabolismo da glicose. A sua fosforilagdo no residuo
tirosina lidera a ativagdo da proteina cinase B (Akt), mTor e da glicogénio sintase
cinase 3 (GSK3). A fosforilagdo do SRI em determinados residuos de serina,
entretanto, inibe a atividade dos receptores de insulina, promovendo resisténcia a
insulina e favorecendo ao desenvolvimento dos mecanismos da DA, uma vez que, a
sinalizacdo da insulina /IGF modula negativamente a deposi¢éo intracelular do A e a
fosforilacdo da proteina tau (Bagaméry et al., 2020; Bedse et al., 2015; Yan et al.,
2020; Sedzikowska;Szablewski, 2021).

O hipometabolismo da glicose é outro evento que tem um importante papel no

desenvolvimento da doenga. Diminuicdo na captacao de glicose em areas encefélicas



17

podem nao suprir as atividades neuronais e, portanto, contribuirem para reducao da
cogni¢cao (Hammond; Lin,2022). A diminuicdo do consumo de glicose pelo encéfalo
pode ser considerado um sinal de inicio da doenca (Grieb et al., 2016) e seu
metabolismo correlacionado com o grau de prejuizo cognitivo, sendo o nivel do
radiotracador analogo da glicose 2-[18F] fluoro-2-deoxi-d-glicose ([18F] FDG) uma

medida usada para o diagnéstico da doenca. (Minoshima et al., 2021).

1.2 ASTROCITOS E DOENCA DE ALZHEIMER

Os astrocitos séo células que participam de varias funcdes fisioldgicas do SNC.
Eles fornecem suporte metabdlico para os neurdnios e outros tipos celulares enquanto
0s protegem através da liberacdo de fatores de crescimento e outros mensageiros
quimicos essenciais e, da remocdo do excesso de K* e glutamato (Price; Johnson;
Norris,2021). A remocao do glutamato, através do ciclo glutamato-glutamina converte
glutamato em glutamina através da enzima glutamina sintetase (GS) (Robinson, 2000)
e transporta glutamina ao neurénio para futura conversao em glutamato e acido gama-
aminobutirico (GABA) (Kulijewicz-Nawrot et al., 2013). A desregulacdo desse ciclo e
da atividade da GS tem sido associada a perda neuronal e altera¢Ges na plasticidade
sinaptica associada a processos cognitivos na doenca de Alzheimer (Mulica;
Grunewald; Pereira,2021). A GS é considerada um marcador especifico astrocitario
(Anlauf; Derouiche, 2013).

Além disso, os astrécitos proveem um importante sistema antioxidante e
neuroprotetor através do equilibrio entre as formas reduzida (GSH) e oxidada (GSSG)
da glutationa, a qual funciona de modo enzimatico e ndo enzimatico na conversao de
perdxido de hidrogénio em &gua. Niveis reduzidos da GSH deixam 0s neurdnios mais
expostos a excitotoxicidade do glutamato sendo predispostos a neurodegeneracédo na
DA (Gongalves et al, 2019) e sugere falha da defesa antioxidante astroglial
(Rodrigues et al., 2010).

Durante a agressdo ao SNC, os astrocitos também produzem citocinas
inflamatdrias como IL-13 e TNF-a que podem ter consequéncias benéficas ou
deletérias. Eles tém a capacidade de interagir com a microglia, exercendo um controle
sobre sua ativagdo, capacidade fagocitaria e capacidade de secretar mediadores

inflamatorios (Fakhoury,2018).
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No estado reativo, 0s astrécitos apresentam hipertrofia, proliferacéo celular e
mudanca nos filamentos intermediarios do citoesqueleto associado ao aumento na
expressao de proteina glial fibrilar &cida (GFAP), vimentina e nestina. A mudanca para
estado reativo pode diretamente impactar a atividade neuronal e transmissao sinaptica
contribuindo para problemas cognitivos na DA (Smit; Borchelt; Hol, 2021). Astrécitos
hipertroficos sdo encontrados em proximidade a placas senis. No estagio avancado
de formacgéao da placa AB, a expressao astrocitica da aquaporina 4 esté alterada e sua
regulacdo suprimida (Lan et al., 2016), interferindo na permeabilidade da barreira
hematoencefalica e no sistema glinfatico, importante para clearance do AB (Price;
Johnson; Norris, 2021). A reatividade dos astrécitos pode ser considerado um sinal
precoce da DA (Carter et al., 2012; De Strooper; Karran, 2016).

Além da GFAP e GS, eles expressam outra proteina especifica, a proteina B
da familia S100 ligante de calcio (S100B). A S100B modula a plasticidade sinaptica
neuronal e sua liberagcdo é afetada por citocinas e neurotransmissores como
glutamato e dopamina (Vizuete et al., 2019). Envolvida no crescimento e diferenciagao
celular; apresenta papel neurotréfico. A S100B extracelular estimula a proliferacdo de
astrocitos e aumenta a sobrevivéncia de neurdnios. Em cultura, niveis micromolares
da S100B podem induzir apoptose em astrocitos e neurbnios e altos niveis
extracelulares de S100B podem estar envolvidos na patogénese da doenca de
Alzheimer (Goncalves et al., 2002). Juntas, a proteina glial fibrilar acida (GFAP) (Guo
et al., 2022) e a proteina B da familia S100 ligante ao calcio (S100B) sdo marcadores
astrociticos de atividade e lesdo cerebral em varias doencas neuropsiquiatricas
(Gongalves et al., 2008).

Mesmo depois de um século da descricdo da DA, pouco se sabe sobre as
causas e a base dos mecanismos multifatoriais da progresséo da doenca (Ferrari;
Sorbi,2021). Apesar do predominio da hipotese amildide e o papel do AB e da proteina
tau, outros eventos tem desencadeado um papel importante na progresséo da doenca
como estresse oxidativo, a disfungéo colinérgica e os mecanismos neuronais e gliais
de neuroinflamagéao (Ju;Tam, 2022).

Uma prova disto é a inexisténcia de um tratamento eficaz e seguro para a
doenca (Tatulian, 2022), que muitas vezes se centra apenas na sintomatologia e nédo
impede a progresséo dela (Alzheimer’s Association, 2022) demonstrando, portanto, a

necessidade de mais estudos pré-clinicos sobre a doencga (Tatulian, 2022).
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Faz-se necessario o melhor entendimento sobre o inicio e a natureza dos
primeiros déficits cognitivos, sua progressao e aprimorar as informacdes disponiveis
acerca da fisiopatologia da doenca, sua heterogeneidade, biomarcadores e
tratamentos para o futuro (Bondi; Edmonds;Samon, 2017) a fim de se evitar o

crescimento global ainda maior da DA (Tatulian, 2022).

1.3 TRATAMENTO

Para o tratamento da DA, duas classes de farmacos sado tradicionalmente
aprovadas como os inibidores de acetilcolinesterase (AChE) e antagonistas do
receptor N-metil-D-aspartato (NMDA). Ao inibirem a AChE aumenta-se 0s niveis de
acetilcolina (ACh) nas sinapses colinérgicas. Por outro lado, os antagonistas de NMDA
previnem a ativacdo exacerbada de NMDA, o influxo de Ca?* e a excitotoxicidade
glutamatérgica. Entre os inibidores de AChE encontra-se donepezil, rivastigmina,
galantamina e memantina como inibidor do NMDA. (Breijyeh;Karaman, 2020;
Cummings;Tong;Ballard,2019; Alzheimer's Association, 2022). Esses farmacos sao
efetivos apenas no tratamento dos sintomas, mas ndo na cura ou prevencado da
doenca (Alzheimer's Association, 2022).

Terapias modificadoras da doenca (Disease-modifying therapey — DMT) séo
outras categorias de tratamento para a Doenca de Alzheimer e tém atuado
principalmente nas fases pré-clinica e prodrémica da doenga. Como exemplo, tem-se
o tratamento com agentes farmacol6gicos como o0s anticorpos monoclonais anti- A
(mAbs), por exemplo, Aducamumab, Bapineuzumab, Gantenerumab, Solanezumab e
Lecanemab, cuja efetividade clinica é controversa (Shi et al.,, 2022; Yefroyev;
Jin,2022).

Outro exemplo, sdo as DMT nao farmacolégicas que também tém sido
utilizadas como proposta terapéutica. Como exemplo, tem-se a terapia celular com
células tronco (Cummings; Fox,2017; Pais et al., 2020). Entre essas células tem-se
utilizado, as células tronco embrionarias (ESCs), células estromais mesenquimais
(MSCs), células tronco neurais derivadas do cérebro (NSCs) e células tronco
pluripotentes induzidas (iPSCs) (Duncan;Valenzuela, 2017).

Essas células possuem potencial de autorrenovacao e diferenciacdo em outras

linhagens celulares e sua terapia € uma modalidade de tratamento que pode atuar
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sobre multiplos mecanismos da doenca e consequentemente trazer beneficios para
os pacientes (Hu; Wang,2021).

Devido a facil acessibilidade, relativa facilidade de manuseio e ampla variedade
de tipos celulares que sdo capazes de se diferenciar, 0 nimero de estudos com as
MSCs, (Duncan;Valenzuela, 2017), tem aumentado no mundo cientifico com efeitos
consideraveis sobre a doenca (Zhao et al., 2021;Li et al., 2018; Wang;Jia;Wang,2018),
em modelos pré-clinicos e em ensaios clinicos da DA (Hu; Wang,2021).

1.3.1 CELULAS ESTROMAIS MESENQUIMAIS

As células estromais mesenquimais (MSCs) sdo células-tronco adultas que
derivam do folheto embrionario intermediario, 0 mesoderma, que é responsavel pela
formacao dos tecidos ésseo, cartilaginoso e adiposo. Elas sdo consideradas uma
populacdo heterogénea e nado clonal de células-tronco multipotentes, células
progenitoras e células diferenciadas (Squillaro et al., 2016; Viswanathan et al., 2019),
com propriedades de autorrenovacéo e diferenciacdo em tecidos mesenquimais e,
provavelmente, ndo mesenquimais como células endoteliais, cardiomidcitos,
hepatdcitos e células neurais (Amorim et al., 2012; Nombela-Arrieta; Ritz; Silberstein,
2011;), apresentando caracteristicas de plasticidade, turnover e manutencao de
tecidos do organismo (Caplan, 2010).

Uma determinada populacdo de células é classificada como MSCs quando
apresenta as seguintes caracteristicas: séo isoladas com base nas suas propriedades
de adesdo seletiva a superficies do material onde sao cultivadas, expressam
determinados antigenos de membrana (CD105, CD73, CD90), ndo expressam
moléculas do complexo de histocompatibilidade classe 2 (MHC-2) e podem ser
diferenciadas em tecido 0sseo, gorduroso e cartilaginoso apés estimulo (Amorim et
al., 2012).

As MSCs foram descobertas por Friedenstein et al. (1974) na medula éssea
como celulas com morfologia fibroblastoide. Atualmente essas células sao isoladas
de varias fontes como tecido adiposo, corddo umbilical, tecido placentarios, liquido
amniético e polpa dentéria (Hu; Wang,2021; (Duncan;Valenzuela, 2017) e podem ser
expandidas com sucesso in vitro (Huang et al., 2014; Wei et al., 2013).

Devida a sua disponibilidade e significativo potencial terapéutico, o isolamento

de MSCs do tecido adiposo oferece vantagens, como sua capacidade regenerativa
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intrinseca e propriedades imunomoduladoras. A taxa de células estromais adiposas
(ADSC) € 100% e o rendimento do tecido adiposo € de 40 vezes superior ao da
medula 6éssea. Assim, além da facil obtencgéo, o tecido adiposo é uma rica fonte de
células estromais que podem ser usadas com sucessos em transplante autélogo (Kern
et al., 2006; Wartchow et al., 2020). Além disso, o isolamento do tecido adiposo € um
método menos invasivo e € melhor opcao para clinica (Baer et al., 2014).

Por serem facilmente acessiveis, expansiveis, imunossupressoras e nao
provocarem respostas imunes imediatas, as MSCs sdo uma importante fonte celular
para terapia celular (Huang et al., 2014). Além disso, elas quase ndo expressam
antigeno leucocitario humano (HLA), dessa forma, imunossupressdo no transplante
alogénico ndo se faz necessaria e sdo menos propensas a formacdo tumoral (Hu;
Wang,2021)

As MSCs possuem uma tendéncia de migrar para sitios de lesdo tecidual,
capacidade conhecida como homing (Caplan, 2010) onde através de estimulos locais
como citocinas inflamatorias e hipdxia, sdo estimuladas a produzirem muitos fatores
de crescimento para regeneracdo tecidual. Esses fatores de crescimento séo
mediadores importantes para angiogénese e prevencao da apoptose celular (Wei et
al., 2013), promovendo a reparacao tecidual por meio de seus efeitos (Yamagishi;
Shigematsu,2022) com a substituicdo de células que sdo perdidas em diversas
condicdes patoldgicas (Shigematsu,2021; Wei et al., 2013).

A terapia com MSCs parecem ser promissoras para doencas
neurodegenerativas como a doenca de Alzheimer (Neves et al., 2021). Suas a¢des no
contexto da terapia para essa doenca podem ser resumidas em trés principais efeitos:
imunomodulagao, redugéo da placa AB pela internalizacéo e degradagao de oA via
endossomal-lisossomal e potencial neurotréfico e regenerativo (Elia et al., 2019).

Acredita-se que a sinalizagdo paracrina € o mecanismo primario dos efeitos
terapéuticos das MSCs, modelando respostas celulares, sobrevivéncia, proliferacao,
migracao e expressao génica (Linero; Chaparro, 2014).

Os efeitos terapéuticos paracrinos das MSCs tem despertado interesse sobre
0 sobrenadante resultante da cultura dessas células (Kraskiewicz et al., 2020). As
substancias e fatores secretados dentro do sobrenadante das células em cultura é
chamado de secretoma (Lou; Chen; Zheng, 2017; Ranganath et al., 2012), as quais
tem efeitos proporcionais aos exercidos pelas proprias células (Kraskiewicz et al.,
2020; Linero; Chaparro, 2014).
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Em sua composicao, o secretoma pode conter fatores de crescimento, como,
fator de crescimento de fibroblastos (FGF), fator de crescimento semelhante a insulina
(IGF), fator de crescimento endotelial (VEGF) (Kraskiewicz et al., 2020), fatores de
crescimento neurotréficos como fator neurotrofico derivado de células gliais (GDNF),
fator neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF) (Staff et al., 2019), citocinas (IL-10, IL-
18, TNF-a, por exemplo), microRNAS, vesiculas extracelulares (EVs) como as
microvesiculas (Baek et al., 2019) e os exossomos (Scholl et al., 2020) e outras
moléculas de sinalizacdo (Lou; Chen; Zheng, 2017; lwasaki et al., 2019; Ranganath
et al., 2012;).

Ao secretarem estas substancias, as MSCs podem estimular a neurogénese e
sinaptogénese, modular a resposta celular, por exemplo, das células da glia, melhorar
a neovascularizacdo, reduzir o estresse oxidativo e apoptose e alterar as vias de
producao/degradagao de AR, consequentemente diminuindo o tamanho das placas
senis (Alipour et al., 2019; Hernandez; Garcia,2021).

Acredita-se que a liberacdo de vesiculas extracelulares (EVs) (Rohden et al.,
2020) em comparacdo com as MSCs, tem efeitos promissores, uma vez que, as EVs
tem mais baixa imunogenicidade, auséncia de efeito obstrutivo vascular, reducao do
risco de trombose microvascular secundaria e possuem capacidade de atravessar a
barreira hematoencefalica (Rohden et al., 2020), além de que 0s exossomos tém
efeitos igualmente efetivos e equivalentes as MSCs, além de serem mais faceis de

serem isolados e armazenados (Chen et al., 2021).

1.3.2 EXOSSOMOS

Exossomos (EXOs) sdo um tipo de vesiculas extracelulares de origem
endossomal. Sua origem vem da membrana plasmatica que ao invaginar para o
interior celular, carrega materiais da superficie celular e conteudo extracelular.
Vesiculas intracelulares entdo se fundem com um endossomo precoce que, com 0
auxilio de complexos de classificacdo endossomal necessarios para o transporte
(ESCRT) se movem ao longo de microtubulos celulares, a medida que varias
proteinas sao maturadas. A membrana celular, entdo, invagina novamente formando
vesiculas intraluminais (ILVs), contidas no interior de corpos multivesiculares (MVBS)
que séo conduzidos a superficie celular. Com o acédo de proteinas SNARES e Rab,

ocorre a fusdo dos MVBs com a membrana plasmatica levando a liberacdo das ILVs
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que sao secretadas, e passam a ser chamadas de exossomos
(Colombo;Raposo;Théry, 2014; Liew et al., 2017; Scholl et al., 2020; Tschuschke et
al., 2020;).

Isso Ihes permite ter uma membrana plasmatica semelhante ao de suas células
parentais, enriquecida com lipidios como colesterol, esfingomielina e ceramida. O
termo exossomo foi inicialmente usado para vesiculas de 40-1000 nm de diametro
(Raposo; Stoorvogel, 2013), posteriormente, o termo foi adaptado para vesiculas de
30 a 150 nm (Scholl et al.,2020).

Conforme a sua origem celular, os EXOs podem apresentar caracteristicas
moleculares similares as células parentais e carregam diversos tipos de cargas
ibnicas, proteinas, lipidios, DNA, RNAs e miRNAs que podem desencadear mudancas
fenotipicas e funcionais nas células receptoras (Scholl et al., 2020; Soliman et al.,
2021).

Os exossomos sdo encontrados em fluidos biolégicos como sangue, saliva,
urina e liquido cerebroespinal (CSF) (Soliman et al.,2021). Quando encontram a célula
-alvo, eles podem atuar por diferentes mecanismos: internalizacdo que se seguira com
fusdo dos endossomos da célula-alvo em transcitose ou maturacdo em lisossomos
gue sofrem degradacédo; fusdo das vesiculas com as células receptoras e liberagéo
direta do conteddo no citoplasma, regulando diretamente 0Ss mecanismos
intracelulares e interacdo direta entre as proteinas da membrana da vesicula e os
receptores celulares, gerando uma resposta secundaria (Elia et al., 2019).

Assim, agem como mensageiros (Raposo; Stoorvogel, 2013), podendo modular
a transmissdo sinaptica, por exemplo, (Martins et al., 2019) e afetar a comunicacao
celular em varias condicbes fisiolégicas e patoldgicas, inclusive em doencas
neurodegenerativas ou na sua propagacéao (Liu et al., 2019).

Devido seu processo de formagdo, 0S exossomos podem apresentar
marcadores caracteristicos como HSP, flotilina, anexinas, GTPases, SNAREs,
Tsgl01 e Alix e niveis elevados de tetraspaninas como CD9, CD63, CD81 e CD82,
que modulam a sua sinalizagédo, fusdo celular e migracdo além de facilitar a sua
caracterizagcdo em relagcdo a outras vesiculas extracelulares (Scholl et al., 2020;
Moon;Chang, 2022) e o “reconhecimento” pela célula alvo (Bellingham et al., 2012).
Eles também s&o enriquecidos em complexos de histocompatibilidade classe | e Il
(MHC-I e MHC-II) (Scholl et al., 2020).
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Devida as funcdes terapéuticas das MSCs em patologias do sistema nervoso
central, exossomos isolados dessas células também tem demonstrado um papel
terapéutico nessas patologias (Chen et al., 2021), usando vias como juncdes
comunicantes, transmissao sinaptica, sistema de secrecdo endossomal/lisossomal
para fornecer fatores neuroprotetores, troficos e moléculas sinalizadoras originadas
de MSCs em neurbnios lesionados; promover a degradagao de AP, regulacdo da
neuroinflamacao, inibir microglia e astrécitos reativos, por exemplo (Guo et al., 2020),

contribuindo para reducéo da progresséo da doenca (Harrel et al., 2021).

1.4  VIAINTRANASAL COMO ALTERNATIVA DE ACESSO AO SISTEMA
NERVOSO CENTRAL

A cavidade nasal estende-se das narinas até a nasofaringe e € dividida
simetricamente e medialmente pelo septo nasal constituido parcialmente de osso e
cartilagem, onde se articula com ossos do cranio como o vomer, ventralmente, o
etmdide, caudalmente e 0s 0ssos frontais e nasais, dorsalmente. Seu teto 0sseo
consiste na placa cribriforme (Chamanza; Wright, 2015; Ogle; Weinstock; Friedman,
2012).

Fibras do nervo olfatério saem da cavidade nasal e entram na cavidade do
cranio por perfuracdes na lamina cribriforme. Em forames entre a lamina e o 0sso
vizinho, ramos do nervo olftdlmico (porcdo do nervo trigémeo) passam da érbita para
cavidade do cranio e depois mais abaixo, pela cavidade nasal (Chamanza; Wright,
2015; Ogle, Weinstock; Friedman, 2012).

Histologicamente, a cavidade nasal € constituida por quatro tipos de tecidos
epiteliais: escamoso (SE), transi¢cao (TE), respiratério (RE) e olfatério (OE), os quais
possuem subtipos celulares especificos (Chamanza; Wright, 2015).

A mucosa olfatéria € composta por trés componentes: epitélio olfatério (OE), a
membrana basal e a lamina prépria que € uma camada de tecido conjuntivo localizada
abaixo do epitélio (Chen et al.,2014). O epitélio olfatério € um neuroepitélio
estratificado que contém células basais horizontais e globosas, células de sustentacéo
(Tanos et al., 2017;) e receptores neuronais maduros e imaturos, cujos neurdnios
possuem capacidade de regeneracdo. A lamina prépria, por sua vez, originada da
crista neural (ectomesenquimal) contém células serosas e mucosas, fasciculos

nervosos, células linfoides e capilares sanguineos e linfaticos, além de células-tronco
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mesenquimais, células embainhantes olfativas (OECs) e os acinos das glandulas de
Bowman que contém muco (Borgmann-Winter et al., 2015; Delorme et al., 2010).

No OE, os neurdnios sensoriais olfativos (OSNs) sdo importantes células que
compdem esse sistema sensorial, envolvendo a recepcdo, conducao e transducao
dos estimulos. Neurdnios bipolares estendem dendritos na superficie epitelial, que
terminam em um botdo dendritico apical, que estende varios cilios com receptores
para moléculas odorantes, enquanto, axdnios ndo mielinizados ascendem e
atravessam a placa cribriforme, agrupados em “feixes” ou fasciculos (fila olfactoria)
nervosos que apos atravessarem o espaco subaracnoide entram no bulbo olfatério.
Essas projecfes axonais vao para a camada glomerular do bulbo olfatério (Choi et al.,
2018; Helwany; Bordoni,2021), cuja superficie ventral fica no topo do terco posterior
da lamina cribriforme, e a superficie dorsal fica abaixo da superficie inferior dos lobos
frontais, especificamente os giros orbital e reto (Helwany; Bordoni,2021).

O bulbo olfatorio consiste em varios neurbnios e sinapses distribuidas ao longo
de cinco camadas celulares. A variedade de neurbnios no bulbo olfatério contém
células mitrais, células tufosas, células granulares e neurdnios periglomerulares.
Axb6nios dos neurbnios olfatérios convergem com dendritos das células mitral e
tufosas formando glomérulos e a camada glomerular. Glomérulos recebem sinais de
interneurbnios como as células periglomerulares e granulares (Helwany;
Bordoni,2021; Nagayama; Homma; Imamura, 2014).

Células mitral e tufosas projetam para estruturas centrais como nucleo anterior
olfatério, tubérculo olfatério, cortex olfatorio, amigdala e cértex entorrinal (Mori et
al.,2015). Desse modo, o bulbo olfatério serve como uma estacé@o de retransmissao
de impulsos entre o epitélio olfativo e o encéfalo (Helwany; Bordoni,2021). Além disso,
ele tem conexdes retrégradas com banda diagonal colinérgica, ncleo serotoninérgico
dorsal da rafe, conexdes noradrenégicas via locus coeuruleus e dopaminérgicas via
area tegmental ventral (Mori et al.,2015) sugerindo propagacdo retrograda de
moléculas que podem ser também propagadoras de doencas (Hoglinger et al., 2015;
Rey; Wesson; Brundin, 2018)

O OE é um tecido capaz de produzir novos neurdnios a partir de suas células
tronco e progenitoras basais (Bradley et al., 2013), havendo também a participacéo
de MSCs que podem modular ou mesmo produzir novas células (Duan;Lu, 2015) e de
OECs que desempenham um importante papel na regeneracéo e crescimento celular

neuronal (Dhuria;Hanson;Frey, 2010; Li;Field;Raisman,2005).
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Originarias da crista neural, as OECs apresentam parte de suas caracteristicas
fenotipicas semelhantes as células de Schwann e astrécitos (Beiersdorfer et al.,
2019). Elas circundam os axénios dos neurdnios olfatérios ao longo de sua extenséao,
criando uma camada continua que juntamente com camadas adicionais de
fibroblastos formam um continuo e fluido canal perineural que pode ser uma via de
transporte  para células e  moléculas  (Dhuria;Hanson;Frey, 2010;
Li;Field;Raisman,2005). A camada de fibroblastos € continua com meninges que
cobrem o encéfalo, o que significa que esse espaco perineural formado entre a
camada envolvente e a camada de fibroblastos é continuo com o0 espaco
subaracnoideo (Crowe et al., 2018).

A maior e mais vascularizada area da cavidade nasal € a regido respiratéria.
Ela contém quatro tipos principais de células: basal, globosas e colunares ciliadas e
nao ciliadas. Células globosas produzem muco onde substancias podem ser
absorvidas. Microvilosidades das células basais aumentam a area de superficie que
juntamente com o alto grau de vascularizacao faz com que essa regiao seja um alvo
de absorcdo de substancias mais via sistémica do que diretamente para o SNC
(Crowe et al., 2018).

A regido respiratéria é inervada pelo ramo maxilar do nervo trigémeo que se
origina do tronco encefalico, na ponte, (Crowe et al., 2018) e que sai do SNC através
do forame redondo (Shafique; Das,2021), criando pontos de entrada caudal e rostral
para substancias no SNC (Dhuria; Hanson; Frey, 2010).

Fibras do nervo trigémeo formam o ganglio trigeminal, fora do tronco encefalico
e abaixo da dura-mater (Dando et al., 2014) e, portanto, sdo também um possivel meio
de transporte de substancias ao sistema nervoso central, além do nervo olfatério
(Crowe et al., 2018). Ramos olftalmico e maxilar do nervo trigémeo passam
diretamente pela mucosa nasal. Além disso, algum segmento do nervo também
termina nos bulbos olfatorios (Selvaraj; Growthamarajan; Karri, 2018).

O transporte de substancias exogenas diretamente da cavidade nasal ao
encéfalo tem sido utilizado como uma potente via para contornar a BHE. A
administracdo intranasal de farmacos para o tratamento de patologias, por exemplo,
€ uma via ndo invasiva que tem o potencial de prevenir a degradacao periférica,
eliminar os efeitos ndo desejaveis associados a administracéo oral e permitir a entrega

direcionada ao local de acéo, o encéfalo (Dimiou et al., 2022; Pires et al., 2022).
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O método de uso da via intranasal foi desenvolvido pela primeira vez por Frey
em 1989 para direcionar fatores neurotréficos para o SNC (Hanson; Frey,2008); desde
entdo é crescente seu uso (Mato, 2019), como por exemplo, para administracdo de
farmacos (Alam et al., 2013; Cardenas et al., 2022; Dimiou et al., 2022); células-tronco
(Weietal., 2015; Zhang et al., 2021), exossomos (; Guo et al.,2019;Perets et al., 2018)
e hormonios (Hallschmid,2021; Wingrove et al., 2021; Zhang et al., 2021) para
tratamento de patologias do sistema nervoso central.

Por outro lado, esta via também tem sido utilizada para criacdo de modelos
experimentais de estudos de doencas do sistema nervoso central como doenca de
Parkinson (Prediger et al., 2006; Rojo et al., 2007; Souza et al., 2018;) e status
epilepticus (Sabilallan et al., 2016), demonstrando, portanto, que a via de
admininistracdo nasal pode ter efeitos benéficos ou deletérios ao sistema nervoso
central.

Para que uma substancia possa ser transportada da cavidade nasal para o
SNC, ela precisa percorrer via circulagdo sistémica e entdo atravessar a Barreira
Hematoencefalica (BHE) ou ser captada via cavidade nasal e distribuida diretamente
para 0 SNC por mecanismo intracelular ou extracelular, de modo perineural ou
transcelular ao longo do trajeto dos nervos trigémeo e olfatério, por meio de canais
perivasculares ou, via sistema linfatico (Yokel, 2021; Dhuria; Hanson; Frey, 2010);
Dentre essas vias e mecanismos, acredita-se que 0s principais parecam ser a difusao
extracelular e o0 transporte nos espacos perineural e perivascular
(Keller;Merkel;Popp,2021), sendo a que ocorre ao longo do trajeto do nervo olfatério,
a mais importante, devido o contato direto dos dendritos do neurdnio receptor olfatorio
(ORN) com o meio externo (Nguyen; Maeng, 2022).

Seguindo o trajeto do nervo olfatério os mecanismos de transporte intracelular
envolvem a captacdo de moléculas pelos ORNs por difusdo passiva, endocitose
mediada por receptor ou endocitose adsortiva, seguida de transporte axonal em
direcdo ao terminal axonal do neurdnio e bulbo olfatério dentro do encéfalo (Dhuria;
Hanson; Frey, 2010). Uma vez que o conteddo chega ao terminal do nervo ele é
exocitado e liberado nas células pos-sinapticas do bulbo olfatério, na camada
glomerular, onde das células mitrais e tufosas, vai para as regides de suas projecdes
axonais. Esse tipo de transporte pode levar varias horas a dias para chegada no bulbo
olfatério e outras areas do cérebro, porém comparando-se ao comprimento maior do

nervo trigémeo (~20 mm) versus do nervo olfatério (~4 mm), seu tempo de transporte
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€ menor (Crowe et al., 2018). Ele ocorre preferencialmente para moléculas pequenas,
lipofilicas e substancias com receptores em ORNSs (Dhuria; Hanson; Frey, 2010).

A via extracelular comeca com a substancia cruzando o epitélio nasal até a
lamina propria seja por captacdo transcelular pelas células de suporte ou por difuséo
paracelular através de espacos intercelulares no epitélio nasal. Da lamina prépria, ela
viaja ao longo de diferentes caminhos: pode ser absorvida pelos vasos sanguineos
locais e entrar na circulagdo sistémica; ser absorvida pela submucosa para o sistema
linfatico ou percorrer 0 espaco perineural até o espaco subaracnodide e atingir o
parénquima cerebral (Dhuria; Hanson; Frey, 2010; Keller; Merkel; Popp,2021).

A continuidade da camada de fibroblasto do nervo olfatério (ONF) com as
meninges que envolvem o encéfalo, faz com que este espaco perineural formado
entre a camada de OECs e ONF se comunigue diretamente com 0 espaco
subaracnoide. O liquor do espaco subaracnoide € continuo com o fluido extracelular
da lamina prépria na regido ao redor dos axénios dos ORNSs. Isto cria uma via através
da qual substancias podem mover de um compartimento para o outro (Crowe et al.,
2018). Esta via é a mesma tanto no nervo trigémeo como no nervo olfatorio e a
translocacdo de moléculas através do espaco perineural € mais rapida (minutos) do
gue o transporte intracelular axonal (Nguyen; Maeng, 2022).

Da lamina prépria as moléculas podem também ser absorvidas na submucosa
para o sistema linfatico, podendo ser drenadas para linfonodos cervicais profundos do
pescoco (Keller; Merkel;Popp,2021).

Outro modo de acesso € via circulacdo sanguinea. Ela € uma via indireta onde
a substancia passa para os pulmdes e para circulacdo sanguinea antes de ir para o
SNC (Costa et al., 2021). Ramos das artérias maxilar, olftalmica e facial que suprem
o epitélio respiratério se originam da artéria carétida e podem ser uma via de acesso

(Dhuria; Hanson; Frey, 2010; Selvaraj; Growthamarajan; Karri, 2018).

1.5 MODELOS ANIMAIS PARA DA

Embora estudos em pacientes com DA sejam a melhor abordagem
experimental possivel, enfrentamos muitos desafios devido a natureza intrigante da
doenca, como por exemplo, o longo processo de doenca em humanos, periodo
assintomatico variavel, variacao interindividual e falta de uma técnica diagndéstica

confirmatdria ndo invasiva. Estudos prée-clinicos tém procurado estudar a doenca de
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Alzheimer através de um modelo que, mesmo néo reproduzindo integralmente a
doenca humana, apresente lesGes histopatolégicas caracteristicas e de memoria
associadas a déficit nos mecanismos de plasticidade sinaptica.

Modelos murinos, sejam espontaneos (envelhecimento) ou induzidos
(resultado de manipulacédo artificial, como através de procedimentos cirlrgicos,
administracéo de algum medicamento ou aplicagdo de alguns estimulos ambientais e
manipulacfes genéticas - transgenia) tém sido usados nos ultimos 25 anos para
estudar os mecanismos patogenéticos, a progressao da doenca e a eficacia de novos
medicamentos (Javonillo et al., 2022; Mckean et al, 2021; Puzzo et al., 2015).

Animais com mutacfes no gene que codifica a proteina precursora amiloide
(APP), APP/PS1 ou APP/tau tém sido desenvolvidos para mimetizar a doenca do tipo
familiar ou genética (Puzzo et al., 2015). Camundongos 3xTg-AD, com trés mutacdes
na APP (KM670/671NL), PSEN1 M146V e MAPT (tau) P301L (Javonillo et al., 2022),
camundongos 5XFAD que superexpressam APP com trés mutacdes FAD (K670N,
N671L; 1716V e V7171) e PSEN1 com duas mutagdes (M146L e L286V) (Oblak et al.,
2021) também sdao utilizados.

Apesar dos fenotipos clinicos apresentados por esses modelos e da
similaridade destes com os apresentados pela DA do tipo esporadica (Chen et al.,
2013), eles representam menos de 2% dos casos. Desse modo, modelos genéticos
tém sido inadequados para o estudo da etiologia e patogenia da DA esporadica, que
representa a maioria dos casos da doenca (Lecanu; Papadopoulos, 2013).

Assim, tem sido utilizados modelos induzidos, como por exemplo, a ocluséo
das caroétidas comuns, gerando hipoperfuséo cerebral e danos hipocampais (Park et
al., 2019), leséo por &cido iboténico do nucleo basal magnocelular, comprometendo
as projecdes colinérgicas (Swarowsky et al, 2008), a infusdo de AP
intracerebroventricular (ICV) (Kim et al., 2016), ou de acido ocadaico (Broetto et al.,
2016) ou bilateralmente de estreptozotocina (Biasibetti et al., 2017; Rodrigues et al.,
2009)

A estreptozoticina (STZ, 2-desoxi-2-(3-(metil-3-nitrosureido)-D-glicopiranose]
induzindo DA é um modelo bem estabelecido na literatura (Rodrigues et al., 2019). E
uma glicosamina-nitrosureia que foi inicialmente isolada da bactéria Streptomyces
achromogene, sendo um antibiético e agente oncolitico e oncogénico (Capdevila et
al., 2022; Rossini et al., 1977). O grupo glucopiranosil de sua composi¢cao possui

afinidade com o tecido pancreatico (Capdevila et al., 2022). Como analogo da
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molécula de glicose, ela € internalizada através do transportador de glicose 2 (GLUT
2) nas células beta pancreéticas, inibe a oxidacdo da glicose e sintese e secrecao de
insulina via reacdes que estimulam a producdo de O6xido nitrico, alcalinizacdo e
fragmentacdo do DNA e subsequente ativacdo da poli-ADP ribose polimerase
causando uma reducéo nos niveis de NAD* celular e consequente reducéo dos niveis
de ATP e a morte celular (Kahraman et al., 2015; Kim et al., 2019; Konrad et al., 2001,
Szudelski,2001).

Ao ser administrada experimentalmente via intraperitoneal (IP) (40-75 mg/kg,
por exemplo) produz uma acdo dose-dependente que mimetiza caracteristicas
periféricas e centrais da diabetes mellitus como hiperglicemia e déficits cognitivos
(Gusmulu et al., 2016; Wartchow et a., 2020; Zanotto et al., 2019).

Acredita-se que quando administrada via intracerebroventricular (ICV), a STZ
atue dessensibilizando os receptores de insulina (IRs) e do fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF-1), causando resisténcia a insulina, por meio da
fosforilacdo dos substratos dos IRs através de proteinas cinases C e interferindo na
sinalizacdo da insulina e alterando o metabolismo cerebral da glicose. Isso é
acompanhado por alteracbes bioquimicas e neuropatolégicas semelhantes as
encontradas na doenca de Alzheimer do tipo esporadica como disfuncéo sinaptica
(Shonesy et al., 2012), hiperfosforilagdo da tau (Goncalves et al., 2019), estresse
oxidativo (Lu et al, 2017), acumulo de AB (Nikmahzar et al., 2019) e
neurodegeneracao (Fronza et al., 2021).

E importante lembrar que a STZ quando administrada ICV ndo causa uma
condicao sistémica diabetogénica, uma vez que ela é incapaz de atravessar a barreira
hematoenceféalica (Park et al., 2020). Além disso, acredita-se que no sistema nervoso
central ela seja internalizada por transportadores de glicose tipo 2 (GLUT-2), assim
como perifericamente, 0s quais sdo amplamente encontrados nos ventriculos laterais
e oOrgao circuventriculares e onde os efeitos toxicos da STZ se propagam para
diferentes regides encefalicas (Grieb et al., 2016). O GLUT-2 também & densamente
encontrado em regides limbicas e seus nucleos, como o hipocampo (Aluirson et al.,
2004; Grunblatt et al., 2007).

A STZ pode ser administrada via ICV em doses, por exemplo, de 1 mg/Kg
(Mishra et al., 2018); 1,5 mg/Kg (Knezovic et al., 2017) ou 3 mg/Kg (Biasibetti et al.,
2017; Rodrigues et al., 2010; Tramontina et al., 2011), sendo, entretanto, a dose de 3

mg/Kg a mais apropriada para produzir efeitos fisiopatolégicos rapidos e de prejuizo
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de memoria como modelo esporadico da DA (Mehla et al., 2013; de la Monte et al.,
2006).

Na dose de 3mg/kg, estudos tem observado, por exemplo, alteracdes
neuroquimicas como diminuicao da captacao de glicose (Biasibetti et al., 2016; Santos
et al., 2017), aumento da fosforilacdo de IRS (Ser 307) (Santos et al., 2017), alteracéo
do sistema colinérgico (reducdo do conteudo da ChAT e aumento da atividade de
AchE) (Biasibetti et al., 2013; Biasibetti et al.,2017), perda neuronal hipocampal
(Rodrigues et al., 2009), ativacdo microglial (aumento do conteudo hipocampal de
IBA1) (Dos Santos et al., 2019) e astrocitaria (reducdo/aumento da secrecao/contetdo
de S100B no liquor e hipocampo, respectivamente; reducao do contéudo ou atividade
de GSH e GS; aumento de GFAP hipocampal) (Dos Santos et al., 2017; Biasibetti et
al., 2016; Rodrigues et al., 2010; Tramontina et al., 2011).
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2 JUSTIFICATIVA

A busca por novas metodologias de estudo da fisiopatologia da DA pode ser
promissora, assim como, a busca de novas abordagens terapéuticas que
compreendam toda a fisiopatologia da doencga, pois um tratamento efetivo ainda
necessita ser desenvolvido.

Nesse sentido, estudos clinicos e experimentais tém sido realizados sobre os
efeitos das células-tronco mesenquimais sobre o Alzheimer. Nestes modelos,
diferentes séo os tecidos de origem das células mesenquimais transplantadas: medula
0ssea, tecido adiposo, placenta e corddo umbilical (Park et al. 2017).

Atualmente, o contetdo produzido por células tronco mesenquimais presente
no sobrenadante e exossomos tém sido promissores em estudos de patologias
neurolodgicas, regulando os mecanismos celulares, assim como, promovendo redugéo
na progressao de doencas que afetam o sistema nervoso central (Raposo; Stoorvogel,
2013).

Associado a isso, a administracdo intranasal tem sido um método de uso de
transporte de substancias, células e exossomos para o sistema nervoso central com
objetivo terapéutico. Por outro lado, a mesma via permite a propagacao de agentes
neurotéxicos. Adicionalmente, por ser um método rapido, ndo invasivo e de baixa
mortalidade animal, a via intranasal tem sido utilizada também para o desenvolvimento
de modelos experimentais de estudos de doencas neurodegenerativas.

Para nosso conhecimento, poucos sdo os estudos que avaliam os efeitos do
sobrenandante ou de exossomos de células tronco mesenquimais em modelo
experimental de Alzheimer do tipo esporadico (estreptozotocina) e sua administracao
via intranasal, assim como, ndo existe na literatura trabalhos que utilizaram esta via
para administracdo de estreptozotocina e inducdo de um modelo experimental da
Doenca de Alzheimer do tipo esporadica.

Desse modo, este estudo pretendeu investigar os efeitos da administracéo
intranasal do sobrenadante e exossomos de células estromais mesenquimais
estromais no modelo de Alzheimer do tipo esporadico e explorar a possibilidade do
uso dessa via de administracéo para desenvolvimento de um modelo experimental de
doenca dessa Alzheimer do tipo esporadica com estreptozotocina, abrindo portas para

estudos futuros que possam reproduzir este modelo e compreender melhor a doenca.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:
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Streptozotocin (STZ) is a glucose analogue containing an N-methyl-N-nitrosurea group that is used to induce
experimental diabetes mellitus in rodents and clinically as a chemotherapeutic for neuroendocrine tumors. As it
does not cross the blood brain barrier, STZ is also administered intracerebroventricularly to induce a widely-used
Alzheimer’s disease (AD)-like pre-clinical model of dementia. In this work, we aim to briefly discuss some
structural and functional aspects of the intranasal barrier, raising the hypothesis that STZ could be used to induce
a dementia model via its nasal instillation. We approached intranasal administration as a possible route to reach
the hippocampus, independently of the presence of the GLUT-2 glucose transporter in olfactory cells, which is
capable of transporting STZ. We then discuss the neurotoxicity of STZ to neural cells and finally propose how this
hypothesis could be confirmed experimentally. This alternative AD-like model of dementia would be very
attractive for preclinical studies, as it is less invasive, simpler (since it does not require a surgical procedure),

Intranasal administration
Nose-brain barrier
Streptozotocin

cheaper and less stressful for animals.

Introduction

When we talk about the selective barrier that protects the central
nervous system (CNS), we are usually referring to the blood-brain bar-
rier (BBB), but neglecting other important barriers such as the blood-
cerebrospinal fluid barrier (BCSFB) and the naso-brain barrier (NBB)
or intranasal barrier or simply nasal barrier. Recently, the NBB has been
highlighted by newspapers and magazines, in view of the Sars-CoV-2
pandemic that we are experiencing, due to the possibility of neuro-
infection through this barrier. However, this barrier was already gaining
prominence as a route of entry for drugs, as well as a route of entry for
neurotoxins [1-3].

The NBB refers to a set of cells of neural origin, basically olfactory
sensitive neurons (OSNs) and supporting cells (SCs) that, like the res-
piratory epithelium, line part of the nasal cavities. This neural surface
can allow access of many substances to the CNS, including proteins (e.g.
insulin), toxic metals, viruses (e.g. Influenza and Sars-CoV-2) and
microorganism products (e.g. lipopolysaccharide from gram-negative
bacteria and brevetoxins from marine dinoflagellate) [4,5]. This ac-
cess involves transport through these neural cells (transcytosis or

transcellular transport, mediated by protein carriers in the membrane)
or between them (paracellular transport). Transcellular transport via
OSNs is commonly called “intracellular” transport, although in this case
CNS targets (neurons and astrocytes of the olfactory bulb) are reached
by transcytosis.

The dysfunction of the olfactory system is strongly linked to neuro-
degenerative diseases (NDD), such as Parkinson’s disease (PD) and
Alzheimer’s disease (AD). This is due to the connectivity of the olfactory
bulb to cortical and subcortical regions of the brain. Based on olfactory
dysfunction, which precedes or accompanies NDD, neurotoxins, such as
MPTP and other toxic compounds, are administered via this route to
dopaminergic neurons to induce the PD model [6]. Recently, it has been
suggested that f-N-methylamino-alanine, a product of a cyanobacterium
ubiquitously distributed in water and naturally found in aerosols, could
be a toxin that may contribute to NDD, such as PD and amyotrophic
lateral sclerosis [7]. Reports indicate that bacterial toxins from the
nasopharyngeal microbiota can also reach the CNS and contribute to
multiple sclerosis pathogenesis [8].

We postulate that streptozotocin (STZ or 2-deoxy-2-[3-methyl-3-
nitrosourea]-D-glucose), produced by a soil bacterium (Streptomyces
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achromogenes), could also be capable of causing damage to the CNS
through the NBB. STZ has been used as a chemotherapeutic for neuro-
endocrine tumors, as well as for inducing diabetes mellitus by intra-
peritoneal administration and for the sporadic model of AD by
intracerebroventricular (ICV) administration [9,10]. However, it is used
at high concentrations for these purposes and potentially would not be
able to cause metabolic damage similar to that of an environmental
toxin (e.g. p-N-methylamino-alanine) [7,9].

Herein, we briefly discuss some structural and functional aspects of
the NBB, raising the hypothesis that STZ could be used experimentally to
induce a dementia model by nasal instillation of this toxin. Entry of STZ
into cells depends on a specific glucose transporter, GLUT-2. STZ does
not cross the BBB (which does not contain GLUT-2) and therefore needs
to be intracerebroventricularly injected to cause dementia. The possi-
bility of STZ injury to the CNS through the NBB (which also does not
contain GLUT-2), via the paracellular route (see Fig. 1), would allow us
to better understand the neurotoxicity of STZ, as well as the conse-
quences on the affected neural pathways. This alternative would have
some advantages over the intracerebroventricular pathway that is used
to induce the dementia model.

NBB structure and flux to the CNS

NBB cells occupy only 10% of the surface of the nasal fossae in
humans, but about 50% in rodents [1,11]. The lamina propria (of
mesenchymal origin) lies under the ethmoid bone, more specifically
under the horizontal cribriform lamina of this bone, and below it is the
olfactory epithelium (derived mainly from the neural crest). The lamina
propria contains, in addition to blood vessels and lymphatic vessels, the
mesenchymal stem cells formed in the neural crests (EMSC, ectome-
senchymal stem cells) [12], which will generate the olfactory
ensheathing cells (OECs) that will envelop the OSNs axons from the
olfactory epithelium (see Fig. 1). The OECs and axons form bundles,
which in turn are surrounded by olfactory fibroblasts, also originating
from EMSC.

The olfactory epithelium, formed by OSNs and SCs, is located just
below the basal layer of the lamina propria [13]. Next to the basal
lamina of this layer, are located the stem cells (from the neural crest)
that will form basal cells (classified into horizontal and globose basal
cells), the OSNs and the SCs. The globose basal cells, like the EMSC,
generate part of the OECs. It is worth mentioning that OECs express glial
fibrillary acidic protein (GFAP) and S100 calcium-binding protein B
(S100B), typical astrocyte markers.

OSN dendrites containing olfactory receptors spread over the ciliated
surface of SCs. Cilia and dendrites are embedded in a layer of mucus
produced by Bowmann’s glands located in the lamina propria and
released into tubular channels that traverse the olfactory epithelium.
The transcellular flux of substances depends on the lipid solubility and/
or the presence of protein carriers in the membrane. Based on these
carriers, the idea of Trojan horses, that carry drugs to cross the BBB and
the NBB, has been formulated [14].

SCs have tight junctions (TJs) to prevent the free paracellular flow of
molecules (including water) and ions, which occurs more easily in the
space between SCs and OSNs [15]. In fact, the dense distribution of TJs
defines the impermeability of the epithelial and endothelial layers [16].
If we look carefully at the BBB, it is the TJs in the endothelial layer that
make this barrier impermeable, leaving the selectivity of the barrier to
the responsibility of general carriers and specific transporters in the
endothelial membrane. TJs, also called occluding junctions, are complex
macromolecular structures involving transmembrane and cytoplasmic
proteins. The three major transmembrane proteins are claudins, occlu-
din and junction adhesion molecules, which bind to cytoplasmic pro-
teins called ZO (from zona occludens), which in turn anchor proteins to
the actin cytoskeleton. Thus, TJs join the cytoskeletons of neighboring
cells. Of course, TJs have variable composition and are physiologically
adjustable, increasing or decreasing paracellular flow under certain
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conditions [17].

In the case of the BBB, astrocytes, which surround it for about 90% of
its extension, do not have such a high density of interglial TJs, but they
are important elements in the regulation of endothelial permeability and
selectivity [18]. Unlike in BCSFB, capillaries are fenestrated, but the
epithelium of choroid plexuses, as well as ependymal cells and tanicytes
lining the ventricles, have a high density of TJs [19]. With regard to the
composition of TJs, in relation to claudins, claudin-5 is generally
regarded as a marker for BBB, while claudin-2 is a marker for BCSFB
[20]. In contrast, olfactory epithelium TJs express all claudins, except
claudin-2 [15].

A lower density of TJs between SCs and OSNs allows a corridor for
paracellular flow, which also exists between OECs and OSNs axons. See
Fig. 1. Furthermore, the TJs are less abundant among the OEC and
among the fibroblasts that surround them, forming the olfactory fila.
Therefore, there is a possibility of flow from these corridors to the
subarachnoid space, where the CSF is, allowing access to remote areas of
the CNS. It is important to mention that substances captured by the SCs
and OSNs by transcytosis, may also end up in the CSF. However, only
those captured by OSNs can reach the neurons of the olfactory bulb by
transcytosis.

The peripheral layer of the olfactory bulb has capillaries and dem-
onstrates similarities to the basic structure of the BBB, i.e. non-
fenestrated endothelium surrounded by glial cells [21]. The capillaries
of the outermost layer are surrounded by endfeet from OECs, which do
not express aquaporin-4, while the innermost ones are surrounded by
endfeet from astrocytes positive for aquaporin-4. However, in both
cases, TJs prevent paracellular flow. Another important aspect of the
NBB transport, in addition to the possibility of reaching the CNS, is the
speed with which this happens [1]. The functional channels/corridors
for paracellular transport of molecules in the olfactory bundle allow and
justify rapid transport to the CSF (in the order of minutes), compared to
intracellular nervous transport (in the order of hours).

Olfactory bulb neurons can reach remote regions, including the
limbic system [22,23]. This means that an olfactory dysfunction leads to
a reduction of inputs over several brain regions. One of the destinations
of the olfactory projections is the entorhinal cortex, which in turn con-
nects to the hippocampal dentate gyrus, where neurogenesis occurs.
This highlights the complexity of the relationship between olfaction and
depressive behavior and cognition.

STZ neurotoxicity

STZ is a glucose analogue, but structural differences prevent it from
being metabolized like glucose and, in addition, induce cytotoxic
changes. As glucose transporters have different affinities for glucose,
only GLUT-2 can transport STZ. In fact, cell death triggered by STZ
depends on the presence of this transporter [24]. GLUT-2 is present in
pancreatic beta cells, hepatocytes, renal tubular cells, adipocytes and
brain cells [25]. In the CNS, GLUT-2 is present on astrocytes, tanicytes,
ependymal cells, oligodendrocytes and neurons, but is not present in
brain capillaries. In addition, brain endothelial cells have TJs, which
prevent the passage of glucose (and analogues such as STZ) to the brain
tissue. GLUT-2 has a low affinity for glucose (~17 mM), compared to
GLUT-1 (~1 mM) or neuronal GLUT-3 (~1.5 mM), but has the same
affinity for 2-deoxy-glucose as GLUT-1 (~10 mM) [25]. The role that
this transporter plays in regulating food and glucose intake in the hy-
pothalamus (in astrocytes and neurons) seems well established, but the
sensing of glucose in other regions of the brain needs to be further
investigated [26]. Interestingly, in Alzheimer’s disease (AD), charac-
terized by hypometabolism of glucose, reductions in GLUT-1 and 3 are
observed, and an up-regulation of GLUT-2 [27].

It is not our intention to extensively discuss the mechanism of STZ
cytotoxicity, and references [9] and [24] may be referred to for a
detailed review. Structurally, STZ resembles 2-deoxy-D-glucose, with
the addition of N-methyl-N-nitrosurea at carbon 2. This group causes
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Fig. 1. Diagrams showing possible routes of STZ entry into the brain. Panel A is a diagram showing that STZ does not enter via the olfactory nerve (because there is
no glucose transporter GLUT-2) and does not enter brain tissue via the BBB, for the same reason. STZ probably enters via the paracellular route, taking advantage of a
lower density of tight junctions between some cells of the olfactory mucosa, as detailed in B. Note that STZ reaches the CSF via the paracellular route and, from there,
can make contact with several brain structures, including the olfactory bulb and hippocampus. Panel B is a diagram showing the route of STZ through the olfactory
mucosa. Dashed lines separate the various tissue layers, omitting the bone layer that is traversed by the axonal cables. An olfactory sensitive neuron (OSN) is
represented, in dark blue, with its dendrites and axon; ciliated supporting cells (SC), in light blue; olfactory ensheathing cells (OECs) involving the OSN axon are
represented in pink. Tight junctions (TJs) are represented by red circles and the glucose transporter-1 (GLUT-1) is represented on these cells by a green diamond. The
structure of streptozotocin is represented below the panel, as well as its path through the layers, by a red line, until it reaches the cerebrospinal fluid (CSF).
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DNA alkylation, which in turn demands greater activity of the repair
enzyme PARP - poly adenosine diphosphate ribose polymerase, and
consumption of NAD". In addition, NO, also released by this group,
affects several enzymes, including aconitase, of the Krebs cycle. The
consumption of NAD™ (preventing glycolysis) and inhibition of mito-
chondrial aconitase cause an energy depletion that can trigger cell
dysfunction and death. In addition, STZ-damaged GLUT-2 positive cells
can affect neighboring cells, even if they are GLUT-2 negative. This is
particularly important in the case of astrocyte-neuron communication,
where astroglial GLUT-2 plays a key role in metabolic coupling [25].

We postulate that nasally-administered STZ may cause hippocampal
damage. For our hypothesis to be correct, it is important that hippo-
campal neurons and astrocytes are affected by STZ when administered
intranasally. GLUT-2 is not expressed by the OSNs or by the SCs of the
olfactory mucosa [28]. If GLUT-2 were expressed, this would lead to the
destruction of olfactory cells with loss of glomerular input in the olfac-
tory bulb and consequently in the entorhinal cortex, affecting hippo-
campal functionality and leading to cognitive impairment. Therefore,
due to the olfactory impairment itself, there would be changes in
olfaction and depressive behavior, making it difficult to assess and
interpret a cognitive deficit due to the loss of hippocampal integrity.
However, considering that olfactory epithelium lacks GLUT-2, the STZ
would reach CNS regions (including the hippocampus) via the para-
cellular route, taking advantage of “failures” in the TJ barrier between
the OSNs and SCs (in the olfactory epithelium) and, further up, among
the OECs that involve the olfactory axons flowing from there into the
subarachnoid space (Fig. 1).

STZ-induced hippocampal damage: Molecular targets and
cognitive assessment

ICV administration of STZ causes direct damage to the hippocampus
to induce a model of AD-like dementia, while indirect damage is
incurred by intraperitoneal administration to induce a model of diabetes
mellitus. In both cases, we observed changes in glial reactivity, reduced
neurogenesis and cognitive impairment. Although hippocampal changes
in diabetes occur later and are neurochemically distinct, it is these pa-
rameters that we must analyze in the case of a hippocampal lesion
produced by the intranasal instillation of STZ. Preliminary data
reporting on the administration of a single intranasal dose of STZ (15
mg/Kg) suggest that Wistar rats exhibit cognitive impairment four
weeks later, as assessed by a behavioral task that depends on hippo-
campal integrity (Fig. 2).

The hypothesis of direct hippocampal damage by STZ, when
administered by the nasal/paracellular access, must be confirmed by
early neurochemical alterations (e.g. reduced glucose uptake, gluta-
thione levels and N-Acetyl-Glucosamine modification in proteins),
cellular changes (e.g. reduced number of neurons and increased
immunoreactivity to GFAP) and cognitive impairment (e.g. Morris water
maze), as found in the ICV STZ-induced dementia model [10,29-31].
This ICV-STZ model, in non-transgenic rodents, reproduces (in months)
neurochemical findings that support the AD amyloid beta cascade hy-
pothesis [32]. As such, the model is widely used in pre-clinical studies
for the development of (pharmacological or not) therapeutic and/or
preventive strategies [33-38]. An alternative method that employed
intra nasal STZ would have many advantages for these investigative
approaches.

The close relationship between olfaction, depressive behavior and
cognition makes it difficult to interpret cognitive tests and requires
specific tests to be performed, in parallel, for olfaction and depressive
behavior (e.g. forced swimming). Additionally, other data may com-
plement this hypothesis, such as the confirmation of the absence of
GLUT-2 in the olfactory epithelium or the absence of damage to
pancreatic beta cells. As such, the amount of STZ to be administered, as
used in the dementia model, should be subdiabetogenic. However, the
model should be standardized based on response and toxicity curves.
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Fig. 2. Preliminary data suggesting that intranasal nasal STZ leads to cognitive
impairment in rats. STZ (15 mg/Kg prepared in citrate buffer) was instilled in a
volume of 10 pl into each nostril. After 4 weeks, these animals were evaluated
for cognitive impairment and compared to animals that received vehicle alone.
Cognitive testing was performed by novel object recognition [39]. The asterisk
indicates that the control group of animals recognized a new object more
effectively than the STZ group at 1 and 24 h, representing short (panel A) and
long-term memory (panel B), respectively, based on t test (p < 0.05).

Ideally, while a single nasal application should be employed to induce
neural damage, the efficiency of the method needs to be evaluated with
dose fractioning and even with variation in the physicochemical char-
acteristics of the nasal vehicle. We also need to define when it is best to
assess the cognitive state of these animals. Therefore, many aspects of
the proposed model require standardization to establish and confirm
this route of STZ administration for the induction of the dementia
model.

Conclusions

We believe that the presentation of this hypothesis has been very
useful to review some concepts of the NBB, emphasizing the possibility
of access of STZ, in this case, to the CNS. STZ is a small water-soluble
molecule that does not have a carrier in the olfactory cells; transport
would take place via the paracellular route, circumventing the TJ barrier
and, as Chico Buarque lyrically says in the Brazilian song Futebol
(Football), “with accuracy of an arrow and dry leaf”. This work con-
tributes to highlighting the importance of NBB as a target for
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neurotoxins and therapeutic drugs destined for the brain. Finally, the
intranasal STZ-induced hippocampal lesion model, if experimentally
confirmed, will be very useful as an AD-like model of dementia to
evaluate new pharmacological strategies, being less invasive, simpler
(since it does not require anesthesia and the surgical procedure),
cheaper and less stressful for animals.
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7 CONCLUSOES

A doenca de Alzheimer encontra-se entre as principais causas de deméncia.
Desse modo, diversos estudos tém procurado melhor entender a fisiopatologia da
doenca e propor métodos de tratamento. Para isso, modelos como o modelo de
administracao intracerebroventricular de estreptozotocina que representa a doenca
em seu tipo esporadico, tem sido utilizado. Por ser um método néo invasivel e de facil
reprodutibilidade, a administracao intranasal de substancias que possuem como alvo
0 SNC tem sido também utilizada.

No capitulo 1, os resultados apresentados demonstraram que o tratamento
intranasal com sobrenadante e exossomos tem algum efeito sobre o SNC. Em suma,
0 sobrenadante foi capaz de promover neuroprotecao, evitando os déficits cognitivos
de memoria espacial e de reconhecimento, assim como, bioquimicamente, evitou
reducéo da captacao de glicose e parcialmente reduziu para niveis basais a atividade
da glutamina sintetase. Por outro lado, os exossomos quando administrados
permitiram aumento parcial da captacdo de glicose e ndo alteraram 0s niveis da
atividade da glutamina sintetase em relagéo ao grupo que recebeu STZ-ICV.

A presenca de substancias como fatores neurotréficos, citocinas e outras
moléculas sinalizadoras nédo analisadas neste estudo, mas potencialmente presentes
no secretoma de células estromais mesenquimais, conforme a literatura, podem ter
influenciado os resultados. Entre estas substancias podemos destacar BDNF, IGF-1,
VEGF, TGF-B, entre outras.

No capitulo 2, avaliamos a utilizacdo da via intranasal como potencial indutora
do modelo de doenca de Alzheimer, através da administracao de estreptozotocina por
esta via.

Os resultados apresentados demonstraram que, devida provavel auséncia de
GLUT-2 na barreira nasal, a estreptozotocina administrada via intranasal teria como
alvo o SNC através de via paracelular, percorrendo os espacgos intercelulares entre
células como OECs, ONF para assim atingir o liquor no espaco subaracnéide e entrar
no SNC.

Além disso, foi possivel demonstrar que a administracao intranasal de 15mg/kg
de estreptozotocina induziu danos cognitivos em memoéria de reconhecimento, quatro

semanas ap6s administracdo, sugerindo, portanto, a viabilidade desta hipdtese e a
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necessidade de implementa-la e padroniza-la em futuros estudos como modelo da
doenca de Alzheimer.

Em suma, os dados do primeiro capitulo, corroborando com dados prévios da
literatura, demonstram a importancia da via intranasal para fins terapéuticos. De forma
muito relevante, os dados do capitulo 2 sugerem que determinadas substancias
toxicas ao sistema nervoso central, como a STZ, possam ser empregadas como

modelo para estudo de deméncia do tipo doenca de Alzheimer.
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