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RESUMO

SILVA, JRM. Avaliagcao dos efeitos do tratamento prolongado com geleia real na
cognicao de ratos Wistar submetidos a administragao intracerebroventricular
de estreptozotocina, um modelo da doenca de Alzheimer esporadica. 2021. 121
f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) - |Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&do Paulo, Sao Paulo, 2021.

Introdugao: A doenca de Alzheimer (DA) é uma patologia neurodegenerativa
progressiva e fatal que induz deterioragdo cognitiva e da memdria. A injecao
intracerebroventricular de estreptozotocina (icv-STZ) demonstrou ser um modelo
experimental da doenca de Alzheimer esporadica em roedores, reproduzindo muitas
das caracteristicas comportamentais e moleculares dessa doenca. A geleia real (GR)
€ uma substancia secretada pelas glandulas hipofaringeanas e mandibulares de
abelhas operéarias da espécie Apis mellifera. Objetivo: Investigar os efeitos do
consumo oral da GR em ratos submetidos ao modelo icv-STZ na aprendizagem e na
memoaria pelo teste do labirinto aquatico de Morris (MWM), teste do Reconhecimento
de Objetos (RO), atividade geral em Campo Aberto, analises histologicas
caracterizando a atividade de células gliais e ensaios de imunoprecipitacdo com foco
na expressao de subtipos de receptores muscarinicos de acetilcolina (MAChRs) (M-
Ms) no hipocampo de ratos. Métodos: Ratos Wistar machos adultos foram divididos
em quatro grupos (CTR, STZ, GR, STZ-GR). A administracdo bilateral de
estreptozotocina (STZ) (3 mg/kg) ou solucdo Ringer foi realizada por estereotaxia.
Apés 7 dias da cirurgia, os animais receberam diariamente GR (200 mg/kg) ou solucéo
controle por gavagem por 14 dias consecutivos. O teste do labirinto aquatico de Morris
foi realizado antes (P1), apds (P2) a injecédo de icv-STZ, e durante a administracédo da
GR (P3). O teste RO foi realizado no 14° dia ap0s a cirurgia icv-STZ. O teste de Campo
Aberto foi realizado no 13° dia ap0s a cirurgia icv-STZ. No 21° dia os animais foram
sacrificados e a analise da glia reativa no hipocampo foi feita, assim como a expressao
de cada subtipo de receptor muscarinico por ensaios de imunoprecipitacdo com
anticorpo que reconhece cada um dos subtipos de mMAChRs. Resultados e
Conclusédo: No Periodo P2: icv-STZ induziu um aumento na laténcia, distancia
percorrida e uma diminuicdo na % Tempo no contador. No periodo P3, o consumo
prolongado da GR melhorou o aprendizado espacial dos animais do grupo icv-STZ,

conforme observado pela redugéo da laténcia em T2, T3 e T4. Teste RO: Os ratos



tratados com STZ passaram menos tempo explorando o novo objeto do que o objeto
familiar guando comparados aos grupos CTR e GR, apds um periodo de 1 hora e 24
horas. Atividade Geral em Campo Aberto: ainje¢cédo icv-STZ e o tratamento prolongado
com GR nao causaram qualquer alteragao nos parametros investigados. O tratamento
com GR produziu uma reducdo da astrogliose induzida por STZ nas regides CA1,
CA3, GD e HL do hipocampo de ratos. Os sujeitos tratados com STZ (grupo STZ)
apresentaram uma diminuicdo da expressao do subtipo M; e o tratamento com GR
(grupo STZ-GR) recuperou a expressao. Entretanto, os subtipos Mz, M3, M4 e Ms nao
diferiram entre os grupos. Nossos resultados mostram que a inje¢ao icv-STZ causou
um prejuizo cognitivo, induziu um aumento da expressao de células gliais hipocampais
e uma reducédo da expresséao do subtipo de mMAChRs M. Por outro lado, o tratamento
prolongado com a GR reverteu parcialmente os prejuizos cognitivos, reduziu a
densidade de células gliais e recuperou a expressao do receptor M; comparativamente
ao grupo STZ. Esses resultados sugerem que a geleia real melhora o déficit cognitivo
no modelo de DAE induzida por STZ em ratos, atenuando a neuroinflamacéo,
diminuindo a ativacdo de astrécitos e normalizando a expressdo de M:AChR no

hipocampo.

Palavras-chave: Cognicdo. Doenca de Alzheimer. Estreptozotocina. Geleia Real.

Glia Reativa. Receptores muscarinicos. Neuroprotecao.



ABSTRACT

SILVA, JRM. Evaluation of the royal jelly long-term effects on cognition in icv-
STZ injected rats, a model of sporadic Alzheimer's disease. 2021. 121 p. Masters
thesis (Biotecnology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo,
Séo Paulo, 2021.

Introduction: Alzheimer's disease (AD) is a progressive and fatal neurodegenerative
disorder that induces cognitive and memory deterioration. Intracerebroventricular
injection of streptozotocin (icv-STZ) has been shown to be an experimental model of
sporadic Alzheimer's disease in rodents, reproducing many of the behavioral and
molecular characteristics of this disease. Royal jelly (RJ) is a substance secreted by
the hypopharyngeal and mandibular glands of worker bees of the species Apis
mellifera. Objective: To investigate the effects of oral consumption of RJ on rats
submitted to the icv-STZ model on learning and memory by the Morris Water Maze
Test (MWM), object recognition (OR) test, general activity in open field test, and
histological analyzes characterizing the activity of Glial cells besides
immunoprecipitation assays focusing on Expression of each muscarinic acethylcholine
receptor (MAChRS) subtypes (M1 to M5) in rat hippocampus. Methods: Adult male
Wistar rats were divided into four groups (CTR, STZ, CTR-RJ, STZ-RJ). Stereotaxic
surgery for bilateral icv administration of streptozotocin (STZ) (3 mg/kg) or control
solution was performed. The animals received daily RJ (200 mg/kg) or control solution
by gavage for 14 consecutive days. The MWM Task was performed before (P1), after
(P2) the ICV-STZ injection, and during the RJ administration for eleven days (P3). The
OR test was performed in the 14th day after icv-STZ surgery. The Open Field test was
performed in the 13th day after the icv-STZ surgery. In the 21° day after surgery the
animals were euthanized and the reactive glia in the hippocampus was analyzed, as
well as expression of each mMAChR subtype (M1 to M5) by immunoprecipitation assays.
Results and Conclusion: Period P2: icv-STZ induced an increase in the latency to
find the platform, distance (path length) and a decrease in the percentage of time spent
within the critical counter, indicating a work memory disruption. In the P3 period, long-
term consumption of RJ improved spatial learning rate was improved as observed by
the reduction of latency in T2, T3 and T4. RO test: STZ-treated rats spent less time
exploring the new object than the familiar object when compared to the CTR and CTR-

GR groups, after 1 and 24 hours indicating that the STZ induced an impairment short-



term memory and long-term memory and that the RJ did not revert this effect. Open
Field: the icv-STZ injection and the prolonged treatment with GR did not cause any
change in the parameters analysed. The long-term oral treatment with RJ induced
significant effects reducing astrogliosis STZ-induced in the rat hippocampal CA3, GD,
HL and CALl regions. The animals injected with icv-STZ (STZ group) showed a
decrease in the expression of M; subtype and the long-term oral treatment with RJ
(STZ-RJ) recovered the expression. However, the M2, M3, M4 and Ms subtypes did not
differ among the groups. Our results show that the icv-STZ injection was able to cause
cognitive impairment, induce increased expression of hippocampal Glial cells and
induced a decrease in the expression of M1 mMAChR subtype. In addition, prolonged
treatment with GR was able to partially reverse cognitive impairments, reduce the
density of glial cells and recovered the expression of M1 mMAChR compared to STZ
group. These results suggest that royal jelly improves the cognitive deficit in the STZ-
induced rat model of sporadic AD by attenuating neuroinflammation, decreasing

astrocytes activation, and normalizing the hippocampal M1AChR expression.

Keywords: Cognition. Alzheimer's disease. Streptozotocin. Royal jelly. Reactive Glia.

Muscarinic Receptors. Neuroprotection.
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M3z — Receptor muscarinico do subtipo Ms

M4 — Receptor muscarinico do subtipo M4

Ms — Receptor muscarinico do subtipo Ms

MAChRs — Receptores muscarinicos de acetilcolina
MgCl. — Cloreto de Magnésio

MRJP — Major Royal Jelly Proteins
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SNC — Sistema Nervoso Central

SNP — Sistema nervoso periférico

SUB - Subiculo

STZ - estreptozotocina

Tau — Proteina Tau

TCE - Lesao cerebral traumética

Tris-HCI — Hidrocloreto de Tris (solugdo tampéo)

VAChT — Transportador vesicular de acetilcolina
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1 INTRODUCAO

1.1 Doenca de Alzheimer

A doenca de Alzheimer (DA) foi primeiramente relatada ha pouco mais de um
século (1907) pelo médico e neuropatologista alemdo Alois Alzheimer e, quase
simultaneamente, pelo também médico e neuropatologista Tcheco Oskar Fischer
(Goedert, 2009). Alzheimer relatou durante um congresso da sociedade de
psiquiatras, na cidade alema de Tubingen (sudoeste da Alemanha), o caso de
Auguste Deter, uma paciente que havia sido internada em um asilo psiquiatrico em
Frankfurt em 1901 e que apresentava alteracbes de comportamento, surtos de
paranoia, perda de memoria e delirios. Ele descreveu a doenga como sendo um tipo
peculiar de deméncia. Progressivamente os sintomas de Deter foram evoluindo até a
sua morte em 1906 aos 55 anos (um caso de deméncia pré-senil). Seu cérebro foi
examinado e as analises histologicas revelaram a presenca de placas amiloides,
emaranhados neurofibrilares e perda macica de neurénios (Cipriani et al., 2011). No
mesmo ano dos relatos de Alzheimer, Oskar Fischer relatou a presenca de placas
neuriticas em 12 casos de deméncia senil, além de fornecer a primeira descricao
sobre estas placas. Essas descobertas delinearam a entidade clinico-patologica que
hoje € denominada como doenca de Alzheimer (Goedert, 2009).

Atualmente a DA é classificada como um disturbio neurodegenerativo
progressivo e multifatorial caracterizado pela deterioracéo da funcéo cognitiva, perda
de memodria, alteracbes comportamentais além de uma série de sintomas
neuropsiquiatricos que comprometem as atividades da vida diaria dos individuos
acometidos (Lane et al., 2018; Reitz et al., 2011). Sdo conhecidas e classificadas duas
formas da DA: a DA de inicio tardio ou esporadica (DAE), cuja patogenia ndo € bem
conhecida, possui como principal fator de risco o envelhecimento, acomete 0s
pacientes a partir dos 65 anos de idade (representa cerca de 95% dos casos) com
progresséo lenta, ocorrendo de forma esporadica. A outra forma € a DA familial (DAF),
caracterizada por um inicio precoce do quadro clinico (antes dos 60 anos), com
progressao rapida da doenca. A DAF estd associada a um padrdo de recorréncia
familiar com forte componente genético (transmissdo autossémica dominante),

representa apenas cerca de 5% dos casos. Ambas as formas da doenga compartilham
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de caracteristicas patolégicas em comum (Bekris et al., 2010; Smith, 1999; Masters et
al., 2015).

A presenca de placas extracelulares compostas por peptideos beta-amildides
(AB), emaranhados neurofibrilares intracelulares compostos de formas agregadas
hiperfosforiladas da proteina Tau, perda neuronal (Kocahan e Dogan, 2017; Jack et
al., 2013), disfuncdo do sistema colinérgico, ativacdo da glia e neuroinflamacéo
configuram entre as principais caracteristicas histopatoldgicas da DA (Selkoe, 2001,
Ferreira et al., 2016).

A DA representa a principal causa de deméncia no mundo e é responsavel por
mais da metade dos casos de pacientes acometidos (Prendecki et al., 2020). Dados
estatisticos mostram que mais de 44 milhdes de pessoas no mundo vivem hoje com
deméncia; € previsto que o numero de acometidos podera ultrapassar os 131 milhdes
até 2050, dado o crescimento populacional e o aumento da expectativa de vida
sobretudo nos paises desenvolvidos (Lane et al., 2018). O custo global para suprir
essa demanda segundo estimativas ultrapassa os US$ 700 bilh6es por ano
(Cacabelos, 2018; Ernst e Hay, 1994; Bloom et al., 2003). Importantes descobertas
foram feitas nas ultimas décadas sobre a patogénese, prevencao e fatores de risco
para a DA, porém, avancos terapéuticos significantes ainda ndo foram alcancados.
Os medicamentos aprovados atualmente possuem pouca influéncia sobre a evolucéo
da doenca (Frozza et al., 2018), ndo possuem um custo beneficio viavel além de nao
serem desprovidos de efeitos adversos (Cacabelos et al., 2016; Cacabelos, 2018).
Por outro lado, evidéncias recentes sugerem que atrasos no quadro inicial da DA
(mesmo modestos) podem alterar a trajetéria da deméncia, retardar o
comprometimento cognitivo, reduzir internacdes e melhorar a qualidade de vida (Davis
et al., 2018). Tendo em vista os fatos, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e a
Alzheimer’s Disease International (ADI) reconheceram a DA como uma prioridade

global de saude publica (World Health Organization, 2012).

1.2 Modelo Animal da DAE Induzido por Estreptozotocina

Diversas hipoteses tém sido propostas nas Ultimas décadas com objetivo de
explicar a patogénia da DA, dentre elas podemos citar: a desregulacdo da cascata
amiloide, hiperfosforilagdo da proteina Tau, disfuncdo mitocondrial (Swerdlow et al.,

2010), estresse oxidativo (Kozlov et al., 2017), neuroinflamacéo e hiperexcitabilidade
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central (Husna et al., 2020), altera¢des da atividade de quinases (Rosenberger et al.,
2016), disfuncao de fatores tréficos (Schindowski et al., 2008), disomeostase de calcio
(Green et al.,, 2007), fatores ambientais (Killin et al., 2016) e alteracbes no
metabolismo energético (Btaszczyk, 2020; Muddapu et al., 2020). Nos ultimos 25 anos
a hipétese da cascata amiloide e a patologia da Tau permaneceram no cerne das
discussdes a respeito do provavel agente ou fendmeno inicial causador da DA
(Gulisano et al., 2018). Em 1992 Hardy e Higgins propuseram a hip6tese da cascata
amiloide. Segundo este modelo, a neurodegeneracdo na DA seria consequéncia da
deposicao de placas extracelulares compostas por peptideos beta amiloides (AB),
oriundos da clivagem anormal da proteina precursora de amiléides (APP). A APP esta
presente na membrana plasmatica de diferentes tipos celulares, incluindo neurénios,
astrocitos e outras células gliais. Em condi¢bes ndo amiloidogénicas, ela participa de
diferentes processos de regulacdo da homeostase, inclusive na excitabilidade
neuronal, resisténcia dos neurdnios ao estresse oxidativo e metabolico, melhora da
plasticidade sinaptica, aprendizagem e memoria (Mucke e Selkoe, 2012; Mattson,
2004). Por outro lado, a protedlise da APP pela via amiloidogénica, pelas enzimas [3-
secretase e y-secretase, pode culminar em formas reativas distintas de peptideos A,
incluindo fibrilas, protofibrilas e oligdbmeros polimorficos, produtos de agregacéo e
polimerizacdo de AB dentro da placa (Barage e Sonawane, 2015). Foi proposto por
diferentes autores que as propriedades neurotoxicas de Ap eram dependentes de seu
estado de montagem/interagcdo em conjuntos oligomeéricos soltveis (Krafft e Klein,
2010) e que essas moléculas seriam responsaveis por desencadear o gatilho
patolégico da complexa cascata de eventos presentes na DA, o que inclui: formacgéo
dos emaranhados neurofibrilares via proteina tau, processo inflamatério com ativacéo
da micréglia e dos astrocitos, estresse oxidativo, perda celular e deméncia (Ferreira
et al., 2015; Carrillo-Mora et al., 2014). Embora existam indicios que sugerem que
APP e AB participam dos processos centrais do desenvolvimento inicial da DA, muitas
evidéncias, no entanto, questionam a hipbétese da cascata amiléide como evento
principal na patogénese da DA (Ricciarelli e Fedele, 2017). Diferentes estudos que
tinham como foco estratégias anti-AB fracassaram (Braczynski et al., 2017).
Imunizacdo passiva com uso de anticorpo monoclonal humanizado (Salloway et al.,
2014; Lilly, 2016) e imunizacdo ativa anti-Ap (Robinson et al., 2004; Gilman et al.,
2005) sdo exemplos de estratégias que falharam, além disso, a falta de modelos

animais que mimetizem a fisiopatologia do AB humano também representa um


https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/beta-secretase
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problema a ser resolvido (Drummond e Wisniewski, 2017). Estudos tém demonstrado
gue existe uma falta de correlacdo entre individuos que apresentaram acumulo de AR
e a perda neuronal, declinio cognitivo ou perda de memoéria (Katzman et al., 1988;
Villemagne et al., 2011). Com o fracasso de tratamentos direcionados ao peptideo A
a hipotese Tau recebeu mais atencdo dos pesquisadores nos Uultimos anos.
Entretanto, apesar da correlagdo entre o0 aumento da gravidade dos déficits cognitivos
na deméncia e o aumento nos niveis de oligdmeros sollveis de Tau e os emaranhados
(NFTs) (Kametani et al., 2018; Fan et al., 2020), ensaios clinicos direcionados a
inibidores de quinases, estabilizadores de microtubulos, diminuicdo da agregacéo de
tau e drogas imunoterapéuticas apresentaram toxicidade, efeitos adversos e ainda
nao relataram resultados significativos (Fan et al., 2020). Com o surgimento de novos
achados no cenario cientifico, as hipoteses tém sofrido modificacbes para se adaptar
as novas descobertas encontradas. A busca pelo diagnostico com deteccédo pré-
clinica de biomarcadores (Mosconi et al., 2008), estratégias que envolvem agentes
modificadores da doenca, farmacos direcionados a mudultiplos alvos, terapias
combinadas (Kabir et al., 2020), além da proposicao de hipoteses que sugerem outros
fendmenos primarios como ligados ao inicio da doenca, sdo algumas das estratégias
atuais para combater a DA (Chen et al., 2013; Husnha et al., 2020). Em contrapartida
aos fracassos encontrados na busca pelo tratamento/estratégias para a DA, hipoteses
alternativas, como a da desregulacdo do metabolismo energético e do metabolismo
da glicose tém sido propostas (De Felice, 2013).

Estudos demostraram que existe uma relacdo direta entre a DA e alteracdes
no metabolismo da glicose antes mesmo do inicio do declinio cognitivo diagnosticado
clinicamente. Essas pesquisas se sustentam em evidéncias decorrentes de estudos
in vitro e in vivo e sugerem que o hipometabolismo cerebral, anormalidades na via da
insulina e disturbio na utilizacdo de energia podem levar a insuficiéncia da funcéo
neuronal, reducdo do numero de neurdnios, e por ultimo contribuir para a cascata
neuropatolégica que da inicio ao declinio cognitivo na DA (Cunnane et al., 2011;
Tumminia et al., 2018; Chornenkyy et al., 2019). Alteracdes moleculares e patologicas
em cérebros humanos (post-mortem) de pacientes com DA mostraram uma relacdo
com a diminui¢cdo da expressdo de genes relacionados a producao de insulina, Fator
de Crescimento Semelhante a Insulina (IGF) e seus receptores (De La Monte, 2008).
E importante ressaltar que a DA e o Diabetes mellitus (DM) possuem em comum

muitas caracteristicas patolégicas: a sinalizacéo de insulina prejudicada, aumento dos
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niveis de beta-amiléide (AB) e da proteina Tau Hiperfosforilada, glia reativa, estresse
oxidativo, déficits de memoria e declinio cognitivo em idosos. Além disso, a DM
representa um fator de risco para o desenvolvimento da DA (Kandimalla et al., 2017;
Ahn et al., 2019). Todas essas caracteristicas moleculares e celulares compartilhadas
levaram muitos pesquisadores a propor o termo 'Diabetes Tipo 3' (que ainda é
discutida) para a DA (Kandimalla et al., 2017). O cérebro humano € um voraz
consumidor de energia, sua demanda é responsavel por 20% do consumo de energia
corporal que é suprida quase que inteiramente pelo metabolismo de glicose, utilizada
em grande parte para a transmissdo sinptica. Estudos evolutivos indicam que o
aumento na utilizacéo de glicose e a expressao de genes do metabolismo energético
estdo associados ao surgimento de fungdes cognitivas superiores em humanos
(Magistretti et al., 2015). A partir dessa légica, ndo seria inviavel propor que
deficiéncias na utilizacao ou disponibilidade de glicose, assim como outras disfuncdes
metabolicas, possam ser os agentes responsaveis pela prevaléncia de patologias
neurodegenerativas como a DA (Sun et al., 2020). Em virtude deste cenario, a injecao
intracerebroventricular (icv) de estreptozotocina passou a ser utilizada por diversos
grupos como um modelo animal experimental ndo transgénico seguro, por induzir
muitas das deficiéncias moleculares, histolégicas e comportamentais presentes em
individuos com DAE (Rostami et al., 2017). A injecéo icv-STZ no cérebro de ratos
provoca a diminuicdo dos niveis de glicose, fosforilacado da tau, agregacdo amiloide,
aumento da atividade da acetilcolinesterase (AChE), diminuicdo da glicose e
transportadores de glicose (GLUT), aumento dos niveis de calcio corticais e
hipocampais, ativacao de astrocitos e microglia, baixa atividade mitocondrial, aumento
do estresse do reticulo endoplasmatico e morte neuronal (Biswas et al., 2018).
Investigacdes in vitro também revelaram que o tratamento com STZ foi capaz de
induzir a diminuicdo dos niveis de captacdo de glicose, aumento da atividade da
AChE, fosforilacdo da tau e agregacao amiloide, estresse mitocondrial, diminuicéo
significativa na viabilidade celular dos neurdnios, danos ao DNA e outros efeitos
deletérios (Biswas et al., 2016).

A estreptozotocina (STZ) é um composto de glicosamina-nitrosureia derivado
de bactérias do solo Streptomyces achromogenes. Foi descoberta e caracterizada
pela primeira vez em 1960 e apresenta caracteristica estavel em pH 4,5. Inicialmente
foi adotada como antibiético, mas deixou de ser usada por apresentar alta toxicidade

para as células B produtoras de insulina do pancreas (Zhang et al., 2020). A sua
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utilizagcdo também ja foi feita em testes voltados ao tratamento do cancer de pancreas
em humanos (Moertel et al., 1980). Atualmente é principalmente administrada em
altas doses por vias periféricas como ferramenta eficaz para induzir diabetes em
animais experimentais ja que € seletivamente toxica para as células beta pancreaticas
produtoras de insulina. Por outro lado, alguns autores tém proposto que a injecao
intracerebroventricular de STZ (icv-STZ), em baixas doses, provoca danos na
sinalizacdo/comunicacéo entre a insulina e seu receptor (IR), essas alteracbes geram
a dessensibilizacdo desses receptores e consequentemente problemas no
metabolismo energético das células nervosas, entretanto, 0Ss mecanismos
responsaveis por esses eventos ainda necessitam ser melhor elucidados (Grieb,
2016).

A administracdo icv-STZ inibe as proteinas da via PI3K/AKT e produz um
aumento da atividade/fosforilacdo da isoforma do GSK3, o GSK3B. Esse processo
esta diretamente envolvido na acumulagcdo do peptideo beta amiloide e também na
hiperfosforilagdo da Tau (Jolivalt et al., 2010; Deng et al., 2009). A injecdo icv-STZ
também foi responsavel por diminuir de forma acentuada os niveis de GLUTL1 e
GLUT3 nos cérebros de ratos quando comparados aos animais do grupo controle.
Desta forma, todas essas perturbacdes poderiam justificar os prejuizos moleculares,
cognitivos e de memoaria presentes nos roedores submetidos ao modelo de injecao
icv-STZ para inducdo da DAE. Em 1998, Lannert e Hoyer demonstraram que a injecao
icv-STZ induz resisténcia central a insulina e alteragcdes no metabolismo da glicose.
Mais recentemente, outras pesquisas relataram a presenca de estresse oxidativo,
além de inflamacdo e déficits cognitivos nos animais submetidos a esse modelo
(Majkutewicz et al., 2018). Em adicao, outros autores relataram que a injecao icv-STZ
também induziu citotoxicidade que resultou na fragmentacdo do DNA e perda de
neurdnios no hipocampo de ratos por apoptose (Sharidi et al., 2019). Em um estudo
feito anteriormente por nosso grupo, mostramos que a administracéo icv-STZ induziu
efeitos deletérios no hipocampo de ratos. Esses danos foram representados por déficit
cognitivo e acentuada neurodegeneracao, além disso, também foi observado reducéo

da neurogénese e aumento do estresse oxidativo (Silva, 2017; Silva et al., 2020).
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1.3 Hipocampo

A formacdo hipocampal compreende o hipocampo, o giro dentado e o
subiculum. O hipocampo e regides corticais associadas formam o assoalho do corno
temporal do ventriculo lateral. Juntas estas estruturas s&o responsaveis por
importantes fun¢cdes como componentes do sistema limbico e estdo intimamente
envolvidas em processos emocionais, de aprendizado, formacdo da memodria,
comportamento, além de possuir grande capacidade de plasticidade sinaptica e
estrutural (Knierim, 2015). O hipocampo esté localizado no lobo temporal (regido
medial) de cada hemisfério encefalico e pode ser dividido em duas regides principais,
o giro denteado (GD) e o Corno de Ammon (CA) que por sua vez é diferenciado
anatomicamente e funcionalmente em subcampos distintos denominados de CAL,
CA2 e CA3 com base nas projecOes das fibras dos neurbnios piramidais e nas
diferencas morfoldgicas entre as células (Cherubini e Miles, 2015) (Fig.1). O giro
dentado é formado por trés camadas de células: camada molecular, camada granular
e a camada polimorfica (hilo). As células granulares representam o principal tipo de
neurdnios presente no GD, porém, vale destacar que no hilo ha um estrato polimérfico
de células, interneurénios e fibras musgosas provenientes das células granulares
(Amaral et al., 2007; Scorza, 2005). Na formacdo hipocampal, conexdes feitas
envolvendo a via perfurante, projecdes oriundas das fibras musgosas que criam
conexdes com a regido CA3 e o hilo, e conexdes feitas através da via das fibras
colaterais de Schaffer, formam um circuito trissinaptico em série que conecta o
hipocampo ao cértex entorrinal (EC) (Amaral et al., 2007). Embora possua um
importante papel na regulacéo de processos de aprendizagem, memoria, navegacao
espacial, comportamento emocional, regulacdo das funcdes hipotalamicas, entre
outros, o hipocampo € uma estrutura plastica e vulneravel que pode ser danificada por
diferentes estimulos, como estresse por exemplo. Além disso, € alvo de injarias em
uma variedade de distlrbios neuroldgicos e psiquiatricos, incluindo na DA (Anand e
Dhikav, 2012).
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Figura 1 — Imagem de fatia coronal do eixo transversal do hipocampo com esquema
simplificado da conectividade entre as estruturas que formam o circuito trissinaptico na
formacao hipocampal. As linhas pretas representam a conexao trissinaptica onde aferéncias
vindas da camada Il do EC inervam células granulares e em cesto na camada intermediaria
(camada granular) no GD e os axénios dos neurdnios granulares se comunicam com 0S
dendritos apicais dos neurdnios piramidais em CAS3, por fim, projecdes axonais de CA3
realizam sinapses axodendriticas com os neurdnios piramidais de CALl. As linhas vermelhas
representam outras vias importantes no hipocampo que incluem projec6es diretas do EC para
todos os trés campos de CA: a via eferente do hipocampo para o EC através do SUB, a
projecdo de feedback de CA3 para DG e os circuitos colaterais oriundos de CA3. EC: Cortex
entorrinal, DG: Giro denteado, CA, Corno de Amon, SUB: Subiculum. Adaptado de (Knierim,
2015).

1.4 Papel dos Astrocitos e da Microglia na Neuroinflamacéao

Estudos realizados nas Ultimas décadas tém apresentado importantes
evidéncias a respeito do papel das células gliais no SNC, esses dados mostram que
a glia € um componente imprescindivel para a homeostasia do cérebro e que também
possui funcionamento ativo em seus processos patolégicos (Gomes et al., 2013). Os
astrécitos sao as células da glia mais abundantes (metade das células do cérebro) e
apesar de terem sido descritos anteriormente apenas como células de suporte aos
neurdnios, desempenham uma grande variedade de fungdes. Astrécitos atuam como
participantes ativos no desenvolvimento e na plasticidade de sinapses e espinhos
dendriticos, regulam a transmissdo de gliotransmissores importantes (glutamato e
ATP) e o seu funcionamento e interagdo sdo cruciais para a atividade normal do
cérebro (Blanco-Suérez et al., 2017). As células da microglia sdo classificadas como

as células imunes do sistema nervoso, elas atuam durante a ocorréncia de danos
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cerebrais, injurias ou infec¢des e iniciam uma resposta imune liberando mediadores
inflamatorios, realizam a fagocitose de corpos estranhos e participam do reparo e
regeneracdo de tecidos, ou seja, sdo essenciais para a homeostase do SNC
(Karthikeyan et al.,, 2016; Sarlus et al., 2017). Os astrécitos e a micréglia sdo
importantes agentes do desenvolvimento neural, da manutencdo das conexdes
sinpticas e da homeostase no cérebro saudavel. Entretanto, condi¢des associadas a
perda de homeostase ou alteragdes teciduais podem induzir um aumento na ativacao
dessas células na sua forma reativa e produzir neuroinflamagéo (Sawikr et al., 2017).
A neuroinflamacdo é um fenbmeno presente e caracteristico nas doencas
neurodegenerativas, além disso, desempenha um papel significativo a partir da sua
participacao/envolvimento nos processos fisiopatoldgicos presentes nessas doencas,
inclusive na DA, tais eventos déo sustentacdo aos argumentos que sugerem que a
neuroinflamacéo pode exercer alguma participacdo na patogénese e na evolucdo da
DA, produzindo aumento na ativacdo de células reativas e consequentemente o
aumento de citocinas pro-inflamatérias (Karthikeyan et al., 2016; Calsolaro e Edison,
2016; Sawikr et al., 2017). Neste contexto, torna-se necessario novas investigacoes
sobre 0s mecanismos envolvidos na astrogliose e microgliose em doencas
neurodegenerativas, assim como a descoberta de novas terapias e produtos que

configurem a modificacdo da atividade inflamatoria dessas células.

1.5 Sistema Colinérgico e os Receptores Colinérgicos Muscarinicos

A acetilcolina atua como um dos principais neurotransmissores no sistema
nervoso central (SNC) e periférico (SNP). No SNC, ela estd envolvida na
termoregulacdo, controle motor e processos cognitivos como atencdo, memodria,
aprendizagem e alerta. No SNP, via inervacao parassimpatica, a acetilcolina controla
funcdes como contracdo da musculatura lisa, homeostase, modulacédo de taxa e forca
cardiaca e secrecao glandular (Westfall e Westfall, 2011; Kessler et al., 2017; Naser
e Kuner, 2018). Ao longo dos anos varias outras descobertas importantes
evidenciaram o papel da acetilcolina na modulacao de diferentes eventos celulares
como a proliferacao, diferenciagéo, secrecéo e migragao (Wessler e Kirkpatrick, 2008;
Kessler etal., 2017; Wessler e Kirkpatrick, 2017). A acetilcolina também esta envolvida
na regulacdo do processo de apoptose, eventos angiogénicos, organizacdo do

citoesqueleto e movimentos de ions e 4gua (Wessler e Kirkpatrick, 2008; Campoy et
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al., 2016). Além disso, a acetilcolina tem um papel na regulacéo da resposta anti-
inflamatoéria (RosasBallina et al., 2011), secrecao de insulina (Rodriguez-Diaz et al.,
2011) e funcédo cardiaca (Roy et al., 2016).

Os receptores para a acetilcolina se dividem em duas classes principais:
nicotinicos e muscarinicos. Os receptores nicotinicos pertencem a familia de
receptores ionotrépicos que, quando ativados, adquirem a conformacdo de canal
aberto permeavel aos ions Na* e K*, mediando a transmissédo excitatéria rapida. Esses
receptores sdo constituidos por cinco subunidades proteicas (a, B, vy, d e €) e estdo
distribuidos principalmente na juncdo neuromuscular e SNC (Ventura et al., 2010).
Por outro lado, os receptores colinérgicos muscarinicos sao do tipo metabotrépicos e
pertencem a familia de receptores acoplados a proteina G e, sua ativagcao leva a
producéo de segundos mensageiros no interior da célula. Estes serdo o alvo de nosso
estudo. Os receptores colinérgicos muscarinicos de acetilcolina pertencem a familia
de receptores glicoproteicos de membrana acoplados a proteinas heterotriméricas
regulatorias, ligados ao nucleotideo de guanina (proteinas G) (Gibbons e Dean, 2016).
Os cinco subtipos de receptores muscarinicos foram identificados em varios tecidos
por estudos funcionais e com radioligantes (Eglen et al., 1996; Caulfield e Birdsall,
1998; Wang et al., 2001), por técnicas de biologia molecular (Kubo, T. et al., 1986;
Kubo, Tai et al., 1986; Bonner et al., 1987; Bonner et al., 1988; Wess, 2004) e por
técnicas imunoldgicas (Zeng e Wess, 1999; Khan et al., 2002).

Cinco genes distintos que codificam estes receptores foram clonados e
denominados m1, m2, m3, m4 e m5. Estes cinco genes nao apresentam introns em
sua sequéncia codificadora, e exibem alta homologia entre as espécies mamiferas
(Hulme et al., 1990; Hall et al., 1993; Eglen et al., 1996; Ventura et al., 2010). Os cinco
clones correspondem respectivamente, aos receptores farmacologicamente
caracterizados como M1 a Ms, de acordo com sua afinidade por antagonistas seletivos
e sinalizacao intracelular (Kubo, T. et al., 1986; Kubo, Tai et al., 1986; Hulme et al.,
1990; Caulfield, 1993; Wess, 1993; Hulme et al., 1995; Eglen et al., 1996; Wess, 1996;
Lanzafame et al., 2003).

Cada subtipo de receptor muscarinico pode estar acoplado a varias vias de
sinalizacéo intracelulares (Ballinger et al., 2016; Lebois et al., 2018). Os subtipos My,
Ms e Ms estdo principalmente relacionados com a estimulacdo da hidrélise de
fosfoinositideos de membrana, pela ativagao da fosfolipase CB, gerando IPs (1,4,5-

trisfosfato de inositol), que mobiliza o célcio dos estoques intracelulares e DAG
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(diacilglicerol), levando a ativagédo de proteina quinase C (Bonner et al., 1988; Peralta
et al., 1988; Ashkenazi et al., 1989; Liao et al., 1989; Ehlert, 2003; Lanzafame et al.,
2003). Por outro lado, os subtipos M2 e M4 estéo envolvidos principalmente com a
inibicdo de algumas isoformas de adenililciclase e, portanto, com a diminui¢do da
formagdo de AMP ciclico (3',5’-monofosfato ciclico de adenosina) e ativacdo da
proteina quinase A, responsavel pela fosforilacdo de varias proteinas, como por
exemplo, canais de célcio e proteinas nucleares, que regulam a expressao génica
(Ashkenazi et al., 1987; Peralta et al., 1988; Ashkenazi et al., 1989). Foi também
mostrado que a reducao dos niveis de AMP ciclico pela ativacdo dos receptores
muscarinicos M2 pode também ocorrer por meio da ativacao da fosfodiesterase (Han
et al., 1998).

1.6 Receptores Colinérgicos Muscarinicos no Sistema Nervoso Central

No SNC, os receptores colinérgicos muscarinicos estdo envolvidos na
regulacéo de varias fungcdes, como por exemplo, cognitiva, comportamental, sensorial,
motora e autondmica (Brown, 2010; Ballinger et al., 2016; Lebois et al., 2018). No
encéfalo de ratos machos, estudos de ligacdo utilizando radioligantes, de
imunoprecipitacdo e ensaios de reacdo da transcripitase reversa seguida de reacao
em cadeia da polimerase (RT-PCR) mostraram a presenca dos cinco subtipos de
receptores muscarinicos e uma expressao diferencial destes subtipos nas varias
areas cerebrais (Levey, 1993; Kruse et al., 2014).

Particularmente no hipocampo, foi demonstrada a presenca do RNA
mensageiro para os cinco subtipos. Estudos de imunohistoquimica detectaram uma
maior populagdo do subtipo M1 (55%) e menor expressao dos subtipos M2 (17%), M3
(10%) e Ms (15%) (Levey, 1993). Em hipocampo de camundongos machos,
geneticamente modificados, deficientes em um dos cinco genes que codificam os
subtipos de receptores muscarinicos, estudos de ligacdo utilizando o antagonista
muscarinico [*H] N-Metil-Escopolamina ([*HJINMS) mostraram uma maior expressao
do subtipo M1 (69%), seguido pelo subtipo M2 (30%), M3 (17%) e M4 (9%) e baixa
expressdo do subtipo Ms (1%) (Oki et al., 2005). Ensaios de imunoprecipitacido
realizados em nosso laboratério também mostraram, em hipocampos de ratas fémeas
na fase de proestro, um perfil de expressao para os diferentes subtipos similares ao

reportado na literatura: 61%, 23%, 8%, 6%, e 0,6%, respectivamente, para os subtipos
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Mi, M2, M3, M4 e Ms (Cardoso et al., 2010).

O papel funcional dos cinco subtipos de receptores muscarinicos, nas diversas
funcbes cerebrais, ndo estd totalmente esclarecido. Evidéncias farmacoldgicas
sugerem que a ativacdo do subtipo M: pode melhorar 0os processos cognitivos e a
plasticidade sinaptica no hipocampo (Scarr, 2012; Ballinger et al., 2016). A
administracdo de agonistas seletivos para o receptor muscarinico M1 pode ser uma
importante ferramenta terapéutica na doenga de Alzheimer, no comprometimento de
memoéria associado ao envelhecimento e no comprometimento cognitivo associado
com a esquizofrenia (Scarr, 2012; Ballinger et al., 2016). Na doenca de Alzheimer,
agonistas de receptor M1 podem ter um beneficio adicional uma vez que diminuem a
formacéo da placa amilGide citotoxica, pela modulacéo positiva do precursor soltuvel
da proteina amiléide (APP) (Scarr, 2012; Ballinger et al., 2016).

Com relacéo ao receptor M2, foi mostrado que esta amplamente expresso tanto
na pré- como na poés-sinapse, mas sua fungdo nos processos cognitivos nao esta
totalmente esclarecida e com resultados controversos na literatura (Haga et al., 2012;
Scarr, 2012; Ballinger et al., 2016).

O receptor muscarinico Mz é significativamente menos distribuido no SNC.
Estudos tém mostrado o papel central desse subtipo. Em camundongo deficiente do
gene que codifica este receptor foi mostrado que os animais se alimentam menos e
sdo mais magros, sugerindo um papel na regulacdo da ingestdo de alimentos
(Yamada et al., 2001; Kruse et al., 2014).

No SNC o subtipo M4 esta amplamente distribuido no estriado e, além disso,
co-localizado com receptores dopaminérgicos (Bonsi et al., 2011). Em animais
deficientes desse subtipo foram retratados um aumento da atividade locomotora basal
e uma hipersensibilidade do efeito locomotor, estimulado pela ativacdo de receptores
D1 de dopamina, indicando uma interacdo funcional entre esses dois sistemas de
receptores (Havekes et al., 2011).

Com relacdo ao receptor muscarinico do subtipo Ms, a primeira hipétese de seu
envolvimento na regulacdo vascular cerebral foi demonstrada por Wang & Friedman
(Wang e Friedman, 1994). Posteriormente, estudos de hibridizacdo in situ e
imunohistoquimica tem mostrado a presenca do receptor Ms nas células endoteliais
do circulo de Willis e artérias cerebrais (Tayebati et al., 2003). Estudos in vivo
utilizando ressonancia magnética em animais deficientes do gene que codifica o

receptor Ms mostraram uma reducdo do fluxo sanguineo no coértex, hipocampo,
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ganglio basal e tdlamo. Nos neurdnios piramidais do hipocampo, estas mudancas
estdo associadas com a reducdo no numero de espinhas, atrofia dendritica,
diminuicdo na atividade excitatéria espontdnea e, consequentemente,
comprometimento da memoria (Araya et al., 2006). Além disso, tem sido constatado
gue o subtipo Ms é possivel alvo para o tratamento de dependéncia quimica (Raffa,
2009; Dencker et al., 2012; Scarr, 2012).

1.7 Receptores Colinérgicos Muscarinicos na DA

Na DA, deficiéncias como a degeneracdo dos neurbnios colinérgicos,
hipofuncdo colinérgica e perda de sinapses, sdo fendmenos presentes e com
potencial para gerar déficits em todos os aspectos da cognicdo e do comportamento,
incluindo o processamento de informacdes corticais e hipocampais (Levey, 1993;
Jiang et al., 2014; Ferreira-Vieira et al., 2016). Diferentes investigacdes realizadas nas
Ultimas décadas tém reiterado que na DA a neurotransmissdo e o desempenho do
sistema colinérgico encontram-se comprometidos (Pearson et al., 1983; Avery et al.,
1997; Lebois et al., 2017; Moran et al., 2019). Além disso, uma variedade de sintomas
neuropsiquiatricos, incluindo, agitacdo, apatia, depresséo, delirios (Rosenberg et al.,
2015), comportamento sem proposito, desinibicao, distlirbios do sono e apetite, etc,
tém sido relacionados a deficiéncia colinérgica (Cummings e Back, 1998). A
degeneracdo de neurdnios colinérgicos decorrentes do prosencéfalo basal figura
dentre as principais caracteristicas presentes na neuropatologia na DA, mesmo em
estagios iniciais (Whitehouse et al., 1981; Goekoop et al.,, 2006). Os principais
componentes da sinalizacdo colinérgica estdo comprometidos na DA. Os niveis dos
dois subtipos de colinesterases, a acetilcolinesterase (AChE) e o butirilcolinesterase
(BuChE) (Winslow et al., 2011), além do transportador vesicular de acetilcolina
(VAChT), estdo reduzidos (Kuhl et al., 1996). A atividade da colina acetiltransferase
(ChAT) no hipocampo (Araujo et al., 1988) e no cortex também foram descritos como
reduzidas (DeKosky et al., 1992; Quirion et al., 1993). Esses achados fornecem
sustentacdo para as hipdteses colinérgicas e colocam a deficiéncia do sistema
colinérgico como um dos principais fatores na disfuncdo da memoria nos pacientes
com DA (Schliebs et al., 2006). Atualmente, as principais op¢cdes medicamentosas
para o tratamento da DA, responsaveis por produzir melhorias clinicas relevantes, sdo

baseadas na administracdo de inibidores de colinesterases e /ou moduladores de
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receptores NMDA (Raina et al., 2008). Entretanto, problemas como a limitagdo no
tempo de eficacia na restauracdo da neurotransmisséao colinérgica (ndo mais que trés
anos), a baixa ou nenhuma propriedade modificadora da doenca, e os efeitos
adversos, ainda precisam ser solucionados (Grossberg, 2003; Inglis, 2002; Hampel et
al., 2018).

Diante deste cenario, a modulagéo do sistema muscarinico através de medidas
gue visem a inibicdo ou estimulacdo de receptores muscarinicos de acetilcolina
(mAChR), representa uma estratégia viavel no tratamento de diferentes doengas e
distarbios em que o sistema colinérgico esta comprometido (Kudlak e Tadi, 2020). No
SNC, a regulacéo de diferentes processos envolvendo fung¢des cerebrais superiores,
incluindo aprendizagem e memoria, pode ser mediada pela estimulagéo ou inibicéo
de mAChR. Embora existam varios estudos relatando uma reducdo nos niveis de
MAChR na DA, ainda ndo ha um consenso sobre a questéo.

Pesquisas post-mortem com tecido cerebral de pacientes com DA, relataram
uma diminuicdo significativa nos niveis do receptor muscarinico M1 em diferentes
regides cerebrais, inclusive no hipocampo e no cortex (Rodriguez-Puertas et al., 1997;
Verma et al., 2018; Wang et al., 1992; Yi et al., 2020). Com relac&o ao subtipo M, foi
relatado uma reducdo acentuada nas regides cortical e hipocampal (Araujo et al.,
1988). Além disso, uma pesquisa que investigou a relacdo entre os niveis de
receptores muscarinicos (M1-Ms) no cortex orbitofrontal de pacientes com DA com
psicose, utilizando radioligantes, relatou uma reducéo na densidade de ligacdo dos
subtipos Ms, M4 e Ms (Tsang et al., 2008). Em contrapartida, investigacdes realizadas
com toxinas seletivas radiomarcadas contra M1, M2, M4, relataram que os niveis de
MAChRs pré-sinapticos podem ser diminuidos a partir da progressdo do
comprometimento cognitivo leve para a DA. Ou seja, essas alteracdes podem estar
Sujeitas a padrbes gerais pré e pos-sinapticos de degeneracdo que ocorrem no
processo de evolucao da doenca (Lebois et al., 2018; Mulugeta et al., 2003). Outras
investigacdes relataram mudancgas complexas nos niveis de receptores muscarinicos
no SNC de individuos com DA, tendo demonstrado niveis mais baixos de receptores
em areas como o prosencéfalo basal, frontal inferior, cingulado e occipital (Colloby et
al, 2015), e niveis mais elevados de receptores em areas como o subiculo, giro para-
hipocampal e cértex pré-frontal dorsolateral de individuos com o disturbio (Scarr et
al., 2017). Em adicao, outras pesquisas ndao encontraram mudancgas significativas nos

niveis de mAChRs no SNC dos individuos com o disturbio investigados (Wang et al.,
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1992; Pakrasi et al., 2007). Essas divergéncias também podem ser resultantes de
diferencas no manuseio das amostras, da metodologia de medi¢cédo de ligacdo ao
receptor, das diferentes regides cerebrais estudadas e (Medeiros et al.,, 2011) do
estagio da doenca. Apesar do conflito entre os estudos, a maioria dos dados sugere
gue o sistema de receptores muscarinicos esté prejudicado/alterado na fisiopatologia
da doenca de Alzheimer (Scarr, 2012; Levey, 1996). Nesse contexto, fica exposta a
necessidade de mais pesquisas para compreender melhor o papel dos receptores
muscarinicos no SNC de individuos com DA.

Estudos relataram que a ativacdo de receptores muscarinicos de acetilcolina
(mAChRSs) esta envolvida na ativacéo de diferentes vias de sinalizagdo no SNC, sendo
responsaveis por processos pos-traducionais de diversas proteinas (Ahmed et al.,
2017). Testes in vivo (Welt et al., 2015) e in vitro, mostraram que a ativacao do subtipo
M1, em modelos animais de DA, podem modular o processamento de APP em dire¢cao
a vias nao amiloidogénicas, reduzir os niveis de beta amiloide (Davis et al., 2010), da
proteina Tau, e melhorar o desempenho cognitivo (Caccamo et al., 2006). Além disso,
ensaios clinicos de pacientes com DA também demonstraram que a ativacao desse
subtipo de receptor esta associada a regeneracdo neural e a diminuicdo da
concentragao de B-amiloide (Verma et al., 2018). O uso dos diferentes subtipos de
receptores muscarinicos como alvos para o tratamento da DA pode representar uma
estratégia relevante no tratamento e no entendimento da complexidade da doenca.

Diante desses fatos, fica evidente que o desenvolvimento de estratégias de
tratamento eficazes em retardar ou prevenir a progressdo da DA passara pelas
intervencdes colinérgicas. Dada a complexidade e heterogeneidade da fisiopatologia
da doencga, o uso de terapias combinadas direcionadas a multiplos alvos vem sendo
cogitada em diversos trabalhos, onde o uso de inibidores da AChE combinado com
outras substancias de diferentes propriedades como anti-amiléide, anti-tau,
antioxidantes e imunoterapéuticas, representam uma alternativa importante para
tratamento da DA (Korabecny et al., 2018; Hampel et al., 2018; Spilovska et al., 2017;
Mishra et al., 2013).
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1.8 Geleia Real

A geleia real (GR) € um composto viscoso derivado da secrecao das glandulas
hipofaringeanas (consisténcia aquosa) e mandibulares (consisténcia leitosa) das
abelhas operarias da espécie Apis melifera (Muresan et al., 2019). Na colmeia,
durante a fase larval, a GR serve de alimento para todas as abelhas durante os
primeiros dias de vida, ap0s esse periodo, apenas a abelha rainha passa a ser
alimentada com esse composto e isso se perpetua durante toda a sua vida (Fig.2).
Em contra partida, as abelhas rainhas vivem por um periodo de até 5 anos enquanto
as operarias (derivadas do mesmo genoma diploide) vivem em média 45 dias. Além
disso, as abelhas rainha sdo maiores, se desenvolvem mais rapidamente e possuem
um sistema para a reproducao (producdo de ovos) muito eficiente. Isso mostra que a
GR possui um papel essencial na regulacdo do desenvolvimento fisiolGgico,
longevidade e diferenciacdo da sociedade das abelhas em castas (Page e Peng,
2001; Kamakura, 2011; Shorter et al., 2015). A GR é constituida por uma grande
variedade de compostos que incluem: altas quantidades de ACh (Griinewald e Siefert,
2019), proteinas, acuUcares, lipidios, vitaminas, aminoacidos, minerais, flavondides,
polifendis, além de moléculas bioativas que atuam em processos de regeneracao

celular no organismo humano (Ting et al., 2014; Ramanathan et al., 2018).

Figura 2 — Larva Real mergulhada em geleia real. Fonte: (Ramos, 2007).
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Desde a antiguidade, a GR ¢é utilizada e reconhecida por apresentar diversos
efeitos biolégicos e terapéuticos (Kocot et al., 2018). Atualmente, diversos estudos
tém mostrado que a GR possui uma série de atividades fisiologicas e farmacoldgicas
gue atuam na regulacdo de sistemas bioldgicos. A sua utilizacdo tem mostrado
enorme potencial terapéutico para inUmeras doencas e disfuncdes, por exemplo, no
tratamento de doencas como diabetes, hipercolesterolemia (Khazaei et al., 2018;
Maleki et al., 2019), acdo anticancer (Miyata et al., 2018), antioxidante (Liu et al., 2008;
Gu H et al., 2018), cicatrizante (Siavash et al., 2011; Lin Y et al., 2019), neuroprotetora
(Mohamed et al., 2015), além de outros efeitos.

Na complexa variedade de componentes quimicamente ativos que compdem a
GR, o Acido 10-Hidréxi-2-decenoico (10-HDA) (Fig.3), encontrado apenas na GR,
representa o principal agente da fracéo lipidica e também o principal principio ativo; &
considerado comercialmente como um indicador de boa qualidade e autenticidade,
ainda possui acéo antimicrobiana, o que confere ao produto maior durabilidade (Fratini
fetal., 2016; Zhao et al., 2016). Estudos demonstraram que o acido 10-HDA tambéem
apresenta efeitos antioxidantes e neuroprotetores (Mohamed et al., 2015), efeitos
benéficos na diminuicédo de sintomas de ansiedade e depressdo em modelos murinos
de estresse induzido (Ito et al., 2012), efeito antiinflamatério (Sugiyama et al., 2012),
propriedades antienvelhecimento (Honda et al., 2015), e capacidade de induzir
aumento do crescimento e da viabilidade de neurbnios primarios do hipocampo
(Weiser et al., 2017). Outro importante composto bioativo e exclusivo da GR é o AMP
N1-6xido, que segundo Teixeira e colaboradores (2017), apresenta efeitos
antioxidantes e neuroprotetores identificados em um modelo de contencéo e estresse
pelo frio em ratos. Outros achados mostraram um efeito positivo dessa substancia
como facilitadora da astrogénese em células progenitoras em cultura (NSCs) a partir
da ativacao/fosforilacdo do STAT3, uma proteina transdutora de sinal que regula a
expressado de genes especificos de astrdcitos (Hattori et al., 2007). As MRJPs (major
real jelly proteins), correspondem ao principal grupo de proteinas da GR (mais de 80%
das glicoproteinas sollveis) (Drapeau et al., 2006), elas apresentam atividade
imunomoduladora (Simuth et al., 2004), reguladora da atividade metabdlica em
sindromes metabdlicas (Kashima et al., 2014), potencial efeito cicatrizante (Lin et al.,
2019) e outras atividades. Além disso, peptideos oriundos da hidrélise de proteinas
da GR, através da protease N, mostraram forte atividade antioxidante (Guo et al.,

2009). Se tratando de conteudo proteico da GR, também vale salientar a Royalisin,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20JR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19007163
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um peptideo de 5,5 kDa que também possui atividade antibacteriana (Bilikova et al.,
2015).

Diante do cenério atual de caréncia de terapias eficientes contra a DA e outras
doencas neurodegenerativas, e do aumento crescente da expectativa de vida global,
torna-se urgente a necessidade do uso de novas ferramentas com potencial
terapéutico (Lane et al., 2018).

Em estudo realizado anteriormente por nosso grupo, mostramos os efeitos
benéficos da GR em funcbes cognitivas e sua acdo neuroprotetora. Neste estudo,
utilizamos o modelo da icv-STZ e mostramos que a GR foi capaz de induzir efeitos
positivos na retencdo da memoéria espacial operacional dos animais e de reduzir a
neurodegeneracao e o estresse oxidativo induzidos pelo icv-STZ (Silva, 2017; Silva et
al., 2020).

OH COOH

10-HDA

Figura 3 — Férmula estrutural do Acido 10-Hidréxi-2-decendico (10-HDA), um componente
Unico da GR, nao é encontrado em nenhuma outra matéria-prima natural e apresenta uma
série de atividades farmacolégicas. Fonte: (You et al., 2019).

No final de dezembro de 2019, foi relatado a Organiza¢cdo Mundial da Saude
(OMS) a ocorréncia de um surto epidémico viral desconhecido na cidade de Wuhan,
provincia de Hubei, China (Zhu et al., 2020a; Huang et al., 2020). O surto se espalhou
rapidamente e até 11 de novembro de 2020 ja haviam sido divulgados mais de
51.251.907 casos e 1.270.930 mortes em mais de 216 paises ou regiées em todo o

globo (Guo e He, 2021). Atualmente este surto é classificado pela OMS como
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pandemia de Covid-19, doenca causada pelo novo coronavirus (SARS-CoV-2)
(WHO., 2019; Zhu et al., 2020a).

Os desafios impostos a sociedade pela pandemia de Covid-19 revelaram a
necessidade urgente do desenvolvimento de ferramentas de diagndstico rapido e
protocolos de tratamento eficazes (Sreepadmanabh et al., 2020). Entretanto, ndo ha
tratamentos aprovados para pacientes com COVID-19 até o momento (Loannidis et
al., 2020; Alsharif e Qurashi et al., 2021).

Investigacdes recentes concluiram que a suplementacdo nutricional pode
desempenhar um papel de suporte em pacientes com COVID-19 resultando na
reducédo da carga viral de SARS-CoV-2 e no tempo de hospitalizagdo (Gombart et al.,
2020; Calder et al., 2020; Shakoor et al., 2021).

Nesse cenario, e a partir do aprimoramento das ferramentas de pesquisa, tendo
em vista 0s avancos recentes relacionados aos produtos apicolas, a apiterapia tem
revelado ser uma fonte promissora de agentes farmacoldgicos e nutracéuticos (Nainu
et al., 2021), incluindo atividade antiviral para o tratamento e/ou profilaxia da COVID-
19 (Lima et al., 2021) e outras doencas virais (Nainu et al., 2021). Produtos das
abelhas como mel, prépolis e geleia real apresentam em sua composi¢ado compostos
fendlicos que contribuem para muitas de suas propriedades funcionais, incluindo sua
atividade antioxidante, antiviral, antimicrobiana, antifUngica, antiinflamatéria,
cicatrizante e cardioprotetora, entre outras (Cornara et al., 2017; Pasupuleti et al.,
2017; Al Naggar et al., 2021).

No que se refere a GR, estudos recentes com as principais proteinas da GR
(MRJPs; MRJPs 1-9) mostraram uma potente atividade antiviral contra hepatite C
(HCV) e HIV (EL-Fiky et al., 2018; EL-Fiky et al., 2020; Habashy et al., 2019). Em
adicdo, anadlises in silico e de Docking molecular revelaram que a MRJP2 e sua
isoforma X1 da GR s&o supostamente eficientes na supresséo da replicacéo viral e
podem aumentar a sensibilidade de células hospedeiras a imunidade inata para
deteccéo viral apos a entrada. Dessa forma, esses componentes poderiam prevenir
complicacbes causadas pela infeccdo do SARS-CoV-2. No entanto, novas
investigacBes, como testes in vitro, ainda sdo necessarias para confirmar esses
mecanismos previstos (Habashy e Abu-Serie et al., 2020).

Evidéncias mostram que a coinfeccdo microbiana (fangicas ou bacteriana)
aumenta o risco de gravidade da doenga COVID-19 em humanos (Zhu et al., 2020).

Por outro lado, foi relatado na literatura que GR possui um potente efeito
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antibacteriano, principalmente contra bactérias Gram positivas (Fratini F et al., 2016)
e antifungico (Kog et al., 2010), além de efeitos positivos na estimulag&o/ativacdo de
funcBes imunoldgicas (Babaei et al., 2016).

Nesse contexto, dado seu amplo espectro de efeitos biol6gicos apontados em
pesquisas, a GR apresenta-se como uma ferramenta potencial e uma alternativa
viavel como agente modulador de mecanismos envolvidos no envelhecimento (como
0 estresse oxidativo), na longevidade e qualidade de vida (Kunugi et al., 2019). Além
disso, pode ser Gtil como um produto em potencial para o tratamento e prevencao de
coinfeccbes microbianas assim como um agente profilatico para casos de COVID-19,
além de outras sindromes respiratérias humanas. No entanto, mais estudos séo
necessarios para examinar os mecanismos celulares e moleculares especificos dos
constituintes da GR (MRJPs, 10-HDA, Royalisin, AMP N1-0xido, entre outros) que

infelizmente ndo tém sido devidamente explorados.
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2 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos do consumo oral e prolongado da Geleia Real em ratos
Wistar submetidos ao modelo icv-STZ através de avaliagbes comportamentais e

neuroquimicas.

2.1 Objetivos Especificos

Avaliar os efeitos do consumo por via oral da Geleia Real em ratos submetidos

ao modelo icv-STZ por meio das seguintes abordagens:

a) Avaliar a aprendizagem e memoria espacial operacional utilizando o teste do
labirinto quatico de Morris;

b) Avaliar a aprendizagem e memoria de curta e longa duragéo utilizando o teste
de reconhecimento de objeto novo;

c) Analisar a atividade exploratéria através do teste de campo aberto;

d) Analisar a ativacdo das células glias; astrocitos e microglia a partir da
imunorreatividade para GFAP e IBA-1, respectivamente;

e) Determinar os subtipos de receptores muscarinicos, por meio do estudo de
imunoprecipitacdo com anticorpo que reconhece a regido aminoterminal de
cada um dos subtipos de receptores muscarinicos (M1 a Ms), em preparacao

de membrana solubilizada de hipocampo de ratos;
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos, adultos, com 2 meses de idade,
fornecidos pelo Biotério Central do Instituto Butantan com peso compreendido entre
220g e 240g. Os animais foram mantidos alojados em gaiolas de polietileno forradas
com maravalha (1 animal por caixa) em condi¢cdes padronizadas de temperatura (22
+ 2 °C). Foi respeitado um ciclo circadiano de 12 horas, claro-escuro (luz ligada as
7h). Os ratos tiveram livre acesso a comida e agua e passaram por um periodo de 4
dias de adaptacdo ao ambiente antes da realizacdo dos experimentos. Os
procedimentos experimentais tiveram aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa no
Uso de Animais do Instituto Butantan (CEUAIB) e foram protocolados sob o nimero
1246250718.

3.2 Geleia Real

A geleia real (GR) foi utilizada na sua forma in natura. Foi utilizada uma dose
diaria de 200 mg/kg via oral (v.0) por gavagem durante 14 dias consecutivos a partir
do sétimo dia apds a cirurgia estereotaxica. Durante a fase de tratamento (periodo
P3), os animais de todos 0s grupos permaneceram 6 horas em jejum (7h — 13h) antes
de receberem a GR ou agua destilada (grupo Controle). A GR foi obtida da empresa
apicola “Estacao do Mel” (Pindamonhangaba - SP, Brasil) e primeiramente mantida a
-80°C e ao abrigo da luz. Posteriormente, foi fracionada e armazenada em tubos

Eppendorfs em aliquotas de 350mg e mantida congelada a -20 °C.

3.3 Administracéo Intracerebroventricular de Estreptozotocina; Modelo

Experimental da Doenca de Alzheimer Esporadica

Para realizar o procedimento cirargico de injecdo icv-STZ os animais foram
primeiramente anestesiados com cetamina (130 mg/kg via intraperitoneal, i.p.) e
xilasina (13 mg/kg i.p.), tendo em seguida a cabeca raspada e 0 cranio exposto e
fixado no aparelho estereotaxico. As suturas 0sseas cranianas foram expostas e o

ponto Bregma serviu de referéncia para as coordenadas definidas a partir do atlas de
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coordenadas estereotéxicas de Paxinos e Watson (1998). Foram feitos 2 pequenos
orificios com uma broca de baixa rotacdo para que a injecao icv bilateral pudesse ser
realizada. As coordenadas definidas (antero-posterior = -0,8 mm; medial-lateral = +
1,5 mm e dorso-ventral = -3,8 mm) foram confirmadas com a realizacdo de cortes
histologicos do cérebro. A injecdo icv bilateral foi feita diretamente nos ventriculos
laterais com uma microsseringa Hamilton de 5,0 pl conectada ao aparelho
estereotaxico. Foi administrado 3,0 mg/kg de estreptozotocina por animal (1,5 mg/kg
por ventriculo). A solucdo de estreptozotocina foi preparada pela diluicdo da droga em
solucédo Ringer 0,125 mg/ul (média de 3,0 ul de solugéo por ventriculo) imediatamente
antes de seu uso. A injecdo icv foi realizada em um fluxo de 1ul/min. Apés a injecéo,
a agulha foi mantida por mais 2 minutos em cada ventriculo para evitar o refluxo da
solugdo. Em seguida, a area da inciséo foi limpa com soro fisiologico estéril e
posteriormente suturada. Os animais do grupo Controle foram submetidos aos
mesmos procedimentos cirdrgicos e receberam injecéo icv de solugéo Ringer. Apos a
cirurgia os animais passaram por um periodo de recuperacao de 3 dias alojados em

gaiolas individuais com comida e agua a vontade.

3.4 Grupos Experimentais

Os animais foram divididos em 4 grupos experimentais:
a) Grupo Controle (CTR) — Receberam solucéo Ringer (icv) e agua destilada (v.0).
b) Grupo Geleia Real (GR) — Receberam solucao Ringer (icv) e geleia real (v.0).
c) Grupo Estreptozotocina (STZ) — Receberam estreptozotocina (icv) e agua
destilada (v.0).
d) Grupo Estreptozotocina / Geleia Real (STZ-GR) — Receberam

estreptozotocina (icv) e geleia real (v.0).

3.5 Testes comportamentais

3.5.1 Labirinto Aquatico de Morris

Os testes de labirinto aquatico de Morris foram realizados em um tanque

circular de fundo e paredes pretas com 200 cm de diametro e 50 cm de altura,

preenchida até 30 cm com agua a temperatura de aproximadamente 25 °C (Morris,
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1984). Uma plataforma de acrilico transparente de 10 cm de didmetro, colocada a 2
cm abaixo da superficie da agua, serviu de escape para 0s animais. A plataforma
submersa permaneceu no mesmo local durante toda a sessao de um mesmo dia, mas
a cada dia a plataforma foi mudada de localizagcdo/quadrante. A piscina foi dividida em
4 guadrantes (Q1, Q2, Q3, Q4) de areas iguais que se intersectam uma a outra ao
longo de linhas imaginérias que cruzam a borda da piscina nos locais cardinais
arbitrarios de inicio (N,S,L,0). Estes foram marcados e usadas como referenciais para
o experimentador (Fig.4). Apés o animal ser introduzido na piscina, teve de aprender
a chegar ao local da plataforma submersa em um periodo de até 2 minutos, tendo
como referéncia visual as pistas externas fixadas nas paredes proximas ao labirinto.
Apoés encontrar a plataforma submersa, o animal permaneceu sob a plataforma por
15 segundos para reconhecimento do ambiente. Os animais foram submetidos a 4
tentativas de localizacédo da plataforma a cada dia. Quando o animal ndo encontrava
a plataforma (submersa) na primeira tentativa da sessao do dia, ele era guiado até a
plataforma e deixado la por 15 segundos para o reconhecimento do ambiente, pois
nessa 1° tentativa é natural/comum que o animal ndo encontre onde a plataforma se
encontra. O intervalo de tempo entre as 4 tentativas (IET) foi de 5 minutos (IET = 5).
Para a analise do aprendizado e memaria espacial dos ratos foram utilizados os
seguintes parametros: “Laténcia para Encontrar a Plataforma” (LAT), “Distancia
Percorrida” (DIST), e “Porcentagem de Tempo na Area do Contador” (%T-A_CONT),
a qual corresponde a uma area trés vezes o diamero da plataforma. O experimento
foi registrado por uma camera de video conectada a um computador configurado com
o software Maze HVS-Image (versdo 2014) programado para analisar pares de
coordenadas que definem a posicao do animal coletadas a cada 0,1s. Todos os testes
comportamentais foram realizados sempre no periodo vespertino, entre 14:00 e 18:00
h.

Os resultados coletados nos testes foram separados e analisados
separadamente em 3 periodos distintos (Fig. 5). Periodo P1 (no qual os animais néo
receberam nenhum tratamento): Compreende o0s quatro primeiros dias de testes (S1
a S4), que antecedem a cirurgia icv-STZ. Neste periodo foi realizada a fase de
aprendizado. Periodo P2: Foi avaliado o efeito da injecdo icv-STZ no desempenho de
aprendizado e memoria espacial operacional dos animais através de duas sessdes de
testes (S5 e S6) nos dias 4 e 6 da linha do tempo. Periodo P3: Foi analisado os efeitos

da injecéo icv-STZ e o efeito do tratamento oral com a geleia real no desempenho do
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aprendizado e memoaria espacial dos animais nos dias 11, 13, 16, 18 e 20 (total de 5
sessdes, S7 a S11), da linha do tempo, ap0s a cirurgia. Durante todas as sessoes
realizadas (S1 a S11) os animais realizaram 4 tentativas (T1 a T4) de localizacdo da
plataforma em cada sesséo.
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Figura 4 — Esquema representativo do teste labirinto aquatico de Morris. Fonte: (Wu P et al.,
2016).

3.5.2 Teste Campo Aberto (CA)

O teste de Campo Aberto foi realizado para avaliar a atividade exploratéria e
locomotora dos animais. A partir deste teste € possivel analisar respostas
comportamentais como atividade locomotora, hiperatividade, hipoatividade e
comportamento exploratério (Dagan et al., 2016). Os animais foram colocados no
centro da arena do Campo Aberto, e individualmente, foram observados por um
periodo de 5 minutos. Entre as observacdes de cada animal, a arena foi limpa com
uma solucado de alcool 5% para evitar que o cheiro e residuos dos outros animais
influenciassem no resultado. O aparato em que foi feito o experimento possui um
formato circular com uma area de 98 cm de diametro cercado por paredes de 45 cm
de altura (para evitar a fuga dos animais) sendo o piso pintado de branco e demarcado
com linhas pretas que formam circulos concéntricos e retas segmentadas; por meio
dessas marcacdes foi possivel fazer a quantificacdo da atividade locomotora dos

sujeitos. Os parametros comportamentais abordados como indicativo da atividade
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geral dos ratos foram: frequéncia de locomocéo, frequéncia de levantar, tempo de
limpeza e tempo de parado. O ato de o animal se locomover, penetrando com as 4
patas em uma das divisdes do chéo da arena foi registrado como uma unidade de
locomocéo. A unidade de levantar corresponde a postura do animal, ao permanecer
apoiado somente nas patas posteriores e com o tronco perpendicular ao chao da
arena, tendo a cabeca dirigida para cima e tocando, ou n&o, com as patas anteriores
as paredes do campo aberto. O parametro parado foi avaliado como periodo de tempo
(em segundos) em que o animal ndo apresentou nenhuma atividade motora,
permanecendo estatico no que diz respeito a cabeca, tronco e membros. O tempo de
limpeza foi avaliado de acordo com o periodo em que o animal executou movimentos
nas patas anteriores em direcdo a boca ou a cabeca (em segundos), e ainda ao dar
continuidade ao passar as patas anteriores para tras dos pavilhdes auriculares com
movimentos de lamber dirigidos principalmente as porcdes laterais do corpo e da
genital. Esse teste foi feito no 13° dia ap0s a cirurgia icv-STZ, dentro do periodo

denominado P3 na linha do tempo do delineamento experimental (Fig.5).

3.5.3 Reconhecimento de Objetos (RO)

O Teste de reconhecimento de objetos (RO) investiga alteracdes na memaoria
de curto e longo prazo dos roedores; consiste em analisar 0 comportamento natural
dos ratos em explorar objetos novos em detrimento de objetos antigos, baseando-se
no instinto exploratorio inato dos roedores em explorar a novidade para o aprendizado
do ambiente (Ennaceur e Delacour, 1988). O experimento foi realizado no mesmo
aparato onde é feito o Teste de Campo Aberto. O teste de RO é composto de trés
fases: fase de habituacéo, fase de amostragem e fase de teste. Inicialmente, antes de
gualquer procedimento (fase de habituacdo), os animais foram colocados,
individualmente, na arena de campo aberto vazia e permitidos a explorar o ambiente
(para reduzir o medo do desconhecido), durante 10 min, por 3 vezes, com intervalos
de 30 minutos entre as habituacdes, sendo posteriormente levados para sua caixa
moradia. Durante a fase de amostragem (24 horas ap6s), os animais foram colocados
novamente na arena que continha dois objetos idénticos denominados Al e A2,
alinhados ao centro e a uma distancia de 20 cm das paredes laterais. Foi permitido
aos animais explorar o ambiente e os objetos durante 10 minutos e o tempo de

exploracédo de cada objeto foi cronometrado. Durante a fase de teste (1 hora apés a
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fase de habituacdo), um dos objetos (A2) foi trocado por um objeto novo, denominado
objeto B, os animais foram ent&o recolocados na arena e permitidos a explorar por 5
minutos e em seguida levados para suas caixas moradia. Apés 24 horas (segunda
etapa da fase teste), para avaliar a memoria de longo prazo esse procedimento foi
repetido, havendo a substituicdo do objeto B por outro objeto (novo), denominado
objeto C. O tempo de exploracdo de cada objeto foi cronometrado e a arena e 0s
objetos foram limpos com alcool 5% entre os testes. Foi considerado como exploracéo
dos objetos, o ato de cheirar, tocar o objeto com a pata dianteira, lamber, morder ou
aproximar o nariz a uma distancia < 1 cm. A preferéncia pelo objeto novo foi calculada
pela razéo entre o tempo gasto explorando o objeto novo (T-novo) dividido pelo tempo
gasto pelo animal explorando ambos os objetos (T-total) caracterizado como indice
de Discriminagéo (DI = T-novo / T-total). Esse experimento foi realizado nos dias 13,
14 e 15 ap0Os a cirurgia icv-STZ (Fig. 5).

3.6 Ensaios de imunohistoquimica para avaliacdo da atividade de astrocitos e

micréglia em hipocampo de ratos

No final do cronograma experimental, apds os testes comportamentais (21° dia
apO0s as cirurgias estereotaxicas), os animais foram submetidos as analises
histol6gicas. Primeiramente foram anestesiados com cetamina (130 mg/kg via
intraperitoneal, i.p.) e xilasina (13 mg/kg i.p.), apods, perfundidos intracardiamente no
ventriculo esquerdo (com auxilio de uma bomba de perfuséo continua) com 300 ml de
tampéao fostato salina (PBS — phosphate buffered saline) 0.1M, pH 7,4, seguido por
300 mL de paraformaldeido 4% em tampéo fosfato (PB — sodium phosphate buffer)
0,1 M, pH 7,4. Os cérebros foram removidos do cranio, poés-fixados em
paraformaldeido a 4% por 4h a 4°C e crioprotegidos com solucéo de sacarose 30%,
por mais de 48 horas (sob temperatura de 4 °C) até a realizacdo dos cortes. Os tecidos
foram cortados (espessura de 30 um) em gelo seco usando um microtomo deslizante
de congelamento. Os cortes coronais sequenciais foram colocados em placas de
cultivo, em solucdo crioprotetora e armazenados a 4 °C até o momento do
procedimento de imuno-histoquimica. Para a imunomarcacéo as regides CA1, CAS,
HL, GD do hipocampo foram submetidos a metodologia de peroxidase com anticorpos
especificos de interesse do estudo, dentre eles: lbal (Abcam, ab5076) e GFAP

(Sigma Aldrich, g3893). Os cortes foram lavados em tampao PB por trés vezes de 10
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minutos e incubados com os anticorpos primarios descritos acima em PB com 0,3%
de triton x-100 e 5% de soro normal em que foi produzido o anticorpo secundario.
Ap6s um periodo de 14 a 18 horas a temperatura ambiente, os cortes foram
novamente lavados em tampao PB e incubados por duas horas com anticorpo
secundario biotinilado. Apés uma nova série de lavagens, os cortes foram incubados
por mais duas horas com o complexo avidina-biotina-peroxidase, numa solugcéao de
triton x-100 0,3 % em PB 0,1M com 0,4 M de NaCl. Apds nova série de lavagens com
PB, os cortes foram pré-incubados em solugao contendo 3,3’-diaminobenzidina (DAB)
e tampao PB 0,1M, durante 3 minutos sob agitacdo. Posteriormente, ainda sob
agitacéo, foi adicionado gradualmente, em gotas, 2 ml de H>020,3% (100 mL de H>O>
30% em 10mL de H2O destilada) utilizando uma pipeta plastica descartavel, até que
fosse possivel visualizar a marcagcéo marrom nos tecidos. Apos a reacao ser revelada,
os cortes foram lavados em PB, montados em laminas gelatinizadas e deixados secar
em estufa de secagem e posteriormente desidratados em solu¢des de concentracao
crescente de etanol, clarificados em xilol e cobertas com laminulas tendo como meio
de montagem permount. A quantificacdo do niumero de células e a quantificacao por
densitometria foram analisadas em cortes imunocorados. As imagens foram
capturadas utilizando um microscopio 6ptico (DMIRB, Leica) acoplado a uma camera
digital (DXM 1200C, Nikon). Foram obtidas com objetiva de 10x. A analise
automatizada das imagens foi processada com o software Image J® 1,49v (Schneider
et al., 2012). Os parametros usados para capturar as imagens digitais foram mantidos
constantes. Cada imagem foi aberta e convertida para o formato de 8 bits; uma porcéo
do hipocampo de interesse dentro da imagem foi delineada. A imunocoloracéo foi
avaliada em éareas de 0,04 mm2 para HL, CA3, CAl e 0,05 mm2 para GD. As
contagens de células foram realizadas em 6 (Ibal) e 10 (GFAP) secdes do cérebro de

cada animal (hemisfério direito ou esquerdo).
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3.7 Ensaios de Imunoprecipitacéo para deteccédo dos subtipos de receptores

muscarinicos (M; a Ms)

3.7.1 Drogas e Reagentes

Atropina (antagonista muscarinico ndo seletivo), deoxicolato de saodio,
digitonina, albumina bovina (fragdo V), sacarose, PMSF (phenylmethylsulfonyl
fluoride), TRIZMA-base (tris[hydroxymethyllamino-methane), cloreto de magnésio
(MgCl2) e EDTA (ethylenediamine tetraacetic acid), procedentes da Sigma Chemical
Co. (St Louis, MO, USA). Reagente de Bradford, procedente da Bio-Rad Laboratories
(Richmond, CA, USA). Pansorbin, procedente da Calbiochem (La Jolla, Ca, USA) e
alcool etilico absoluto e sacarose, procedentes da Synth Produtos para Laboratorio
LTDA (Diadema, SP, Brasil).

3.7.2 Anticorpos

Anticorpos primarios policlonais, produzidos em cabra, contra a regiao
aminoterminal dos receptores muscarinicos, M1 (C-20): Sc-7470; M2 (C-18): Sc-7472;
M3 (C-20): Sc-7474; M4 (C-19): Sc-7476 e M5 (C-20): Sc-7478, procedentes da Santa
Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA).

Anticorpo secundario procedentes da Sigma Chemical Co. (St Louis, MO,
USA).

3.7.3 Substancias radioativas

[*H]Quinuclidynil benzilate, L-[benzilic-4,4-3H(N)]- ([*H]JQNB), atividade
especifica 47,4 Ci/mmol, procedente da PerkinElmer (Boston, MA, USA).

3.7.4 Tampao Tris HCI para ensaios com radioligantes

Foi utilizado o tampao Tris-HCI, com a seguinte composi¢cao (mM): TRIZMA-
base 25, MgCl. 5; EDTA 1,0; PMSF 1 e sacarose 300.
Foi preparada a solucdo (exceto sacarose e PMSF) e conservada a 4°C. No

momento do uso, foram acrescentados a sacarose e o PMSF. O pH do tampé&o variou
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entre 7,4 e 7,5. As solucdes tampdes usadas nos experimentos foram preparadas em
agua destilada e filtrada em sistema Milli Q (Milli Q Plus, Millipore). A solu¢éo estoque
de PMSF (0,1 M) foi preparada com etanol absoluto e conservado a -20°C por até 30
dias.

3.7.5 Outros materiais

Liquido de cintilagdo Optiphase Hifase 3, procedente da Perking Elmer
(Loughborough, Leics, UK).
Filtro de fibra de vidro GF/B, procedente da Whatman (Maidstone, England).

3.7.6 Isolamento do hipocampo de ratos

Animais dos diferentes grupos experimentais foram pesados e anestesiados
com solucéo de cloridrato de cetamina (130 mg/kg i.p.) e cloridrato de xilazina (13
mg/kg i.p). ApGs abertura da caixa craniana do animal o cérebro foi exposto e foi
realizada a disseccdo do hipocampo. Este foi retirado e lavado com tampé&o Tris-HCI
25mM, (contendo sacarose 0,3 M, MgCl2 2 5 mM, EDTA 1 mM e PMSF 1 mM).

3.7.7 Preparacdo de membrana semipurificada de hipocampo

O hipocampo (obtido de 4-5 animais) foi homogeneizado no tampéao Tris-HCI
25 mM (contendo sacarose 0,3 M, MgCl> 5 mM, EDTA 1 mM e PMSF 1 mM),
empregando-se homogenizador “Ultra-Turrax” a 9.500 rpm, 2 vezes, 30 segundos. O
homogenato foi centrifugado a 1.000 x g, durante 10 minutos. O sobrenadante foi
separado e filtrado em camada dupla de gaze. O precipitado foi ressuspendido no
mesmo tampdo, novamente homogeneizado, centrifugado e filtrado nas mesmas
condi¢Bes anteriormente descritas. O conjunto dos sobrenadantes foi centrifugado a
100.000 x g durante 60 minutos (Cardoso et al., 2004). O precipitado foi ressuspendido
em tampdao Tris-HCI 25 mM (pH 7,4) contendo MgCl> 5 mM, EDTA 1 mM e PMSF 1
mM com o auxilio de um homogeneizador “Dounce” (Abdalla et al., 2004). Todo o
processo de obtencdo da membrana foi desenvolvido a 4°C e a estocagem da

preparacao foi a -80°C.
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A concentracgdo de proteina foi determinada (Bradford, 1976), em aliquotas das

suspensdes de membranas do hipocampo.

3.7.8 Detecc¢do dos subtipos de receptores muscarinicos (M1 - Ms)

Os experimentos foram realizados segundo o método descrito por Shiozaki e
colaboradores (1999), com algumas modificagbes (Cardoso et al., 2010):

3.7.9 Determinacao da ligagdo especifica do [*H]Quinuclidynil benzilate (PHJQNB)

em preparacdo de membrana semipurificada de ratos controle (CTR)

As preparacbes de membrana semipurificada de hipocampo de animais
controle (100 ug proteina), em duplicata, foram incubadas por 60 minutos a 30°C em
tampéao Tris-HCI| 25 mM (contendo MgCl> 5 mM, EDTA 1 mM e PMSF 1 mM) com 1,5
nM de [*H]QNB (ligagdo maxima obtida nos ensaios de saturacao) (Silva et al., 2019),
na presenca (ligacao inespecifica) e na auséncia (ligacao total) de atropina 1 uM, em
volume final de 500 puL, seguida de rapida filtracdo em filtro Whatman GF/B. Os filtros
foram lavados 3 vezes com 1 ml de PBS gelado e transferidos para frascos contendo
5 ml de liquido de cintilagcdo. A radioatividade foi determinada, por 2 minutos cada
amostra, em contador (LS 6500 IC, Beckman). A ligacao especifica (ligagao total -
ligacdo inespecifica) do [?HJQNB foi determinada. O resultado foi expresso em

fmol/mg de proteina.

3.7.10 Solubilizacdo do complexo [*H]JQNB-receptor e determinacio da ligacdo

especifica

As preparacfes de membrana semipurificada de hipocampo de animais dos
diferentes grupos experimentais (100 ug proteina), em duplicata, foram incubadas por
60 minutos a 30°C em tampao Tris-HCI 25 mM (contendo MgCl> 5 mM, EDTA 1 mM
e PMSF 1 mM) com 1,5 nM de [*H]JQNB na presenca (ligacdo inespecifica) e na
auséncia (ligacdo total) de atropina 1 uM, em volume final de 500 uL. Apds esse
periodo, as amostras foram lavadas com 500 pL de Tris-HCI 25 mM, (contendo MgCl>
5 mM, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM e deoxicolato de sédio 0,1 %) e incubadas no mesmo
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tampdo, por 1 hora a 4°C. A seguir, o receptor muscarinico foi solubilizado usando
Tris-HCI 25 mM (contendo MgCl> 5 mM, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM, digitonina 0,1% e
deoxicolato de sodio 0,1 %) por 15 minutos a 4°C. Apos centrifugacéo (15.000 x g, 20
minutos, 4°C) o sobrenadante, contendo o receptor solubilizado, foi filtrado (filtro GF/B)
e, a seguir, transferido para frasco contendo 5 mL de liquido de cintilacdo. A
radioatividade e a ligacao especifica foram determinadas como descrito anteriormente
no item 3.7.9.

3.7.11 Imunoprecipitacdo dos subtipos de receptores muscarinicos

As preparagbes de membrana semipurificada de hipocampo de animais dos
diferentes grupos experimentais (100 ug proteina), em duplicata, foram incubadas por
60 minutos a 30°C em tampé&o Tris-HCI 25 mM (contendo MgCl> 5 mM, EDTA 1 mM
e PMSF 1 mM) com 1,5 nM de [*H]JQNB, em volume final de 500 puL. Apés esse
periodo, as amostras foram lavadas com 500 pL de Tris-HCI 25 mM, (contendo MgCl»
5 mM, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM e deoxicolato de sédio 0,1 %) e incubadas no mesmo
tampao, por 1 hora a 4°C. A seguir, o receptor muscarinico foi solubilizado usando
Tris-HCI 25 mM (contendo MgCl> 5 mM, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM, digitonina 0,1% e
deoxicolato de sodio 0,1 %) por 15 minutos a 4°C. Apos centrifugacado (15.000 x g, 20
minutos, 4°C), 100 pL do sobrenadante, contendo o receptor solubilizado, 100 pL das
amostras, em duplicata, proveniente dos diferentes grupos experimentais foram
incubadas por 4 horas a 4°C com 0,5 pug de anticorpo primario policlonal que
reconhece a regido aminoterminal de cada um dos subtipos dos receptores
muscarinicos M1 a Ms (Santa Cruz Biotechnology) (ligacéo total) ou com IgG (ligagéo
inespecifica), em Tris-HCI 25 mM (contendo MgCl> 5 mM, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM,
digitonina 0,1% e deoxicolato de sédio 0,1 %). Apés este periodo, foi adicionado as
amostras 20 mL de pansorbin e, novamente, incubadas sob agitacdo por 1 hora a 4°C.
A amostra foi centrifugada (15.000 x g, 10 minutos, 4°C). O precipitado foi lavado 2
vezes com 200 pL de Tris-HCI 25 mM, (contendo MgCl> 5 mM, EDTA 1 mM e PMSF
1 mM), e novamente centrifugado na mesma condicdo anteriormente descrita.
Aliquotas de 50 pL do sobrenadante ([*H]JQNB-receptores muscarinicos néo
precipitado pelo pansorbin) e do precipitado (pansorbin + [*H]JQNB-cada subtipo de

receptores muscarinicos, imunoprecipitacdo total) ou pansorbin + [3H]JQNB-IgG,
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imunoprecipitagdo inespecifica) foram transferidas para frasco contendo 5 mL de
liquido de cintilacdo e a radioatividade determinada em contador (3.

A imunoprecipitacdo especifica (imunoprecipitacdo total - imunoprecipitacdo
inespecifica) foi determinada e expressa em fmol/mg de proteina.

No hipocampo dos animais controle (CTR), o percentual de imunoprecipitado
de cada subtipo de receptor foi também calculado dividindo os valores obtidos no
precipitado pelos obtidos no sobrenadante + precipitado (Shiozaki et al., 1999).

3.8 Analise Estatistica

A analise estatistica dos dados obtidos em todos os testes, foi realizada
utilizando o software GraphPadPrism v5. Para a andlise estatistica de dados obtidos
no teste do Labirinto aquatico de Morris, Reconhecimento de Objetos e as Analises
Histologicas de Imuno-histoquimica, foi usado a analise de variancia (ANOVA) de uma
ou duas vias, seguida do pés-teste de Bonferroni. Foi usado a Analise de Variancia
(ANOVA) seguida pelo teste de Tukey para a analise do teste de Campo Aberto. Os
dados obtidos nos testes de Imunoprecipitacéo foram analisados por ANOVA seguida
do teste de Newman-Keuls. Os resultados foram apresentados como meédia + erro

padrao (S.E.M). O nivel de significancia foi fixado em 5% (p<0,05).
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4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os procedimentos experimentais apresentados nos protocolos dos testes
comportamentais, nas andlises histolégicas e na imunopreciptacdo foram utilizados
em todos os grupos. Todos os experimentos foram realizados de forma padronizada,
respeitando o periodo/dia estabelecido na linha do tempo do delineamento
experimental (Figura 5) e os horérios estabelecidos nos materiais e métodos.

P1 P2 P3

] | |

LAM LAM LAM LAM LAM LAM LAM LAM LAM LAM

GR GR GR GR GR GR GR GR GR GR GR GR GR GR

Legenda:
- Procedimento cirdrgico ICV de Estreptozotocina ou Solugdo Ringer

GR  Administraio oral de Geleia Real ou Agua Destilada
LAM  Teste do Labirinto Aquatico de Morris - Memdria Operacional
Teste Campo Aberto

Teste de Reconhecimento de Objeto
Neuroinflamagdo avaliada pela Glia Reativa
Andlise da Expressdo dos receptores Muscarinicos

Eutanasia dos animais

Figura 5 — Esquema representativo do Delineamento Experimental
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacéo do aprendizado e memoéria espacial no labirinto aquético de
Morris em ratos — Periodo P1

No Periodo P1 mostramos os resultados referentes ao treinamento feito no
periodo pré-injecdo icv-STZ, ou seja, quando os ratos ja tinham sido distribuidos em
diferentes grupos, mas ainda n&o tinham recebido qualquer tratamento. Os resultados
de aprendizado e memoria avaliados pelo teste do labirinto aquético de Morris, na
versdo memdaria operacional, apresentados na Tabela 1, evidenciam os dados dos
seguintes parametros: Laténcia para Encontrar a Plataforma (LAT), Distancia
Percorrida (DIST) e Porcentagem de Tempo na Area do Contador (a qual corresponde
a uma area de trés vezes o diamero da plataforma) (%T-A_CONT). Demonstraram
haver significancia estatistica para o fator tentativa [F(3,636) = 12,60-41,38 ;p<0,0001]
e auséncia de efeito significante para o fator Grupo [F(3,636) = 0,5565-3,194
:p<0,6435]. O efeito significante para o fator Tentativa mostra que 0s animais
apresentaram uma melhora no aprendizado ao longo das Tentativas e a inexisténcia
de efeito para o fator Grupo mostra que todos 0s grupos apresentaram desempenho
semelhante. Esse resultado revela que antes da cirurgia icv-STZ e do tratamento oral
com a GR os animais estavam nas mesmas condicfes experimentais para a
realizacado dos testes. Ao observarmos os graficos do periodo P1 (Fig. 6), € possivel
notar que todos 0s grupos apresentaram curva de aprendizado semelhante, indicando
gue os sujeitos aprenderam a tarefa e melhoraram o seu desempenho ao longo das
tentativas realizadas. O fator de significancia em relacéo a tentativa 1 (T1), ocorreu
porque nessa primeira tentativa os animais (de ambos os grupos) ainda ndo sabiam
onde a plataforma se encontrava. No decorrer das tentativas seguintes (T2, T3 e T4),
0S animais apresentaram um aprendizado progressivo em relacdo a localizacdo da
plataforma. Dessa forma, o desempenho dos animais foi apresentado como
T4>T3>T2>T1 (Figura 6). Vale ressaltar que neste periodo, apesar dos animais ja
estarem divididos em 4 grupos, nenhum deles recebeu qualquer tratamento com STZ,
solucao de Ringer ou GR. A divisdao/nomeacéo dos grupos em CTR, GR, STZ e STZ-

GR nessa fase € apenas prospectiva, feita para otimizar o cronograma.
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Tabela 1 — Memdria operacional espacial avaliada pelo teste de labirinto aquético de
Morris no periodo P1 (pré-cirurgico) com intervalo de 5 min entre as tentativas —
IETS

PARAMETRO GRUPO TENTATIVA TENTATIVA / GRUPO
F 3,636 P F 3,636 P F 3,636 P

LAT 0,5565 0,6435 41,38 <0,0001 0,7448 0,6678

DIST 3,194 0,0287 12,60 <0,0001 0,5959  0,8007

%T-A_CONT 2,119 0,1091 27,35 < 0,0001 0,6170 0,7829
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TESTE DO LABIRINTO AQUATICO DE MORRIS - PERIODO P1
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Figura 6 — Avaliagdo do desempenho dos animais ao longo das tentativas no teste Labirinto
Aquéatico de Morris em diferentes parametros da meméria operacional espacial no Periodo P1
(pré-cirargico, dias -4, -3, -2, -1) com intervalo entre tentativas de 5 min (IET5). CTR (n=10);
GR (n=10); STZ (n=10); STZ-GR (n=10). CTR=Controle; GR=Geleia Real;
STZ=Estreptozotocina; STZ-GR=Estreptozotocina—Geleia Real. Valores representados pela
média obtida em quatro 4 sessdes de testes. Os dados foram analisados tendo o fator GRUPO
(CTR, GR, STZ e STZ-GR) como fator entre-sujeitos, e os fatores SESSAO (S1 a S4) e

TENTATIVA (T1 a T4) como fatores intra-sujeitos. Dados expressos como média + SEM. =

Significativamente diferente de T1 (p<0,05, ANOVA de duas vias, seguido do pés-teste de
Bonferroni). Os animais ndo receberam qualquer tratamento. A nomeacdo dos grupos em
CTR, GR, STZ e STZ-GR nessa fase € apenas prospectiva, feita para otimizar o cronograma.
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5.2 Avaliacéo do aprendizado e memoéria espacial no labirinto aquético de

Morris em ratos injetados icv-STZ — Periodo P2

Os resultados apresentados no periodo P2 mostram os efeitos da inje¢do icv-
STZ (grupo STZ e STZ-GR) da injecao icv de solucdo Ringer (grupo CTR e GR) no
aprendizado e memodria espacial operacional dos animais (4° e 6° dia do cronograma
experimental). Vale ressaltar, que nesta fase do teste investigamos apenas os efeitos
da icv-STZ, e que o tratamento oral com GR s6 foi iniciado no Periodo P3, a partir do
7°dia ap06s a cirurgia. Os resultados apresentados na Tabela 2 mostram que nos
parametros Laténcia para Encontrar a Plataforma (LAT), Distancia Percorrida (DIST)
e Porcentagem de Tempo na Area do Contador (%T-A_CONT), houve diferenca
significante para o fator Grupo [F(3,316) = 8,861-160,0; p<0,0001], e também para o
fator tentativa [F(3,316) = 6,141-13,74; p<0,0001]. O efeito significante para o fator
Tentativa indica que os animais dos grupos CTR e GR, aprenderam a tarefa e
memorizaram o local da plataforma ao longo das tentativas. O efeito significante para
o fator Grupo revela que houve diferenca de aprendizado entre os grupos controle
(CTR), Geleia Real (GR) e aqueles tratados com icv-STZ (STZ e STZ-GR). Os dados
obtidos foram analisados por ANOVA e demonstraram que a lesdo causada por icv-
STZ (grupo STZ e STZ-GR) induziu prejuizos de aprendizado e memdria, evidenciado
pelo mal desempenho dos animais quando comparados aos grupos CTR e GR
(p<0,05) (Fig. 7). Este resultado pode ser observado tanto no decorrer das 4 tentativas

de um mesmo dia (sessdo) como ao longo dos dias de observacéo poés cirurgia.

Tabela 2 — Memoria operacional espacial avaliada pelo teste de labirinto aquatico de
Morris no 4° e 6° dia ap0s a injecao icv-STZ ou solugdo controle com intervalo de 5
min entre as tentativas (Periodo P2 — IET5).

PARAMETRO GRUPO TENTATIVA TENTATIVA / GRUPO

F 3,316 P F 3,316 P F 3,316 P
LAT 160,0 < 0,0001 13,74 <0,0001 6,225 < 0,0001
DIST 24,82 < 0,0001 6,141 < 0,0009 0,2349 0,9891

%T-A_CONT 8,861 < 0,0001 13,33 < 0,0001 3,081 <0,0017
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TESTE DO LABIRINTO AQUATICO DE MORRIS - PERIODO P2
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Figura 7 — Avaliagdo do desempenho dos animais ao longo das tentativas no teste de
Labirinto Aquatico de Morris em diferentes parametros da memoria operacional espacial no
Periodo P2 (dias 4 e 6) com intervalo entre tentativas de 5 min (IET5). CTR (n=10); GR (n=10);
STZ (n=10); STZ-GR (n=10). CTR=Controle; GR=Geleia Real; STZ=Estreptozotocina; STZ-
GR=Estreptozotocina—Geleia Real. Valores representados pela média obtida em duas
sessdes de testes. Os dados foram analisados tendo o fator GRUPO (CTR, GR, STZ e STZ-
GR) como fator entre-sujeitos, e os fatores SESSAO (S5 a S6) e TENTATIVA (T1 a T4) como
fatores intra-sujeitos. Dados expressos como média + SEM. Valores indicados por diferentes
letras (a e b) diferem significativamente entre si, em relacdo ao fator GRUPO. #
Significativamente diferente do grupo CTR e GR em relacdo ao fator TENTATIVA. Valores
apontados pelos simbolos (*) e (&) diferem significativamente do grupo GR e CTR
respectivamente, em relacdo ao fator TENTATIVA (p<0,05, ANOVA de duas vias, seguido do
pos-teste de Bonferroni). Nesta fase, foi avaliado apenas os efeitos da injecdo icv-STZ.
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5.3 Avaliacéo do aprendizado e memoria espacial no labirinto aquético de

Morris em ratos injetados icv-STZ e tratados com geleia real — Periodo P3

Os dados obtidos e analisados no Periodo P3 representam os efeitos da injecéo
icv-STZ e da administracao oral e prolongada de geleia real sobre o desempenho dos
animais nas tarefas de memodria operacional do labirinto aquético de Morris. Os
resultados apresentados na Tabela 3, representam os dados dos seguintes
parametros: Laténcia para encontrar a Plataforma (LAT), Distancia Percorrida (DIST)
e Porcentagem de Tempo na Area do Contador (%T-A _CONT). Esses dados
expressam a existéncia de efeito significante para o fator Grupo [F(3,736) = 33,86-
333,2; p<0,0001], e para o fator Tentativa [F(3,736) = 9,515-51,74; p<0,0001]. Os
resultados na Tabela 3 mostram significancia estatistica nas tentativas T2, T3 e T4 do
parametro Laténcia (LAT) para o grupo STZ-GR em relagdo ao grupo STZ, isso indica
gue os animais aprenderam a tarefa e memorizaram o local onde estava localizada a
plataforma ao longo das tentativas. O efeito significante para o fator Grupo, mostra
gue houve diferenca de aprendizado entre os grupos. O pos-teste de Bonferroni
mostra que 0s animais dos grupos que receberam injecéo icv de STZ (STZ e STZ-
GR) apresentaram prejuizos de aprendizado e memadria quando comparados aos
animais dos grupos que receberam injecédo de solucao de Ringer (CTR e GR) e que,
além disso, o tratamento oral com GR foi capaz de melhorar o desempenho dos
animais (p<0,05) (Fig. 8).

Tabela 3 — Resultados do Teste de Memoria no Periodo P3 — IET5

PARAMETRO GRUPO TENTATIVA TENTATIVA / GRUPO
F 3,736 P F 3,736 P F 3,736 P

LAT 333,2 <0,0001 45,72 < 0,0001 7,257 < 0,0001

DIST 33,86 <0,0001 9,515 < 0,0001 0,7383 0,6738

%T-A_CONT 35,48 < 0,0001 51,74 < 0,0001 8,446 < 0,0001
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TESTE DO LABIRINTO AQUATICO DE MORRIS - PERIODO P3
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Figura 8 — Avaliagdo do desempenho dos animais ao longo das tentativas no teste de
Labirinto Aquatico de Morris em diferentes parametros da memoria operacional espacial no
Periodo P3 (do 7° ao 20° dia) com intervalo entre tentativas de 5 min (IET5). CTR (n=10); GR
(n=10); STZ (n=10); STZ-GR (n=10). CTR=Controle; GR=Geleia Real; STZ=Estreptozotocina;
STZ-GR=Estreptozotocina—Geleia Real. Valores representados pela média obtida em cinco 5
sessdes de testes. Os dados foram analisados tendo o fator GRUPO (CTR, GR, STZ e STZ-
GR) como fator entre-sujeitos, e os fatoresO SESSAO (S7 a S11) e TENTATIVA (T1 a T4)
como fatores intra-sujeitos. Valores indicados por diferentes letras (a,b,c) diferem
significativamente entre si, em relacdo ao fator GRUPO. = Significativamente diferente do
grupo CTR, GR e STZ-GR em relacdo ao fator TENTATIVA. # Significativamente diferente do
grupo CTR e GR em relacdo ao fator TENTATIVA. * Significativamente diferente do grupo GR
em relagdo ao fator TENTATIVA (p<0,05, ANOVA de duas vias, seguido do poOs-teste de
Bonferroni).
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5.4 Avaliacdo da atividade exploratéria no Teste de Campo Aberto em ratos

Injetados icv-STZ e tratados com geleia real

A Analise de Variancia ANOVA mostra que ndo houve diferenca significante
entre os diferentes grupos referente aos diferentes parametros avaliados no teste de
Campo Aberto. Os parametros analisados foram: Frequéncia de Locomoc¢ao: CTR
(70,0+4,97), GR (75,0+2,98), STZ (67,5+5,38), STZ-GR (85,0+3,05). Frequéncia de
Levantar: CTR (24,0+1,44), GR (23,5+2,56), STZ (22,0+3,02), STZ-GR (22,0+2,62).
Tempo de Limpeza: CTR (10,0+3,05) GR (18,5+3,87), STZ (17,0£1,55), STZ-GR
(12,0£2,88). Tempo Parado: CTR (0,1+1,62), GR (0,1£1,80), STZ (3,0+1,37), STZ-GR
(0,1£1,73). Os resultados mostram que tanto a injecédo icv-STZ como o tratamento
prolongado com a geleia real ndo alteraram a atividade geral dos animais nos

parametros analisados de frequéncia de Locomocéao e Levantar, tempo de Limpeza e
parado (p>0,05, ANOVA, teste de Tukey) (Fig. 9).
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Figura 9 — Efeitos da injecéo icv-STZ e do tratamento prolongado com Geleia Real sobre a
atividade exploratéria dos animais observados em Campo Aberto e medido pela frequéncia
de locomocdao e levantar, tempo de limpeza e parado. CTR (n=10); GR (n=10); STZ (n=10);

STZ-GR (n=10). CTR=Controle; GR=Geleia Real;

STZ=Estreptozotocina;

STZ-GR=

Estreptozotocina-Geleia Real. Dados expressos como média + erro padrdo. Valores nao
diferiram entre si (P>0,05, ANOVA, seguida pelo pGs-teste de Tukey).
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5.5 Avaliacdo da memoéria de curta e longa duracdo a partir do Teste de
Reconhecimento de Objetos em ratos injetados icv-STZ e tratados com
geleia real

Os resultados apresentados no Teste de Reconhecimento de Objeto, conforme
ANOVA, demonstraram que os animais do grupo STZ (12,00 £ 0,90) exploraram o
objeto novo por um periodo de tempo menor do que o objeto familiar, quando
comparados com os outros grupos CTR (30,5 £+ 4,5) e GR (24,0 + 3,31), ap6s um
periodo de tempo de 1 hora e 24 horas, 14 e 15 dias apés a leséo da cirurgia icv-STZ
e sete dias ap0s o inicio do tratamento com a GR. N&o houve diferenca significante
no tempo de exploracéo dos objetos novos pelos animais do grupo STZ-GR (17,5 +
1,77), apos um periodo de 1 hora e 24 horas, quando comparados com 0S grupos
CTR, GR e STZ.
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Figura 10 — Avaliagdo da memoria de curto e longo prazo dos animais, utilizando o teste de
Reconhecimento de Objetos, 1 hora e 24 horas apés a fase de amostragem, 14 dias apos a
cirurgia estereotaxica. CTR (n=10); GR (n=10); STZ (n=10); STZ-GR (n=10). CTR=Controle;
GR=Geleia Real; STZ=Estreptozotocina; STZ-GR=Estreptozotocina—Geleia Real. Os dados
foram expressos como média + SEM. Valores indicados por diferentes letras (a e b) diferem
significativamente entre si (p<0,05, ANOVA, teste de Bonferroni).
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5.6 Avaliacdo da Imuno-Histoquimica em ratos injetados icv-STZ e tratados

com geleia real

5.6.1 Imunorreatividade para GFAP — Giro Denteado

As andlises imuno-histoquimicas da expressao astrocitaria de GFAP foram
realizadas para avaliar a astrogliose reativa em diferentes areas do hipocampo dos
animais apés 21 dias da injecéo icv-STZ e o tratamento oral e prolongado com a
Geleia Real no marcador glial, GFAP.

Todos os animais lesionados com a inje¢ao icv-STZ (grupo STZ) e que néo
foram tratados com a GR (grupo STZ-GR), apresentaram um aumento na expressao
de GFAP quando comparados com os grupos CTR e GR, indicando a existéncia de
efeito significante para o fator leséo.

Os dados analisados na Figurall mostram que segundo ANOVA, houve
aumento da imunorreatividade para GFAP na regido do Giro Denteado (GD) do
hipocampo nos animais do grupo STZ, quando comparados com 0S outros grupos;
houve aumento no numero de células marcadas e na intensidade Optica das
marcacfes. Os animais do grupo STZ-GR apresentaram uma reducao na marcacao
do numero de células GFAP positivas e na analise de intensidade Optica das
marcacfes quando comparado com o grupo STZ, indicando efeito significante para o
fator tratamento. Os grupos CTR, GR e STZ-GR nédo apresentaram diferencas
significantes em nenhum dos parametros de quantificacdo utilizados quando

comparados entre si.



67

100um

(A)

Astrécitos ativos - GD ( GFAP -GD

(B)

10001

(o0}
o
1

800+

o}
<

600

I
<

4001

Densidade Optica das Marcacoes

200+

N
<

o
1

N° de células GFAP positivas (IR)
o

Grupos ° Grupos

Figura 11 — (A) Fotomicrografias digitais representativas de cortes coronais do hipocampo de
rato ilustrando a marcacgéo de células GFAP positivas no Giro Denteado (GD), 21 dias apés a
injecdo icv-STZ (STZ e STZ-GR) ou solugcdo Ringer (CTR e GR) (as setas indicam uma
amostra de marcacao). (B) Quantificagdo da Imunorreatividade para GFAP (astrécitos GFAP-
positivos) no GD do hipocampo. (C) Intensidade Optica das marcacdes dos astrocitos
imunorreativos no GD do hipocampo. CTR (n=3); GR (n=5); STZ (n=5); STZ-GR (n=5).
CTR=Controle; GR=Geleia Real; STZ=Estreptozotocina; STZ-GR=Estreptozotocina — Geleia
Real. Dados expressos como média + SEM. Escala=100 pm, objetiva 10x. Valores indicados
por diferentes letras diferem significativamente entre si (p<0,05, ANOVA, teste de Bonferroni).
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5.6.2 Imunorreatividade para GFAP — Hilo do Giro Denteado

Foi observado, que os animais lesionados com icv-STZ apresentaram,
conforme ANOVA, um aumento da resposta astrocitaria no Hilo, quando comparados
com 0s outros grupos, indicando a existéncia de efeito significante para o fator leséo.
Os animais do grupo STZ-GR apresentaram uma reducdo no numero de células
marcadas no Hilo quando comparado com o grupo STZ, indicando uma reducéo da
imunorreatividade para GFAP e a existéncia de efeito significante para o fator
tratamento.

A analise de densidade Optica das marcacdes, revelou, conforme ANOVA, que
0s animais do grupo STZ apresentaram um aumento expressivo na intensidade Optica
das marcacgdes quando comparados com outros grupos, indicando efeito significante
para o fator leséo. Foi observada, uma reducdo da intensidade Optica das marcacdes
(reducao da imunorreatividade para GFAP) no grupo STZ-GR quando comparado ao
grupo STZ, indicando a existéncia de efeito significante no fator Tratamento. Os
grupos CTR e GR nao apresentaram diferencas significantes quando comparados
entre si (Fig. 12).
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Figura 12 — (A) Fotomicrografias digitais representativas de cortes coronais do hipocampo de
rato ilustrando a marcacao de células GFAP positivas no Hilo do GD, 21 dias ap0s a inje¢éo
icv-STZ (STZ e STZ-GR) ou solucéo Ringer (CTR e GR) (as setas indicam uma amostra de
marcacgao). (B) Quantificagcdo da Imunorreatividade para GFAP (astrocitos GFAP-positivos)
no Hilo do GD. (C) Intensidade éptica das marcagBes dos astrécitos imunorreativos no Hilo
do GD. CTR (n=3); GR (n=5); STZ (n=5); STZ-GR (n=5). CTR=Controle; GR=Geleia Real,
STZ=Estreptozotocina; STZ-GR=Estreptozotocina — Geleia Real. Dados expressos como
média + SEM. Escala=100 pum, objetiva 10x. Valores indicados por diferentes letras diferem
significativamente entre si (p<0,05, ANOVA, teste de Bonferroni).
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5.6.3 Imunorreatividade para GFAP — Regido CA3

Foi observado que os animais lesionados com icv-STZ apresentaram, conforme
ANOVA, um aumento da resposta astrocitaria em CA3, quando comparados com 0s
outros grupos, indicando a existéncia de efeito significante para o fator lesdo. Os
animais do grupo STZ-GR apresentaram uma reducdo no numero de células
marcadas em CA3 quando comparados com o grupo STZ, indicando uma reducéo da
imunorreatividade para GFAP e a existéncia de efeito significante para o fator
tratamento.

A andlise de densidade éptica das marcacdes revelou conforme ANOVA, que
0s animais do grupo STZ apresentaram um aumento expressivo na intensidade Optica
das marcacdes quando comparados aos outros grupos, indicando efeito significante
para o fator leséo. Foi observada, uma reducdo da intensidade Optica das marcacdes
(reducao da imunorreatividade para GFAP) no grupo STZ-GR quando comparado ao
grupo STZ, indicando a existéncia de efeito significante no fator Tratamento. Os
grupos CTR e GR nao apresentaram diferencas significantes quando comparados
entre si (Fig.13).
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Figura 13 — (A) Fotomicrografias digitais representativas de cortes coronais do hipocampo de
rato ilustrando a marcacgao de células GFAP positivas da regido CA3 do hipocampo, 21 dias
apos a injecdo icv de STZ (STZ e STZ-GR) ou solugéo Ringer (CTR e GR) (as setas indicam
uma amostra de marcacgédo). (B) Quantificagdo da Imunorreatividade para GFAP (astrocitos
GFAP-positivos) na regido CA3. (C) Intensidade O6ptica das marcagbes dos astrocitos
imunorreativos na regido CA3. CTR (n=3); GR (n=5); STZ (n=5); STZ-GR (n=5).
CTR=Controle; GR=Geleia Real; STZ=Estreptozotocina; STZ-GR=Estreptozotocina — Geleia
Real. Dados expressos como média + SEM. Escala=100 um, objetiva 10x. Valores indicados
por diferentes letras diferem significativamente entre si (p<0,05, ANOVA, teste de Bonferroni).
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5.6.4 Imunorreatividade para GFAP — Regido CAl

Foi observado que os animais lesionados com icv-STZ (grupo STZ)
apresentaram, conforme ANOVA, um aumento da resposta astrocitaria em CAL,
guando comparados com os grupos CTR e GR, indicando a existéncia de efeito
significante para o fator leséo.

Os animais do grupo STZ-GR apresentaram uma reducdo no numero de
células marcadas em CA1l quando comparados com o grupo STZ, indicando uma
reducao da imunorreatividade para GFAP e a existéncia de efeito significante para o
fator tratamento.

A andlise de densidade optica das marcacdes revelou, conforme ANOVA, que
0s animais do grupo STZ apresentaram um aumento expressivo na intensidade Optica
das marcac¢des quando comparados aos grupos CTR, GR e STZ-GR indicando efeito
significante para o fator lesdo. Além disso, o grupo STZ-GR apresentou maior
imunorreatividade para GFAP quando comparado com os grupos CTR e GR. Os
grupos CTR e GR nao apresentaram diferencas significantes quando comparados
entre si (Fig. 14).
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Figura 14 — (A) Fotomicrografias digitais representativas de cortes coronais do hipocampo de
rato ilustrando a marcacgao de células GFAP positivas da regido CA1 do hipocampo, 21 dias
apos a injecdo icv de STZ (STZ e STZ-GR) ou solugéo Ringer (CTR e GR) (as setas indicam
uma amostra de marcacgédo). (B) Quantificagdo da Imunorreatividade para GFAP (astrocitos
GFAP-positivos) da regido CALl. (C) Intensidade Optica das marcagbes dos astrocitos
imunorreativos da regido CAl. CTR (n=3); GR (n=5); STZ (n=5); STZ-GR (n=5).
CTR=Controle; GR=Geleia Real; STZ=Estreptozotocina; STZ-GR=Estreptozotocina — Geleia
Real. Dados expressos como média + SEM. Escala=100 pm, objetiva 10x. Valores indicados
por diferentes letras diferem significativamente entre si (p<0,05, ANOVA, teste de Bonferroni).
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5.6.5 Imunorreatividade para IBA1 — Giro Denteado

Foi observado que os animais que receberam a administracao icv-STZ (grupo
STZ) apresentaram, conforme ANOVA, um aumento da ativacdo microglial,
representado pelo aumento de células IBA-1 positivas no Giro Denteado (GD), quando
comparados com os grupos CTR e GR, indicando a existéncia de efeito significante
para o fator lesdo. O grupo STZ-GR néo apresentou reducédo significante no nimero
de células IBA1 positivas marcadas no GD quando comparado ao grupo STZ, além
disso, os grupos CTR, GR e STZ-GR néo apresentaram diferencas significantes
guando comparados entre si.

A analise de densidade 6ptica das marcacgdes revelou conforme ANOVA, que
0s animais do grupo STZ apresentaram um aumento na intensidade Optica das
marcacfes quando comparados aos grupos CTR e GR, indicando efeito significante
para o fator lesdo. Os animais do grupo STZ e STZ-GR néo apresentaram diferencas
significantes quando comparados entre si. Os grupos CTR, GR e STZ-GR néo

apresentaram diferencas significantes quando comparados entre si (Fig. 15).
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Figura 15 — (A) Fotomicrografias digitais representativas de cortes coronais do hipocampo de
rato ilustrando a marcacgado de células IBA-1 positivas do Giro Denteado (GD), 21 dias apés a
injecdo icv de STZ (STZ e STZ-GR) ou solucdo Ringer (CTR e GR) (as setas indicam uma
amostra de marcagdo). (B) Quantificacdo da Imunorreatividade para IBA-1 (células Iba-1-
positivas) no GD do hipocampo. (C) Intensidade O6ptica das marcagBes da microglia
imunorreativa do GD. CTR (n=3); GR (n=4); STZ (n=4); STZ-GR (n=4). CTR=Controle;
GR=Geleia Real; STZ=Estreptozotocina; STZ-GR=Estreptozotocina — Geleia Real. Dados
expressos como média + SEM. Escala=100 pm, objetiva 10x. Valores indicados por diferentes
letras diferem significativamente entre si (p<0,05, ANOVA, teste de Bonferroni).
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5.6.6 Imunorreatividade para IBA1 — Hilo do Giro Denteado

Foi observado que os animais que receberam a administracao icv-STZ (grupo
STZ) apresentaram, conforme ANOVA, um aumento da ativagdo microglial
representado pelo aumento de células IBA-1 positivas no Hilo do GD, quando
comparados com os grupos CTR e GR, indicando a existéncia de efeito significante
para o fator lesdo. O grupo STZ-GR néo apresentou reducédo significante no nimero
de células IBA-1 positivas marcadas no HL quando comparado ao grupo STZ e 0s
grupos nao apresentaram diferencas significantes quando comparados entre si. Além
disso, os grupos CTR, GR e STZ-GR nédo apresentaram diferencas significantes
guando comparados entre si.

A analise de densidade Optica das marcacdes revelou conforme ANOVA, que
0s animais do grupo STZ apresentaram um aumento na intensidade optica das
marcacfes quando comparados aos grupos CTR e GR, indicando efeito significante
para o fator lesdo. Os animais do grupo STZ e STZ-GR nao apresentaram diferencas
significantes quando comparados entre si. Os grupos CTR, GR e STZ-GR néo

apresentaram diferencas significantes quando comparados (Fig. 16).
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Figura 16 — (A) Fotomicrografias digitais representativas de cortes coronais do hipocampo de
rato ilustrando a marcacgéo de células IBA-1 positivas no Hilo do GD, 21 dias ap6és a injecao
icv-STZ (grupos STZ e STZ-GR) ou solucdo Ringer (CTR e GR) (as setas indicam uma
amostra de marcacao). (B) Quantificacdo da Imunorreatividade para IBA-1 (células IBA-1-
positivas) no HL do GD. (C) Intensidade 6ptica das marcagfes da micrdglia imunorreativa no
HL do GD. CTR (n=3); GR (n=4); STZ (n=4); STZ-GR (n=4). CTR=Controle; GR=Geleia Real;
STZ=Estreptozotocina; STZ-GR=Estreptozotocina — Geleia Real. Dados expressos como
média + SEM. Escala=100 pm, objetiva 10x. Valores indicados por diferentes letras diferem
significativamente entre si (p<0,05, ANOVA, teste de Bonferroni).
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5.6.7 Imunorreatividade para IBA1 — Regido CA3

Foi observado que os animais que receberam a administracao icv-STZ (grupo
STZ e STZ-GR) apresentaram, conforme ANOVA, um aumento da ativagcdo microglial
representado pelo aumento de células IBA-1 positivas na regido CA3 do hipocampo,
guando comparados com os grupos CTR e GR, indicando a existéncia de efeito
significante para o fator lesdo. O grupo STZ-GR néo apresentou reducao significante
no numero de células IBA-1 positivas marcadas na regido CA3 quando comparado ao
grupo STZ e os grupos nao apresentaram diferencas quando comparados entre si.

A andlise de densidade 6ptica das marcacdes revelou conforme ANOVA, que
0s animais do grupo STZ apresentaram um aumento na intensidade optica das
marcacfes quando comparados aos grupos CTR e GR, indicando efeito significante
para o fator lesdo. Os animais do grupo STZ e STZ-GR néo apresentaram diferencas
guando comparados entre si. Os grupos CTR, GR e STZ-GR nao apresentaram

diferencas significantes quando comparados (Fig. 17).
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Figura 17 — (A) Fotomicrografias digitais representativas de cortes coronais do hipocampo de
rato ilustrando a marcagéo de células IBA-1 positivas da regido CA3 do hipocampo, 21 dias
apos a injecdo icv de STZ (STZ e STZ-GR) ou solugéo Ringer (CTR e GR) (as setas indicam
uma amostra de marcacéo). (B) Quantificacdo da Imunorreatividade para IBA-1 (células Iba-
1- positivas) na regido CA3. (C) Intensidade Optica das marcag6es da micréglia imunorreativa
na regido CA3. CTR (n=3); GR (n=3); STZ (n=5); STZ-GR (n=4). CTR=Controle; GR=Geleia
Real; STZ=Estreptozotocina; STZ-GR=Estreptozotocina — Geleia Real. Dados expressos
como média + SEM. Escala=100 um, objetiva 10x. Valores indicados por diferentes letras
diferem significativamente entre si (p<0,05, ANOVA, teste de Bonferroni).



80

5.6.8 Imunorreatividade para IBA1 — Regido CAl

Foi observado que os animais que receberam a administracao icv-STZ (grupo
STZ) apresentaram, conforme ANOVA, um aumento da ativagdo microglial
representado pelo aumento de células IBA-1 positivas na regido CA1 do hipocampo,
guando comparados com os grupos CTR e GR, indicando a existéncia de efeito
significante para o fator lesdo. Além disso, o grupo STZ-GR nao apresentou diferenca
significante no numero de células IBA-1 positivas quando comparado aos grupos CTR,
GR e STZ.

A andlise de densidade 6ptica das marcacdes revelou conforme ANOVA, que
0s animais do grupo STZ apresentaram um aumento na intensidade optica das
marcacfes quando comparados aos grupos CTR e GR, indicando efeito significante
para o fator lesdo. Os animais do grupo STZ e STZ-GR néo apresentaram diferencas
significantes quando comparados entre si. Os grupos CTR, GR e STZ-GR néo

apresentaram diferencas significantes quando comparados (Fig. 18).
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Figura 18 — (A) Fotomicrografias digitais representativas de cortes coronais do hipocampo de
rato ilustrando a marcacgédo de células IBA-1 positivas da regido CALl, 21 dias apds a injecao
icv de STZ (STZ e STZ-GR) ou solucéo Ringer (CTR e GR) (as setas indicam uma amostra
de marcacao). (B) Quantificacdo da Imunorreatividade para IBA-1 (células Iba-1- positivas) na
regido CA1 do hipocampo. (C) Intensidade 6ptica das marcac¢des da microglia imunorreativa
na regido CAl do hipocampo. CTR (n=3); GR (n=4); STZ (n=5); STZ-GR (n=4).
CTR=Controle; GR=Geleia Real; STZ=Estreptozotocina; STZ-GR=Estreptozotocina — Geleia
Real. Dados expressos como média + SEM. Escala=100 pm, objetiva 10x. Valores indicados
por diferentes letras diferem significativamente entre si (p<0,05, ANOVA, teste de Bonferroni).
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5.7 Avaliagdo do efeito da administragdo intracerebroventricular de
estreptozotocina (STZ) e/ou do tratamento com geleia real na expressao de cada
subtipo de receptor muscarinico (M - Ms)

5.7.1 Porcentagem de Imunoprecipitacdo de cada Subtipo de Receptor

Muscarinico (M1— Ms) em Hipocampo de Animais Controle (CTR)

Na Figura 19 estdo apresentadas as porcentagens de imunoprecipitacdo de cada
subtipo de receptor muscarinico (M1 a Ms), obtida no hipocampo de ratos do grupo CTR.
Um maior percentual do receptor M1 (65,0 + 0,8 %, n=3), seguido do Mz (37,91 + 0,4%,
n=3) foi observado no hipocampo de ratos. Em relagé&o aos receptores M3 e Ms e Ms, uma
menor deteccdo desses subtipos foi também obtida (respectivamente 13,45 + 0,55, n=3,
10,31 + 0,36, n=3 e 2,27 + 0,03%, n=3).

O perfil de expressao de cada subtipo de receptor muscarinico foi M1 > M2> Mz =
Ma > Ms (p < 0,05, ANOVA, teste de Newman-Keuls).
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Figura 19 - Porcentagem de imunoprecipitacdo de cada subtipo de receptor muscarinico (M.
a Ms), obtido em hipocampo de ratos do grupo controle (CTR). Os Valores estdo expressos
como média = SEM. Valores indicados por diferentes letras diferem significativamente entre
si (P < 0,05, ANOVA, teste de Newman-Keuls).
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5.7.2 Expressao do Receptor Muscarinico M1

Na figura 20 estdo apresentados os resultados obtidos dos ensaios de
imunoprecipitacdo para detecgdo do receptor muscarinico M1 em hipocampo de ratos
dos grupos controle (CTR), estreptozotocina (STZ), estreptozotocina tratado com
geleia real (STZ-GR) e geleia real (GR). Houve uma diminuigao significativa na
expressao do receptor M1 no grupo STZ (1,22 + 0,37 fmol/mg de proteina n=4) quando
comparado com os grupos CTR e STZ-GR (respectivamente, 3,32 + 0,80, n=4 e 3,58
+ 0,82 fmol/mg de proteina n=6). O tratamento prolongado com GR feito nos animais
do grupo STZ-GR restabeleceu a expressédo do receptor M; quando comparado ao
grupo controle. O grupo GR (tratamento positivo) (2,98 + 1,70 fmol/mg de proteina,
n=5) ndo apresentou diferenca significante na expressao do receptor M; quando
comparado aos animais do grupo controle (CTR) e ao STZ-GR (p<0,05, ANOVA, teste

de Newman-Keuls).
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Figura 20 — Efeito da administracé@o intracerebroventricular de estreptozotocina (STZ) e do
tratamento oral dos animais STZ com Geleia Real (STZ-GR) na expressdo do receptor
muscarinico M1, em hipocampo de ratos. Controle (CTR); Geleia Real (GR). Os valores estao
expressos como média + SEM. Os valores indicados por diferentes letras diferem
significativamente entre si (p<0,05, ANOVA, teste de Newman-Keuls).
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5.7.3 Expresséo do Receptor Muscarinico M2

Na figura 21 estdo apresentados os resultados obtidos dos ensaios de
imunoprecipitacdo para deteccdo do receptor muscarinico M2 em hipocampo de ratos
dos grupos controle (CTR), estreptozotocina (STZ), estreptozotocina tratado com
geleia real (STZ-GR) e geleia real (GR). Nado houve diferenga significante na
expressao do receptor M entre os grupos CTR, STZ, STZ-GR e GR (respectivamente,
1,77 £ 0,75 n=4; 0,44 £ 0,34 n=4; 1,44 £ 0,58 n=6; 0,00 = 0,82 n=5, fmol/mg de
proteina) (p>0,05, ANOVA).
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Figura 21 — Efeito da administracao intracerebroventricular de estreptozotocina (STZ) e do
tratamento oral dos animais do grupo STZ com Geleia Real (STZ-GR) na expressao do
receptor muscarinico M2, em hipocampo de ratos. Controle (CTR); Geleia Real (GR). Os
valores estao expressos como média + SEM. Valores nao diferiram entre si (p>0,05, ANOVA).
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5.7.4 Expressao do Receptor Muscarinico Ms

Na figura 22 estdo apresentados os resultados obtidos dos ensaios de
imunoprecipitagdo para deteccéo do receptor muscarinico Mz em hipocampo de ratos
dos grupos controle (CTR), estreptozotocina (STZ), estreptozotocina tratado com
geleia real (STZ-GR) e geleia real (GR). Nado houve diferenca significante na
expressao do receptor Mz entre os grupos CTR, STZ, STZ-GR e GR (respectivamente,
0,48 + 0,54 n=4,; 0,00 =+ 0,17 n=4; 0,40 + 0,80 n=6; 1,90 + 1,03 n=5, fmol/mg de
proteina) (p>0,05, ANOVA).
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Figura 22 — Efeito da administracdo intracerebroventricular de estreptozotocina (STZ) e do
tratamento oral dos animais do grupo STZ com Geleia Real (STZ-GR) na expressao do
receptor muscarinico M3, em hipocampo de ratos. Controle (CTR); Geleia Real (GR). Os
valores estao expressos como média + SEM. Valores nao diferiram entre si (p>0,05, ANOVA).
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5.7.5 Expressao do Receptor Muscarinico Ma

Na figura 23 estdo apresentados os resultados obtidos dos ensaios de
imunoprecipitacdo para detecgdo do receptor muscarinico M4 em hipocampo de ratos
dos grupos controle (CTR), estreptozotocina (STZ), estreptozotocina tratado com
geleia real (STZ-GR) e geleia real (GR). Nado houve diferenca significante na
expressado do receptor M4 entre os grupos CTR, STZ, STZ-GR e GR (respectivamente,
0,27 = 0,36 n=4; 0,56 + 0,11 n=4; 0,03 + 0,87 n=6; 1,65 + 0,64 n=5, fmol/mg de
proteina) (p>0,05, ANOVA).
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Figura 23 — Efeito da administracao intracerebroventricular de estreptozotocina (STZ) e do
tratamento oral dos animais do grupo STZ com Geleia Real (STZ-GR) na expressao do
receptor muscarinico M4, em hipocampo de ratos. Controle (CTR); Geleia Real (GR). Os
valores estao expressos como média + SEM. Valores nao diferiram entre si (p>0,05, ANOVA).



87

5.7.6 Expresséo do Receptor Muscarinico Ms

Na figura 24 estdo apresentados os resultados obtidos dos ensaios de
imunoprecipitagdo para deteccéo do receptor muscarinico Ms em hipocampo de ratos
dos grupos controle (CTR), estreptozotocina (STZ), estreptozotocina tratado com
geleia real (STZ-GR) e geleia real (GR). N&o houve diferenca significante na
expresséo do receptor Ms entre os grupos CTR, STZ, STZ-GR e GR (respectivamente,
0,64 +£0,22 n=4; 0,15+ 0,36 n=4; 0,0 £ 0,71 n=6; 0,56 + 0,34 n=5, fmol/mg de proteina)
(p>0,05, ANOVA).
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Figura 24 — Efeito da administracao intracerebroventricular de estreptozotocina (STZ) e do
tratamento oral dos animais do grupo STZ com Geleia Real (STZ-GR) na expressao do
receptor muscarinico Ms, em hipocampo de ratos. Controle (CTR); Geleia Real (GR). Os
valores estao expressos como média + SEM. Valores nao diferiram entre si (p>0,05, ANOVA).
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6 DISCUSSAO

A injecdo intracerebroventricular de estreptozotocina (icv-STZ) tem sido
proposta por diversos grupos nos Uultimos anos como um modelo animal
representativo da DAE em ratos. Esse modelo foi capaz de induzir muitas das
deficiéncias moleculares, histolégicas e comportamentais presentes em humanos
acometidos pela DA. A presenca de declinio progressivo da cognicéo, fosforilacéo
de tau e agregacao amiloide, deficiéncia no metabolismo da glicose encefalica,
danos na sinalizacdo de insulina, prejuizos ao sistema colinérgico e a presenca da
microglia e astrécitos reativos, sdo caracteristicas ja evidenciadas nesse modelo
(Chen et al., 2013; Rostami et al., 2017; Biswas et al., 2018).

No presente estudo, 0s nossos resultados demonstraram que 0sS animais
injetados com icv-STZ apresentaram comprometimento cognitivo, diminuicdo na
expressao do receptor M; e alteracdes histoquimicas em células gliais. Neste sentido,
mostramos que o tratamento prolongado com a geleia real (GR) foi capaz de atenuar
os danos induzidos pela injecéo icv-STZ, observados nos testes comportamentais do
Labirinto Aquético de Morris e reconhecimento de objetos, bem como na expressao
do receptor M1 muscarinico. Além de reduzir a presenga astroglial nas regioes
hipocampais CA1, CA3, GD e HL.

Inicialmente, antes de realizarmos a cirurgia estereotaxica, validamos a
equivaléncia da capacidade de aprendizado e o desempenho da memaria espacial
entre os grupos (periodo P1l). Nosso objetivo foi avaliar se todos o0s grupos
apresentavam as mesmas condi¢cdes de aprendizado e memdria espacial antes da
cirurgia. Vale ressaltar, que a plataforma se manteve fixa no mesmo quadrante da
piscina apenas durante as tentativas feitas no mesmo dia (4 tentativas por dia), sendo
a cada dia trocada para outro quadrante aleatoriamente. Neste sentido, observamos
gue a laténcia para encontrar a plataforma foi progressivamente menor a partir da
tentativa T1 para a T4. Este fato mostra que os animais ndo sabem a localizacao da
plataforma na T1 e no decorrer das tentativas aprendem a localizacdo da plataforma,
evidenciada pela diminuicdo na laténcia para encontrar a plataforma. Esse protocolo
permitiu avaliar a memdria operacional espacial dos ratos em todos os periodos
investigados (P1, P2 e P3). Em seguida, mostramos que a inje¢ao icv-STZ, realizada
no periodo P2, foi capaz de causar prejuizos no aprendizado e memoria espacial

operacional dos ratos. Esses danos foram observados do 4° ao 20° dia ap0s a injecao,
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nos testes comportamentais do Labirinto Aquéatico de Morris, caracterizados por
aumento de laténcia para encontrar a plataforma, maior distancia percorrida e menor
tempo de permanéncia na area do contador. Estes fatos mostram que os animais do
grupo icv-STZ apresentaram uma melhora muito pequena na performance da
memoria espacial ao longo das 4 tentativas realizada em cada sesséo (dia) do teste,
a qual é caracteristica de animais com lesao hipocampal, incluindo o Giro Denteado,
como mostrado por Xavier et al., 1999.

Durante os testes foi estabelecido um intervalo de tempo entre as tentativas
de 5 min IET = 5. Estes efeitos deletérios da icv-STZ também foram observados
anteriormente por nosso grupo (Silva, 2017; Silva et al., 2020) e outros trabalhos
também relataram os mesmos prejuizos utilizando de protocolo semelhante ao usado
na presente dissertacdo (Bokare et al., 2018; Dubey et al.,, 2018). A analise dos
resultados obtidos no periodo P3 mostram os efeitos benéficos do tratamento
prolongado com a GR nos prejuizos induzidos pela inje¢céo icv-STZ. Neste sentido,
observamos uma reducéo da laténcia para encontrar a plataforma nas tentativas T2,
T3 e T4 dos animais do grupo STZ-GR em relacédo ao grupo STZ, evidenciando que
o tempo de retencdo da memodria operacional desses animais foi melhorado no
decorrer das tentativas com IET=5. No entanto, a laténcia apresentada pelos animais
do grupo STZ-GR ainda foi maior que a apresentada pelos animais do grupo controle,
mostrando um efeito parcial nos beneficios da GR sobre os animais lesionados pelo
STZ. Em estudos anteriores, n0SsSoO grupo mostrou que o tempo de intervalo entre as
tentativas p6de influenciar na retencédo da informacdo na memdria operacional dos
animais lesionados. Inicialmente foi utilizado um intervalo entre as tentativas de 15
minutos (IET =15) e foi observado que essa faixa de tempo dificultou a manifestacéo
dos efeitos benéficos da GR no grupo STZ-GR, evidenciado no desempenho da
memoaria espacial operacional dos animais, pois a informacao anteriormente retida,
nesse periodo de tempo (15 min) era perdida e o desempenho desses animais, nos
testes, se tornava equivalente aos animais lesionados (STZ) nao tratados com GR
(Silva, 2017; Silva et al., 2020). Finalmente, quando o intervalo entre tentativas
utilizado foi igual a zero (IET=0), foi possivel demonstrar os efeitos benéficos do
tratamento com GR na melhora de desempenho da memdéria operacional espacial de
ratos injetados com icv-STZ, evidenciado por uma melhora nos parametros de
laténcia, distancia e % de tempo na area do contador que foram comparaveis com 0s

animais dos grupos CTR e GR e diferiram do STZ. Assim, vemos que com o teste do
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labirinto aquético de Morris € possivel avaliar o tempo de retencdo da memdria
operacional pela variacdo do intervalo entre as tentativas. Em conjunto, esses
resultados revelam que a GR melhora os processos de retencdo da memaria espacial
operacional, porém, de uma forma dependente do intervalo de tempo entre as
tentativas.

O Teste de reconhecimento de objetos (RO) € um ensaio comportamental muito
utilizado para investigar alteracdes no aprendizado e memaria de curto e longo prazo
dependente do hipocampo em roedores. Consiste em analisar o comportamento inato
dos ratos em explorar objetos novos (a novidade) em detrimento de objetos antigos
(algo familiar) (Ennaceur e Delacour, 1988; Lueptow et al., 2017). Diversos estudos
realizados nos ultimos anos demonstraram que a administracdo icv-STZ no cérebro
de ratos e camundongos provoca déficits de aprendizado e memoria (Liu et al., 2014;
Santos et al., 2015; Ravelli et al., 2017). Os nossos resultados demonstraram que a
injecdo icv-STZ induziu um déficit nas memorias de curto e longo prazo dos animais
no teste de RO (grupo STZ), observados no 14° e 15° dia ap0s a lesédo. Estes
resultados estdo de acordo com investigacfes anteriores relatadas na literatura
(Elgioglu et al.,, 2013; Elcioglu et al., 2016; Ravelli et al., 2017). Entretanto, o
tratamento com GR (no grupo STZ-GR) nao foi capaz de reverter os prejuizos tanto
na memoria de curto como de longo prazo avaliadas pelo teste de RO. Apesar disso,
0s grupos STZ-GR, GR e CTR néo diferiram significativamente entre si, o que indica
uma tendéncia do tratamento com GR em preservar essas memoarias. Podemos dizer
gue os déficits observados no aprendizado e memoria espacial operacional, avaliada
no labirinto aquatico de Morris e na memdria de curto e longo prazo, avaliada no teste
de reconhecimento de objetos, observados no presente estudo em animais injetados
icv-STZ poderiam estar relacionados a lesfes nas regiées do hipocampo, inclusive o
giro denteado e esses resultados estdo de acordo com outros vigentes na literatura
(Xavier et al., 1999; Moses et al., 2005; Faraji et al., 2008; Ravelli et al., 2017). Ainda
mais, em trabalho anterior mostramos que a inje¢ao icv-STZ foi capaz de induzir morte
neuronal hipocampal, aumento do nivel de estresse oxidativo no GD e no hilo. Além
disso, diminuir a neurogénese, demonstrada pela reducdo da proliferacdo e
sobrevivéncia de novos neurbnios. E o mais relevante, a GR foi capaz de atenuar 0s
efeitos deletérios do STZ (Silva, 2017; Silva et al., 2020).

Referente a avaliacdo da atividade geral medida em Campo Aberto, a injecao

icv-STZ nédo causou alteracdes significantes na frequéncia de locomocéo, levantar,
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tempo de limpeza e tempo de parado em relagéo aos animais dos grupos CTR e GR.
Portanto, podemos dizer que os animais icv-STZ ndo apresentaram déficit motor,
visto que a atividade de locomogéao e levantar ndo diferem do controle. Neste sentido,
em trabalho anterior de nosso grupo (Silva, 2017; Silva et al., 2020), mostramos que
animais icv-STZ apresentam uma velocidade de natacdo igual aquela dos animais
controle no teste de labirinto aquatico de Morris e que o teste do labirinto em cruz
elevado, ndo mostrou indicios de ansiedade. O ensaio de CA foi realizado no 13° dia
apos a cirurgia icv-STZ e no 7° dia ap6s o inicio do tratamento com GR. Os prejuizos
provocados por icv-STZ no aprendizado e memdria espacial dos sujeitos, assim como
os danos cognitivos e na memoria de curta e longa duracgéo identificados no teste de
Reconhecimento de Objetos, podem estar correlacionados com as alteracbes
histol6gicas também relatadas em nosso projeto.

A presenca de neuroinflamacdo mediada pela glia, incluindo microglia e
astrocitos ativados, tem sido apresentada por diversos grupos como um dos principais
agentes contribuintes para os processos neurodegenerativos e déficits cognitivos
observados na DA (Fakhoury et al., 2018). Vale salientar, que esse fenémeno também
se encontra presente em diversas doencas neurodegenerativas com diferentes
etiologias (Hansen et al., 2018). Estudos mostram que os cérebros post-mortem de
pacientes com DA apresentam niveis elevados de varias citocinas pro-inflamatoérias
relacionadas a glia reativa (Fuster-Matanzo et al., 2013). Outra caracteristica comum
em individuos com DA € a presenca da microglia e de astrocitos ativados
concentrados proximos de placas amiloides. Essas descobertas sustentam as
hipéteses que colocam a inflamacdo no SNC como um evento fundamental na
patogénese da DA (Morimoto et al., 2011; Wang et al., 2015; Hansen et al., 2018).

As andlises histologicas de nosso trabalho mostram que os animais icv-STZ
(grupo STZ) apresentaram um aumento expressivo da presenca de astrécitos e
micréglia em todas as regifes do hipocampo (CA1l, CA3, GD e HL) em comparacao
com os grupos CTR e GR. Os animais icv-STZ tratados com GR por 14 dias
consecutivos (grupo STZ-GR), apresentaram uma reducao significante de astrocitos
(imunorreatividade para GFAP) nas regides do GD, HL, CA3 e CAl. Entretanto, o
tratamento com a GR (grupo STZ-GR) nao foi capaz de reverter o aumento na
ativacdo de células microgliais (imunorreatividade para IBA-1) causado por icv-STZ
em nenhuma das regides do hipocampo investigadas (CA1, CA3, GD e HL). Vale

pontuar que outras investigagfes também demonstraram que a neuroinflamacgéo é
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uma caracteristica presente no modelo da DAE em roedores injetados com icv-STZ
(Chen et al., 2013).

Diversos trabalhos tém relatado que a ativacdo microglial e de astrécitos, por
meio de eventos patoldgicos que resultem em perda da homeostase ou alteracdes
teciduais, induzem processos dinamicos de natureza dupla que podem resultar em
efeitos benéficos ou prejudiciais para o cérebro (Heneka et al., 2015; Fakhoury, 2018).
A resposta inflamatéria mediada por astrdcitos e pela micréglia, diante de insultos no
SNC é complexa e dependente de uma série de fatores, como o estado de ativacédo
das células, o ambiente circundante, o estagio da doenca e a forma como a regido
cerebral é lesionada (Hansen et al., 2018; Frost et al., 2019). Mesmo nos diferentes
modelos animais de lesdo cerebral traumatica (TCE) esse padrdo se repete e a
resposta inflamatdria mediada pela microglia e astrécitos, a primeira linha de defesa
para iniciar uma cascata inflamatoria ao detectar o perigo, € gerada de forma
dependente da natureza da leséo, tempo e gravidade, revelando o caracter dualistico
e complexo das respostas gliais (Karve et al., 2016). Por exemplo, astrocitos e
microglia podem produzir uma variedade de fatores neuroprotetores que ajudam a
prevenir lesdes neuronais, sdo elementos criticos para o reparo do tecido nervoso e
contribuem principalmente para a melhora da funcdo neuronal e do desempenho
cognitivo. Por outro lado, quando ativados, podem liberar uma variedade de
mediadores pro-inflamatérios que criam um ambiente autodestrutivo que contribui
para neurodegeneracdo, além disso, estdo associados a placas amiloides e
emaranhados neurofibrilares intracelulares no cérebro de pacientes com DA
(Rodriguez-Arellanoet al., 2016; Hansen et al., 2018; Fakhoury, 2018). E importante
destacar que a microglia ativada pode sintetizar citocinas (lI-1a, TNFa e C1q) que
ativam astrécitos, inclusive os astrocitos reativos neurotéxicos Al, um tipo celular
presente em doencas neurodegenerativas humanas como a DA e que sdo altamente
reativos com capacidade de induzir a morte de neurénios e oligodendrocitos (Liddelow
et al., 2017). Curiosamente, 0s astrocitos também possuem a capacidade de regular
de forma significativa a ativacao microglial (Hailer et al., 2001) e também sdo capazes
de atenuar respostas inflamatérias microgliais em ambientes com privacdo de
oxigénio e glicose (in vitro) (Kim et al., 2010). Apesar do tratamento com a GR néo ter
apresentado efeitos significativos na reducdo das células positivas para IBA-1
(microglia) nos ratos injetados com icv-STZ, trabalhos recentes utilizando diferentes

protocolos, revelaram efeitos relevantes da GR na reducao da neuroinflamagé&o. O 10-
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HDA representa o principal componente da fragéo lipidica da GR. Este composto foi
capaz de reduzir as concentracfes de microglia e astrocitos ativados no hipocampo e
no coértex de camundongos macho (C57BL/6J) injetados com LPS intraperitoneal em
um modelo animal de neuroinflamacéo (You et al., 2019). Em outro estudo que utilizou
um modelo murino de células da microglia BV2 (in vitro) incubadas com LPS, a GR
apresentou um efeito anti-inflamatério capaz de inibir a expressao dos niveis de
MRNA e de proteinas de dois importantes agentes de processos inflamatérios, 0 iINOS
e COX-2, também foi capaz de alterar a expressdo de mRNA de IL-6, IL-18 e TNF- a
e reduziu o estresse oxidativo. Esses mecanismos se deram por meio da supressao
da fosforilacdo das vias de sinalizacdo IkB-a, p38 e JNK e pela inibicdo da
translocacdo de NF-kB subunidade p65 (You et al., 2018). Em outro trabalho recente
envolvendo o 10-HDA em um modelo animal de neuroinflamacéo por LPS, a ativacao
da via AMPK/ PI3K/ AKT por 10-HDA demonstrou desempenhar um papel importante
na neutralizacdo do estresse oxidativo, suprimindo a producéo de espécies reativas
de oxigénio na barreira hematoencefalica (BBB) de camundongos C57BL/6 (You et
al., 2019). Ainjecéo icv-STZ provoca a inibicdo das proteinas da via AMPK/ PI3K/ AKT
e como consequéncia provoca alteracbes que estdo envolvidas no aumento do
estresse oxidativo e neuroinflamacao (Deng et al., 2009). Em contrapartida, a GR e
seus constituintes isolados tém apresentado resultados positivos na melhora da
capacidade cognitiva de animais com lesdo neuronal, na reducdo do estresse
oxidativo e da neuroinflamacéo.

Pesquisas mostram que o estresse oxidativo, decorrente do desequilibrio de
espécies reativas de oxigénio (EROSs), representa um papel central na fisiopatologia
de doencas neurodegenerativas, incluindo a DA (Kim et al., 2015). Em estudos
anteriores do nosso laboratério, demonstramos que a administracdo de icv-STZ é
capaz de aumentar os niveis de estresse oxidativo no giro denteado e no hilo do
hipocampo, além disso, mostramos que o tratamento prolongado com GR possui
efeito antioxidante no hilo e tendéncia de efeito antioxidante no giro denteado do
hipocampo. Vale ainda pontuar, que os danos oxidativos identificados anteriormente
por nosso grupo no modelo icv- STZ estdo de acordo com outras evidéncias citadas
na literatura atualmente (Gupta et al., 2019). Diversos trabalhos tém relatado efeitos
antioxidantes da GR. Por exemplo, como um eliminador de radicais livres, no modelo
de diabetes mellitus humano e animal, no alivio do estresse oxidativo, na

espermotoxicidade e nefrotoxicidade em ratos, além de efeitos antioxidantes
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associados a neuroprotecao (Kocot et al., 2018). Desta forma, podemos considerar
que a reducgdo nos niveis de astrocitos ativos nas regides hipocampais de CA3, GD,
HL e CAl sejam decorrentes do efeito antioxidante e neuroprotetor da GR que, desta
forma colabora para a recuperacao/reversao dos danos causados pela injecéo icv-
STZ, incluindo o estresse oxidativo (presente na neuroinflamacao) e a modulacéo de
vias de sinalizacdo como a AMPK/ PI3K/ AKT pelo acido 10-HDA. Em adicédo, esses
processos podem ser refletidos na melhora da memdria espacial operacional e na
tendéncia de melhora na memaria de curto e longo prazo dos ratos submetidos a leséo
cerebral pelo STZ. Finalmente, podemos dizer que a injecéo icv-STZ causou prejuizos
nas memoria espacial operacional medida em labirinto aquatico de Morris e memoria
de curto e longo prazo avaliadas pelo teste de Reconhecimento de Objetos e
promoveu a ativacdo glial, da micréglia e de astrocitos. Ainda, observamos que o
tratamento prolongado com geleia real foi capaz de induzir efeitos benéficos tanto no
aprendizado e memaoria como na diminui¢ao da reatividade glial. Assim, nossos dados
reforcam diversos estudos que mostram a geleia real como um composto promissor
para o desenvolvimento de novas terapias direcionadas ao tratamento de doencas
neurodegenerativas e regulacéo do estresse oxidativo.

Diversos estudos da literatura tém mostrado que a administracao
intracerebroventricular de STZ promove alteracdes na neurotransmissao colinérgica.
Neste sentido, foram descritos diminui¢cdo nos niveis e atividade da acetilcolina e da
colina acetiltransferase (Sorial et al., 2017; Sonkusare et al., 2005; Sodhi e Singh,
2013). Contrariamente, um aumento da atividade da enzima acetilcolinesterase foi
também mostrado (Sorial et al., 2017; Sonkusare et al., 2005; Sodhi e Singh, 2013).
Além disso, vale ressaltar, que os prejuizos apresentados no aprendizado e memoria
de ratos apOs administracao intracerebroventricular de STZ também séo atribuidos a
disfuncéo colinérgica (Nitsch e Hoyer, 1991; Bokare et al., 2018). Dentre os 5 subtipos
de receptores muscarinicos, o receptor M; esta expresso de forma predominante no
hipocampo (Abrams et al., 2006; Cardoso et al., 2010). Em adicdo, evidéncias
farmacol6gicas sugerem que a acetilcolina atuando no receptor muscarinico do
subtipo M1 pode mediar os efeitos cognitivos e a plasticidade sinaptica do hipocampo
(Ballinger et al., 2016). A estimulacéo do receptor M1 provoca a ativacéo das proteinas
Gaq que esta relacionada com a hidrdlise do fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP>),
produzindo inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG), uma acado mediada pela
enzima fosfolipase C (PLC) (Porter et al., 2002; Nash et al., 2004; Willets et al., 2004).
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Os receptores de IP; podem mediar a propagacéo de ondas de Ca?* em dendritos do
hipocampo induzidos pela ativacdo de receptores muscarinicos (Power e Sah, 2002).

No presente estudo foram também investigadas as possiveis alteracdes
induzidas pela injecdo intracerebroventricular de estreptozotocina (STZ) e do
tratamento de animais STZ com Geleia Real (STZ-GR) sobre os subtipos receptores
muscarinicos (M1 - Ms) no hipocampo, uma &rea cerebral importante para 0s
processos cognitivos. Para isso, ensaios de imunoprecipitacdo com anticorpo primario
policlonal que reconhece a regido aminoterminal de cada um dos cinco subtipos dos
receptores muscarinicos foi determinado em receptor solubilizado, obtido de
preparacdo de membrana de hipocampo de ratos dos diferentes grupos
experimentais. A injecdo intracerebroventricular de estreptozotocina induziu uma
diminuicdo significativa na expressao do subtipo M1 quando comparada ao controle.
O tratamento dos animais STZ com geleia real (STZ-GR) recuperou a expressao
desse subtipo, similar ao observado no grupo controle. No que diz respeito ao controle
positivo (grupo GR), ndo foi observada diferenca significante na expressao do receptor
M: quando comparado aos animais do grupo controle e STZ-GR, sugerindo, em
conjunto, um efeito da geleia real sobre a expressao desse subtipo de receptor. Por
outro lado, quando os subtipos M2, M3, M4 e Ms foram analisados, ndo foi detectada
diferenca significante na expressao desses receptores entre 0s animais dos diferentes
grupos experimentais (CTR, STZ, STZ-GR e GR). Assim, estes resultados indicam
uma modulagéo diferencial do subtipo M: dos animais que receberam injecéao
intracerebroventricular de estreptozotocina. Além disso, o tratamento desses animais
com geleia real recuperou a expressdo do receptor M1 no hipocampo, indicando um
papel importante sobre a neurotransmissdo colinérgica muscarinica. E importante
enfatizar que foi avaliado o perfil de expressdo de cada subtipo de receptor
muscarinico no hipocampo determinado em animais do grupo controle (M1 > M2 > M3
= Ms > Ms). Esse perfil foi similar ao reportado na literatura através de diferentes
técnicas, tais como, estudos de imunohistoquimica em hipocampo de ratos machos
(Levey, 1993), estudos de ligacdo da [*HJNMS em hipocampo de camundongos
machos geneticamente modificados, deficientes em um dos cinco genes que
codificam os subtipos de receptores muscarinicos (Oki et al., 2005) e em ensaios de
imunoprecipitacdo em hipocampo de ratas fémeas na fase de proestro (Cardoso et
al., 2010). Assim, esses resultados obtidos em nosso laboratério refletem que os

ensaios foram realizados dentro de condi¢cdes experimentais ideais.
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O mecanismo de a¢do da injecao intracerebroventricular de STZ no cérebro
tem sido atribuido a diminuicdo (Agrawal et al., 2009), dessensibilizacdo dos
receptores de insulina, regulacdo negativa do substrato do receptor de insulina e
hipometabolismo de glicose (Wang et al., 2010). Evidéncias indicam que os receptores
muscarinicos atuam nos processos que envolvem a protecdo de células neuronais
contra a apoptose induzida por diferentes estimulos, inclusive citocinas pro-
inflamatdrias e agentes pré-apoptéticos (De Sarno et al., 2005). Estudos recentes, em
modelo animal de diabetes mellitus induzido por STZ (MLD-STZ), revelaram que 0s
receptores muscarinicos possuem papel importante na regulacdo positiva da
producdo de insulina e protecdo contra a apoptose induzida por STZ (Fernandez-
Cabezudo et al.,, 2019). Esses achados sugerem que 0S receptores muscarinicos
podem influenciar as alteracdes metabodlicas decorrentes das anormalidades na
sinalizacdo de insulina. Entretanto, os mecanismos envolvendo o papel dos
receptores muscarinicos na modulacédo da insulina no SNC e na DA precisam ser
melhor esclarecidos.

Estudos realizados nos ultimos anos tém mostrado o envolvimento do receptor
M1 nas principais alteragdes patologicas encontradas na DA (Medeiros et al., 2011).
Em adicéo, diferentes investigacdes tém também mostrado que a ativacéao do receptor
muscarinico M1 promove efeitos antioxidantes in vitro (Xin et al., 2020; Espada et al.,
2009) e in vivo (Frinchi et al., 2019). Além disso, efeitos anti-inflamatérios no
hipocampo de roedores em modelos de deméncia também foram observados (Frinchi
et al., 2019; Cuello et al.,, 2019; Medeiros et al.,, 2011). Estudos mais recentes
relataram que a estimulacéo do receptor muscarinico M; ativa mecanismos de inibicao
de mediadores pro-inflamatorios de forma seletiva (IL-1B e IL-6), ainda, sugerem que
esse mecanismo esta envolvido em processos de regulacdo de memodria e
aprendizado (Konar et al., 2019). Por fim, ensaios clinicos de pacientes com DA
demonstraram que a estimulacdo desse subtipo de receptor esta associada a
regeneracao neural e a diminuicdo da concentragcdo de (B-amildide (Verma et al.,
2018).

Nossos resultados, em conjunto com os dados da literatura, corroboram e
sustentam os relatos no que diz respeito aos efeitos deletérios da injecao
intracerebroventricular de STZ sobre a neurotransmissdo colinérgica muscarinica.
Assim, pela primeira vez, identificamos alteracdes na expressdo do receptor

muscarinico do subtipo M1 no hipocampo em animais submetidos ao modelo icv-STZ.
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Tais alteragbes estdo em concordancia com os déficits cognitivos e a
neuroinflamacao, caracteristicas amplamente citadas na literatura, presentes tanto em
pacientes com DA como no modelo de administragao intracerebroventricular de
estreptozotocina. O tratamento com GR foi capaz de restabelecer os receptores do
subtipo Mi. Além disso, a recuperacao desse subtipo de receptor correlacionou-se
com a recuperagdo da memodria de trabalho e com a reducdo da neuroinflamacao
mediada pela glia. Estudos futuros seréo necessarios para determinar 0s mecanismos
envolvidos no processo de restabelecimento do subtipo muscarinico M1 no hipocampo
apos administracéo de geleia real. Porém, a atividade antioxidante e os efeitos anti-
inflamatérios do tratamento de animais STZ com Geleia Real, ja foram apresentados
previamente por nosso grupo e podem estar envolvidos e justificar esse efeito (Silva
et al., 2020).

Assim, todos o0s parametros analisados no presente trabalho estdo
relacionados com os efeitos neuroprotetores no hipocampo apos a administracdo oral
de geleia real. Esses efeitos benéficos no cérebro podem ser atribuidos a alguns
compostos da geleia real, os quais podem ser absorvidos pelo trato gastrointestinal e,
assim, capaz de atravessar a barreira hematoencefalica. Nesse sentido, entre as
substancias ativas na geleia real destacamos pequenos peptideos (obtidos a partir da
hidrolise das principais proteinas da geleia real, MRJPs), aminoacidos livres, os acidos
graxos de 10 atomos de carbono, acido 10-hidroxi-2-decendico (10-HDA) e acido 10-
hidroxidecanoico, além de 6xido de AMP-N1 (Cornara et al., 2017; Kocot et al., 2018).
Foi demonstrado que pequenos peptideos, com residuos de 2-4 aminoacidos
isolados da GR contendo residuos de Tyr no terminal C, apresentam forte atividade
sequestradora de radical hidroxil, a qual é sugerida agir como sequestradores de
radicais livres (Guo et al., 2009). Com relacédo ao acido 10-hidroxi-2-decendico (10-
HDA), o principal e uUnico &acido graxo encontrado especificamente na GR, foi
demonstrado que ele participa da producédo de moléculas importantes para a funcao
cerebral como fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) (Ito et al., 2003; You et
al., 2018) e neurogénese em células progenitoras neurais (Hattori et al., 2007). Weiser
et al., 2017 relataram que o acido 10-hidroxi-2-decendico aumentou a viabilidade e o
crescimento dos neurdnios hipocampais e o uso de modelos in vitro de
neurodegeneracao relacionada a idade mostrou que este acido graxo foi capaz de
reduzir a morte celular. Além disso, foi observada uma diminuicdo da ansiedade em

ratos machos idosos tratados com 10-HDA (Weiser et al., 2017). Outro componente
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da GR que poderia responder, pelo menos em parte, pelos beneficios neuronais da
GR é o monofosfato de adenosina (AMP) N1-6xido, que é encontrado apenas na GR,
e apresenta um fator neurotréfico. Assim, o AMP N1-6xido induz o processo de
neurite, suprime a proliferacdo de células PC12 e estimula a expressdo de uma
proteina especifica de neurénios maduros, demonstrando sua atividade estimuladora
para induzir a diferenciacdo neuronal de células PC12. Além disso, foi sugerido que o
AMP N1-6xido atua em receptores de adenosina acoplados a adenilil ciclase e poderia
desempenhar um papel na modulacéao da funcé&o neuronal por meio de receptores de
adenosina (Hattori et al., 2007; Hattori et al., 2010).

Em suma, o tratamento com geleia real reduziu os efeitos deletérios sobre a
cognicao, a reatividade das células astrogliais do hipocampo e recuperou a expressao
do mAChR M; em ratos submetidos ao modelo de DA induzida por icv-STZ. Assim, a
geleia real e seus componentes podem ter um potencial valor terapéutico para o
tratamento de déficits cognitivos com acdo benéfica para o sistema colinérgico
muscarinico hipocampal e em processos degenerativos em células gliais e neuronais.

Por fim, podemos levantar a hipotese de que a reducdo dos receptores
muscarinicos M parece ser uma expressao final do processo degenerativo induzido
por STZ. O estresse oxidativo induzido por STZ (Silva et al., 2020) pode levar a
ativacao glial, que pode desencadear um processo inflamatério, juntamente com a
acao da lesao induzida por STZ e, consequentemente, reducédo do fornecimento de
energia. Isso levaria a uma reducdo neuronal, perda da resposta da neurogénese
(Silva et al., 2020) e a consequente reducao dos receptores muscarinicos que levaria
a um déficit cognitivo.

Assim, nossos dados corroboram diversos estudos que mostram a geleia real
como um composto promissor para o desenvolvimento de novas terapias voltadas ao
tratamento de doencas neurodegenerativas e regulacdo do estresse oxidativo. No
entanto, os mecanismos pelos quais o RJ e/ou quais componentes atuam como

protetores na neurodegeneracdo precisam de mais estudos.
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7 CONCLUSAO

* Aadministragéo icv-STZ causou prejuizos na memdaria operacional espacial de

ratos Wistar observados no teste do labirinto aquatico de Morris.

* A administragdo prolongada de Geleia Real melhorou o desempenho dos
animais submetidos a injecdo icv-STZ no parametro laténcia para encontrar a

plataforma no teste do labirinto aquatico de Morris.

* Os animais do grupo STZ apresentaram prejuizos ha memoria de curto (1h) e
longo prazo (24h) no teste de Reconhecimento de Objeto Novo, porém o

tratamento com GR n&o conseguiu amenizar a lesdo causada por STZ.

* A administracédo icv-STZ e/ou o tratamento prolongado com Geleia Real em
ratos ndo provocaram alteracdes na atividade exploratéria medida em Campo
Aberto.

* Aadministragéo icv-STZ causou um aumento da imunorreatividade para GFAP

e IBA-1 em todas as regides do hipocampo avaliadas (GD, HL, CA3 e CAl).

+ O tratamento com GR foi capaz de reduzir os niveis da imunorreatividade para
GFAP no GD, HL e CA3, mas nao conseguiu reduzir a imunorreatividade para
IBA-1.

* A administracdo intracerebroventricular de estreptozotocina (STZ) induziu uma
reducdo na expressao do receptor muscarinico do subtipo M. Além disso, o
tratamento dos animais STZ com Geleia Real (STZ-GR) foi capaz de restaurar
0s niveis de expressdo deste subtipo no hipocampo, sugerindo um papel

importante sobre a neurotransmissao colinérgica muscarinica.
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