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RESUMO

A Doenca de Alzheimer (DA) € a principal causa de deméncia na atualidade, € nenhum
tratamento foi estabelecido como capaz de diminuir ou impedir a progressdo desta condicao e
os danos nela presentes. Na busca de novas opdes terap€uticas, a Noz Persa (Juglans regia)
vem demonstrando diversos efeitos benéficos na fun¢do neuronal. A presente investigacao
buscou induzir o déficit na memoria de trabalho por meio da administracdo da Dizocilpina
(MK-801) e avaliou se a suspensao com Noz Persa previne esse déficit em modelo murino, por
meio do teste do Labirinto em Y, além de ter avaliado a presenca de efeito desta suplementagao
na atividade locomotora dos animais. O estudo utilizou 18 camundongos Swiss, machos com
idade aproximada de 06 semanas. Os diferentes grupos receberam suplementacdo com
suspensdo da Noz Persa (2g/kg v.0.), Souvenaid® (0,1ml/g v.0.), ou solugdo salina 0,9%
(0,Iml/g v.0.) por 5 dias. No 6° dia do estudo, os animais receberam MK-801 (0,15mg/kg i.p.)
ou Solucado Salina (i.p.), e foram submetidos aos testes do Labirinto em Y e Rota Rod. Os dados
foram tabulados e analisados por meio da andlise de varidncia (ANOVA) e teste post hoc de
Tukey. Na andlise dos resultados obtidos no teste de Labirinto em Y, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos quanto ao Numero de Entradas (p=0,075),
Numero de Alternancias (p=0,337) ou Porcentagem de Alternancias (p=0,173). No teste Rota
Rod, nos tempos de 30, 60 e 120 minutos apds o Labirinto em Y, ndo se evidenciou diferenca
significativa entre os grupos quanto ao Numero de Quedas (p=0,862; p=0,845; p=0,879) e
Tempo de Permanéncia (p=0,711; p=0,573; p=0,623). O presente estudo ndo demonstrou
beneficio sobre a memdria de trabalho com o uso da suspensdo de Noz Persa administrada por
5 dias. Além disso, o estudo ndo demonstrou efeito locomotor secundério a suplementacao.
Vale ressaltar a importincia desta etapa pré-clinica para o norteamento dos experimentos
futuros visando aprimorar as limitacdes evidenciadas neste estudo e permitir melhor avaliagao
dos efeitos da suplementacio e a elucidacio do tempo de administracdo e dose de

suplementagdo adequada.

Palavras-Chave: Doenca de Alzheimer. Memoria de Trabalho. Noz Persa. Modelo Animal.



ABSTRACT

Alzheimer's Disease (AD) is the main cause of dementia today, and no treatment has been
established as capable of reducing or preventing the progression of this condition and the
damage present in it. In the search for new therapeutic options, the Persian walnut (Juglans
regia) has shown several beneficial effects on neuronal function. The present investigation
project sought to induce the deficit in working memory through the administration of
Dizocilpine (MK-801) and evaluated whether the Persian walnut suspension prevents this
deficit in a murine model, using the Y-maze test, in addition, evaluating the presence of an
effect on the locomotor activity of the animals. The present study used 18 male Swiss mice
aged approximately 6 weeks. The different groups received supplementation with Persian
walnut suspension (2g/kg), Souvenaid® (0.1ml/g), or 0.9% saline solution (0.1ml/g) for 5
days. On the 6th day of the study, the animals received MK-801 (0.15mg/kg) or Saline
Solution (control groups) and were submitted to the Y Maze and Rota Rod tests. Data were
tabulated and analyzed using analysis of variance (ANOVA) and Tukey's post hoc test. In
the analysis of the results obtained in the Y-maze test, there was no statistically significant
difference between the groups regarding the Number of Total Entries (p=0.075), Number of
Alternations (p=0.337) or Percent Spontaneous Alternations (p=0.173). In the Rota Rod test,
at 30, 60 and 120 minutes, after Y-maze test there was no significant difference between the
groups regarding the Number of Falls (p=0.862; p=0.845; p=0.879) and Latency (p=0.711;
p=0.573; p=0.623). The present study showed no benefit on working memory with the use of
Persian Nut suspension for 5 days. In addition, the study showed no locomotor effect
secondary to supplementation. It is worth emphasizing the importance of this pre-clinical
stage to guide future experiments in order to improve the limitations evidenced in this study
and allow a better evaluation of the supplementation effects of Persian walnut and elucidate

the adequate administration time and dose of supplementation.

Keywords: Alzheimer's Disease. Working Memory. Persian Walnut. Animal Model.
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1 INTRODUCAO

A Alzheimer’s Disease International (ADI) estima em 46,8 milhdes o nimero de
pessoas com deméncia no mundo em 2015, que quase duplicaré para 74,5 milhdes em 2030, e
novamente, para 131,5 milhdes em 2050. Dados globais de 2016 apontaram a deméncia como
a 2% maior causa de morte em individuos maiores de 70 anos, € 23 maior causa de anos de vida
perdidos ajustados por incapacidade no mundo, refletindo o impacto social e funcional das
deméncias em seus portadores (NICHOLS, 2019).

A principal e mais comum causa de deméncia é a Doenga de Alzheimer (DA), uma
condicao neurodegenerativa e progressiva, que carrega um grande impacto no cendrio mundial
(ALZHEIMER’S ASSOCIATION, 2017). Atualmente, nenhum tratamento para a DA foi
estabelecido como capaz de diminuir ou impedir a progressdo da doenca e os danos nela
presente. Em termos farmacoldgicos, as drogas atualmente utilizadas na condugdo desta doenca
agem apenas no controle das manifestagdes clinicas (ALZHEIMER’S ASSOCIATION, 2017;
KHOURY, 2017).

Uma diversidade de compostos presentes nas nozes tem sido estudados e vem
demonstrando potencial terap€utico na protec¢do contra dano por estresse oxidativo, atenuagao
de fendmeno neurodegenerativo, controle de atividade da acetilcolinesterase, e reducdo de
formagdo [-amiloide (AP) e de hiperfosforilacao da tau, por diversos mecanismos (GORIJI,
2018; SADHUKAN, 2018). Dentre os compostos associados a esses efeitos estdo os dcidos
graxos insaturados, fitosterdis, vitaminas B e E, compostos fendlicos, e proteinas, podendo ser
encontrados em diferentes nozes como noz persa, améndoa e aveld (GORIJI, 2018).

A Noz Persa, possui composi¢do rica em acidos graxos poli-insaturados (PUFAs),
como 4cido linoleico e a-linolénico, 4cidos graxos monoinsaturados, como o dcido oleico, além
de fendis, tocoferdis e fitoesterdis (GHARIBZAHEDI, 2011) e por isso esta noz, de forma
isolada ou em conjunto com outras nozes, vem sendo utilizada em diversos estudos
relacionados a melhora da fun¢do cognitiva dos individuos (LIU, 2021; SALA-VILA, 2020;
PRIBIS, 2011; KNIGHT, 2016; ZOU, 2016).

Em estudo in vitro, o extrato da noz persa demonstrou controlar e reduzir estresse
oxidativo e morte celular mediada por f-amiloide (MUTHAIYAH, 2011).

Estudos in vivo em animais demonstraram melhora em déficit cognitivo, de memdria, e
aprendizagem, relacionados a suplementacio com a noz persa (MUTHAIYAH, 2014;
HARANDI, 2015; LIOU, 2020; ESSELUN, 2021; MOON, 2022), ou com peptideos extraidos

desta (ZOU, 2016), em ratos modelos de DA ou com déficit cognitivo induzido. Além disso,
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Fernandez-Fernandez et al. (2012), intervindo com dieta rica em polifendis e dcidos graxos
poli-insaturados, demonstraram que nao houve efeito da suplementagdo em ratos com placas
amiloides ja formadas, enquanto os que possuiam idade anterior a formacdo da placa, no
momento da intervengdo, tiveram atraso da formacao desta por reducao dos niveis AP no
hipocampo.

Quanto aos ensaios clinicos, o estudo de Sala-Vila et al. (2020) sugeriu que a
suplementagdo da noz pode desacelerar o declinio cognitivo no subgrupo de maior risco. Por
outro lado, Pribis et al. (2011), ndo obteve melhora de humor, raciocinio e de memodria em
individuos jovens saudaveis apds suplementagdo com a noz persa.

Stavrinou et al. (2020) encontrou que uma suplementa¢cdo com férmula rica em éacidos
graxos poliinsaturados de cadeia longa se relacionaram a melhora de capacidade funcional e
fun¢do cognitiva em idosos. Quinn et al. (2010), Phillips et al. (2015) e Andrieu et al. (2017),
entretanto, com suplementacdo dos acidos graxos 6mega 3, como o Eicosapentaenoico (EPA)
e Docosahexaenoico (DHA), produtos dos dcidos linoleico e alfa-linolénico, ndo encontraram
beneficio cognitivo e funcional significante nos pacientes que receberam a intervengao.

Com esta mesma intervencdo Kulzow et al. (2016) encontrou melhora significante de
memoria em individuos saudaveis, de 50-75 anos, e em Shinto et al. (2014) a combinacao de
Omega-3 com 4cido lipdico mostrou desacelerar declinio cognitivo e funcional em individuos
com Alzheimer.

Considerando a necessidade de novas opgdes terapéuticas para o tratamento da
deméncia de Alzheimer e outras deméncias, devido as poucas alternativas futuras, com alto
custo financeiro e social, em uma proje¢do exponencial de crescimento de casos de uma
condicdo com desfechos bastante negativos, a comunidade cientifica vislumbra novos
tratamentos para esta condi¢cao. Conforme apresentado, o efeito da suplementacdo da noz persa,
ainda € controverso na literatura, apesar dos beneficios dos seus componentes lipidicos e
proteicos. Assim, esse projeto justifica-se dentro da importancia da busca de uma terapéutica

acessivel e com minimos efeitos colaterais esperados.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

» Investigar o efeito da suplementacdo da Noz Persa (Juglans regia) sobre os parametros

de memodria em camundongos machos.

2.2 Especificos

» Induzir o déficit de memdria de trabalho nos animais e avaliar o efeito da suplementacio
da Noz Persa;
» Avaliar se a suplementagdo da Noz Persa pode causar um efeito miorrelaxante nos

animais.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Memoria de Trabalho

O conceito de memdria € uma questdo cujo debate persiste ha séculos, havendo
diversas definicdes sob diferentes perspectivas. Para um neurobiologista, a memoria é a
aquisi¢do, o armazenamento e a evocacao de informagdes (QUEVEDO e IZQUIERDO, 2020).
Para um psicélogo, a memdria consiste na aprendizagem que persiste através do tempo, ou seja,
informagdes armazenadas que podem ser recuperadas posteriormente (MYERS e DEWALL,
2017). Ou mesmo, em uma visdo mais ampla, um fisico poderia definir a memdria como a
informagdo armazenada ao se organizar a matéria contra sua tendéncia natural a desordem,
assim gastando energia no processo (HAWKING, 2015).

Nas neurociéncias, o conceito de memodria é classicamente dividido quanto ao
conteudo: memorias ndo declarativas (procedural, emocional e de musculatura esquelética) e
memorias declarativas (semanticas e episddicas); € quanto a sua duragdo: na qual as memorias
declarativas podem ser divididas em memoria de trabalho, de curto prazo e de longo prazo
(BEAR, CONNORS e PARADISO, 2017).

A memoria de trabalho, também chamada de memdria operacional, faz parte das
funcdes executivas de alta ordem (CLARK e BECK, 2010). Seu papel € manter a informagao
“online” por alguns segundos ou poucos minutos, permitindo que nossas a¢des tenham uma
noc¢do de continuidade temporal e realizando um monitoramento das informagdes que estdo
sendo captadas, regulando assim a aquisi¢do de novas memdrias. Apesar de ser processada pelo
cortex pré-frontal, a memoria de trabalho estd intrinsecamente envolvida com conexdes em
outras areas cerebrais, como a amigdala, que identifica valéncias emocionais, € hipocampo, que
averigua se as informac¢des monitoradas sdo novas ou ndo (IZQUIERDO, 2018).

Dentre os prejuizos apresentados na CCL e DA, encontram-se os déficits de memdria,
incluindo a memoria de trabalho, que pode aparecer nos estagios iniciais da doenca e podendo
prever seus niveis de declinio cognitivo ao longo do tempo (GILMOUR, 2019; ZOKAEI, 2019,
2020). Estudos recentes da neuropsicologia demonstram evidéncias do papel do lobo médio
temporal e do hipocampo, na integragdo e coordenagao das informacdes de alta resolugdo que
pertencem a memdria de longo prazo e que também serdo importantes no dominio da percepgao
e da memoria de trabalho (YONELINAS, 2013). Porém ha evidéncias de estudos na qual
estruturas do hipocampo e lobo médio temporal desempenham papel semelhante na ligagcdo de

informacdes em periodos muito mais curtos na memodria de trabalho (OLSON, 2006;
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HANNULA, 2006). Em consisténcia com esse modelo, uma importante linha de pesquisa
forneceu evidéncias de que a capacidade de reter caracteristicas ligadas a memdria de trabalho
também € criticamente afetada na DA (ZOKAEI, 2019, 2020; KIROVA, 2015).

Outros diversos transtornos mentais estdo relacionados com déficits da memoria de
trabalho, o que acarreta dificuldades no aprendizado e na realizacdo de tarefas, prejudicando
ainda mais a qualidade de vida desses pacientes (IZQUIERDO, 2018). Entre os quais, podemos
citar a depressdao (NIKOLIN et al., 2021), o transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade
(TDAH) (MILLAN et al., 2012), a esquizofrenia (MILLAN et al., 2012), o transtorno
obsessivo-compulsivo (TOC) (MERAM et al., 2021), e os transtornos do espectro autista
(TEA) (RABIEE et al., 2018).

3.2 Sindromes Demenciais e a Doenca de Alzheimer

A Sindrome Demencial trata-se de uma condicdo que engloba diversas possiveis
etiologias e que possui algumas caracteristicas em comum. E caracteristico o comprometimento
de habilidades cognitivas como de memdria, aprendizado, linguagem, e solucio de problemas,
causando prejuizo importante nas atividades diarias do individuo (ALZHEIMER’S
ASSOCIATION, 2017).

Existem diferentes causas para o quadro de Sindrome Demencial, a depender da
fisiopatologia e do processo que levou ao consequente dano cerebral responsavel pelo quadro.
Dentre as principais formas de deméncia estdo a Deméncia de Alzheimer, a Deméncia Vascular,
a Deméncia Frontotemporal, e a Deméncia por Corpos de Lewy. Além disso, uma forma
comum em individuos de idade mais avancada, € a Deméncia Mista, que engloba fatores
etiolégicos de tipos diferentes de deméncias, sendo mais comum a associacdo Deméncia
Vascular e Deméncia de Alzheimer (RAZ, 2015).

Na Deméncia por Corpos de Lewy ocorre a deposicdo de agregados anormais, 0s
“Corpos de Lewy”, da proteina sindptica alfa-sinucleina, levando a processo de degeneragao
neuronal e morte celular, associado a atrofia cerebral (MCKEITH, 2004; RAZ, 2015). Ja a
Demeéncia Frontotemporal é uma importante forma de sindrome demencial no periodo pré-
senil, na qual 60% dos casos sdo de origem esporadica e apresentam achado caracteristico de
atrofia por perda neuronal e processo degenerativo em lobos frontal e temporal, progredindo
com afasia, distirbio de comportamento e personalidade, prejuizo importante na memoria e

déficits de linguagem (PAN, 2013; RAZ, 2015).
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O Comprometimento Cognitivo Vascular compreende um grupo mais heterogéneo de
desordens congnitivas de causa vascular, incluindo a propria Deméncia Vascular, ou o
comprometimento cognitivo sem deméncia. A Deméncia Vascular tem sua fisiopatologia
associada a diminuicdo do fluxo sanguineo cerebral, e aumento da permeabilidade da barreira
hematoencefalica, levando a hipdxia e efeitos prolongados de neurotoxicidade, resultando em
inflamacdo tecidual, degeneracdo, perda sinéptica e atrofia cerebral (MOORHOUSE, 2008;
RAZ,2015).

Atualmente a principal e mais comum causa de deméncia € a Doenca de Alzheimer,
uma condi¢do neurodegenerativa e progressiva, que carrega um grande impacto no cendrio
mundial atualmente (ALZHEIMER’S ASSOCIATION, 2017).

A DA possui uma manifestagao bastante varidvel. Inicialmente o sintoma mais comum
€ a perda gradual e insidiosa da capacidade de lembrar informagdes, resultado da destrui¢ao
inicial de neurdnios responsaveis por esta fungdo. Com a progressdao da doenga, neurdnios de
outras dreas vao sendo afetados e levam a outros sintomas como desorientacio em tempo e
espaco, agitacdo, sonoléncia, delirios, e por fim, perda de capacidade para desempenhar
atividades didrias como tomar banho e usar o banheiro (ALZHEIMER’S ASSOCIATION,
2017; HANE, 2017). Em quadros mais severos podem ocorrer complicagdes como imobilidade
e dificuldade para controlar a degluticdo, que tornam o individuo vulneravel a condicoes
relacionadas a ma nutricdo e desidratacdo e infecgOes, importantes causas de morte nesta
patologia (ALZHEIMER’S ASSOCIATION, 2017).

Na evolucao fisiopatoldgica e clinica da doencga, existe uma fase pré-clinica, que inicia
anos ou até décadas antes da manifestacdo de sintomas da DA, na qual ocorre anos de acimulo
de proteina [-amiloide nas superficies neuronais e nas sinapses. Nesta fase, alteragdes de
biomarcadores podem ja aparecer, apesar da auséncia de sintomatologia (HANE, 2017). E
importante salientar a possibilidade de individuo em fase pré-clinica com a patologia de
acumulo amiloide nunca chegar a desenvolver a manifestacao clinica da doenca de Alzheimer,
como bem estabelecido por Elman et al., em 2014.

No Comprometimento Cognitivo Leve (CCL), ha reducdo leve da cognicdo, que é
notada pela pessoa e pelos familiares, mas que ndo afeta a execucdo das atividades didrias
daquele individuo. Esta fase pode preceder a manifestacdo da DA, e pode até ser considerado
uma fase inicial da doenca (ALZHEIMER’S ASSOCIATION, 2017; HANE, 2017). Uma
revisdo sistematica de 32 estudos, por Ward et al. em 2013, demonstrou uma média de 32% de
individuos com CCL desenvolveram DA em 5 anos. Apesar dos avangos nos métodos

diagnésticos, o CCL causado pela patologia da DA ainda apresenta diagndstico orientado pela
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determinagdo clinica, com importante auxilio de testes cognitivos funcionais. Nesta fase, os
testes cognitivos podem se mostrar 1-1.5 derivacOes abaixo do esperado para idade e
escolaridade.

A deméncia € diagnosticada ao se evidenciar um gradual comprometimento cognitivo e
comportamental que compromete habilidade ou interfere no funcionamento do individuo em
suas atividades didrias, por meio da histdria clinica e pelo auxilio dos testes cognitivos, como
a Avaliacao Cognitiva de Montreal (MOCA) e o Mini Exame do Estado Mental (MEEM), bem
estabelecidos para o uso clinico (KAHLE-WROBLESKI, 2007; NASREDDINE, 2005).
Clinicamente, o diagndstico de deméncia inclui comprometimento em pelo menos dois dos
seguintes aspectos: memoria de informacdes recentes, linguagem, raciocinio, habilidades
visuais e espaciais, comportamento e personalidade (HANE, 2017).

A diferenciacdo da DA como etiologia da deméncia pode ser dificil em estdgios iniciais.
Na DA o comprometimento de memdoria costuma ser a primeira apresentacdo, possui inicio
insidioso e progressao dos sintomas ao longo do tempo. Além disso, um importante passo neste
diagndstico, realizado ainda na fase de CCL, € a exclusdo de outras causas de deméncia como
infeccdes, tumores e outras lesdes estruturais, dlcool, medicamentos, causas vasculares
cerebrais, deficiéncias de folato e vitamina B12, causas enddcrino-metabdlicas, além de causas
emocionais € as patologias psiquidtricas.

Atualmente, nenhum tratamento para a DA foi estabelecido como capaz de diminuir ou
impedir a progressao da doenca e os danos nela presente. Em termos farmacoldgicos, as drogas
atualmente utilizadas na conduc¢do desta doenga agem apenas no controle das manifestacdes
clinicas (ALZHEIMER’S ASSOCIATION, 2017; KHOURY, 2017).

O primeiro grupo de drogas, os Inibidores da Acetilcolinesterase, potencializam e
melhoram a transmissao colinérgica, por inibir as enzimas que degradam a Acetilcolina. A ag¢do
destas drogas se justifica na ideia de que a maioria dos sintomas neurocognitivos da DA se
originam de disfungdo colinérgica (DUMAS e NEWHOUSE, 2011). Os medicamentos
inibidores da acetilcolinesterase usados para este propdsito sdo a Donepezila, Rivastigmina e a
Galantamina. Evidéncias demonstraram efetividade destas drogas no controle sintomético de
casos leves a moderados de DA, melhorando a fun¢@o cognitiva e a realizacdo de atividades
diarias (BIRKS, 2006; BLANCO-SILVENTE, 2017). Além disso, Blanco-Silvente et al. (2017)
demonstrou reducdo da mortalidade associada ao uso destas drogas.

Outra via que algumas drogas agem atualmente é a da inibicdo dos receptores de
glutamato, N-metil-D-aspartato (NMDA). Evidenciou-se que o acumulo amiloide no

hipocampo pode resultar em uma hiperativagcdo deste receptor, induzindo citotoxicidade, com
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formacao de radicais livre e morte celular. Assim sendo, o medicamento que age nesse contexto
¢ um Antagonista do Receptor NMDA, a Memantina (REISBERG, 2003). Esta droga mostrou
acao clinica e foi aprovada para uso em tratamento sintomatico de casos moderados a severos
de DA (REISBERG, 2003), e utilizada de maneira adicional as drogas inibidoras da
acetilcolinesterase obtiveram melhores resultado (THIBAULT, 2015; DANYSZ, 2012).
Tratando-se de terapia ndo farmacoldgica, até o momento nenhuma estratégia se
mostrou capaz de alterar o curso da doenga (KHOURY, 2017). Alguns métodos terapéuticos
demonstraram beneficios para portadores da DA, em termos de melhora de fungdo cognitiva e
melhora de bem-estar. Dentre essas estratégias podemos citar exercicio fisico (GROOT, 2016),

e atividades de estimulo cognitivo (AGUIRRE, 2013).

3.3 Patogénese da Doenca de Alzheimer

A fisiopatologia da Doenca de Alzheimer mostrou-se bastante complexa e vem sendo
bastante estudada ao longo dos anos (HANE, 2017). Uma via de patologia importante trata-se
do actimulo de placas de [3-amiloide, estrutura resultante da clivagem da Proteina Precursora [3-
Amiloide (PPA) pelas enzimas 3-secretase e y-secretase, nesta sequéncia (HASS,2007; HANE,
2017). A clivagem da PPA por uma terceira enzima, a o-secretase, restringiria a formacao
desses peptideos AP (YAN, 2014; GOEDERT, 2015; QUERFURTH, 2010).

Nesta via, diferentes mecanismos podem ser responsaveis pela patologia da DA, tanto
a superproducdo ou clivagem anormal da PPA, por alteracdes de ordem genética das enzimas
de clivagem, como também anormalidade na eliminacdo do excesso e captura dos produtos
toxicos desta clivagem, por alteragdo da Proteina-1 Relacionada a Receptor de Lipoproteina de
Baixa Densidade (LRP1), que na barreira hematoencefdlica media o transporte destes peptideos
para a circulacgdo (MAWUENYEGA, 2010; BRAMBILLA, 2012).

Os dep6sitos AP possuem diversas formas de neurotoxicidade, incluindo resposta
inflamatdria celular (VERDIER, 2004), competicdo por receptores de membrana (WANG,
2004), formacdo e alteracdo de canais i6nicos (LIN, 2001), aumento de permeabilidade de
membrana celular podendo levar a hiperexcitacdo de neurdnios receptores (SOKOLOV, 2006).

Outra consequéncia importante do depdsito AP é o desencadeamento de estresse
oxidativo por formagdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS). Este processo ocorre por
disfuncao mitocondrial, resultante do bloqueio de canais mitocondriais pelo acimulo de PPA e

AP, reduzindo a entrada e a agdo de enzimas como Citocromo C Oxidase, com importante
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funcao redutora. Somado a isso, a alteracdo morfolégica e funcional da mitocondria resulta em
uma maior produc¢do de ROS (MUTISYA, 2002; ECKERT, 2014).

Outra causa de estresse oxidativo relacionado a essa via € a desregulacdo de homeostase
de metais como cobre, zinco e ferro (ESKICI, 2012; FREDERICKSON, 2005). Estudos
demonstraram alteragdes histopatoldgicas intensas nas regides de hipocampo e amigdala de
portadores de DA, por acumulo anormal de metais (LEE, 2014). Além disso, o cobre apresentou
papel importante no aumento do estresse oxidativo nos pacientes com DA (PAL, 2015).

Além de consequéncia do depdsito anormal de Af}, o estresse oxidativo pode também
ser desencadeador desta via, por diversos motivos. Por exemplo, muitos fatores de transcricao,
em meio ao estresse oxidativo, aumentam a expressao do gene da PPA (KAUR, 2015; KO,
2010). Além disso, o estresse oxidativo diminui a atividade da o-secretase € aumenta a
atividade da B-secretase 1 e y-secretase (GHOSH, 2014; CHEN, 2013; SUN, 2016), o que teria
como resultado aumento da formagao e reducdo da clivagem de A.

Outro problema presente no estresse oxidativo € o prejuizo na eliminagao dos peptideos
AP (SADHUKHAN, 2018), primeiramente, por estd associado a ocorréncia de oxidagdo da
membrana de ligagdo da LRP1 (MA, 2017), responsével pelo transporte da Af} para circulacao
periférica, além de romper a ligacdo da LRP1 sérica com a A}, aumentando sua quantidade
sérica (MARTISKAINEN, 2013). O retorno desses peptideos para o SNC ocorre, entdo, por
meio do Receptor dos Produtos Finais da Glicacdo Avancada (RAGE), e a expressdao deste
receptor demonstrou-se elevada em portadores da DA (XU, 2016; WALKER, 2015)

Todos esses processos, somados a Hiperfosforilagdo e a Agregacdo da proteina tau
(GUO, 2011; HANE, 2017), resultam na degradacdo axonal, disfuncdo das sinapses,
desequilibrio das funcdes neuronais, e contribuem para inflamagdo e morte celular no cérebro
de pacientes com DA (MARTIN, 2013; ALZHEIMER’S ASSOCIATION, 2017).

A proteina Tau € a proteina solivel responsdvel pela formacdo dos microtibulos
celulares, estabilizando o citoesqueleto, presente principalmente no axoénio das células
neuronais. Somada a via patolgica dos peptideos AP, alteragdes da proteina Tau estdo
implicadas na fisiopatologia da DA por meio de dois a Hiperfosforilacdo e a Agregacdo (GUO,
2011; HANE, 2017).

A hiperfosforilacao da proteina Tau resulta do desequilibrio entre a ativagdo das
quinases e das fosfatases. Na presenca de estresse oxidativo, a atividade da quinases como
Glicogénio Sintetase Quinase 3 (GSK3), a Proteina Quinase 5 (CDKS5) aumenta e leva a
hiperfosforilacdo da proteina tau (MARTIN, 2013). Além disso, Lloret et al. (2015) demonstrou

que os peptideos amiloides podem induzir a hiperfosforilacao da tau, tanto pelo envolvimento
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do estresse oxidativo, como também por meio da ativa¢do da Quinase p38 na presenga da Af.
Por outro lado, as fosfatases sdo capazes de desfosforilar a tau, e, no estresse oxidativo estas
enzimas diminuem sua atividade, o que intensifica o acumulo dos produtos da tau
hiperfosforilada (MARTIN, 2013).

O balanco anormal da fosforilagdo da tau resulta na formacdo de agregados desta
proteina, formando fragmentos helicoidais ou, e principalmente, os emaranhados
neurofibrilares (NFTs — neurofibryllary tangles). Todos esses processos resultam na
degradacgdo axonal, disfuncdo das sinapses, desequilibrio das fun¢des neuronais, e contribuem
para inflamagdo e morte celular no cérebro de pacientes com DA (MARTIN, 2013;

ALZHEIMER’S ASSOCIATION, 2017).

34 Noz Persa e Neuroatividade

Também conhecida como noz inglesa, a Noz Persa (Juglans regia) tem aumentado sua
importancia relacionada a possibilidade de seu uso medicinal, ou como parte de uma dieta
sauddvel (GORIJI, 2018). Estudos tém demonstrado efeito de protecdo de memoria e cognicao,
reducdo de morte celular e reducdo de processo neuroinflamatério, relacionados aos
componentes desta noz (GORIJIL, 2018; RAJARAM, 2017).

A Noz Persa contém cerca de 50-70% de 6leo em sua composi¢do. Dentre os principais
constituintes destacam-se os triglicerideos, com grande quantidade de 4cidos graxos
monoinsaturados, como o 4cido oleico, e de 4cidos graxos poli-insaturados (PUFAs), como
acido linoleico e a-linolénico (GORIJI, 2018; GHARIBZAHEDI, 2011). Gharibzahedi et al.
(2011) mostrou que a maior quantidade de acido graxo encontrada no 6leo deste grao foi de
acido linoleico (50-51%), seguido de &acido oleico e linolénico, enquanto os acidos graxos
saturados foram minoria nesta composi¢do, como os acidos esterdtico, palmitico e mirfstico.

O 4cido oleico se comporta como um fator de crescimento de neurdnios € promove
crescimento axonal e dendritico (POLO—HERNANDEZ, 2014), e apresentou atividade
inibitéria da enzima [-secretase 1 (YOUN, 2014). Como efeito desses mecanismos, a
suplementa¢do com dcido oleico demonstrou reducio nos niveis de Af3 em ratos (YOUN,
2014), além de reportada desregulacdo no metabolismo desse dcido graxo no cérebro de
pacientes que tinham DA (SNOWDEN, 2017).

Os PUFAs, além da sabida importancia no desenvolvimento do cérebro humano,
demonstraram outros mecanismos de a¢do no sistema nervoso central que se relacionam a

efeitos benéficos cerebrais (GORJI, 2018). O acido linoleico mostrou atividade inibitéria na
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oligomerizagdo da A} e formagdo da placa amiloide (LEE, 2013), além efeito inibitério contra
a citotoxicidade destes peptideos (LEE, 2011). Assim como o acido oleico, também se mostrou
como inibidor da enzima B-secretase 1 in vitro (YOUN, 2014). Este composto foi relacionado
com a melhora de déficit de aprendizagem em ratos (YAGUCHI, 2006), e sua deficiéncia esta
supostamente associada com a ocorréncia de CCL e DA (LU, 2017).

O é4cido a-linolénico (ALA) demonstrou mecanismos de acdo como prevencdo da
disfungdo de fator de transcricdo como a inibicdo da atividade da [-secretase, reduzindo
amiloidogénese, e supressao da fosforilagdo da Tau por inibir a via da GSK3f (GAO, 2016).
Além disso, relacionou-se a suplementacdo de ALA com a ativacdo da quinase de sinalizagdo
extracelular (ERK) do hipocampo, que seria responsavel por efeito de aumento da plasticidade
sindptica por alteragdes na estrutura e numero de sinapses desta regido cerebral. Logo,
relacionou-se a melhora da memodria e efeitos benéficos em déficits cognitivos do
envelhecimento natural. (GAQO, 2015; GAO, 2016)

Outros componentes importantes € também presentes nesta noz sao os fendis, tocoferois
e fitoesterdis. Entre os diferentes tipos de nozes, a noz persa € a que mais apresenta fendis, com
cerca de 1602mg/100g. Além disso, a presenga de Flavondides foi também detectada em noz
persa, em menor quantidade, com cerca de 0,54mg/100g (BOLLING, 2011).

Os fitosterdis apresentaram acao reguladora de sistema glutamatérgico e colinérgico no
hipocampo de ratos com déficits de memoria (PARK, 2012). Além disso, estudos in vitro e in
vivo tem indicado acdo moduladora na DA, como controle na formagdo AP por alterar
expressao e atividade das enzimas secretases. Mostraram, também, poder ativar os Receptores
X do Figado (LXR- liver x receptor) que sdao importantes na expressao de apolipoproteina E,
mediadora da degradacao p-amiloide (VANMIERLO, 2015).

Das diferentes isoformas da Vitamina E, o y-tocoferol é o mais prevalente na noz persa,
seguido do a-tocoferol e d-tocoferol (GORIJI, 2018; GHARIBZAHEDI, 2011). A vitamina E
tem mostrado importante atividade antioxidante, e preven¢do da formacdo AP e da tau
hiperfosforilada, associada a produc¢do de ROS (BOCCARDI, 2016). Dentre os mecanismos de
acao implicados esta a inibicdo da COX2 por este composto, € a modulacdo de fatores de
transcri¢do de expressao do gene da PPA (GRIMM, 2016).

Os fendis sdo considerados importante origem da acdo antioxidante atribuida as nozes
e vem demonstrando importantes propriedades neurocognitivas (GORIJI, 2018). Dentre os
acidos fenolicos, o dcido caféico mostrou agio reguladora da toxicidade induzida por Af3, por

reducdo de influxo intracelular de cdlcio, e diminui¢do de tau fosforilada por reducdo de
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atividade da GSK3 (SUL, 2009). Esteve, entao, relacionado com melhora de memdria e de
cogni¢do de ratos com excesso de AP (KIM, 2015).

Ainda dentro dos compostos fendlicos, o dcido gélico apresentou mecanismos de acao
como inibi¢do da expressao de citocinas inflamatdrias cerebrais e reducdo de morte neuronal,
obtendo melhora da disfun¢do cognitiva relacionada a f-amiloide (KIM, 2011). Ja o 4cido
elagico mostrou como importante inibidor da formagao de produtos finais de glicagdo avangada
(AGEs- advanced glication endproducts), compostos capazes de alterar bioquimica que
diversos produtos bioldgicos, como a glicacdo da AP e levar a sua agregacdo (XIA, 2016).
Além disso, apresentou agdo inibidora da [-secretase 1 e efeito de melhora na memdria de
modelos animais com DA (AHMED, 2016).

Os flavonoides, presentes em menor quantidade, também apresentaram efeitos
relacionados a melhora de danos neurodegenerativos nos diversos estudos, dentre eles a redugdo
da producio e da agregacdo AP, atividade antioxidante, além de melhora de déficit cognitivo e
de memoéria (GORIJI, 2018).

Apesar de um nimero de estudos limitado, evidéncias indicaram que estes compostos
ativos presentes nas nozes possuem boa biodisponibilidade em humano (GHARIBZAHEDI,
2011), justificando e corroborando o crescimento no interesse do uso dessa noz como fonte
terapéutica para doencas que promovem neuroinflamacdo e degeneracdo, com importante

influéncia de estresse oxidativo, como € o caso da DA (GORIJI, 2018).

3.5 Souvenaid®

O metabolismo dos fosfolipidios cerebrais, principais integrantes das membranas
neuronais, tem importante influéncia na manutengdo das funcdes cognitivas. A sintese desses
fosfolipidios depende da presenca de nutrientes precursores e de cofatores para essa formacao,
e estes, tem sua disponibilidade diminuida nas deméncias, em especial na DA (VAN WIJK,
2013; RIJPMA, 2017).

A combinacdo de nutrientes da Fortasyn Connect, combinagdo patenteada presente no
suplemento alimentar Souvenaid®, contem muitos dos precursores e cofatores citados
anteriormente, e foi formulado com o intuito de promover melhor formacgao e funcionalidade
das membranas neuronais. Dentre os componentes estdo: dcido docosahexaendico, acido
eicosapentaendico, monofosfato de uridina, colina, vitaminas B12, B6, C, E e 4cido f6lico,

fosfolipidios e selénio (VAN WIJK, 2013; RIJPMA, 2017).
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Estudo com o Souvenaid® em animais, demonstrou efeito positivo na memoria e na
atitude exploratéria (WIESMANN, 2013), além de ter sido demonstrado em estudos pré-
clinicos que a composicao afetou positivamente o metabolismo dos fosfolipidios cerebrais, e
demonstrou eficacia ser capaz de melhorar os processos de manuten¢do e reparo neuronal, e
aumento da transmissdo colinérgica hipocampal em ratos idosos mediado pela formacdo de
membrana sindptica (JANSEN, 2013; CANSEV, 2015).

Entretanto, o beneficio em humanos ainda ndo € bem elucidado. Rijpma et al. em 2017,
revelou que o Souvenaid® teve efeitos positivos no metabolismo dos fosfolipidios cerebrais,
em ensaio clinico com pacientes portadores de DA leve. Por outro lado, resultados de outros
ensaios clinicos sugeriram que este suplemento alimentar em questdo nao teve efeitos benéficos
na habilidade funcional, comportamento ou outras mudangas clinicas globais
(BURCKHARDT, 2020; SHIM, 2021), mas que pode haver beneficios na atencdo e memoria
em fases precoces da deméncia (SHIM, 2021).

3.6 Modelos Animais

Os modelos animais na pesquisa cientifica ainda consistem em uma das melhores
formas de se estudar dindmicas complexas inerentes a organismos biolégicos, contanto que o
modelo animal utilizado cumpra com pré-requisitos bdsicos, como os estabelecidos por
Mckinney e Bunney (1969). Para tanto, deve ser considerado os seguintes itens: a) o modelo
deve contemplar sintomas analogos a patologia humana; b) as alteracdes comportamentais
geradas pelo modelo devem ser revertidas pelos mesmos tratamentos usados em humanos; ¢) o
modelo deve causar modificacdes comportamentais possiveis de serem monitoradas e; d) deve
possibilitar a reprodu¢do do mesmo por outros pesquisadores.

Atualmente, os padroes éticos acerca do uso de animais em pesquisa sao baseados no
principio dos 3Rs de Russel e Burch (1959), que se traduzem como: substitui¢ao (replacement),
reducdo (reduction) e refinamento (refinement) (MANCIOCCO, 2009). Dessa forma, a partir
de um uso consciente e responsavel, os modelos animais permitiram grandes avancos no
desenvolvimento de vacinas, antibidticos e no entendimento dos mecanismos fisiologicos das
mais diversas patologias (ROBINSON, 2019).

No estudo da memdria, o uso de modelos animais culminou em um grande avanco na
compreensao das bases neuronais da memoria humana, principalmente através dos estudos com

modelos de primatas ndo-humanos e modelos murinos (WINTERS, SAKSIDA e BUSSEY,
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2010). Na memdria de trabalho, os modelos animais permitem a investigacao mais detalhada
dos mecanismos neurais envolvidos em seus processos. Em roedores, os testes de labirinto em
Y s3o amplamente utilizados para o estudo comportamental da memoéria de trabalho,
normalmente analisado sob influéncia de substancias bioativas (STAVROULAKI,

GIAKOUMAKI e SIDIROPOULOU, 2021).
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4 METODOLOGIA

O presente projeto trata-se de etapa inicial, de um estudo pré-clinico para andlise do
efeito da suspensdo da noz persa em modelo animal e elaboragdo de curva de suplementagdo
(curva dose-resposta), a ser realizada em outra etapa, essencial para estabelecer o melhor tempo
(dias) de suplementagdo para a melhora nos parametros de memdria, permitindo orientar melhor

os protocolos para estudos futuros.

4.1 Animais

Na realizacdo do estudo, foram utilizados camundongos (Mus musculus), machos, de
linhagem Swiss, de idade aproximada de 6 semanas, provenientes da Unidade Producdo Animal
(UPA) do Instituto de Pesquisa de Farmacos e Medicamentos (IPeFarM).

A obtencdo dos animais e todos os procedimentos experimentais foram analisados e
previamente aprovados pela Comissio de Etica do Uso de Animais (CEUA) da UFPB, sob a
certidao n° 9709250222 (Anexo A).

4.2 Equipamentos
4.2.1 Labirinto em Y

O labirinto em Y pode ser utilizado para avaliar a memoria de trabalho em camundongos
a partir da andlise da alternancia espontanea, que se baseia no fato de que camundongos sao
naturalmente curiosos e tendem a explorar ambientes novos. Dessa forma, o animal com a
memoria de trabalho intacta lembrard dos bragos mais recentemente visitados, e tendera a
visitar de forma uniforme todos os trés bragos (alternancia espontanea), enquanto uma
disfuncdo na memoéria de trabalho acarretard na redugcdo da alternincia espontianea

(KRAEUTER et al., 2019), conforme representado na Figura 1.
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Figura 1 — Relacdo entre a Memoria de Trabalho e a Porcentagem de Alternancia.

Meméria de Trabalho Normal

Alta Porcentagem de Alternancia

./ Meméria de Trabalho Prejudicada

Baixa Porcentagem de Alternancia

Fonte: Adaptado de Ann-Katrin Kraeuter et al. (2019).

Uma alternancia espontanea € definida como trés entradas consecutivas em bragos
diferentes. Dessa forma, o nimero maximo de alternancias € o nimero de entradas menos dois.
Portanto, o cdlculo da porcentagem de alternancia € calculado como: (numero de
alternancia/nimero de entradas — 2) x 100 (CROUZIER et al., 2018; WONG et al, 2020;
KRAEUTER et al., 2019).

O equipamento utilizado para a realizacdo deste teste pertence ao Laboratdrio de
Psicofarmacologia — IPeFarM, composto de placas de acrilico, com 3 bracos de

aproximadamente 16 cm de altura, 5 cm de largura e 40cm de comprimento, conforme Figura

2.

Figura 2 — Labirinto em Y para camundongos

Fonte: Ugo Basile®, 2022
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4.2.2 Rota-Rod

O teste de Rota-Rod é um dos mais usados na avaliacdo dos efeitos de tratamentos na
coordenacdo motora do animal. O teste consiste em uma haste circular girando a uma
velocidade constante. Os animais colocados na haste rotativa tentam permanecer nela, em vez
de cair em uma plataforma a cerca de 30 cm abaixo. Neste teste, os animais sdo colocados na
barra para avaliar o nimero de quedas (NQ) e o tempo de permanéncia (TP) durante 5 min
(DUNHAM; MIYA, 1957).

Para esta avaliagdo, foi utilizado equipamento da marca Insight Equipamentos, modelo
EFF412, com 450mm de altura e 540mm de largura, dividido em 4 compartimentos, com
presenca de barra giratoria suspensa com velocidade reguldavel em rotagdes por minuto (r.p.m.).

O equipamento utilizado pertencente ao Laboratdrio de Psicofarmacologia — IpeFarM (Imagem
2).

Figura 3 — Equipamento para Teste Rota Rod

Fonte: Humberto, 2018. Disponivel em: plone.ufpb.br/psicofarmaco/contents/imagens/img_3456.jpg/view.
Acesso em Out. 2022.

4.3 Substancias utilizadas

» Dizocilpina (MK-801)
» Suspensao da Noz Persa
» Souvenaid®

» Solugao Salina 0,9%
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4.3.1 Inducao do déficit de Memoria de Trabalho

O MK-801 (Dizocilpina) é um antagonista ndo competitivo dos canais NMDA de
glutamato (ZEMANOVA et al., 2013). Varios estudos utilizam o MK-801 para induzir uma
situacdo de déficit na memoria de trabalho, em muitos casos buscando analisar se tal situacao
poderia ou ndo ser revertida pelas drogas-teste (BROWN et al., 2013; LAINIOLA,
PROCACCINI E LINDEN, 2014; ZEMANOVA et al., 2013; OHNO e WATANABE, 1995;
CHINO et al., 2019; SHIRAISHI et al., 2016; ROSENBROCK et al., 2019).

4.3.2 Suspensao da Noz Persa

A noz Persa foi adquirida no comércio local, em seguida, foi triturada e suspensa em

goma xantana. A suspensdo foi preparada na proporg¢ao de 2g/kg.

44 Condicoes do Experimento

Os animais foram mantidos sob condi¢des controladas de temperatura (21 + 1°C), com
livre acesso a ragdo do tipo pellets (Purina®) e agua disponivel em garrafas de polietileno. Os
animais foram previamente pesados e alojados em gaiolas de polietileno, contendo 4 animais
cada, com pelo menos 2 horas de antecedéncia a execucdo dos testes, visando minimizar as
possiveis alteracdes comportamentais do animal, bem como permitir uma adaptagado a sala de
experimentacao.

As administracdes foram realizadas no Laboratério de Psicofarmacologia -
[PeFarM/UFPB, durante 5 dias e os testes realizados no mesmo local, no periodo entre 8h e 14
horas.

A bancada e os aparelhos utilizados ao longo do estudo eram higienizados com alcool
70% previamente ao inicio do experimento, e higienizados com dlcool a 10% entre o manuseio
e observacdo de cada animal, objetivando reduzir odores que pudesse interferir no

comportamento.

4.5 Experimento

4.5.1 Amostra e grupos de estudo
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Conforme explicado anteriormente, o presente projeto corresponde a etapa inicial para
um estudo pré-clinico objetivando elaborar a curva de suplementagdo, avaliando a resposta
comportamental (curva dose-resposta), com maior numero de dias de aplicacdo em proximas
etapas, por isso, reduzimos o nimero de animais por grupo para um n=3.

A amostra deste estudo foi composta por 6 grupos de 03 animais, com suplementagdes

e testes descritos abaixo (Tabela 1).

Tabela 1 — Amostragem e grupos por intervengao.

Grupos Numero de animais
Controle 03
MK-801 03
Souvenaid ® + MK-801 03
Noz Persa + MK-801 03
Souvenaid ® + Veiculo 03
Noz Persa + Veiculo 03
Tempo de exposi¢io/ repeti¢des: | Souvenid®, Noz Persa, Salina: 05 dias de
tratamento/suplementacao
MK-801: 01 dia de tratamento
Total: 18

4.5.2 Tratamento e suplementacoes

A Noz Persa foi ofertada aos animais na forma farmacéutica de suspensao e os animais

receberam por gavagem (via oral - v.0.), 2g/kg em um volume de 0,1ml/kg de peso, por 5 dias.
O suplemento comercial Souvenaid® foi o controle positivo e administrado nos animais por

gavagem (via oral - v.0.) o volume de 0,Iml/g de peso, por 5 dias. Os grupos controles
receberam Agua Destilada, em mesmo volume (0,1ml/g de peso).

Ap6s 1 dia da ultima administracdo por gavagem, os animais receberam MK-801 na
dose 0.15 mg/kg (via intraperitoneal - i.p.) 30 minutos antes da entrada no teste de Labirinto

em Y (PRABHAKAR et al.,2011).

4.5.3 Testes
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Os animais foram divididos em grupos e avaliados no teste de alternancia espontanea,
Labirinto em Y, realizado 24 horas apds a ultima gavagem, e 30 minutos apds a administra¢ao
do MK-801 por via intraperitoneal. Na etapa experimental, cada braco foi identificado como
A, B ou C; os animais foram colocados na extremidade do braco A e foram gravados enquanto
o exploravam livremente por 8 minutos. Na etapa de avaliagao dos parametros, os videos foram
analisados e as entradas do animal em cada brago foram contabilizadas. Uma entrada foi
considerada quando os quatro membros do animal estiveram dentro do brago explorado.

Para avaliacdo da e possivel efeito miorrelaxante, os animais foram submetidos ao Teste
Rota Rod, 30, 60 e 120 minutos apds o término do Labirinto em Y, e para cada animal foram

registrados Nimero de Quedas (NQ) e Tempo de Permanéncia (TP) em 5 minutos.

4.6 Analise Estatistica

Para a anélise comportamental foram utilizados os parametros experimentais de cada
teste a ser aplicado. A andlise estatistica foi realizada empregando o teste de Andlise de
Variancia (ANOVA), seguido do teste post hoc de Tukey. Os valores foram representados pela
média + desvio padrdo, sendo as diferencas consideradas estatisticamente significativas quando

p<0.,05, intervalo de confianca a 95%.

4.7 Eutanasia e Descarte dos Animais

Apds o periodo experimental, os animais foram eutanasiados por overdose da
associacdo de anestésicos dissociativos (Xilazina 20 a 30mg/kg + cetamina 200 a 300 mg/kg)
diluida em solucdo salina (NaCl 0,9%) administrada via intraperitoneal (IP), em dose suficiente
para eliminar o reflexo corneal. Apds a auséncia do reflexo corneal, administrou 2 mmol/kg de

cloreto de potassio, seguida de deslocamento cervical (Resolugado CONCEA N° 37/2018).
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Um total de 18 camundongos (Mus musculus), machos, de linhagem Swiss, de idade

aproximada de 6 semanas, entraram no estudo e foram submetidos as administracdes enterais,

por gavagem, por 5 dias, seguida de administracdo intraperitoneal no 6° dia do estudo. O peso

dos animais no inicio do estudo e o peso médio dos animais ao longo do estudo estdo

demonstrados nas Tabelas 2 e 3, respectivamente.

Tabela 2 — Peso dos animais no inicio do estudo.

CONTROLE MK-801 NOZ + NOZ + SOUVENAID® + SOUVENAID®+
VEICULO MK-801 VEICULO MK-801

36,9 373 35.1 36.6 347 36.7

369 352 356 370 36.7 364

36.8 36.6 372 372 353 383

Legenda: Valor do peso expresso em gramas.

Tabela 3— Peso médio por grupo ao longo do estudo.

1°DIA  2°DIA  3*DIA  4°DIA  5°DIA DIA DO
TESTE
CONTROLE 36,9 36,7 364 379 374 39,1
MK-801 364 36.6 372 373 375 38,5
NOZ + VEICULO 36 36.4 36.8 37.1 36,7 374
NOZ + MK-801 36,9 37.1 376 377 377 388
SOUVENAID® + VEICULO 356 354 357 36,5 36.8 377
SOUVENAID® + MK-801 37,1 372 379 383 389 39

Legenda: Valor do peso expresso em gramas.

5.2 Teste do Labirintoem Y

Com relag¢do ao Numero total de Entradas, os grupos que receberam administracio de

MK-801 (i.p) apresentaram maiores médias, sendo eles os grupos Souvenaid® + MK-801 (88,0

+46,68), Noz Persa + MK-801 (66,0 + 3,61), e MK-801 isoladamente (54,3 +7,37).J4 o grupo

com menor média de entradas foi o Souvenaid® + Veiculo (38,3 + 4,04), seguido dos grupos
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Noz + Veiculo (40,0 + 4,58) e grupo Controle (47,7 = 9,07). Entretanto, o teste de variancia
(ANOVA de uma via) para dados paramétricos ndo demonstrou diferenca estatisticamente
significante entre os grupos (p=0,075), assim como o teste post hoc de Tukey para este desfecho.
Os dados referentes ao numero de entradas estdo representados na Figura 4.

Os grupos que apresentaram maiores valores médios de Numero de Alternancia foram
os grupos Souvenaid® + MK-801 (43,0 +24,02), Controle (30,3 + 5,13), e Noz + MK-801 (29,0
+ 4,58). Por outro lado, os grupos Noz + Veiculo, Souvenaid® + Veiculo, e MK-801
apresentaram as menores médias (21,7 + 4,04, 23,7 + 5,51 e 24,3 + 13,43 respectivamente).
Nao houve diferenga com significancia estatistica entre os grupos no teste de variancia seguido
de teste post hoc (p=0,337). Resultados representados na Figura 5.

Quanto a Porcentagem de Alternancia dos animais nos bracos do Labirinto em Y, os
grupos que apresentaram valor médio com melhor desempenho foi o grupo Controle e o grupo
Souvenaid® + Veiculo (67,5 + 12,62 € 65,5 + 15,5 respectivamente). Os grupos Noz + MK-801
(45.3 £10,39) e o grupo controle positivo Souvenaid® + MK-801 (49,6 + 2,29), apresentaram
valor médio superior ao grupo MK-801 isoladamente (44,5 £ 20,97), porém inferior ao grupo
Noz + Veiculo (56,7 £ 3,75). Apesar da descri¢do apresentada, a analise de variancia entre os
grupos por meio do ANOVA de uma via (p=0,173), assim como o teste post hoc, também nao

demonstrou presenca de diferenca estatistica entre os grupos para este parametro (Figura 6).

Figura 4 —Teste do Labirinto em Y: Nimero de Entradas.
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GRUPOS

Legenda: MK: MK-801; VC: Veiculo; NOZ: Suspenséo de Noz Persa; SV: Souvenaid®. Valores representados
por Média + Desvio Padrio (n=3). ANOVA de uma via (p=0,075).
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Figura 5 —Teste do Labirinto em Y: Numero de Alternincias.
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Legenda: MK: MK-801; VC: Veiculo; NOZ: Suspenséo de Noz Persa; SV: Souvenaid®. Valores representados
por Média + Desvio Padrio (n=3). ANOVA de uma via (p=0,337).

Figura 6 —Teste do Labirinto em Y: Porcentagem de Alternancias.
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Legenda: MK: MK-801; VC: Veiculo; NOZ: Suspenséo de Noz Persa; SV: Souvenaid®. Valores representados
por Média + Desvio Padrio (n=3). ANOVA de uma via (p=0,173).

5.3 Teste de coordenacao motora — Rota Rod

No teste do Rota Rod, os grupos que apresentaram menor Tempo de Permanéncia (em

segundos) na barra giratoria, considerando os dados descritivos, foi o grupo MK-801 isolado,

apos 30 minutos do Labirinto em Y (90 £ 5,2). Porém, a andlise de variancia pelo ANOVA,

ndo se evidenciou diferenga significativa entre os grupos apos 30, 60 e 120 minutos (p=0,711;

p=0,573; p=0,623). Valores médios representados na Figura 7.
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Figura 7 —Teste do Rota Rod: Tempo de Permanéncia.

TP APOS 30 MIN (p=0,711)
TP APOS 60 MIN (p=0,573)
TP APOS 120 MIN (p=0,623)

CONTROLE

MK 801

NOZ + VC

NOZ + MK

SV +VC SV + MK

Legenda: TP: Tempo de Permanéncia (em segundos); MK: MK-801; VC: Veiculo; NOZ: Suspensdo de
Noz Persa; SV: Souvenaid®. Valores representados por Média (n=3). ANOVA de uma via (p=0,711; p=0,573;

p=0,623).

Quanto ao Numero de Quedas (Figura 8), o grupo MK-801 ap6s 30 minutos do Labirinto

em Y apresentou maior niimero de quedas (3 quedas), seguido dos grupos Controle, apos 30

minutos Souvenaid® + Veiculo apos 30 minutos e Souvenaid®+ MK-801 apds 60 minutos (2,67

+ 0,58). Entretanto, a andlise de varidncia pelo ANOVA ndo revelou diferenca com

significancia entre os grupos quanto a este parametro apds 30, 60 e 120 minutos (p=0,862;

p=0,845; p=0,879 respectivamente).
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Figura 8 —Teste do Rota Rod: Numero de Quedas.
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NQ APOS 60 MIN (p=0,845)
NQ APOS 120 MIN (p=0,879)

SV+VC SV + MK

Legenda: TP: Tempo de Permanéncia (em segundos); MK: MK-801; VC: Veiculo; NOZ: Suspensdo de
Noz Persa; SV: Souvenaid®. Valores representados por Média (n=3). ANOVA de uma via (p=0,862; p=0,845;

p=0,879).
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6 DISCUSSAO

A Doenga de Alzheimer tem sua patogénese associada a diversos fendmenos como,
depdsito de agregado de proteinas, disfun¢do mitocondrial, neuroinflamagdo, estresse
oxidativo, e distirbios associados a neurotransmissores (HANE, 2017; BONDA, 2010;
CAMERON E LANDRETH, 2012). Buscando acdo em um ou mais desses eventos, muitos
compostos vém sendo testados como alternativas para melhora da cogni¢do dos pacientes
portadores de tal patologia, em especial no aspecto da memoria. A memoria de trabalho, aspecto
avaliado neste estudo, tem-se demonstrado como um dos sintomas iniciais do
comprometimento cognitivo, € uma queixa importante nos portadores de sindromes demenciais
(GILMOUR, 2019; ZOKAEI, 2019, 2020)).

No presente estudo, a andlise da memoria de trabalho se deu pelo Labirinto em Y, teste
padronizado para esta analise, utilizado em diversos estudos onde os modelos animais de
memoria apresentaram reducdo da alterndncia espontanea entre os bracos (FRASER, 1996;
BASSANI, 2017; RYCHTYK, 2019; ESSELUN, 2021; MOON, 2022), resultado este,
esperado apds indugdo de déficit cognitivo.

Para estudos em memoria, diversos modelos animais sdo utilizados, dentre eles,
modelos animais transgénicos (FERNANDEZ-FERNANDEZ, 2011; SABOGAL-
GUAQUETA, 2017; ZHANG, 2017; ESSELUN, 2021), ou modelos de alteragdo cognitiva
induzida por substancias como Escopolamina (HARANDI, 2015; LIOU, 2020; SHANNON,
2004), Estreptozotocina (BASSANI, 2017), ou Dizozilpina, também conhecido como MK-801
(FRASER, 1996; RYCHTYK, 2019; LIM, 2011; SVALBE, 2019), entre outros.

O MK-801, utilizado neste estudo, ¢ um antagonista ndo competitivo do receptor de
glutamato, NMDA. Esta substincia induz alteragdes cognitivas semelhantes aquelas
encontradas nas deméncias (ELLISON, 1995). Em estudos, o uso de doses entre 0,1 mg/kg e
0,2 mg/kg via intraperitoneal (i.p.) demonstrou efeitos de hiperlocomogao e comprometimento
de memoria de curto prazo (LIM, 2011; SVALBE, 2019), que, considerando o teste utilizado
no presente estudo, seriam expressos por aumento significativo do niimero de entradas e
redugdo da porcentagem de alternancia. Porém, este ndo foi um desfecho observado em nossos
resultados, visto que, apesar de todos os grupos em uso de MK-801 (i.p.) ter apresentado
nimero médio de entradas maior e porcentagem média de alternidncia menor que os grupos
Veiculo, ndo houve diferenca estatisticamente significante.

Diversos autores estudaram a suplementac¢ao de Noz Persa ou de componentes presentes
na mesma, e avaliaram a memoria de curto prazo. Nesses estudos, o tempo de suplementagao

variou de 1 a 6 meses, com suplementagdo que variou de 20 mg/kg a 90 g/kg, tendo todos eles
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demonstrado efeito de melhora cognitiva relacionada a memoria espacial (FERNANDEZ-
FERNANDEZ, 2011; HARANDI, 2015; LIOU, 2020; ESSELUN, 2021; MOON, 2022; ZOU,
2016). Dentre os estudos citados, Moon et al. (2022) e Esselun et al. (2021) utilizaram o Y-maze
como teste para avaliar a memoria espacial, e demonstraram uma melhora significativa na
alternancia espontanea dos grupos tratados com a Noz Persa. Este resultado nao foi encontrado
pelo presente estudo, dado que ndo houve melhor desempenho estatisticamente significante nos
grupos que receberam a suplementagao.

Harandi et al. (2015) e Esselun et al. (2021) avaliaram também o efeito da
suplementa¢do da Noz na coordenacdo motora, por meio do Rota Rod, no qual ambos ndo
encontraram diferenga no efeito locomotor entre o grupo suplementado com noz persa e o
controle. O mesmo resultado foi encontrado no nosso estudo, ndo demonstrando efeito
miorrelaxante ou demais alteracdes de locomocao atribuidos a suplementagdo realizada por 5
dias.

Visto isso, uma limita¢do evidenciada no presente estudo foi o pequeno tamanho
amostral (3 animais por grupo), que pode ter sido fator desfavoravel na analise comparativa
entre os grupos. Faz-se necessario reavaliar o aumento amostral dentro das perspectivas futuras
da pesquisa.

Além disso, o tempo de administracdo realizado neste estudo foi de 5 dias e pode ser
considerado pequeno em comparacao aos demais estudos presentes na literatura. Esse tempo
foi dado considerando o objetivo de elaboracdo de curva dose-resposta composto também por
outras futuras etapas do ensaio pré-clinico. Porém, analisando os resultados apresentados, este
fator pode ter sido limitador quanto a evidéncia de resposta da suplementagdo nos grupos
intervengao.

E importante ressaltar que este estudo corresponde ao ensaio piloto do projeto, tendo
permitido, por meio da anélise dos resultados, a realizagdo de recomendagdes e reorientagdes

metodoldgicas para o desenvolvimento das novas etapas pré-clinicas.
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7 CONCLUSAO

Em conclusio, o presente estudo ndo demonstrou beneficio sobre a memoria de trabalho
com o uso da suspensdo de Noz Persa administrada por 5 dias. Além disso, ndo houve indugdo
do déficit de memoria com diferenca significativa estatisticamente entre os grupos que
receberam a inducdo e os grupos controle, apesar do uso do indutor conforme protocolo,
utilizado previamente em outros estudos. Quanto a coordenagdo motora, a administracao da
suplementa¢do com Noz Persa por 5 dias ndo demonstrou diferenga quanto ao efeito locomotor
em relacdo aos demais grupos.

E importante considerar que limitagdes existentes no presente estudo podem ter sido
fatores desfavoraveis para a analise, dentre elas 0 nimero amostral e o tempo de administragao.
Vale ressaltar a importancia desta etapa pré-clinica inicial para o norteamento dos experimentos
futuros visando aprimorar as limitacdes presentes e elucidar o tempo de administracdo e dose

de suplementacdo adequados para possivel resposta a suplementagao.
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ANEXO A - CERTIFICADO DE APROVACAO DA COMISSAO DE ETICA NO

USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "INVESTIGACAO DO EFEITO DA Juglans regia (NOZ INGLESA) E DA NATA DO LEITE DE CABRA
SOBRE A MEMORIA EM MODELO COMPORTAMENTAL MURINO", protocolada sob o CEUA n2 9709250222 (p 001670), SOb a
responsabilidade de Mirian G. S. Stiebbe Salvadori e equipe; Luanna Karen Chagas Fernandes - que envolve a producdo,
manutencao e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa
cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho
de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi
aprovada pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Paraiba (CEUA/UFPB) na reunido de 01/06/2022.

We certify that the proposal "RESEARCH OF THE EFFECT OF Juglans regia (WALNUT) AND GOAT MILK CREAM ON MEMORY IN A
MURINE BEHAVIORAL MODEL", utilizing 144 Heterogenics mice (144 males), protocol number CEUA 9709250222 (ip oo1670), under
the responsibility of Mirian G. S. Stiebbe Salvadori and team; Luanna Karen Chagas Fernandes - which involves the production,
maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific
research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with
the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic
Committee on Animal Use of the Federal University of Paraiba (CEUA/UFPB) in the meeting of 06/01/2022.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 07/2022 a 12/2023 Area: Psicologia

Origem: Centro de Bioterismo da Universidade Estadual da Paraiba

Espécie: Camundongos heterogénicos sexo: Machos idade: 2 a3 meses N: 72
Linhagem: Mus musculus - Swiss Peso: 20a30g

Origem: Labetox

Espécie: Camundongos heterogénicos sexo: Machos idade: 2 a 3 meses N: 72
Linhagem: Mus musculus - Swiss Peso: 20a30g

Local do experimento: Laboratério de Psicofarmacologia - UFPB.
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