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A doenga de Alzheimer é caracterizada pelo acumulo de placas amiléides e pelo
dano cognitivo nos individuos acometidos. Dados recentes sugerem que o processo
inflamatdrio apresenta importante papel no desenvolvimento e na progressdao da
doenca de Alzheimer. O presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de
determinar a possivel relagdo entre a inflamagao e os déficits cognitivos observados na
doenga de Alzheimer, através de estudos in vivo e in vitro. Os dados do presente
trabalho demonstram que a injegdo intracerebroventricular (i.c.v.) do peptideo ABi1.40
resultou em prejuizos de aprendizado e memadria em camundongos. Tal efeito parece
estar associado a um processo de disfungao sinaptica e ativagdo glial. O bloqueio
farmacoldgico do fator de necrose tumoral-a (TNF-a), ou da enzima oxido nitrico
sintetase induzida (iNOS), reduzem o dano cognitivo induzido pela AB;.40. Resultados
similares foram observados em animais com delegao génica para o receptor do TNF-a.
tipo 1 (TNFR1) ou para a iNOS. A administragdo da ABi40 resultou em aumento na
expressao do TNF-a e inducdo de alteragdes nos parametros oxidativos no cortex pré-
frontal e hipocampo. Além disso, a AP1.40 promoveu a ativacdo das vias de sinalizagdo
da proteina quinase JNK/c-Jun e do fator de transcricdo NF-kB, resultando no aumento
da expressdo da iNOS nas mesmas areas cerebrais. O pré-tratamento dos animais com
o anticorpo especifico contra o TNF-o. de camundongo reduziu todas as alteracdes
bioquimicas e moleculares induzidas pela inje¢do i.c.v. de AP;.4o. Estes resultados
sugerem o TNF-a e a iINOS como importantes alvos na doenga de Alzhiemer. Por fim,
no presente estudo, foi investigado, através de ferramentas farmacoldgicas e
genéticas, o papel do sistema cininas nos prejuizos cognitivos induzidos pela ABi-40.
Nossos dados demonstram que o tratamento com o antagonista seletivo do receptor
B,, Hoel40, é capaz de reduzir os déficits de aprendizado e meméria induzidos pela
AB1.40 7 ou 30 dias apds o tratamento. Resultados similares foram observados em
animais com delecdo do gene para o receptor B,. Por outro lado, o tratamento com o
antagonista do receptor By, a des-Argg-Leus-BK ou a delecdo do gene para o receptor
B, inibiu os efeitos da APBi.40, apenas quando a avaliagdo foi feita 30 dias apds o
tratamento. Estudos de biologia molecular revelaram que o tratamento com APi.40
promoveu aumento dependente do tempo e sustentado na expressao do receptor B;
no cortex pré-frontal e no hipocampo. Todavia, nenhuma alteragao no padrdo de
expressdo do receptor B, foi observada apds a injecao i.c.v. de AP1.40. Estes resultados
indicam que os receptores B; e B, para as cininas apresentam importante papel nos
prejuizos cognitivos induzidos pela ABj4. Em conjunto, os resultados do presente
estudo apontam o TNF-a, a iNOS e os receptores para as cininas como potenciais alvos
terapéuticos no tratamento da doenga de Alzhieimer.

Doenca de Alzheimer, B-amildide, éxido nitrico sintase induzida, fator de necrose
tumoral-a, cininas
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RESUMO

7z

A doenca de Alzheimer é caracterizada pelo acumulo de placas
amiléides e pelo dano cognitivo nos individuos acometidos. Dados recentes
sugerem que o processo inflamatério apresenta importante papel no
desenvolvimento e na progressao da doenca de Alzheimer. O presente
estudo foi desenvolvido com o objetivo de determinar a possivel relacao
entre a inflamacdo e os déficits cognitivos observados na doenca de
Alzheimer, através de estudos in vivo e in vitro. Os dados do presente
trabalho demonstram que a injecao intracerebroventricular (i.c.v.) do
peptideo A1 resultou em prejuizos de aprendizado e memodria em
camundongos. Tal efeito parece estar associado a um processo de
disfuncao sinaptica e ativacao glial. O bloqueio farmacoldégico do fator de
necrose tumoral-a (TNF-a), ou da enzima Oxido nitrico sintetase induzida
(iINOS), reduzem o dano cognitivo induzido pela APi-40. Resultados similares
foram observados em animais com delecdo génica para o receptor do TNF-
a tipo 1 (TNFR1) ou para a iINOS. A administracado da Api-40 resultou em
aumento na expressao do TNF-a e inducao de alteragcOes nos parametros
oxidativos no cortex pré-frontal e hipocampo. Além disso, a ABi-40 promoveu
a ativacao das vias de sinalizacao da proteina quinase JNK/c-Jun e do fator
de transcricao NF-kB, resultando no aumento da expressao da iINOS nas
mesmas areas cerebrais. O pré-tratamento dos animais com o anticorpo
especifico contra o TNF-a de camundongo reduziu todas as alteracdes
bioquimicas e moleculares induzidas pela injecdo i.c.v. de ApPi40. Estes

resultados sugerem o TNF-a e a INOS como importantes alvos na doenca de



Alzhiemer. Por fim, no presente estudo, foi investigado, através de
ferramentas farmacoldgicas e genéticas, o papel do sistema cininas nos
prejuizos cognitivos induzidos pela ABi-4. Nossos dados demonstram que o
tratamento com o antagonista seletivo do receptor Bz, Hoel40, € capaz de
reduzir os déficits de aprendizado e memoadria induzidos pela ABi40 7 ou 30
dias apo6s o tratamento. Resultados similares foram observados em animais
com delecao do gene para o receptor B2. Por outro lado, o tratamento com
0 antagonista do receptor B1, a des-Arg®-Leus-BK ou a delecdo do gene para
o receptor B; inibiu os efeitos da APi.40, apenas quando a avaliagao foi feita
30 dias ap6s o tratamento. Estudos de biologia molecular revelaram que o
tratamento com Afi4 promoveu aumento dependente do tempo e
sustentado na expressdo do receptor B: no coértex pré-frontal e no
hipocampo. Todavia, nenhuma alteracdo no padrao de expressao do
receptor B, foi observada apds a injecao i.c.v. de APi40. Estes resultados
indicam que os receptores B1 e B> para as cininas apresentam importante
papel nos prejuizos cognitivos induzidos pela APBi40. Em conjunto, os
resultados do presente estudo apontam o TNF-a, a INOS e 0s receptores para
as cininas como potenciais alvos terapéuticos no tratamento da doenca de

Alzhieimer.



ABSTRACT

Increased brain deposition of amyloid B protein (AB) and cognitive
deficits are classical signals of Alzheimer’s disease, which have been highly
associated to inflammatory alterations. The present work was designed to
determine the correlation between inflammatory process and cognitive
deficts in a mouse model of Alzheimer’s disease, by means of both in vivo
and in vitro approaches. The intracerebroventricular injection of ABi.40 in Mice
resulted in marked deficits of learning and memory, according to assessment
in the Water maze paradigm. This cognition impairment seems to be related
to synapse dysfunction and glial cell activation. The pharmacological
blockage of either TNF-a or INOS reduced the cognitive deficit evoked by Ap:-
40 INn Mice. Similar results were obtained in TNF-a receptor 1 and iINOS knockout
mice. ABi40 administration induced an increase of TNF-a expression and
oxidative alterations in prefrontal cortex and hippocampus. Likewise, APi1.40
led to activation of both c-Jun-NHz-terminal kinase (JNK)/c-Jun and nuclear
factor-kB (NF-«xB), resulting in iINOS up-regulation in both brain structures. The
anti-TNF-o. antibody reduced all the molecular and biochemical alterations
promoted by Api.40. These results provide new insights in mouse models of
Alzheimer’s disease, revealing TNF-a and INOS as central mediators of AR
action. In adition, the present study investigated, by means of genetic or
pharmacological approaches, the role of kinin system in the ABi.40 cognitive
effects on water maze paradigm. Spatial learning and memory deficits
observed at 7 and 30 days after APi.40 treatment were significantly reduced

by the i.c.v. administration of kinin B2 receptor antagonist Hoe 140. Similar

v



effect was found in mice lacking kinin B> receptors. On the other hand,
genetic deletion of inducible kinin B: receptor or its blockage by i.c.v.
injection of des-Arg®-Leus-bradykinin attenuated only the long-term (30 days
after treatment) cognitive deficits induced by ABi40. Moreover, treatment
with ABi40 resulted in a sustained increase in the expression of the kinin B
receptor in the hippocampus and prefrontal cortex of mice, while it did not
alter the expression of kinin B> receptors in these brain areas. These findings
provide convincing evidence that kinins acting at central nervous system Bz
and B> receptors exert a critical role in the spatial learning and memory
deficits induced by A peptide in mice. Therefore, pharmacological blockers
of TNF-a, iINOS or kinin receptors could be of potential interest for the

development of drugs to treat Alzheimer’s disease.



INTRODUCAO

Desde o inicio do século passado, mas principalmente nas Ultimas duas
décadas, a humanidade vem passando por uma transicdo demogrdfica
evidente, sendo que as sociedades estdo deixando de ser formadas
predominantemente por populacdes jovens e adultas para se tfransformarem
em sociedades compostas por pessoas cada vez mais idosas. A
Organizacdo das Nacdes Unidas (ONU) estabeleceu que a “era do
envelhecimento” teve inicio em 1975 e que essa tendéncia deverd se
estender por mais cinglenta anos, isto &, o crescimento deverd ocorrer até o
ano 2025. Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a
Europa ocupa a primeira posicdo na proporcdo da populagcdo com mais de
sessenta anos de idade (19,8 %), seguida pela América do Norte (16,3 %)
(IBGE, 2000). Este fendbmeno de envelhecimento populacional € também
verificado no Brasil. Com base no censo de 2000, existem aproximadamente
10 milhdes de idosos no Brasil, sendo que nos proximos 20 anos, este valor
poderd ultrapassar os 30 milhdes, vindo a representar aproximadamente 13 %
da populacdo brasileira e a sexta maior populacdo de idosos do mundo
(IBGE, 2000). Embora estes niumeros reflitfam um claro avanco na qualidade
de vida de parte da populacdo, eles também alertam para a possibilidade
de que, num futuro préoximo, cresca significativamente o nimero de pessoas
acometidas pelos chamados “males da idade”. Dentre tais patologias,
destaca-se a doenca de Alzheimer.

A doenca de Alzheimer foi descrita inicialmente pelo médico alemdo

Alois Alzheimer, em 1906, durante o 37° Congresso do Sudoeste da Alemanha
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de Psiquiatria, na cidade de TUbingen. Durante sua conferéncia intitulada
“Eine eigenartige Erkrankung der Hirnrinde” (Uma Doenca Peculiar dos
Neurbnios do Cortex Cerebral) Alzheimer definiu seu achado como uma
patologia neuroldgica, ndo reconhecida, que cursa com deménciaq,
destacando os sinfomas de déficit de memodria, alteracdes de
comportamento e incapacidade para as atividades rotineiras.
Posteriormente, Alzheimer ainda viria a descrever o0s aspectos
anatomopatolégicos da doenca, cujas principais caracteristicas eram o
acumulo de placas senis e de emaranhados neurofibrilares e a perda
neuronal (Moller e Graeber, 1998; Goedert e Spillantini, 2006).

Em 1910, na oitava edicdo do "Handbook of Psychiatry”, Emil
Kraepelin, apds estudar casos semelhantes, propds o nome de doenca de
Alzheimer em homenagem ao seu descobridor (Maurer et al., 1997, Moller e
Graeber, 1998). Inicialmente, essa denominacdo era utilizada para os casos
de deméncia pré-senil. Em 1968, um estudo demonstrou que os achados
anatomopatolégicos caracteristicos da entdo denominada doenca de
Azheimer ou deméncia pré-senil também apareciom em individuos com
deméncia senil, em que os sinfomas se iniciam aos 65 anos ou apds essa
idade, sendo entdo considerados como parte da mesma entidade
patolégica (Blessed et al., 1968). Um estudo anatomopatolégico publicado
em 1970 demonstrou que a maioria das deméncias que ocorrem no periodo
senil, sdo resultados da doenca de Alzheimer (Tomlinson et al., 1970). A partir

de entdo, essas duas formas de deméncia divididas como pré-senil e senil



pela idade, passaram a ser chamadas e consideradas como uma unica
enfidade: Y*doenca de Alzheimer” (Blennow e Willian, 1992).

A susceptibilidade a doenca de Alzheimer é resultante de multiplos
determinantes ambientais e genéticos que interagem durante a vida. Os
fatores de risco relacionados d doenca de Alzheimer compreendem: baixa
escolaridade, fraumatismo craniano associado d perda de consciéncia, sexo
feminino, depressdo, diabetes mellitus, hipertensdo arterial, fumo,
hiperinsulinemia, inatividade fisica, fibrilacdo arterial, dieta rica em gorduras
e fatores genéticos (Cotman e Berchtold, 2002; Ritchie e Lovestone, 2002;
Mattson, 2003; Gorelick, 2004; Luchsinger e Mayeux, 2004). Quanto ao Ultimo,
estdo incluidas anormalidades em genes localizados nos cromossomos 21
(gene codificador da proteina precursora amildide, APP), 14 (gene da
presenilina 1), 19 (relacionado a apoliproteina E, especificamente ao alelo
€4), 1 (gene da presenilina 2) e 12 (codificador da proteina relacionada ao
receptor de LDL) (Sherrington et al., 1995; Levy-Lahad et al., 1995; Hardy,
1997; Blennow et al., 2006). Contudo, o principal fator de risco associado a
doenca de Alzheimer é a idade. Estimativas indicam que a doenca
acomete 8-15 % da populacdo com mais de 65 anos, sendo que a partir
dessa idade o risco dobra a cada cinco anos. Atualmente, existem em todo
o mundo, aproximadamente 25 milhdes de pessoas com a doenca de
Alzheimer, o que demonstra sua grande importé@ncia. Nos paises
desenvolvidos, a doenca de Alzheimer representa a terceira causa de morte,

perdendo apenas para as doencas cardiovasculares e para o cdncer



(Mattson, 2004; Mount e Downton, 2006). No Brasil, ndo existem dados
precisos sobre o niUmero de pessoas com a doenca.

Nos estdgios iniciais da doenca de Alzheimer, hd alguma preservacdo
da memodria, mas, conforme a enfermidade evolui, a incapacidade de
lembranca torna-se generalizada. A dificuldade de aquisicGo de novas
informacdes aumenta até ndo haver mais novos aprendizados. Na
linguagem, ocorre perda de fluéncia verbal, esvaziamento de conteudos e
diminuicdo da compreensdo, além de erros de leitura e escrita. Além disso, o
paciente perde progressivamente habilidades visuo-espaciais. Numa etapa
avancada, a enfermidade traz dificuldades de expressdo, movimentacdo e
poder de reconhecimento perceptivo sensorial. As alteracdes psiquicas e
comportamentais ocorrem em até 75 % dos casos, comprometendo a vida
social e ocupacional. Os sinfomas incluem quadros depressivos e psicoticos
(alucinagcdes e delirios), apatia, agressividade, agitacdo psicomotora,
condutas repetitivas, perturbacdes no ciclo de sono-vigilia e mudancas nos
hdbitos de locomocdo, como, por exemplo, saidas a esmo e perambulacdes
(McKhann et al., 1984; Romanelli et al. 1990; Morris € Rubin 1991; Mortimer et
al., 1992; Walsh e Selkoe, 2004).

Ainda ndo foram identificados marcadores bioldégicos ou
caracteristicas clinicas que estabelecam um diagndstico definitivo para a
doenca de Alzheimer. Este s& € obtido com a demonstracdo de lesdes
neuropatoldgicas no cérebro (Gearing et al., 1995). Do ponto de vista
anatomopatoldgico, observa-se no cérebro de individuos com a doenca de

Alzheimer atrofia corfical difusa, presenca de grande niumero de placas senis



e de emaranhados neurcofibilares, degeneracdes grdnulo-vacuolares e
perda neuronal (Dickson, 1997; Gomez-lsla et al., 1997; Braak e Braak, 1998;
Uylings e de Brabander, 2002).

Os emaranhados neurofibrilares e as placas senis podem estar
presentes nos cérebros normalmente senis, mas em menor quantidade e
com distribuicGo menos extensa. Acredita-se que a concenfracdo das
placas senis esteja correlacionada ao grau de deméncia nos afetados
(Selkoe, 1991; Hardy e Higgins, 1992; Walsh e Selkoe, 2004). Os emaranhados
neurofibrilares sGo constituidos primariamente de proteinas Tau associadas &
microtUbulos. As proteinas Tau estabilizam os microtUbulos do citoesqueleto
neural, sendo esta funcdo regulada por um processo de fosforilacdo e
defosforilacdo. Nos neurbnios que sofrem degeneracdo, as proteinas Tau
associadas a microtUbulos tornam-se anormalmente hiperfosforiladas e se
acumulam na forma de filamentos emaranhados helicoidais pareados (Nagy
et al., 1995). Por sua vez, as placas senis sdo constituidas da deposicdo de
fragmentos amildides no parénquima cerebral. A B-amildide (AB) € um
fragmento proteolitico formado a partir de uma glicoproteina
transmembrénica maior, a proteina precursora amildide (APP), que sofre a
acdo das enzimas proteoliticas B- e y-secretases. Os mecanismos
responsdveis pela neurotoxicidade da AB sdo complexos, mas parecem
envolver a quebra da homeostase intfracelular do cdlcio e potdssio, inducdo
de estresse oxidativo e ativacdo do processo de morte celular. Além disso,
transtornos da transmissGdo da acetilcolina e acetiltransferases ocorrem

freqUentemente nos individuos afetados (Haass, 2004; Mattson, 2004).



Avancgos recentes na compreensdo dos mecanismos patofisioldgicos
relacionados d doenca de Alzheimer apontam para novas estratégias no
desenvolvimento de drogas. Os modelos animais tém contribuido
consideravelmente para estes avancos e tém um papel ainda maior na
avaliacdo de eventuais drogas com potencial terapéutico, ndo apenas de
aliviar a deméncia associada com a doenca de Alzheimer, mas de modificar
o processo da doenca (Van Dam e De Deyn, 2006). As ferramentas que vém
sendo utilizadas por grupos de pesquisa para estudar a doenca de Alzheimer
em animais de laboratdério sdo basicamente duas: a primeira é deixar o
animal envelhecer, fazendo com que ele passe a aqpresentar
esponfaneamente um conjunto de sinfomas, dentre eles prejuizos sensoriais e
cognitivos, semelhantes aos observados no decurso da doenca (Campbell
et al., 1980; Hazzard, 1991; Prediger et al., 2005a, 2006). Entretanto, esta
metodologia demanda tempo, dinheiro e logistica que raramente sdo
disponiveis em laboratdrios de pesquisa brasileiros.

Outra metodologia que vem sendo aplicada para estudar os
processos relacionados ao desenvolvimento e progressdo da doenca de
Alzheimer consiste na utilizacdo de modelos capazes de induzir o acumulo
da AB no cérebro de animais. Prejuizos cognitivos tém sido documentados
tanto em camundongos geneticamente modificados, que apresentam uma
express@do aumentada da APP (Hsiao et al., 1996; Westerman et al., 2002),
quanto em roedores apds a administracdo central aguda ou crénica dos
fragmentos ABi-4 ou A4, que sdo andlogos dos peptideos enconfrados

nas placas senis dos pacientes com a doenca de Alzheimer. Até o presente



momento, tem sido demonstrado que a administracdo central destes
fragmentos em roedores € capaz de promover um prejuizo significativo nos
testes de esquiva ativa (Flood et al., 1991; McDonald et al., 1994) e esquiva
inibitéria (Giovannelli et al., 1995; Harkany et al., 1999), bem como nos testes
de reconhecimento social (Terranova et al., 1996), labirinto em Y (McDonald
et al., 1994, 1996) e labirinto aqudtico de Morris (Nitta et al., 1994). Todaviq,
apesar da extensa literatura indicando os prejuizos cognitivos induzidos pela
proteina AB, os mecanismos celulares e moleculares pelos quais estes se
desenvolvem ainda ndo estdo totalmente esclarecidos.

O fratamento da doenca de Alzheimer inclui estratégias
farmacologicas e infervencdes psicossociais para o paciente e seus
familiares. InUmeras substéncias psicoativas tém sido propostas para
restabelecer ou preservar a cognicdo do paciente (Mount e Downton, 2006).
A reposicdo da acetilcolina tem mostrado eficdcia na melhora da
capacidade cognitiva e do comportamento de portadores da doenca. Os
medicamentos usados nesse tipo de terapia sdo os inibidores da
acetilcolinesterase. Essas drogas tém efeito sintfomdatico discreto sobre a
cognicdo, algumas vezes beneficiondo as alteracdes psiquicas da
deméncia. Acredita-se também que elas possam retardar a evolucdo
natural da doenca, possibilitando uma melhora tempordria no estado
funcional do paciente (Mount e Downton, 2006; Blennow et al., 2006). Além
disso, outras abordagens denominadas por convencdo de ‘“terapias
modificadoras da doenca de Alzheimer” (disease-modifying therapies) tém

sido empregadas com o objetivo de interferir com mecanismos essenciais da



doenca. Enfre algumas das abordagens empregadas estd o bloqueio da AB
e seus inUmeros mecanismos neurotdxicos (primdrios e secunddrios) e dos
processos que levam a hiperfosforilacdo da proteina Tau e a disfuncdo e
degeneracdo do citoesqueleto microtubular. A utilizacdo destas terapias
visa impedir a morte neuronal, atenuando assim a evolu¢cdo do processo
degenerativo e a evolucdo para a deméncia (Dewachter e Van Leuven,
2002; John et al., 2003; Roberds et al., 2001; Ritchie et al., 2003; Schenk et al.,

1999; McLaurin et al., 2002).

Estudos recentes também tém indicado que o dano neuronal
progressivo associado da doenca pode ser conseqUéncia de reacodes
inflamatorias locais no sistema nervoso central (Akiyama et al., 2000a; Tuppo
e Arias, 2005; Wyss-Coray, 2006). Neste sentido, tem sido proposto que uma
fagocitose ineficiente da AP por parte da microglia, e a consequente
hiperativacdo celular e liberacdo de mediadores inflamatdrios e fatores
neurotoéxicos, contribuiria de maneira decisiva Nno Processo
neurodegenerativo verificado na doenca de Alzheimer (Akiyama et al.,
2000). Em acordo com esta hipdtese, tem sido demonstrado um aumento
nos niveis de diversos mediadores pro-inflamatdrios no cérebro de pacientes
com a doenca de Alzheimer (Griffing et al., 1989; Pasinetti e Aisen, 1998; Ho
et al., 1999; Moore e O'Banion, 2002; Galimberti et al., 2003). Corroborando
esta idéia, estudos clinicos indicam que o fratamento prolongado com
alguns antiinflamatérios ndo-esteroidais (ibuprofeno, indometacina e
aspirina) ou substéncias antioxidantes (estrogénio e vitamina E), é capaz de

reduzir a prevaléncia da doenca de Alzheimer e melhorar os sinfomas de
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pacientes acometidos por esta patologia (Rogers et al., 1993; McGeer et al.,
1996; In't Veld et al., 2001; Zandi et al., 2002, Sano et al., 1997; Henderson,
1997).

Dentre os mediadores associados ¢ doenca de Alzheimer pode-se
destacar a citocina fator de necrose tumoral (TNF)-a. Essa citocina foi
descrita inicialmente em meados de 1970 por Lloyd Old e colaboradores
(Carswell et al., 1975) como um fator soroldégico induzido por endotoxina que
era capaz de causar a necrose de certos tumores murinos in  vivo.
Posteriormente, em 1984, foi isolado o TNF-a derivado de produtos
bacterianos e, ao longo das Ultimas décadas, varios estudos tém identificado
uma superfamilia de ligantes e receptores relacionados a esta molécula
(Paul et al., 2006). O TNF-a € sintetizado como uma proteina ndo glicosilada
transmembrénica (proteina precursora), que posteriormente & processada
para uma forma homotrimérica com massa molecular de 17 kDa. A enzima
responsdvel pelo processamento do TNF-a € uma metaloproteinase
especifica, fambém chamada de enzima conversora do TNF-a (TACE) (Black
et al., 1997; Moss et al., 1997). Além disso, o TNF-a pode existir como proteina
de membrana com massa molecular de 26 kDa na sua forma ndo-clivada
(Perez et al., 1990). Evidéncias experimentais revelaram que o TNF-a
apresenta um importante papel como mediador e modulador da resposta
inflamatoria. Sua producdo € realizada principalmente por células do sistema
imunoldgico, incluindo macréfagos, mondcitos e linfécitos, em resposta a

agentes patogénicos ou durante condicdes de estresse no organismo.



Através da associacdo com um de seus receptfores celulares,
denominados receptor do TNF fipo 1 (TNFR1 ou p55) e receptor do TNF tipo 2
(TNFR2 ou p75), o TNF-a ativa diferentes cascatas intracelulares que regulam
diversas funcoes celulares, incluindo respostas inflamatdrias, diferenciacdo e
apoptose (Palladino et al., 2003). Enquanto o TNFR1 & expresso de maneira
constitutiva na grande maioria das células, o TNFR2 apresenta sua expressdo
aumentada durante condicdes patoldgicas. Outra diferenca importante
entre esses receptores refere-se a sua estrutura. O TNFR1 apresenta em sua
estrutura o dominio de morte (death domain, DD), que durante a sinalizacdo
se liga a molécula adaptadora TRADD (TNFR-associated DD)
desencadeando, dentre outros efeitos, a ativacdo do processo de apoptose
(Livu et al., 1996; Chen e Goeddel, 2002; Hallenbeck, 2002). Por outro lado, o
TNFR2 ndo apresenta o DD, mas sim um dominio citoplasmdtico que se liga
aos TRAFs (TNFR-associated factors) durante a sinalizacdo. A ativacdo do
TNFR2, por sua vez, tem sido associada ¢ resposta inflamatdria aguda (Segui
et al., 2001; Kolesnick e Kronke,1998; Hallenbeck, 2002). Todavia, € importante
ressaltar que, na maioria das vezes, em funcdo do estimulo primdrio, ambos
os receptores s@o ativados simultaneamente e acabam desencadeando a
afivacdo de vias de sinalizacdo intrincadas e bastante complexas. De
maneira geral, a ativacdo dos receptores para o TNF-a resulta na ativagcdo
das proteinas quinases afivadas por mitdbgeno (MAPK) e da profeina kB
quinase (IKK), que por sua vez controlam a expressdo de diferentes proteinas
pela ativagcdo de fatores de transcricdo como a proteina ativada-1 (AP-1) e

o fator nuclear-xB (NF-xB) (Brenner et al., 1989; DiDonato et al., 1997; Liu et al.,
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1996; Wajant et al., 2003). Ao nivel celular, a principal funcdo atribuida ao
TNF-o € sindlizar para a ativagcdo da transcricdo de outras proteinas
envolvidas na resposta inflamatdria, incluindo a interleucina (IL)-1, -6 e -8, as
guimiocinas e as moléculas de adesdo. Além disso, o TNF-a € um fator
fundamental na regulacdo do balanco entre a ativacdo de vias de
sinalizacdo pro- e anti-apoptdticas no controle da proliferacdo celular e na
resposta inflamatdria. De modo interessante, a supressdo do processo de
apoptose geralmente resulta em resposta inflamatoéria (Baud e Karin, 2001).
Em relacdo ao sistema nervoso central, a micréglia e o astrécito sdo
considerados os produtores primdrios de TNF-a. Durante processos
patoldgicos no cérebro foram descritos tanto efeitos neuroprotetores quanto
neurotdxicos exercidos pelo TNF-a. Estudos de delecdo génica indicam que
o TNFR2 participa do processo de protecdo contra a neurotoxicidade
induzida pelo glutamato em camundongos (Marchetti et al., 2004). Além
disso, o TNF-a parece estar envolvido na neuroprotecdo em resposta a
toxicidade aguda induzida pelo oxido nitrico (Turrin e Rivest, 2006). Sriram e
colaboradores (2006) demonstraram recentemente que a auséncia dos
receptores para o TNF-a aumenta a susceptibiidade dos camundongos aos
efeitos neurotdxicos produzidos pelo MPTP  (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridine) na regido hipocampal do cérebro. Por outro lado, alguns
estudos tém implicado o TNF-a ha neurotoxicidade induzida pelo glutamato,
através da ativacdo da microglia (Takeuchi et al., 2006). Ademais, a inibicdo
aguda do TNF-a enddgeno pelo tratamento com TNFR solUvel, anticorpos

especificos ou oligonucleotfideos antisense reduz de maneira marcante o
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dano cerebral induzido por isquemia ou frauma em roedores (Nawashiro et
al., 1996; Barone et al., 1997; Mayne et al., 2001). Evidéncias indicam que na
doenca de Alzheimer hd um aumento na expressdo do TNFR1 no cérebro,
bem como nos niveis de TNF-a no cérebro e plasma dos pacientes (Fillit et al.,
1991; Tarkowski, 2002; Li et al, 2004). Recentemente, também foi
demonstrado através de experimentos de eletrofisiologia em camundongos
que o TNF-a apresenta um importante papel na reducdo da potenciacdo de
longo prazo (LTP) induzida pela AB (Wang et al., 2005). Entretanto, os
mecanismos pelo qual o TNF-a exerce seus efeitos durante a doenca de
Alzheimer sdo pouco compreendidos.

Outra importante proteina integrante do processo inflamatério € a
Oxido nitrico sintase induzida (iINOS), uma enzima envolvida na sintese do
oOxido nitrico (NO) (Xie et al., 1993; 1994; Kleinert et al., 2003). O NO foi
inicialmente descrito por Furchgott e Zawadski (1980) como sendo um
potente vasodilatador em resposta ao agonista muscarinico acetilcolina em
tiras de aorta com endofélio intfacto. Desconhecendo a efiologia da
substancia causadora do efeito, os autores a denominaram de EDRF (fator
reloxante derivado do endotélio). Posteriormente, os grupos de Ignarro,
Murad e Palmer mostraram, em estudos independentes, que o EDRF e o NO
eram a mesma substéncia, sendo este sintetizado pelas células endoteliais
através da L-arginina (Ignarro et al., 1987; Murad et al., 1987; Palmer et al.,
1987). Esta descoberta deflagrou uma verdadeira explosdo de pesquisas
sobre os papeis fisiolodgico e patoldgico do NO nas mais diversas condicoes e

tecidos. Afualmente, sabe-se que o NO €& uma importante molécula
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sinalizadora inter e intracelular envolvida na regulacdo de uma variedade
de funcdes celulares bioldgicas (Hanafy et al., 2001; Ignarro et al., 2002;
Alderton et al., 2001).

Nos tecidos, o NO ¢é sintetizado a partir do aminodcido L-arginina, em
uma reacdo de oxidacdo catalisada pelas isoenzimas NO sintases (NOS). As
NQOS sdo identificadas de acordo com o tipo celular ou as condicdes em que
foram primeiramente descritas (Hanafy et al., 2001). Dessa maneira, existem
trés isoformas distintas de NOS: NOS endotelial (eNOS ou NOS lll) encontrada
na célula endotelial, célula epitelial e em midcito cardiaco; NOS neuronal
(hNOS ou NOS ) enconfrada em células neuronais € na musculatura
esquelética; NOS induzivel (iNOS ou NOS Il) enconfrada em macréfagos,
hepatdcitos, musculo liso e em vdarios outros tecidos (Alderton et al., 2001). A
eNOS e a nNOS sdo enzimas expressas constitutivamente e sua ativacdo é
dependente do aumento do cdlcio intracelular. O NO formado por estas
enzimas estd relacionado a eventos fisioldgicos como regulacdo do ténus
vascular, neurotransmiss@o, inibicdo da agregacdo plaquetdria e da adesdo
celular, além do efeito antioxidante (Napoli e Ignarro, 2001; Cayatte et al.,,
1994; Kuhlencordt et al., 2001; Rand, 1992; Baranano e Snyder, 2001; Kobzik et
al., 1994; Guzik et al., 2003). Por outro lado, a isoforma induzida da enzima é
funcionalmente independente da concentfracdo intracelular de cdicio e
normalmente ndo € expressa constitutivamente, tendo sua expressdo
modulada em processos inflamatdrios ou fisiopatoldgicos (Nathan et al.,
1992; Hibbs et al., 1988; Marletta, 1994). A expressdo da iINOS é evidenciada

em uma grande variedade de células, incluindo macréfagos, células
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endoteliais, células da musculatura lisa vascular e midcitos cardiacos depois
da estimulacdo com lipopolissacdrides (LPS), citocinas (como IL-1B, TNF-a,
IFN-y, IL-6) e outros agentes pro-inflamatdrios. Uma vez expressa, a iNOS gera
NO de maneira continua e em grande guantidade. O NO proveniente da
iINOS responde por efeitos protetores contra patdégenos virais ou bacterianos
(Bogdan, 2001) ou por efeitos citotoxicos, que incluem dano ao DNA,
oxidacdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL), nitracdo de residuos de
tirosina e inibicdo da respiracdo mitocondrial, dentre outros (Ischiropoulos e
Al-Mehdi, 1995; Guzik et al., 2003; Gow et al., 2004; Vallance e Leiper, 2002). O
dano celular induzido pelo NO é resultado de sua propriedade de espécie
reativa e pela interacdo com o danion superdxido formando peroxidonitrito,
um potente agente oxidante (Javesghani et al., 2003). Por sua vez, o
peroxinitrito estimula o processo inflamatério pela ativacdo de fatores de
transcricdo como o NF-kB (Wu et al., 2004; O'Donnell et al., 1999; Stamler et
al., 2001). Os efeitos deletérios do NO estdo implicados na patologia de
doencas inflamatdrias como aterosclerose, artrite reumatdide, asma,
diabetes, choque séptico, rejeicdo de transplantes, esclerose multipla e
doenca inflamatdéria intestinal, dentre outras (Vallance e Leiper, 2002; Aktan,
2004; Vallonce e Leiper, 2002). Dano neuronal e doencas cerebrais
degenerativas, tais como a doenca de Parkinson e Alzheimer, também estdo
associadas a sinfese aumentada de NO (Christopherson e Bredt, 1997;
Halliwell, 2001).

Nos Ultimos anos vem crescendo o numero de trabalhos sugerindo o

envolvimento do sistema calicreina-cininas na fisiopatologia da doenca de
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Alzheimer. As cininas constifuem uma familia de peptideos biologicamente
ativos formados em resposta a estimulos fisioldgicos ou durante o processo
inflamatdrio, a partir de a-globulinas com mdultiplos dominios, conhecidas
como cininogénios. Tais precursores sdo clivados por um grupo de proteases
conhecidas genericamente por calicreinas, que podem ser enconfradas no
sangue (calicreina plasmdtica) ou na maioria das glédndulas exdcrinas
(calicreina tecidual) (Proud e Kaplan, 1988; Cassim et al., 2002; Kaplan et al.,
2002). Uma vez liberadas, as cininas exercem uma série de efeitos bioldgicos,
incluindo vasodilatacdo, hiperemia local, reducdo da pressdo sangulineaq,
sensibilizacdo de fibras aferentes sensoriais do tipo Ad e C, além de formagdo
de edema em conseqUéncia do aumento da permeabilidade vascular. Suas
acoes parecem contribuir para a hipotensdo e para o desenvolvimento do
choque, observados na pancreatite, na sepse e na coagulacdo
infravascular (Dendorfer et al. 1999; Calixto et al., 2000). Ademais, as cininas
também sdo capazes de controlar o ténus de vdrios tipos de musculatura
lisa, o fransporte de glicose, além de estimularem a reabsorcdo déssea e a
proliferacdo celular (Bhoola et al., 1992).

As acoes das cininas sdo mediadas através de receptores especificos
presentes na membrana celular. Dois subtipos de receptores para as cininas
foram descritos hd mais de 20 anos (Regoli e Barabé, 1980) e denominados
Bi e Bz Foram caracterizados inicialmente com base em critérios
farmacolégicos de ordem de poténcia dos agonistas em preparacdes de
orgdo isolado. Posteriormente, esta classificacdo foi confirmada através do

emprego de agonistas e antagonistas seletivos, obtidos por modificacdes ou
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substituicdes dos aminodcidos que compdem a estrutura das cininas (Vavrek
e Stewart, 1985; Regoli et al., 1994; Stewart et al., 1999). Mais recentemente,
ambos os receptores foram clonados de varias espécies animais, inclusive de
humanos, confirmando assim a existéncia dos receptores B; e B, como
produtos de genes distintos (Hess, 1997). Os receptores para as cininas
pertencem a familia de receptores compostos por 7 unidades
transmembrana acoplados as proteinas G (McEachern et al., 1991; Hess et
al.,, 1992; Menke et al., 1994; Pesquero et al., 1996). Apesar de serem
acoplados aos mesmos mecanismos transducionais, os receptores By e Bo
apresentam aproximadamente 36% de homologia na seqUéncia de
aminodcidos (dependendo da espécie estudada), sendo esta homologia
mais evidente nas 7 regides fransmembrana. Este grau de homologia entre
os receptores By e B, pode ser considerado baixo, uma vez que o receptor By
apresenta 30% de similaridade em relacdo ao receptor do tipo 1 para a
angiotensina Il (Hess, 1997).

Apesar das diferencas entre os receptores By e By das cininas, na
maioria das vezes as vias de transducdo acionadas pelos dois fipos de
receptores sdo muito semelhantes (Liebmann e B&hmer, 2000; Liebmann,
2001). Os receptores By e B2 para as cininas sdo preferencialmente
acoplados a proteinas das familias Gai e Gaq (Lico e Homcy, 1993) e sua
ativacdo pode estar relacionada & estimulacdo direta ou indireta de
diversas vias de sinalizacdo intracelular. Estas vias incluem: fosfolipase C,
fosfolipase D, aumento de cdicio intracelular, ativacdo de isoformas

especificas da proteina quinase C, estimulagdo de canais de potdssio
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sensiveis ao cdlcio, transporte de ions cloreto, ativacdo da adenilato ciclase,
formacdo de Oxido nitrico, aumento expressivo dos niveis de prostandides
em resposta a ativacdo da fosfolipase Az ou, ainda, ativacdo da via das
proteinas quinases ativadas por mitdgeno (MAPKs) (Schanstra et al., 1999;
Liebmann e B&hmer, 2000; Liebmann, 2001).

Sem duvida, a principal diferenca entre os receptores B1 e By estd
relacionada ao padrdo de expressdo destas duas proteinas. Tem sido
largamente demonstrado que a maior parte das acgodes fisioldgicas das
cininas € mediada pela ativacdo dos receptores Bz, engquanto que os
receptores B sdo responsdveis por amplificar e perpetuar a sinalizagcdo
iniciada pela estimulacdo dos receptores Bs. As respostas mediadas pela
atfivacdo de ambos o0s receptores sdo qualitativamente similares e
geralmente envolvem a ativacdo dos mesmos tipos celulares (Marceau et
al., 1998; Calixto et al., 2000). Desta forma, os receptores B2 sGo expressos de
forma constitutiva em vdrios érgdos, tecidos e tipos celulares, incluindo:
células endoteliais, fibroblastos, epitélio glandular, rins, coracdo, musculatura
esquelética, sistema nervoso central, musculatura lisa de vasos sanguUineos,
ducto deferente, traquéiaq, intestino, Utero e bexiga (Dendorfer et al., 1999).
Por outro lado, um grande niUmero de evidéncias indica que os receptores B,
estdo geralmente ausentes em tecidos de animais em condicdes normais,
sendo rapidamente induzidos e modulados em diversos tfipos celulares apos
longos periodos de incubacdo in vitro, apds trauma tecidual ou infeccdes, ou
ainda apdés o fratamento com endotfoxinas bacterianas, adjuvante de

Freund, citocinas pro-inflamatérias, luz ultravioleta, estresse térmico, dentre
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outros estimulos (Marceau et al., 1998; Ahluwalia e Perretti, 1999; Calixto et al.,
2000).

Em relacdo a doenca de Alzheimer, sabe-se que dreas cerebrais que
sdo acometidas nas fases iniciais da patologia apresentam uma expressado
aumentada de vdrios elementos do sistema calicreina-cininas (Correa et al.,
1979; Perry e Snyder, 1984; Murone et al., 1997; Raidoo e Bhoola, 1997; Chen
et al., 2000). Além disso, foi verificado recentemente um aumento na
transducdo do sinal iniciado pela BK em fibroblastos isolados a partir de
cérebros de portadores da doenca de Alzheimer (estudo post-mortem),
ocasionando uma hiperfosforilacdo da proteina Tau, sendo este considerado
um dos primeiros eventos do processo neurodegenerativo associado &
doenca de Alzheimer (Jong et al., 2003). Huang e colaboradores (1998)
demonstraram que a exposicdo da cultura de células do tipo PCI12 &
proteina AB promove um aumento na producdo de inositol trifosfato (IP3) e
elevacdo dos niveis de cdicio citosélico induzidos pela BK, além de
alteracdo no numero e afinidade dos receptores para cininas. Em adicdo, a
incubacdo de células endoteliais com a proteina AR promove um aumento
de trés a quatro vezes na concentracdo de cininas nesta cultura (Wirth et al.,
1999). De maneira interessante, Racchi e colaboradores (1998)
demonstraram que o fratamento de fibroblastos humanos com BK promove
um aumento na secrecdo da APP. Em conjunto, os resultados obtidos nestes
estudos apontam para a existéncia de um possivel “ciclo vicioso”, sendo que

por um lado, a proteina AB induz a liberacdo de BK e aumenta as respostas
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celulares mediadas por seus receptores e, por outro, a BK estimula a
secrecdo do precursor da proteina AB, realimentando o ciclo.

Embora apds os 101 anos da primeira descricdo da doenca da
Alzheimer tenha-se conseguido algum avanco em termos de conhecimento
cientifico, ainda parece faltar muito para o desenvolvimento de ferramentas
farmacologicas eficazes para o tratamento desta patologia tdo
devastadora. Neste senfido, uma melhor compreensdo acerca dos
mecanismos envolvidos na fisiopatologia desta doenca torna-se imperativa.
Como descrito anteriormente, a AB apresenta um papel importante no
desenvolvimento de vdrias alteracdes neuronais verificadas na doenca de
Alzheimer. Sendo assim, informacdes adicionais sobre o0s mecanismos
moleculares relacionados as acdes da AP serdo de grande valia para o
desenvolvimento de abordagens mais racionais e eficazes para o
tratamento dessa patologia. Neste sentido, o presente estudo procurou
estabelecer possiveis relacdes entre a resposta inflamatdria, as alteracoes
moleculares e os danos cognitivos induzidos pela injecdo i.c.v. da AB em

camundongos.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

O objetivo do presente estudo foi avaliar o papel das proteinas TNF-a e
iINOS, bem como das cininas, sobre os prejuizos cognitivos induzidos pela
administracdo intracerebroventricular (i.c.v.) da proteina ABiu em
camundongos. Além disso, foram estudadas algumas das possiveis
alteragcdées moleculares induzidas pela ABi4 no cortex pré-frontal e

hipocampo de camundongos.

Objetivos especificos

v Investigar o efeito do bloqueio farmacoldgico ou genético da via do TNF-a
e INOS sobre o prejuizo cognitivo induzido pela injecdo
infracerebroventricular (i.c.v.) do peptideo ABi4 através do modelo do

labirinto aquatico de Morris (versdo de memaria espacial de referéncial).

v Avdliar a participacdo do TNF-a e da iNOS no processo de dano sindptico
induzido pela administracdo i.c.v. de ABi-4 através da imunodeteccdo da

proteina pré-sindptica sinaptofisina.

v' Caracterizar o perfil temporal de expressdo do TNF-a e iNOS no coértex e
hipocampo de camundongos apds o tratamento com APi.4 através das

técnicas de RT-PCR e/ou western blot.
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v Determinar o perfil temporal de ativacdo da profeina quinase JNK e sua

molécula alvo c-Jun apds a injecdo de APi-4o.

v' Analisar a possivel ativacdo do fator de transcricdo NF-xB no coértex pré-

frontal e hipocampo induzida pela administracdo i.c.v. de ABi-4.

v’ Caracterizar o efeito do blogueio farmacolégico do TNF-a sobre a
ativacdo de diferentes vias de sinalizacdo intracelulares (p. ex. JNK/c-Jun,

NF-kB) induzida pela ABi-4o.

v Investigar a possivel participacdo do TNF-a na regulacdo da expressdo da
iINOS no cortex pré-frontal e hipocampo induzida pelo tfratamento com

AB1-40.

v Determinar o efeito da administracdo de antagonistas seletivos dos
receptores By ou By para cininas na prevencdo e/ou reversédo do dano

cognitivo induzido pela injecdo i.c.v. de ABi-4.

v Andlisar a influéncia da delecdo génica dos receptores By ou Bz para

cininas sobre o prejuizo cognitivo induzido pelo tratamento com ABi-o.

v' Caracterizar a possivel modulacdo da expressdo dos receptores Br e B»
para cininas apos diferentes periodos de tempo da administracdo i.c.v. da

AB1-40.
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MATERIAIS E METODOS
Animais

Foram utilizados camundongos das linhagens: Swiss, C57BI/6, nocaute
para o receptor-1 do TNFa (TNFR1/-) e hocaute para iNOS (iNOS/-) (30 — 35 g)
criados no biotério setorial do Departamento de Farmacologia, CCB, UFSC.
Além disso, foram utilizados animais nocaute para o receptor B: (BiR7-) e
nocaute para o receptor B2 (B2R7-) das cininas, sendo que estes foram
gentiimente doados pelo Prof. Dr. Jodo Bosco Pesqueiro do Departamento
de Biofisica da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP). A delecdo da
sequUéncia codificadora dos genes para o TNFR1 (Rothe et al., 1993), iINOS
(MacMicking et al., 1995), BiR (Pesqueiro et al., 2000) ou B2R (Rupniak et al.,
1997) foi realizada de acordo com metodologias descritas em trabalhos da
literatura. Os animais foram alojados em grupos de 20 animais por caixa (42 x
34 x 17 cm) e mantidos em cdmaras ventiladas (ALESCO®), a uma
temperatura de 22 + 2 °C, umidade entre 60 - 80 % e ciclo claro/escuro de 12
horas, sendo alimentados com racdo comercial e dgua ad libitum.

O presente estudo seguiu as recomendacodoes do Guia de Uso e
Cuidado com Animais Laboratoriais do National Institutes of Health (NIH) dos
Estados Unidos da América (NHI Publication No. 85-23, revisado em 1996).
Todos os procedimentos empregados no presente estudo foram aprovados

pelo Comité de Etica no Uso de Animais/UFSC.
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Administracao intracerebroventricular da g-amildide

O fragmento A4 (Tocris, Ellisville, EUA) e o fragmento inverso ABa4o-1
(Bachem, Torrance, EUA) foram dissolvidos em PBS (pH 7,4, 1 mg/ml) e
incubados a 37 °C por 3 — 4 dias, como descrito previamente (Coraci et al.,
2002). A forma agregada dos fragmentos de AB (400 pmol/camundongo) ou
a solucdo veiculo (PBS) foram administradas por via infracerebroventricular
(i.c.v.) como descrito por Laursen e Belknap (1986). Para tanto, foi utilizada
uma microseringa Hamilton com agulha 28 gauges de 3 mm de
comprimento. Esta foi inserida unilateraimente (1 mm) no ponto médio
equidistante enfre os olhos e a uma distancia igual entre os olhos e as
orelhas, perpendicular ao plano do crdnio. As solucdes foram injetadas
gradualmente durante um intervalo de 5 s. Ao final dos experimentos os
animais foram sacrificados e a correta insercdo da agulha foi avaliada
através de andlise histoldgica.

Alguns animais foram tratados com anticorpo especifico anti-TNF-a.
(AbTNF-a,, 10 ng/camundongo; i.c.v.; R&D Systems, MN, EUA) 15 min antes da
injecdo da ABi-4. O inibidor da iNOS, aminoguanidina (AG, 100 mg/kg, i.p.;
Sigma-Aldrich) foi administrado 1 h antes da injecdo i.c.v. de ABi4 € 1 X ao
dia durante os dias consecutivos até o momento da realizacdo dos
experimentos. Além disso, alguns animais foram tratados com o inibidor
seletivo da proteina quinase JNK, SP600125 (50 mg/kg; i.p.; 1 h antes; Tocris)
ou com o inibidor do fator de franscricdo NF-xB, PDTC (100 mg/kg, i.p., 1 h
antes; Sigma-Aldrich). Por fim, foram readlizados tratamentos com o

antagonista  seletivo  do  BiR, des-Arg’-Leud-BK (1, 10 ou 50
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pmol/camundongo; i.c.v.) (Sigma-Aldrich) ou com o antagonista seletivo do
B2R, Hoe 140 (1, 10 ou 50 pmol/camundongo; i.c.v.) (Hoechst, Alemanha). As
solucdes estoque foram diluidas com PBS, preparadas em tubos pldsticos
siliconizados, armazenados a -20 °C e diluidas na concentragcdo desejada no
dia dos experimentos, sendo mantidas em gelo durante a realizacdo dos

experimentos. Grupos fratados com PBS foram utilizados como controle.

Teste do campo aberto

Para avaliar possiveis alteracdes locomotoras induzidas pelos diferentes
tratamentos utilizados 8 dias apods o fratamento com ABi-4, 0s animais foram
testados durante 5 min no campo aberto. O aparato, feito de madeira e
formica, é formado por um chdo de cor preta (30 x 30 cm), dividido em 9
quadrantes de 10 x 10 cm, com paredes transparentes de 15 cm de altura.
Durante os experimentos, cada camundongo foi colocado no centro do
campo aberto e as sessoes experimentais foram gravadas por um sistema de
c@mera de video. O numero de quadrantes cruzados e de rearings (ato de

levantar) foi registrado e tomado como indice de atividade motora.

Labirinto Aquatico de Morris

Os efeitos da administracdo i.c.v. dos fragmentos amildides sobre a
memoria espacial de camundongos foram avaliados através do teste do
labirinto aqudtico (Morris et al., 1982). O labirinto aqudtico consiste de um
tanque circular de cor preta (97 cm de didmetro e 60 cm de altura), estando

localizado no interior de uma sala com vdarias pistas visuais fixadas nas
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paredes. O tanque foi preenchido com dagua, sendo a temperatura da adgua
mantida (25 + 2 °C) através de um sistema automatizado de resisténcia.
Foram estabelecidas 4 posicdes de partida (Norte, Sul, Leste e Oeste) que
dividiram a superficie do labirinto em 4 quadrantes (Nordeste, Noroeste,
Sudeste e Sudoeste). No interior do tanque (posicdo sudoeste) foi colocada
uma plataforma de acrilico transparente (10 x 10 cm), submersa 1 a 1,5 cm
da superficie da dgua.

O protocolo experimental consistiu em uma sessdo de treino e uma
sessdo de teste. Durante o freinamento (7 ou 30 dias apds tratamento com
ABi-40), 0s animais foram liberados para nadar até encontrar a plataforma
ou até um ftempo madximo de 60 s. Caso o animal ndo encontrasse a
plataforma nesse tempo, ele era conduzido manualmente até esta, onde
permanecia por 10 s. Os tempos de laténcia até o animal encontrar a
plataforma, a velocidade de nado e a distGnecia percorrida foram
registrados. Apods os 10 s, o animal era retirado do labirinto e colocado em
uma caixa por 20 s, sendo entdo posicionado no ponto de partida seguinte.
Este procedimento foi realizado 10 vezes na sessdo de treino, sendo que os
animais foram liberados para nadar de pontos de partida diferentes de
forma pseudo-aleatéria e a plataforma permaneceu na mesma posicdo
(quadrante Sudeste). Na sessdo de teste, realizada 24 h apds a sessdo de
treinamento (8 ou 31 dias apds fratamento com ABi-4), 0s animais foram
novamente liberados para nadar a partir da posicdo Norte, no entanto, a

plataforma foi removida do labirinto. O tempo de nado gasto pelos animais

25



no quadrante onde se encontrava a plataforma na sessdo de treino (no dia

anterior) foi utilizado como indice de memdaria.

Preparo dos cortes histologicos e reativacao antigénica

A andlise de imunohistoquimica foi realizada 1 e 8 dias apds o
tratfamento com ABi.4 em cérebros de camundongos. Para tal os cérebros
dos animais foram coletados apds processo de perfusdo com solucdo salina
e paraformoldeido 4 %. O emblocamento, coloragcdo (vermelho congo e
cresil-violeta) e corte das lGdminas foram realizados externamente, por
empresa terceirizada (IDAP - Floriandpolis). Os cortes teciduais de espessura
de 3 um foram montados sobre IGminas preparadas com solucdo de ATPS (3-
aminopropyltriethoxysilene; Sigma-Aldrich) a 5 % em acetona PA, sendo
mantidas em estufa a uma temperatura de 50 °C durante 1 h para fixacdo
dos cortes. Apds fixacdo, os cortes foram desparafinados em cubas de vidro
contendo xilol e re-hidratados por passagens sucessivas em etanol em
concentracdes decrescentes (etanol absoluto, etanol 90 %, 80 % e 70 %). O
bloqueio da peroxidase enddgena dos tecidos foi realizado com o objetivo
de eliminar reacoes inespecificas falso-positivas. Para tanto, as I&minas foram
imersas em solucdo de perdxido de hidrogénio a 1,5 % e metanol absoluto
(v/v) por 20 min, com posterior lavagem com dagua destilada. Previamente &
incubacdo com o anticorpo primdrio, as I&dminas foram submetidas ao
tratamento para reativacdo antigénica, com a finalidade de recuperar os
sitios anfigénicos mascarados pela fixacdo e inclusdo do tecido em formol e

parafina. Para este fim, foi preparada uma solucdo composta por 180 ml de
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dcido citrico 0,1 M e 820 ml de citrato de soédio 0,1 M (pH 6,0). Apds preparo
da solucdo, as l&dminas foram imersas nesta solucdo de reativacdo
antfigénica diluida 1:10 em dgua destilada e mantidas em banho-maria
ajustado para 95 - 98 °C, durante 45 min. Logo apds, ainda como parte do
processo térmico de reativacdo antigénica, as Idminas foram retiradas do
banho-maria, mantidas durante 20 min & temperatura ambiente e lavadas
em Agua destilada. Apods a lavagem das Ildminas, estas foram submersas em

PBS.

Deteccao imunolégica

A imunodeteccdo foi realizada utilizando marcadores do processo de
apoptose, anti-caspase-3 (1:200; Cell Signaling Technology, MA, EUA), de
astrocito ativado, anti-GFAP  (proteina glial fibrilar dcida) (1:300; Dako
Cytomation, CA, EUA) e da proteina pré-sindptica sinaptofisina, anti-
sinaptofisina  (1:400; Novocastra, Newcastle, Reino Unido). A solucdo
contendo os anticorpos foi adicionada sobre os cortes teciduais e as [Gminas
foram mantidas em c&mara Umida a uma temperatura de 2 — 8 °C, durante
12 - 16 h. A seguir, as [&dminas foram lavadas com tampdo PBS a temperatura
ambiente. Apds lavagem as I&minas foram incubadas com anticorpo
secunddrio anti-lgG/IgM conjugado com um polimero de peroxidase (En
Vision Plus; Dako Cytomation) em cdmara Umida durante 1 h a temperatura
ambiente. Posteriormente, foram realizadas duas lavagens utilizando-se PBS
por 5 min, em temperatura ambiente. As amostras foram submetidas a uma

revelacdo colorimétrica com kit comercial (Dako Cytomation), através de
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uma solucdo cromogena contendo 0,03 % de 3,3"-diaminobenzidina
(3,3",4,4"-tetraaminobiphenyltetranydrochloride) previamente diluido em
tampdo imidazol (pH 7,2) e perdxido de hidrogénio a 0,3 %. Apds a
revelacdo, foram realizadas a contra-coloracdo das Idminas com solucdo
de hematoxilina de Harris, desidratacdo através de passagem das IGdminas
em concenfracdes crescentes de etanol (etanol 70 %, 80 %, 90 % e etanol
absoluto), diafanizagdo em xilol e montagem em Entellan (Merck, SP, Brasil).
Para cada reacdo foi ulilizado um controle negativo na auséncia do
anticorpo primdrio nas reacoes. Os resultados foram obtidos através de
microscopio 6ptico (Nikon Eclipse 50i) e cGmera digital (DS-5M-L1; Nikon, NY,
USA), acoplados. Imagens digitalizadas foram tfransferidas para o
computador e a intensidade média de marcacdo foi determinada para a
proteina sinaptofisina atfravés do programa NIH Imaged 1.36b (National
Institutes of Health, Maryland, EUA). O efeito do tratamento i.c.v. com Ao
sobre a deteccdo da sinaptofisina foi avaliado nas regides CA1, CA2 e CA3
do hipocampo, bem como no cortex parietal. A metodologia para avaliar a
degeneracdo sindptica através do nivel de sinaptofisina foi previamente
validada em modelos experimentais de neurodegeneracdo (Buttini et al.,
1999) e em cérebros de humanos acometidos por doencas degenerativas
(Masliah et al.,, 1992). A contagem de células positivas para GFAP ou
caspase-3 foi realizada afravés de andlise microscopica nas mesmas Aareas
avaliadas para sinaptofisina, sendo os resultados expressos através do

nUmero de células positivas no aumento de 400 x.
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Coleta dos tecidos

Com o objetivo de avaliar possiveis alteracdées moleculares apds
diferentes intervalos da administracdo dos fragmentos amildides, alguns
animais foram submetidos & eutandsia por decapitacdo e seus cérebros
foram removidos e lavados com solucdo salina (NaCl 0,9 %) gelada (4 °C).
Imediatamente apds, o cérebro foi dissecado sobre uma placa de Petri
rodeada por pedras de gelo seco, formando assim um microambiente
gelado. O cortex pré-frontal e o hipocampo foram dissecados, pesados e

em seguida armazenados em freezer a -70 °C, até o momento do uso.

Determinacao de marcadores do estresse oxidativo

Com o objetivo de verificar possiveis alteracdées em pardmetros
oxidativos em conseqUéncia da administracdo i.c.v. da APi4, foram
medidos os niveis de glutationa total (GSH total) e a atividade das enzimas
glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR). As estruturas
cerebrais (hipocampo e cortex pré-frontal) foram homogeneizadas em
tampdo HEPES 20 mM (pH 7.4). Em seguida, o homogenato foi centrifugado
a 20.000 x g por 30 minutos em centrifuga refrigerada (4° C). O sobrenadante
foi entdo separado e conservado em freezer a -70 °C para posterior
dosagem das atividades enzimdticas. Para as dosagens do conteludo de
GSH total, os tecidos foram homogeneizados em dcido perclérico (PCA) 0,5
M e, em seguida, centrifugados a 15,000 x g por 2 min (4° C). O
sobrenadante foi separado e neutralizado (diluicdo 10 x) em tampdo fosfato

(KPI0,1 M — pH 7.4).
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Medida dos niveis de glutationa total (GSH total)

O método utilizado foi originalmente descrito por Tietze (1969) e
posteriormente modificado por Akerboom e Sies (1981). Consiste em um
método enzimdtico ciclico que detecta tanto a forma oxidada (GSSG)
quanto a forma reduzida (GSH) da glutationa, o que entdo é definido como
glutationa total (GSH total). O reagente de Ellman, DINB, reage
espontaneamente com GSH formando o énion colorido TNB e o conjugado
GS-TNB, incolor. A glutationa redutase (GR) cliva este conjugado e utiliza
NADPH como co-fator, produzindo GSH e TNB, desenvolvendo mais cor. A
GSH reage novamente com DTNB reiniciando o ciclo. Caso haja presenca
de GSSG, esta € primeiramente reduzida a GSH pela acdo da enzima GR e,
em seguida, entra no ciclo. As leituras foram feitas em espectrofotdmetro a
412 nm, por 1 — 4 min. Neste ensaio, o meio de reacdo consistia de tampdo
fosfato de potdssio 0,1 M, contendo EDTA 1T mM, DTNB 0,1 mM e NADPH 0,2
mMM. Apds a adicdo da amostra ou do padrdo, iniciava-se a reacdo pela
adicdo da GR 0,2 U/ml. A concentracdo de GSH total foi obtida pela
comparacdo das absorbdncias das amostras com a absorbdncia de uma
curva padrdo de GSSG (0,1-1,0 nmol/ml). A reacdo basal, sem a presenca
de GSSG ou amostra, foi descontada do delta de absorbdncia por minuto
obtido na presenca do padrdo ou da amostra. O valor obtido foi

multiplicado pelas diluicoes.
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Atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx)

A GPx catalisa a reducdo de HyO2, bem como de outros
lipodroperdxidos, utilizando a glutationa reduzida (GSH) como substrato para
esta reacdo e produzindo glutationa oxidada (GSSG). A GSSG é reduzida
pela glutationa redutase com o consumo de NADPH, que pode ser
acompanhado espectrofofometricamente em 340 nm (Wendel, 1981; Flohé
e GuUnzler, 1984). Para este ensaio, o meio de reacdo continha tampdo
fosfato 0,1 M (pH 7.0), EDTA 1 mM, GSH 1T mM e NADPH 0,1 mM. A amostra foi
adicionada a esse meio para medir o consumo inespecifico de NADPH
através de uma leitura, por 2 — 4 min, a 340 nm. Do decréscimo de
absorbdncia (340 nm) por minuto obtido foi descontado o consumo
inespecifico de NADPH. O valor obtido foi dividido pelo coeficiente de
extincdo molar de NADPH (g = 6.220 M1 cm1) e multiplicado pelas diluicdes.
O valor foi expresso como muUnidades/mg de proteina. Uma Unidade

corresponde a 1 umol/min.

Atividade da enzima glutationa redutase (GR)

A GR catalisa a reducdo da glutationa oxidada (GSSG) atfravés da
oxidacdo do NADPH. Ao utilizar o substrato GSSG a enzima leva ao consumo
de NADPH, que é acompanhado espectrofotometricamente em 340 nm (e =
6.220 M1 cm). A velocidade de consumo de NADPH, em condicdes de
saturacdo, expressa a atividade enzimdtica (Calberg e Mannervik, 1985). O
meio de reacdo continha tampdo fosfato 0,1 M (pH 7,0), EDTA T mM e

NADPH 0,2 mM. Apds adicionar a amostra, o consumo inespecifico de
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NADPH foi avaliado por 2 — 4 min a 340 nm. Ao adicionar o substrato GSSG 1
mM a leitura foi realizada por 2 — 4 min adicionais. Do valor de decaimento
por minuto obtido foi descontado o consumo inespecifico de NADPH. O valor
obtido foi dividido pelo coeficiente de extincdo molar de NADPH (g = 6.220
M1 cm1) e multiplicado pelas diluicdes. O valor foi expresso como

mUnidades/mg de proteina. Uma Unidade corresponde a 1 umol/min.

Extrac&o de RNA total

A extracdo do RNA total foi realizada através da homogeneizacdo dos
tecidos em 1 ml de reagente TRIzol® (Invitrogen, SP, Brazl). Foram
adicionados 200 pul de clorofébrmio ao homogenato, sendo este
posteriormente submetido a agitacdo e centrifugacdo (14.000 rom, 15 min, 4
°C). A fase aquosa contendo o RNA foi transferida para um novo tubo, ao
qual foram adicionados 500 ul de dlcool isopropilico. O contetddo do tubo foi
misturado por inversdo e posteriormente mantido em repouso a temperatura
ambiente por 10 min. A mistura foi centrifugada (14.000 rom, 15 min, 4 °C),
sendo o pellet resultante re-suspenso em 1 ml de etanol gelado. Apds
centrifugacdo (10.000 rom, 5 min, 4 °C), o pellet contendo RNA foi dissolvido
em dagua tratada com 0,1 % de dietilpirocarbonato (DEPC), sendo a
concentracdo e a pureza determinadas em espectrofotdmetro pela
absorbdncia a 260 nm (A260) e pela razdo das absorbdncias A260/A280,
respectivamente. O RNA foi aliquotado e estocado em freezer a -70 °C até o

momento do uso.
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Ensaio de transcricao reversa seguida de reacdo em cadeia da polimerase

A fim de determinar o efeito da administracdo i.c.v. da proteina ABi-40
sobre a expressdo do RNAmM para o TNFa e iNOS, foi realizado o ensaio de
transcricdo reversa seguido pela reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR).
Para a reacdo da transcricdo reversaq, foi utilizada a enzima Moloney Murine
Leukemia Virus (M-MLV) (Invitrogen). Amostras contendo 2 ng de RNA total
foram incubadas em um volume final de 12,5 ul de reacdo constituido de
tampdo de primeira fita (Tris-HCI 50 mM - pH 8,3, KCI 75 mM, MgCl, 3 mM), 8
mM de DTT, 0,5 ug de oligo dT primer, 2 U de inibidor de RNase, 144 uM de
dNTPs, 50 U da enzima e Aagua-DEPC para completar o volume. Para a
obtencdo do DNA complementar (DNAc) as amostras foram aquecidas por
5 min a 70 °C, resfriadas a 4 °C por 5 min e mantidas a 25 °C durante a
adicdo da enzima M-MLV. Apds a adicdo da enzima, as amostras foram
mantidas a 37 °C por 60 min, 70 °C por 5 min e resfriadas a 4 °C por 5 min. A
concentracdo do DNAc de cada amostra foi determinada por
espectrofotdmetro (A260).

Foi realizada a técnica de reacdo em cadeia da polimerase para
promover a amplificacdo do DNAc para o TNFa, iINOS e B-actina. Para tal, os
produtos de DNAc obtidos pela técnica de RT foram amplificados com a
enzima Tag DNA polimerase (5 U) na presenca de 1 mM de MgCl,, 200 uM de
dNTPs e 300 nM dos primers especificos para o TNFa (sense,
TCTCATCAGITCTATGGCCC; antisense, GGGAGTAGACAAGGTACAAC), INOS
(sense, CAGAAGCAGAATGTGACCATC; antisense,

CTTCTGGTCGATGTCATGA) ou B-actina (sense, TCCTTCGTTGCCGGICCACA;
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antisense, CGTCTCCGGAGTCCATCACA) de camundongos. O PCR para -
actina foi utiizado como contfrole para confirmar a proporcdo na
quantidade de RNA e DNAc nos experimentos. Quatro minutos apds o pré-
aquecimento a temperatura de 95 °C, a mistura foi amplificada com 29
ciclos comecando com um derretimento a 95 °C por 30 s, anelamento a 53
°C por 30 s (TNFa € INOS) ou 62 °C por 30 s (B-actina), seguido por extensdo a
72 °C por 1 min. A extensdo final foi realizada por 5 min a 72 °C. Os produtos
findis do PCR foram submetidos O eletroforese em gel de poliacriiamida
corado com sais de prata. Os géis foram digitalizados e analisados utilizando

o programa NIH ImageJ 1.36b (National Institutes of Health).

Preparacdo das frac6es de proteinas celulares para imunodeteccao de
proteinas

As amostras de hipocampo e cortex pré-frontal coletadas foram
homogeneizadas com processador de tecidos (Tissue tearor; Biospec
Products, INC., OK, EUA) em tampdo de lise A gelado [Tampdo A: HEPES 10
mM (pH 7.,9), contendo: 1,5 mM de MgCl,, 10 mM de KCI, 0,5 mM de
fenilimetilsulfonilfluoreto (PMSF), 0,5 mM de ditiotreitol (DTT), 50 mM de NaF, 2
MM de NasVOy, 1,5 ng/ml de inibidor de tripsina, 7 ug/ml de pepstatina A, 5
ug/ml de leupeptina e 10 ug/ml de aprotininal], incubadas em gelo por 15
min e centrifugadas a 14.000 rom, 60 min, 4 °C. O sobrenadante foi coletado
como extrato citoplasmdadtico. Para obtencdo das proteinas de membrana o

homogenato foi re-suspenso em tampado de lise A contendo 1 % de tritox-X
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100, homogeneizado e centrifugado a 14.000 rom, 30 min, 4 °C. O
sobrenadante obtido foi coletado como extrato rico em membrana.

Para obtencdo das proteinas nucleares o hipocampo e o cortex pré-
frontal foram homogeneizados em tampdo HEPES 10 mM (pH 7,9), contendo:
1.5 mM de MgClp, 10 mM de KCI, 0,5 mM de feniimetilsulfonilfluoreto (PMSF),
0,5 mM de ditiotreitol (DTT), 50 mM de NaF, 2 mM de NasVOy, 1,5 ng/ml de
inibidor de tripsina, 7 ug/ml de pepstatina A, 5 ung/ml de leupeptina e 10
ug/ml de aproftinina. Posteriormente os homogenatos foram incubados em
gelo por 15 min e centrifugadas a 14.000 rom, 60 min, 4 °C. O precipitado
obtido foi lavado trés vezes com solucdo salina gelada e re-suspenso em
tampdo HEPES 10 mM (pH 7.,9), contendo: 420 mM de NaCl; 1,5 mM de
MgClz; 0,1 mM de EDTA; 0,1 de EGTA; 25% v/v de glicerol, 0,56 mM de PMSF,
0,5 mM de DTT, 1,5 ug/ml de inibidor de tripsina, 7 ug/ml de pepstatina A, 5
ug/ml de leupeptina e 10 pg/ml de aprotinina). O homogenato foi
centrifugado a 14.000 rom, 10 min, 4 °C para remover os debris. O
sobrenadante foi coletado como extrato nuclear.

A determinacdo da concentracdo de proteinas das amostras foi
realizada utilizando o kit Bio-Rad para determinacdo de proteinas (Bio-Rad
Protein Assay Kit) segundo recomendacdes do fabricante. As fracoes

celulares foram armazenadas em freezer a -70 °C até o momento do uso.

Ensaio de imunodeteccao (“western blot”)
Proteinas previamente fracionadas foram misturadas com tampdo de

amostra 5 vezes concentrado (Tris-HCI 150 mM, pH 6,8, contendo: PB-
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mercaptoetanol 15 %, SDS 6 %, azul de bromofenol 0,3 %), fervidas por 5 min e
separadas por eletroforese em gel de poliacriiamida e SDS (8 — 15 %). Em
seguida, as proteinas presentes no gel foram transferidas para uma
membrana de polivinilidenodifluorido (PVDF). A transferéncia foi efetuada
em 2 h a 200 mA em tampado Tris-base 48 mM (pH 8,4), glicina 39 mM, SDS
0,037 % e metanol 20 %. As membranas de PVDF foram saturadas em solucdo
de TBS-T contendo leite desnatado (5 %) por 2 — 4 h, a temperatura
ambiente, mantidas nesta temperatura e entdo incubadas por intervalos de
tempo apropriados com anticorpos primdrios para as proteinas de interesse:
P65NF-kB (sc-372, 1:1000), c-jun (sc-45, 1:1000), INOS (sc-7271, 1:200), a-actina
(sc-1615, 1:2000), JNKT (sc-571, 1:1000), fosfo-JNK (sc-6254, 1:1000), BiR (sc-
25484, 1:200), B2R (sc-15050, 1:200) (Santa Cruz Biotech. Inc., CA, USA) ou
lominina A/C (#2032) (Cell Signaling Technology). A visuadlizacdo das
proteinas foi realizada utilizando anticorpo secunddrio especifico conjugado
a peroxidase ou fosfatase alcalina e as bandas imunorreativas foram
visualizadas usando-se kit de aumento de quimioluminescéncia (ECL; GE
Healthcare, SP, Brasil) e filme radiogrdfico ou kit BCIP/NBT (Promega, WI, EUA),
segundo recomendacdes do fabricante. Os produtos finais foram
digitalizados e analisados utilizando o programa NIH ImageJ 1.36b (National

Institutes of Health).

Analise estatistica
Os dados foram expressos como a média + erro padrdo da média

(e.o.m.). A avaliagcdo estatistica dos resultados foi realizada através da
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andlise de varincia (ANOVA) de uma, duas ou 1rés vias, adequadas ao
protocolo experimental. Posteriormente, os grupos foram comparados entre
si empregando-se o teste post-hoc de Newman-Keuls. A probabilidade
aceita como indicativo da existéncia de diferenca estatisticamente
significante foi P < 0,05. Todas as comparacgoes estatisticas foram efetuadas

utilizando-se o pacote estatistico Statistica (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA).
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RESULTADOS

Caracterizacdo do efeito da administracdo intracerebroventricular dos
peptideos Apfia ou Afo1 no aprendizado e memoria espacial de
camundongos

As funcdes de aprendizado e memodria sdo vulnerdveis a varias
patologias, incluindo a doenca de Alzheimer (Budson & Price, 2005). No
presente estudo foi avaliada a capacidade de aquisicdo (sessdo de treino, 7
dias apds a injecdo i.c.v. de AB, com plataforma) e retancdo (sessdo de
teste, 1 dia apds o treino, sem plataforma) dos animais frente a informacdo
espacial obfida no labirinto aqudtico de Morris. Como esperado, a
administracdo i.c.v. de ABi4 (400 pmol/camundongo) em camundongos
Swiss resulfou em declinio na funcdo cognitiva, como demonstrado pelas
altas laténcias para encontrar a plataforma na sessdo de treino (Fig. 1A) e
pela reducdo na preferéncia pelo quadrante correto na sessdo de teste (Fig.
1B), em relagcdo aos animais controle (veiculo, i.c.v.). Nenhuma alteracdo,
em relacdo ao controle, foi verificada em animais que receberam a injecdo
i.c.v. do fragmento amildide inverso (AB4-1, 400 pmol/camundongo). Os
efeitos da ABi4 no desempenho dos camundongos no labirinto aqudtico
ndo parecem estar associados a alteracdes da atividade locomotora dos
animais, uma vez que este tratamento ndo interferiu com os par@metros
comportamentais de exploracdo (cruzamentos e rearings) no teste do
campo aberto (Tabela 1). Em conjunto, estes resultados indicam que a
administracdo i.c.v. de ABi-4 € capaz de prejudicar a memoria espacial de

camundongos no labirinto aqudtico.
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Figura 1 - Efeitos de uma unica injecao intracerebroventricular (i.c.v.) do
peptideo ApBi-s0 (400 pmol/camundongo) ou do peptideo inverso Apo-1 (400
pmol/camundongo) no aprendizado e memdaria espacial de camundongos
Swiss. Os animais foram treinados e testados no labirinto aquatico de Morris,
respectivamente, 7 e 8 dias ap0s a injecao i.c.v. dos fragmentos amildides
ou da solugcao controle (veiculo, PBS). (A) Tratamento com a ABi-40, mas n&ao
com a ApPs-1, aumentou significativamente a laténcia para encontrar a
plataforma submersa durante a sessao e treino [F226 = 104,32; P < 0,0001]. (B)
O tratamento com a APi-s20, mas hdo com a ApPao-1, reduziu o percentual do
tempo gasto pelos animais no quadrante correto durante a sessao de teste
(onde se encontrava a plataforma nas sessdes de treino) [F226 = 19,91; P <
0,0001]. Os valores estdao expressos como a média = e.p.m. *P < 0,05

comparado ao grupo veiculo.
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Tratamento Cruzamentos Levantar
Veiculo | 78,0 +4.6 | 32,5+2.9
AP0 78,6 + 4.3 34,3 + 3,2

ABaos 75,7 +2.4 273+ 1.9

Tabela 1 - Efeitos da administracdo intracerebroventricular (i.c.v.) do
peptideo Apfi-a (400 pmol/camundongo), do peptideo inverso Apfio-1 (400
pmol/camundongo) ou da solucdo controle (veiculo, PBS) (8 dias antes dos
experimentos) nos parametros comportamentais de camundongos Swiss
testados no campo aberto (por 5 min). Os tratamentos com os fragmentos
amiléides ndo alteraram os parametros comportamentais de exploracdo no
teste do campo aberto: cruzamentos [F226 = 0,14; P = 0,86]; rearings [F226 =

1,49; P = 0,24]. Os valores estao expressos como a média + e.p.m.

Papel do TNF-a no dano cognitivo induzido pela ApBi-a0

Para verificar a participacdo do TNF-a no dano cognitivo induzido pela
ABi4 (400 pmol/camundongo, i.c.v.) foram utilizadas ferramentas
farmacoldégicas e genéticas. Inicialmente, camundongos Swiss foram
tratados 15 min antes da injecdo i.c.v. de ABi-40 com o anticorpo especifico
contra o TNF-a de camundongo (AbTNF-a, 10 ng/camundongo, i.c.v.). A
figura 2 mostra que o tratamento com o AbTINF-a preveniu de forma
significativa o dano sobre a memaria espacial induzido pela ABi-40, como

indicado pela reducdo na laténcia para encontrar a plataforma na sessdo
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de freino, em comparacdo ao grupo que recebeu ABi1-40/PBS (Fig. 2A). Além
disso, a andlise dos dados obtidos na sessdo de teste indicam que o AbTNF-a
foi capaz de reduzir o prejuizo cognitivo induzido pela injecdo i.c.v. de ABi-o,
como demonstrado pelo aumento na preferéncia pelo quadrante correto
em relacdo aos animais tratados com ABi-40/PBS (Fig. 2B).

Em uma segunda abordagem, animais com auséncia do gene para o
TNFR1 (TNFR1+) foram fratados com a APi4 € submetidos ao teste do
labirintfo aqudatico. Os animais TNFR1/- apresentaram uma atenuacdo no
declinio de memdria induzido pela ABi4«0, como verificado pela menor
laténcia para encontrar a plataforma em comparacdo aos animais da
linhagem controle (C57BI/6, +/+), quando tratados com APiso (Fig. 2C).
Durante a sessdo de teste, os animais TNFR1/- tratados com Ao
apresentaram maiores indices de preferéncia pelo quadrante correto em
comparacdo aos animais C57BI/6 (+/+) tratados com APi4o (Fig. 2D),
indicando menor sensibilidade destes animais ao dano cognitivo induzido

pela ABi-0.
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Figura 2 — Envolvimento do TNF-a no dano cognitivo induzido pela injecéo
i.c.v. de Apfi-40. (A,B) O pré-tratamento com o anticorpo especifico contra o
TNF-a de camundongo (AbTNF-a, 10 ng/camundongo, i.c.v.) ou (C,D) a
delecdo génica do TNFR1 (TNFR1-/-) diminuiram o declinio de memoadria
espacial induzido pela ABi-4 (400 pmol/camundongo), como indicado pela
reducdo na laténcia para encontrar a plataforma na sessao de treino
[AbBTNF-a: F127 = 21,89; P < 0,0001 - TNFR1~-: F130 = 29,58; P < 0,0001] e pelo
aumento na preferéncia pelo quadrante correto na sessao de teste [AbTNF-a.:
F127 = 5,26; P < 0,05 - TNFR1~-: F1,30 = 15,45; P < 0,001] quando comparados ao
grupo que recebeu ABi-40. Os valores estdo expressos como a média + e.p.m.
*P < 0,05 comparado ao grupo veiculo/PBS ou veiculo/(+/+). #P < 0,05

comparado ao grupo ABi-40/PBS ou AB1-40/(+/+).
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Papel da iNOS no dano cognitivo induzido pela Apfi-40

De maneira similar ao TNF-a, a participacdo da enzima iNOS no dano
cognitivo induzido pela ABi-4 (400 pmol/camundongo) foi avaliada através
de abordagens farmacoldgica, através do uso do inibidor preferencial para
iINOS aminoguanidina (AG, 100 mg/kg, i.p.) e, genética, através do uso de
animais com auséncia no gene para a iNOS (iNOS7). O tratamento com a
AG foi realizado em camundongos Swiss 1 h antes da injecdo i.c.v. de ABi.4
e 1 x ao dia até o dia do teste. Como demonstrado na figura 3, tanto o
tratamento com a AG quanto a auséncia no gene para a iNOS preveniram
de forma significativa o dano sobre a memdaria espacial induzido pela ABi-4o,
como indicado pela reducdo na laténcia para encontrar a plataforma na
sessdo de treino quando comparado ao grupo controle, ABi-40/PBS e ABi-
40/ (+/+), respectivamente (Fig. 3A,C). Além disso, a andlise dos dados obtidos
na sessdo de teste indica que os animais tfratados com a AG e os animais
iINOS- sGo resistentes ao prejuizo cognitivo induzido pela injecdo i.c.v. de ABi-
40, como revelam os dados que mostram um aumento na preferéncia pelo

quadrante correto em relacdo aos respectivos controles (Fig. 3B,D).
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Figura 3 — Envolvimento da iNOS no dano cognitivo induzido pela injecao
i.c.v. de Apfi-40. (A,B) O pré-tratamento com o inibidor preferencial para iINOS
aminoguanidina (AG, 100 mg/kg, i.p., 1 x ao dia) ou (C,D) a delecido génica
da INOS (iNOS~-) reduzem o declinio de memoria espacial induzido pela ABi-
40 (400 pmol/camundongo), como indicado pela reducdo na laténcia para
encontrar a plataforma na sessdo de treino [AG: Fi33 = 82,78; P < 0,0001 -
INOS/-: F126 = 81,46; P < 0,0001] e pelo aumento na preferéncia pelo
quadrante correto na sessao de teste [AG: Fi133 = 29,14; P < 0,0001 - iINOS-/-:
F126 = 28,46; P < 0,0001] quando comparados ao grupo que recebeu APi-so.
Os valores estao expressos como a média + e.p.m. *P < 0,05 comparado ao
grupo veiculo/PBS ou veiculo/(+/+). #P < 0,05 comparado ao grupo Api-

40/PBS ou AB1-40/(+/+).
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Participacado do TNF-a e iINOS na disfuncéo sinaptica induzida pela Api-40

Para avaliar a possivel formacdo de depdsitos amildides e/ou dano
neuronal foi realizada a andlise histoldgica nos cérebros dos camundongos 8
dias apds o tratamento com AP (400 pmol/camundongo) atfravés das
técnicas de coloracdo por vermelho congo e cresil-violeta, respectivamente.
Tanto os cérebros obtidos de animais confroles, quanto aqueles obtidos de
animais fratados com ABi4 nGo apresentaram qualquer evidéncia de
formacdo de depdsitos amildides (resultados ndo mostrados). Além disso, a
andlise dos dados obtidos através da coloracdo com cresil-violeta indicam
que tanto a injecdo i.c.v. de solucdo veiculo quanto de ABi.4 Ndo foram
capazes de promover morte neuronal em diferentes dreas do cérebro,
incluindo o hipocampo e o cértex pré-frontal (resultados ndo mostrados).

A fim de confirmar a integridade neuronal 8 dias apds a administracdo
de ABi-40 (400 pmol/camundongo) a expressdo da proteina pré-sindptica
sinaptofisina e da proteina pré-apoptdtica caspase-3 foram analisadas pela
técnica de imunohistoquimica. Como demonstrado na figura 4, o nivel de
deteccdo da proteina sinaptofisina foi menor nas subregides hipocampais
CA1l, CA2 e CA3 e no cortex parietal dos animais fratados com ABi-40, €m
relacdo aos animais tratados com veiculo (PBS). Esses dados sugerem um
processo de disfuncdo sindptica induzido pela ABi-4. Por outro lado, nessas
mesmas regides cerebrais ndo foi observada deteccdo da proteina caspase-
3, confirmando que, pelo menos até 8 dias apds a injecdo i.c.v., 0 processo

de morte celular ndo foi ativado pela ABi-4 (Fig. 4C).
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Figura 4 — A disfuncao sinaptica precede a morte neuronal apo6s o tratamento
com Apia. A andlise por imunohistoquimica foi realizada 8 dias apds a
administracdo i.c.v. de APBiaw (400 pmol/camundongo). Figuras
representativas da imunodeteccdo para a proteina pré-sinaptica
sinaptofisina realizada (A) nas subregifes hipocampais CAl, CA2 e CA3 e (B)
no cortex parietal, como medida de densidade sinaptica. (C) Auséncia de
marcacado para a proteina pro-apoptotica caspase-3 na subregido

hipocampal CAL.

Posteriormente, foi avaliada a possivel participacdo das proteinas TNF-
a e INOS no dano sindptico induzido pela ABi4. Como demonstrado nas
figuras 5 e 6, o fratamento farmacolégico com o AbINF-a (10

ng/camundongo, i.c.v.) ou com a AG (100 mg/kg, i.p., 1 x ao dia), preveniu
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a reducdo dos niveis de sinaptofisina induzido pela ABi-4, tanto na regido
hipocampal quanto cortical. Consistente com estes dados, resultados
similares foram obtidos em animais TNFR1/- e iINOS/-, quando comparados
aos animais da linhagem selvagem (C57BI/6, +/+). Em conjunto, estes
resultados confirmam e estendem dados prévios da literatura (Selkoe, 2002),
sugerindo que a disfuncdo sindptica precede a morte neuronal em cérebros
com a doenca de Alzheimer, através de um processo dependente das

proteinas pro-inflamatorias TNF-a e iNOS.
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Figura 5 — O TNF-a e a INOS participam da disfungao sinaptica induzida pela
Apfia. A andlise por imunohistoquimica foi realizada 8 dias apo6s a
administracdo i.c.v. de A1 (400 pmol/camundongo). A medida da
densidade 6ptica nas amostras imunoreativas para sinaptofisina foi realizada
nas subregifes hipocampais (A) CAl, (B) CA2 e (C) CA3, e (D) no cortex
parietal. A deteccdo da proteina sinaptofisina foi usada como medida de
densidade sinaptica. (Painel esquerdo) O pré-tratamento com o anticorpo
especifico contra o TNF-a de camundongo (AbTNF-a, 10 ng/camundongo,
i.c.v.) ou com o inibidor preferencial para iINOS aminoguanidina (AG, 100
mg/kg, i.p., 1 x ao dia), preveniu a reducdo dos niveis de sinaptofisina
induzido pela ABi-20 em camundongos Swiss na CAl [F3g = 9,38; P < 0,01] e
CA2 [Fss = 9,44; P < 0,01], mas ndo na CA3 [Fzs = 4,02; P = 0,06] e coOrtex
parietal [Fsg = 3,26; P = 0,08]. (Painel direito) A delecdo génica do TNFR1
(TNFR1-/-) ou da iNOS (iNOS-/-) reduz significativamente a disfuncao sinaptica
induzida pela ABi-40 em comparacao aos animais de linhagem C57BI/6 (+/+)
na CA2 [Fzs=4,79; P <0,05] e CA3 [F38=4,63; P < 0,05], mas ndo na CAl [Fzg=
3,17; P = 0,08] e cortex parietal [Fsg = 4,00; P < 0,05]. Os valores estao
expressos como a média + e.p.m. *P < 0,05 e **P < 0,01 comparado ao grupo
veiculo/PBS ou veiculo/(+/+). #P < 0,05 e ##P < 0,01 comparado ao grupo

AB1-40/PBS ou AB1-a0/(+/+).
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Figura 6 — Figuras representativas da reacdo de imunohistoquimica para a
proteina pré-sinaptica sinaptofisina analisada nas subregifes hipocampais
CA1l, CA2 e CAS3, e no cortex parietal como medida de densidade sinaptica.
(Painel esquerdo) O pré-tratamento com o anticorpo especifico contra o
TNF-a de camundongo (AbTNF-a, 10 ng/camundongo, i.c.v.) ou com O
inibidor preferencial para INOS aminoguanidina (AG, 100 mg/kg, i.p., 1 x ao
dia), preveniu a reducao dos niveis de sinaptofisina induzido pela ABi-20 em
camundongos Swiss. (Painel direito) A delecdo génica do TNFR1 (TNFR1--) ou
da INOS (iNOS7/-) reduz significativamente a disfuncdo sinaptica induzida

pela ABi-40 em comparacao aos animais de linhagem C57BI/6 (+/+).

Api-40 induz ativagao de astrocitos

A ativacdo dos astrocitos € considerada um dos primeiros sinais da
doenca de Alzheimer e ocorre em resposta ao aumento na degeneracdo
das sinapses e neurdbnios ou pelo acumulo de placas amildides no cérebro.

No presente estudo, foi avaliada ativacdo dos astrocitos um e 8 dias apds o
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tratamento com a AP (400 pmol/camundongo) afravés da
imunodeteccdo da proteina glial fibrilar dcida (GFAP) pela técnica de
imunohistoquimica. Cérebros obtfidos de animais tratados com veiculo (PBS,
controle) apresentaram baixa marcacdo para GFAP nas regides hipocampal
e cortical. Por outro lado, a administracdo de ABi-4 resulfou em aumento
significativo na imunoreatividade para GFAP no hipocampo (Fig. 7), mas ndo
no cortex, 1 dia apds o tratamento. Oito dias apds o tratamento ndo havia
diferenca entre os grupos controle e ABi-4 quanto a deteccdo da proteina
GFAP (resultado ndo mostrado).

O possivel envolvimento do TNF-a e da iNOS no processo de ativacdo
dos astrocitos pela ABi4 fambém foi avaliado. Os resultados do presente
estudo demonstram que o fratamento com o anticorpo especifico contra o
TNF-o de camundongo (AbINF-a, 10 ng/camundongo, i.c.v.) ou com O
inibidor preferencial para INOS aminoguanidina (AG, 100 mg/kg, i.p., 1 X Ao
dia) ndo foi capaz de prevenir o aumento na imunoreatividade para o GFAP
induzido pela ABi-40 No cérebro de camundongos, um dia apds o fratamento
(Figura 7A,C). Esses resultados foram posteriormente confirmados através de
experimentos realizados em animais com delecdo para o TNFR1 (TNFR1-) ou
para a iINOS (iINOS7). Tanto os camundongos TNFR17/-, quanto iINOS”
apresentaram perfil similar de deteccdo para o GFAP quando comparados
aos animais da linhagem conftrole (C57BI/6, +/+), apds o tratamento com
ABi-40, (Fig. 7B,D). Estes dados sugerem que a ativacdo dos astrécitos pela AB
constitui um dos primeiros eventos durante o desenvolvimento da doenca de

Alzheimer, sendo que estas células podem estar envolvidas no processo
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inicial de producdo e liberacdo de mediadores inflamatdrios (p. ex. TNF-a).

No entanto, estudos adicionais sdo necessdrios para confirmar essa hipdtese.
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Figura 7 - Ativacdo dos astrocitos pela injecdo i.c.v. de Apfisw. A

imunoreatividade para a proteina glial fibrilar acida (GFAP) foi realizada 1 dia
apos a administragéo i.c.v. de ABi-4 (400 pmol/camundongo). A contagem
de células positivas para a GFAP foi realizada por meio de inspecéao visual
nas subregides CAl, CA2 e CA3 do hipocampo utilizando microscopio optico
(aumento de 400 x). (A,B) Imagens representativas da imunoreatitvade a
GFAP no hipocampo (CAl). (A,C) O pré-tratamento com o anticorpo

especifico contra o TNF-a de camundongo (AbTNF-a, 10 ng/camundongo,
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i.c.v.) ou com o inibidor preferencial para iINOS aminoguanidina (AG, 100
mg/kg, i.p., 1 x ao dia) nao alterou de forma significativa a ativagcdo dos
astrocitos pela ABi-40 No hipocampo de camundongos Swiss [Fsg = 2,62; P =
0,12]. (B,D) Resultados similares foram verificados em animais com delecao
para o TNFR1 (TNFR1~-) ou para a iNOS (iNOS-) [Fss = 2,79; P = 0,11]. Os
valores estdo expressos como a média = e.p.m. *P < 0,05 comparado ao

grupo veiculo/PBS ou veiculo/(+/+).

Apia0 estimula a expressdo da iNOS através do aumento na sintese de TNF-a

A expressdo do TNF-a e da INOS foi avalioda no hipocampo € no
cortex pré-frontal de camundongos apds diferentes periodos de tempo apds
o fratamento com APBi-4, através das técnicas de RT-PCR e/ou western blot.
Em condicdes basais, o RNAmM para o TNF-a €& detectado tanto no
hipocampo quanto no coértex dos animais. O tratamento i.c.v. com ABi-4
promove um rdapido aumento nos niveis do RNAmM para o TNF-a, sendo que
esse aumento ocorre apds 15 min e permanece elevado até 24 h em ambas
estruturas cerebrais (Fig. 8A,B). De maneira similar, a andlise temporal
demonstrou que a expressdo do RNAmM para a iINOS & minima durante
condi¢cdes basais no hipocampo e no coértex pré-frontal. Todavia, um
aumento dependente do tempo ocorre apds a injecdo i.c.v. de ABi-4, sendo
a expressdo maxima verificada entre 1 e 3 h, em ambas as estruturas
cerebrais (Fig. 8A,B). Alem disso, a andlise por western blot revelou auséncia
da proteina iNOS nas amostras de cortex e hipocampo em condicoes basais.
Por outro lado, a injecdo i.c.v. de ABi4 resulfou em aumento sustentado e
duradouro da expressdo da iINOS em ambas as estruturas cerebrais. Como

verificado na figura 8 (C,D), nenhuma alteracdo na expressdo da iNOS foi

53



verificada afté 60 min, sendo que um aumento marcante ocorreu apds 3 h e
permaneceu elevado por até 7 dias apds o tratamento com ABi-4. A andlise
dos perfis temporais de expressdo do RNAmM para o TNF-a e iINOS, e da
proteina iINOS sugerem uma possivel relacdo entre esses eventos (Fig. 8E,F).
Neste sentido, o efeito do tratamento com AbTNF-a sobre o aumento na
expressdo da iNOS induzido pela ABi-4 foi avaliado posteriormente. Atraveés
da realizacdo do western blot foi verificado que o tratamento com AbTNF-a
blogueou quase que totalmente a expressdo da iINOS no hipocampo (Fig.
8C) e cortex pré-frontal (Fig. 8D). Contudo, o tratamento com AbTNF-a ndo
apresentou efeito sobre a expressdo da proteina contfrole B-actina.
Finalmente, como controle negativo, os animais foram tratados com o
fragmento amildide inverso (AB4o-1), sendo que nenhuma alteracdo no
padrdo de expressdo do RNAmM para o TNF-a ou iNOS (resultados ndo
mostrados), ou da proteina iNOS (Fig. 8C,D) foi observado. Em conjunto, estes
resultados indicam que a producdo de TNF-a € um dos primeiros eventos
induzidos pela ABi4 e parece representar um importante sinal para a

expressdo da proteina iNOS neste modelo animal da doenca de Alzheimer.

54



A Hipocampo B Cortex pré-frontal

ABX-IW Aﬁldﬁ
minutos horas dias minutos horas dias
N 15 30 60 3 6 12 24 7 N 15 30 60 3 6 12 24 7

SAAREEEEE o GEREEEEEE o

(& Hipocampo

APy AB 40+ ABTNF-:

minutos horas dias  minutos horas dias

LPS ABp, N 15 30 60 3 6 12 24 7 15 30 60 3 6 12 24 7

|+~ iNOS
+ a-Actina
D Cortex pré-frontal
APis AP, 40+ AbTNF-cL
minutos horas dias  minutos horas dias
LPS AB,, N 15 30 60 3 6 12 24 7 15 30 60 3 6 12 24 7
e 4 - - ~iNOS
Rt T ———
E F
Hipocampo Cortex pré-frontal ~0-TNF-. RNAmM
-0-iINOS RNAmM
100 100 —=-proteina iINOS
£ £
= 80 = 80
e I
E E
g 601 g e
w w
o L=}
] @
k-] 20 - 20
0 1]
PBS 15 30 60 3 6 12 24 T PBS 15 30 60 3 6 12 24 7
minttos horas dias minutos horas dias
Tempo apos tratamento Tempo apos tratamento
AB1ao AB1an

Figura 8 — Participacdo do TNF-a na inducéo da iNOS pela injegcéo i.c.v. de
Apfi-z0. Camundongos Swiss foram tratados com  APis (400
pmol/camundongo; i.c.v.) (exceto naive (N), que indica os animais nao
tratados) e entdo o hipocampo e o cortex pré-frontal foram isolados nos
periodos de tempo indicados. O RNA total foi isolado do (A) hipocampo e do
(B) cortex pré-frontal para avaliacdo da expressdo do TNF-a e INOS através
do RT-PCR. O RNAm para a B-actina foi utilizado como controle dos niveis de

RNAmM de cada amostra. Os niveis de RNAmM para o TNF-a e iNOS
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aumentaram de forma dependente do tempo apos o tratamento com AB1-4o.
Por outro lado, o nivel de B-actina permaneceu inalterado. O tratamento
com ABi-40 induz a expressao sustentada da proteina iNOS no (C) hipocampo
e (D) cortex pré-frontal. O pré-tratamento com o anticorpo especifico contra
0 TNF-a de camundongo (AbTNF-a, 10 ng/camundongo, i.c.v.) preveniu a
expressdo da iNOS induzida pela APi40 no hipocampo e no cortex pré-
frontal. A imunodeteccao da proteina a-actina foi utilizada como controle. O
tratamento com o fragmento amildide inverso ABaso-1 (6 h) ndo foi capaz de
induzir a expressdo da proteina iINOS. Por outro lado, o tratamento com
lipopolisacarideo (LPS) de E. coli (2,5 ug, i.c.v., 12 h, controle positivo), induziu
a expressao da INOS em ambas as estruturas cerebrais. Representacao
grafica do perfil temporal de expressdo do RNAmM para o TNF-a e iNOS e da
sintese da proteina iINOS no (E) hipocampo e (F) no coértex pré-frontal. Os
resultados foram normalizados arbitrariamente a partir da resposta maxima
obtida em cada analise e representam a média de 3 experimentos

independentes.

Estresse oxidativo induzido pela ABi-4s0 depende do TNF-a

Evidéncias experimentais sugerem uma relacdo entre a AB, a
expressdo da iNOS e o estado redox das células. O NO gerado pela iNOS
reage com o anion superoxido (Oz2) produzindo peroxidonitrito (ONOO-), que
exerce efeitos citotoxicos (Beckman et al., 1990). Sendo assim, pode-se supor
que o aumento na expressdo da enzima iINOS induzida pela AP €
acompanhado por alteracdes oxidativas e, que esse fendmeno, é altamente
dependente da producdo de TNF-a. Para confirmar tal hipdtese foi avaliado
o nivel de glutationa (GSH) e a atividade das enzimas glutationa redutase
(GR) e glutationa peroxidase (GPx) no hipocampo e cortex pré-frontal dos

camundongos. A injecdo i.c.v. da ABi-4 reduziu o nivel de GSH fotal 1 e 7
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dias apds o tratamento, sendo esse efeito acompanhado pelo aumento da
atividade das enzimas GR e GPx no primeiro dia. 7 dias apds a administragcdo
da ABi4 a afividade das enzimas encontrava-se em nivel basal (Fig. 9).
Posteriormente, para analisar o possivel efeito do TNF-a. sobre as alteracoes
no estado redox induzido pela ABi-4, 05 animais foram tratados com AbBTNF-a
e o0s par@metros da via da GSH foram avaliados. Como indicado pelo
aumento no nivel de GSH total e pela reducdo da atividade das enzimas GR
e GPx, o tratamento com ADLINF-a preveniu as alteracdes oxidativas
induzidas pela ABi-4 no hipocampo e coértex (Fig. 10). Estes resultados
sugerem que o TNF-a € um importante modulador das respostas oxidativas

induzidas pela ABi-4.
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Figura 9 — ApBi40 altera parametros oxidativos celulares no cérebro. (A,B) O

nivel de glutationa total (GSH total) e a atividade das enzimas antioxidantes

(C,D) glutationa redutase (GR) e (E,F) glutationa peroxidase (GPx) foram

avaliados no hipocampo e cortex pré-frontal de camundongos Swiss 1 ou 7
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dias apoOs o tratamento com AB1-40 (400 pmol/camundongo) ou veiculo (PBS).
Os valores estdo expressos como a média £ e.p.m. dos niveis de GSH total
(nmol/g de tecido) ou das atividades das enzimas GR ou GPX (mU/mg
proteina) (n = 5-7 camundongos por grupo). O nivel de GSH total reduziu
significativamente no hipocampo [P < 0,05], mas nao no cortex pré-frontal [P
= 0,20], aps6s o tratamento com APi-4. Por outro lado, foi observado um
aumento significativo na atividade das enzimas GR e GPx tanto no
hipocampo [P < 0,05 e P < 0,05; respectivamente] quanto no cortex pré-
frontal [P < 0,01 e P < 0,05; respectivamente] 1 dia apos a injecdo i.c.v. de
AB1-40. 7 dias ap0s a administracao de APBi-4, estes valores estavam similares
aos basais [exceto a atividade da GR no coértex pré-frontal, P < 0,05]. *P < 0,05

e **P < 0,01 comparado ao grupo veiculo.
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Figure 10 - Bloqueio do TNF-« previne alteracdes nos parametros oxidativos
induzidos pela Api-s0. Camundongos Swiss foram tratados com o anticorpo
especifico contra o TNF-a de camundongo (AbTNF-a, 10 ng/camundongo,

i.c.v.) 15 min antes da injecdo de ABi-40 (400 pmol/camundongo) ou veiculo
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(PBS). (A,B) O nivel de glutationa total (GSH total) e a atividade das enzimas
antioxidantes (C,D) glutationa redutase (GR) e (E,F) glutationa peroxidase
(GPx) foram avaliados no hipocampo e cortex pré-frotal 24 h apds o
tratamento com APi-40. Os valores estdo expressos como a meédia = e.p.m.
dos niveis de GSH total (umol/g de tecido) ou das atividades das enzimas GR
ou GPX (mU/mg proteina). (A) O tratamento com ADbTNF-o preveniu a
reducdo no nivel de GSH total no hipocampo dos animais tratados com Ai-
40 [F316 = 18,04; P < 0,0001]. O aumento na atividade das enzimas GR e GPx
induzido pela AB1-40 foi inibido no (C,E) hipocampo [Fs 16 = 2,05; P < 0,05 e F3,16
= 5,13; P < 0,001; respectivamente] e no (D,F) cortex pré-frontal [F3 16 = 5,68; P
< 0,01 e F316 = 4,17; P < 0,05; respectivamente] pelo pré-tratamento com
AbTNF-a. *P < 0,05 comparado ao grupo veiculo/PBS. #P < 0,05 comparado
ao grupo AB1-40/PBS.

A via da JNK/c-Jun regula a expressao da iNOS induzida pela Api-40
Evidéncias recentes indicam que a proteina quinase JNK e a sua
proteina alvo c-Jun apresentam importante papel na disfuncdo neuronal
observada na doenca de Alzheimer. Neste senfido, foi avaliada a
participacdo da via JNK/c-Jun sobre os efeitos induzidos pela ABi-4. Durante
condicdes basais, baixos niveis de JNK fosforilada (ativada) sdo detectados
no hipocampo (Fig. 11A), mas ndo no coértex pré-frontal (Fig. 11B) dos
animais. Contudo, o tfratamento com ABi-40 promove o aumento na ativagdo
da JNK apds 15 min, sendo que este efeito persiste por pelo menos 7 dias
apds o tratamento, em ambas as estruturas cerebrais. A ativacdo
dependente do tempo da JNK € acompanhada pelo aumento da migracdo
da proteina c-Jun do citoplasma para o nucleo, indicando uma associacdo

entre tais eventos (Fig. 12A,B). Para confirmar essa hipdtese, os animais foram
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tratados com o inibidor seletivo da JNK SP600125 (50 mg/kg, i.p., 1 h antes da
ABi-40), sendo as amostras de hipocampo e cortex isoladas para andlise pelo
western blot. Como esperado, a migracdo da c-Jun para o nucleo (Fig.
12C.,D) estava reduzida nos animais tfratados com SP600125.

Sabendo que as proteinas JNK e c-Jun fazem parte da via de
sinalizacdo do TNF-a em varios processos patologicos e que a via JNK/c-Jun
controla a atividade promotora do gene para iNOS, foi avaliada a possivel
associacdo entre estes eventos ativados pela ABi-4 No hipocampo e cortex.
O fratamento dos animais com o AbTNF-a reduziu a ativacdo da JNK e a
conseqUente migracdo do c-Jun para o niucleo em ambas as estruturas
cerebrais (Figs. 11 e 12). Além disso, a andlise das amostras de hipocampo e
cortex obtidas de animais tratados com SP600125 demonstrou uma reducdo
parcial na expressdo da iNOS, em comparacdo aos animais que receberam
apenas ABi4o (Fig. 14). Estes dados indicam uma seqUéncia de eventos
celulares subsequente a administracdo i.c.v. da Api4. envolvendo a
producdo de TNF-a, fosforilacdo da JNK, migracdo da c-Jun e expressdo da

iINOS.
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Figura 11 - Administragéo i.c.v. de Afi4 promove a ativagao da JNK. A
ativacdo da proteina quinase citosolica JNK apos a injecao i.c.v. de APi-40
(400 pmol/camundongo) foi detectada no (A) hipocampo e (B) cortex pré-
frontal através do anticorpo para a forma fosforilada da proteina (p-JNK). A
proteina JNK nao fosforilada foi utilizada como controle. A ativacdao da JNK
parece depender do TNF-a. O pré-tratamento com o anticorpo especifico
contra o TNF-a de camundongo (AbTNF-a, 10 ng/camundongo, i.c.v.)
preveniu a fosforilacdo da JNK no hipocampo e coértex pré-frontal dos
camundongos. O tratamento com o fragmento amildide inverso ABaso-1 (6 h)
nao foi capaz de induzir a ativacao da JNK. A administracdo de
lipopolisacarideo (LPS) de E. coli (2,5 ug, i.c.v., controle positivo), resultou na

ativacao da JNK 12 h apés o tratamento.
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Figura 12 — Ativagao da c-Jun pela Afi40. Cinética de migracéo da proteina
c-Jun do citosol para o ndcleo apdés o tratamento com APias (400
pmol/camundongo) no (A) hipocampo e (B) coértex pré-frontal. O pré-
tratamento com o anticorpo especifico contra o TNF-a de camundongo
(AbTNF-a, 10 ng/camundongo, i.c.v.) preveniu a migragcao da c-Jun do
citosol para o nucleo no hipocampo e cértex pré-frontal. A imunodeteccao
da proteina laminina A/C foi utilizada como controle. O tratamento com o
fragmento amiléide inverso ABso-1 (6 h) ndo foi capaz de induzir a ativacao
da c-Jun. O controle positivo, lipopolisacarideo (LPS) de E. coli (2.5 pg, i.c.v.,

12 h), induziu a ativagao da c-Jun. O pré-tratamento com o inibidor da JNK
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600125 (25 mg/kg, i.p.), mas nao do NF-xB (PDTC, 100 mg/kg, i.p.), reduziu a

ativacao da c-Jun no (C) hipocampo e (D) coértex pré-frontal.

O TNF-a regula a expressdo da iNOS induzida pela Api-s0 através da via do
NF-xB

Durante condicdes homeostdticas o NF-xB permanece em estado ndo
ativado no citoplasma celular associado a proteina IkB. Por outro lado,
condicdes patoldgicas (incluindo a doenca de Alzheimer) resultam na
migracdo do NF-kB para o nucleo, onde esse fator de transcricdo regula e
expressdo de varios genes (Ghosh & Karin, 2002; Li & Verma, 2002). Esta série
de experimentos teve como objetivo avaliar a possivel participacdo do NF-
kB no aumento da expressdo da iINOS induzida pela ABi-4w. Inicialmente foi
avaliado o perfil temporal de ativacdo do NF-xB apds o tratamento com ABi-
40 NO hipocampo e cortex pré-frontal de camundongos. Como indicado na
figura 13, o fratamento com A resultou no aumento dependente do
tempo da deteccdo da proteina pé5 NF«kB no conteddo nuclear das
amostras obtidas do hipocampo (Fig. 13A) e coértex pré-frontal (Fig. 13B),
confirmando a ativacdo desse fator de franscricdo. A afivacdo do NF-xB
acorreu enfre 15-30 min apds a injecdo da ABi-4 e retornou ao nivel basal 7
dias apds o fratamento. Posteriormente, foi investigada a participacdo do
TNF-a. na ativacdo do NF-xB induzido pela ABi-40. O tratamento dos animais
com o AbTNF-a praticamente aboliu a ativacdo do NF-kB, como indicado
pela reducdo na deteccdo da proteina pé5 NF-kB nas amostras nucleares.

Finalmente, para determinar se a atfivacdo do NF-«B poderia estar
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relacionada ao aumento da expressdo da iNOS induzida pela ABi-4, OS
animais foram tratados com o inibidor seletivo do NF-xB, PDTC, em uma dose
efetiva em reduzir a migracdo da pé5 NF«xB para o nicleo (Fig. 13C,D). O
PDTC (100 mg/kg, i.p.) foi administrado 1 h antes da ABi-40, sendo os tecidos
coletados 24 h apods para andlise da expressdo da iNOS pelo western blot. Os
dados da Figura 14 indicam que o tratamento com PDTC reduziu de maneira
significativa a expressdo da iNOS no hipocampo e coértex dos camundongos.
Coletivamente, esses resultados sugerem que a inducdo da expressdo da
INOS pela ABi-4 depende da ativacdo do NF-kB pela via de sinalizacdo do

TNF-a.
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Figura 13 - A ativacdo do NF-xB é dependente da via do TNF-a. Extrato
citosdlico e nuclear de (A) hipocampo e (B) cortex pré-frontal foram
utilizados para avaliar a ativacao da proteina p65 NF-kB apods diferentes
periodos de tempo da injec&o i.c.v. de ABi4 (400 pmol/camundongo). Os
dados indicam que a APi-40 induz a migragcdo da proteina p65 NF-kB do
citosol para o nucleo. O pré-tratamento com o anticorpo especifico contra o
TNF-a de camundongo (AbTNF-a, 10 mg/camundongo, i.c.v.) preveniu a
migracado da p65 NF-kB tanto no hipocampo quanto cortex pré-frontal. A
imunodeteccao da proteina laminina A/C foi utilizada como controle. O
tratamento com o fragmento amiloide inverso ABso-1 (6 h) ndo foi capaz de

induzir a migragédo da p65 NF-xB. Por outro lado, o tratamento com
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lipopolisacarideo (LPS) de E. coli (2,5 pg, i.c.v., 12 h, controle positivo) induziu
a ativacdo do NF-xB em ambas as estruturas cerebrais. O pré-tratamento
com o inibidor do NF-kxB (PDTC, 100 mg/kg, i.p.), mas nao com o inibidor da
JNK 600125 (25 mg/kg, i.p.), reduziu a migracao da proteina p65 NF-kB no (C)
hipocampo e (D) cortex pré-frontal. Esses dados sugerem que as vias do NF-

kB e JNK s&o ativadas de maneira independente pela ABi-so.

A Hipocampo B Cortex pré-frontal
INOS — | ——— ‘.] iNOS - —
a-Actina = “-d a-Actina - *-|
12,4 9 %
@ L @ !
£ o9 =
© © 6
7 T #
3 6 3 #et
8 8 3 =
Z 3 # =
ol ] | | | 0 —
PBS + - - - PBS + - - -
AB1.40 = + + B AB140 = + + +
SP600125 - - + - SP600125 = - + =
PDTC - - “ + PDTC - = = +

Figura 14 — Administrac&o i.c.v. de Api-4 induz a expressado da iNOS através
das vias JNK/c-Jun e NF-xB. O envolvimento das vias de sinalizacdo da
JNK/c-Jun e do NF-kB sobre a expressédo da iNOS foram avaliadas no (A)
hipocampo e (B) cortex pré-frontal 24 h apos a administragédo i.c.v. de ABi-so.
O tratamento com o inibidor da JNK SP600125 (25 mg/kg, i.p.) ou com o
inibidor do NF-xB PDTC (100 mg/kg, i.p.) 1 h antes da APi-4 reduziu a
expressao da iNOS no hipocampo [Fzg = 40,00; P < 0,0001] e cortex pre-frontal
[Fss = 12,68; P < 0,01]. Os graficos ilustram a densitometria 6ptica dos
produtos do western blot para a iINOS normalizados pelos produtos da o-
actina. Os valores estdo expressos como a meédia + e.p.m. **P < 0,01

comparado ao grupo controle (PBS). #P < 0,05 e ##P < 0,01 comparado ao

grupo APi-so.
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Participacdo dos receptores B1 e B, para cininas na prevencédo do prejuizo
cognitivo induzido pela Api-0

Trabalhos recentes sugerem a participacdo das cininas na
fisiopatologia da doenca de Alzheimer. Nesta série de experimentos foram
avaliados os efeitos do bloqueio dos receptores By ou Bz para cininas na
prevencdo do prejuizo cognitivo induzido pela ABi-«0 em camundongos. Para
tal, camundongos Swiss foram previomente tratados i.c.v. com o antagonista
seletivo do receptor Bi, des-Arg?-Leus-BK (1, 10 ou 50 pmol/camundongo,
i.c.v.) ou o antagonista seletivo do receptor B, Hoe 140 (1, 10 ou 50
pmol/camundongo, i.c.v.) e apds 2 horas foram injetados i.c.v. (outro
ventriculo) com ABi-4 (400 pmol/camundongo) ou solucdo confrole (PBS). Os
animais foram treinados e testados no labirinto aqudtico, respectivamente, 7
e 8 dias apds os tratamentos. A administracdo prévia de des-Arg?-Leus-BK
ndo alterou de maneira significante o prejuizo induzido pela AR nas sessdes
de treino (Figura 15A) e teste (Figura 15B) no labirinto aqudtico, em nenhuma
das doses testadas. Por outro lado, os animais previamente tratados com
Hoe 140, nas doses de 10 e 50 pmol/camundongo (i.c.v.) e, que receberam
a injecdo de APBi-4. apresentaram laténcias menores para encontrar a
plataforma durante as sessdes de treino (Figura 16A) e permaneceram mais
tempo no quadrante correto durante a sessdo de teste (Figura 16B), quando
comparados aos animais que receberam APi-4/PBS. Posteriormente, estes
dados foram confirmados através de experimentos realizados em animais
com delecdo no gene para o receptor By (BiR7-) ou B2 (B2R7-). Como ilustrado

na Figura 15(C,D), os animais BiR/- apresentaram prejuizo cognitivo similar
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aos animais da linhagem selvagem (C57BI/6, +/+) quando submetidos ao
labirinto aqudtico, 7 dias apds a injecdo i.c.v. de APi-4. Por outro lado, a
delecdo génica do receptor B; reduziu de maneira significativa o prejuizo
cognitivo induzido pela ABi-4 quando avaliados 7 dias apds o tratamento. Os
animais B2R7- apresentaram laténcias menores para encontrar a plataforma
durante as sessdes de tfreino (Figura 16C) e permaneceram mais tempo no
quadrante correto durante a sessdo de teste (Figura 16D), em comparacdo
aos animais da linhagem selvagem (C57BI/6, +/+) tratados com ABis. Em
conjunto, esses dados indicam a participacdo do B2R, mas ndo do BiR, no

desenvolvimento do prejuizo de memaria espacial induzido pela AP.
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Figura 15 - Efeito do bloqueio do receptor B; para cininas na prevencao dos

prejuizos cognitivos induzidos pela Api-a0. Os animais foram treinados e
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testados no labirinto aquatico, respectivamente, 7 e 8 dias apods o0s
tratamentos. (A,B) O pré-tratamento com o antagonista seletivo do receptor
B1 des-Arg®-Leud-BK (1, 10 ou 50 pmol/camundongo, i.c.v.) ou, (C,D) a
delecao génica do receptor B: (B1R7-), ndo alteraram o declinio cognitivo
induzido pela APis4 (400 pmol/camundongo), como demonstrado pelos
resultados obtidos nas sessOes de treino [des-Arg®-Leus-BK: Fs32 = 18,75; P =
18,75; P =
0,0001 - B1R/-: F129 = 0,49; P = 0,48] do labirinto aquatico de Morris. Os valores

0,24 - B1R7/-: F129 = 0,01; P = 0,91] e teste [des-Arg®-Leus-BK: Fs 32

estdo expressos como a média + e.p.m. *P < 0,05 comparado ao grupo

veiculo/PBS ou veiculo/(+/+).
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Figura 16 - Efeito do bloqueio do receptor B, para cininas na prevencao dos
prejuizos cognitivos induzidos pela Apfi4. Os animais foram treinados e
testados no labirinto aquatico, respectivamente, 7 e 8 dias apds o0s

tratamentos. (A,B) O pré-tratamento com o antagonista seletivo do receptor
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B> Hoe 140 (1, 10 ou 50 pmol/camundongo, i.c.v.) ou, (C,D) a delec&o génica
do receptor B2 (B2R/-), reduziram o declinio de memodria espacial induzido
pela APis (400 pmol/camundongo), como indicado pela reducéo na
laténcia para encontrar a plataforma na sessao de treino [Hoe 140: Fs32 =
18,75; P < 0,0001 - B>R/-: Fi131 = 81,04; P < 0,0001] e pelo aumento na
preferéncia pelo quadrante correto na sessao de teste [Hoe 140: F4 3, = 18,64;
P < 0,0001 - B2R-: F1,31 = 13,98; P < 0,001], quando comparados ao grupo que
recebeu ABi-40. Os valores estdo expressos como a média + e.p.m. *P < 0,05
comparado ao grupo veiculo/PBS ou veiculo/(+/+). #P < 0,05 comparado ao
grupo ABi-120/PBS ou ABi1-a0/(+/+).

Participacdo dos receptores B:1 e B: para cininas na reversdo do dano
cognitivo induzidos pela ApBi-40

O efeito do bloqueio dos receptores para as cininas na reversdo do
dano cognitivo induzido pela ABi-sx foi avaliado em camundongos Swiss, 7
dias apds o tratamento. Os animais foram tratados com o antagonista
seletivo do receptor By des-Arg?-Leus-BK (1, 10 ou 50 pmol/camundongo,
i.c.v.) ou com o antagonista seletivo do receptor B, Hoe 140 (1, 10 ou 50
pmol/camundongo, i.c.v.) e 6 h apds foram realizadas as sessdes de treino
no labirinto aqudtico. Como demonstrado na Figura 17, a administracdo de
Hoe 140, mas ndo de des-Arg?-Leus-BK, alterou significativamente o prejuizo
cognitivo induzido pela ABi. O fratamento com Hoe 140 (10 ou 50
pmol/camundongo) resultou em reducdo na laténcia para encontrar a
plataforma durante as sessdes de treino (Figura 17C) e aumento na
preferéncia pelo quadrante correto durante a sessdo de teste (Figura 16B),

em relacdo aos animais que receberam ApBi-4/PBS.
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Figura 17 — Reversdo do dano cognitivo induzido pela Apfi-s através do
bloqueio do receptor B,. Os animais foram treinados e testados no labirinto
aguatico, respectivamente, 7 e 8 dias apds os tratamentos. O tratamento
com o antagonista seletivo do receptor B: des-Arg®-Leus-BK (1, 10 ou 50
pmol/camundongo, i.c.v.) nao foi capaz de reverter o prejuizo cognitivo
induzido pela ABi-40 (400 pmol/camundongo). Animais tratados com a des-
Arg®-Leus-BK apresentaram resultados similares aos animais tratados com
APB1-20/PBS nas sessdes de (A) treino [Fa3s = 20,04; P < 0,0001] e (B) teste [Fa 35 =
20,04; P < 0,0001]. Por outro lado, o antagonista seletivo do receptor B, Hoe
140 (1, 10 ou 50 pmol/camundongo, i.c.v.) reverteu o declinio de memoadria
espacial induzido pela ABi-40, como indicado pela reducdo na laténcia para
encontrar a plataforma na (C) sessao de treino [Fs3s = 20,04; P < 0,0001] e
pelo aumento na preferéncia pelo quadrante correto na (D) sessao de teste
[Fazs = 9,10; P < 0,0001], quando comparados ao grupo que recebeu APi-

40/PBS. As sessdes de treino no labirinto aquatico foram realizadas 6 horas
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apos a administracdo dos antagonistas. Os valores estao expressos como a
média £ e.p.m. *P < 0,05 comparado ao grupo veiculo/PBS. #P < 0,05

comparado ao grupo ABi-40/PBS.

A propriedade do BiR de ser induzido durante condicdes patolégicas
sugere uma possivel partficipacdo tardia desse receptor no processo de
dano cognitivo induzido pela ABi-4«. Para avaliar tal hipdtese, inicialmente foi
demonstrado que o prejuizo na memodria espacial em camundongos persiste
por até 30 dias do frafamento com ABi-4 (400 pmol/camundongo, i.c.v.) (Fig.
18). Posteriormente, afravés do tratamento com antagonistas seletivos e pelo
uso dos animais com delecdo génica, foi avaliada a participacdo dos
receptores para as cininas. O tratamento com o antagonista seletivo do
receptor By des-Arg?-Leud-BK (1, 10 ou 50 pmol/camundongo, i.c.v.) ou com o
antagonista seletivo do receptor B, Hoe 140 (1, 10 ou 50 pmol/camundongo,
i.c.v.) foi realizado 30 dias apds a injecdo i.c.v. de ABi-o (6 h antes do treino).
De maneira surpreendente, tanto a des-Arg’-Leus-BK (Fig. 18), quanto o Hoe
140 (Fig. 19), reduziram significativamente os danos cognitivos induzidos pela
ABi-40, como indicado pela reducdo na laténcia para encontfrar a
plataforma durante as sessdes de freino e pelo aumento na preferéncia pelo
quadrante correto durante a sessdo de teste, quando comparados aos
animais que receberam APi0/PBS. Além disso, resultados similares foram
verificados em animais BiR7/- e BzR7/-. Os dados das figuras 18 e 19 indicam
que a delecdo génica do BiR ou do B2R inibe o prejuizo de memaria espacial
induzido pela ABi-40, quando comparados aos animais da linhagem controle

(C57BI/6, +/+). Em conjunto, estes dados sugerem um importante papel das
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vias de sindlizacdo dos receptores para as cininds nos prejuizos de

aprendizado e memaéria induzidos pela ABi-40 em camundongos.
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Figura 18 — Reverséo tardia do dano cognitivo induzido pela Apfi-s através do
bloqueio do receptor B:. Os animais foram treinados e testados no labirinto
aquatico, respectivamente, 30 e 31 dias apo6s os tratamentos. (A,B) O
tratamento com o antagonista seletivo do receptor B; des-Arg®-Leus-BK (1, 10
ou 50 pmol/camundongo, i.c.v.) ou (C,D) a delecdo génica do BiR (BiR7)
reduzem o declinio de memodria espacial induzido pela Afis (400
pmol/camundongo), como indicado pela reducdo na laténcia para
encontrar a plataforma na sessao de treino [des-Arg?-Leu8-BK: F435 = 21,17; P
< 0,0001 - BiR-: F1,30 = 39,01; P < 0,0001] e pelo aumento na preferéncia pelo
quadrante correto na sessao de teste [des-Arg®-Leus-BK: Fs4 35 = 6,27; P < 0,001
- B1R-: F130 = 5,29; P < 0,01] quando comparados ao grupo que recebeu ABi-
40. As sessdes de treino no labirinto aquatico foram realizadas 6 horas apdés a

administracido da des-Arg®-Leud-BK. Os valores estdo expressos como a
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meédia + e.p.m. *P < 0,05 comparado ao grupo veiculo/PBS ou veiculo/(+/+).

#P < 0,05 comparado ao grupo AB1-40/PBS ou ABi-s0/ (+/+).
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Figura 19 — Reversédo tardia do dano cognitivo induzido pela Afi-4 através do
bloqueio do receptor B>. Os animais foram treinados e testados no labirinto
aquatico, respectivamente, 30 e 31 dias apds os tratamentos. (A,B) O
tratamento com o antagonista seletivo do receptor Bz, Hoe 140 (1, 10 ou 50
pmol/camundongo, i.c.v.) ou (C,D) a delecdo génica do B2R (B2R~-) reduzem
o0 declinio de memdria espacial induzido pela Api4 (400
pmol/camundongo), como indicado pela reducédo na laténcia para
encontrar a plataforma na sessao de treino [Hoe 140: F435 = 6,27; P < 0,001 -
B2R7-: F129 = 16,20; P < 0,001] e pelo aumento na preferéncia pelo quadrante
correto na sessao de teste [Hoe 140: F435 = 6,27; P < 0,001 - B2R~~: F129 = 7,08; P
< 0,05], quando comparados ao grupo que recebeu ABi-s. As sessOes de
treino no labirinto aquatico foram realizadas 6 horas apo6s a administracao do

Hoe 140. Os valores estdo expressos como a meédia = e.p.m. *P < 0,05
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comparado ao grupo veiculo/PBS ou veiculo/(+/+). #P < 0,05 comparado ao

grupo AB1-40/PBS ou ABi1-s0/ (+/+).

Avaliacdo da expressao dos receptores para as cininas apos a injecao i.c.v.
de ABi-40

A andlise dos resultados comportamentais indica uma possivel
regulacdo na expressdo dos receptores para as cininas pela ABi-4. Deste
modo, a expressdo do BiR e do BzR foi avaliada no hipocampo e no cortex
pré-frontal de camundongos apds diferentes periodos de tempo do
tratamento com ABi-4 (400 pmol/camundongo, i.c.v.) através da técnica de
western blot. Como esperado, durante condicdes homeostdticas, a
expressdo do BiR foi minima em ambas as estruturas cerebrais. Contudo, a
administracdo de ABi-4 resultfou em um aumento dependente do tempo e
sustentado na imunodeteccdo do BiR, tanto no hipocampo (Fig. 20A)
quanto no cortex pré-frontal (Fig. 20C) dos camundongos. Por outro lado, o
tratamento com ABi-4 ndo foi capaz de promover alteracdo significante na
imunodeteccdo para o B2R no hipocampo (Fig. 20B) e cortex pré-frontal (Fig.
20D). Esses dados sugerem uma possivel regulacdo na expressdo do BiR

durante o desenvolvimento da doenca de Alzheimer.
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Figura 20 - Efeito da ApBis0 nha expressdo dos receptores para cininas.
Camundongos Swiss foram tratados com APi4 (400 pmol/camundongo;
i.c.v.) (exceto naive, que indica os animais nao tratados) e entdo o
hipocampo e o cortex pré-frontal foram isolados nos periodos de tempo
indicados. O tratamento com Ai-40 induz a expressao sustentada do B:R no
(A) hipocampo [Fzs = 4,83; P < 0,05] e (C) coértex pré-frontal [F3s = 696; P <
0.01]. No entanto, a expressdo do B;R ndo altera significativamente apoés a
injecdo i.c.v. de ABi-40 N0 hipocampo [Fzg = 1,01; P = 0,44] (Fig. 20B) e cortex
pré-frontal [Fz3s = 1,82; P = 0,15]. Os gréaficos indicam a quantificacdo por
densitometria Optica (D.O.) da expressao dos receptores para as cininas. Os

valores estdo expressos como a média + e.p.m. (unidade arbitraria) de 3
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experimentos independentes. *P < 0,05 comparado ao grupo controle

(naive).
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DISCUSSAO

A doenca de Alzheimer ¢é caracterizada por desordens
neurodegenerativas intimamente associadas ao processo de
envelhecimento. Suas principais caracteristicas sdo o acUmulo de placas
compostas pelo peptideo AB no parénguima extracelular do cérebro
(Glenner e Wong, 1984) e a formacdo de emaranhados neurofibrilares, como
resultado da hiperfosforilagcdo da proteina Tau associada aos microtUbulos,
no interior dos neurdénios (Grundke-Igbal et al., 1986). Além disso, o acumulo
destes marcadores € normalmente acompanhado pela perda de neurdnios,
principalmente em dreas corticais e formacdo hipocampal, resultando na
perda progressiva das funcdes cognitivas (Selkoe, 2000). De maneira
interessante, o presente estudo demonstra que uma Unica administragcdo
i.c.v. do peptideo ABi4o resulta em prejuizos importantes nas funcdes de
aprendizado e de memoria. Nossos dados indicam que o tratamento com o
fragmento ABi-40, mas ndo com o fragmento inverso ABso-1, 7 ou 30 dias antes
dos experimentos, foi capaz de promover prejuizo similar na memoria
espacial em camundongos das linhagens Swiss e C57BI/6, como indicado
pelo aumento nas laténcias para encontrar a plataforma durante as sessdes
de freino e pelo percentual de tempo gasto no quadrante correto durante a
sessdo de teste do labirinto aqudtico, respectivamente. Estes resultados
estendem dados prévios da literatura obtidos com os peptideos ABi-s2 (Yan
et al., 2001; Jhoo et al., 2004) e AB2s3s (Maurice et al., 1996). Outro aspecto
importante observado no presente estudo, foi o fato que o dano cognitivo é

acompanhado pela perda da viabilidade sindptica, uma vez que também é
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observada reducdo nos niveis da proteina pré-sindptica sinaptofisina nos
cérebros dos animais tratados com ABi-4. Todavia, como em todo modelo
experimental, existem limitacdes que devem ser ressaltadas, como por
exemplo, a auséncia tanto na formacdo de placas senis, qguanto na inducdo
da morte celular, pelo menos até 7 dias apods o tratamento com ABi-4. Em
conjunto, estes dados corroboram com a hipdtese que durante a progressdo
da doenca de Alzheimer a disfuncdo sindptica precede a morte neuronal
(Selkoe, 2000). Desta forma, a injecdo aguda de fragmentos amildides em
roedores parece ser um bom modelo experimental para o estudo dos
mecanismos moleculares e de possiveis abordagens terapéuticas futuras,
relacionados aos primeiros estagios da doenca de Alzheimer. Entretanto,
outras abordagens experimentais devem ser aplicadas quando o objetivo é
caracterizar as etapas mais tardias dessa patologia.

O teste do labirinto aqudtico, originalmente proposto por Morris e
colaboradores (1982) para o estudo da memoria espacial em roedores,
representa um paradigma complexo onde o desempenho dos animais &
influenciado por uma série de fatores atencionais e motivacionais, bem
como pela funcdo motora dos animais, que em conjunto sdo determinantes
para o sucesso no encontro da plataforma submersa. Portanto, € importante
enfatizar que os camundongos tratados com o peptideo APi-ao,
independente da linhagem utilizada (Swiss ou C57BI/6), ndo diferiram dos
animais tratados com a solucdo controle nos pardmetro locomotores
(nUmero de cruzamentos e rearing) avaliados no teste do campo aberto.

Estes resultados nos permitem assegurar que a queda no desempenho
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apresentado pelos camundongos tratados com ABi-4 nNo labirinto aqudtico €
decorrente de prejuizo nas funcdo de memaria espacial.

De forma geral, a inflamacdo pode ser definida como um conjunto de
interacoes complexas entre fatores solUveis e células, que ocorre nos tecidos
em resposta a danos fraumaticos, infecciosos, pds-isquémicos ou toxicos
(Nathan, 2002). Neste sentido, em circunst@ncias normais, a ativacdo da
inflamacdo apresenta papel benéfico para os individuos. Por outro lado,
quando a resposta inflamatéria torna-se crénica ela pode causar graves
efeitos ao organismo. O processo inflamatério & caracterizado por trés
eventos principais que incluem o aumento substancial do suprimento de
sangue para o local afetado, o aumento da permeabilidade vascular e a
migracdo de leucocitos para o sitio inflamatdrio. O influxo celular € regulado
por moléculas solUveis e difusiveis, produzidas principalmente por células
inflamatdrias, plaguetas, células endoteliais e mastécitos (Sharma e
Buchanan, 1994; Levy, 1996). As moléculas solUveis envolvidas na inflamacdo,
ou mediadores inflamatdrios, compreendem produtos da degranulacdo de
mastocitos  (histamina e serotonina), mediadores lipidicos (leucotrienos,
prostaglandinas e fator de ativacdo plaquetdria), citocinas, quimiocinas,
componentes do sistema complemento e o dxido nitrico (NO). Além destes,
mediadores peptidicos como as cininas, neurocininas e o peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), entre outros, também exercem
papel relevante no processo inflamatdrio. Todavia, a resposta inflamatdria
verificada no sistema nervoso central parece diferir em alguns aspectos

daqguela verificada em tecidos periféricos. Pelo fato do cérebro ndo
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apresentar fibras nociceptivas, torna-se dificil o reconhecimento do inicio do
processo inflamatoério, sendo que os sinais cldssicos da inflamacdo (rubor,
tumor, calor e dor) ndo sdo observados no sistema nervoso central. Além
disso, a presenca da barreira hematoencefdlica é capaz de reduzr
substancialmente a enfrada de células inflamatdrias, patdégenos e de
algumas macromoléculas no espaco subaracnoideo, fazendo com que o
processo inflamatdrio no cérebro transcorra de maneira bastante peculiar
(Tuppo e Arias, 2005).

InUmeros estudos tém demonstrado que, além das caracteristicas
tipicas, o cérebro de individuos acometidos pela doenca de Alzheimer
apresenta sinais evidentes da ativacdo do processo inflamatério e da
resposta imune (Akiyama et al., 2000; Wyss-Coray e Mucke, 2002). No
entanto, o papel da inflamacdo no desenvolvimento e progressdo da
doenca de Alzheimer «ainda € pouco compreendido. Estudos
epidemiolégicos revelam que individuos que fizeram ou fazem uso
prolongado de antiinflamatdrios ndo esteroidais apresentam menor risco no
desenvolvimento da doenca de Alzheimer, sugerindo que O processo
neuroinflamatoério pode contribuir para a progressdo desta patologia (Rogers
et al.,, 1993; Rich et al., 1995; Breitner, 1996; McGeer et al., 1996; In't Veld et
al., 2001, 2002; Zandi et al., 2002). Além disso, um grande nUmero de
trabalhos tem demonstrado uma associacdo entre polimorfismos em genes
para algumas citocinas e outras moléculas inflamatdrias e a doenca de
Alzheimer (Wyss-Coray, 2006). Por outro lado, foi demonstrado recentemente

que a relacdo enfre o processo inflamatdrio e a progressdo da doenca de
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Alzheimer parece ndo ser tdo simples quanto se imaginava. Wyss-Coray e
colaboradores (2001) evidenciaram que alguns aspectos da resposta
imunoldgica parecem ser importantes para a fagocitose dos fragmentos
amildides deOpositados no cérebro. Neste estudo, realizado em
camundongos que expressam a APP humana, foi verificado que a producdo
de TGFB1 (transforming growth factor pl) pelos astrocitos aumenta a
atividade fagocitica da microglia, reduzindo significativamente a formacgdo
de placas amildides e de emaranhados neurofibrilares nas regides
hipocampal e cortical do cérebro. Estes dados demonstram claramente que
os mediadores envolvidos na resposta inflamatdria podem apresentar papéis
moduladores distintos durante a progressdo da doenca de Alzheimer.

As células da glia representam o principal tipo celular responsdvel pelo
sistema de defesa no sistema nervoso central e parecem desempenhar
papel central no processo inflamatdrio associado d doenca de Alzheimer.
Essas células se dividem em frés grupos: os astrocitos, os oligodendrocitos e as
células da microglia. Os astrocitos sdo os mais abundantes e os maiores
representantes das células gliais. Na substéncia cinzenta predominam os
astrocitos protoplasmdaticos, enquanto que os astrocitos fibrosos ocorrem na
subst@ncia branca. Essas células sdo caracterizadas pela grande quantidade
de processos fibrosos e pela alta concentracdo de proteinas do filamento
infermedidrio (IF), como a proteina glial fibrilar d&cida (GFAP). Os
oligodendrécitos sdo claramente distinguidos dos astrocitos por seu didmetro
de pericdrio com preponderdncia do nicleo em termos de volume celular.

Na substé@ncia branca, os oligodendrocitos interfasciculares sGo responsdveis
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pela formacdo da mielina no sistema nervoso central. Na substdncia
cinzenta os oligodendrécitos sGo geralmente enconfrados em associacdo
com o pericdrio neuronal. Por fim, as microglias sdo as menores células gliais
conhecidas, medindo o seu pericdrio entre 2 e 3 um e apresentando uma
morfologia muito varidvel. Estas células sdo de origem mesodérmica.
Quando se expde a microglia a estimulos capazes de gerar inflamacdo, esta
se fransforma do estado passivo para uma forma ativa, na qual tem
capacidade de fagocitose semelhante ao macréfago (Bradford, 1985).

Em resposta ao dano neuronal, ocorre ativacdo de uma complexa
resposta celular imune, envolvendo astrocitos e microglia. Os astrocitos
promovem atividades essenciais que protegem o tecido e sua funcdo, além
de promover o reparo neuronal, a producdo de substratos energéticos e
neurotrofinas. Esta populacdo de células é capaz de reduzir a liberacdo do
glutamato e de radicais livres, reestabelecer a barreira hematoencefdlica e
promover a neurovascularizacdo e neurogénese (Liberto et al., 2004).
Entretanto, a reacdo astrocita excessiva resulta na faléncia da reparacdo da
barreira hematoencefdlica, infiltracdo leucocitdria, desmielizacdo severa e
morte de células oligodendrdcitas (Faulkner et al., 2004). Similarmente, apds
ativacdo, a micréglia produz metabdlitos que provocam a morte neuronal e
impedem a neurogénese (Monje et al., 2003). Além disso, evidéncias
sugerem que a deterioracdo ou disfuncdo da microglia devido a progressdo
da idade poderia contribuir para o avanco de doencas neurodegenerativas

(Streit, 2005).
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Alteracdes em cada um destes tipos celulares foram documentadas
através de estudos em pacientes acometidos pela doenca de Alzheimer,
bem como em culturas celulares e em modelos animais desta patologia.
Além disso, inUmeros estudos tém demonstrado que a AB € capaz de
promover diversas modificacdes nas células da glia (McGeer e McGeer,
2002). Anormalidades na atividade dos astrocitos, incluindo disfuncdo no
transporte de glutamato, perturbacdes na regulacdo do cdicio e a
producdo elevada de citocinas, podem contribuir para a disfuncdo
sinGptica e morte neuronal (Mattson, 2004). Além disso, durante a doenca de
Alzheimer observa-se um grande nimero de microglias em torno das placas
amildides e dos neurénios em degeneracdo. Acredita-se que essas células
participem da producdo de toxinas e citocinas inflamatdrias que, por sua
vez, contribuem para o processo neurodegenerativo (McGeer e McGeer,
2002). No presente estudo, a fim de determinar a possivel ativacdo dos
astrocitos pela administracdo i.c.v. do peptideo ABi.4, foram avaliados os
niveis de imunodeteccdo para a proteina GFAP no cortex e hipocampo. Os
resulfados do presente estudo fornecem evidéncias moleculares
convinventes que confirmam e estendem os dados existentes na literatura,
indicando que a injecdo i.c.v. de peptideos AB promove ativacdo dos
astrocitos (Yan et al.,, 2001). A ativacdo destas células foi verificada
predominantemente no hipocampo, sendo observada um dia apds o
tratamento dos animais. Oito dias apds o tratamento, o nUmero de astrocitos
detectados nos animais tratados com A4 foi similar aos dos animais

controle. Além disso, nossos resultados indicam que o processo de ativacdo
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dos astrocitos pela AR ocorre de maneira independente da via do TNF-a e
do NO, uma vez que o blogueio farmacoldgico ou genético desta citocina
ou da iINOS ndo apresentou qualquer efeito sobre a imunodeteccdo da
GFAP na regido hipocampal. Em conjunto com dados descritos na literatura,
€ possivel sugerir que a ativagcdo dos astrocitos € um dos primeiros eventos
induzidos pela injecdo i.c.v. de ABi-4, sendo que estas células podem estar
envolvidas na liberacdo de substéncias toxicas responsdveis pela disfuncdo
sindptica e cognitiva, descritas anteriormente. Entretanto, estudos adicionais
sdo necessdrios para confirmar esta hipdtese.

O TNF-a € uma citocina multifuncional que participa na modulacdo de
uma grande quantidade de respostas celulares. No sistema nervoso central,
o TNF-a, através do TNFR1, induz dano das funcdes cognitivas e regula a
morte neuronal, ambos importantes marcadores da doenca de Alzheimer.
Neste contexto, foi demonstrado recentemente que o TNF-a participa da
inibicdo do LTP pela AB - uma forma de plasticidade sindptica muito
associada ao aprendizado € d memoria (Wang et al.,, 2005). Evidéncias
indicam que esse processo depende da ativacdo do receptor para o
glutamato mGIuR5 e da proteina quinase p38 MAPK (Wang et al. 2004, 2005).
Além disso, a ativacdo do processo de apoptose € intensamente
dependente da via de sinalizagcdo do TNF-a. O TNFR1 contém um dominio de
morte (death domain, DD) citoplasmdtico que se liga ao adaptador TRADD
(TNFR-associated DD), que indiretamente ativa a cascata das caspases
resultando em apoptose (Varfolomeev & Ashkenazi, 2004). De maneira

interessante, foi sugerido recentemente que a A1 pode-se ligar
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diretamente ao TNFRI, resultando em apoptose neuronal (Li et al., 2005). Os
dados do presente estudo demonstram que a ABi-4 induz a expressdo do
TNF-a. no hipocampo e no cortex pré-frontal, ambas dreas essenciais para as
funcdes cognitivas. Outro aspecto relevante demonstra que a inibicdo
farmacoldgica e genética do TNF-a reduziu a perda sindptica e melhorou o
desempenho das funcdes de aprendizado e memoria nos animais tratados
com ABi-4. Tais dados sugerem que o TNF-a apresenta um importante papel
do desenvolvimento da doenca de Alzheimer.

As cascatas de sinalizacdo intracelular ativadas apds a exposicdo ao
TNF-o. normalmente culminam em uma resposta nuclear caracterizada pela
ativacdo de diversos fatores de transcricdo, incluindo o NF-xB (Schreck et al.,
1991; Beg et al., 1993) e o AP-1 (Lo & Cruz, 1995; Agnel & Karin, 1991). A via do
fator de transcricdo NF-xB tem sido amplamente descrita nos Ultimos anos
por diversos grupos de pesquisa, estando relacionada a uma grande
variedade de patologias, tais como artrite reumatdide, asma, sepse,
aterosclerose, diversos fipos de cdncer e doencas neurodegenerativas
(Barnes e Adcock, 1997; Barnes e Karin, 1997; Martin et al., 2000; Baldwin 2001;
Karin et al., 2001; Tak e Firestein, 2001; Garg e Aggarwal, 2002; Li e Verma,
2002; Sun e Andersson, 2002; Adcock, 2003; Burke, 2003; Santoro et al., 2003).
A ativacdo desse fator de transcricdo pode ser observada em condicoes
fisiologicas e em diversos estados patoldgicos e estd associada diretamente
ao controle da expressdo de vdrias proteinas da resposta inflamatodria,
incluindo citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento, moléculas de

adesdo celular e algumas proteinas de fase aguda (Blackwell et al., 1994;
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Manning et al., 1995; Chen et al., 1995; Baldwin, 1996; Baichwal e Baeuerle,
1997; Tak e Firestein, 2001; Liu et al., 2003). NF-kB € o nome coletivo para
fatores de transcricdo diméricos, membros da familia Rel, que incluem as
proteinas RelA (pé5), NF-«xB1 (p50;p0105), NF-«kB2 (p52;p100), c-Rel e RelB
(Verma et al., 1995; Ghosh et al., 1998). Cada uma dessas proteinas se
caracteriza por apresentar uma sequUéncia amino-terminal altamente
conservada de 300 aminodcidos, necessdrios a dimerizacdo, a localizagcdo
nuclear e a ligacdo do fator de transcricdo ao DNA (Ghosh e Karin, 2002; Li e
Verma, 2002). A maioria dos membros dessa familia forma homo (com
excecdo do RelB) ou heterodimeros entre si, sendo a forma mais ativa do NF-
kB, o heterodimero formado pelas subunidades p50 ou p52 com pé5 (RelA).
As proteinas p50 e p52 sdo formadas através de protedlise a partir dos
precursores p105 e p100, respectivamente (Baeuerle e Baltimore, 1996).

Os fatores de transcricdo da familia do NF-«xB sdo regulados através
de interacdes com as proteinas inibitérias da familia kB, sendo as mais
comuns a lkBa., IkBB e a IkBe (Ghosh et al., 1998). Com excecdo dos linfécitos
B, nos quais o NF-xB é encontrado de forma constitutiva no ndcleo, os demais
tipos celulares apresentam dimeros de NF-xB geralmente presentes no
citoplasma das células associados as proteinas kB. Essa associacdo garante
gue o sitio de localizacdo nuclear do NF-xB permaneca mascarado evitando
assim que este fator de transcricdo migre para o nucleo (Rothwarf e Karin,
1999; Ghosh and Karin, 2002; Li and Verma, 2002; Karin et al., 2004). Estd bem
documentado que o IkBa regula a ativacdo transitéria do NF-«xB, enquanto

que o kBB regula a ativacdo persistente desse fator de transcricdo (May e
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Ghosh, 1997). A degradacdo dessas proteinas e a conseqlente ativacdo
desta via de sinadlizacdo ocorrem em resposta a estimulos celulares
apropriados, sendo a maioria deles relacionado a patdgenos ou estresse, tais
como: citocinas pro-inflamatdrias, infeccdo viral, ésteres de forbol, radiacdo
ultravioleta, entre outros. A estimulacdo celular resulta na ativacdo do
complexo de proteinas IkB quinases (IKKs), composto por rés subunidades:
IKKee (IKK1), IKKB (IKK2) e IKKy (NEMO, IKKAP) (Karin e Ben-Neriah, 2000). As
proteinas IKKa e IKKB sdo as subunidades cataliticas, responsdaveis pela
fosforilacdo das proteinas kB, enquanto que a IKKy/NEMO é a subunidade
reguladora que controla a atividade do complexo IKK (Rothwarf e Karin,
1999). Uma vez ativado, o complexo KK promove rdpida fosforilacdo de
residuos de serina especificos, na por¢cdo amino-terminal das proteinas kB
(Ser 32 e Ser36 para IkBa). As proteinas kB fosforiladas sdo entdo
poliubiquitinadas pela B-TRCP, tornando-as alvo para degradacdo pelo
proteasoma 26S (Hershko and Cienchanover, 1992; Karin e Ben-Neriah, 2000;
Ben-Neriah, 2002; Pickart, 2004). Como conseqUéncia da degradacdo das
proteinas kB, o NF-kxB livre pode migrar para o nuicleo, se associar a regides
do DNA que contenham porcAo kB especifica
(5'GGG(A/G)NN(T/C)(T/C)CC3') e regular a ftranscricdo de um grande
numero de genes (Bauerle e Baltimore, 1996; Barnes e Adcock, 1997; Barnes e
Karin, 1997; Ghosh and Karin, 2002; Li and Verma, 2002; Karin et al., 2004).
Dimeros funcionais do NF-xB estdo presentes em todos os tipos
celulares do sistema nervoso central, incluindo neurdnios, astrocitos, microglia

e oligodendrécitos. De maneira inferessante, no cérebro, a atividade do NF-
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kB parece estar relacionada tanto a funcdes fisioldgicas quanto a alteracdes
patolégicas. Dados recentes obtidos em diferentes modelos experimentais
sugerem que a estimulagdo sindptica basal é capaz de ativar o NF-«B, sendo
este efeito mediado pela via de sinalizacdo do glutamato e pelo aumento
do cdicio intracelular (O'Neill & Kaltschmidt, 1997). Meffert e colaboradores
(2003) demonstraram que a delecdo génica da subunidade pé5 NF-xB
resulta em déficits significativos de aprendizado, sugerindo a participacdo
deste fator de transcricdo nos processos cognitivos. Além disso, estudos em
culturas celulares sugerem que a ativacdo do NF-kB pode estar relacionada
ao processo de diferenciacdo neuronal, embora, os genes envolvidos neste
processo ainda ndo tenham sido determinados (Kurata et al., 1993; Sheppard
et al., 1995; Mattson e Camandola, 2001). Por outro lado, a maior parte dos
estudos aponta o NFkB como um importante mediador das respostas
imunoldégica e inflamatdria no cérebro. A ativacdo deste fator de transcricdo
tem sido implicada em diversas patologias neurodegenerativas, incluindo a
doenca de Alzheimer. Estudos post-mortem indicam que em cérebros de
individuos acometidos pela doenca de Alzheimer, a imunodeteccdo do NF-
kB € elevada em neurdnios e astrocitos proximos as placas amildides (Terai et
al.,, 1996; Boissiere et al., 1997; Kaltschmidt et al., 1997). Dados recentes da
literatura demonstram grande correlacdo entre o aumento da atividade do
NF-kB e a expressdo da COX-2 no cérebro de pacientes com a doenca de
Alzheimer (Lukiw et al., 1998). Além disso, dados da literatura indicam que a
AB induz a ativacdo do NF-kB em culturas celulares de neurdnios e da glia

(Akama et al., 1998; Bales et al., 2000; Mattson & Camandola, 2001; Kuner et
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al.,, 1998; Ghribi et al., 2001). Corroborando com estes dados, no presente
estudo foi demonstrado que a injecdo i.c.v. de ABi.40 promove a ativacdo do
NF-xB no hipocampo e cortex pré-frontal. Ademais, nossos dados
demonstram que bloqueio farmacoldégico com AbTNF-a resulta na reducdo
da ativacdo do NF-xB pela ABi-4, indicando que esse fator de transcricdo €
modulado pela via do TNF-a.

As proteinas quinases constituem uma das mais importantes vias de
sinalizacdo infracelular nos animais superiores. Através da fosforilagcdo de
residuos especificos, essas proteinas regulaom a atividade enzimdtica, a
inferacdo entre diferentes grupos de moléculas, a localizacdo celular e a
propensdo a degradacdo de seus substratos, que incluem outras proteinas
quinases, fosfolipases, proteinas fosfatases, proteinas do citoesqueleto e
fatores de franscricdo (Levitzki e Gazit, 1995; King et al., 1997). A familia das
MAPKs constitui um grupo de proteinas quinases cuja funcdo e regulacdo
sdo altamente conservadas (Manning et al., 2002). Essas proteinas fosforilam
residuos de serind e em menor grau de treonina dos seus substratos e
regulam vdrias atividades celulares, incluindo a expressdo génica, mitose,
movimento celular, metabolismo e morte celular programada (Johnson e
Lapadat, 2002). Em particular, frés subfamilias de MAPK — ERK, p38 MAPK e
INK - tém sido amplamente caracterizadas. Quanto a Ultima, até o presente
momento, foram identificadas dez isoformas distintas de JNK, sendo estas
derivadas dos genes jnkl, jnk2 e jnk3 (Gupta et al., 1996). A via de sinalizacdo
da JNK € um mecanismo para transmitir sinais da membrana celular para o

nucleo. A atfivacdo desta proteina ocorre pela fosforilacdo dos residuos de
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treonina ou de tirosina localizados proximo aos sitios de ligacdo do ATP e do
substrato, em resposta a uma série de estimulos, dentre eles o estresse
mecdanico, citocinas inflamatdrias (IL-1p e TNFa), produtos bacterianos, além
de estimulos quimicos e térmicos, entre outros (Cohen, 1997; Garrington e
Jonhson, 1999; Kyriakis e Avruch, 2001). Interessantemente, tem sido
demonstrado que a ativacdo da JNK € essencial para a propagacdo do
sinal desencadeado pelo TNF-a (Tournier et al., 2001). Dentre os alvos
celulares da JNK, merecem destaque a proteina c-Jun, componente do
fator de franscricdo AP-1 e, as proteinas associadas ao processo de
apoptose, incluindo o Bcl2 e a p53 (Manning e Davis, 2003). A ativacdo
destas vias moleculares pela JNK tem sido relacionada a vdarias doencas
inflamatdrias e auto-imunes, dentre elas artrite reumatdide, esclerose
multipla, asma, psoriase e doencas neurodegenerativas em geral (p. ex.
Alzheimer, Parkinson e Huntington).

No sistema nervoso central, as isoformas de JNK expressas em maior
proporcdo sdo JNK3al e JNKlal, sendo que a JNK3 estd preferencialmente
localizada nos neurdnios piramidais das regides CA1 e CA2 do hipocampo e
em subregides especificas do neocodrtex (Kuan et al., 1999). Estudos de
delecdo génica demonstraram que animais hocaute para jnkl, jnk2 ou jnk3
apresentam desenvolvimento normal (Yang et al., 1997; Kuan et al., 1999).
Entretanto, animais com dupla delecdo para jnkl e jnk2 morrem
prematuramente e exibem vdrias anormalidades cerebrais, que sdo
atribuidas a falhas no processo de apoptose. Além disso, embora a delecdo

do jnk3 ndo provoque morte prematura nos animais, disturbios importantes
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sdo detectados nos processos de inducdo e ativacdo da proteina c-Jun,
bem como na ativacdo da apoptose neuronal (Bruckner et al., 2003).
Quanto a doenca de Alzheimer, uma série de evidéncias indica que a JNK
participa efetivamente do processo de dano neuronal verificado nos
pacientes (Manning e Davis, 2003). Estudos in vivo demonstram que o
bloqueio da JNK3 reduz a ativacdo da proteina Fas, associada ao processo
de apoptose e aumenta a resisténcia dos camundongos aos efeitos toxicos
da AB (Morishima et al., 2001). Ainda, a andlise post-mortem de cérebros de
individuos acometidos pela doenca de Alzheimer tem revelado a ativacdo
das proteinas JNK1, 2 e 3 em dreas cerebrais com maior acumulo de
fragmentos amildides (Zhu et al., 2001. Pei et al., 2001). A afividade da JNK
também tem sido associada ao aumento na fosforilacdo da proteina Tau e
ao conseglente acUmulo de emaranhados neurofibrilares no interior dos
neurdnios (Reynolds et al., 1997). Por fim, recentemente foi sugerido que a via
de sinalizacdo da JNK regula o metabolismo da APP, podendo assim
contribuir para o acumulo de placas amildides (Reynolds et al., 2001).

O fator de franscricdo AP-1 € composto por homo ou heterodimeros
de membros das familias c-Jun e c-Fos e regula a expressdo de um grande
numero de proteinas (Karin, 1995; Karin et al., 1998; Kaminska et al., 2000;
Handel e Girgis, 2001). Em contraste com o NF-xB, o AP-1 estd expresso nas
células em baixas quantidades, tendo sua expressdo aumentada em
resposta a diferentes estimulos, tais como: ésteres de forbol, radiacdo
ultravioletaq, fatores de crescimento e citocinas (Karin et al., 1997; Karin 1995).

Em resposta a estimulacdo ocorre aumento na expressdo dos genes que
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codificam as proteinas c-Jun e c-Fos, aumentando a sintese do fator de
transcricdo AP-1 (Karin, 1995). Evidéncias experimentais indicam o importante
papel regulador exercido pela JNK na expressdo dos genes para as proteinas
que compdem o AP-1, aumentando a atividade de fatores de transcricdo
qgue confrolam a expressdo dessas proteinas, através de sua fosforilacdo
(Deng e Karin, 1994 Gupta et al., 1996; Hazzalin et al., 1997; Musti et al., 1997;
Read et al., 1997; Fuchs et al., 2000). De maneira interessante, € observada a
ativacdo da JNK e da c-Jun em culturas de neurdnios apds a exposicdo ao
peptideo AB e, a inibicdo desse processo atenua de forma significante a
toxicidade da AB (Bozyczko-Coyne et al., 2001; Morishima et al., 2001; Troy et
al., 2001). Além disso, a ativacdo da destas proteinas tem sido implicada na
inibicdo do LTP mediada pela AB, indicando um possivel papel da via JNK/c-
Jun nas funcdes cognitivas de aprendizado e memadria (Wang et al., 2004).
No presente estudo foi verificado que a injecdo i.c.v. de ABi-4 induziu rdpida
e sustentada ativacdo da JNK e de sua proteina alvo c-Jun. Além disso,
nossos dados mostram claramente a associacdo entre estes dois eventos,
uma vez que o inibidor seletivo para a JNK, SP600125, foi capaz de inibir a
migracdo da c-Jun do citosol para o nucleo celular. Finalmente, através dos
experimentos com o AbTNF-a também verificamos que a via JNK/c-Jun é
modulada pela via de sinalizacdo do TNF-a. Esses resultados sdo consistentes
com dados prévios que demonstraram a atfivacdo da JNK, através da
deteccdo da JNK fosforilada (Shoji et al., 2000; Zhu et al., 2001) e da c-Jun
(Anderson et al., 1994; 1996; Estus et al., 1997), em cérebros de pacientes

com a doenca de Alzheimer.
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No sistema nervoso central, normalmente a iINOS estd ausente em
tecidos sadios. Todavia, apds condi¢cdes de estresse ou dano cerebral ocorre
aumento em sua expressdo e consequentemente na producdo de NO,
principalmente nos astrécitos, neurdnios e células endoteliais. (Boje & Arora,
1992; Koprowski et al., 1993; Merrill et al., 1993; Schmidt & Walter, 1994). Por
sua vez, o aumento na producdo de NO induz dano e morte neuronal
(Adamson et al., 1996). O mecanismo predominante pelo qual o NO gera a
toxicidade neuronal ocorre em funcdo da reacdo com o dnion superdxido e
a conseqUente producdo da substéncia citotdxica peroxinitrito (Beckman et
al., 1990). Durante condicoes fisioldgicas, as moléculas reativas do oxigénio
sdo rapidamente eliminadas por enzimas antfioxidantes, dentre elas a
glutationa peroxidade (Thannickal & Fanburg, 2000). Contudo, durante
condicoes patoldgicas, a producdo excessiva e o conseqUente acumulo de
espécies reativas devido d limitacdo da atividade enzimdtica resultam em
disfuncdo celular (Fiers et al., 1999). A expressdo da iINOS e o aumento na
producdo de NO tem sido amplamente implicados na doenca de Alzheimer.
Neste sentido, foi demonstrado que tanto a expressdo da iINOS, quanto a
producdo de peroxinitrifo estdo elevados nos cérebros de individuos
acometidos por essa patologia (Smith et al., 1997; Hensley et al., 1998; Tohgi
et al., 1999; Luth et al., 2002; Fernandez-Vizarra et al., 2004). Recentemente,
foi sugerido que a delecdo génica da INOS é capaz de proteger
substancialmente os animais do efeito citotdxico gerado pela AB (Nathan et
al., 2005). Além disso, dados de experimentos de eletrofisiologia sugerem que

a iINOS pode mediar parte dos efeitos deletérios sobre a cognicdo induzidos
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pela AB em roedores (Tran et al., 2001; Wang et al., 2004). Os resultados do
presente estudo indicam que o aumento na expressdo da INOS induzida
pela ABi € acompanhada pela reducdo no nivel de glutationa, sugerindo
um possivel aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio,
incluindo o NO. Além disso, a inibicdo da iINOS ou sua delecdo génica foram
capazes de proteger os animais do dano no aprendizado e memoria
induzido pela ABi-4. Tal efeito protetor possivelmente estd relacionado a
reducdo na disfuncdo sindptica observada nos animais fratados com AG e
Nos INOS--.

Embora se tenha conhecimento da importGncia do processo de
transcricGo para a expressdo da iNOS, as vias de sinalizacdo envolvidas
nesse processo ainda ndo foram totalmente esclarecidas, principalmente no
que se refere a inducdo mediada pela AB. Atfé o momento, através dos
estudos de clonagem e seqUenciamento foi verificada a existéncia de
diferentes sitios de ligacdo para fatores de tfranscricdo na regido promotora
para a iINOS no DNA, incluindo para o AP-1, NF-xB e o elemento de resposta
ao TNF (Keinanen et al., 1999; Eberhardt et al., 1996). De forma relevante, os
dados do presente estudo indicam que a expressdo da iINOS induzida pela
ABi-s0 € amplamente dependente da via de sinalizacdo do TNF-q,
envolvendo a ativagdo tanto da JNK/c-Jun quanto do NF-kB. Estes resultados
estendem o conceito de que a iINOS € uma profeina modulada por
mecanismos altamente especializados e sugerem uma possivel seqUéncia
de eventos que pode ser importante para o desenvolvimento da doenca de

Alzheimer.
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ABsa

Figura 21 — Papel do TNF-a e da iINOS no dano neuronal induzido pela injecéao
I.c.v. da Apfi-s0. Adminstragéo i.c.v. da Apfi-4 induz a expressao da citocina
TNF-a que, por sua vez, promove a ativacdo das vias de sinalizacao
intracelular JNK/c-Jun e NF-xB. Ap0s sua ativacao tanto o c-Jun quanto o NF-
kB migram para o nucleo, onde se ligam ao DNA induzindo a expressao do
MRNA e proteina iINOS. O aumento na producédo de NO pela iNOS contribue
para a alteracdo no estado redox das células do SNC. O acumulo de
substancias toxicas em areas como o hipocampo e o cortex pré-frontal
promovem dano sinaptico que esta associada ao défict cognitivo verificado

na doenca de Alzheimer.

Nos Ultimos anos, vem crescendo o nUmero frabalhos sugerindo o
envolvimento do sistema calicreina-cininas na fisiopatologia da doenca de

Alzheimer. Tem sido demonstrado que a bradicinina (BK) tem sua producdo
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aumentada em condicdes consideradas fatores de risco para a doenca de
Alzheimer, como o derrame e o fraumatismo craniano (Steranka et al., 1988).
Areas cerebrais que s&o acometidas nas fases iniciais da doenca de
Alzheimer, como o bulbo olfatdrio, a substéncia cinzenta periaquedutal e o
cortex entorrinal, apresentam expressédo aumentada de vdrios elementos do
sistema calicreina-cininas, incluindo a prépria BK, a-globulinas (enzimas de
sinfese das cininas) e os receptores B, para cininas (Correa et al., 1979; Perry
e Snyder, 1984; Raidoo e Bhoola, 1997; Chen et al., 2000). Além disso, cultura
de células tratadas com a proteina AB apresentaram aumento de frés a
quatro vezes na concentracdo de cininas (Wirth et al., 1999), sendo que a
ativacdo do sistema calicreina-cininas e a liberacdo aumentada de BK
parecem ser induzidas pela forma agregada da proteina AB (Shibayama et
al.,, 1999). No presente estudo, tanto o fratamento com o antagonista
seletivo do receptor By, Hoel140, quanto a delecdo génica do receptor Bp
promoveu reducdo dos prejuizos cognitivos induzidos pela injecdo i.c.v. do
peptideo ABi-40 em camundongos quando avaliados 7 ou 30 dias apds o
tratamento. Além disso, os dados de biologia molecular indicam que a
express@o desse receptor ndo foi alterada nas estruturas hipocampal e
cortical do cérebro pela administracdo do fragmento APi-4. De maneira
importante, estes resultados representam a primeira evidéncia in vivo da
participacdo do receptor B, para cininas nos efeitos toxicos induzidos pela
ABi-40. Reforcando os nossos achados, Jong e colaboradores (2002)
demonstraram a existéncia de modificacdes nos sitios de fosforilacdo do

receptor B, em dois modelos celulares da doenca de Alzheimer. Além disso,
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estudos in vitro sugerem que a exposicdo da culfura de células do tipo PC12
a proteina AR promove aumento na producdo de inositol trifosfato (IP3) e
elevacdo dos niveis de cdlcio citosdlico em resposta a estimulagcdo com BK,
sendo que estes efeitos parecem ser dependentes do aumento no nUmero e
na afinidade ao ligante dos receptores B2 (Huang et al., 1998).

Embora no presente momento ndo seja possivel determinar o exato
mecanismo pelo qual o receptor By para cininas é capaz de modular as
alteracdes cognitivas induzidas pelo peptideo AB, algumas especulacoes
podem ser formuladas. Racchi e colaboradores (1998) demonstraram que o
tratamento de fibroblastos humanos com BK promove aumento na secrecdo
da APP, sendo que este efeito € bloqueado pelo antagonista selefivo do
receptor By, Hoel40. Portanto, o receptor B, poderia estar regulando as
primeiras fases da cascata da proteina AB, o que explicaria o efeito
preventivo apresentado pelo Hoe140 nos prejuizos cognitivos observados no
presente estudo. Alternativamente, como j& descrito anteriormente, a
fosforilacdo aumentada da profeina Tau e o seu acumulo na forma de
emaranhados neurofibrilares sdo determinantes para a degeneracdo do
citoesqueleto microtubular verificado no cérebro de pacientes com a
doenca de Alzheimer (Augustinack et al, 2002). Neste sentido, foi
demonstrado recentemente que a ativacdo do receptor B2 induz aumento
na fosforilacdo da proteina Tau em fibroblastos de pacientes com a doenca
de Alzheimer, mas ndo em fibroblastos de individuos controles da mesma
idade (Jong et al., 2003). Desta forma, a regulacdo da fosforiliacdo da

proteina Tau pode representar um mecanismo indireto pelo qual o receptor
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B2 para cininas regula os efeitos induzidos pela proteina AB. Todavia, estudos
adicionais sdo necessdrios para confirmar estas hipdteses.

Apesar de ter sido o primeiro receptor para cininas caracterizado
farmacologicamente, a relevancia do receptor By no controle de processos
fisiopatologicos e o seu potencial como alvo terapéutico levaram muito
tempo para serem reconhecidos, devido a suas caracteristicas complexas
de expressdo e pela limitada atividade de seus antagonistas (Calixto et al.,
2004). O receptor By para cininas faz parte de uma complexa familia de
receptores, chamados de receptores indutiveis, que incluem vdrios outros
memibros, como o0s receptores para a interleucina-1 (IL-1), para o fator
ativador de plaguetas (PAF) e para a progesterona (Donaldson et al., 1997).
Isto significa que o receptor By apresenta baixo padrdo de expressdo em
condicdes normais, mas que pode apresentar sua transcricdo e expressdo
induzidas em situacdes fisioldgicas (p. ex. angiogénese) e principalmente em
situacoes patologdgicas (p. ex. frauma tecidual e processos inflamatdrios
cronicos) (Marceau et al., 1998; Calixto et al., 2004). De maneira interessante,
inumeros estudos tém demonstrado que a expressdo do receptor By pode ser
modulada pelo TNF-a, JNK, NF-kB e/ou NO (Calixto et al., 2004), o que sugere
uma possivel inducdo deste receptor para as cininas pela injecdo i.c.v. de
ABi-40. Para confirmar esta hipdtese foi avaliado o efeito do tratamento com
ABi-40 NO padrdo de expressdo do receptor B1 em diferentes dreas cerebrais.
Como esperado, durante condicdes basais uma baixa expressdo do
receptor By foi observada no hipocampo e coértex cerebral. Todavia, o

tratamento com o fragmento ABi.40 promoveu o aumento sustentado da
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express@o deste receptor, sendo este processo verificado um dia apds o
tratamento e permanecendo pelo menos até 30 dias apds a injecdo. Estes
resultados sugerem uma possivel participacdo dos receptores By para as
cininas nos efeitos téxicos induzidos pela APi4o. Estudos adicionais sdo
necessarios para verificar a relacdo entre as vias de sinalizacdo descritas
acima e o processo de inducdo do receptor By pela AB. Posteriormente, com
o uso de ferramentas farmacolégicas e genéticas foi verificado o efeito do
bloqueio dos receptores By sobre os déficits de aprendizado e memdria
induzidos pela ABi-40. Desta forma, a delecdo génica do receptor By ou o
tratamento com o antagonista seletivo do receptor By, a des-Arg?-Leus-BK,
foram capazes de inibir parcialmente os prejuizos cognitivos observados nos
estagios tardios, 30 dias apds a administracdo da ABi4. Entretanto, estas
estratégias ndo foram capazes de prevenir ou reverter os prejuizos cognitivos
observados nos estdgios iniciais, 7 dias apds a injecdo do peptideo ABi-4. Em
conjunto, estes dados indicam que independente do aumento antecipado
na expressdo do receptor By no hipocampo e cortex, o bloqueio destes
receptores ndo apresenta eficdcia na reducdo dos efeitos cognitivos
induzidos pela ABi-40 no estagio inicial avaliado. Por outro lado, o progresso
da patologia parece promover modificacdes moleculares que aumentam a
importdncia deste receptor para as funcdes cognitivas, uma vez que tanto a
delecdo génica quanto o bloqueio farmacoldgico foram capazes de
reverter o dano induzido pela ABi-4 30 dias apds o tratamento. Com base
nestes resultados € possivel sugerir que o aumento na expressdo do receptor

By observada no estagio inicial parece estar relacionada a outros efeitos da
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AB que ndo foram avaliados no presente estudo. No estagio tardio, o papel
dos receptores By pode aumentar em import@ncia no que concerne o0s
prejuizos cognitivos induzidos pela ABi-40. sendo que este efeito pode ocorrer
para compensar a reducdo do envolvimento dos receptores By nestes
processos, como sugerido pela reducdo do efeito inibitdério do antagonista
Hoel40 nos estudos comportamentais, 30 dias apds a injecdo i.c.v.
Entretanto, estudos adicionais sGo necessdrios para melhor compreender a
relacdo entre o receptor By e a doenca de Alzheimer.

Vdarias evidéncias indicam que a resposta inflamatdéria induzida pela AB
Nno sistema nervoso central envolve a liberacdo de diversos mediadores, tais
como: citocinas pro-inflamatorias, NO, substéncias reativas do oxigénio e
cininas. Estas, por sua vez, promovem a ativacdo de vias de sinalizacdo
infracelulares que contribuem para o desenvolvimento e progressdo da
doenca de Alzheimer (Akiyama et al., 2000; Selkoe, 2002). No presente
estudo foi demonstrado que a administracdo de uma Unica dose de ABi-40
promoveu a atfivacdo da resposta inflamatdria no sistema nervoso cenftral,
sendo que tal efeito parece contribuir para o declinio das funcdes cognitivas
de aprendizado e memoria. Os resultados apresentados indicam um
processo de dano sindptico e auséncia de apoptose. Tais evidéncias
reforcam a idéia que a disfuncdo sindptica € um dos primeiros fendmenos na
doenca de Alzheimer e precede a morte celular (Selkoe, 2002). Além disso,
através de ferramentas farmacoldgicas e moleculares foi claramente
demonstrada relacdo entre a AB, o TNF-a, a iNOS, o estresse oxidativo e o

declinio cognitivo. Nossos dados sugerem uma sequUéncia de eventos, onde
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o TNF-a, provavelmente através do TNFR1, exerce um papel fundamental na
regulacdo da expressdo da INOS, das alteracdes oxidativas e do
conseqUente dano cognitivo induzidos pela ABi-4. Finalmente, o presente
estudo apresenta dados consistentes acerca da participacdo dos

receptores By e B2 para as cininas nos prejuizos cognitivos induzidos pela AP.

7 dias 30 dias

Figura 22 — Papel dos receptores para cininas no dano cognitivo induzido
pela injecdo i.c.v. da Apfis. A indugcdo e manutengcao do dano cognitivo
verificado apos a injegao de Afi-40 envolve exclusivemente a participagao
do receptor B, no periodo inicial do processo (até 7 dias). Ap6s longo
periodo do tratamento (30 dias) o dano cognitivo induzido pela ApBi-o

envolve tanto o receptor B, quanto o receptor B; para as cininas.
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CONCLUSAO

Em conjunto, os dados do presente estudo sugerem que as vias de
sinalizacdo do TNF-a, da iINOS e das cininas parecem exercer importante
papel no dano cognitivo observado nos primeiros estdgios da doenca de
Alzheimer. Estudos adicionais que visem caracterizar possiveis substratos
celulares para essas proteinas podem auxiliar no entendimento do papel
que cada uma delas exerce, bem como, indicar alvos potenciais para o
desenvolvimento de farmacos para intervencdo da doenca de Alzheimer

em humanos.
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