UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM NEUROCIENCIAS

Tharine Aparecida Dal-Cim

Mecanismos de Neuroprotecdo da Guanosina contra a
Neurotoxicidade induzida por Isquemia e Dano Oxidativo

Mitocondrial in vitro

Tese submetida ao Programa de Pods

Graduagdao em Neurociéncias da

Universidade  Federal de  Santa

Catarina do Grau de Doutor em

Neurociéncias

Orientador: Prof. Dra. Carla Inés Tasca
Coorientador: Prof. Dra. Alexandra Latini

Floriandpolis, 2012



Dal-Cim, Tharine Aparecida

Mecanismos de Neurcprotegdc da Guanosina contra a
Neurotoxicidade induzida por Isquemia e Dano Oxidativo
Mitocondrial in vitre [tese] / Tharine Aparecida Dal-Cim
orientadora, Carla Inés Tasca ; co-orientadora, Alexandra

Latini. - Floriandpolis, SC, 2012.
158 p. ; 2lcm
Tese (doutorado) - Universidade Federal de Santa

Catarina, Centro de Ciéncias Bioldgicas. Programa de Pds-
Graduagdo em Neurociéncias.

Inclui referéncias

1. Neurociéncias. 2. Neurocifncias. 3. neuroprotegdo
4. guanosina. 5. sistema glutamatérgico. I. Tasca, Carla
Ing=. II. Latini, Alexandra. III. Universidade Federal de
Santa Catarina. Programa de Pés-Graduagdo em Neurocifncias.
IV. Titulo.




THARINE APARECIDA DAL CIM

“MECANISMOS DE NEUROPROTECAC DA
GUANOSINA CONTRA A NEUROTOXICIDADE
INDUZIDA POR ISQUEMIA E DANO OXIDATIVO
MITOCONDRIAL /N VITRO".

Esta tese foi julgada e aprovada para a obtengdo de Grau de
Doutor em Neurociéncias na drea de Neurobiologiz Celular e

Molecular no Programa de Pés-Graduagdo em Neurcciéncias da
Universidade Federal de Santa Catarina

Floriandpolis., 30 de agosto de 2012,

Profa. Ana Lucm S. %ﬁ g
Coordenadora do Curso

Banca Exami

Profs. Chrla/nés Tasca
-~ UFSC

(hnduoa dt:)&/‘\ o

Profa. Andrezb Fabro de Bem'  ,Prof. FragéefSco Ciruela

Membro - U , LK& Externo
fa LlSl eira Porciancula PRy, Jami| Aésﬁ\é::%x
n¢a Externo Mé&mbro - UFSC

Prof. iy Leal
Membro - UFSC



Dedico este trabalho aos meus pais,
Ivanir e Teori pelo incentivo e amor de
toda uma vida.



AGRADECIMENTOS

Agradeco aos meus pais, Teori e Vani, que sempre me incentivaram nos
maiores desafios da minha vida. Obrigada por acreditarem e confiarem
em mim. O amor e a amizade de vocés tornou tudo possivel, obrigada.
Agradeco minha orientadora, Dra. Carla 1. Tasca, por todos os
ensinamentos e paciéncia durante toda minha formagao académica desde
a iniciacdo cientifica at¢ o desenvolvimento dessa tese de doutorado.
Obrigada pela amizade, pelo apoio e pelas palavras de incentivo e
motivacgdo.

Aos meus irmao Thavi e Thiago pela forga, carinho e amor.

Ao meu namorado Thiago que esteve sempre ao meu lado vibrando com
minhas vitorias e dividindo comigo as incertezas e frustragdes. Obrigada
pela paciéncia, pelo companheirismo e pela amizade.

Agradego a minha co-orientadora Dra. Alexandra Latini que me
supervisionou durante o estagio pos-doutoral da minha orientadora Dra.
Carla Tasca.

Agradeco o pessoal do laboratdrio pelas discussdes cientificas e auxilio
na confec¢do dessa tese mas acima de tudo agradeco pela amizade e
convivéncia. Obrigada Chai, Débora, Adalba pela ajuda. Obrigada
Samuel e Wagner pelas conversas e risadas. Obrigada Fabi, Leandra e
Karen pela forga e carinho vocés se tornaram grandes amigas para mim.
Agradeco também as Doutoras: Helena Deker, Simone Molz e Ana Zeni
mulheres maravilhosas que me incentivaram e me inspiraram durante
minha formag¢ao académica, obrigada pela amizade.

Agradeco a Claudia pelos ensinamentos, pela amizade, parceria e
conselhos durante todos esses anos.

Ao pessoal dos outros laboratorios em especial a Ana Paula e Débora
pelos empréstimos e trocas de experiéncias em nossa técnica preferida
western blot. Agradego a Aline pela ajuda na medida da atividade dos
complexos mitocondriais.

Agradeco a prof. Dra Manuela G. Lopez pela supervisdo durante meu
doutorado sanduiche na Universidade Auténoma de Madri. Agradeco
também aos colegas de laboratdrio que contribuiram para a realizagdo
desse estagio.

Agradeco a Pos-Graduagdo em Neurociéncias e ao secretario do curso,
Nivaldo, pela sua dedicagdo.

Agradeco aos professores do curso em especial e aos professores Nelson
e Rodrigo pela ajuda e for¢a durante o doutorado sanduiche e a
professora Ana Lucia por sua disponibilidade e atengao.



Agradeco ao CNPq pelo financiamento da pesquisa com bolsa auxilio.
A CAPES pelo financiamento da bolsa de dourado sanduiche.

Agradeco ao pessoal do laboratéorio multiusudrio de Estudos em
Biologia (LAMEB) do CCB UFSC

Agradeco a todos que direta o indiretamente contribuiram para
realizagdo deste estudo.



SUMARIO

APRESENTAGCAO. ..o i
LISTADE FIGURAS. ...ttt il
LISTADE ABREVIATURAS.......cooieeeteeeese et v
RESUMO ...ttt s ix
ABSTRACT ..ottt X
1 INTRODUGAO. ..o 1
1.1. Transmissao GlutamatérgiCa..........ccuvevuvrerrerrireenirierreeireereesreesveenes 1
1.2. Os transportadores de glutamato...........coceeevevieneenienienieneeieeieen. 3
1.3. Papel dos astrocitos na transmissao glutamatérgicas...........c.eceenue.n. 4
1.4. Excitotoxicidade glutamatérgica e Isquemia cerebral....................... 6
1.4.1. Isquemia Cerebral e Inflamagao...........cceceveeerienenienieeneeieeie e 7
1.4.2. Canais de Potassio e Isquemia Cerebral...........ccccceeeverienveniinnennen. 9
2. TransmissA0 PUIINEIICaA.......c.eccviriiriieriieiieiecieeie et 10
2.1 Derivados da GUANINQ..........ccceeveerieriierienie sttt 12
2.2 Efeitos extracelulares da GUO no SNC.......cccceevieierienienieieeenne, 13
B OBIETIVOS......ooieeee ettt 16
3.2 Objetivo GeTal......covuieiiiiiiiieiieieeesee et 16
3.3 Objetivos ESPecifiCos......cuuriirirriiiierieiieie ettt 16
CAPITULO Lo 18
CAPITULO 2. ssssese s 26
CAPITULO 3. sisesessesssssesesses s sssss s 61
CAPITULO 4. 81
CAPITULO 5.ttt 101
DISCUSSAD........coriiriimrriieseisessissssssseesessesssssssssssessessesssesseees 116
CONCLUSAO. ...ttt 127

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS..........ccooooiveeeeereeeresreeann. 128



APRESENTACAO

Esta Tese de Doutorado estd organizada da seguinte forma:
Introdugdo, Objetivos, Artigos cientificos publicados, submetidos e em
preparagdo para submissdo, Resultados preliminares, Discussio,
Conclusdes e Referéncias Bibliograficas.

A Introducéo contém o embasamento tedrico para a realizagdo
dessa Tese. Os
Materiais ¢ métodos, os Resultados, assim como as Referéncias
Bibliograficas especificas, encontram-se no corpo de cada trabalho, os
quais estdo apresentados na forma de Artigos Cientificos em quatro
capitulos. O quinto capitulo descreve resultados preliminares e que serdo
complementados posteriormente.

A secdo Discussdo contém uma interpretagdo geral dos
resultados obtidos nos
diferentes trabalhos.

A sec@o Conclusdes descreve as conclusdes gerais da Tese.

A secdo Referéncias Bibliograficas apresenta as referéncias
citadas na Tese.

Todos os capitulos foram desenvolvidos no laboratério de
Neuroquimica 4, sob coordenacdo da Profa. Dra Carla I. Tasca. Os
capitulos 1-2 foram em parte desenvolvidos na Universidade Autonoma
de Madri sob coordenagdo da Profa. Dra Manuela Garcia Lopez. O
capitulo 5 foi em parte desenvolvido no laboratério do professor Dr.
Antonio Galina da UFRJ e no laboratorio de Bioenergética e Estresse
Oxidativo da UFSC sob coordenacdo da Profa. Dra Alexandra Latini da
UFSC.
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RESUMO

A guanosina (GUO) é um modulador enddgeno da
excitotoxicidade glutamatérgica e promove neuroprotecdo em modelos
de neurotocixidade in vivo e in vitro. A guanosina promove
neuroprotec¢do frente a privacdo de glicose e oxigénio (PGO) através da
modulagéo da atividade do canal de potéssio do tipo BK (canal de K* de
larga condutancia ativado por Ca?"), ativacéo da via da PI3K e aumento
da captagdo de glutamato. Neste trabalho demonstramos que a GUO (1
mM) protege culturas de células de neuroblastoma humano (SH-SY5Y)
da morte neuronal decorrente da superproducdo de espécies reativas de
oxigénio induzidas pela co-administragdo de rotenona e oligomicina A,
através da ativacdo da via de sinalizagdo celular proteina cinase
dependente de fosfatidilinositol (PI3K)/proteina cinase B (Akt), inibi¢do
da enzima glicogénio sintase cinase (GSK-3B)PI3K/GSK-3 e
inducdo da enzima antioxidante heme oxygenase-1. Estes efeitos foram
mediados pelo BK, e pelos receptores de adenosina do subtipo A;R e
AyaR. Em fatias de hipocampo submetidas a um modelo de isquemia in
vitro (PGO), o tratamento com GUO (100 uM) previne o aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), a despolarizacdo da
membrana mitocondrial, inibiu a ativagdo do fator de transcricdo NF-xB
e reduziu os niveis da iNOS induzidos pela PGO. A presenca do inibidor
da proteina cinase ativada por mitdgenos (MAPK) /proteina cinase
regulada por sinal extracelular (ERK) e do antagonista de A;R
reverteram os efeitos neuroprotetores promovidos pelo tratamento com
GUO. A GUO estimula a captacdo de glutamato através da ativacdo da
via MAPK/ERK, mas ndo envolve ativacdo de A;R. A GUO também
reduz a liberagdo de glutamato e protege as fatias de hipocampo através
da modulagdo do transporte reverso de glutamato. Adicionalmente, a
PGO induz uma diminuicdo na atividade da glutamina sintetase e o
tratamento com GUO reverte parcialmente este efeito. No entanto, a
GUO néo apresenta efeito sobre a reducdo da atividade dos complexos
da cadeia respiratoria e ndo previne a inibicéo da fosforilagdo oxidativa
induzida pela PGO nas fatias de hipocampo de ratos. Avaliando-se 0
papel da GUO sobre as células astrocitarias corticais observamos que a
GUO (10 uM) protege contra a PGO através da estimulacdo da atividade
dos transportadores de glutamato e diminuicdo da producdo de EROs.
Os efeitos da GUO sobre a modulacdo dos transportadores astrocitarios
de glutamato envolvem a ativacdo da via MAPK/ERK. Desta forma, a
GUO um nucleosideo enddgeno e ndo toxico pode conter a
neuroinflamagdo e excitotoxicidade induzida pelo dano oxidativo



mitocondrial e pela isquemia apresentando um importante papel
neuroprotetor.

Palavras chaves: guanosina, neuroprotecdo, sistema glutamatérgico,
sistema purinérgico, canais de potassio, isquemia, dano oxidativo
mitocondrial.



ABSTRACT

Guanosine (GUO) is an endogenous modulator of glutamatergic
excitotoxicity and promotes neuroprotection in in vitro and in vivo
models of neurotoxicity. Guanosine promotes neuroprotection against
oxygen and glucose deprivation (OGD) by increasing glutamate uptake
trough modulation of BK potassium channels (Ca’? *-activated large-
conductance K" channels) and phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K)
pathway. In the present study, GUO (1 mM) protected human
neuroblastoma cell cultures (SH-SYSY) from neuronal death due
overproduction of reactive oxygen species (ROS) induced by co-
administration of rotenone and oligomycin-A, by activating the
PI3K/protein kinase B (Akt) cell signaling pathway, glycogen synthase
kinase-3 beta (GSK3p) and induction of the antioxidant enzyme heme
oxygenase-1. These effects on SH-SYS5Y were mediate via BK channels
and the adenosine receptors AjR and AzaR. In hippocampal slices
subjected to an ischemic in vitro model (OGD), GUO (100 uM)
treatment prevented the excessive ROS production, mitochondrial
membrane depolarization, inhibited the activation of the nuclear
transcription factor NF-k B and reduced inducible Nitric oxide synthase
(INOS) levels induced by OGD. The mitogen-activated protein kinase
(MAPK)/extracellular-signal regulated kinase (ERK) kinase (MEK)
inhibitor, PD98059 and the A;R antagonist, DPCPX, abolished GUO-
induced neuroprotective effects. GUO stimulated glutamate uptake
through activation of MAPK/ERK pathway, but did not involve
activation of AjR. GUO also counteracted the glutamate release induced
by OGD in hippocampal slices through modulation of the reverse
activity of glutamate transporters. Additionally, OGD induced a
decrease in glutamine synthetase activity and GUO treatment partially
reversed this effect. However, GUO has not able to prevent the
reduction of respiratory chain complexes activity and inhibition of
oxidative phosphorylation induced OGD in rat hippocampal slices. The
evaluation of GUO role on cortical astrocytic cells showed that GUO
(10 uM) protects against OGD by stimulating the activity of glutamate
transporters and decreasing ROS production. GUO effects on
modulation of astrocytic glutamate transporters involved MAPK/ERK
activation. In conclusion, GUO afford neuroprotection against ischemic
and oxidative damage through the modulation of glutamatergic and
purinergic systems, activation of BK potassium channels and involving
the activation of PI3K and MAPK/ERK signaling pathways. Therefore,



GUO is an endogenous and non-toxic nucleoside that may counteract
neuroinflammation and excitotoxicity, presenting a potential
neuroprotective role.

Key words: guanosine, neuroprotection, glutamategic system,
purinergica system, potassium channel, ischemia, mitochondrial
oxidative damage.






1. INTRODUCAO
1.1. Transmissdo Glutamatérgica

O aminoacido glutamato ¢ o principal neurotransmissor
excitatorio no Sistema Nervoso Central (SNC) de mamiferos,
desempenhando importante papel na manuten¢do da atividade nervosa
central e em fendmenos plasticos vinculados a aprendizagem e a
memoéria (MELDRUM, 2000). Os neurdnios glutamatérgicos sdo
distribuidos através de todo o SNC sendo encontrado em maiores
quantidades no cortex cerebral e regido limbica. As sinapses
glutamatérgicas compreendem cerca de 40% de todas as sinapses
encontradas no cérebro (FAIRMAN & AMARA, 1999).

Além de sua fundamental importidncia como neurotransmissor,
o glutamato apresenta multiplos papéis no cérebro de mamiferos
podendo ser precursor para a sintese do neurotransmissor acido y—
amoninobutirico (GABA), servindo no metabolismo intermedidrio como
substrato energético, fazendo parte da composi¢do de diferentes
derivados de aminodcidos como, por exemplo, proteinas e do peptideo
antioxidante glutationa.

No SNC o glutamato pode ser sintetizado de novo a partir da
glicose, que entra no cérebro através de uma familia de transportadores
de glicose (GLUT) que estdo presentes nas células do endotélio,
astrocitos, neurdnios e possivelmente, em outras células do encéfalo
(QUTUB & HUNT, 2005). A glicose é primeiramente captada no
cérebro pelos astrocitos onde pode ser convertida em glicogénio por
meio de agdo da enzima glicogénio sintetase (LOMAKO et al., 1993) ou
a piruvato via glicélise. Parte do piruvato é convertido em lactato pela
lactato desidrogenase (LDH) e outra parte entra no ciclo do acido
tricarboxilico onde ¢é convertida a a-cetoglutarato que por sua vez recebe
um grupamento amino de outro aminodcido através de uma reacdo de
transaminagdo originando o glutamato. O glutamato também pode ser
sintetizado a partir da glutamina através do ciclo glutamato-glutamina, o
qual transfere glutamina dos astrocitos para os neurdnios, € € um passo
fundamental para a sintese de glutamato pelos neurénios.

A internalizagdo do glutamato em vesiculas sinapticas ocorre
através de transportadores vesiculares de glutamato que sdo expressos
tanto em neurdénios como em astrocitos (OZKAN & UEDA, 1998;
BEZZI et al., 2004). Em resposta a altas concentragdes de ions calcio
(Ca®"), tipicamente resultantes de potenciais de agdo, as vesiculas se
fundem com a membrana plasmatica, liberando o glutamato para a fenda
sinaptica, mecanismo conhecido como exocitose. O glutamato presente



na fenda sinaptica interage com receptores presentes nas membranas pré
e pos-sinapticas bem como com receptores presentes nas células gliais
(Fig. 1). Os receptores glutamatérgicos sdo divididos em duas
categorias: ionotropicos (iGluR) que sdo canais idnicos dependentes da
ativacao por ligantes especificos € metabotropicos (mGluR) que tem sua
atividade acoplada a uma proteina-G.

Os iGluR sdo canais i6nicos multiméricos e a unido de
agonistas a esses receptores leva a alteracdo conformacional do canal, o
que aumenta a probabilidade de abertura do mesmo e acarreta em
influxo de ions. Distintas familias de mGluR tém sido identificadas
farmacologicamente por suas afinidades com agonistas sintéticos. Sao
eles: alfa-amino-3-hidréxi-metilisoxazole-propionato (AMPA), Cainato
(KA) e N-metil-D-aspartato (NMDA)(MADDEN, 2002). Os receptores
AMPA sdo distribuidos igualmente pelo SNC sendo ricamente
expressos no hipocampo. Este receptor permite a entrada de ions sédio
(Na"), porém quando a subunidade GIuR2 estd ausente na sua
conformacio este se torna permedvel a ions Ca’". O receptor KA ¢é
encontrado no hipocampo, cortex, estriado, cerebelo, amigdala,
hipotdlamo, medula espinhal e na retina. Os receptores KA diferenciam-
se dos receptores AMPA pela menor corrente conduzida e pela cinética
de desativagdo mais lenta (HUETTNER, 2003). O receptor NMDA ¢
encontrado em todo o cérebro, sendo localizado principalmente no
cérebro anterior e na regido CA1 do hipocampo. O potencial de repouso
deste receptor é mantido por um ion Mg Quando ocorre
despolarizacdo da membrana ha passagem de ions através deste
receptor. A ativagdo de receptores NMDA permite o influxo de grandes
quantidades de Ca®" extracelular para o interior da célula (OZAWA et
al., 1998).

Existem 8 tipos de mGluR acoplados a proteina-G e s@o
nomeados de mGluR1 ao 8. Eles foram identificados e classificados em
3 grupos (I, II e III), baseados na homologia da sequéncia de
aminoacidos, vias de transducdo de sinais e seletividade farmacoldgica
(KENNY & MARKOU, 2004). O grupo I (mGluR1 ¢ mGluRS5) esta
predominantemente localizado poés-sinapticamente onde se acopla a
proteina G para ativar a fosfolipase C (PLC), que catalisa a produgdo de
inositol-(1,4,5)-trifosfato e por meio disso dispara a liberacdo de ions
Ca®’dos estoques intracelulares. O grupo II de receptores
metabotropicos de glutamato (mGIluR2 e mGluR3) ¢ encontrado tanto
pré como pods-sinapticamente e sdo acoplados a proteina Gi/o
modulando a atividade da adenilato ciclase. Por ultimo, o grupo III de
receptores mGlu (mGluR4, mGluR6, mGIluR7 e mGIluRS8) esta



predominantemente localizado pré-sinapticamente onde atua como
autorreceptor, ¢ também esta acoplado as proteinas-G modulando a
atividade da adenilato ciclase (KIM et al., 2008).

1.2. Os transportadores de glutamato

Os niveis de glutamato na fenda sindptica sdo cuidadosamente
regulados a fim de preservar a integridade da transmissdo sindptica
excitatoria (ROTHSTEIN et al., 1993). Esta regulagdo ocorre através da
interacdo entre a liberacdo de glutamato e a retirada desse
neurotransmissor da fenda sinaptica (KANAI & HEDIGER, 2003). O
glutamato ¢ ativamente removido da fenda sindptica e transportado para
o citoplasma contra o seu gradiente de concentragdo através de
transportadores de aminoacidos excitatérios (EAAT) dependentes de
sodio de alta afinidade ao glutamato que estdo presentes em células
neuronais e astrocitarias (Fig.1) (DANBOLT, 2001).

Foram identificados e clonados 5 subtipos de transportadores de
glutamato dependentes de Na* estes possuem diferentes distribui¢des
regionais e celulares através do cérebro além de possuirem
caracteristicas moleculares e farmacoldgicas distintas (BEART &
O'SHEA, 2007). O transportador glial, GLAST (em humanos
denominados EAATI1) ¢ encontrado na glia de Bergmann da camada
molecular do cerebelo, nas células de Muller da retina em menor
quantidade em regides como o hipocampo. Ja o transportador glial,
GLT-1 (em humanos denominados EAAT?2) principalmente encontrado
no coértex e hipocampo e em memores quantidades no cerebelo
(HUANG & BERGLES, 2004).

O transportador neuronal de glutamato mais amplamente
distribuido no cérebro é o carreador de aminoacidos excitatérios 1
(EAAC1 - homodlogo humano, EAAT3). O EAACI encontrado em
regides perisinapticas de sinapses excitatorias. A presenca do
transportador EAAC1 na regido CA1l do hipocampo pode contribuir
com o tamponamento de glutamato na fenda sindptica bem como regular
a ativagdo de receptores NMDA nas sinapses ativas circundantes
(SCIMEMI et al., 2009). Entretanto, o EAAC1 contribui em menor
quantidade para a retirada do glutamato da fenda sinaptica do que o
transportador GLT-1(NIEOULLON et al., 2006). Os outros subtipos de
transportadores de glutamato incluem EAAT4, localizado em células de
Purkinje e o EAATS, localizado em neurdnios retinianos (DANBOLT,
2001).



1.3. Papel dos astrécitos na transmissédo glutamatérgica

As células astrocitarias sdo as maiores responsaveis pelo
retirada do glutamato da fenda sindptica (KANAI & HEDIGER, 2003).
A retirada do glutamato da fenda sindptica pelos transportadores
dependentes de Na® ocorre da seguinte forma: uma molécula de
glutamato liga-se a face externa do transportador juntamente como dois
ions Na" e um proton. Este evento desencadeia uma alteragio
conformacional do transportador permitindo que o glutamato, os ions
Na” e o proton sejam liberados no citoplasma da célula em contrapartida
ocorre a saida de um ion K*. Este mecanismo depende da atividade da
Na/K*ATPase, o que despende um grande consumo de ATP
(CAMACHO & MASSIEU, 2006). Recentemente foi demonstrado que
ocorre comparmentalizagdo entre o transportador GLT-1, a
Na“/K*ATPase, enzimas da via glicolitica e a mitocondria que sdo as
principais fontes energéticas para a funcionalidade do mecanismo de
captacdo de glutamato (GENDA et al., 2011). Entdo, a manutengdo dos
niveis de ATP ¢ essencial para o controle da transmissdo glutamatérgica
uma vez que a captagdo de glutamato requer grande demanda
energética.

Uma vez presente no citoplasma das células astrocitarias, o
glutamato reage com amodnia e forma glutamina através da atividade da
enzima glutamina sintetase, uma enzima presente somente em células
gliais. Os astrocitos liberam a glutamina para o espago extracelular, essa
por sua vez ¢ captada pelos neurénios onde é novamente convertida a
glutamato por agdo da glutaminase ativada por fosfato fechando assim o
ciclo glutamato-glutamina (SCHOUSBOE & WAAGEPETERSEN,
2005).

A atividade dos transportadores de glutamato pode ser regulada
através do controle de expressdo, disponibilidade na superficie celular e
por fosforilagao (ANDERSON & SWANSON, 2000). A modulagdo
de vias de sinalizag@o intracelular por fatores troficos ou moléculas
neuroprotetoras podem alterara disponibilidade e a atividade dos
transportadores de glutamato (GUILLET et al., 2005; MOLZ et al.,
2011; NIEOULLON et al., 2006). Além disso, os transportadores de
glutamato sdo vulneraveis ao aumento das espécies reativas de oxigénio
no interior da célula devido a presenga de sitios de cisteina regulados
pelo estado redox, assim um aumento na produgdo de espécies reativas
de Oxigénio (EROs) no interior celular pode resultar em uma
diminuicdo na captagdo de glutamato (TROTTI et al,
1996, TAMAHARA et al., 2002).
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Figura 1. Representacdo esquematica de uma sinapse
glutamatérgica: O glutamato liberado na fenda sinaptica interage com
seus receptores de membrana (AMPA, KA, NMDA e mGIluR). A
retirada do glutamato da fenda sinaptica ocorre através da atividade de
seus transportadores de membrana localizados nos astrocitos (GLT-1,
GLAST) e nos neurdnios (EAAC1 e EAAT4). Os trocadores de
aminoacido (Xc") presentes nas células astrocitarias contribuem para a
reciclagem do glutamato. Nos astrocitos, o glutamato (Glu) pode ser
convertido em glutamina (Gln) pela glutamina sintetase, que ¢ exportada
para o espago extracelular para ser captada pelos neur6nios a onde a Gln
¢ novamente convertida em Glu. O Glu entdo ¢ armazenado nas
vesiculas sinapticas através da atividade dos transportadores vesiculares
de glutamato (vGLUT) para entdo ser sinapticamente libertado de uma
forma dependente da voltagem através da interacdes vesiculares com
proteinas do complexo SNARE (adaptado de (NICIU et al., 2012).



Os astrocitos também podem controlar a excitabilidade dos
neuronios glutamatérgicos através da liberacdo de glutamato para o
espaco extracelular por exocitose dependente de Ca** (PARPURA et al.,
1994). Estas células também utilizam de outros mecanismos para liberar
glutamato para o espago extracelular estes envolvem: a reversdo dos
transportadores de glutamato; o trocador cisteina/glutamato; canais
ionicos regulados por alteragdes no volume celular (VRACS);
receptores purinérgicos do subtipo P2X7; hemicanais (PARPURA et al.,
2010).

1.4. Excitotoxicidade glutamatérgica e Isquemia cerebral

O termo excitotoxicidade foi criado para definir a morte

neuronal causada pela administragdo exodgena de altas concentragdes
de glutamato ou compostos com agdo agonistica nos receptores
glutamatérgicos (OLNEY, 1990). Assim, demonstrou-se que além de
seu importante papel na transmissdo fisioldgica, o neurotransmissor
excitatorio glutamato apresenta um papel crucial no dano neural em
condigdes patologicas. Este efeito neurotoxico ¢é resultado do
aumento da concentragdo de glutamato durante a transmissdo
sinaptica (MELDRUM, 2000). A estimulacdo excessiva dos
receptores glutamatérgicos pode ter inumeros efeitos prejudiciais,
como o influxo magivo de Ca™, liberagio de oxido nitrico (NO),
ativagdo de proteases e aumento da produgdo de espécies reativas de
nitrogénio e oxigénio (WANG & QIN, 2010).

Os receptores ionotropicos do subtipo NMDA estdo
diretamente envolvidos com a excitotoxicidade glutamatérgica
(CHOI et al., 1988). A hiperestimulagdo de receptores NMDA
permite a entrada de grandes concentragdes de ions Ca* no interior
das células o que pode ativar cascatas de sinalizacdo relacionadas
com processos patologicos. Essas cascatas incluem a ativagdo de
enzimas catabolicas como fosfolipases, endonucleases ou proteases
como a caspase e calpaina (MATTSON, 2003).

A mitocondria contribui para a sobrevivéncia celular, pois possui
a capacidade de sequestrar grandes quantidades de Ca*" contribuindo
para o tamponamento intracelular deste ion. No entanto, o acumulo
anormal de Ca** no interior da mitocondria pode resultar em
disfuncdo mitocondrial uma vez que o Ca?* ¢ sequestrado dentro da
matriz mitocondrial através de um gradiente eletroquimico de
protons gerado pela cadeia transportadora de elétrons resultando em
despolarizacdo e consequente perda do potencial de membrana
mitocondrial (ATLANTE et al., 2001). Além disso, o influxo de Ca*"



na mitocondria pode resultar em acidose metabodlica, inibicdo da
fosforilagdo oxidativa, formagdo de poros de permeabilidade
transitéria, colapso bioenergético e excessiva producdo de EROs
(PIVOVAROVA & ANDREWS, 2010).

O evento de excitoxidade estd associado a diferentes patologias
do SNC em doencas neurodegenerativas como nas enfermidades de
Parkinson (BOLL et al., 2011) e Alzheimer (CASSANO et al., 2012) e
também em doengas neuropsiquiatricas como a depressao(SANACORA
et al., 2008), além de ser um evento chave em eventos agudos como na
isquemia cerebral (TYMIANSKI, 2011).

Acidentes vasculares cerebrais (AVC) sdo a segunda maior
causa de morte e principal causa de incapacidade na populagdo mundial.
Segundo dados do Ministério da Saude, a taxa de mortalidade para
doengas cerebrovasculares foi de 51,8 6bitos por 100 mil habitantes em
2009. Desde a década de 70 as doengas cerebrovasculares sio
consideradas a primeira causa de morte no Brasil. Dos casos de AVC
85% sdo isquémicos e 15% hemorragicos. A isquemia cerebral consiste
na interrup¢ao do fluxo sanguineo cerebral que resulta em uma grande
degeneracdo das células neurais e conseqiiente perda das fungdes
cerebrais (MATTSON et al., 2000). Regides como o hipocampo e o
cortex cerebral sdo particularmente sensiveis a isquemia (YUE et al.,
1997). A privagdo de energia decorrente da disfun¢do mitocondrial que
acompanha eventos isquémicos resulta em alteracdes no gradiente
ionico de membrana visto que a sua manutengdo depende da atividade
de bombas idnicas como a Na'/K'-ATPase que por sua vez sio
responsaveis por grande parte do consumo de energia no cérebro
(DOYLE et al., 2008). A perda do gradiente i6nico resulta em
despolarizacdo da membrana celular ativando assim uma variedade de
canais sensiveis a voltagem e receptores iOnicos. A despolarizagdo da
membrana juntamente com o prejuizo metabolico ¢ a perda da
homeostasia i6nica tem como consequéncia uma maciga liberagdo de
neurotransmissores excitatérios como o glutamato podendo ativar a
cascata de morte excitotoxica (CAMACHO & MASSIEU, 2006)

Dentre os multiplos processos deletérios que ocorrem durante a
isquemia/reperfusdo cerebral, a excessiva produ¢do de EROs tem sido
considerado um importante mediador da lesdao cerebral decorrente deste
evento. O cérebro € particularmente vulneravel a excessiva produgéo de
EROs, pois os neurdnios possuem baixos niveis de antioxidantes
endogenos (COYLE & PUTTFARCKEN, 1993). No tecido cerebral
isquémico a produgdo de EROs ¢é acelerada por enzimas citosolicas pro-



oxidantes como a xantina oxidase ¢ a NAPH oxidase, pela atividade
mitocondrial, por inativacdo de sistemas detoxificantes e falha na
reposicdo adequada de antioxidantes (CRACK & TAYLOR, 2005).A
geracdo de EROs intracelular durante a isquemia e reperfusdo causa a
destruicdo de macromoléculas como lipideos, proteinas e acidos
nucléicos além de ativar vias de sinalizagdo que culminam em morte
celular apoptotica.

1.4.1. Isquemia Cerebral e Inflamacéo

As vias de sinalizagdo intracelular ativadas por EROs podem
induzir uma resposta inflamatoria através da ativagdo do fator de
transcrigdo NF-«kB (fator nuclear kappa B) (GLOIRE et al., 2006). O
fator de transcricdo NF-xB ¢ crucial em uma série de processos
celulares, tais como a proliferagdo, inflamagdo e apoptose. O NF-kB
reside no citoplasma celular e ¢ constituido de trés subunidades
protéicas uma proteina inibitdria denominada IkB e um dimero que
forma o fator de transcrigdo. A ativagdo do NF-xB envolve a
fosforilagdo da subunidade inibitéria IkB que posteriormente ¢€
ubiquitinada e subsequentemente degradada permitindo a liberagdo do
NF-kB (MAY & GHOSH, 1999). A ativagdo desse fator de transcri¢do
vem sendo co-relacionada com a morte celular decorrente de eventos
isquémicos (RIDDER & SCHWANINGER, 2009). O NF-«B ¢ ativado
apds a oclusdo da artéria cerebral média em células neurais e
astrocitarias e sua ativagdo contribui para o dano celular induzido pelo
evento isquémico (ZHANG et al.,, 2005). A ativag¢do do NF-kB
promove a expressdo de uma variedade de genes relacionados com a
patologia da isquemia cerebral, incluindo aqueles envolvidos na
resposta inflamatoria, como interleucina-1 (IL-1), fator de necrose
tumoral alfa (TNF-alpha) e enzimas como Oxido nitrico sintetase
induzivel (iNOS) e ciclooxigenase—2 (COX-2) (SETHI et al., 2008).
Esta relacdo ja foi observada em fatias de hipocampo submetidas a
privagdo de glicose e oxigénio (PGO), onde a inativa¢do do NF-«xB ¢
acompanhada de redu¢d@o nos niveis da enzima iNOS e protecao celular
(EGEA et al., 2012; MARTIN-DE-SAAVEDRA et al., 2011).

A ativagao de iNOS durante a isquemia cerebral resulta em
grande producdo de oxido nitrico (NO) que deixa de exercer seus
efeitos fisiologicos como sinalizador celular tornando-se uma
neurotoxina (BAL-PRICE & BROWN, 2001; MORO et al., 2004).0
aumento de NO pode resultar em inibi¢do da atividade do complexo-I
da cadeia transportadora de elétrons, além de reagir com o anion
superéxido formando peroxinitrito, um potente oxidante, estes eventos



desencadeados pelo NO resultam em redugdo dos niveis de ATP e
morte celular (BROWN, 2010).

Além disso, durante a isquemia ocorre ativacdo do receptor
NMDA que através de proteinas de ancoramento como a proteina de
densidade pds-sinaptica (PSD-95) permite a interagdo deste segundo
mensageiro com enzimas intracelulares como a 6xido nitrico sintase
neural (NOS) (SATTLER et al., 1999;). Uma vez que o receptor
NMDA permite o influxo de Ca’*, este interage com a calmodulina
dando origem ao complexo calcio-calmodulina (CaM-cinase II), que
por sua vez ativa a NOS neuronal. Portanto, o influxo de Ca*" mediados
por NMDAR durante o evento isquémico pode ativar a a NOS neuronal
contribuindo para o aumento da na producdo de NO e neurotoxicidade.

Assim, o uso de agentes que modulem a morte celular
excitotoxica seja através da modulacdo da atividade dos transportadores
de glutamato, reduzindo o excesso da producdo de EROs ou
minimizando o evento inflamatério € uma importante estratégia
neuroprotetora frente a danos isquémicos no SNC.

1.4.2. Canais de Potéssio e Isquemia Cerebral

A modulagdo da atividade de canais de potdssio tem sido
sugerida como uma importante ferramenta neuroprotetora durante
eventos de isquemia cerebral (SUN & HU, 2010). Os canais de K" do
tipo sensiveis ao ATP s3o regulados pela concentragdo de ATP
intracelular, portando o aumento da concentracdo intracelular de ATP
inibe esses canais enquanto o aumento dos niveis de ADP estimula sua
abertura (BURG et al., 2006). Quando ocorre uma diminui¢ao dos niveis
de energia na célula, por exemplo, durante um evento isquémico, uma
das respostas celulares afim de proteger as células é a abertura dos
canais de K" sensiveis ao ATP promovendo hiperpolarizagio da
membrana celular diminuindo os niveis do ion Ca** e protecio celular.
Tem sido demonstrado que camundongos transgénicos que nao
expressam canais de K' sensiveis ao ATP apresentam um maior dano
neuronal apos a oclusdo das cardtidas (SUN et al., 2006) sendo que a
ativagdo desses canais protege neurdnios da regido CA1l do hipocampo
contra apoptose induzida por hipdéxia (HUANG et al., 2006), assim a
ativag@o desses canais ¢ uma importante estratégia protetora em eventos
onde ocorre desbalango i6nico e diminui¢do nos niveis de ATP.

Outro subtipo de canal de potassio envolvido como eventos
isquémicos sdo os canais de K' ativados por Ca®". Esses canais sio
ativados em resposta a um aumento da concentracio de ions Ca*" no
interior da célula e em decorréncia da despolarizagdio da membrana
celular (BURG et al., 2006). Os canais de K" dependentes de Ca®" de
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alta condutancia (BK) sdo ativados durante o potencial de agdo,
acelerando a repolarizagdo da membrana (SAH & DAVIES, 2000).
Esses canais funcionam como reguladores negativos da entrada de Ca**
na célula e regulam a excitabilidade neuronal e a liberagdo de
neurotransmissores podendo ser importantes alvos de protecao celular
(GHATTA et al., 2006; HU et al., 2001). Também ja foi demonstrado
que animais transgénicos que ndo expressam os canais BK, apresentam
maior volume de infarto cerebral bem como apresentam aumento de
morte celular em modelos animais de isquemia cerebral tanto in vitro
quanto in vivo (LIAO et al., 2010).

Nosso grupo de pesquisa demonstrou através da utilizagdo de
um modelo de isquemia cerebral in vitro, que a guanosina (GUO)
protege neurdnios hipocampais da privagdo de glicose e oxigénio via
ativagdo de canais de K (OLESKOVICZ et al., 2008). Através de
evidéncias farmacologicas com o wuso de inibidores seletivos,
determinamos que os canais de K' sensiveis ao ATP ndo estdo
envolvidos no efeito protetor da GUO, por outro lado demonstramos a
participacao dos canais BK como mediadores do papel protetor da GUO
tanto sobre a viabilidade celular como sobre a estimulagdo da captagdo
de glutamato (DAL-CIM et al., 2011). Entdo, considerando que a GUO
modula este subtipo de canal de potassio, a consequente regulacao das
concentragdes de Ca®" na célula e uma possivel diminui¢io na producdo
de EROs, contribuiria para reverter a vulnerabilidade dos
transportadores de glutamato ao dano oxidativo. Além disso, como a
manutencao do gradiente idnico transmembrana ¢ fundamental para que
ocorra a captagdo de glutamato (DANBOLT, 2001), a modulacdo dos
canais BK pela GUO favoreceria o restabelecimento do gradiente i6nico
e consequente funcionalidade dos transportadores de glutamato apds um
dano isquémico/oxidativo.

2. Transmissao Purinérgica

As purinas extracelulares derivadas da adenina, representadas
pela adenosina-5’-trifosfato (ATP), adenosina-5’-difosfato
(ADP),adenosina-5"-monofosfato (AMP) e adenosina e as purinas
extracelulares derivadas da guanina, representadas pela guanosina-5’-
trifosfato  (GTP), guanosina-5’-difosfato (GDP), guanosina-5’-
monofosfato (GMP) e guanosina (GUO) sdo importantes moléculas
sinalizadoras intercelulares (CICCARELLI et al., 2001).

Os efeitos extracelulares das purinas sdo mediados pela
ativagdo de receptores purinérgicos. Duas familias principais de
receptores purinérgicos foram identificadas, os receptores P1 ou de
adenosina e receptores P2, que reconhecem primariamente ATP, ADP.
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Os receptores P2 sdo divididos de acordo com a estrutura molecular e o
mecanismo de transducdo do sinal em P2X, que sdo uma familia de 7
subtipos de receptores do tipo canal idnico, e os P2Y , que sdo uma
familia de 8 subtipos de receptores acoplados a proteina-G
(BURNSTOCK, 2007). A ativacdo de receptores P2X torna esses canais
permeaveis a ions Na®, Ca*? e K', enquanto a ativagio dos receptores
metabotropicos P2Y, via ativagdo de proteinas-G podem ativar
segundos mensageiros como a fosfolipase C e desencadear a liberagao
intracelular de Ca™ ou afetar a atividade da adenilatociclase alterando os
niveis de AMP ciclico (FIELDS & BURNSTOCK, 2006).

Estdo bem identificados quatro tipos de receptores de
adenosina, AR, A2aR, AR e A3R, todos acoplados a proteinas-G
(FREDHOLM, 1995). O receptor de adenosina mais abundante no SNC
¢ o receptor inibitoério AR, este receptor tem sua atividade acoplada a
uma proteina-Gi/o e sua ativacdo regula negativamente a atividade da
adenilatociclase diminuindo os niveis de AMP ciclico. O subtipo AzaR
¢ predominantemente encontrado no estriado, nicleo accumbens ¢ em
menor concentragdo em outras regides como o hipocampo e sua
atividade ¢ normalmente acoplada a atividade de uma proteina-Gs ou
Golf estimulando a atividade da adenilato ciclase aumentando os niveis
de AMP ciclico. Os receptores do tipo AR sdo expressos em baixos
niveis no cérebro, ja os receptores AszR apresentam uma expressao
aparentemente moderada no cerebelo humano e no hipocampo
(PALMER & STILES, 1995).

O efeito mais evidente da adenosina em circuitos neuronais de
mamiferos adultos é deprimir seletivamente a transmissdo sinaptica
excitatoria (DUNWIDDIE & HAAS, 1985). Isto ocorre através da
ativacdo de AR, que estdo localizados tanto na regido pré-sinaptica e
pos-sinaptica ou em regides ndo sinapticas. Este mecanismo de inibi¢ao
da transmissdo excitatoria ¢ decorrente da inibicdo de canais de Ca'
pela ativagdo de AR diminuindo assim os estimulos que evocam a
liberagdo de glutamato nas sinapses no SNC (AMBROSIO et al., 1997).
A ativacdo de receptores AjR em cultura de neurdnios hipocampais
inibe correntes mediadas pela atividade de receptores NMDA (DE
MENDONCA et al., 1995). Além disso, a ativagdo de receptores AR
leva a abertura de canais de potassio promovendo hiperpolariza¢do da
membrana neuronal.

Por modular efeitos celulares, como a liberagdo de
neurotransmissores excitatorios, controlar o influxo de Ca*?, controlar o
potencial de membrana celular a ativagdo de receptores AR pode
ser uma importante estratégia neuroprotetora frente a eventos
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isquémicos onde ¢é observado alteracdo de todos os pardmentros
celulares acima mencionados. Corroborando com o descrito acima, ja
foi demonstrado que a ativagdo de receptores AR, bem como a inibi¢ao
da recaptagdo de adenosina, diminuem a extensdo do dano neural em
eventos isquémicos (GOMES et al., 2011).

A agdo da adenosina em receptores AaR estd associada ao
desenvolvimento de neurotoxicidade, dano neuronal e morte celular. O
bloqueio farmacoldgico dos AaR ou a inativagdo genética destes
receptores confere neuroprote¢do em modelos animais de isquemia in
vivo (CHEN et al., 1999). Adicionalmente, ativagdo de receptores AaR
facilita a liberagdo de glutamato em condigdes normais e durante
eventos isquémicos. Assim a unido da adenosina aos receptores AzaR
exerce o efeito contrario: facilita a liberagdo de glutamato e esta
envolvida na potenciagdo dos danos ao tecido nervoso(CUNHA, 2005).

2.1. Derivados da Guanina

As purinas derivadas da guanina sdo classicamente conhecidas
por seus efeitos intracelulares como fonte de energia celular e
transdugdo de sinal. Recentemente, tem se dado grande atencdo aos
efeitos extracelulares desencadeados pelos derivados da guanina, em
especial pelo nucleosideo GUO, seja através de sua modulagdo sobre o
sistema glutamatérgico ou por seus efeitos troficos em células neurais e
gliais (RATHBONE et al., 2008;SCHMIDT et al., 2007).

No SNC a GUO ¢ liberada para o espago extracelular pelas
células gliais tanto em condi¢des basais com em condi¢des toxicas
(CICCARELLI et al., 2001). Essa liberacdo pode ocorrer através de
transportadores de nucleosideos presentes nas membranas celulares.
Esses transportadores sdo uma familia de proteinas que possuem
diferentes afinidades por substratos, diferentes distribuicdes em tecidos,
sdo espécie-especificos e sensiveis ao Dbloqueio por agentes
farmacoloégicos.  Os transportadores de nucleosideos podem ser
classificados em duas categorias: (i) transportadores equilibrativos, os
quais transportam nucleosideos das purinas e pirimidinas de maneira
bidirecional, segundo o gradiente de concentragdo; (ii) transportadores
concentrativos, que medeiam o influxo de nucleosideos acoplado ao
gradiente transmembrana de Na'.

A conversdo extracelular de GUO a partir de nucleotideos ¢ outro
mecanismo importante para manter as concentra¢des extracelulares
deste nucleosideo. Em estudo realizado em nosso laboratorio, observou-
se que o nucleotideo GTP pode ser captado e armazenado em vesiculas
sinapticas sugerindo assim um possivel mecanismo de liberagdo deste
nucleotideo para a fenda sinaptica (SANTOS et al., 2006). O GTP
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presente no espaco extracelular pode dar origem ao nucleosideo GUO
através da acdo de ectoenzimas, mantendo as concentragdes
extracelulares de GUO no espago sinaptico (ZIMMERMANN, 1996).

2.2. Efeitos extracelulares da GUO no SNC

Os efeitos extracelulares da GUO podem ser observados através
do seu papel neurotrofico, sobre a proliferacdo astrocitaria, crescimento
neuritico ¢ liberacdo de fatores neurotroficos (CICCARELLI et al.,
2001; GYSBERS & RATHBONE, 1996; RATHBONE et al., 1999). Em
nosso laboratério foi demonstrado que GMP ou GUO aumentam o
numero de neurdnios cultivados em co-cultura com astrdcitos além de
alterar a organizagdo de proteinas da matriz extracelular, laminina e
fibronectina, promovendo uma melhor adesdo dos neurdnios sobre o
substrato de astrocitos, o que pode ter um importante papel na
neurogénese e na migragdo neuronal (DECKER et al., 2007). Em
culturas de neurdnios cerebelares, observamos um aumento na sobrevida
neuronal induzida por GUO e GMP, através da interagdo com os
receptores A2aR (TASCA et al., 2010).

Recentemente tem se dado grande ateng@o ao potencial efeito
neuroprotetor do nucleosideo GUO em modelos experimentais de
excitotoxicidade glutamatérgica (RATHBONE et al., 2008; SCHMIDT
et al., 2007). Em modelos animais in vivo ja foi observado que a
administragdo sistémica de GUO protege contra convulsdes induzidas
por agonista do receptor NMDA, o Acido Quinolinico (DE OLIVEIRA
et al., 2004; SCHMIDT et al., 2000; VINADE et al., 2003). Além disso,
o Acido Quinolinico pode aumentar a liberagio de glutamato em
preparagdes de sinaptossomas e reduzir a captacdo glial de glutamato
(TAVARES et al., 2002), aumentando a concentracdo extracelular de
glutamato, entretanto esse aumento ¢ revertido na presenga de GUO
(TAVARES et al., 2005). A neuroprote¢do promovida pela GUO frente
a danos excitotoxicos também ja foi observada em fatias de hipocampo
de ratos submetidas ao tratamento com glutamato (MOLZ et al., 2011).
O tratamento com GUO também ¢é capaz de reverter o dano oxidativo
cerebral e o prejuizo cognitivo induzido em modelo animal de sepse
(PETRONILHO et al., 2012).

O papel neuroprotetor da GUO em eventos isquémicos também
vem sendo investigado na literatura (THAUERER et al.,2012). O
tratamento com GUO ¢é capaz de prevenir o prejuizo cognitivo e
diminuir o volume de infarto celular em cérebro de ratos submetidos a
um modelo animal de isquémica cerebral (CHANG et al., 2008;
RATHBONE et al., 2011). Em cultura de células PC12 e neurdnios
cerebelares submetidos a hipdxia, o tratamento com GUO promove
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protecdo celular e induz crescimento neuritico (THAUERER et al.,
2010). A GUO também protege fatias de hipocampo de ratos
submetidas a PGO (OLESKOVICZ et al., 2008). Recentemente foi
demonstrado que a administragdo cronica de GUO em ratos submetidos
a um modelo de hipoperfusdo cerebral ndo foi capaz de alterar o
prejuizo cognitivo, porém o tratamento com GUO preveniu o dano
hipocampal induzido pela hipoperfusdo (GANZELLA et al., 2011).

Apesar de muitas evidéncias apontarem o efeito protetor da
GUO, poucos estudos caracterizando os mecanismos moleculares e
celulares envolvidos na neuroprote¢do promovida pela GUO foram
realizados e estes sdo de fundamental importancia para compreensdo do
mecanismo neuroprotetor da GUO. Alguns estudos sugerem que os
efeitos da GUO sobre a proliferagdo celular, protecdo celular e
crescimento neuritico envolvem a ativa¢do de receptores de adenosina
(CICCARELLI et al., 2000; D'ALIMONTE et al., 2007;TASCA et al.,
2010). No entanto, ha evidéncias de que a GUO e o GTP se unam com
baixa afinidade aos receptores das purinas da adenina (MULLER &
SCIOR, 1993), sugerindo que a GUO apresenta um sitio de ligacdao
distinto dos receptores clonados e identificados para as purinas da
adenina. Estudos que ddo embasamento a esta hipotese demonstraram
que o GTP une-se a sitios especificos em células de feocromocitoma
(PC12) (GYSBERS et al., 2000) e em membranas cerebelares de pintos,
sendo que estes sitios ndo apresentam atividade enzimatica (GTPasica)
(TASCA et al., 1999).

A analise de um possivel sitio de interagdo para GUO (proteina
receptora na membrana celular) demonstrou que os efeitos
neuroprotetores promovidos pela GUO contra a PGO dependem da
ativacdo do canal de potassio de alta condutincia ativado por calcio
(canais BK) (DAL-CIM et al.,, 2011). Estudos prévios ja haviam
demonstrado que a GUO ¢ capaz de induzir a expressdo de canais de
potassio retificadores em células astrocitarias (BENFENATI et al.,
2006), demonstrando a importancia desses canais de potassio nos efeitos
desencadeados pela GUO.

O papel da GUO sobre a modulagdo dos transportadores de
glutamato vem sendo implicado como um importante mecanismo de
neuroprotecdo contra eventos de excitotoxicidade. O tratamento com
GUO ¢ capaz de prevenir a diminui¢do da captagdo de glutamato em
fatias de hipocampo de ratos neonatos expostos a hipoxia (MORETTO
et al., 2005).Com o intuito de investigar o mecanismo pelo qual a GUO
estimula o transporte de glutamato, nosso grupo recentemente
demonstrou que a GUO diminui a liberagdo de glutamato em fatias de
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hipocampo submetidas a excitotoxicidade glutamatérgica, através da
ativacdo da via da proteina cinase dependente de fosfatidilinositol
(PI3K)/proteina cinase B (AKT) (MOLZ et al., 2011). Adicionalmente,
demonstramos que a GUO estimula a captagdo de glutamato em fatias
de hipocampo submetidas a PGO através da ativagdo da via PI3K/AKT
e do canal de potassio BK (DAL-CIM et al., 2011; MOLZ et al., 2011).

Como citado anteriormente, a via de sinalizagdo da PI3K/AKT
tem sido relacionada com os eventos neuroprotetores promovidos pela
GUO (DAL-CIM et al., 2011; MOLZ et al., 2011). A GUO protege
astrocitos tratados com estaurosporina (indutor de apoptose) através da
ativagdo e aumento da expressdo de fosfo-AKT (DI IORIO et al., 2004).
A GUO também diminui a apoptose induzida pelo peptideo beta-
amiloide em cultura de neuroblastomas humanos através da ativacdo da
PI3K e aumento da expressdo de fosfo-AKT. A GUO diminui a
inflamagdo e expressdo de proteinas pro-inflamatorias em cultura de
células da microglia e este efeito esta relacionado com a ativagdo da via
da PI3K (D'ALIMONTE et al., 2007). Além da PI3K/AKT a GUO
também exerce efeitos troficos e neuroprotetores através da ativacao da
via da proteina cinase ativada por mitégenos (MAPK) —proteina cinase
regulada por sinal extracelular (ERK) (DECKER et al, 2007,
OLESKOVICZ et al., 2008; THAUERER et al., 2012).

No presente estudo demonstramos que GUO apresenta efeitos
neuroprotetores frente ao dano oxidativo mitocondrial e iquémico in
vitro. Os efeitos protetores mediados pela GUO envolvem a modulagéo
do sistema purinérgico através de receptores Asa € A e do canal de
potassio do subtipo BK. A GUO ativa a via de sinalizagdo celular
PI3K/Akt/GSK3-B e induz a expressdo da enzima antioxidante heme
oxigenase-1. Além disso, demonstramos que a GUO protege frente a ao
dano oxidativo e neuroinflamagdo induzida pelo dano isquémico através
da inibi¢do do fator de transcricio NF-xB e reducdo dos niveis da
enzima INOS via ativacdo da MEK/ERK. O efeito neuroprotetor da
GUO envolve a estimulacdo da captagdo de glutamato e indugdo da
enzima glutamina sintetase durante o evento isquémico. A GUO
também ¢ capaz de diminuir a liberagdo de glutamato decorrente da
atividade reversa dos transportadores de glutamato. Dessa forma, a
GUO apresenta um interessante efeito neuroprotetor frente ao dano
isquémico modulando o sistema glutamatérgico, diminuindo a produgio
de espécies reativas de oxigénio e inflamacdo decorrente deste dano
neuronal.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Estudar os mecanismos de acdo protetora do nucleosideo GUO
em fatias de hipocampo e em cultura de células neurais submetidas a
toxicidade induzida por modelos in vitro de isquemia ou dano oxidativo
mitocondrial.

3.2. Objetivos especificos

e Avaliar o efeito neuroprotetor da GUO em células de
neuroblastoma humano (SH-SY5Y) submetidas a um dano
oxidativo mitocondrial e os mecanismos de neuroprotecdo
através da avaliacdo do envolvimento da via de sinalizagdo
PI3K/AKT e da enzima antioxidante heme oxigenase-1.

e Estudar o mecanismo de acdo neuroprotetora da GUO em fatias
de hipocampo de ratos submetidas a um modelo de isquemia
cerebral in vitro (privagdo de glicose/oxigénio, PGO),
analisando a producdo de EROs, fungdo mitocondrial,
processos inflamatérios e modulacdo da captagdo de
glutamato.

e Avaliar a participagdo de canais de potassio BK, dos receptores
de adenosina AR e AsR, bem como das vias de sinalizagdo
intracelular PI3K/AKT e MAP ERK no efeito neuroprotetor
da GUO em fatias de hipocampo de ratos submetidas a PGO.

e Avaliar o mecanismo de neuroprotecdo da GUO em cultura
primaria de astrécitos corticais submetidas a PGO e seu
possivel efeito sobre a modulagdo do transporte de glutamato
e envolvimento das vias de sinalizacao intracelular PI3K/AKT
e MAP ERK.

e Avaliar o efeito da GUO e da PGO em fatias de hipocampo de
ratos sobre o consumo de Oxigénio e a atividade dos
complexos da cadeia respiratéria mitocondrial.
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CAPITULO 1
Guanosine protects human neuroblastoma SH-SY5Y cells against
mitochondrial oxidative stress by inducing Heme oxigenase-1 via
PI3K/Akt/GSK-3p pathway
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Arﬂd}‘ histary: Mitochondrial perturbation and oxidative stress are key factors in neuronal vulnerability in several neuro-
Received 3 November 2011 degenerative diseases or during brain ischemia Here we have investigated the protective mechanism of
Received in revised form 17 May 2012 action of guanasine, the guanine nucleoside, in a human neuroblastoma cell line, SH-SY5Y, subjected to

Accepted 23 May 2012

Available online 7 June 2012 mitochondrial oxidarive stress. Blockade of mitochondrial complexes 1 and V with rotenone plus oligomy-

cin (Rotfoligo) caused a significant decrease in cell viahility and an increase in ROS production. Guanosine
- that the protective effect of guanosine incubated concomitantly with Rot/oligo abolished Rotfoligo-
mﬁ;; induced cell death and ROS production in a concentration dependent manner: maximum protection was
Nespot i achieved at the concentration of 1 mM, The cytoprotective effect afforded by guanosine was abolished
Fiacaive v iiien Kjicias by adenosine A, or Ay, receptor antagonists (DPCPX orZM241 385, respectively), or by a large (big) conduc-
Akt phosphorylation tance Ca**-activated K* channel (BK) blocker (charybdatoxin). Evaluation of signaling pathways showed
Heme oxygenase-1 that the protective effect of guanosine was not abolished by a MEK inhibitor (PD98059), by a p38"**
inhibitar (SB203580), or by a PKC inhibitor (cheleritrine), However, when blocking the PI3K/Akt pat bway
with LY294002, the neuroprotective effect of guanosine was abolished. Guanosine increased Akt and p-
Ser-9-GSK-3p phosphorylation confiming this pathway plays a key role in guanosine's neuroprotective
effect. Guanosine induced the antioxidant enzyme heme oxygenase-1 (HO-1) expression. The protective
effects of guanosine were prevented by h 1 inhibitor, SnPP. , bilirubin, an antiox-
idant and physialogic product of HO-1, is protective against mitochondrial oxidative stress. In conclusion,
our results show that guanosine can afford protection against mitochondrial oxidative stress by a signaling
pathway that implicates PI3K/Akt/GSK-3f proteins and induction of the antioxidant enzyme HO- 1.
#2012 Elsevier Ltd. All rights reserved,

1. Introduction from glial cells. In astrocytic cell cultures it has been reported that
guanine nucleotides and guanosine can be released under basal or

In the central nervous system (CNS) guanosine, the endogenous toxic conditions {Ciccarelli et al,, 1999, 2001 ). Alternatively, nucle-
guanine nucleoside, is available extracellularly through release otides such as GTP, GDP and GMP can be metabolized by ecto-
nucleotidases to produce extracellular guanosine (Caclagli et al,

BK, large (big) e C4*_activated K channels: DECPX, 2000; Ciccarelli et al,, 2001). Guanosine and guanine nucleotides
1,3-dipropyl-8-cyclapentylxanthine; GUO, guanosine; GSK-3p, glycogen synthase have been implicated in neuroprotection by exerting trophic ef-
kinase 3; H:DCFDA, 2' 7'~ dichlorofluarescein diacetate; HO-1, heme oxygenase. fects (Ciccarelli et al., 2001; Decker et al., 2007), as well as by coun-

LY294002, zl-ﬂ:“J ) ph r:!IEt;. A:J‘ o ::J Iy _.t:\:ridc; ‘r”’l‘- reracting glutamate excitotoxicity in vitro (Molz et al., 2005, 2008;

mitogen-activated protein kinase: togen-activated protein kinase kinase; Py 2 7

MIT, 3-4.5-dimethylth 1y 25-di bromide; PDI8059,2 (2. Oleskovicz et _al.. 2008) and in vivo (Schmidt et al, 2000, 2005,
ino-3 H-1 pyran-4 PKC. protein kinase C: PBK 2007). Guanosine also protects cultured rat astrocytes from stauro-

phsphandlﬂnmi’t;d);n&t; ROS, reactive oxygen species; SB203580, 4-(4-fluoro- sporine-induced apoptosis (Di lorio et al, 2004 ) and SH-SYSY cells
phenyl}2-{4-methy lsulfinylphenyl}-5-{4-pyridyl}- 1H-imidazole; SaPF. Sn{IV) proto- from p-amyloid-induced apoprosis (Perifer er al., 2004). In both
r;‘;’]‘?’g‘sll:iiﬁ:”hm‘?]]‘i;;‘j:\in:""}[“m'“” 2R-Auyl) (124) wiawlo  ca005 the anti-apoptatic effect of guanosine was mediated by stim-
2 CW‘_JWM”\E_:;}NL Tal: 455 48 3721 5O46; Eox: 455 48 1721 G672, ulation of phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K)/protein kinase B
E-mail address: thatinedo@yahoa.com b (T. Dal-Cim). (Akr) and mitogen-activated protein kinase (MAPK) cell survival
! These authors contributed equally to this study. pathways.
2 These authors contributed equally 1o this study.

0197-0186/$ - see front matter © 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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Despite several evidences on the protective effect of the exact
extracellular site of interaction and mechanisms of action for this
nucleoside have not yet been fully characterized. Some studies
suggest that guanosine participates in cell proliferation, neurite
outgrowth and cellular protection by a mechanism that involves
activation of adenosine rece ptors  Ciccarelli et al, 2000; D'Alimonte
et al, 2007; Thauerer et al., 2010). However, we have recently
demonstrated that guanosine-induced protection in hippocampal
slices subject to oxygen/glucose deprivation depends on large con-
ductance Ca**-activated K* (BK) channels activation (Dal-Cim et al,
2011).

Oxidative stress is a common mechanism of cell death in dis-
tinct cytotoxic models such as glutamate (Parfenova et al., 2006),
p-amyloid (Tamagno et al, 2006), MPP* (Nicotra and Pavrez,
2000), or hydrogen peroxide-induced cytotoxicity (Kim et al,
2005). Oxidative stress has also been related to neurodegenerative
diseases like Alzheimer and Parkinson's diseases (Marrson and
Magnus, 2006) or stroke (Saito et al., 2005). Overproduction of
reactive oxygen species (ROS) leads to damage of both neurons
and astrocytes (Lin and Beal, 2006). In this study, we used an oxi-
dative stress model evoked by mitochondrial activity disruption
induced by blockade of mitochondrial complexes I and V, by using
the combination of rotenone plus oligomycin-A (Rotjoligo) (Egea
et al., 2007).

As mentioned above, the detrimental accumulation of ROS plays
an important role in multiple pathologies: therefore, cells have
developed an antioxidant armamentarium that includes a group
of antixenobiotic genes termed phase II detoxification genes (Itoh
et al, 1999) to maintain redox homeostasis. Among these genes
is heme oxygenase-1 (HO-1), which is the rate-limiting enzyme
that degrades the pro-oxidant heme group and produces equimo-
lecular quantities of carbon monoxide (CO), iron, and biliverdin
(BV). Biliverdin is subsequently reduced to bilirubin by biliverdin
reductase. These three by-products have been related to cell pro-
tection against oxidative stress in distinct cellular models (Kim
et al., 2005; Vitali et al,, 2005). HO-1 is induced in response to a
great variety of stress-inducing pathological conditions (Keyse
and Tyrrell, 1987; Nimura et al., 1996). Moreover, studies in HO-
1-deficient mice have confirmed that HO system is indispensable
for cell protection against oxidative stress (Poss and Tonegawa,
1997). Furthermore, it has been shown that in the post-mortem
brains of Alzheimefs disease patients, there was a HO-1 induction
in neurons of the cerebral cortex and hippocampus and HO-1 was
co-localized with neurofibrillar tangles (Schipper et al, 1995).
Therefore, it is generally accepted that HO-1 represents a physio-
logical protective mechanism against oxidative stress,

The purpose of this study was to evaluate how guanosine, a
guanine nucleoside that can be secreted under physiological or
pathological conditions, could protect cells against oxidative siress
caused by disruption of the mitochondrial respiratory chain. Here-
in we show that guanosine-induced protective effect depends on
activation of adenosine receptors and BK channels. Guanosine
can afford cytoprotection under circumstances of cell vulnerability
caused by mitochondrial disruption through an intracellular bio-
chemical pathway that implicates the activation of PBK/Akt lead-
ing to inactivation of glycogen synthase kinase-3p (GSK-3p) and
induction of the antioxidant enzyme HO-1.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Charybdotoxin, DPCPX (1 3-dipropyl-8-cyclopentylxanthine), F-
12 nutrient mixture, Eagle’s minimum essential medium (MEM),

MTT  (3-{4 5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bro-
mide), oligomyein A, rotenone, SB203580 [4-(4-fluorophenyl)-2-{4-

methylsulfinylphenyl)}-5-(4-pyridyl)-1H-imidazole] and ZM241385
[4-(2-[ 7-amino-2-{2-furyl}{1,2 4}triazolo{2,3a}{1,3 5}triazin-5-yla-
minojethylphenol] were obtained from Sigma (Madrid, Spain).
Chelerythrine and PD98059 [2-(2-amino-3-methoxyphenyl}-4H-
1-benzopyran-4-one] and LY294002 [2-(4-morpholinyl}-8phenyl-
1{4H}-benzopyran-4-4hydrochloride] were purchased from Tocris
(Biogen Cientifica, Spain). Sn(IV) protporphyrin-IX dichloride
(SnPP) was obtained from Frontier Scientific Europe (Lancashire,
UK). Penicillin/streptomycin was purchased from GIBCO (Madrid,
Spain). 2',7-dichlorofluorescein diacetate (H,DCFDA) was obtained
from Molecular Probes (Invitrogen, Madrid, Spain). Pyruvate and
heat-inactivated fetal bovine serum (FBS) were purchase from
Invitrogen. Bilirubin was purchase from Analisa Gold.

22 Culture and maintenance of SH-SY5Y cells

The neuroblastoma cell line SH-SY5Y was a kind gift from the
Centro de Biologia Molecular, Universidad Autonoma de Madrid/
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (Madrid, Spain).
SH-SY5Y cells were maintained in a 1:1 mixture of F-12 nutrient
mixture (Ham 12) and Eagle’s MEM supplemented with 15 nones-
sential amino acids, 1 mM sodium pyruvate, 10% heat-inactivated
FBS, 100 units/ml penicillin and 100 pg/ml streptomycin (Invitro-
gen, Madrid, Spain). SH-5Y5Y cells were seeded into flasks contain-
ing supplemented medium, and they were maintained at 37
5% €O, humidified air. Stock cultures were passaged 1:3 twice
weekly; Le., one plate was divided (subcultured or split) into three
plates. This procedure was performed twice a week. For assays, SH-
SY5Y cells were subcultured in 48-well plates at a seeding density
of 10° cells per well, or in 96-well plates at a seeding density of
1 = 10° cells per well (Caias et al, 2007). Cells were treated with
the drugs in MEM supplemented with 1% fetal calf serum. Cells
were treated with the drugs before confluence in MEM/F-12 with
1% FBS. Cells were used at a passage below 13.

23 Induction of cell toxicity and evaluation of cytoprotection induced
by guanosine

Cell death was induced by adding a combination of rotenone
(30uM) plus oligomycin-A (10 uM) (Rotfoligo) for 24 h. When
present, guanosine was added to SH-SYSY at the same time as
Rotjoligo and remained in the culture medium for the duration of
experiments (24 h). Bilirubin (50 nM) was added in medium culture
as the same time as Rot/Oligo and remained in culture medium for
the duration of experiments (24 h). In experiments where enzyme
inhibitors, adenosinergic receptors antagonists or potassium chan-
nel blocker were rested, SH-SYSY cells were pretreated with these
agents for 30 min prior to the addition of guanosine, which re-
mained in the incubation medium throughout the duration of the
experiment. These treatments included: the potent and selective
inhibitor of the PI3K (LY294002, 10 uM); the selective inhibitor of
the MAP kinase kinase (MEK) (PD98059, 10 uM); the inhibitor of
PKC (cheleritrine, 0,1 uM); the inhibitor of p38™*™ (SB203580,
10 uM); HO-1 inhibitor, Sn(IV) protoporphyrin IX dichloride (SnPP,
3 uM). Adenosinergic antagonists: A, receptor antagonist (DPCPX,
100 nM); Azs receptor antagonist (ZM 241385, 50 nM); BK channel
blocker (charybdotoxin, 100 nM). LY294002, PD98059 and cheleri-
rine were dissolved in and added to the culture medium at a final
concentration of 0.01% dimethyl sulfoxide (DMSO).

24. Evaluation of cell viability by MTT reduction

SH-SY5Y cell viability was evaluated 24 h after Rotjoligo or Rot/
oligo plus guanosine exposure. At the end of each experiment,
3-{4,5-dimethylthiazol-2-yl-diphenyltetrazolium bromide (MTT
Sigma Aldrich) was added to each well to a final concentradon of
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0.5 mg/ml (Mosmann, 1983) and the plates were incubated for 2 h
at 37 °C. Then the insoluble formazan was solubilized by adding
DMSO, resulting in a colored compound which optical density
was measured in an ELISA reader (550 nm). The evaluation of
MTT reduction was performed in triplicates of four to five indepen-
dent experiments.

2.5. Measurement of ROS production

To measure cellular ROS, we have used the molecular probe
H,DCFDA (Ha et al, 1997). SH-SY5Y cells were loaded with
10 uM H;DCFDA which diffuses through the cell membrane and
is hydrolyzed by intracellular esterases to the nonfluorescent form
dichlorofluorescein (DCFH). DCFH reacts with intracellular H; 0, to
form dichlorofluoresdn (DCF), a green fluorescent dye. Fluores-
cence was measured in a fluorescence microplate reader (FLUOstar
Galaxy). Wavelengths of excitation and emission were 485 and
520 nm, respectively (Egea et al., 2007). Production of ROS was
evaluated in triplicates of four independent experiments.

2.6. Immunoblotting

SH-SY5Y cells were washed once with cold phosphate-buffered
saline and lysed in 100 L of ice-cold lysis buffer ( 1% Nonidet P-40,
10% glycerol, 137 mmol/L Nadl, 20 mmol/L Tris-HCL pH 7.5, 1 pg/
mL leupeptin, 1 mmol/L phenylmethylsulfonyl fluoride, 20 mmol/L
NaF, 1 mmol/L sodium pyrophosphate, and 1 mmol/L Na;VO4)
Protein (30 pg) from the cell lysates was resolved by sodium dode-
cyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and
mransferred to PVDF membranes (GE Healthcare). Membranes were
incubated with the following antibodies: Anti-Akt at 1:1000, Anti-
phospho-Akt at 1:1000, Anti-phospho-Ser-9-GSK3-f at 1:1000,
Anti-GSK-3f at 1:1000 (Cell Signaling, Izasa SA, Barcelona, Spain);
anti HO-1 at 1:1000 (Chemicon, Temecula, CA, USA) ant--actin at
1:100,000 (Sigma, Madrid, Spain). Appropriate peroxidase-conju-
gated secondary antibodies at 1:10,000 were used to detect pro-
teins by enhanced chemiluminescence. Immunodetection was
performed in triplicates of four to six independent experiments.

2.7. Statistical analysis

Comparison among groups were performed by one-way analy-
sis of variance (ANOVA) followed by Duncan’s test if necessary,
with p < 0.05 considered to be statistically significant.

3. Results

3.1. Guanosine protects SH-SY5Y neuroblastoma cells against Rot/
oligo-induced cell death

Treatment of SH-SY5Y neuroblastoma cells for 24 h with 30 pM
rotenone plus 10 uM oligomycin A (Rotfoligo) decreased by 70%
the cellular viability, measured as MTT reduction, when compared
to cultures incubated only with culture medium (basal). Guanosine
per se (0.03-1 mM) did not alter cellular viability at any of the con-
centrations tested (Fig. 1A).

As illustrated in the microphotographs of Fig. 1B, Rot/oligo de-
creased the number of cells when compared to cultures in basal
conditions and transformed healthy cells, isolated or grouped in
clusters, into rounded shaped cells, with a granular morphology
containing debris. SH-SY5Y cells co-incubated with 1 mM guano-
sine and Rot/oligo greatly recovered their initial density and exhib-
ited a healthier appearance.

Increasing concentrations of guanosine (0.3-1mM) added to
the incubation medium at the same time as Rot/oligo significantly
reduced Rot/oligo-induced cell death in SH-SY5Y cells in a concen-

) >

g

Cellular viability (%

Normalized coll death (%) €9

Fig. 1. Guanosine proteds against cell death induced by Rot/oligo in SH-SYSY

cells. (A) SH-5Y5Y bl. cells were incubated for 24 h with
culture medium (basal), with increasing concentrations of GUO (0.03-1 mM) or
with 30 pM rotenone plus 10 pM oligomyein. Cellular viahility was evaluated by
MTT reduction assay and was expressed as percentage of control cells representing
cells incubated far 24 b in culture medium (100% cellular visbility). (B) Photomi-
crographs of mntral SH-SYSY cells (Basal): cells exposed 24 hto Rotfaligo; cells -
incubated 24 h with 1 mM guanosine (Rotjoligo + GUOLImage magnification (40X).
(©) G } ponse curve of GUO co-incubated for 24 hwith Rotjoligo. Cell
death was normalized in each individual experiment, as percentage of the
maximum cell death (Rotjoligo) that was considered as 100% (black column) Data
are mean £ SEM from five different cell batches. *=*p <0001, represents means
significantly different from control cells; **p< 001 represents means significantly
different from Rotjoligo and Rot/oligo + GUO 1 mM; **p < 0.01 represents means
significantly different from all other groups.

tration dependent fashion (Fig. 1C); maximum protection was
achieved at the concentration of 1 mM (40%, p < 0.01). Thus, this
was the concentration selected to study guanosine's protective
mechanism of action in the following experiments.

32. Guanosine protects against Rot/oligo-induced cell death via BK
channels and adenosine receptors modulation

We previously showed that neuroprotection afforded by guano-
sine against ischemic damage depends on BK channels activation
(Dal-Cim et al., 2011). In order to evaluate if this channel is also in-
volved in the protective effect of guanosine against mitochondrial
damage, SH-SY5Y cells were incubated with charybdotxin
(100 nM) 30 min prior to the addition of guanosine. Charybdotoxin
prevented the protective effect of guanosine against cell damage
induced by Rot/oligo (Fig. 2A).
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Since it has been suggested that guanosine may also interact
with adenosine A, receptors in some situations and activation of
such receptor subtype is involved in neuroprotective effects
(Ciccarelli et al., 2000; Cunha, 2005) , we verified the role of aden-
osine A, receptor in the protective effects triggered by guanosine in
SH-SY5Y neuroblastoma cells. The presence of A, receptor antago-
nist (DPCPX, 100 nM) abolished neuroprotection induced by
guanosine. Interestingly, the Az, receptor antagonist (ZM241385,
50 nM) also blocked guanosine-induced protective effect (Fig. 24).

33. Guanosine protects against Rot/oligo-induced cell death by
activation of the PI3K/Akt cell survival pathway and inactivation of
GSK-3

In order to analyze the signaling pathways participating in the
neuroprotective mechanism of guanosine against Rot/oligo-

Normalized cell death

Normalized cell death (%)

Fig. 2. Evaluation of extracellular interaction sites and signaling pathways involved
in guanusine-induced neuroprotection against cell death induced by Rot/oligo in
SH-SYSY neurcblastoma cells. (A) SH-SY5Y neurcblastoma cells were incubated for
24 h with 30 pM rotenone plus 10 pM oligomycin A (Rotfoligo) with or without
1mM guanosine (GUO) or pre-incubated for 30 min with 100nM DPCEX (A,
receptor antagonist), ZM241385 50 nM { Ay, receptor antagonist) or Charybdotoxin
100nM (BK channel blocker) and subsequenty c-incubated 24 h with 1 mM
guanosine and Rotfoligo. Cell death was normalized in each individual experiment
as percentage of the maximum cell death {Rotjolign) which was cnsidered as 100%
(black column}. (B} SH-SYSY neurcblastoma cells were incubated for 24 h with
30 pM rotenone plus 10 pM oligomycin A [Rot/oligo) with or without 1 mM
guanosine (GUO) of pre-incubated For 30 min with 10 uM PD98059 (MEK inhibitor),
0.1 pM cheleritrine (chel) (PKC inhibitor) 10 uM LY294002 (PI3K inhibitor) or
10 M SB SB203580 (p38™4™ inhibitor} and subsequently co-incubated 24 h with
1mM guanosine and Rotfoligo. Cell death was normalized in each individual
experiment as percentage of the maximum cell death (Rot/olign) which was
considered as 100% (black column). Data are mean £ SEM from five different cell
batches. *p < 0.05 represents means significantly different from Rotfoligo: **p < 0.01
represents means significantly different from Rotjoligo; *p <0.05 represents means
significantly different from Rotjolign + GUIO.

induced cell damage in SH-SYSY cells, we performed experiments
with LY294002, an inhibitor of the PI3K; PD98059, an inhibitor of
MEK: cheleritrine, an inhibitor of PKC and SB203580, an inhibitor
of p38"*"% As shown in Fig. 2B, only the inhibitor of PI3K
(LY294002, 10 uM) partially blocked the neuroprotective effect of
guanosine. Therefore these results indicate that PI3K/Akt, but not
ERK1/2, PKC or p38"*™ are participating in guanosine-induced
neuroprotection.

To further corroborate the participation of Akt we incubated
SH-SY5Y cells during different time periods with guanosine
(1 mM) and thereafter protein extracts were obtained to measure
p-Akt by Western blot The results showed guanosine significantly
increased by 2.5-fold p-Akt levels after 30 min incubation; this
induction was maintained at 60 min, but it decreased after 24 h
incubation (Fig. 3A).

GSK-3p is tightly regulated by the survival pathway re presented
by PI3K and its downstream effector, Ser/Thr protein kinase Akt Akt
targets GSK-3p, alsoa Ser(Thr protein kinase that phosphorylated at

A —Guanosine 1 mM__

Basal 15 30 1h 24h
p-Akt | — e —
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Fig. 3. Guanosine induces Akt phosphorylation and inactivation of GSK-3p by
phosphorylation of its Ser-9. (A) Representative immunoblot of Akt phosphoryla-
tion. SH-SY5Y neuroblastoma cells were incubated for 5, 15, 30 min, 1and 24 h with
guanosine 1 mM. The histogram presents the densitometric quantification of p-Akt/
total-Akt. (B) SH-5Y5Y neuroblastoma cells were incubated for 5,15, 30 minand 1h
with guanosine 1 mM. The histogram presents the densitometric quantfication
anti-p-Ser9-GSK-3fand anti-total-GSK-3p. Data are mean £ SEM from four different
cell batches. “p< 0,05 indicates significantly different from basal group.
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its Ser-9, is inactivated (Rylatt et al., 1980). GSK-3f phosphorylates
and thereby regulates many important metabolic and signaling
proteins, structural proteins and transcription factors (Frame and
Cohen, 2001). Incubation of SH-SY5Y cells at different time intervals
‘with guanosine (1 mM) gradually increased p-Ser9-GSK-3f, maxi-
mum phosphorylation was also achieved after 30 min (Fig. 3B).

34. Participation of HO-1 in the protective mechanism of guanosine

GSK-3p has been identified as a key mediator regulating the
cross-talk between the survival signal elicited by PI3K/Akt and
the antioxidant phase Il cell response (Salazar et al., 2006). In this
context, HO-1 is found among the phase Il detoxification genes.
Since induction of a moderate intracellular heme catabolism
through HO-1 represents an adaptive and protective response to
oxidative injury(Doré et al., 1999; Barananoet al., 2002 ), we inves-
tigated whether guanosine could be regulating this enzyme
expression. For these experiments, cells were incubated for 24 h
‘with basal medium alone, guanosine (1 mM), or guanosine in the

A Basal GUO

presence of the PI3K inhibitor LY294002. Then, cell lysates were re-
solved in SDS-PAGE and analyzed by immunoblotting with ani-
HO-1. Twenty-four hours incubation with guanosine increased to
almost 3-fold the expression of HO-1. The PI3K inhibitor signifi-
cantly reduced HO-1 levels induced by guanosine (Fig. 4A). There-
fore, guanosine was capable of inducing the antioxidant enzyme
HO-1 and PI3K/Akt participated in this induction.

To further analyze the involvement of HO-1 in the protective ef-
fect of guanosine, we used a HO-1 inhibitor, Sn{IV) protoporphyrin
IX (SnPP) (Marinissen et al., 2006). Indeed, SnPP was able to pre-
vent the protective effect afforded by guanosine (Fig 4B). Mare-
over, bilirubin, a HO-1 product, was used to mimic HO-1 activity
induction in the neuroprotective effect of guanosine against Rot)
oligo. Bilirubin is an end product of heme catabolism and probably
the best-known endogenous antioxidant in mammals. Bilirubin
(50nM) also counteracted citotoxicity in SH-SYSY exposed to
Rot/oligo (Fig. 4C), confirming guanosine induced endogenous
antioxidant system of HO-1 which contribute to protective effect
triggered by this nucleoside.
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Fig. 4. Guanosine protects SH-5Y5Y neuroblastoma cells by inducing HO-1 expression via PI3K/AKL. (A) Representative immunoblot showing HO-1 indudion in SH-SYSY
neuroblastoma cells incubated or 24 h with guanosine (GUO) in the presence or in the absence of 10 pM LY294002. The histogram represents the densitome tric quanti fication
of HO-1 protein levels. Data are mean £ SEM from four different cell batches. *p <0.01 represents means significantly different from basal groups. *p<0.05 indicates
significantly different from guanosine group. (B) SH-5Y5Y neuroblastoma cells were incubated for 24 h with 30 uM rotenone plus 10 M oligomycin A (Rotfoligo} with or
without 1 mM GUO or pre-incubated for 30 min with 30 uM SnPP (HO-1 inhibitar) and subsequently co-incubated 24 h with 1 mM GUO and Rotfoligo. Cell death was
normalized in each individual experiment, as percentage of the maximum cell death (Rot joligo) which was considered as 100% (black column). Data are mean £ SEM from five
different cell batches. =p < 0.01, *=p < 0.001, indicates significantly different from Rot/oligo group; **p < 0.01 indicates significantly different from Rot/oligo + GUO group. (€
SH-SY5Y neuroblastoma cells were incubated for 24 h with 30 iM rotenone plus 10 pM oligomydn A (Rotjoliga) with T mM GUO or with biluribin 50 nM. Cell death was
normalized in each individual experiment, as percentage of the maximum cell death (Rotjoligo) which was considered as 100% (black column). Data are mean £SEM from
four different cell batches."p < 005, *"p < .01, indicates significanty different from Rot/oligo group.
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35, Guanosine prevents Rotjoligo-induced ROS production

Since Rot/oligo are potent inhibitors of the complex I and V of
the respiratory chain, respectively, and cause oxidative stress (Egea
et al., 2007), we measured ROS generation with the fluorescent
probe H;DCFDA. At the end of the 24 h period with Rot/oligo, cells
were loaded with 10 pM H;DCFDA for 20 min. Cells exposed to
Rotfoligo increased ROS production to 293%. When cells were
co-incubated with guanosine and Rotjoligo for 24 h, the amount
of ROS produced by cells was reduced to basal levels. Interestingly,
LY294002 abolished the reduction of ROS elicited by guanosine
(Fig. 5). Taken together, these results indicate that guanosine pro-
tects SH-SYSY cells from mitochondrial oxidative stress by a mech-
anism that implicates PI3K/Akt pathway.

4, Discussion

Central to this study is guanosine protects cells from mitochon-
drial oxidative stress by inducing the antioxidant enzyme HO-1 via
PI3K/Akt/GSk-3p pathway Fig, 6.

Mitochondrial dysfunction and bioenergetic deficiency is clo-
sely linked to pathogenesis of many neurodegenerative disorders.
Mitochondria play a variety of roles by integrating extracellular
signals and executing important intracellular events in neuronal
survival and death. In this context, the regulation of mitochondrial
function via therapeutic approaches may exert some salutary and
neuroprotective mechanisms. In this study we have caused inter-
ruption of the respiratory chain at complexes [ (rotenone) and V
(oligomycin-A) that causes mitochondrial depolarization, increases
ROS production, and a vicious circle leading to cell death (Egea
et al, 2007). The oxidative damage induced by Rot/oligo pro-
foundly affected cellular viability of SH-SY5Y neuroblastoma cells,
as observed by a significant impairment in MTT reduction, as well
as by morphological alterations consistent with cell death. MTT
reduction assay can also be considered an approach to evaluate cell
proliferation. However, in a previous study, incubation of SH-SY5Y
cells with the same concentration of Rot/oligo and time incubation
used in our study, can also induce LDH leakage (Caiias et al., 2007),
indicating Rot/oligo induces cell death and does not seem to inter-
fere with cell proliferation. Under these experimental conditions,
guanosine was able to reduce cell death in a concentration-depen-
dent manner. Studies evaluating a protective role of guanosine
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Fig. 5. Guanasine inhibits mitochondrial ROS production elidted by Rotfoligo in
SH-SYSY bl ast cells, SH-SYSY cells were incubated for
24 h with 30 pM rotenone plus 10 pM oligomycin A (Rotfoligo) with or without
1 mM guanasine (GUOJ Cells were pre-incubated for 30 min with 10 pM LY294002
(PI3K inhibitor) and subsequently co-incubated 24 hwith 1 mM guanosine and Rot/
oliga. Data are means £ SEM from four different cell batches. *p <005 represents
means significantly different from all other groups. **p <001 represents means
significantly different from Rotfoligo group.
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Fig. & Schematical representation of putative protective mechanism of guanosine.
Guanosine-induced neuroprotection seems to involve modulation of adenosine A,
and Az, receptors and BK channels activation. Guanosine activates PI3K/Akt/GSK-30
pathway leading to HO-1 induction which protect against ROS production caused
by blockade of mitochondrial complexes | and V with rotenone and oligomycin A,
respectively. The PI3K inhibitor (LY294002) and HO-1 inhibitor (SnPF) blocked the
protective effedt induced by guanosine.

against cell death induced by apoptosis in SH-SY5Y cell culture
have shown that this effect is observable at concentrations be-
tween 100 pm and 300 uM (Di lorio et al., 2004; Pettifer et al,
2004, 2007). Here we observed that 1 mM guanosine was the most
effective concentration of guanosine against cell death induced by
Rot/oligo. This concentration can be justified by the high amount of
necrotic cell death induced by Rot/oligo after 24 h of treatment
(Egeaertal, 2007; Parada et al., 2010) and thus a greater concentra-
ton of guanosine was necessary to induced protection.

Identification of molecular targets for guanosine is of funda-
mental relevance, since guanosine receptors are poorly character-
ized (Tasca et al, 1999; Traversa et al, 2002; Volpini et al,
2011). Astrocytic cells subjected to hypoxia/hypoglicemia release
guanosine (Ciccarelli et al,, 1999), whose levels remain high for
several days afterwards (Uemura et al., 1991). Therefore, in a path-
ological scenario, guanosine could be released locally from astro-
cytes to provide protection under circumstances involving
neuronal injury. Previous evidence showed guanosine protective
effects were mediated by potassium channels (Oleskovicz et al,
2008), which were identified as BK channels in guanosine-induced
neuroprotection in hippocampal slices subject to oxygen/glucose
deprivation (Dal-Cim et al, 2011). The evaluation of a putative
interaction site of guanosine in SH-SY5Y cells, in order to trigger
this protective effect, also demonstrated dependence on BK chan-
nels activity. Since BK channels promote a negative feedback regu-
lation of Ca™ influx via voltage-gated-Ca®™ channels, regulation of
cellular excitability and neurotransmitter release (Hu et al., 2001;
Ghatta et al, 2006), it is feasible guanosine effect on BK channels
may contribute o ionic homeostasis and reduction of ROS
production.

However, some studies have claimed a putative interaction of
guanosine on A, adenosine receptors (Thauerer et al,, 2012). Aden-
osine A, receptors regulate the activity of cell membrane Ca®
channels, K' channels, adenylate cyclase and phospholipase C (Pal-
mer and Stiles, 1995), and it is associated to control of neurodegen-
erative process (Cunha, 2005). Thus, the possible interaction of
guanosine with A, receptors observed here could result in an intra-
cellular signaling leading to cellular protection. Surprisingly, it was
observed the Az, receptor antagonist, ZM241385, was also able to
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prevent guanosine effect. Despite A, and Asa receptors trigger
opposing signal transduction and these receptors can interact
forming Ay-Aza receptor heterodimers with antagonic actions
(Ciruela et al, 2006), we have previously observed guanosine-in-
duced trophic effects on cerebellar neurons depend on both A,
and Az adenosine receptors activation (Tasca et al, 2010). There-
fore, the exact mechanism of interaction or modulation of BK and
adenosine receptors through guanosine-induced neuroprotecti
remains to be unraveled.

In this study, we focused in understanding signaling pathways
related to the protective mechanism of action of guanosine. The
putative participation of PBK, MAPKs and PKC cascades was eval-
uated because they have been described as key elements of signal
mansduction involved in cell proliferation, differentiation and
stress response (Cantley, 2002; Cafas et al., 2007). Guanosine has
proven to induce trophic effects by a mechanism that implicates
activation of MAPK and PKC (Decker et al, 2007) and promote neu-
roprotection via PI3K/Akt (Di lorio et al, 2004; Pectifer et al., 2004;
Oleskovicz et al., 2008; Dal-Cim et al, 2011). Based on these evi-
dences, we looked for the involvement of PI3K, MEK, PKC and
p38MA™ in the protective effect of guanosine against Rot/oligo-in-
duced cell death. Neither MEK, PKC or p38™A™ inhibition altered
the protective effect of guanosine. However, inhibition of PBK/
Akt pathway by LY294002, partially abolished the protective effect
of guanosine. Moreover, guanosine induced an increased Akt phos-
phorylation and LY294002 also prevented reduction of ROS pro-
duction promoted by guanosine in Rot/oligo treated cells. Taken
together, these data reinforce the idea PI3K/Akt pathway is impli-
cated in the protective effect of guanosine.

Akt phosphorylates its substrate GSK-3f at the position Ser-9
and this phosphorylation inactivates GSK-3p (Stambolic and
‘Woodgett, 1994). GSK-3p inhibition has been shown to be protec-
tive against a plethora of neurological insults (Manji et al., 1999;
Endo et al, 2007), suggesting its inhibition can improve brain cell
survival. Guanosine induces increased levels of p-Ser9-GSK-3p,
showing inhibition of its activity. These results agree with previous
data from our group, which demonstrate that guanosine protects
against gluramate-induced cell death in rat hippocampal slices
by activation of PBK/Akt and subsequent inactivation of GSK-3p
(Molz et al., 2011).

Inhibition of GSK-3p increases Nrf2 transcriptional activity
(Rojo et al., 2008) which, in turn, regulates HO-1 transcription
(Alam and Cook, 2003). HO-1 is a stress defense enzyme with
anti-inflammatory and antioxidant properties (Lee and Chau,
2002; Salinas et al., 2003). Guanosine increased HO-1 expression,
an effect related to guanosine-induced protection, since HO-1 inhi-
bition with SnPP prevented guanosine effect on cell viability. A pre-
vious study has also shown that guanosine can promote HO-1
expression, although this effect was related to neurite outgrowth
induction in PC12 cells (Bau et al, 2005), but not cellular protec-
tion as showed.

Interesting, the upregulation of HO-1 induced by guanosine, as
well as its effect on ROS production was fully prevented by a PBK/
Akt inhibitor, indicating this pathway directly participates in
induction of this antioxidant enzyme. The participation of PBK/
Akt in regulating HO-1 induction has been previously described
(Caiias et al., 2007: Hwang and Jeong, 2010; Parada et al., 2010).

Modest induction of HO-1 activity results in a modest increase
in biliverdin/bilirubin levels. Data in the literature have demon-
strated a protective role for very low nanomolar concentrations
of bilirubin in cultured rat primary hippocampal neurons exposed
t0 H20; and to ethanol-induced neurotoxicity (Doré etal, 1999; Ku
et al, 2006). In this study, bilirubin protected against Rot/oligo-in-
duced cell death, as observed with guanosine. Bilirubin is an
important endogenous antioxidant and may be particularly
impor@ant as a cytoprotectant for tissues with relatively weak

endogenous antioxidant defenses such as the nervous system (Ew-
ing et al., 1992). These findings reinforce the idea that guanosine-
induced protection against excessive ROS production elicited by
Rot[oligo could be related to its ability to induced HO-1 antioxi-
dant activity and, could thus restore balance between ROS produc-
tion and scavenging.

In conclusion, guanosine can reduce oxidative stress induced by
mitochondrial disruption due to a mechanism involving PI3K/Akt/
GSK-3p pathway and induction of the antioxidant enzyme HO-1.
Thus, endogenous compounds that protect against oxidative stress
can be considered as new strategies to protect neurons in CNS
pathologies.
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CAPITULO 5
Avaliagado do efeito da PGO e guanosina sobre o consumo de
oxigénio e atividade dos complexos da cadeia respiratoria
mitocondrial em fatias de hipocampo de ratos
Resultados Parciais
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Introducéo

A mitocondria ¢ a organela celular responsavel pela maior
produgdo liquida de energia. Esta organela contém proteinas envolvidas
com a oxidacdo de nutrientes e com a respiracao celular com simultanea
geragdo de energia (KENNEDY & LEHNINGER, 1949;1950; 1951;
LEHNINGER & SMITH, 1949). As mitocondrias sdo envoltas por duas
membranas, interna e a externa, ambas com a composi¢do quimica
semelhante 2 membrana plasmatica. A membrana externa é mais
permeével que a membrana interna. No espaco entre essas membranas,
denominado intermembranoso, ocorrem reagdes essenciais  ao
metabolismo celular. A membrana interna ¢ formada por pregas que se
expandem no espaco intramitocondrial (matriz mitocondrial)
denominadas cristas mitocondriais.

A maquinaria molecular para a produgdo energética
mitocondrial estd constituida por enzimas presentes na matriz
mitocondrial (ciclo de Krebs), e na membrana mitocondrial interna
(cadeia transportadora de elétrons).

A fosforilagdo oxidativa, constituida pelo processo acoplado da
transferéncia de elétrons pela cadeia respiratéria e pela fosforilagdo da
adenosina-5"-difosfato (ADP), ¢ responsavel pela sintese da quase
totalidade do ATP gerado nas células do sistema nervoso central
(MARKS et al., 1996).

A respiragdo celular inicia com a oxidagdo de substratos em
varias vias metabodlicas com a transferéncia de elétrons para as
coenzimas NAD" (Nicotinamida adenina dinucleotideo) e FAD (flavina-
adenina dinucleotideo), reduzindo-os em NADH (nicotinamida adenina
dinucleotideo reduzida) ¢ FADH, (flavina adenina dinucleotideo
reduzida), respectivamente(MARKS et al., 1996).

Os elétrons provenientes do NADH e do FADH, sdo
transferidos através da cadeia respiratoria por uma sequéncia de centros
redox, fornecendo energia para a sintese de ATP através da fosforilagao
oxidativa. Esta energia ,segundo a teoria quimiosmotica, origina-se do
gradiente de protons formado através do bombeamento de protons para
0 espago intermembranas pelos complexos I, III e IV da cadeia
respiratoria (MARKS et al., 1996).

A cadeia respiratoria € constituida de uma sequéncia de
carreadores de elétrons (pares redox) em sua maioria ligados a proteinas
inseridas na membrana mitocondrial interna que receberam elétrons do
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par redox anterior transferindo-os para o par redox seguinte até
chegarem ao seu aceptor final, o oxigénio, formando agua (MARKS et
al., 1996).

A cadeia respiratoria possui varios complexos protéicos
enzimaticos presentes na cadeia respiratdria sdo: NADH desidrogenase
(complexo 1), succinato desidrogenase (complexo II), complexo
citocromo b-c1 (complexo III), citocromo ¢ oxidase (complexo 1V) e
complexo V ou ATP sintase que € o responsavel pela sintese de ATP,
além de carreadores moveis que se localizam entre os complexos. Estes
elementos sdo a coenzima Q (KHEYR-POUR et al.), a qual é um
componente lipossolivel que carreia elétrons entre os complexos I e/ou
IT e o III, e o citocromo ¢, uma pequena proteina localizada na face
externa da membrana mitocondrial interna que transfere os elétrons do
complexo III para o complexo IV (MARKS et al., 1996).

Além de a atividade mitocondrial ser fundamental para a
producdo de energia nas células, a mitocondria pode atuar como
reguladora da morte celular. A sobrecarga de Ca** na mitocondria e a
diminuicdo da atividade dessa organela, decorrentes do aumento da
concentragio de Ca®" intracelular como consequéncia da excessiva
ativago de receptores glutamatérgicos, ¢ um evento primordial e crucial
na cascata excitotoxica que sucede uma isquemia cerebral ou um trauma
cranio-encefalico (MURPHY et al, 1999). Além disso, ¢ bem
documentado que a cadeia transportadora de elétrons é a maior fonte de
producdo de espécies reativas de oxigénio (SANTARELLI et al.) e
estresse oxidativo sendo que a geracdo de EROs ocorre principalmente
nos complexos I e III (BOVERIS & CHANCE, 1973).

A guanosina, um nucleosideo enddgeno, apresenta importantes
efeitos neuroprotetores no SNC. A guanosina promove protecdo celular
frente a danos excitotoxicos em fatias de hipocampo de ratos submetidas
ao tratamento com glutamato (MOLZ et al., 2011). Além disso, ja foi
demonstrado que a guanosina ¢ capaz de proteger fatias de hipocampo
de ratos submetidas a privagdo de glicose e oxigénio (PGO) (THOMAZI
et al., 2008).

Considerando o descrito acima, o objetivo deste estudo foi
avaliar o papel da guanosina e da PGO em fatias de hipocampo de ratos
sobre o consumo de oxigénio, que ocorre na etapa final da cadeia
respiratoria, acoplado a sintese de ATP, onde o aceptor final de elétrons
-O; ¢ reduzido a H,O. Além disso, avaliamos a atividade dos complexos
da cadeia respiratdria mitocondrial.
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Materiais e Métodos
Animais

Neste trabalho foram utilizados ratos Wistar machos com idade
entre 60 a 90 dias. Os animais foram obtidos no Biotério Central da
UFSC com o Protocolo de pesquisa aprovado pela CEUA/UFSC
PP0142. Os animais foram mantidos no biotério setorial de
Neuroquimica do departamento de Bioquimica, em ciclo claro/escuro
por 12 horas e a 25°C com agua e racdo ad libitum.

Preparacgdo de fatias hipocampais

Os animais foram decapitados e os hipocampos rapidamente
removidos e mantidos em tampdo Krebs-Ringer bicarbonato (KRB)
composto por NaCll, 22mM; KCI3 mM; CaCl;1,3 mM; MgSOy4 1,2
mM; KHoPO4 0,4 mM; NaHCOs325 mM; D-glicose 10 mM) gelado e
gaseificado com carbogénio (95% O2 - 5% CO2) para atingir o pH de
7,4. As fatias de 0,4 mm de espessura foram obtidas usando um
fatiador de tecidos (McllwainTissueChopper) e pré-incubadas por 30
min a 37°C (MOLZ et al., 2008).

Modelo de isquemia: Privagéo de glicose e oxigénio

Para obter-se o modelo de isquemia por privagdo de glicose e
oxigénio (PGO) em fatias hipocampais, a glicose do tampao KRB foi
substituida por 10 mM de 2-deoxi-glicose (um analogo ndo utilizavel da
glicose) com intuito de substituir o oxigénio o tampao foi gaseificado
com nitrogénio (STRASSER & FISCHER, 1995). As fatias foram
incubadas neste tampao em PGO por 15 minutos. O tampao da PGO foi
substituido por tampao KRB gaseificado com carbogénio (fisiologico) e
as fatias foram mantidas por um periodo de 2 horas de reoxigenagéo na
presenga de ou auséncia de GUO (100 uM).

Preparacao do tecido para a medida da atividade dos complexos da
cadeia respiratéria.

As fatias de hipocampo (8 fatias) foram homogeneizados como
anteriormente  descrito por LATINI e colaboradores (2005).
Resumidamente, as fatias foram homogeneizados em 20 volumes de
tampao fosfato de potassio 4,4 mM, pH7,4 contendo 0,3 M de sacarose,
5 mM de MOPS, 1 mM de EGTA e 0,1% de albumina sérica bovina.
Os homogenatos foram centrifugados a 3000 x g durante 10 min a 4°C.
O sedimento obtido foi novamente suspendido no mesmo tampao. Para
a preparagdo desta suspensdo rica em mitocondrias foi utilizada uma
centrifuga de Eppendorf 5415 R (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha).
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Medida da atividade enzimatica dos complexos da cadeia
respiratoria

A atividade do complexo I foi medido pela taxa de redugdo do
ferrocianeto dependente de NADH 420 nm (1 mM™' . cm), como
descrito por (CASSINA & RADI, 1996) A atividade da succinato-2,6-
dicloroindofenol (DCIP)-oxidorredutase (complexo II) foi determinado
de acordo com o método de FISCHER e colaboradores (1985). A
atividade do citocromo ¢ oxidase (complexo V) foi avaliada de acordo
com (RUSTIN et al., 1994). Os métodos descritos acima para medir a
atividade dos complexos foram ligeiramente modificados como
previamente descrito (LATINI et al., 2005). A atividade dos complexos
da cadeia respiratoria foi calculada e expressa em nmol. min! . mg
proteina. As atividades enzimaticas foram medidas utilizando um
espectrofotdmetro com controle de temperatura VarianCary 50 (Varian
Inc., Palo Alto, CA, EUA).
Medida do consumo de oxigénio

O consumo de oxigénio foi medido a 37°C por respirometria de
alta resolucdo utilizando o oxigrafo Oroboros® com volumes fixados
nas camaras em 2mL [42]. O programa DatLabsoftware
(OroborosInstruments, Innsbruck, Austria) foi utilizado para aquisigdo e
analise de dados. O experimento foi iniciado avaliando-se a respiracao
basal, apos observar o fluxo respiratério entre 15-30 min a atividade da
ATP sintase foi inibida pela adi¢do de oligomicina (1pug/mL) seguida do
desacoplamento da fosforilacdo oxidativa através da titulagdo com de
FCCP (fluorocarbonil-cianeto fenilidrazona) como pulsos de 100 nM. O
consumo de oxigénio foi calculado como pmol oxigénio consumido.sec
' mg tecido™.

Dosagem de Proteinas

A dosagem de proteinas foi realizada através do método de
Lowry et al. (1975).

Anélise Estatistica

Os resultados obtidos foram avaliados através da andlise de
variancia de uma via (ANOVA), seguido do Teste de Tukey'’s.
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Resultados

Iniciamos a avaliacdo do consumo de oxigénio em fatias de
hipocampo de ratos através da respirometria de alta resolugdo. Os
parametros avaliados da fisiologia respiratéria mitocondrial nas fatias de
hipocampo foram a respiracdo basal do tecido, a contribuicdo da ATP
sintase no consumo basal de oxigénio observado pela adi¢do de
oligomicina, e a respiracdo maxima induzida pela adi¢cdo do iondforo de
prétons FCCP. Para esta analise foram utilizadas fatias de hipocampo
mantidas na condi¢do controle, submetidas a 15 min de privacdo de
glicose e oxigénio seguidas de 2h de reoxigenacdo (PGO-R) e fatias
submetidas a 15 min de PGO-R seguidas de 2h de reoxigenagdo na
presenga de GUO (100 uM).

Em nosso estudo preliminar, observamos que nas fatias
submetidas a PGO-R houve uma marcada redugdo no consumo de
oxigénio basal comparado com as fatias controle. Ainda, este efeito ndo
foi alterado pela presenca da GUO (Fig. 1A). Através da adi¢do de
oligomicina observamos que as fatias de hipocampo submetidas a PGO-
R apresentaram visivel redugdo na sintese de ATP acoplada a atividade
da ATP sintase. Ndo foi observada alteragdo no tratamento com GUO
(Fig. 1B). As fatias de hipocampo submetidas 8 PGO-R apresentam uma
clara diminuicao da atividade de transferéncia de elétrons induzida pelo
FCCP e o mesmo efeito foi observado no grupo que recebeu GUO (Fig.
1C). Adicionalmente, a relacdo entre a respiragdo maxima e a sintese se
ATP acoplada a ATP sintase possibilitou a avaliagdio do controle
respiratorio das fatias de hipocampo. Observamos que a PGO-R reduziu
a capacidade respiratoria das células hipocampais e este efeito nao foi
alterado pela GUO.
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Figura 1. Consumo de oxigénio em fatias de hipocampo submetidas
a PGOR e/ou GUO. As fatias de hipocampo de ratos foram mantidas
na situacdo controle (C), submetidas a 15 min de privagdo de glicose e
oxigénio seguidas de 2h de reoxigenacdo (PGOR) e submetidas 415 min
de PGOR seguidas de 2h de reoxigenagdo tratadas com GUO 100 pM
(PGOR GUO).O consumo de oxigénio foi avaliado através da respiragio
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basal (A), contribui¢do da ATP sintase ao consumo basal de oxigénio
(B), respiragdo maxima (C) e capacidade respitatoria (D),conforme
descrito no material ¢ métodos. Os valores representam a média + erro
padrdo da média de 2 experimentos.

A capacidade maxima respiratoria (Fig. 1C) encontra-se
intimamente relacionada com a transferéncia de elétrons a partir de
substratos energéticos. Uma reducdo neste pardmetro de fisiologia
mitocondrial envolve, portanto, inibi¢do em pelo menos um complexo
enzimatico da cadeia respiratdria. Assim, a seguir foi avaliada a
atividade dos complexos mitocondriais I, 11 ¢ IV. Como pode ser
observado na Figura 2, as fatias de hipocampo submetidas a PGOR
apresentaram uma redugdo significativa da atividade do complexo II
(Figura 3; até 39% de inibi¢80o). A PGOR também promoveu uma
diminuicao de até 19% na atividade do complexo IV, porém este efeito
nao foi significativo (Fig. 3). Curiosamente, ndo observamos alteragdo
da atividade do complexo I nas fatias submetidas ao dano isquémico
(Fig. 2). No entanto, como a metodologia empregada para determinar
esta atividade enzimatica avalia também aatividlade NADH
desidrogenase, incluindo aquela do complexo I, esta falta de inibigdo
pode ser devido a uma compensagdo ocasionada por outras
desidrogenases mitocondriais ou citosdlicas. Ainda, pode ser observado
na Figura 2B que o tratamento com GUO durante o periodo de
reoxigenacdo ndo protegeu da inibigdo da atividade do complexo II
mitocondrial provocado pela PGO.



110

300+

100+

nmol / min / mg protein

C Guo PGO PGO GUO

Figura 2. Efeito da privacao de glicose e oxigénio e do tratamento
com GUO sobre a atividade NADH desidrogenase. As fatias de
hipocampo de ratos foram mantidas na situagdo controte (C), controle
tratadas com CGUO 100 uM, submetidas & 15 min de PGO seguidas de
2h de reoxigenagdo (PGOR) e submetidas & 15 min de PGO seguidas de
2h de reoxigenacdo tratadas com GUO 100 uM (PGOR GUO). Os
valores representam a média +erro padrio da média padrio de 3
experimentos.
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Figura3. Efeito da privacédo de glicose e oxigénio e do tratamento
com GUO sobre a atividade do complexo Il. As fatias de hipocampo
de ratos foram mantidas na situagdo controte (C), controle tratadas com
GUO 100 uM (C GUO), submetidas a 15 min de PGO seguidas de 2h de
reoxigenacdo (PGO) e submetidas & 15 min de PGO seguidas de 2h de
reoxigenagdo tratadas com GUO 100 uM (PGO GUO). Os valores
representam a média + erro padrdo da média padrdo de 3 experimentos.
* Indica médias significantemente diferentes do grupo controle, p
<0.05.ANOVA seguido do teste de Tukey.
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Figurad. Efeito da privacdo de glicose e oxigénio e do tratamento
com GUO sobre a atividade do complexo V. As fatias de hipocampo
de ratos foram mantidas na situagdo controte (C), controle tratadas com
GUO 100 uM (C GUO), submetidas a 15 min de PGO seguidas de 2h de
reoxigenagdo (PGO) e submetidas a 15 min de PGO seguidas de 2h de
reoxigenagdo tratadas com GUO 100 uM (PGO GUO). Os valores
representam a média + erro padrdo da média padrdo de 3 experimentos.

Estes dados preliminares indicam que o dano induzido pela PGO
e reoxigenagdo causa uma queda na respirag@o celular e tratamento com
GUO nao resulta em mitoprotegdo (Fig. 1A). A reducdo do consumo de
oxigénio parece estar relacionada, por um lado, com uma queda na
capacidade de sintese de ATP, visto que a contribuicdo da ATP sintase a
respiracdo basal foi significativamente reduzida pelo PGOR (Fig. 1B;
uso de oligomicina). Por outro lado, a redugdo na respiracdo celular
também estaria relacionada com uma inibig¢do no transporte de elétrons
na cadeia respiratoria (Fig. 1C; estado IV de respiragdo celular induzido
pelo uso de oligomicina). Este resultado estd de acordo com a
significativa inibicdo do complexo II mitocondrial (Fig. 2C) e com a
reducdo de até 19% do complexo IV (Fig. 2C). Estas inibi¢des estdo
também de acordo com a reducdo significativa observada na
transferéncia de elétrons sob o efeito do iondéforo FCCP, parametro que
estima a capacidade oxidativa maxima da mitocondria (Fig. 1C). O
comprometimento no transporte de elétrons observado nestes
experimentos preliminares, certamente induzird uma perda do potencial
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de membrana mitocondrial, fendmeno que repercutira na capacidade de
sintese mitocondrial de ATP (Fig. 1B), e dessa forma no grau de
acoplamento mitocondrial ou capacidade respiratoria (Fig. 1D).

Os dados apresentados neste capitulo, embora preliminares,
apresentam um perfil que sugerem um severo comprometimento da
respiracdo celular provocado pelo PGOR sendo que o tratamento com
GUO ndo alterou nenhum dos parametros avaliados. Entretanto,
considerando que a GUO notavelmente apresenta efeito neuroprotetor
contra a PGO ¢ provavel que o tratamento com GUO recupere de
alguma forma a energética celular através do metabolismo anaerdbico.
Portanto, futuramente iremos avaliar os niveis de lactato um importante
substrato energético que poderia estar suprindo a necessidade energética
das células nas fatias de hipocampo submetidas a PGO e tratadas com
GUO.
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DISCUSSAO

Os efeitos extracelulares da GUO tém sido alvo de investigagdo
pela comunidade cientifica. Esses efeitos estdo relacionados com a
modulacdo da transmissdo glutamatérgica, bem como sobre a memoria,
comportamento e ainda efeitos troficos em célula neurais (SCHMIDT et
al., 2007). Neste estudo nds objetivamos avaliar os mecanismos
neuroprotetores promovidos pela GUO, em células neurais, frente ao
dano isquémico e oxidativo.

Com intuito de investigar possiveis sitios de acdo extracelular
para a GUO, utilizamos dados prévios do nosso laboratorio, que
sugeriram que os efeitos protetores e neurotréficos da GUO envolviam a
ativagdo de receptores de adenosina e modulagdo da atividade de canais
de potassio, mais especificamente os canais de potassio dependentes de
calcio de alta condutancia (BK) (DAL-CIM et al., 2011; OLESKOVICZ
et al., 2008; TASCA et al., 2010). Os resultados apresentados neste
estudo demonstraram que os efeitos neuroprotetores da GUO em uma
cultura de neuroblastoma humano submetida a um dano oxidativo,
envolvem a modulacdo de receptores de adenosina dos subtipos AR e
A2aR e dos canais de potdssio BK. Entretanto, quando avaliamos a
participacdo desses sitios de interagdo em fatias de hipocampo de ratos
submetidas a PGO, observamos que a ativagcdo de AR ¢ capaz de conter
o dano oxidativo e inflamatério decorrente da isquemia. Ja a
participagdo do canal BK parece mediar os efeitos sobre a viabilidade
celular e captagdo de glutamato (DAL-CIM et al., 2011) ndo
apresentando efeito sobre a atividade mitocondrial e o dano
inflamatorio. Por fim, observamos que a ativagdo de A2aR, em fatias de
hipocampo submetidas a PGO, bloqueia os efeitos protetores da GUO,
sugerindo que a modulag@o dos possiveis sitios de interagdo extracelular
pela GUO depende do tipo celular ou do dano aos quais as células foram
submetidas.

Em relagdo a modulagdo de AzaR por GUO, foi previamente
demonstrado que a GUO promove crescimento neuritico em células
PC12 (THAUERER et al., 2012b) e aumenta o nimero de neurdnios
cerebelares mantidos em cultura primdaria através da ativagdo de AzaR
(TASCA et al., 2010). Estes dados sugerem que os AzaR podem estar
mediando os efeitos desencadeados pela GUO em células neurais.

Os efeitos da ativacdo do AzaR no SNC sdo bastante
contraditorios, podendo ter sua ativacdo associada a eventos de morte ¢
de protegdo celular. A ativacdo de A2aR diminui as correntes induzidas
pelo receptor NMDA em neurdnios estriatais (NORENBERG et al.,
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1997, WIRKNER et al., 2000). O uso de agonistas de AxaR promove
prote¢do contra trauma cranio-encefalico (OKONKWO et al., 2006) e
em danos isquémicos na medula espinhal (CASSADA et al., 2001;
REECE et al., 2004). Por outro lado, como a ativagdo de AsaR ¢
definida como facilitatéria, ou seja, aumenta a liberagdo de
neurotransmissores como o glutamato e promove aumento dos niveis de
calcio intracelular, a ativacdo deste receptor em eventos de dano celular
poderia contribuir para a morte celular (CUNHA, 2005). Nossos dados
também corroboram com essa ideia, uma vez que a ativacdo de AxaR em
fatias de hipocampo submetidas a privacao de glicose e oxigénio impede
que a GUO promova aumento da captagdo de glutamato e exerca seus
efeitos neuroprotetores.

Ja& & bem descrito na literatura que tanto a inibigdo
farmacologica como a dele¢do genética dos AzaR esta relacionada com
protecdo em modelos animais de isquemia cerebral (CHEN et al., 1999;
MARCOLI et al., 2003; MELANI et al., 2003). Estes efeitos
neuroprotetores da inibi¢do do AxaR em eventos de excitotoxicidade
podem ser relacionados com o fato de que a inibicdo do AxaR diminui a
liberagdo vesicular de glutamato (LI et al., 2001;NISHIZAKI et al.,
2002). Além disso, estudo demonstrou que o uso de antagonistas de
AzaR previne completamente o aumento nos niveis extracelulares de
glutamato decorrente da inibi¢do dos transportadores de glutamato
(PINTOR et al., 2004). Os pesquisadores do referido estudo sugeriram
que este mecanismo de protecdo pode ser devido a remogdo da
influéncia inibitdria exercida pelo AzaR sobre os transportadores de
glutamato permitindo a atividade destes transportadores. Corroborando
esta idéia, um recente estudo demonstrou que a ativagdo de AxaR em
cultura de astrocitos resulta em diminui¢do na expressao e atividade dos
transportadores de glutamato (GLAST e GLT-1) (MATOS et al., 2012).
Estes dados contribuem para entender o mecanismo de a¢do da GUO
visto que, em fatias de hipocampo que foram previamente incubadas
com o agonista do AaR o tratamento com GUO ndo foi capaz de
estimular a captagdo de glutamato. Provavelmente a ativagdo de AzaR
inibe drasticamente a atividade dos transportadores de glutamato e este
efeito, que juntamente com o efeito exercido pela PGO sobre a captacdo
de glutamato, impedem que a GUO exerca seus efeitos neuroprotetores.

Estes efeitos paradoxos da ativacdo de A2aR sobre os danos
cerebrais podem refletir a complexa interacdo entre esses receptores
com outros sistemas de neurotransmissdo (como o0 sistema
glutamatérgico) no cérebro. Uma das hipoteses para explicar este efeito
dual do AzaR sugere que a ativagdo pré-sinaptica destes receptores
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parece ser deletéria, enquanto que a estimulagdo de AxaR pds-sinaptico
evocaria eventos protetores (BLUM et al., 2003). Outro estudo
demonstrou que dependendo das concentragdes extracelulares de
glutamato, a ativagdo de A2aR pode ser protetora (baixas concentragdes
de glutamato) ou exacerbar (altas concentracdes de glutamato) o dano
celular decorrente do traumatismo cranio encefalico in vivo (DAI et al.,
2010). Isto mostra que a complexidade dos eventos celulares
desencadeados pela ativagdo de AxaR esta relacionada com sua
localizagdo celular e aparentemente depende também dos niveis
extracelulares do neurotransmissor glutamato.

Em nosso estudo, também observamos a participagdo de AiR na
neuroprotecdo promovida pela GUO em células do neuroblastoma
humano SH-SYS5Y submetidas ao dano mitocondrial bem como em
fatias de hipocampo submetidas a PGO. A ativagdo de AR parece ser
uma importante estratégia neuroprotetora em eventos de isquemia
cerebral uma vez que sua ativacdo controla o influxo de cdlcio, o
metabolismo celular e a liberacdo de glutamato (FREDHOLM et al.,
2005; PALMER & STILES, 1995). O uso de agonista de AjR ou de
drogas que inibem a receptagdo de adenosina diminuem o dano cerebral
decorrente da isquemia (DE MENDONCA et al., 2000). Assim a
ativagio desses receptores pela GUO poderia controlar os niveis de Ca>"
intracelular e consequentemente diminuir o estresse oxidativo. Além
disso, a ativacdo de AR poderia contribuir diminuindo a liberagdo
vesicular de glutamato para o espaco sinaptico, contendo a cascata
excitotoxica de morte celular.

Outro ponto a ser discutido aqui é a possivel interacdo da GUO
com os oligdbmeros dos receptores de adenosina, como o heteromero
AiR-AsR. A ocorréncia dos heteromeros de AjR-AxsR ja foi
demonstrada em células HEK293 transfectadas com estes receptores e
em tecido nativo, nos terminais glutamatérgicos presentes no estriado,
sendo que a presenca desses complexos funcionais modula a
neurotransmissdo glutamatérgica nesta estrutura cerebral (CIRUELA et
al., 2006). Além disso, o A2aR pode atuar controlando a funcionalidade
do AjR. Tem sido proposto que, quando AjR e AzaR estdo formando
um oligdmero, ocorre uma ativagdo hierarquica de A>aR sobre AR que
modulard a transmissdo purinérgica (CIRUELA et al.,, 2012). No
presente estudo ndo avaliamos diretamente se a GUO desencadeia seu
papel neuroprotetor através da modulacdo desses heterdmeros, porém,
observamos nas fatias de hipocampo de ratos submetidos a PGO, uma
complexa interagdo da GUO com AR e AzaR. Demonstramos que
antagonistas dos AiR ou A2aR ndo bloqueiam o efeito da GUO sobre a



119

captagdo de glutamato, mas a ativacdo do AzaR bloqueia este efeito da
GUO. No entanto, o bloqueio farmacologico de AR ou a ativacdo de
AzaR impedem a melhora da viabilidade celular desencadeada pela
GUO. Dados ndo publicados de nosso laboratério demonstraram que a
GUO interage com A2aR transfectados para células HEK293 e promove
um pequeno aumento de célcio intracelular em células co-transfectadas
com AR e AzaR (Tasca e colaboradores, comunicagdo pessoal).
Tomados em conjunto, estes resultados nos indicam um provavel efeito
antagdnico do receptor AxaR sobre o papel protetor da GUO, ja que a
ativagdo deste receptor inibe os efeitos neuroprotetores da GUO nas
fatias de hipocampo de ratos. Por outro lado, este efeito ndo foi
observado em neuroblastomas, células que podem ter seus mecanismos
de protecdo diferenciados, por se tratar de uma linhagem celular e
provavelmente apresentar mais resisténcia que células normais. Desta
forma, estas diferengas entre tipos celulares e o real envolvimento dos
receptores de adenosina nos efeitos protetores da GUO, merecem ainda
atencdo em estudos futuros.

O envolvimento dos canais BK no efeito protetor da GUO
também foi avaliado neste estudo. A inibi¢do do canal BK pela
caribdotoxina preveniu o efeito protetor da GUO frente ao dano
oxidativo mitocondrial nas células SH-SYS5Y. Por outro lado, nas fatias
de hipocampo de ratos o bloqueio dos canais BK reverteu o efeito da
GUO em diminuir a produ¢do ROS na regido CA1 do hipocampo, nio
apresentando efeito sobre a atividade mitocondrial ou sobre os
mediadores  inflamatérios  analisados. Em  estudo realizado
anteriormente, demonstramos que a GUO estimula a captacdo de
glutamato através da ativacdo de canais BK (DAL-CIM et al., 2011).
Adicionalmente, estudo prévio demonstrou que a GUO aumenta a
expressao de canais de potassio em astrocitos (BENFENATI et al.,
2006) e a avaliacdo eletrofisiologica da atividade dos canais BK
transfectados em células HEK293, demonstrou que a GUO ativa os BK,
promovendo uma corrente de potassio (Tasca e colaboradores,
comunicagdo pessoal). Desta forma, se a GUO ativa os BK, isto poderia
resultar em uma diminuicio dos niveis intracelulares de Ca®",
contribuindo com a manutencdo da viabilidade celular. Adicionalmente,
a modulagdo dos canais BK poderia prevenir a perda do potencial de
membrana celular e estes eventos resultariam na manutengdo da
atividade dos transportadores de glutamato (DANBOLT, 2001).

Apesar de nossos dados indicarem fortemente uma interagdo
entre a GUO, os receptores de adenosina e (ndo em todos os efeitos
observados) com o canal de potassio BK, ndo podemos excluir a
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possibilidade de a GUO estar agindo através de um receptor proprio e
secundariamente modulando a atividade dos receptores de adenosina e
do canal de potassio BK. Ainda ndo existem ferramentas farmacoldgicas
para demonstrar uma interacdo direta da GUO com seu possivel receptor
de membrana visto que o mesmo nao foi identificado e clonado. Estudos
que ddo embasamento a esta hipdtese demonstraram que o GTP une-se a
sitios especificos em células (PC12) (GYSBER et al., 2000) e em
membranas cerebelares de pintos (TASCA et al.,, 1999) . Estudo
realizado por TRAVERSA colaboradores 2002 demonstrou que a GUO
apresenta um sitio de unido de alta afinidade em preparacdes de
membranas de cérebros de ratos. Recentemente demonstrou-se que a
GUO se une a um possivel receptor acoplado a proteina-G que segundo
os autores ¢ distinto dos receptores ja caracterizados das purinas da
adenina (VOLPINI et al., 2011), apesar de o detalhamento metodologico
suscitar duvidas quanto a esta conclusd@o. No entanto, em relacdo a
dependéncia de interagdo com proteinas-G, nossos dados demonstram
que a inibi¢do de proteinas-G da familia das Gi/Go pela toxina Pertussis,
reverte o efeito da GUO sobre a viabilidade celular e a captagdo de
glutamato em fatias de hipocampo submetidas & PGO. Desta maneira,
observamos que o efeito da GUO depende da interagdo com um receptor
(ou receptores) acoplado a uma proteina-Gi/Go.

Em relacdo as vias de sinalizagdo intracelular, varios estudos vém
apontando que o efeito neuroprotetor da GUO depende da ativagdo da
via PI3K/AKT (DI IORIO et al., 2004; MOLZ et al, 2011;
OLESKOVICZ et al., 2008). Nosso grupo demonstrou que a GUO
promove protecdo e estimulagdo da captacdo de glutamato frente a PGO
via ativacdo da via de sinalizagdo PI3K/AKT (DAL-CIM et al., 2011).
Os efeitos protetores da GUO em células de neuroblastoma humano
expostos a um dano oxidativo mitocondrial envolvem a ativagdo da via
de sinalizagdo PI3K/AKT e inibi¢do da via da GSK-3fB. Neste mesmo
estudo, observamos que o papel da GUO sobre a diminuigcdo da
producdo de EROs depende da ativacdo da via PI3K/AKT. Além disso,
demonstramos que a agdo neuroprotetora da GUO contra o dano
oxidativo mitocondrial resulta em aumento de expressdo da enzima
antioxidante heme oxigenase-1 (HO-1). A HO-1 ¢ uma enzima de
defesa celular com papel antioxidante e anti-inflamatério (SALINAS et
al., 2003). O aumento da atividade dessa enzima resulta em modesta
indug@o nos niveis intracelulares de bilirrubina e biliverdina e estudos
demonstram que baixas concentra¢des de bilirrubina € neuroprotetora
em cultura de neurdnios expostos a danos toxicos (DORE & SNYDER,
1999; KU et al., 2006). Assim, como observamos que o tratamento com
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bilirrubina exerce efeitos neuroprotetores da mesma maneira que o
tratamento com GUO em cultura de neuroblastoma humano podemos
sugerir que o papel protetor da GUO contra o aumento excessivo de
EROs ¢é devido a seu papel sobre a atividade da enzima HO-1. Em
culturas de astrocitos corticais submetidas a PGO o inibidor da via da
PIBK/AKT previne parcialmente o aumento da producdo de EROs
decorrentes do insulto isquémico, sugerindo que a via de sinalizagdo
PI3K/AKT possa estar mais relacionada a um efeito protetor da GUO
em células neuronais, apesar de também ser ativada em células
astrocitarias.

Recentemente tem se dado atengdo ao papel da via da
MEK/ERK no papel protetor dos nucleosideos da purina frente a danos
isquémicos (THAUERER et al., 2012). Como comentado acima, a
ativagdo da via da MEK/ERK esta envolvida na regulagdo dos niveis de
EROs intracelulares e na regulacdo da atividade mitocondrial observada
em fatias de hipocampo. A perda do potencial de membrana
mitocondrial é simbolo da disfun¢do mitocondrial e contribui para a
morte celular através da redugdo na producdo de ATP, aumento da
producao de EROs e liberagdo de moléculas sinais reguladoras da morte
celular apoptética (CHRISTOPHE & NICOLAS, 2006). Desta forma a
manuten¢do do potencial de membrana mitocondrial é essencial para
que as células mantenham seu metabolismo e funcdo. Neste trabalho
observamos que a PGO desencadeia despolarizagio da membrana
mitocondrial, sendo que a GUO ¢é capaz de manter o potencial de
membrana mitocondrial aos niveis basais e reduzir a produ¢ao de EROs
promovida pela PGO. Este efeito da GUO ¢é de grande relevancia
levando-se em consideragdo que o tecido cerebral é particularmente
sensivel ao estresse oxidativo gerado durante a isquemia cerebral. Desta
forma o papel da GUO sobre a modulacao da atividade mitocondrial e
manutengdo do status redox celular é de crucial importancia para seu
efeito neuroprotetor.

Sabe-se que em eventos de isquemia cerebral a excessiva
producdo de EROs resulta em ativagdo do fator de transcri¢do NF-xB
que é o principal mediador inflamatoério em tecidos neurais. Essa
ativagdo pode resultar em transcricdo de genes relacionados com
inflamagdo, como os que codificam citocinas pro-inflamatdrias e a
enzima iNOS (MADRIGAL et al, 2006). No presente estudo
demonstramos que a PGO induz a ativacdo do fator de transcricdo NF-
kB em fatias de hipocampo. Um estudo prévio demonstrou que o
tratamento com GUO (300 pM) é capaz de inibir a fosforilacdo da
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subunidade ativa do NF-kB p65, induzida pelo peptideo beta-amildide
(D'ALIMONTE et al., 2007). Demonstramos também que uma menor
concentra¢do de GUO (100 uM) diminui a translocagdo da subunidade
p65 (que contém o dominio de ativagdo transcricional) no nucleo de
células hipocampais submetidas ao protocolo de PGO. Além disso,
avaliamos a expressdo da enzima iNOS, que ¢ um dos alvos de
regulacdo de expressdo do NF-xB, e demonstramos que o tratamento
com a GUO diminui os niveis de expressdao de iNOS induzidos pelo
dano isquémico. O aumento dos niveis de NO através da indugdo da
enzima iNOS pode resultar em inibi¢ao da atividade do complexo-I da
cadeia transportadora de elétrons, além de reagir com o anion
superéxido formando peroxinitrito, um potente oxidante. (BROWN,
2010). Assim, a inibi¢do de iNOS tem sido considerada uma importante
estratégia neuroprotetora contra insultos isquémicos (IADECOLA &
ROSS, 1997; MORO et al., 2004).

Neste estudo, também demonstramos a importancia da ativagdo
da via ERK1/2 na modulacdo da captagdo de glutamato promovida pela
GUO. A PGO reduz a captagdo de glutamato em fatias de hipocampo de
ratos e o tratamento com GUO reverte este efeito. A inibi¢do da ERK
1/2 previne o efeito da GUO sobre o transporte de glutamato. Este
mesmo efeito apresentado pela GUO foi observado nas culturas de
astrocitos corticais, onde a inibi¢do da via da ERK1/2 também bloqueia
o aumento da captacdo de glutamato promovida pela GUO. A
participacdo da via de sinalizagdo ERKI1/2 na modulagdo dos
transportadores de glutamato astrocitarios ja foi demonstrada em estudos
anteriores (GEGELASHVILI et al., 2000; ZELENAIA et al., 2000) ¢ a
ativagdo de ERKI1/2 estd relacionada com aumento da atividade dos
transportadores astrocitarios de glutamato (LEE et al., 2009). Entao,
possivelmente o tratamento com GUO leva a ativacdo de ERK1/2 em
células astrocitarias, o que resulta em aumento da atividade dos
transportadores de glutamato astrocitarios, que sdo os mais efetivos na
retirada do glutamato extracelular (NIEOULLON et al., 2006), e dessa
forma, finaliza a cascata de morte excitotoxica decorrente do dano
isquémico.

Ainda em relagdo as vias de sinalizacdo envolvidas na
modulagdo do transporte de glutamato, poderiamos sugerir que, a
participacdo da via de PI3K/AKT pela GUO aumentando a atividade dos
transportadores de glutamato, demonstrada previamente por nosso grupo
(DAL-CIM et al., 2011), possa estar acontecendo em células neuronais
uma vez que a inibicdo dessa via ndo compromete os efeitos
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estimulatorios da GUO sobre o transporte de glutamato em cultura de
astrocitos corticais. Além disso, em estudo realizado por SIMS e
colaboradores (2000), foi demonstrado que a inibicdo da via PI3K
bloqueia os efeitos do fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF) em aumentar a atividade e disponibilidade do transportador
neuronal de glutamato EAAC1 na membrana celular.

Além de estimular a captagdo de glutamato, a GUO ¢ capaz de
diminuir a liberacdo de glutamato em fatias de hipocampo submetidas a
danos excitotéxicos como foi demonstrado aqui e em estudos prévios
(MOLZ et al., 2011). A diminuicdo da liberacdo de glutamato
promovida pela GUO parece ocorrer devido a sua capacidade de
neutralizar o transporte reverso de glutamato. Estes efeitos da GUO
sobre os transportadores de glutamato sdo de extrema importancia, uma
vez que alteracdo no transporte de glutamato seja por uma diminuigido
da atividade desses transportadores ou por uma agdo reversa dos
mesmos ¢ associada com doencas neurodegenerativas cronicas como
Alzheimer, Parkinson € em eventos cronicos como o trauma cranio-
encefalico e acidente vascular cerebral (SHELDON & ROBINSON,
2007).

Os resultados apresentados no presente estudo demonstram um
importante papel da GUO sobre as células astrocitarias. Cultura de
astrocitos submetidos a PGO apresentaram diminui¢do da viabilidade
celular, aumento de EROs e diminui¢do da captagdo de glutamato e
todos esses parametros foram melhorados com o tratamento com GUO.
Adicionalmente, demonstramos pela primeira vez que a GUO aumenta a
atividade da glutamina sintetase (GS) em fatias de hipocampo de ratos
submetidas ao dano isquémico. A atividade da GS constitui um
mecanismo enddgeno de protegdo contra a neurotoxicidade do
glutamato por catalisar a conversio de um aminoacido toxico
(glutamato) para um amino acido ndo toxico (glutamina), assim a
manuten¢do da atividade da GS pode ser uma interessante estratégia
neuroprotetora (HOSHI et al., 2006; STELMASHOOK et al., 2007;
ZHANG et al., 2011). Além disso, visto a capacidade da GUO em
promover aumento da captagcdo de glutamato e a manutengdo atividade
da GS, podemos sugerir que a GUO pode afetar diretamente o
“turnover” de glutamato durante eventos excitotoxicos. Reforcando essa
idéia, nosso grupo demonstrou que os derivados da guanina, incluindo a
GUO, diminuem a captagdo de glutamato em vesiculas sinapticas
(TASCA et al., 2004), reduzindo assim a quantidade de glutamato que
pode vir a ser liberado apds uma despolarizacdo. Estes dados
demonstram que a GUO pode interferir nas etapas de transporte e
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metabolizagdo do neurotransmissor glutamato, refor¢ando seu
importante papel sobre a modulag@o do sistema glutamatérgico.
Considerando que a GUO promoveu protegdo contra o dano
oxidativo e comprometimento do potencial de membrana mitocondrial
durante a PGO, nés objetivamos avaliar o papel da GUO
especificamente sobre a atividade dos complexos mitocondriais. Nossos
resultados demonstraram que o tratamento das fatias hipocampais com
GUO néo foi capaz de conter a diminui¢ao da atividade do complexo II
da cadeia respiratoria induzida pela PGO. Adicionalmente, dados
preliminares indicam que o dano induzido pela PGO causa uma queda
na respiragdo celular e o tratamento com GUO néo foi capaz de reverter
esse efeito. Considerando que, i) o tratamento com a GUO durante a
isquemia ¢ capaz de melhorar eventos celulares que dependem da
manuten¢do do estado energético, como a captacdo de glutamato ou a
atividade da enzima GS (capitulos 2,3 e 4); ii) a GUO ndo apresenta
efeito sobre manutencdo da atividade dos complexos da cadeia
respiratoria; iii)a GUO ndo previne a inibi¢cdo da fosforilagdo oxidativa,
podemos inferir que a GUO estimularia a glicolise anaerdbica com
producdo final de lactato, com o intuito de manter a funcionalidade
celular. O lactato é o subproduto metabdlico da glicélise, um processo
que, apesar de ser menos eficiente do que a oxidacdo completa da
glicose ao dioxido de carbono e 4gua ocorre em todo o cérebro. E
proposto na literatura que o lactato sintetizado nas células astrocitarias ¢
repassado para os neurdnios onde ¢ utilizado como substrato metabdlico
(PELLERIN et al., 2007). Ento, o tratamento com GUO poderia estar
contribuindo para manuten¢do da sintese de lactato astrocitario que seria
utilizado para manter a atividade neural durante eventos de baixa
disponibilidade energética como ocorre durante a isquemia cerebral.
Finalmente, os dados apresentados nesta tese de doutorado
demonstraram que a GUO ¢é neuroprotetora contra o dano oxidativo e
isquémico em células neurais. O estudo do mecanismo neuroprotetor da
GUO demonstrou que os efeitos desencadeados por esse nucleosideo
envolvem a modulagdo de receptores purinérgicos (AR e AaR), do
canal de potassio BK e a ativag@o das vias de sinalizagdo PI3K/AKT e
ERK1/2. Através de sua agdo protetora, GUO diminui a produgdo de
EROs e contem eventos inflamatorios. Além disso, a GUO exerce
efeitos sobre os transportadores de glutamato estimulando a sua
atividade, bem como reduzindo sua acdo reversa, o que poderia
contribuir para a retirada do excesso de glutamato extracelular durante a
isquemia (Fig. 2). Considerando que avaliamos diferentes eventos que
estdo envolvidos com a patogénese de doencas neurodegenerativas



125

agudas e cronicas e o tratamento com GUO foi efetivo em conter as
respostas celulares desencadeadas por esses eventos, o nucleosideo
GUO apresenta potencial utilizacdo como uma estratégia farmacoldgica
frente a neurodegeneragao.



126

Neuroprotetora

5
oo tra
g
o

28
|

(=3
t:i|°

Heme
oxigenase

———> Efeitos modulados peloA,R W  Efeitos via PISK/AKT e MAP ERK

——> Efeitos moduladospelo AR [ Efeitos via MAP ERK

Efeitos modulados pelo BK

B cfeitos via PISK/AKT
> Naodefinido

L Naodefinido

Figura 1. Resumo dos mecanismos neuroprotetores da
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interacdes envolvidos.
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CONCLUSOES

A GUO ¢ neuroprotetora contra o dano isquémico e o dano
oxidativo mitocondrial em células neurais.
A neuroprotegdo promovida pela GUO em células de
neuroblastoma humano SH-SYS5Y submetidas ao dano
oxidativo decorrente da inibi¢do da atividade mitocondrial
envolve a ativagdo da via PI3K/AKT inibicdo da GSK-3f e
indugfo da enzima antioxidante heme oxigenase-1.
A GUO protege fatias de hipocampo de ratos da privagdo de
glicose e oxigénio (PGO) através da diminui¢do da produgdo
de EROs, limitagdo do evento inflamatdrio e estimulagdo da
captagdo de glutamato, eventos mediados pela ativacdo de
receptores AR e pela via MAPK-ERK.
O efeito da GUO sobre a atividade dos transportadores de
glutamato nas fatias de hipocampo depende da inibi¢do do
receptor Aza.
O tratamento com GUO diminui a liberacdo de glutamato
através da modulagdo da atividade reversa dos
transportadores de glutamato.
A GUO mantém a atividade da enzima glutamina sintetase
apds o evento isquémico.
O tratamento com GUO protege culturas da astrdcitos contra
o aumento da producdo de EROs e diminui¢do da captagdo de
glutamato induzido pela PGO.
Os efeitos da GUO sobre as células astrocitarias sdo mediados
pelas vias de sinaliza¢do PI3K e MAPK-ERK.
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