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RESUMO

O declinio de fungdes cognitivas basicas, como o aprendizado e a
memoria, ¢ uma condigdo associada com o processo natural de
envelhecimento e com diferentes patologias neuroldgicas e
neurodegenerativas. Embora algumas estratégias farmacologicas tém
sido aplicadas para prevenir e/ou atenuar os déficits observados nessa
condicdo a descoberta de novas ferramentas nootropicas é alvo da
indistria farmacéutica. A neopterina, um metabdlito secundario da via
de sintese de novo da tetrahidrobiopterina, ¢ encontrada em
concentragdes aumentadas em fluidos biologicos de individuos afetados
por patologias que apresentam ativagdo do sistema imune, porém o seu
efeito é pouco explorado. A grande maioria dos estudos disponiveis na
literatura a descrevem como um composto inerte, € uma pequena parcela
associa tratamentos in vitro dessa pterina com efeitos relacionados a
estresse eletrofilico, porém a sua fungdo no sistema nervoso central ndo
¢ conhecida. Considerando que estresse eletrofilico pode ativar vias de
prote¢do celular, o presente trabalho investigou o possivel efeito da
neopterina como um potencializador cognitivo. Para isto, o efeito da
administragdo intracerebroventricular (i.c.v.) de neopterina foi estudado
sobre parametros comportamentais e relacionados ao estresse oxidativo
e inflamagdo, no cérebro de diversas cepas de roedores (camundonégos
Suicos de 60 dias de vida; nocautes para a citocina I1L-10 (IL—IO'/'))
del7 meses de vida; camundongos VGV de 60 dias de vida,
camundongos C57BL/6 de 60 dias de vida; e ratos Wistar de 60 dias de
vida. Ainda, a sintese e o efeito in vitro da neopterina foram também
investigados em sistemas experimentais (culturas primarias de células
nervosas humanas, células gliais C6 e cultura primaria de astrdcitos
estriatais e hipocampais de ratos) onde foi gerado estresse eletrofilico
pela adi¢do do oxidante perdxido de hidrogénio ou do inibidor da cadeia
respiratoria, azida sodica; ou ainda indu¢do de inflamagdo por agentes
pro-inflamatorios. Os resultados demonstraram que a administragdo
i.c.v. de neopterina (0,4 ou 4 pmol) facilitou a aquisi¢do e consolidacdo
da memoria sem modificar a atividade locomotora espontdnea em
camundongos Suigos, IL-10“” e ratos Wistar. Por outro lado, este
mesmo tratamento conseguiu prevenir as deficiéncias na locomogdo
induzidas pelo lipopolissacarideo bacteriano (LPS; 0,33 mg/kg;
intraperitoneal) em animais IL-10"”. Em concordancia com os
resultados comportamentais relacionados a memoria, a administragdo
i.c.v. de neopterina diminuiu o limiar para a potenciagdo de longo prazo
em fatias hipocampais de ratos Wistar. Adicionalmente, a administragdo



i.c.v. de neopterina aumentou a resisténcia ao estresse oxidativo
tecidual, por aumentar as concentracdes de glutationa, tiois livres e
atividade de enzimas antioxidantes e por diminuir a peroxidagao lipidica
em camundongos Suicos. A neopterina também demonstrou atividade
anti-inflamatdria por prevenir o aumento das concentracdes de IL-6
induzida pela administragio de LPS em animais IL-10"". In vitro, foi
observado que o bloqueio da fun¢do mitocondrial em fatias hipocampais
de camundongos Suigos resulta em liberagdo extracelular de neopterina.
Em culturas primarias de células humanas neurais (astrocitos, neurdnios
e microglia) a produgdo e liberagdo de neopterina para o meio
extracelular foi induzida por fatores inflamatérios como interferon-y e
LPS. Em concordancia com os resultados encontrados in vivo, o pré-
tratamento com neopterina em sistemas in vitro preveniu o estresse
oxidativo induzido por peroxido de hidrogénio e azida. Além disso, a
incubacdo com neopterina promoveu um aumento da marcagdo para o
fator nuclear eritréide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2) e o contetdo da
enzima hemeoxigenase-1. Finalmente, a captacdo de glutamato e célcio
foram analisadas como forma de melhor entender o efeito da neopterina
sobre a LTP, onde foi observado a que neopterina aumentou a captacio
de glutamato tanto em fatias hipocampais quanto em células C6, além de
aumentar a mobilizac¢do de calcio intracelular em astrocitos hipocampais
de ratos Wistar. Em conjunto estes resultados sugerem que a neopterina
apresenta um efeito potencializador da cognicdo, facilitando a aquisi¢@o
da memoria e tem agdo citoprotetora via ativacdo de Nrf2.

Palavras-chave: neopterina, cognicdo, aprendizado, memoria,
neuroinflamacgao



ABSTRACT

The impairment of basic cognitive functions, such as learning and
memory, is a condition associated with both the natural process of aging
and several neurological and neurodegenerative disorders. Even though
some therapeutic strategies have been applied to cognitive impairments
prevention or attenuation in these conditions, the discovery of new
nootropic tools is a target of the pharmaceutical industry. Neopterin, a
secundary metabolite of the tetrahydrobiopterin de novo biosynthetic
pathway, is found at increased levels in biological fluids from patients of
pathologies with immune system activation; however, its role on the
central nervous system is virtually unknown. Most of the studies
available on the literature have described neopterin as an inert
compound, and some of them associated the in vitro exposure to the
pterin with eletrophilic stress-related effects. Taking into consideration
that eletrophilic stress can activate cellular protective pathways, the
present work investigated the potential effect of neopterin as a cognitive
potentiator. Thus, the effect of neopterin intracerebroventricular (i.c.v.)
administration was investigated on behavior and parameters related to
oxidative stress and inflammation in the brain from several rodent
strains (60 day old Swiss and C57BL/6 mice; 17 month old IL-10
cytokine knockout (IL—lO('/ ')); and 60 day old Wistar rats). In addition,
neopterin synthesis and in vitro effects were investigated in
experimental systems (human primary nervous cell cultures, C6 glial
cell line and rat primary hippocampal and striatal astrocytes culture) in
which eletrophilic stress was induced by the addition of the oxidant
hydrogen peroxide or the mitochondrial respiratory chain inhibitor,
sodium azide; or pro-inflammatory agents to induce inflammation. The
results demonstrated that neopterin (0.4 or 4 pmol) i.c.v. adiministration
improved memory acquisition and consolidation without affect
spontaneous locomotor activity in Swiss and IL-10"" mice and Wistar
rats. Still, the same treatment prevented locomotor impairments induced
by the bacterial lipopolysaccharide (LPS; 0.33 mg/kg; intraperitoneal) in
IL-10"” mice. In agreement with the behavioral results related to
memory, neopterin i.c.v. administration reduced the long term
potentiation in Wistar rats hippocampal slices. Moreover, neopterin
i.c.v. administration increased the resistance to oxidative stress by
increasing glutathione and free thiol levels and antioxidant enzymes
activities and decreasing lipid oxidation in Swiss mice brain. Neopterin
also showed anti-inflammatory activity by preventing IL-6 levels
increase induced by LPS in IL-10"" mice. In vitro, it was observed that



the mitochondrial function blockage in Swiss mice hippocampal slices
results in neopterin extracellular release. In human primary neural cell
cultures (astrocytes, neurons and microglia), neopterin production and
release for the extracellular medium was induced by inflammatory
factors as interferon-y and LPS. In agreement with the in vivo results,
the pretreatment with neopterin in in vitro systems prevented the
hydrogen peroxide and azide-induced oxidative stress. Furthermore,
neopterin exposure promoted an increase in nuclear factor (erythroid-
derived 2)-like 2 (Nrf2) staining and the heme oxygenase-1 enzyme
content. Finally, glutamate and calcium uptake were analyzed in order to
improve the understanding regarding neopterin effects on LTP, and it
was observed that neopterin increased glutamate uptake both in
hippocampal slices and C6 cell line and increased calcium influx in
Wistar rats hippocampal astrocytes culture. These results suggest that
neopterin exerts a cognitive potentiator role, facilitating memory
acquisition and has a cytoprotective action through Nrf2 activation.

Keywors: neopterin, cognition, learning, memory, neuroinflammation.
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1. INTRODUCAO
1.1. PROCESSOS COGNITIVOS

Processos cognitivos sdo aqueles subjacentes a elaboragdo do
conhecimento. Entre eles estdo a percepgdo, o aprendizado, a memoria e
a consciéncia. O aprendizado € o processo pelo qual novas informagdes
sdo adquiridas, resultantes da interagdo do individuo com o meio, e
novas relagdes sdo estabelecidas com aquilo que foi previamente
aprendido. O aprendizado, ainda, confere ao individuo a capacidade de
modificar seu comportamento em consequéncia da pratica ou da
experiéncia (Izquierdo, 2011; Squire and Kandel, 2003).

Inerente ao processo do aprendizado estd a memoria, que
possibilita reter o aprendido para responder adequadamente as situacdes
do presente ou projetar o futuro. Por esta razdo, a memoria é um
processo cognitivo que compreende a capacidade de adquirir, reter e
evocar, quando necessarias, informagdes que de alguma forma sdo
relevantes (Izquierdo, 2011).

1.1.1 Meméria

A memoria compreende o conjunto de mecanismos que operam
no sistema nervoso central (SNC) para que o aprendizado ocorra. Tais
mecanismos operam em sequéncia e correspondem as diferentes fases
da memoria. Para que ocorra a formagdo da memoria, deve acontecer
primeiramente a aquisicdo da informacdo relativa a esta memoria, seja
esta decorrente de fontes externas (experiéncias sensoriais oriundas da
interagdo com o ambiente) ou internas (cogni¢do, emog¢do). A etapa de
aquisicdo corresponde a aprendizagem. Apos o aprendizado, pode
ocorrer a retencdo da informacdo, a qual pode ser de curta ou de longa
duragdo. Enquanto estiver retida, a informagdo pode ser recuperada, e
esta etapa ¢ chamada de evocagdo. A retengdo de curta duracdo
(minutos, horas) pode ser convertida em memoria de longa duragdo
(dias, semanas, anos), pelo processo denominado de consolidacdo, que
se inicia imediatamente ap6s a aquisi¢do (Abel and Lattal, 2001;
McGaugh, 2000).

As memorias podem ser classificadas utilizando-se diferentes
critérios, sendo que os dois principais sdo o conteido e a duracdo. De
acordo com o conteudo, as memorias sdo divididas em declarativas
(explicitas) ou procedurais (implicitas). As memorias declarativas sdo
aquelas que registram fatos, eventos e conhecimentos e requerem a
consciéncia para sua expressdo; sdo memorias que nos seres humanos
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podem ser declaradas que existem e relatadas como foram adquiridas.
Por outro lado, as memorias procedurais compreendem as capacidades
ou habilidades motoras e sensoriais, as quais sdo inconscientes,
exemplos tipicos, nos seres humanos, sdo as memorias de como andar
de bicicleta ou nadar (Izquierdo, 2011; Squire and Kandel, 2003).

As memorias podem também ser classificadas pelo tempo que
duram em trés categorias: memoria de trabalho, que corresponde aquela
que dura de segundos a poucos minutos, apenas para manter a
informag@o ativa enquanto esta é preparada para ser codificada; a
memoria de curta duracdo (STM — do inglés short term memory), que
dura de minutos a poucas horas, e funciona como uma memoria
temporaria, permanecendo ativa apenas durante o tempo necessario para
que a memoria de longa-duragdo (LTM — do inglés long term memory),
que dura horas, dias ou anos, seja formada em sua forma final
(Izquierdo, 2011).

1.1.1.1 Mecanismos de formagdo da memoria

As memorias ndo sdo adquiridas imediatamente na sua forma
final. Durante os primeiros minutos ou horas apos sua aquisi¢do, sdo
suscetiveis a interferéncia por outras memorias, por drogas ou por
tratamentos (Izquierdo, 1989a; McGaugh, 2000; McGaugh and
Izquierdo, 2000). A formacdo de uma memoria de longa duragdo
envolve uma série de processos metabolicos em regides cerebrais como
o hipocampo, cortex entorrinal e perirrinal (McGaugh and Izquierdo,
2000), porém os mecanismos envolvidos na formagdo e na consolidacio
da memoria ainda ndo estdo totalmente elucidados (Izquierdo, 2011).

Grande parte do que se conhece atualmente ao respeito dos
mecanismos celulares ¢ moleculares envolvidos na consolidagdo de
memorias deve-se ao fendmeno da potenciagdo de longa duragdo, LTP
(do inglés — long term potentiation) descrito por Bliss & Lomo, em
1973. A descoberta da LTP no hipocampo representou um grande
avango para as investigacdes relacionadas a memoria, pois pela primeira
vez tornou-se possivel mensurar mudangas eletrofisiologicas causadas
por eventos especificos (Bliss and Lomo, 1973; McGaugh and
Izquierdo, 2000). Por definicdo, a LTP consiste em um aumento
persistente na eficiéncia da transmissdo sinaptica em resposta a intensa
estimulacdo de uma sinapse quimica (Cooke and Bliss, 2006). As
alteragdes moleculares decorrentes da LTP estdo intimamente
relacionadas com a plasticidade estrutural das células nervosas (Cooke
and Bliss, 2006; Lamprecht and LeDoux, 2004).
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A neuroplasticidade ¢ definida como a capacidade de adaptagdo
do sistema nervoso. No caso especifico de aprendizado e formagéo de
memorias, a plasticidade neural refere-se a alteragdes estruturais e
funcionais das sinapses, de modo a possibilitar a codificacdo dessas
memorias para posterior acesso. Mudangas na efetividade sindptica
podem aumentar ou diminuir a eficiéncia de transmissdo de impulsos
entre neurdnios, podendo, consequentemente, acarretar uma modulagdo
do comportamento (Bliss and Collingridge, 1993; Citri and Malenka,
2008). Assim, comportamentalmente, a plasticidade se manifesta
através da aquisicdo de um aprendizado e da formagdo da memoria.
Eletrofisiologicamente, através da manifestagdo da LTP (Izquierdo,
2011).

Ao longo dos anos comprovou-se que a LTP compartilha
inimeras e importantes caracteristicas com o aprendizado e a memoria
(Bliss and Collingridge, 1993; Izquierdo and Medina, 1997; Medina and
Izquierdo, 1995). Os eventos bioquimicos envolvidos na formagdo da
memoria ¢ da LTP incluem o sistema glutamatérgico (Izquierdo and
Medina, 1997; Medina and Izquierdo, 1995).

1.1.1.1.1. Sistema glutamatérgico

O glutamato ¢é o principal neurotransmissor excitatorio do SNC,
sendo que aproximadamente 80-90% das sinapses no cérebro sdo
glutamatérgicas. Sua agdo ocorre através da ativagdo dos seus receptores
ionotropicos do  tipo AMPA  (alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-
isoxazolpropionico), do tipo NMDA (N-metil- D- aspartato) e dos
receptores glutamatérgicos metabotropicos (mGlu) (Kandel, 2014).

- Receptores glutamatérgicos do tipo AMPA

Os receptores glutamatérgicos do tipo AMPA sio responsaveis
pela transmissdo sinaptica basal e pela despolariza¢do inicial do
potencial pds-sinaptico (Stone e Addae, 2002; Li, Chen, Smit, 2013).
Estes receptores sdo formados por 4 subunidades, GIuR1, GluR2,
GluR3 e GluR4 que constituem um tetrdmero. A composi¢do destas
subunidades varia de acordo com a regido cerebral do receptor,
influenciando diretamente a sua conformagdo e participacdo na LTP
(Malinow and Malenka, 2002). As subunidades GluR1 e GIuR2 sdo
descritas como as mais importantes na plasticidade sindptica e medeiam
o influxo de sddio, responsavel por despolarizar a célula garantindo o
inicio da LTP. Além disso, inumeros estudos demonstram a importancia
da translocag@o de receptores AMPA internalizados para a membrana
celular, o que favorece a manuten¢do da LTP (Lamprecht and LeDoux,
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2004; Lopez et al., 2015; Malinow and Malenka, 2002).

- Receptores glutamatérgicos do tipo NMDA

Os receptores glutamatérgicos do tipo NMDA sdo responsaveis
pelo aumento de Ca®" intracelular, mantendo assim a despolarizagdo do
potencial pos-sindptico iniciada pelos receptores AMPA (Riedel et al.,
2003). Estes receptores sdo compostos por uma subunidade obrigatoria
NR1 e outras unidades modulatorias, incluindo NR2 (com subtipos A,
B, C e D) e NR3 (com subtipos A e B) e, localizam-se na membrana
pos-sinaptica das sinapses excitatorias (Sheng et al., 1994). Estes canais
encontram-se bloqueados por ion magnésio (Mg2+) que impedem o
influxo de Ca* para o terminal pos-sinaptico. No entanto, sob
despolarizagdo (originada principalmente pela ativacdo dos receptores
do tipo AMPA) os fons Mg sdo expulsos, o que permite o influxo de
Ca" a favor do seu gradiente de concentragdo.

- Receptores glutamatérgicos metabotropicos (mGluR)

Receptores glutamatérgicos metabotropicos sdo ativados mais
tardiamente na LTP em relacdo aos receptores AMPA ¢ NMDA, ¢ sua
funcdo esta relacionada com a manutengdo do potencial e da fase tardia
da LTP.

Atualmente sfo descritos 8 tipos de mGIluR acoplados a
proteina-G, nomeados de mGlul ao 8. O grupo I (mGlul e mGlu5) esta
predominantemente localizado nas membranas pos-sinapticas e estdo
acoplados a proteina Gq, a qual estimula a ativacdo da fosfolipase C,
resultando na formagdo de diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5-
trifosfato (IP3), bem como na liberagio de Ca’" dos estoques
intracelulares e na consequente ativacdo da proteina quinase C (PKC)
(Piers, Kim et al. 2012).

O grupo II de receptores metabotropicos de glutamato (mGlu2 e
mGlu3) é encontrado tanto pré como pods-sinapticamente e estdo
acoplados a proteina Gi, inibindo a atividade da adenilato ciclase. Por
ultimo, o grupo III de receptores mGlu (mGlu4, mGlu6, mGlu7 e
mGlu8) estd predominantemente localizado pré-sinapticamente, onde
atua como autorreceptor e também estd acoplado as proteinas-Gi,
inibindo a atividade da adenilato ciclase (Kim et al., 2008).

1.1.1.1.1.1. Potenciacdo de longa duracio
O gatilho para a indu¢do da LTP esta relacionado a um aumento
pos-sinaptico das concentragdes intracelulares de Ca®", mediado por
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receptores AMPA e NMDA (Malenka and Nicoll, 1999). Conforme
ilustrado na Figura 1, o glutamato liberado nas sinapses leva a uma
despolarizagdo persistente da célula com influxo de sédio (Na%) através
dos receptores AMPA. Como consequéncia da despolariza¢do, o
receptor do tipo NMDA abre seus canais permitindo a saida do jon Mg*"
que bloqueava o mesmo, permitindo ao receptor conduzir cations e
contribuir para a depolarizagdo pés-sinaptica. O influxo de fons Ca’"
entdo ocorre através de ambos receptores. O aumento de Ca*'
intracelular estimula direta e indiretamente proteinas quinase calcio /
calmodulina dependentes (CaMKI, I, II, Il e IV); PKC); proteinas
quinase dependente do GMPc (PKG) e de AMPc (PKA); e ainda
proteinas quinase ativaveis extracelularmente (ERKs).

A ativacdo da CaMKII ativa a enzima 6xido nitrico sintase
(NOS) que produz 6xido nitrico (NO — do inglés nitric oxide), que age
como um mensageiro retrogrado no terminal pré-sinaptico. Esta fase
inicial de otimizacdo da eficiéncia pré-sinaptica caracteriza a fase
imediata da LTP (Squire & Kandel, 2003). O glutamato que permanece
disponivel na fenda sinaptica une-se a receptores mGlul e mGlu5
contribuindo para o aumento persistente de Ca®" intracelular que liga-se
a calmodulina. A CaMKII e a PKC fosforilam e ativam outras proteinas,
dentre as quais, as enzimas da via das MAPK (proteinas quinase
ativadas por mitogenos), que fosforila CREB-1 e ativa a transcrigdo de
alvos (contendo o elemento CRE) (Walz et al., 2000a; Walz et al.,
2000Db).

A adenilil-ciclase sintetiza cAMP a partir de ATP. O cAMP
liga-se a subunidade regulatéria da PKA, que se separa da subunidade
catalitica desta proteina. Todos estes eventos culminam na fosforilagdo
do fator de transcricio CREB (proteina ligante ao elemento responsivo
ao cAMP), ativando-o. O CREB ativado, liga-se a0 DNA promovendo a
transcricdo de genes imediatos que codificam o mRNA para outros
fatores de transcricdo, que se ligardo aos promotores de um outro
conjunto de genes, os chamados genes tardios, ativando sua transcrigdo.
Por outro lado, genes tardios codificam o mRNA para proteinas
estruturais, de adesdo ou receptores (AMPA, NMDA, metabotropicos),
que serdo requisitadas para a producdo de novos sitios sindpticos que
irdo reforgar especificamente as sinapses que desencadearam todo este
processo. Esta ultima etapa caracteriza a chamada fase tardia da LTP,
que dura de dias a semanas (Squire e Kandel, 2003; (Abel and Lattal,
2001; Izquierdo, 2011).

Assim como a fase inicial da LTP, a memoria de curta duragdo
¢ transitoria, ndo necessita de alteragdes morfologicas para ser mantida e
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ndo necessita de sintese proteica. A fase tardia, ¢ estavel e auto
sustentavel, implica em alteragdes morfologicas e necessita de nova
sintese de mRNA e de proteinas (Lynch, 2003; Bliss e Collingridge,
1993; Izquierdo e Medina, 1995).
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Figura 1. Processo de formagdo da LTP. Fase inicial: a estimulacdo de
receptores amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropionico (AMPA) e N-metil-
D-aspartato (NMDA) promove o influxo de Ca>" na célula pos-sinptica, que
provoca a ativagdo de proteinas quinases dependentes do complexo
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Ca”"/calmodulina aumentando o trafego de receptores do tipo AMPA desde o
citosol até a membrana poés-sinaptica. Ainda, a persistente atividade pos-
sinaptica do complexo Ca’“/calmodulina leva & sintese de 6xido nitrico (NO),
que atua como mensageiro retrogrado, facilitando a resposta pré-sinaptica a
estimulos subsequentes por promover o aumento no numero de vesiculas
sinapticas e sua posterior liberagdo na fenda sindptica. Fase tardia: a persistente
ativagdo da proteina quinase regulada por sinal extracelular (ERK) estimula
fatores de transcri¢cdo, como a proteina de ligacdo a elementos de resposta ao
AMPc (CREB1), que promove a transcri¢do génica e sintese de proteinas. LTP
— potenciacdo de longa duragdo; NO — oxido nitrico; AMPA - alfa-amino-3-
hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropionico; Glu - glutamato; NMDA - N-metil-D-
aspartato; cAMP — monofosfato de adenosina ciclico, MAP — proteina ativada
por mitogeno; CREB1 — proteina de ligagdo ao elemento de resposta ao cAMP;
CRE - elemento de resposta ao cAMP. Adaptado de Kandel et al. (2000).

1.1.1.1.2. Sistema colinérgico

O sistema colinérgico desempenha um papel essencial nos
processos de aprendizado e memoria (Winkler et al, 1995). O
neurotransmissor acetilcolina (ACh) age nos receptores colinérgicos
nicotinicos (nACh), de agdo ionotrdpica, e nos receptores colinérgicos
muscarinicos (mAChR), de agdo metabotropica (Kandel, 2014).

Os nACh sdo canais i6nicos, formados por subunidades (a e )
distintas. A ativagdo deste tipo de receptores resulta diretamente no
influxo de Ca®" e despolarizagdo da membrana. O acumulo de Ca’ no
terminal pré-sindptico facilita a liberagdo de neurotransmissores
(Giovannini et al., 2015).

Os mAChR sio membros da classe de receptores acoplados a
proteina G, e atualmente sdo descritos cinco subtipos de receptores (M1
a MS5) com localizagdo variada em todo o cérebro, incluindo o
hipocampo. mAChR dos tipos M1, 3 e 5 sdo acoplados a proteina Gq e
sdo descritos por ativar canais de Ca>” voltagem dependente, ativar PKC
e IP3 e aumentar as concentragdes de Ca” intracelular (Giovannini et
al., 2015). Os mAChR pré-sinapticos do tipo M2 e M4 sdo acoplados a
proteina Gi e descritos por inibir canais de Ca>" voltagem dependente,
diminuir a sinalizagdo mediada por cAMP e inibir a liberagdo de
neurotransmissores colinérgicos, GABAérgicos ¢ glutamatérgicos
(Giovannini et al., 2015).

Os efeitos de antagonistas muscarinicos como a escopolamina e
a atropina sdo amplamente reportado como amnésico e representam uma
ferramenta no estudo de processos cognitivos relacionados ao sistema
colinérgico (Brown, 2010; Izquierdo, 1989b; Klinkenberg and Blokland,
2010). Além disso o uso de inibidores da enzima de degradacdo de
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ACh, acetilcolinesterase, ¢ utilizado na clinica para prevenir e atenuar
prejuizos cognitivos (Rodrigues Simoes et al., 2014; Volger, 1991)

1.1.1.2. Déficits na memoria

D¢éficits no aprendizado e na memoria estdo associados com
diferentes condi¢des neuroldgicas e neurodegenerativas como, por
exemplo, doenca de Alzheimer, esquizofrenia, depressdo, doenca de
Parkinson e declinios cognitivos relacionados ao envelhecimento (Costa
and Silva, 2002; Ehninger et al., 2008; Harwood and Agam, 2003; Li et
al., 2007; Rosenzweig and Barnes, 2003; Selkoe, 2001; Thomas and
Beal, 2007).

O déficit gradual de memoria durante estagios avangados da
fase adulta é comum mesmo na condi¢do saudavel (Glisky, 2007). O
envelhecimento ¢é descrito como uma combinagdo de processos
estocasticos e randomicos que levam ao acimulo de danos celulares
irreparaveis e, as células nervosas sdo particularmente suscetiveis a
esses danos (Hindle, 2010). Os declinios cognitivos apresentados por
cada individuo parece ser determinado ainda por fatores ambientais e
genéticos (Petersen et al., 2001). Achados especificos como redugdo da
eficiéncia em sinapses, diminui¢do da resposta de receptores do tipo
NMDA e alteragdes na homeostase de Ca®" estdo relacionados ao
envelhecimento, os quais podem resultar em alteragdes na plasticidade
sinaptica e na geracdo da LTP (Rosenzweig and Barnes, 2003).

Por outro lado, os déficits no aprendizado ¢ memoria podem
estar relacionados com a morte celular em regides especificas do
cérebro, como ocorre nas doengas neurodegenerativas, em particular a
doenca de Parkinson e a doenga de Alzheimer. (Blandini et al., 2000;
German et al., 1987; Jellinger, 1988). Além disso, estudos in vitro ¢ in
vivo, bem como analises de autdpsias de cérebro de pacientes com
doeng¢a de Alzheimer, demonstram o envolvimento da ativagdo de
proteinas pro-apoptéticas mitocondriais (caspases, Bax e Bcl-2) neste
processo (Jellinger, 2006). Ainda, a presenga de agregados proteicos
insoliveis intracitoplasmaticos parece estimular processos oxidativos
através de reagdes de nitracdo e oxidacdo de proteinas celulares, as quais
provocariam a ativagdo das células microgliais (Heales et al., 2004;
Lipton et al., 2007). A ativagdo da microglia favorece o deposito destes
agregados proteicos principalmente por estimular um microambiente
caracterizado pela presenca de mediadores inflamatérios (Chao et al.,
1995; Griffin et al., 1989). Neste cenario, tem sido demonstrado uma
significativa perda neuronal apds a ativagdo persistente do sistema
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imune de defesa neural, especialmente da microglia (Diestel et al., 2003;
Newman et al., 2001).

1.1.1.3. Mecanismos fisiopatoloégicos envolvidos nos processos
relacionados a disfungdes cognitivas

1.1.1.3.1. Producdo de radicais livres e estresse oxidativo mitocondrial

A mitocOndria € uma organela celular responsavel pela maior
producio liquida de energia, a qual contém proteinas envolvidas com a
oxidagdo de nutrientes bem como com a respiracdo celular com
concomitante geracdo de energia (Kennedy and Lehninger, 1949;
Lehninger and Smith, 1949). A maquinaria molecular desta organela
compreende enzimas presentes na matriz mitocondrial (ciclo de Krebs)
e proteinas organizadas na membrana mitocondrial interna (cadeia
transportadora de elétrons ou cadeia respiratoria). Os genomas nuclear e
mitocondrial sdo responsaveis por codificar os complexos proteicos
envolvidos na formagdo de energia e respiragdo celular. Os complexos I
e III da cadeia respiratoria sdo os principais geradores de espécies
reativas de oxigénio (ERs) em condi¢des fisiologicas (Di Donato, 2000).

ERs sdo os radicais formados pela redugdo incompleta do
oxigénio, como o 4nion superdxido (O,") e o radical hidroxil (HO"), e
também alguns compostos ndo radicalares derivados do oxigénio, como
o peréxido de hidrogénio e o oxigénio singleto (Halliwell and
Gutteridge, 1999). Além destas, existem ainda as espécies reativas de
nitrogénio (ERNs), sendo o NO e o peroxinitrito os principais
representantes (Halliwell, 2001). No complexo I, o superdxido ¢
liberado para a matriz mitocondrial, ja no III a liberagdo pode ser tanto
na matriz, no espago intermembranas e¢ no espago extramitocondrial
(Han et al., 2001; St-Pierre et al., 2002).

As ERs e ERNs ocorrem tanto em processos fisiologicos quanto
patoldgicos no organismo e apresentam diversas func¢des (Bergendi et
al., 1999). Por exemplo, em quadros de infeccdo onde ha um aumento
na geragdo de ERs por parte dos neutrofilos, estes atuam como linha de
defesa e proporcionam um efeito benéfico para as células do hospedeiro
através da eliminacdo de microorganismos pela produgdo de substancias
toxicas (Delanty and Dichter, 1998). As ERs também participam de
processos de sinalizagdo celular, bem como na sintese e¢ regulagdo de
algumas proteinas (Ward and Peters, 1995). Ainda, o NO desempenha
funcdes importantes no sistema nervoso central, tais como
neurotransmissdo, plasticidade sinaptica, aprendizado e memoria
(Heales et al., 2004). Por outro lado, as ERs quando produzidas em
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excesso ou de forma persistente podem desencadear efeitos prejudiciais,
como por exemplo, a peroxidagdo lipidica e oxidagdo proteica, levando
a inativacdo de biomoléculas e consequente alteragdo da funcdo celular
(Delanty e Dichter, 1998).

A defesa celular contra danos provocados por ERs ¢ ERNs ¢
realizada pela utilizagdo de reservas antioxidantes. Os antioxidantes t€ém
como fung¢do primaria reduzir a velocidade de iniciagdo e/ou propagagdo
dos processos oxidativos, suprimindo a geragdo de ERs e ERNs ou,
eliminando-as, diminuindo, ou até inibindo, o dano oxidativo (Halliwell
e Gutteridge, 1999).

Neste sentido, as enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e glutationa peroxidase (GPx) removem ERs e ERNs
cataliticamente, enquanto moléculas de baixo peso molecular como a
glutationa (GSH) e a bilirrubina agem sequestrando as espécies reativas
(Halliwel and Gutteridge, 2007).

Situacdes nas quais a gera¢do de ERs ultrapassa a capacidade das
defesas antioxidantes disponiveis sfo caracterizadas como estresse
oxidativo (Halliwel and Gutteridge, 2007).

O cérebro ¢ particularmente vulneravel as reagdes de oxidacdo
devido a diversos fatores: (i) contém altas concentracdes de lipidios
poli-insaturados, que servem como substrato para peroxidacdo lipidica;
(i1) utiliza uma porcentagem muito alta de oxigénio em relagdo a outros
tecidos; (iii) possui grandes quantidades de ion ferro; (iv) a liberacao de
neurotransmissores excitatorios, como o glutamato que na via de
sinalizag@o através do receptor especifico glutamatérgico induz uma
cascata de reacdes que resultam na formagdo de ERs; (v) a formagdo de
espécies reativas durante a auto-oxidagdo de neurotransmissores; (vi) as
baixas concentracdes das enzimas antioxidantes em relagdo a outros
orgdos como o figado; e ainda (vii) a incapacidade de replicagdo das
células neuronais, fato que leva a acumular danos oxidativos com o
passar do tempo (Halliwel and Gutteridge, 2007).

Numerosas evidéncias sugerem que as ERs e o estresse
oxidativo estdo envolvidos na patogénese dos danos neurologicos de
varias doengas neurodegenerativas. Tem sido proposto que o peptideo
B-amildide tenha a capacidade de gerar radicais livres espontaneamente
(Lovell et al., 2000; Markesbery and Carney, 1999; Nourooz-Zadeh et
al., 1999; Smith et al., 1991).

Adicionalmente, o estresse oxidativo pode ocasionar mudancgas
reativas em astrocitos situados proximos a areas lesadas, levando a um
aumento na produgdo de citocinas pro-inflamatorias, bem como, a uma
alteracdo na homeostase de ions extracelulares e de aminoacidos
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neurotransmissores (Maccioni et al., 2001). Além disso, nas doencgas
neurodegenerativas tem sido demonstrada a ativagdo de células da
microglia, levando a produgdo de substincias potencialmente
neurotoxicas (Block et al., 2007; Maccioni et al., 2001).

1.1.1.3.2. Neuroinflamagdo

A inflamacdo ¢ uma resposta bioldgica que ocorre em varios
tipos de tecidos, e ¢ direcionada para evitar lesdes adicionais e/ou
remogdo das areas danificadas, buscando promover a regeneragdo
tecidual. Quando este tipo de resposta ocorre no SNC, ¢ chamada de
neuroinflamacdo (Heneka et al., 2014).

O processo inflamatorio pode ser mediado tanto por células
imunes residentes, quanto por células oriundas de infiltracdes de vasos
sanguineos (Witte et al., 2010). No SNC as células da microglia atuam
como as célula residentes, representando a primeira e principal defesa
imunoldgica. A microglia € um tipo de célula glial originada de células
mieldides, composta por macrofagos residentes no cérebro e na medula
espinhal, com predominante localizagio na substincia cinzenta e
apresentando-se em maiores concentragdes no hipocampo, ganglios
basais e substancia negra (Block et al., 2007).

Em condigoes fisioldgicas a microglia € caracterizada por uma
morfologia ramificada, e estd associada a produgdo de fatores
neurotroficos e citocinas anti-inflamatérias para a manutencdo da
homeostase cerebral (Block et al., 2007; Streit, 2002). A microglia ¢é
altamente sensivel a qualquer perturbacdo no microambiente neural,
como por exemplo, a invasdo de algum agente patogénico ou dano
tecidual, por causas autoimunes, ou de maneira idiopatica e sua ativacao
ocorre gradualmente. A microglia ativada expressa diferentes moléculas
de superficie como CD14, complexo maior de histocompatibilidade
(MCH) e receptores de quimiocinas (Cho et al., 2006). A expressdo
destas moléculas de superficie promove a resposta inflamatoria e inicia
o reparo tecidual. Na maioria dos casos esta resposta ¢ limitada a reparar
danos ou a eliminar os agentes infecciosos. Apesar dos estimulos
inflamatorios induzirem efeitos benéficos, como a fagocitose de debris e
células apoptoéticas, a inflamacdo descontrolada, com a microglia em
estado de persistente ativagdo, pode resultar na produgdo de fatores
citotéxicos como o O, (Colton and Gilbert, 1987), NO (Liu et al.,
2002; Moss and Bates, 2001) e TNF-a (Lee et al., 1993; Sawada et al.,
1989). Além disso, a microglia ativada também tem sido relacionada
com comportamento do tipo doentio (sickness behaviour), o qual
provoca alteragdes comportamentais tais como fraqueza, apatia, mal-
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estar, anorexia, fadiga e alteragdes cognitivas e do humor (Dantzer et
al., 1998; (Polazzi and Contestabile, 2002).

Evidéncias diretas do envolvimento da resposta inflamatoria em
patologias que cursam com quadros de neurodegeneragdo como a
doenga de Alzheimer e a doenga de Parkinson sdo descritas na literatura
(Akiyama, 1994) (Hunot and Hirsch, 2003), assim como, no processo
natural do envelhecimento e nos quadros depressivos (Glass et al., 2010;
Overmyer et al., 1999; von Bernhardi et al., 2015).

Neste sentido, tem sido explorada a descoberta de farmacos e
substancias que previnem e/ou revertem, pelo menos parcialmente, os
déficits cognitivos, como por exemplo compostos nootropicos (Parton et
al., 2005).

1.1.2. Compostos nootrépicos

O termo nootropico foi proposto em 1972 quando a droga
piracetam foi utilizada em testes clinicos e apresentou a propriedade de
potencializar a cogni¢do (Giurgea, 1972). A descoberta do efeito
nootropico do piracetam ocorreu por acaso € seu mecanismo de agdo
ainda ndo estd totalmente elucidado. Evidéncias apontam que este
composto poderia atuar como um modulador positivo dos receptores
glutamatérgicos do tipo AMPA com consequente aumento no influxo
celular de Ca®" (Copani et al., 1992; Froestl et al., 2012). O uso do
piracetam foi aprovado na Europa nos anos 1970 inicialmente para o
tratamento de déficits cognitivos relacionados com o envelhecimento
(Gualtieri et al., 2002; Neznamov and Teleshova, 2009).

Neste contexto, a meta analise de dezenove estudos do tipo
duplo-cego realizados entre 1972 e 2001 demonstraram que o piracetam
teve um efeito benéfico em 60,9% dos individuos que apresentavam
comprometimentos cognitivos relacionados com a idade quando
comparados com os individuos que receberam placebo (Waegemans et
al., 2002).

Além disso, foi demonstrado que o pramiracetam, um
congénere do paramicetam, aumenta a atividade de NOS em
homogenato de cérebros de ratos Wistar tratados com a droga,
mecanismo que, por aumentar NO, poderia contribuir com o efeito
nootropico desta classe de farmacos (Corasaniti et al., 1995). O
composto nootropico piracetam e seus congéneres ndo sdo aprovados
pela Administragdo de Alimentos e Medicamentos dos Estados Unidos
(FDA).

Dentre os farmacos aprovados pelo FDA para o tratamento de
déficits cognitivos, principalmente na doenga de Alzheimer, se
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destacam a rivastigmina e a galantamina. Estes farmacos tem seus
mecanismos de agdo baseados na inibigdo da acetilcolinesterase,
promovendo o aumento da disponibilidade sinaptica de acetilcolina,
apresentando assim melhoras cognitivas (Fond et al., 2015).

Em adi¢do, compostos naturais com propriedades antioxidantes,
como os flavonodides por exemplo, tem sido amplamente estudados e
propostos como nootropicos. Os mecanismos exatos para a agdo desta
classe de compostos nos efeitos cognitivos ndo estd completamente
elucidada, porém as evidéncias incluem: (i) modulagdo de cascatas de
sinalizagdo intracelular envolvidas com o controle de sobrevivéncia,
morte e diferenciagdo neuronal (Mandel et al., 2008); (ii) expressdo de
genes envolvidos na defesa celular, como o fator nuclear eritroide 2
relacionado ao fator 2 (Nrf2); e (iii) interagdes com a mitocondria
(Mandel et al., 2008; Scapagnini et al., 2011; Schroeter et al., 2007;
Schroeter et al., 2001; Vauzour et al., 2007).

O fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2) é um
fator de transcri¢do que regula o elemento de resposta antioxidante
(ARE), presente nas regides promotoras de diversos genes (Kobayashi
and Yamamoto, 2006; Osburn and Kensler, 2008). A partir da interagdo
do NrF2 com o ARE, enzimas antioxidantes e de detoxificacdo de fase 2
- envolvidas no metabolismo de xenobioticos eletrofilicos - sdo
expressas em diferentes tecidos (Nguyen et al., 2003; Zhu et al., 2005).
Em condigdes basais, o Nrf2 encontra-se conjugado com a proteina
associada ao citoesqueleto Keapl (do inglés Kelch-like ECH-associated
protein 1), que suprime sua atividade, tanto por manté-lo no citoplasma
como por facilitar sua poliubiquitinacdo, facilitando sua degradacdo
pelo proteassoma. A exposi¢do a diferente estressores, como por
exemplo, estresse eletrofilico, oxida o residuo cisteina que confere a
ligacdo do complexo Nrf2-Keapl levando a translocacdo de Nrf2 para o
nucleo, onde o fator de transcri¢do se dimeriza com um membro da
familia de proteinas conhecidas como Maf. A ligagcdo deste dimero a
sequéncia ARE resulta na ativagdo transcricional de uma variedade de
enzimas antioxidantes e de proteinas de detoxificagdo, onde podemos
citar a heme oxigenase-I, atividade do complexo I mitocondrial, GPx, e
enzimas de detoxificagdo de xenobioticos (figura 2) (Yirmiya and
Goshen, 2010).

A indugdo de genes dependentes de Nrf2 ¢ demonstrada por ser
dependente de NO (Dhakshinamoorthy and Porter, 2004). Neste sentido,
recentemente foi observado in vitro que macréfagos apresentando
delecdo da principal enzima de biossintese do cofator obrigatdrio para a
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NOS, tetrahidrobiopterina, tiveram redug¢do da indugdo dos genes
dependentes de Nrf2 (McNeill et al., 2015).

@ -

’ i ARE H Genes da defesa celular h

EROs, ERNs
proteinas oxidadas,

etc.

Proteassoma

Actina

Figura 2. Papel do sistema Keapl-Nrf2-ARE na regulacio do resposta
antioxidante. Adaptado de Goldring et al., (2006).

1.2. TETRAHIDROBIOPTERINA

A BH4 ¢é a forma totalmente reduzida (6R-L-eritro-5,6,7,8-
tetrahidrobiopterina) e funcional da pterina denominada biopterina (6-
(L-eritro-1",2’-diidroxipropil)-2-amino-4-hidroxipteridina).
Biologicamente a BH4 atua como cofator obrigatdrio para a atividade
das enzimas fenilalanina hidroxilase, tirosina hidroxilase e triptofano
hidroxilase, as quais catalisam as etapas iniciais da degradacdo da
fenilalanina no figado, assim como as etapas limitantes da biossintese
dos neurotransmissores dopamina e serotonina (Kaufman, 1963). Além
disso, a BH4 também atua como cofator obrigatorio para a atividade de
todas as isoformas da 6xido nitrico sintase (Mayer et al., 1990; Werner
et al., 1998), sendo essencial para a sintese de NO (Mayer et al., 1990;
Tayeh and Marletta, 1989). Ainda, a BH4 esta envolvida na clivagem de
ésteres lipidicos pela enzima alquilglicerol monooxigenase (Thony et
al., 2000).
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As concentragdes intracelulares de BH4 sdo mantidas através de
trés vias metabolicas, a biosintese de novo, a via de reciclagem e a via
de salvagdo (Figura 3).

1.2.1. Biossintese de novo

A biossintese de novo de BH4 ocorre a partir de guanosina
trifosfato (GTP) e requer a participagdo de trés enzimas. Na primeira
etapa, o GTP € convertido a dihidroneopterina trifosfato através da GTP
ciclohidrolase I (GTPCH). Na etapa seguinte, a 6-piruvoil
tetrahidrobiopterina sintase (PTPS) converte a dihidroneopterina
trifosfato em 6-piruvoil tetrahidropterina (Thony et al., 2000). O ultimo
passo na biossintese da BH4 envolve a sepiapterina redutase (SR), que
converte a 6-piruvoil tetrahidropterina em BH4 (Thony et al., 2000).

A enzima GTPCH representa o passo limitante da biossintese
de BH4 (Levine et al., 1990), e é regulada transcricionalmente por
concentragdes de interferon-y (IFN-y), interleucina-lbeta (IL-1p)
(Franscini et al., 2003), fator de necrose tumoral alpha (TNFa) (D'Sa et
al., 1996), fator de crescimento do nervo (NGF) (Bauer et al., 2002) e
peroxido de hidrogénio (H,O,) (Ishii et al., 2005), entre outros. Durante
condi¢des de inflamacdo, a atividade da GTPCH ¢ estimulada podendo
aumentar em até 100 vezes, enquanto a PTPS e a SR permanecem em
concentragdes basais (Kerler et al., 1989, Werner et al., 1990, Werner-
Felmayer et al., 1993a). Em consequéncia, o metabolito intermediario
7,8-dihidroneopterina trifosfato ¢ acumulado e convertido em
neopterina, (Chittiprol et al., 2010; Hagberg et al., 2010; Ota et al.,
2007).

1.2.2. Via de reciclagem

A BH4 pode ser produzida também através de uma via de
reciclagem, onde a molécula de BH4 cede um par de elétrons para
alguns aminodcidos (fenilalanina, tirosina e arginina), e
concomitantemente ¢ oxidada em BH2, a qual é reciclada em BH4 a
partir da enzima quinonoide dihidrobiopterina redutase (QDPR) e/ou
dihidrofolato redutase (DHFR) (esta agindo principalmente no figado)
(Thony et al., 2000; Longo, 2009).

1.2.3. Via de salvacao

Além disso, a produ¢do de BH4 pode ocorrer através da via de
salvagdo. Nesta via, a 6-piruvoil tetrahidrobiopterina pode ser
transformada em  intermediarios  instaveis  (1’-hidroxi-2’-oxo
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tetrahidropterina ou também chamado de 6-lactoil tretrahidropterina)
por um grupo de enzimas inespecificas denominadas de aldoses /
carbonil redutases ou pela sepiapterina redutase, que favorecem i) a
formacdo direta de BH4 ou i) a formacdo ndo enzimatica de
sepiapterina, ¢ desta em BH2 que sera convertida em BH4 pela DHFR
(Blau et al., 2001).

Sintese de novo Via de salvacao Via de reciclagem
6-piruvoil
GTP tetrahidrobiopterina
e GTPCH l AR/CR 4g-h|d.rOX|- oy
u i tetrahidrobiopterina
7 8-diid teri 6-lactoil
St "t .rfom:otp €rna-' | tetrahidrobiopterina
= rifosfato ——
g PTPS l 6-lactoil-7,8-
% *'6 Sl dihidrobiopterina Quinonoide-
@ o L
Z | tetrahidrobiopterina SRICR dihidrobiopterina
7 8-
dlhldroblopterlna (BH2)
QDPR
DHFR

B H 4 4a-hidroxi-

tetrahldrobloptenna
(tetrahidrobiopterina)

AN

NOS-1 NOS-2 NOS-3 TyrOH TrpOH PheOH

Figura 3. Vias metabélicas (de novo, salvacio e reciclagem) envolvidas na
producdao de BH4. As concentragdes de BH4 sdo mantidas por trés vias
metabolicas distintas, a via de sintese de novo, a via de salvagdo e a via de
reciclagem. GTP: guanosina trifosfato, GTPCH: GTP ciclohidrolase, PTPS: 6-
piruvoil tetrahidrobiopterina sintase, SR: sepiapterina redutase, AR: aldose
redutase, CR: carbonil redutase, DHFR: dihidrofolato redutase, PCBD: pterina-
4a-carbinolamina desidratase, QDPR: quinonoide-dihidrobiopterina redutase,
NOS-1: é6xido nitrico sintase neuronal, NOS-2: 6xido nitrico sintase induzivel,
NOS-3: 6xido nitrico sintase endotelial, TyrOH: tirosina hidroxilase, TrpOH:
triptofano hidroxilase e PheOH: fenilalanina hidroxilase. Adaptado de Costigan
etal., (2012).

Em condi¢des fisiologicas, o metabolismo da BH4 ¢
minuciosamente controlado para manter o adequado balango
homeostatico desta molécula. Algumas doengas multifatoriais de curso
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cronico, como por exemplo aterosclerose e o Diabetes Mellitus,
apresentam um comprometimento nas concentragdes intracelulares de
BH4 (Channon, 2004). Além disso, muta¢des genéticas nas enzimas que
participam do metabolismo da BH4, geralmente levam a diminui¢do na
concentragdo de aminas biogé€nicas, como por exemplo de serotonina no
liquor e, em alguns casos, ao aumento nas concentragdes de
fenilalanina, sindrome conhecida como hiperfenilalaninemia ou
fenilcetonuria (Thony e Blau, 2006). Neste sentido, a deficiéncia de
serotonina, norepinefrina e/ou dopamina e ainda altas concentragdes de
fenilalanina no cérebro durante o desenvolvimento, podem ocasionar
disturbios cognitivos, como retardo mental (Longo, 2009; Neville et al.,
2005) e ainda alteragdes motoras, como distonia e tremores (Furukawa
et al., 1998; Nagatsu and Ichinose, 1996).

Um dos metabdlitos secundarios da via de sintese de BH4, a
neopterina, recentemente também ganhou grande importincia nas
sindromes psiquiatricas e neurodegenerativas, quando, foi observado
que individuos acometidos por essas alteracdes do sistema nervoso
central apresentaram concentragdes aumentadas de neopterina no liquor
e na corrente sanguinea (Chittiprol et al., 2010; Hagberg et al., 2010;
Ota et al., 2007).

1.3. NEOPTERINA

A neopterina, 2-amino-4-hidroxi-6-(D-eritro-1'2'3'-
trihidroxipropil)-pteridina (figura 4), ¢ uma pteridina gerada durante
diversos processos inflamatorios, incluindo os neuroinflamatorios. E
produzida principalmente por células do sistema imune, como
mondcitos e macréfagos, tendo como fator estimulante mais importante,
as citocinas inflamatorias (Franscini et al., 2003). Em individuos adultos
saudaveis, a concentragdo basal de neopterina ¢ de 5,2 £ 2,5 nmol/L no
plasma ou soro, 4,5 £ 1,0 nmol/L no liquor (Hagberg et al., 1993) e
oscila entre 123 e 230 pumol/mol creatinina na urina (Werner et al.,
1987). O aumento das concentragdes desta pterina nos fluidos
bioloégicos correlaciona-se positivamente com patologias associadas a
processos inflamatorios e, por esta razdo, atualmente é considerada um
marcador sensivel da ativagdo do sistema imune (Fuchs et al., 1989).
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Figura 4. Estrutura da neopterina (Murr et al., 2002).

Como citado anteriormente (no toépico 1.2.1. Biossintese de novo
de BH4), estimulos inflamatorios (INF-y, IL-1B e TNFa) provocam o
aumento do mRNA que codifica para a GTPCH a qual é expressa na
maioria das células e representa o passo limitante na biosintese de novo
da BH4. O aumento da atividade de GTPCH repercute no aumento do
fluxo da sintese de BH4. No entanto, alguns tipos celulares,
principalmente aqueles de linhagem macrocitica, apresentam baixa
expressdo da enzima PTPS, o que proporciona o acumulo do metabdlito
intermediario, 7,8-diidroneopterina trifosfato. Desta forma a atividade
da PTPS ¢ a segunda etapa que controla o fluxo da biossintese da BH4.
Em células macrociticas, o aumento na expressio de GTPCH resulta
principalmente na sintese de neopterina através da desfosforilagdo de
7,8-diidroneopterina trifosfato em 7,8-NH2 por acdo de fosfatases
alcalinas e a oxidacdo de 7,8-NH2 em neopterina (Figura 5) (Hagberg et
al., 2010).
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Figura 5. Inducio da sintese de neopterina. GTP: guanosina trifosfato; IFN-
v, interferon-y; GTPCH, GTP ciclohidroxilase; PTPS, 6-piruvoil
tetrahidropterina sintase. Adaptado de Hagberg et al. (2010).

Por outro lado, a produgdo de neopterina no SNC ndo ¢
totalmente conhecida. As concentragdes de neopterina encontradas no
liquor foram, por muitos anos, associadas aos valores de neopterina
circulante no plasma ou no soro (Fuchs et al., 1989). Porém, em
condig¢des de traumatismo cranioencefalico grave ou em infec¢des das
meninges cerebrais, as concentragdes de neopterina no liquor sdo mais
elevadas em relagdo as concentragdes plasmaticas (Lenzlinger et al.,
2001; Yoshida et al., 1999; Azumagawa et al., 2003), indicando a
possibilidade de producdo local desta pterina. Em concordancia,
Kuehne e colaboradores (2013) ndo encontraram correlagdo entre as
concentracdes de neopterina no plasma e no liquor de pacientes
acometidos por esquizofrenia com fungdo normal da barreira
hematoencefalica. Estes achados corroboram com a teoria de que possa
haver sintese local de neopterina no SNC (Kuehne et al., 2013).

Em adigdo, a microglia, um tipo de célula glial originada de
células mieloides, localiza-se na substincia cinzenta e apresenta maior
concentracdo no hipocampo, ganglios basais e na substincia negra. A
microglia corresponde em torno de 10% do total das células do SNC e,
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por responder a estimulos com IFN-y e expressar NOS de uma maneira
semelhante aos macrofagos periféricos (Block et al., 2007), a torna uma
candidata para a produ¢do de neopterina.

Da mesma maneira, os astrocitos também respondem a
estimulos com IFN-y e podem induzir a expressdo de NOS2 em resposta
a ativacdo imune, representando mais uma possivel fonte da produgdo
de neopterina. Além disso, considerando que a neopterina é um
bioproduto da ativagdo da biosssintese de novo de BH4, células
nervosas que produzem aminas biogénicas poderiam, ainda,
complementar a sintese de neopterina no SNC. Estas possibilidades
estdo em concordancia com um estudo que demonstrou que regides do
cérebro dependente de BH4 para sintetizar neurotransmissores
incluindo, hipocampo, amidala, substancia negra, nucleos da rafe e
accumbens, caudado e putamem de humanos sem histérico de
disfungdes neuroldgicas, apresentam concentragcdes elevadas de
neopterina quando comparados com as de biopterina, corroborando com
a possibilidade da producdo neural desta pteridina (Sawada et al., 1987).

Além disso, recentemente foi demonstrado que apos lesdo de
nervo periférico, a transcricdo do gene Gchl que codifica a enzima
GTPCH, ¢é aumentada tanto em macrofagos quanto em neurdnios
periféricos lesionados, com consequente aumento da produgdo local de
BH4 e neopterina (Latremoliere et al., 2015).

1.3.1. Efeitos biologicos da neopterina

Atualmente existem mais de 3000 referéncias no PubMed que
mostram as concentragdes periféricas de neopterina como um marcador
da ativagdo do sistema imune em diferentes condigdes inflamatorias
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/ acessado em 09/09/2015).
Entretanto, poucos trabalhos demonstram os efeitos relacionados a esta
pteridina (ver tabelas 1 e 2). Os dados existentes s@o, em algumas vezes,
contraditérios e dificeis de relacionar com a fisiologia humana,
principalmente porque as concentragdes testadas podem ultrapassar até
duas mil vezes as concentragdes plasmaticas de neopterina da populagéo
saudavel (Hagberg et al., 1993, Widner et al., 2002, Casal et al., 2003,
Kuehne et al., 2013, Hytonen et al., 2014). Em geral, estes estudos
mostram que a neopterina e o seu precursor defosforilado 7,8-
diidroneopterina (7,8-NH2) induzem efeitos similares in vitro, incluindo
a translocagdo do fator de transcri¢do nuclear kappa B (NF-xB),
aumento de Ca®" intracelular, producdo de ERs, indugéo da expressdo de
protooncogenes, apoptose ¢ redugdo na viabilidade celular em diferentes
células, tanto de origem humana quanto animal (tabelas 1 e 2). No
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entanto, quando células de origem neural foram expostas a estes
metabdlitos, a 7,8-NH2 induziu toxicidade em concentragdes que a
neopterina induziu prote¢do, ou entdo ndo apresentou efeitos (tabelas 1 e
2). E ainda importante ressaltar que nio existem estudos relatando o
acimulo de altas concentragdes de 7,8-NH2 em fluidos biologicos,
mesmo em situagdes onde a via de biossintese de BH4 esta
completamente comprometida por uma deficiéncia de PTPS e, desta
maneira, o acamulo de 7,8-NH2 parece ndo ocorrer in vivo (Leuzzi et
al., 2010).

Por outro lado o acimulo de neopterina é relatado no liquor de
pacientes de doenca de Parkinson e de pacientes com patologias
neurolégicas cronicas (Dale et al., 2009; Fujishiro et al., 1990).
Hoffmann et al. (2003) sugere ainda que a neopterina poderia agir
como um modulador bioquimico e de fun¢des biologicas na defesa do
hospedeiro. A neopterina promoveria a produgdo de estresse oxidativo,
com amplificagdo dos efeitos citotoxicos das espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio contra o patdégeno invasor (Dale et al., 2009;
Hoffmann et al., 2003). Neste contexto, tem sido demonstrada uma
estreita correlagdo entre as concentragdes de neopterina liberada pelas
células do sistema imune e a produgdo de ERs (Nathan, 1986; Weiss et
al., 1993).
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Tabela 1

Efeitos extracelulares da neopterina in vitro

Espécie Tipo celular Tratamento Efeitos
Células do 20 uM; Aumento da expressao do fator nuclear kappa B
musculo liso 2 horas (NF-kB) e da oxido nitrico sintase induzivel
vascular (NOS2). (Hoffmann et al., 1996).
1-1000 uM; Indugdo de apoptose (Schobersberger et al., 1996).
24 horas
Linhagem 1-1000 uM; Aumento da expressdo da molécula de adesao
Roedores celular de 6 - 24 horas intercelular 1 (ICAM-1 (Hoffmann et al., 1999).
epitélio 1-1000 uM; Aumento da expressdo de NF-kB
alveolar 1 hora (Hoffmann et al., 1999).
100 nM; Inibigdo da liberacao de calcio induzida por ATP.
10 min (Hoffmann et al., 2002).
Linhagem celular 400 nM; Induc@o da expressdo do gene c-fos em presenca de
de fibroblasto 18 horas cGMP (Uberall et al., 1994).
embrionario
Linhagem celular 1 uM; Aumento nas concentragdes intracelulares de Ca*
de monocitos 1 min (Woll et al., 1993).
THP-1
Células 10 - 100 nM; Aumento da expressao de NF-kB
endoteliais da 30 min (Cirillo et al., 2006).
artéria corondria
Cultura primaria 400 pM; Inibigdo da liberagao de oxigénio singlete induzida
de neutrofilos 3 min por zimozan opsonizado (Mori et al., 2010).
Humanos Linhagem celular 0,5 - 1000 uM; Indugéo de morte celular programada
derivada de 24 horas (Baier-Bitterlich et al., 1995).
linfoma histiocitico
Astroglioma 1 mM; Neoperina ndo alterou a morfologia e a proliferagdo
U373MG 2 ou5dias  celular (Speth et al., 2000).
Microglia 0,1 - 1 mM; Neopterina ndo alterou a proliferagdo celular
CHME 5 dias (Speth et al., 2000).
Neural 0,1 - 1 mM; Neopterina ndo alterou a proliferagao celular
SK-N-SH 5 dias (Speth et al., 2000).

Tabela 1. Compilagdo dos efeitos extracelulares da neopterina in vitro.
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Tabela 2
Comparacio dos efeitos extracelulares de neopterina (NEO)
e 7,8-diidroneopterina (7,8-NH2) in vitro
Efeito induzido pela pterina NEO 7,8-NH2

Apoptose em bactérias (200 pM; 24 h) (Weiss et al., 1993). + -
Apoptose em alvéolo epitelial de rato (200 M; 24h) n o
(Schobersberger et al., 1996).

Apoptose em células de feocromocitoma (PC12) (5 e ImM; 48 h) _ i

(Enzinger et al., 2002).

Comprometimento da viabilidade celular e alteragdes morfologicas

em células astrocitarias (U373MG), microglial (CHME) e neurais - +
(SK-N-SH) (0,1 to 5 mM; 5 dias) (Speth et al., 2000).

Indugdo de genes relacionados com o crescimento celular em

fibroblastos (NIH3T3) (NEO ou7,8-NH2 400 nM em combinagio + +
com monofosfato ciclico de guanosina (cGMP) 20 uM) (Uberall et al., 1994)

Tabela 2. Comparagdo dos efeitos extracelulares da neopterina e do seu
precursor defosforilado 7,8-dihidroneopterina (7,8-NH2) in vitro.
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2. HIPOTESE

Com base nos achados bibliograficos aqui expostos,
hipotetizamos que as células do SNC teriam a capacidade de sintetizar e
liberar neopterina. Além disso, propomos que a neopterina além de ser
um marcador da ativacdo do sistema imune, em concentracdes
adequadas possua propriedades citoprotetoras através ativacdo de Nrf2
por estresse eletrofilico.



50

3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a producio e o efeito da neopterina sobre o aprendizado
e memoria e sobre parametros de citoprote¢do, com o intuito de melhor
entender seu possivel papel de potencializador cognitivo.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1. Objetivos especificos relacionados com estudos in vivo
a) Investigar o efeito da administragdo intracerebroventricular
(i.c.v.) de neopterina em camundongos Suicos machos adultos
sobre a memoria no teste comportamental de esquiva inibitoria
e sobre pardmetros de locomogao no teste do campo aberto;
b) Investigar o efeito da administragdo i.c.v. de neopterina em
Ratos Wistar sobre a formagdo da memoria através do teste
comportamental da esquiva inibitéria e na formagdo de LTP e
sobre 0 comportamento ansiolitico através do teste
comportamental do labirinto em cruz elevado;
¢) Investigar o efeito da administracdo i.c.v. de neopterina em
animais nocautes para IL-10 (IL—lO('/')) e camundongos
C57BL/6  administrados com o indutor inflamatorio
lipopolissacarideo bacteriano (LPS), intraperitonealmente (i.p.)
sobre a memoria no teste comportamental de esquiva inibitoria;
e sobre pardmetros de locomogao no teste do campo aberto;
d) Investigar o efeito da administracdo i.c.v. de neopterina em
camundongos C57BL/6 sobre a locomogao espontanea induzida
pela administragdo de anfetamina no teste do campo aberto;
e) Investigar o efeito da administragdo i.c.v. de neopterina sobre
o teste comportamental do medo condicionado em
camundongos C57Bl/6 e em animais geneticamente
modificados (camundongos VGV) que possuem o receptor 2C
de serotonina completamente editado;
f) Investigar o efeito da administrag@o i.c.v. de neopterina em
camundongos Suigos machos adultos em um modelo de
amnésia induzida pela administracdo de escopolamina (i.p.)
sobre a memoria no teste comportamental da esquiva inibitoria;
g) Investigar o efeito da administragdo i.c.v. de neopterina em
camundongos Suicos machos adultos sobre pardmetros de
estresse oxidativo através da mensuragdo de grupamentos
tidlicos livres (NPSH), substancias reativas ao dacido
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tiobarbiturico (TBA-RS), atividades da glutationa peroxidase
(GPx) e glutationa redutase (GR) e concentragdes de glutationa
reduzida (GSH);

h) Investigar o efeito da administracdo i.c.v. de neopterina em
camundongos IL-10"" e camundongos C57BL/6 administrados
com LPS (i.p.) sobre as concentragdes cerebrais das citocinas
IL-1pB ¢ IL-6;

i) Investigar o efeito da administragio de LPS (i.p.) em
camundongos C57BL/6 sobre a expressdo génica cerebral das
citocinas IL-1f e IL-6 e das enzimas GCHI e SPR envolvidas
na sintese de novo da BH4.

3.2.2. Objetivos especificos relacionados com estudos in vitro
a) Investigar a producdo e liberacdo de neopterina em fatias
hipocampais de camundongos Suicos expostas a azida sddica e
em culturas primarias de células nervosas humanas expostas aos
indutores inflamatorios IFN- y e LPS;
b) Investigar o efeito de concentragdes crescentes de neopterina
(0 - 5uM), bem como da coincubagdo de neopterina com azida
sodica e/ou perdxido de hidrogénio sobre os parametros de
viabilidade celular, liberagcdo de lactato, conteudo proteico de
heme oxigenase-1 e produgdo de espécies reativas em culturas
de células gliais C6 e culturas primarias de astrdcitos estriatais
de rato Wistar;
¢) Investigar o efeito da incubacdo de neopterina em células C6
sobre o contetido de Nrf2;
d) Investigar o efeito da incubag@o de neopterina em culturas
primarias de astrocitos hipocampais de ratos Wistar sobre as
concentragdes intracelulares de Ca%;
e) Investigar o efeito da incubag@o de neopterina em culturas
primarias de neurénios dos ganglios da raiz dorsal de
camundongos C57BL/6 sobre a malha mitocondrial.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. EXPERIMENTOS IN VIVO

4.1.1. Animais

Para a realizagdo dos experimentos in vivo os seguintes animais

foram empregados:

Camundongos Sui¢os, machos adultos de 60 dias de vida (45-
50g), obtidos do Biotério Central da UFSC, Floriandpolis,
Brasil.

Ratos Wistar, machos adultos de 60 dias de vida (190-260g),
obtidos do Biotério Central da Universidade Nacional de
Cordoba, Cordoba, Argentina.

Camundongos C57BL/6 ¢ nocautes para IL-10 (IL-107)
obtidos do Biotério Setorial do Departamento de Farmacologia
da UFSC.

Camundongos C57BL/6, machos adultos de 60 dias de vida
(20-25g), obtidos do Biotério Central do Institut National de la
Santé et de la Recherche Médicale (INSERM), Hospital Pitié
Salpétriére, Paris, Franga, assim como de uma colonia de
expansdo (3* geracdo, irmao/irmd) mantida pelo Laboratorio de
Bioenergética e Estresse Oxidativo no biotério do
Departamento de Bioquimica da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC), Floriandpolis, Brasil.

Camundongos VGV (expressam a isoforma totalmente editada
do receptor 2C de serotonina; background C57BL/6), machos
adultos de 60 dias de vida (15-20g), obtidos do Biotério Central
do INSERM, Hospital Piti¢ Salpétriére, Paris, Franga.

Os animais foram mantidos em biotério com ciclo claro-escuro

de 12/12 horas, a 24 £ 1 °C, com acesso livre a agua e ragdo. Cabe
salientar que durante todos os procedimentos foram seguidos os
principios basicos do uso de animais em toxicologia (adotados pela
Sociedade de Toxicologia em Julho de 1989), minimizando o numero de
animais bem como seu sofrimento. Este projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal
de Santa Catarina (Protocolo CEUA N° PP00425).
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4.1.2. Administraciio intracerebroventricular (i.c.v) de neopterina

Camundongos Suigos machos, camundongos C57BL/6,
camundongos nocautes para IL-10" ¢ animais VGV receberam veiculo
ou neopterina i.c.v. nas doses de 0,4 ou 4 pmol através de injegdes
transcraniais com base nas coordenadas relativas de acordo com o atlas
de Paxinos (Paxinos and Franklin, 2001).

Ratos Wistar foram canulados estereotdxicamente para
implantagdo de canula no ventriculo lateral esquerdo para administragdo
de neopterina 4 pmol. O posicionamento da canula no ventriculo lateral
foi realizado através do uso de coordenadas relativas ao bregma
(anteroposterior = -0,8 mm, latero-lateral = +/-1,5 mm, dorsoventral = -
4,0 mm) (Paxinos and Watson, 1982). A canula foi fixada ao cranio com
cimento acrilico dental. Apos a cirurgia os animais se recuperaram por 7
dias antes da realizacdo dos experimentos.

As doses de 0,4 ¢ 4 pmol de neopterina utilizadas neste trabalho
foram baseadas na concentragdo final que aproximadamente se atingiria
no liquor cefalorraquidiano de 15 e 150 nM, no momento da
administragdo da mesma. Nos experimentos em ratos Wistar, somente a
dose de 4 pmol foi testada, pois estes animais tem o volume de liquor 10
vezes maior que os camundongos.

Para preparacdo das solugdes de neopterina (Sigma) nas
concentragdes desejadas, a droga foi diluida em liquor artificial (aCSF)
constituido por NaCl 140 mM, KCl 3 mM, CaCly(2H,0) 2,5 mM,
MgCl,(6H,0) 1 mM, Na,HPO,4 1,2 mM e de NaH2PO4 0,27 mM. Os
animais do grupo controle receberam aCSF.

4.1.3. Administracio intraperitoneal de LPS

Os animais receberam administragdo intraperitoneal (i.p.) de
salina ou de lipopolissacarideo bacteriano (Escherichia coli LPS; 0,33
mg/kg; sorotipo 0127:B8). A dose utilizada foi de acordo com Henry et
al. (2009).

4.1.4. Parametros comportamentais

As avaliagdes comportamentais referentes ao teste de campo
aberto e teste da esquiva inibitdria foram realizadas em colaboragdo com
o Laboratorio de Doencas Neurodegenerativas do Departamento de
Farmacologia da UFSC, sob coordenagdo do Prof. Rui Daniel S.
Prediger.

As avaliagdes comportamentais referentes ao teste da esquiva
inibitdria e labirinto elevado em cruz em ratos Wistar foram realizados
em colabora¢do com o Departamento de Farmacologia da Universidade
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Nacional de Cordoba, Cordoba, Argentina, sob coordenagdo da
professora Dra. Mariela Pérez.

As avaliagdes comportamentais referentes ao teste do medo
condicionado e o desafio locomotor farmacolégico induzido pela D-
anfetamina foram realizadas em colabora¢do com o Laboratério de
Physiopathologie des Troubles de I'Humeur et de ['Addiction,
localizado no Centro de Pesquisa em Psiquiatria e Neurociéncias na
Université Paris Descartes, Hospital Pitié-Salpétriére, em Paris, Franga,
sob coordenagdo da professora Dra. Laurence Lanfumey.

4.1.4.1. Teste do campo aberto

Para avaliar alteragdes locomotoras induzidas pelos diferentes
tratamentos utilizados os animais foram avaliados por 5 minutos na
arena do campo aberto seguindo o protocolo descrito por Hall and
Ballachey (1932). O teste foi gravado e a distancia total percorrida foi
analisada posteriormente através do software ANY-mazeTM software
(Stoelting Inc., Wood Dale, IL, USA).

4.1.4.2. Teste da esquiva inibitéria

A memoria aversiva pode ser avaliada através do modelo de
esquiva inibitoria. Nesta tarefa o animal aprende a relacionar a descida
de uma plataforma com um leve choque aplicado nas patas. Com isso,
numa segunda exposi¢do a caixa de esquiva ele evita um
comportamento inato de descer da plataforma para explora-la. Este
aprendizado envolve varios estimulos, incluindo percepgdo espacial e
visual.

O teste foi realizado em uma caixa de acrilico (camundongos:
30 x 20 x 20 cm; ratos: 50 x 25 x 25 ¢cm) contendo uma base condutora
de energia (grade com barras de bronze com Imm de didmetro e
espacamento de lcm entre elas) e uma plataforma em acrilico
(camundongos: 10 cm2 de superficie ¢ 2 ¢cm de altura localizada no
centro do assoalho; ratos: 7 x 25 c¢cm de superficie e 2,5 cm de altura
localizada no lado esquerdo do assoalho). O animal foi posto sobre a
plataforma e sua laténcia para descer sobre a grade (com as quatro
patas) foi cronometrado. Na sessdo de treino, apos o teste de campo
aberto no momento que o animal desce sobre a grade o animal ¢
estimulado com um leve choque nas patas (0.3 mA) durante 2,0
segundos. Cada animal foi testado 1,5 e 24 horas apds o treino para
avaliacdo de memoria de curta e de longa duragdo (STM e LTM,
respectivamente), realizando-se 0 mesmo procedimento, mas omitindo-
se o choque, sendo também cronometrado o tempo que o animal demora
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em descer da plataforma. O aprendizado consiste em o animal ndo
descer da plataforma, ou fazé-lo ap6s um periodo de tempo maior que o
observado quando desce da plataforma pela primeira vez (Roesler et al.,
1999).

4.1.4.3. Teste do labirinto em cruz elevado

O teste do labirinto em cruz elevado foi utilizado para avaliar o
comportamento ansiolitico dos animais. O aparato consiste de um
labirinto de madeira recoberto por formica preta composto de dois
bragos abertos (50 x 10 cm) unidos a dois bracos fechados com paredes
forradas de preto, elevados a 50 cm do solo por um suporte de madeira.
O animal ¢ colocado no centro do aparato voltado para um dos bragos
fechados sendo permitido explorar livremente o aparato durante 5
minutos. O namero de entradas e a porcentagem do tempo de
permanéncia nos bragos abertos foi analisado (Pellow et al., 1985).

4.1.4.4. Teste do medo condicionado

O medo condicionado foi avaliado através de trés dias
consecutivos de testes comportamentais realizados em uma camara
operante (26 x 18 x 22 cm) com paredes laterais de aluminio, paredes
anterior e posterior de acrilico, ¢ um piso com grade de aco inoxidavel
(MED Associates, St Albans, VT). No primeiro dia, todos os animais
(camundongos C57BL/6 ou VGV) foram colocados individualmente na
camara de condicionamento contendo odor de baunilha e permaneceram
ambientando durante 3 minutos. Em seguida, um som (estimulo
condicionado; CS - do inglés, conditioned stimulus) de 2500 Hz de
frequéncia e intensidade de 85 dB apresentado por 30 segundos e
seguido de um choque de 0,75 mA por 2 segundos (estimulo ndo-
condicionado; US - do inglés, unconditioned stimulus). Logo apods, um
intervalo inter-trial (ITI - do inglés, inter trial interval) se estendeu por 2
minutos. O ciclo de CS-US-ITI repetiu-se por seis vezes. Vinte e quatro
horas apds (segundo dia), o condicionamento do medo contextual foi
avaliado. Os animais retornaram para a mesma camara onde ocorreu o
condicionamento permitindo-se a exploracdo do ambiente durante 20
minutos, sem apresenta¢do de CS ou US. No terceiro dia, a memoria do
medo condicionado foi avaliada. Os animais retornaram para a cdmara
apos alteracdo do contexto (nenhum odor a baunilha, adigdo de papel
quadriculado nas paredes posterior e anterior, bem como alteragdo do
padrio de luz dentro da camara). Nesta tltima etapa, apenas o CS foi
apresentado 40 vezes separados por um ITI de 2 segundos. Todas as
sessOes foram gravadas usando cameras infravermelhas e controladas
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por interface de um sistema informatizado (MED Associates, St Albans,
VT). O comportamento de congelamento (do inglés, freezing), definido
como auséncia completa de movimentos voluntarios, exceto para a
respiracdo, foi medido manualmente a cada 2 segundos e expresso
através da percentagem de tempo em que o animal permaneceu em
congelamento. A neopterina (0,4 pmol i.c.v.) foi administrada 30
minutos apds o condicionamento.

4.1.4.5. Desafio locomotor farmacolégico induzido pela D-
anfetamina

A medida de locomogdo também foi analisada sobre a
hiperlocomoc¢do causada pela administragdo de D-anfetamina (Sigma; 3
mg/kg; intraperitoneal). Os animais foram avaliados em arena quadrada
10 minutos antes da administracdo de anfetamina e 180 minutos apos a
inje¢do da mesma (50 x 50 x 50 cm, Viewpoint Life Sciences Inc.,
Lyon, Franga). O teste foi gravado e a distincia total percorrida foi
analisada posteriormente através do software ANY-mazeTM software
(Stoelting Inc., Wood Dale, IL, USA).

4.1.5. Parametros de eletrofisiologia

As avaliagdes eletrofisiologicas foram realizadas em
colaboracdo com o Departamento de Farmacologia da Universidade
Nacional de Cordoba, Cordoba, Argentina, sob coordenagdo da
professora Dra. Mariela Pérez.

Para as andlises eletrofisiologicas, ratos Wistar machos adultos
foram eutanasiados 24 horas apds a administragao in vivo de neopterina
(4 pmol; i.c.v.) e fatias hipocampais (400 um) foram colocadas em uma
camara de registro (BSC - BU Harvard Apparatus), perfundidas com
tampao Krebs (NaCl 122 mM, KC1 3 mM, MgSO,4 1,2 mM, KH,PO, 0,4
mM, NaHCO; 25 mM, glicose 10 mM e CaCl, 1,3 mM) saturado com
95 % de O, ¢ 5 % de CO,. A taxa de perfusdo foi de 1,6 mL/minuto
enquanto que a temperatura da solug@o do banho foi mantida a 28°C por
um regulador de temperatura (TC - 202A Harvard Apparatus).
Potenciais pods-sinapticos excitatorios (fEPSPs - do inglés, field
excitatory postsynaptic potentials) foram evocados com um eletrodo
estimulante introduzido na via perfurante (PP - do inglés, perforant
pathway) ¢ um eletrodo de registo inserido na camada de células
granulares do corpo denteado. Somente fatias que mostraram uma
resposta estavel foram incluidas. Os fEPSPs que responderam a pulsos
de 0,2 Hz (0,5 ms, 10 mA cada) foram amostrados a cada 5 minutos
durante um periodo de 20-30 minutos (baseline). Uma vez que nao
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foram observadas altera¢des na amplitude dos fEPSPs, o protocolo de
estimulagdo foi aplicado para determinar a frequéncia geradora de LTP.
O protocolo de estimulacdo consistiu em um trem de pulsos (0,5 ms, 10
mA cada) de 2 segundos de duragdo (tétano), com aumento de
frequéncia variavel (5-200 Hz), que foi entregue a PP por um gerador
de pulso A310 Accupulser (World Precision Instruments Inc. , EUA).
Ap0s o tétano, um novo fEPSP médio foi registrado a 0,2 Hz e quando a
formagdao de LTP ndo foi observada, uma nova estimula¢gdo com
frequéncia mais elevada foi aplicada. A LTP foi considerada existente
quando a amplitude do fEPSP aumentou em pelo menos 30 %, quando
comparada ao fEPSP basal, e persistiu durante 60 minutos. Uma vez
formada a LTP, nenhum outro tétano foi aplicado. Para cada animal,
uma segunda fatia hipocampal foi avaliada para confirmar o limiar de
geracdo de LTP através da aplicag@o do tétano na mesma frequéncia em
que a LTP foi induzida anteriormente. Nao foram observadas diferencas
na geragao de LTP entre fatias.

4.1.6. Parametros bioquimicos

Para a mensuracdo das medidas de estresse oxidativo, o cérebro
foi homogeneizado em dez volumes de tampao fosfato de s6dio 20 mM,
pH 7,4, contendo cloreto de potassio 140 mM. Posteriormente, o
homogeneizado foi centrifugado a 1.000 x g durante 10 minutos a 4 °C.
O sobrenadante foi retirado e acondicionado em eppendorfs,
armazenado e utilizado para andlises referentes a estresse oxidativo
(Latini et al., 2007).

Para a mensuragdo das citocinas inflamatorias no momento da
eutanasia o cérebro foi dissecado e um hemisfério foi armazenado em
eppendorffs a -80°C até o dia da analise. No dia das determinagdes, a
estrutura foi homogeneizada em cinco volumes de tampao Tris 10 mM
contendo 1mM 4acido etileno diamino tetra-acético (EDTA), Triton 1%,
inibidores de protease aprotinina 1p / mL, quimostatina Ip / mL e
leupeptina 1 p/ mL e 1 p / mL de fenil metil sulfonil fluoride. Apos a
homogeneizagdo a amostra foi centrifugada a 14.000 x g por 10 minutos
a 4°C, e o sobrenadante foi separado para a quantificacdo de citocinas.

4.1.6.1. Quantificacio de substincias reativas ao acido
tiobarbitirico

A concentragdo tecidual de substancias reativas do acido
tiobarbiturico (TBA-RS) foi determinado pelo método de Ohkawa
(1979). O malondialdeido é o produto final da peroxidagdo lipidica e
reage com o acido tiobarbirario (TBA) formando complexos coloridos.



58

Aliquotas de homogenatos teciduais foram incubadas, a temperatura de
100°C por 40 minutos, em tampao acido acético 1,4M,pH 3.5, contendo
dodecil sulfato de soédio 0,45% e TBA 0,6%. Posteriormente, o
pigmento  formado foi extraido com butanol e lido
espectrofotometricamente a 540 nm. Os resultados foram expressos em
nmol / mg proteina.

4.1.6.2. Determinacio das atividades da glutationa peroxidase (GPx)
e glutationa redutase (GR)

A atividade da enzima GPx foi determinada de acordo com
Wendel (1981) utilizando tert-butila como substrato da enzima. A
atividade da enzima GR foi determinada de acordo com Carlberg e
Mannervik (1985). A oxidagio de NADPH para NADP" foi monitorado
por 5 mim a 340 nm. As atividades enzimaticas foram expressas como
U / mg proteina.

4.1.6.3. Determinacio das concentracdes de glutationa reduzida
(GSH)

As concentragdes teciduais de GSH foram medidas através de
ensaio fluorimétrico conforme previamente descrito por Hissin e
colaboradores (1976), empregando o-ptaldialdeido como derivatizante.
O contetido de GSH foi calculado utilizando uma curva padrdo de GSH
e a concentragao foi expressa em pmol de GSH / mg proteina.

4.1.6.4. Determinacio do conteudo de tidis livres (NPSH)

O conteudo de NPSH, cujas concentragdes sdo representadas
principalmente pela GSH (cerca de 90%), foi determinado usando
reagente de Ellman, 5,5-ditiobis 2-nitrobenzoato (Ellman, 1959). Uma
fragdo do sobrenadante foi tratada com igual volume de TCA 10%.
Apoés a centrifugagdo, uma aliquota do sobrenadante foi diluida em
tampao fosfato de sdédio 800 mM. A absorvancia foi determinada em
412 nm. Os resultados foram expressos em mmol / mg de proteina.

4.1.6.5. Determinacio da concentracio de citocinas por imunoensaio
enzimatico

A mensuragdo das citocinas IL-1f e IL-6 foram realizadas por
imunoensaio enzimatico usando kit comercial (R&D System®).

4.1.7. Parametros moleculares
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A determinagdo da expressdo génica da IL-1p, IL-6, GTPCH e
SR por reacdo em cadeia da polimerase via transcriptase reversa foi
determinado em tempo real (RT-PCR).

O RNA total foi isolado a partir de cortex cerebral, estriado e
hipocampo de camundongos C57BL-6 ap6s 4 horas da administragdo do
LPS, seguindo as instrugdes indicadas pelo fabricante do produto TRI
Reagent (Sigma). A concentracdo ¢ pureza do RNA extraido foram
determinadas através de um espectrofotdometro NanoDrop, a 260 nm e a
280 nm. O cDNA foi construido a partir de 1 pg de RNA, utilizando-se
o kit “M-MLV Reverse Transcriptase” (Sigma). A reagdo foi realizada
em microtubo de 0,2 mL contendo o tampdo da enzima M-MLV
transcriptase reversa, 0,1 M DTT, RNAse OUT, Oligodt, 10 mM dNTP
e a enzima M-MLV transcriptase reversa (e quantidade de agua
suficiente para completar 20 plL). Os microtubos foram colocados para
reacdo em um Termociclador Eppendorf, de acordo com o seguinte
protocolo: 25°C por 10 minutos, 37°C durante 50 minutos ¢ 4°C por 10
minutos, seguindo as instru¢des do manual do produto e descrito
previamente (Jiang et al., 2006). A reagdo foi realizada utilizando o kit
“SYBR Green PCR Master Mix” (Applied Biosystems), contendo cerca
de 10-100 ng de cDNA, em um volume final de 15 uL e na presenca de
0,3 uM de primers dos tipos forward ou reverse. Foram utilizados
primers especificos, conforme descritos na tabela a seguir:

Gene alvo Sequéncia do primer (5' - 3')

IL-1R Forward GCCCATCCTCTGTGACTCAT
Reverse AGGCCACAGGTATTTTGTCG
IL-6 Forward AGTTGCCTTCTTGGGACTGA
Reverse TCCACGATTTCCCAGAGAAC
Gehl Forward TGCTTACTCGTCCATTCTGC
Reverse CCTTCACAATCACCATCTCG
SR Forward AAAGGCTTCCTCAACGTGAA
Reverse CAGGGCACACAGAGATGAGA

Tabela 3. Sequéncia de primers utilizados para a reagdo de RT-PCR em tempo
real

Os primers utilizados foram desenhados utilizando o programa
“BLAST” disponivel em http://blast.
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, de acordo com os exons
especificos para cada proteina.
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Os resultados foram analisados utilizando o software Sequence
Detection Systems versdo 2.4. Os dados foram normalizados pela
expressdo do gene constitutivo P-actina, empregado como padrido
(housekeeping gene). Os dados foram expressos em conteudo relativo
de mRNA em relagdo ao grupo controle.

4.1.8. Dosagem de proteina

O conteudo proteico das amostras foi mensurado empregando o
método de Lowry et al., (1951), utilizando albumina sérica bovina como
padrao.

4.2. EXPERIMENTOS IN VITRO

Para realizagdo dos experimentos in vitro foram utilizados
cultivos primarios de células do sistema nervoso central (neurdnios,
astrécitos e microglia), células C6 com caracteristicas astrogliais e
culturas de astrocitos primarios de cortex ou de hipocampo de ratos
neonatos.

4.2.1. Cultivos primarios de células do sistema nervoso central

Os cultivos humanos primarios foram realizados a partir de tecido
cerebral humano proveniente de fetos doados por clinicas de aborto,
pratica essa, legal na Australia. O tecido foi recebido logo apds o
procedimento abortivo. O SNC foi dissecado e cultivado conforme um
protocolo  desenvolvido no Laboratéorio de Neuroinflamagdo,
coordenado pelo Prof. Gilles Guillemin na University of New South
Walles (UNSW, Australia). Nesta institui¢do foi realizado um estagio
doutoral (Doutorado Sanduiche) no periodo fevereiro a outubro de
2012.

Os cérebros fetais humanos incluidos neste estudo foram obtidos
de fetos abortados entre a 14* ¢ 18 semana de gestacdo coletados apos
aborto espontdneo ou terminagdo terapéutica, seguida de consentimento
informado. Brevemente, por¢des cerebrais foram lavadas com tampao
fosfato salina (PBS), e homogeneizadas mediante o uso de uma malha
de nylon de 100pm. A suspensdo celular foi centrifugada a 500 x g por
5 minutos em temperatura ambiente e o concentrado da mistura de
células cerebrais foi utilizado para a preparagdo dos cultivos conforme
descrito abaixo:

Os astrocitos foram preparados da mistura de células cerebrais
utilizando o protocolo previamente descrito por Guillemin et al. (2001).
As células foram cultivadas em meio RPMI 1640 contendo 10% de soro
fetal bovino, 1% de glutamina, 0,5% de glicose ¢ 1% de penicilina/



61

estreptomicina. O meio foi trocado duas vezes por semana e quando
confluentes as células foram tratadas com 0.05 % de tripsina em EDTA
e semeadas em placas de 24 pocos (10 x 10° células / po¢o), 24 horas
antes da realizacdo de cada experimento.

As culturas neuronais foram preparadas da mistura total de
células cerebrais. As células foram plaqueadas diretamente nas placas de
24 pogos previamente revestidas com Matrigel (1/20 em meio
neurobasal) e mantidas em meio Neurobasal suplementado com 1% de
suplemento B-27, 1% de glutamina, e 1% de penicilina/estreptomicina.
As culturas neuronais foram mantidas por até 4 semanas e o meio de
cultura substituido uma vez por semana (Guillemin et al., 2007).

A microglia foi preparada a partir da mistura de células neuronais,
a qual foi agitada a 220 rpm por 2 horas, as células ndo-aderidas foram
centrifugadas e transferidas para ldminas Permanox na densidade de 5 x
105 células/mL e cultivadas em DMEM contendo 10% de soro fetal de
bovino, 1% de glutamina, 0,5% de glicose, ¢ 1% de penicilina/
estreptomicina (Guillemin et al., 2005).

As culturas de ambos os tipos celulares foram mantidas a 37°C
com um minimo de 95 % de umidade relativa e em uma atmosfera de ar
com 5 % de CO».

4.2.2. Manutenc¢io da linhagem celular de astroglioma C6

A linhagem celular de astroglioma C6 foi obtida de American
Type Culture Collection (Rockville, Maryland, EUA). Estas células
adotam caracteristicas de astrocitos (células 99% GFAP positivas). As
células foram semeadas em frascos e cultivadas em meio Eagle’s com
modificagdo de Dubelcco (DMEM) contendo 2,5 mg / mL de
Fungizone® e 100 U / L de gentamicina, suplementadas com 5 % (V/V)
de soro fetal bovino (SFB), e mantidas a 37°C com um minimo de 95 %
de umidade relativa e em uma atmosfera de ar com 5 % de CO,.
Posteriormente, as células foram tratadas com 0.05 % de tripsina em
EDTA e semeadas em placas de 24 pogos (10 x 10° células / Poco).
Ap6s confluéncia, o meio foi trocado por DMEM livre de SFB e foram
adicionadas diferentes concentra¢des de neopterina (0 — SmM).

4.2.3. Cultura primaria de astrocitos estriatais e hipocampais

As culturas primarias de astrocitos foram preparadas a partir de
estriados ou hipocampos de ratos de 1 — 2 dias de idade, de acordo com
Cassina et al., (2008; 2005). Os astrocitos foram plaqueados (2 x 10*
células/cm?) e mantidos em DMEM suplementado com 10% de SBF,
HEPES 3 g/L, penicilina 100 IU/mL e estreptomicina 100 pg/mL.
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Depois do enriquecimento, os astrocitos tiveram sua pureza determinada
em pelo menos 98%, através de imunoreatividade para GFAP. Os
experimentos foram realizados apdés uma semana de plaqueamento,
quando as células atingiram a confluéncia.

4.2.4. Cultura primaria de neurdnios dos gianglios da raiz dorsal

As culturas primarias de neurdnios dos ganglios da raiz dorsal
foram preparadas a partir de cérebro de camundongos C57BL/6 com
sonda GFP fluorescente para o marcador ATF3 (do inglés - cyclic AMP-
dependent transcription fator — marca neurdnios neste tipo de cultura).
A metodologia utilizada foi de acordo com Sisignano et al. (2012). Os
neurdnios foram cultivados em meio de cultura Neurobasal, contendo 2
mM de L- glutamina, 100 U/mL penicilina, 100 pg/mL estreptomicina,
B-27 e 50 pg/mL de gentamicina e mantidas em uma estufa a 37°C, com
um minimo de 95% de umidade relativa e em uma atmosfera de ar com
5% de CO2.

4.2.5. Preparacio de homogenatos a partir das culturas celulares

Apbs a retirada do sobrenadante os pogos foram lavados trés
vezes com solucdo salina tamponada com fosfato (PBS). Apods as
lavagens, foram adicionado 400 puL. de PBS em cada pogo e o conteudo
celular foi levantado e homogeneizado. O homogenato foi
acondicionado em tubos eppendorff e armazenado a -20°C até o
momento da analise.

4.2.6. Taxa de oxidacao da diclorofluoresceina

O contetido de ERs foi mensurada através da taxa de oxidacdo
do composto nao-fluorescente 2’-7’-diclorofluoresceina diacetato
(DCFH-DA). Este ¢ hidrolisado por esterases intracelulares a
diclorofluoresceina (DCFH), que ¢ incorporada pela célula. Esta
molécula ndo fluorescente ¢ oxidada a diclorofluoresceina fluorescente
(DCF), por acdo de oxidantes presentes na célula. Células C6 e células
de cultura priméaria de astrdcitos estriatais expostas a neopterina foram
tratadas com DCFH-DA 10uM por 30 minutos a 37°C. Apds este
tempo, as células foram diluidas em PBS contendo Triton X-100 0,2%.
A fluorescéncia foi mensurada nos comprimentos de onda de excitagdo
e de emissdo de 485nm e 520nm, respectivamente. A curva de
calibragdo foi realizada com DCF padrio (0,25 - 10 mM) (Vieira de
Almeida et al., 2008). Os resultados foram expressos em porcentagem
do controle.
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4.2.7. Mensuracio da concentrac¢ao de lactato

A formagdo e liberagdo de lactato foram mensuradas no
sobrenadante das culturas de células, através de analisador especifico
(YSI 2700 STAT, Yellow Springs, Ohio, USA). Os resultados foram
expressos em nmol / L.

4.2.8. Mensuracio da concentracio de neopterina

O sobrenadante das culturas foi coletado e armazenado em
eppendorfs a -20°C até o momento da analise. No dia da anélise, as
proteinas foram precipitadas pela adigdo de igual volume de TCA 5%.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 14.000 x g por 10
minutos & 4°C, e 20 pL do sobrenadante foi utilizado para as
determinagdes. A mensuragdo foi realizada através de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) utilizando-se cromatégrafo Waters
composto por moddulo de separagdo Waters e2695 e detector
fluorescente Multi A Waters 2475. As analises foram realizadas em
coluna de fase reversa (Tracer® C18, com dimensdes de 250 x 4,6 mm,
5 um). A fase moével foi composta por acetato de sodio (50 nM), acido
citrico (5 mM), acido etilenodiaminotetracético (EDTA) (48 uM) e
ditioeritritol (DTE) (160 uM) com um fluxo de 0,7 mL/minuto. A
identificagdo e quantificagdo de neopterina foram realizadas por
fluorescéncia com comprimento de onda de excitacdo de 350 nm e
emissdo de 430 nm. Os resultados foram expressos em nmol/L (de
Lucas et al., 2014).

4.2.9. Analise de proteinas por Western Blot

O homogenato celular foi preparado em tampdo de
homogeneizacdo (Tris 50 mM pH 7,0 contendo EDTA 1 mM, NaF 100
mM, PMSF 0,1 mM, Na3V0O4 2 mM, Triton X-100 a 1%, glicerol a
10% e coquetel inibidor de protease [Sigma]). Em seguida, as amostras
foram centrifugadas a 10.000 x g, durante 10 min, a 4°C ¢ o
sobrenadante foi coletado e diluido em 1 volume (1:1, v/v) de tampao
Tris 100 mM, pH 6,8 contendo EDTA 4 mM e SDS a 8%. Apos, as
amostras foram aquecidas a 100°C durante 5 minutos e o tampao de
dilui¢do (Tris 100 mM, com 40% de glicerol e azul de bromofenol, pH
6,8), numa proporg¢do 25:100 (v/v) e p-mercaptoetanol (na concentragdo
final de 8%), foram adicionados nas amostras.

As proteinas foram separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida contendo dodecil sulfato de soédio (SDS-PAGE),
utilizando-se gel de separacdo de acrilamida 12% e gel de entrada 4%.
A eletroforese foi realizada com corrente fixa de 30 mA e voltagem
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maxima de 140 mV durante aproximadamente duas horas. Apos a
corrida os géis foram submetidos a eletrotransferéncia.

As proteinas foram transferidas do gel de eletroforese para uma
membrana de nitrocelulose (poro 0,45 pum) em tampdo Tris-glicina
contendo Tris / HCI 25 mM pH 7,0; glicina 192mM e 20% de metanol,
com corrente fixa de 350 mA, por 1 hora. Apos a eletrotransferéncia, as
membranas foram bloqueadas por 1 hora com leite desnatado 5% em
tampao Tris 10 mM, pH 7,5 contendo NaCl 150 mM (TBS) e a seguir
lavadas com Tween-20 0,05%, Tris 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5
(TBS-T). Por fim, as membranas foram incubadas com o anticorpo
especifico anti-HO-1 (1:3000; Santa Cruz). Para detecgdo dos
complexos imunes, as membranas foram incubadas por 1 hora com o
anticorpo secundario especifico (anti-rabbit, 1:1000) conjugado a
peroxidase. Apods lavagens com TBS-T, as imunodetec¢des foram
realizadas pelo método de quimioluminescéncia, seguida da revelagdo
em filme autorradiografico. As bandas protéicas imunorreativas foram
analisadas por densitometria Optica através da utilizagdo do software
Scion Image (Scion Corporation, Frederick, MD).

4.2.10. Expressio de Nrf2 por citometria de fluxo

Ap6s tratadas, as células foram lavadas com PBS, coletadas e
resuspendidas em 0,5 mL de PBS com formaldeido na concentragdo
final de 16% para fixacdo e incubadas por 10 minutos a 37°C. Apos a
fixagdo, as células foram lavadas com PBS e permeabilizadas com
saponina 4% (incubacdo de 30 minutos). As células foram novamente
lavadas com PBS e incubadas com o anticorpo primario para Nrf2 (Cell
Signaling — anti-rabbit) na dilui¢do de 1:1000 por 1 hora em temperatura
ambiente. Nova lavagem com PBS foi realizada e as células foram
resuspendidas em solugdo com o anticorpo secundario conjugado a um
fluoroforo (Invitrogen — anti-rabbit conjugado com aloficociamina
(APC)) na diluigdo de 1:1000 e incubadas por 30 minutos a temperatura
ambiente protegido da luz. As células foram lavadas e ressuspendidas
em 0,5 mL de PBS e transferidas para tubos de citometria para analise
da intensidade de fluorescéncia. As amostras foram analisadas (10.000
eventos por amostra) em citometro de fluxo FACSCanto II (BD)
usando-se o programa CellQuest 2.8 (BD). A analise da porcentagem
das diferentes populagdes marcadas foi realizada usando-se o programa
ModFit 3 (Verity Software House). As células controle foram tratadas
somente com PBS.
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4.2.11. Captaciao de glutamato

A captagdo de L-[3H] glutamato foi realizada segundo descrito
por Quincozes-Santos et al. (2009) com algumas modifica¢des. As fatias
hipocampais foram mantidas em um meio contendo tampao Krebs
(NaCl 122 mM, KCI 3 mM, MgSO4 1,2 mM, KH,PO, 0,4 mM,
NaHCO; 25 mM, glicose 10 mM e CaCl, 1,3 mM) saturado com 95 %
de O, e 5 % de CO; por 30 minutos, antes do tratamento com neopterina
e/ou azida sodica. Apos os tratamentos, tantos as fatias hipocampais
quanto as células C6 foram lavadas com HBSS e em seguida, incubados
com HBSS (CaCl, 1,29 mM, NaCl 136,9 mM, KCI 5,36 mM, MgSO,
0,65 mM, Na,HPO,4 0,27 mM, KH2PO4 1,1 mM, Glicose 2 mM, Hepes
5 mM). A captacido foi iniciada apos a adigdo de 0,33 uCi/ml de L-[3H]
glutamato e glutamato ndo marcado na concentragdo final de 100 uM,
por 10 minutos. Apos esse periodo o meio foi descartado e as fatias ou
células foram lavadas 2 vezes com HBSS gelado. Em seguida, as fatias
ou as células foram solubilizadas em uma solugdo de NaOH 0,1 N/SDS
0,01 % e incubadas overnight. A determinacdo do conteudo intracelular
de L-[3H] glutamato foi avaliada em um contador de cintilagao liquida.

4.2.12. Mobilizacio de Ca”' intracelular

Variagdes nas concentragdes de Ca®" intracelular foram
avaliadas em culturas de astrocitos hipocampais de ratos Wistar. O
protocolo foi realizado seguindo o protocolo de De Melo Reis et al.
(2011) com algumas modificagdes. As células foram incubadas por 40
minutos com 5 pM de Fura-2/AM (Molecular Probes) diluido com
solu¢do de Krebs (132mM NaCl, 4mM KCI, 1.4mM MgCl,, 2.5mM
CaCl,, glicose 6 mM , 10mM HEPES, pH 7.4) contendo 0,1 % de
albumina sérica bovina livre de acidos graxos (BSA) e 0,01 % de acido
plurénico 0,01% em incubadora a 37°C com um minimo de 95 % de
umidade relativa e em uma atmosfera de ar com 5 % de CO,. Apos estes
40 minutos de incubagdo, as ldminas contendo as células permaneceram
por mais 10 minutos em temperatura ambiente expostas ao meio Krebs
para a completa hidrolise da sonda (FURA). Logo apos, as laminas
foram montadas em uma camara especial (RC-20 chamber - Warner
Instruments, Hamden, CT) para o posicionamento no microscopio de
fluorescéncia invertida (Eclipse Ti-U; Nikon). As células foram
continuamente perfundidas com Kreb e estimuladas com ATP ou
neopterina. As variagdes nas concentragdes de Ca®’ intracelular foram
avaliadas em intervalos de 500 milissegundos e quantificadas
individualmente em cada célula pela quantificacdo da razdo entre a
fluorescéncia emitida em 510 e a excitagdo alternativa em 340 ¢ 380
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nm, utilizando um sistema de iluminacdo Lambda DG4 (Sutter
Instrument, Novato, CA), objetiva de 40x e um filtro a 510 nM
(Semrock, Rochester, NY), localizado antes da cdmara para a aquisi¢ao
das imagens (Photometrics, Tuscon, AZ). As imagens adquiridas foram
analisadas utilizando o software MetaFluor (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA).

4.2.13. Analise da malha mitocondrial por imunofluorescéncia

Apds o tratamento com neopterina (50 nM), as células foram
lavadas com PBS e incubadas com a sonda fluorescente MitoTracker®
Deep Red por 30 minutos e apoés  fixadas com paraformaldeido 4%,
durante 24 horas. Apds este periodo, as células foram lavadas com PBS,
permeabilizadas com Triton X-100 a 0,5%, e os antigenos inespecificos
foram bloqueados usando-se uma solugao de PBS contendo BSA a 5%.

A seguir foi realizado a marcacdo nuclear com DAPI, seguida
de lavagens com PBS e montagem da lamina utilizando-se Gel Mount
(Sigma). As analises foram realizadas em microscopio confocal de
fluorescéncia.

4.2.14. Anilise do nimero de mitocondrias por microscopia
eletronica

As células tratadas com neopterina (50 nM), apos 24 ou 48
horas de incubagdo, foram tripsinizadas, centrifugadas e fixadas em uma
solucdo contendo 4% de paraformaldeido e 1,5 % de glutaraldeido em
tampdo cacodilato 0,1M durante 24 horas. Posteriormente, as células
foram submetidas a trés lavagens de 30 minutos em tampao cacodilato
0,1 M pH 7,4. Em seguida, estas amostras foram colocadas em tampao
cacodilato contendo tetroxido de 6smio 1% por 2 horas, ¢ foram
novamente lavadas em tampao cacodilato. O material foi posteriormente
desidratado em concentracdes crescentes de acetona (30; 50; 10; 90 e 2
vezes em 100% durante 20 minutos, a temperatura ambiente) e imerso
em solugdo de acetona e resina Spurr ou araldita, a temperatura
ambiente (2:1; 1:1 e 1:2). Finalmente, as pegas foram tratadas com
resina pura (24 horas em estufa a 58-60°C, para solidificagdo) para
posterior microtomia, a qual foi realizada em ultramicrotomo na
espessura de 60 — 70 nm.

A obtencdo das imagens foi realizadas em microscopio
eletronico de transmissao.

4.3. Analise estatistica
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Todos os experimentos foram realizados em duplicata ou
triplicata e a média foi usada para os calculos. A significancia estatistica
foi determinada pela analise de varidncia de uma via (ANOVA) seguido
de teste post hoc de Tukey, quando o valor de F foi significante.
Somente os valores significantes de F' sdo mostrados no texto. Um valor
de P< 0,05 foi considerado significante. Todas as analises estatisticas
foram feitas através do programa SPSS (Statistical Package for the
Social Sciences).

O tempo de laténcia no teste de esquiva inibitdria ndo obedece a
uma distribui¢do normal. Dessa forma, para analise dos dados continuos
de distribui¢do ndo normal foi realizado andlise ndo paramétrica onde
sdo demonstradas as medianas (intervalo interquartis) das laténcias de
descida da plataforma e analisados através do teste Kruskal-Walis
seguido do teste post hoc de Dunn, através do GraphPad Prism
4®Software Inc. Para comparagdo dos tempos de laténcia de descida da
sessdo treino versus o teste (medidas dependentes) envolvendo o mesmo
animal foram analisados pelo teste da soma de postos de Wilcoxon, um
teste ndo paramétrico equivalente ao teste “s” pareado. Para as analises
envolvendo diferentes tratamentos, como no caso da coadministragdo de
neopterina e LPS, foi utilizada a analise de varidncia de duas vias
(ANOVA de duas vias).
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5. RESULTADOS

Para a elaboracdo desta tese, os resultados foram organizados
em duas se¢des. A primeira se¢do corresponde aos efeitos in vivo da
neopterina em diferentes cepas de roedores, enquanto que a segunda
secdo agrupa os resultados relacionados com a produgdo e os efeitos in
vitro da neopterina em diferentes tecidos e células do sistema nervoso
central.
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5.1.SECAO1

I - EFEITO DA NEOPTERINA SOBRE PARAMETROS
COMPORTAMENTAIS E BIOQUIMICOS EM DIFERENTES
CEPAS DE ROEDORES

A Figura 6 mostra o efeito da administragdo i.c.v. de neopterina
sobre as tarefas comportamentais de esquiva inibitéria ¢ de campo
aberto em camundongos Suigos machos de 60 dias de vida. A Figura 6A
mostra que a administragdo de 0,4 pmol de neopterina aumentou
significativamente o tempo de laténcia em descer da plataforma no teste
da esquiva inibitdria. Esta diferenca foi observada apds 1,5h (memoria
de curto prazo; STM) e 24 h (memoria de longo prazo; LTM) da
administragdo da neopterina (STM = [H(2, N=30)= 9,83; P < 0,05];
LTM = [H(2, N=30)= 8,79; P< 0,05). A dose de 4 pmol nido provocou
nenhuma diferenca significativa em relagdo ao grupo controle. A Figura
6B mostra que a administra¢do de neopterina ndo modificou a atividade
locomotora espontdnea dos animais, medida através da distancia
percorrida e da velocidade média, no teste de campo aberto.
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Figura 6. Efeito da administracdo Unica e intracerebroventricular de
neopterina (Neo; 0,4 e 4 pmol) sobre a memoria aversiva (A) e locomogao
espontanea (B) em camundongos Suigos machos de 60 dias de vida. As barras
representam o tempo de laténcia para descer da plataforma apds 1,5 h
(memoria de curto prazo; STM) e 24 h (memoria de longo prazo; LTM) da
sessdo de treino (A). A locomogdo espontanea foi medida através dos
pardmetros de distancia total percorrida e velocidade média (B). Os dados
representam a mediana + intervalo interquartil (A) ou média + erro padréo da
média (B). *P < 0,05, vs. treino; “P < 0,05, vs. veiculo (Kruskal-Walis seguido
de Dunn como teste post hoc).
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As Figuras 7A-C mostram o efeito da injecdo i.v.c. de
neopterina (0,4 ¢ 4 pmol) sobre a resisténcia tecidual ao estresse
oxidativo em cortex cerebral de camundongos Suigcos machos de 60 dias
de vida. A resisténcia tecidual ao estresse oxidativo foi calculada como
a razdo entre o conteido de tiois livres (medida do NPSH) e a
peroxidacdo lipidica (medida do TBA-RS), e com a razdo entre as
atividade da GR e GPx. Pode ser observado na Figura 7A que a
administragdo de neopterina provocou uma redugdo significativa do
estresse oxidativo tecidual avaliado através da razdao NPSH/TBA-RS,
sendo este efeito dependente da dose administrada [F11) = 23,19; P<
0,001; p= 0,66; P< 0,01]. A Figura 7B mostra que a dose de 4 pmol de
neopterina também aumentou a relagdo GR/GPx [F(2,6= 9,41; P< 0,05]
em cortex cerebral. Adicionalmente, a Figura 7C mostra que as
concentragdes de GSH também se encontraram significativamente
aumentadas em coértex cerebral de camundongos Suigos de 60 dias de
vida [F(2,14=4,69; P< 0,05].
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Figura 7. Efeito da administragdo de neopterina (Neo 0,4 e 4 pmol;
intracerebroventricular) sobre a resisténcia tecidual ao estresse oxidativo em
cortex cerebral de camundongos Suigos adultos de 60 dias de vida. A
resisténcia tecidual ao estresse oxidativo foi estimada como a razdo entre o
contetdo de tidis livres (NPSH) vs. a peroxidacédo lipidica (TBA-RS) (A), a
razdo entre as atividades de GR/GPx (B), e como a concentragao de glutationa
(GSH) (C). Os dados representam a média + desvio padrdo. * P< 0,05; **P<
0,01; ***P< 0,001 vs. veiculo (ANOVA de uma via seguido de Tukey como
teste post hoc).

A Figura 8 mostra o efeito da administragdo i.c.v. de neopterina
(4 pmol) em ratos Wistar machos de 60 dias de vida sobre as tarefas
comportamentais de esquiva inibitoria, labirinto elevado em cruz e
parametros de eletrofisiologia. A Figura 8A mostra que a dose de 4
pmol de neopterina facilitou significativamente a retencdo da memoria
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de longo prazo (24h; LTM) no teste da esquiva inibitoria [F(514) =
12,09; P < 0,05]. As Figuras 8B e C mostram que a administragdo de 4
pmol de neopterina ndo provocou efeitos ansiogénicos visto que nio
houve diferengas significativas no nimero de vezes que o animal entrou
nos bragos abertos € nem no tempo que o animal se manteve nos bragos
abertos do aparato do labirinto elevado em cruz. A Figura 8D mostra o
efeito da neopterina na memoria na diminui¢do do limiar para geragdo
do LTP. A amplitude dos potenciais pds-sinapticos do tipo excitatorios
(fEPSP), foi medida em intensidades desde o minimo até o
supramaximo (100 Hz). Na Figura 8D pode ser observado que nas fatias
provenientes dos animais que tiveram tratamento com neopterina o LTP
foi gerado com um estimulo de 5 Hz na mesma magnitude que os
controles que receberam o estimulo de 100 Hz.
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Figura 8. Efeito da administragdo de neopterina (Neo 4 pmol;
intracerebroventricular) sobre as tarefas de memoria aversiva (A) numero de
entradas do animal nos bragos abertos do labirinto elevado em cruz; (B) tempo
de permanéncia nos bragos abertos do labirinto elevado em cruz (C) e sobre a
formagdo do potencial de longa duragdo (LTP; D), em ratos Wistar machos
adultos. O tempo de laténcia para descer da plataforma ap6s 24 h (memoria de
longo prazo; LTM) da administracdo de neopterina, foi empregado para avaliar
a memoria aversiva nos animais; enquanto a porcentagem de tempo que o
animal permaneceu nos bragos abertos do labirinto elevado em cruz 24 h apoés a
administracdo de neopterina foi empregado para avaliar efeitos ansiogénicos do
tratamento. O efeito da neopterina sobre a geracdo de fEPSP foi determinado
mediante um estimulo minimo de SHz ou supraméaximo de 100 Hz numa curva
temporal. Os simbolos representam a média + desvio padrao do fEPSP gerado
de quatro experimentos independentes. *P<0.05, vs. sessdo de treino; #P<0.05
vs. veiculo (Mann—Whitney).

A Figura 9A-F mostra o efeito da administra¢do intraperitoneal
de LPS (0,33 mg/kg) sobre a expressdo génica das citocinas
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inflamatorias IL-1B e IL-6, e das enzimas GCHI e SPR envolvidas na
sintese de novo da BH4, no cérebro de camundongos C57BL-6 de 60
dias de vida. Pode ser observado nas Figuras 9A-C que a dose de LPS
aumentou significativamente a expressdo génica de IL-1P no cortex
cerebral [fo) = 16,89; P<0,05], estriado [f10) = 8,95; P<0,05] e
hipocampo [ = 4,65; P<0,05]. Um efeito similar foi observado na
expressdo génica de IL-6 no cortex [#g) = 8,05; P<0,05] e estriado [£10)
= 4,16; P<0,05]. As figuras 9D-F mostram o aumento da expressdo
relativa de GCH! induzido por LPS no cortex [#s) = 5,01; P<0,05],
estriado [fg) = 13,69; P<0,05] e hipocampo [f10 = 5,28; P<0,05],
enquanto a SPR teve uma diminui¢do somente no cortex [y = 3,45;
P<0,05].
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Figura 9. Efeito da administragdo periférica de lipopolissacarideo bacteriano
(LPS; 0,33 mg/kg; intraperitoneal) sobre a expressdo génica das citocinas
inflamatorias IL-1p e IL-6 e sobre as enzimas GCHI e SPR envolvidas na
sintese de novo de BH4 em cortex (A e D), estriado (B ¢ E) e hipocampo (C e
F) de camundongos C57BL-6 de 60 dias de vida. O dados representam a média
+ o erro padrio da média. *P<0.05, vs. veiculo. (Teste ¢ de Student para
amostras independentes).

A Figura 10A-D mostra o efeito da administragdo i.c.v. de
neopterina nas tarefas comportamentais de campo aberto e esquiva
inibitoria; e sobre a expressao %énica das citocinas inflamatérias IL-1p e
IL-6 em camundongos IL-10" tratados com LPS. A Figura 10A mostra
que a administragdo de LPS diminuiu a atividade locomotora,
evidenciada por uma redugdo significativa na distdncia percorrida
[F(116)= 9,51; P< 0,01], e este efeito inibitorio foi significativamente
prevenido pela administragdo prévia de neopterina (interacdo neopterina
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x LPS [F(1,16)= 5,28; P< 0,05]). A Figura 10B mostra que o efeito da
neopterina no aprendizado de memoria aversiva foi preservado nos
animais lL—lO('/'), tanto na STM quanto na LTM nas sessdes de teste.
Além disso, pode ser observado que a atividade locomotora diminuida
induzida pela administragdo de LPS ocasionou um aumento na laténcia
dos animais em descer da plataforma. Enquanto que nos animais que
receberam a administragdo de neopterina prévia ao LPS, o aprendizado
facilitado foi o responsavel pelo tempo aumentado de laténcia, uma vez
que estes animais mantiveram a locomog¢do espontinea preservada. As
Figuras 10C e D mostram que a administracdo de LPS aumentou as
concentragdes cerebrais de IL-1B e IL-6, e a administracdo prévia de
neopterina preveniu significativamente o aumento da citocina pro-
inflamatéria IL-6 [F(1 3= 46,664; P< 0,001]. O feito anti-inflamatério da
neopterina sobre IL-6 também foi observado em camundongos Suicos
(Figura 10E).
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Figura 10. Efeito da administragdo de neopterina (Neo 0,4 pmol;
intracerebroventricular) e lipopolissacarideo bacteriano (LPS 0,33 mg / kg;
intraperitoneal) sobre a locomogdo espontinea (A) e memoria aversiva (B) e
sobre a producdo de citocinas inflamatérias IL-1f (C) e IL-6 (D), em
camundongos nocaute para a IL-10"” de 17 meses de idade. Camundongos
Suigos de 60 dias de vida foram empregados como controles para a
quantificagdo de IL-6 (E). A locomocdo espontinea foi medida através do
pardmetro distancia total percorrida; enquanto que o tempo de laténcia para
descer da plataforma apds 1,5 h (memoria de curto prazo; STM) e 24 h
(memoria de longo prazo; LTM) da administragdo de neopterina, foi
empregado para avaliar a memoria aversiva nos animais. Os dados
representam a média + erro da média (A) ou mediana + desvio interquartil (B,
C,DeE) A: * P<0,05, vs. Veiculo; “p < 0,05, vs. LPS (test ¢ para amostras
independentes). ***P<0.001, vs. veiculo; “*P<0.001, vs. LPS (ANOVA de
duas vias seguido de Tukey como teste post hoc).
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A Figura 11 mostra o efeito da administragdo i.c.v. de
neopterina (0,4 pmol) em camundongos C57BL-6 de 60 dias de vida no
teste de desafio locomotor com a administragdo de D-anfetamina (3,0
mg/kg; i.p.). A figura mostra que a administragdo de neopterina ndo
alterou a locomogdo dos animais.
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Figura 11. Efeito da administracdo de neopterina (Neo 0,4 pmol,
intracerebroventricular) sobre a locomogdo espontanea e induzida por D-
anfetamina (3,0 mg/kg; intraperitoneal) em camundongos C57BL-6 de 60 dias
de vida. A locomog@o espontanea foi medida através do parametro de distancia
total percorrida. Os simbolos representam a média + o erro padrao da média da
distancia percorrida. (ANOVA de duas vias com medidas repetidas).

A figura 12 A-D mostra o efeito da administragdo i.c.v. de
neopterina (0,4 pmol) em camundongos VGV machos adultos na tarefa
comportamental do medo condicionado. As Figuras 12A e B mostram o
condicionamento dos animais durante o estimulo condicionado (CS;
pista sonora de 2500 Hz de frequéncia e intensidade de 85 dB
apresentada por 30 segundos; Figura 12A) e o intervalo inter-trial (ITI;
Figura 12B). Pode ser observado que camundongos VGV apresentam
uma porcentagem de tempo de imobilidade (freezing) superior aos
animais selvagens (C57BL-6; Figura 12A-B). As Figuras 10C ¢ D
mostram que a administragio de neopterina logo apds a fase de
aquisicdo da memoria (consolidagdo) ndo alterou a consolidagdo de
memorias relacionadas ao medo nos momentos do teste de
condicionamento do medo contextual (Figura 12C) e do teste de
extingdo da memoria do medo condicionado (Figura 12D).
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Figura 12. Efeito da administragio de neopterina (Neo 0,4 pmol,;
intracerebroventricular) sobre o comportamento de congelamento em
camundongos VGV machos adultos. A porcentagem do tempo de imobilidade
dos animais foi mesurada durante: (A) CS no momento do condicionamento,
(B) ITI no momento do condicionamento, (C) durante o teste de
condicionamento do medo contextual, (D) durante o teste de extingdo da
memoria do medo condicionado. Os dados representam média + erro padrio da
média. (ANOVA de duas vias com medidas repetidas).

A Figura 13 mostra um experimento representativo da
administragdo de neopterina 0,4 pmol (i.c.v.) 30 min apds o tratamento
com escopolamina (0,5 mg/kg i.p). Embora se trate de um resultado
preliminar (n=4), pode ser observado que a neopterina poderia reverter o
efeito amnésico causado por este antagonista colinérgico.
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Figura 13. Efeito da administracdo de escopolamina (0,5 mg/kg,
intraperitoneal) e/ou de neopterina (Neo 0,4 pmol, intracerebroventricular)
sobre a memoria aversiva em camundongos Suigos de 60 dias de vida. As
barras representam o tempo de laténcia para descer da plataforma apos 1,5 h
(memoria de curto prazo; STM) e 24 h (memoria de longo prazo; LTM) da
administracdo de neopterina, no teste comportamental de esquiva inibitoria. Os
dados representam a mediana + desvio interquartil. Dados preliminares (n = 4
animais por grupo).
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5.1.SECAO II

II - PRODUCAO E EFEITOS DA NEOPTERINA IN VITRO EM
DIFERENTES TECIDOS E CELULAS DO SISTEMA NERVOSO
CENTRAL

A Figura 14 mostra a concentragdo de neopterina no
sobrenadante de fatias hipocampais expostas a concentragdes crescentes
de azida sodica (1 a 500 mM). Pode ser observado que o tratamento por
1 e 3 horas estimulou a produgdo e liberagdo de neopterina no meio de
incubacgdo. O efeito seguiu um comportamento exponencial (Figura 14).
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Figura 14. Efeito da azida sédica (0 — 500 mM) sobre a liberagdo de
neopterina a partir de fatias hipocampais obtidas de cérebro de camundongos
adultos suicos. As fatias foram expostas ao composto durante 1h e 3h. Os
dados representam a média + desvio padrdo de 2 experimentos independentes.
Os valores de R? indicados correspondem a melhor curva de regressdo que
definem o fenomeno de liberagdo de neopterina (regressdao exponencial).

As Figuras 15A, C, E mostram o efeito de 10 e/ou 100 ng/mL
de LPS sobre a liberagdo de neopterina por culturas primarias de células
nervosas humanas. A Figura 15A mostra que este tratamento provocou a
liberagdo de 2,2 + 0,09 nmol/L e 5,0 = 1,1 nmol/L de neopterina no
sobrenadante das culturas neuronais apos 24h e¢ 48h de exposi¢do ao
LPS, respectivamente. Na Figura 15C pode ser observado que o efeito
do mesmo tratamento com LPS provocou a liberagio de
aproximadamente o dobro de concentragdes de neopterina em células
astrogliais.
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A Figura 15E mostra que a liberagdo de neopterina atingiu
concentragdes de 1,9 £ 0,2 nmol/L e 3,0 = 0,9 nmol/L no sobrenadante
de culturas microgliais, apos 24h e 48h de exposi¢do ao LPS.

As Figuras 15B, D e H mostram o efeito de 5 e/ou 40 ng/mL de
IFN- y sobre a liberacdo de neopterina por células nervosas humanas.
Pode ser observado nas figuras, que o estimulo com 40 ng/mL por 48
horas deste mediador sempre gerou concentragdes maiores de
neopterina no sobrenadante das culturas celulares de neurdnios (17,8 +
1,6 nmol/L), astrocitos (36,7 = 1,7 nmol/L) e microglias (3,7 = 0,1
nmol/L), quando comparado com 24h ou com o agente inflamatorio
LPS.

As Figura 15F e I mostram que 100 ng/mL de LPS e 40 ng/mL
de INF-y provocam a produgdo intracelular de neopterina em células
microgliais, com uma relagdo constante entre produgao/liberagdo de 3,3
em 24h e de 2,9 em 48h (Figura 15 G e J).
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Figura 15. Efeito do tratamento com lipopolissacarideo bacteriano (LPS
10 e/ou 100 ng/mL; A, C, E ¢ F) e do interferon-y (IFN-y 5 e/ou 40
ng/mL; B, D, H e I) sobre a producéo e liberagdo de neopterina em células
do sistema nervoso central obtidas a partir de fetos humanos. A ¢ B
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correspondem a sobrenadante de cultura primaria de neurdnios; C ¢ D
sobrenadante de culturas de astrocitos e E e H sobrenadante de culturas de
células microgliais; F e H correspondem a homogenato de cultura de
células microgliais. Os dados representam a média + desvio padrio (6
experimentos independentes). Em G e J esta indicada a relacdo entre
produg@o e liberagao de neopterina por células microgliais.

A Figura 16 mostra o efeito da exposicdo de células C6 a
concentragdes crescentes de neopterina (0 — 5 uM) durante 3 horas,
sobre a taxa de oxidacdo do DCFH. Pode ser observado que a
neopterina per se ndo aumentou o conteido de espécies reativas; no
entanto foi observado um leve efeito sequestrador na maxima
concentragdo empregada [F410= 3,97; P < 0,05]. Esta significancia
estatistica teve um tamanho de efeito 0,61, indicando pouca a moderada
relevancia fisiologica deste achado.

125+

H *

% Controle

T
50 500 5000

o1+

T
Basal

Neopterina (nM)

Figura 16. Efeito de concentragdes crescentes de neopterina (Neo 0 — 5000
nM; 3 h) sobre a taxa de oxidagdo do diacetato de 2,7-diclorofluoresceina
(DCFH) em culturas de células gliais C6. A exposicdo das células ao
metabdlito foi de 3 h. Os dados representam a média + desvio padrdo. * P<
0,05 vs. basal (ANOVA de uma via seguido de Tukey como teste post hoc).

A figura 17A-D mostra o efeito do tratamento com
concentragdes crescentes de neopterina (0 — 5000 nM; 2,5 h) frente ao
estresse oxidativo induzido pela exposicdo a peroxido de hidrogénio
(0,1 mM e 1ImM; 3 h e 0,5h, respectivamente) sobre a oxidagdo do
DCFH em culturas de células gliais C6 e astrocitos corticais obtidos a
partir de cérebro de rato neonato. A Figura 17A mostra que o pré-
tratamento das células C6 com neopterina por 2,5 horas preveniu
significativamente o efeito toxico, e consequentemente o estresse
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oxidativo, induzido pela exposicdo a perdxido de hidrogénio por 0,5
horas. Pode ser observado ainda na figura, que o efeito protetor da
neopterina foi significativo em todas as concentragdes testadas [F(s 12)=
19,24; P < 0,001]. A Figura 17B mostra que a exposi¢do simultanea a
neopterina (0 — 5 uM) e perdxido de hidrogénio (0,1 mM) durante 3 h
em células C6 provocou uma curva em U, demonstrando que as
concentragdes de 50 ¢ 500 nM de neopterina foram as mais eficientes na
prevengdo do efeito oxidante do peroxido de hidrogénio. A Figura 17C
mostra o efeito da incubagdo de azida sodica e/ou neopterina em
astrécitos primarios preparados a partir de cortex cerebral de ratos
neonatos. Pode ser observado que a exposicdo a azida sdédica aumentou
significativamente a taxa de oxida¢do do DCFH e que o tratamento com
neopterina diminuiu significativamente este efeito [F(s 2= 9,66; P <
0,001]. A Figura 17D mostra que o tratamento com neopterina nao
alterou o aumento na concentra¢do de lactato no sobrenadante dos
grupos expostos a azida soédica em relagdo ao controle.
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Figura 17. Efeito de concentragdes crescentes de neopterina (0 — 5000 nM; 2,5
h) frente ao estresse oxidativo induzido pela exposi¢do a peroxido de
hidrogénio (H,O,; 0,1 mM e 1mM; 3 h e 0,5h, respectivamente), sobre a
oxidacdo do diacetato de 2,7-diclorofluoresceina (DCFH) em culturas de
células gliais C6 e astrdcitos corticais obtidos a partir de cérebro de rato Wistar
neonato. Oxidagdo de DCFH em células C6 (A) com pré-tratadas com
neopterina (0 — 5000 nM) e expostas a um pulso de H,O, 1mM; (B) tratamento
simultaneo de concentragdes crescentes de neopterina (0 — 5000 nM) e H,0,
(0,1mM) durante 3h. (C) Oxidagdo de DCFH em culturas de astrocitos
primarios de cortex de ratos neonatos com tratamento de neopterina (50 e 500
nM) e/ou azida sddica 5 mM por 3h. (D) Tratamento de neopterina (50 e 500
nM) e/ou azida 5 mM por 1 ou 3h sobre as concentragdes de lactato em
culturas de astrocitos primarios de cortex de ratos neonatos. Os dados
representam a média + desvio padrido (6 experimentos independentes).* P <
0,05, ** P < 0,01, vs. o basal; “* P < 0,001, vs. H,0, ImM (ANOVA de uma
via seguido de Tukey como teste post hoc).

Figura 18 mostra o efeito da incubac¢do de neopterina (50 ou
500 nM) e/ou azida sodica (SmM) durante 3 horas sobre o conteudo de
heme oxigenase-1 (HO-1) em culturas de astrocitos primarios de cortex
cerebral de ratos Wistar neonatos. Pode ser observado que a incubagdo
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de neopterina 500 nM e/ou azida sédica S5 mM alterou
significativamente o contetido de HO-1 [Fs 6= 25,62; P < 0,001].
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Figura 18. Efeito da neopterina (50 e 500 nM) e/ou azida so6dica 5 mM por 3h
sobre o conteido de heme oxigenase-1 (HO-1) em culturas de astrocitos
primarios de cortex cerebral de ratos Wistar neonatos. A carga protéica foi
controlada mediante a quantificagdo do conteudo de proteinas no homogenato
das células astrocitarias. Os dados representam a média + desvio padrdo. * P <
0,05; **P< 0,01; ***P< 0,001 vs. basal (ANOVA de uma via seguido de

Tukey como teste post hoc).

A Figura 19 mostra o efeito do tratamento com neopterina (50
nM) por 3 h na intensidade de fluorescéncia da marcag@o para Nfr2 em
células C6. A figura 19A mostra o histograma ilustrativo e a figura 19B
a quantifica¢do da intensidade de fluorescéncia. A figura mostra que o
tratamento com 50 nM de neopterina por 3 h provocou um aumento no
contetido de Nrf2 [ = 6,79; P<0,05].
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Figura 19. Efeito da neopterina (50 nM) por 3h sobre o contetido de Fator
nuclear eritroéide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2) em culturas de células C6. A
quantificagdo da marcacdo para o anticorpo foi realizada por citometria de
fluxo. (A) Histograma representativo da fluorescéncia. (B) Quantificagdo da
intensidade de fluorescéncia do anticorpo secundario conjugado com
aloficocianina (APC) ligado ao anticorpo para Nrf2. As barras representam a
média =+ erro padrdo da média. *P< 0,05 vs. basal (Teste ¢ de Student).

As Figuras 20A e B mostram o efeito da neopterina na captagdo
de glutamato. A Figura 20A mostra que o tratamento com 50 e 500 nM
de neopterina aumentou significativamente a captacdo de glutamato e
ainda reverteu o prejuizo induzido por azida sédica em células C6. A
figura 20B mostra que a neopterina (50 nM) aumentou a captagdo de
glutamato também em fatias hipocampais de camundongos Suigos
adultos machos, quando tratadas por 3 horas.
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Figura 20. Efeito da neopterina (50 — 5000 nM) e/ou azida sdédica (5 mM)
sobre a captagdo de glutamato em células C6 e fatias hipocampais de
camundongos Suicos. (A) Captagdo de glutamato em células C6 tratadas com
neopterina (50 ou 5000 nM) e/ou azida sodica (SmM) por 1 ou 3 h. (B)
Captagdo de glutamato em fatias hipocampais de camundongos Swiss tratadas
com neopterina (50 - 5000 nM) e/ou azida (SmM) por 3 h. As barras
representam a média + erro padrio da média. *P< 0,05, **P < 0,01, ***P<
0,001, vs. controles (ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Tukey).

As Figuras 21A-E mostram o efeito da neopterina (500 nM) na
mobilizagdo intracelular de Ca®" em astrocitos hipocampais de ratos
Wistar. A Figuras 21D e E mostram que o estimulo com neopterina
mobilizou o célcio intracelular de forma semelhante ao ATP.
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Figura 21. Efeito da neopterina (500 nM) sobre o influxo de calcio em
astrocitos hipocampais de ratos Wistar. (A) Representagdo da cultura em
campo claro. (B) Imagem ilustrando a incorporagdo da fluorescéncia pela
adi¢@o da sonda Fura-2. (C) Os circulos representam as células selecionadas
para serem monitoradas durante o experimento. A intensidade da fluorescéncia
¢ demonstrada em (D) e quantificada em (E). As setas em D indicam o
momento da adi¢do de neopterina (500 nM) e de ATP (100 uM). As barras
representam média + erro padrdo da média. Dados preliminares.

As Figuras 22A-D mostram o efeito da neopterina (50 nM)
sobre a massa mitocondrial ¢ o nimero de mitocondrias em neurdnios
dos ganglios da raiz dorsal. Nas Figuras 21A e B pode ser observado
que a neopterina aumentou a massa mitocondrial € promoveu uma
disposi¢cdo mais perinuclear das mesmas. As figuras 21C e D mostram
que a neopterina provocou um aumento no nimero de mitocondrias.
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Figura 22. Efeito da neopterina (50 nM; 24h) sobre a quantidade e a
localizagdo de mitocondrias em neurdnios dos ganglios da raiz dorsal.
Imunofluorescéncia (A e B) e analise ultraestrutural realizada por microscopia
eletronica de transmissdo na magnificacdo de 11.000x (C e D). A massa
mitocondrial esta representada em rosa em A e B. As setas em C e D indicam as
mitocondrias. GFP: verde, Mitotracker: rosa, DAPI: azul.
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6. DISCUSSAO

O declinio de fungdes cognitivas basicas, como o aprendizado e
a memoria, ¢ uma condicdo associada tanto com o processo natural de
envelhecimento quanto com diferentes patologias neurologicas e
neurodegenerativas como, por exemplo, doengca de Alzheimer,
esquizofrenia, depressdo e doenga de Parkinson (Costa and Silva, 2002;
Ehninger et al., 2008; Harwood and Agam, 2003; Li et al., 2007;
Rosenzweig and Barnes, 2003; Selkoe, 2001; Thomas and Beal, 2007).
Algumas estratégias farmacologicas t€m sido aplicadas para atenuar os
déficits observados nessa condicdo, e alguns compostos ja obtiveram a
aprovagdo pela Administragdo de Drogas e Alimentos dos Estados
Unidos (FDA), porém, a descoberta de novas ferramentas nootropicas
continua sendo . O termo nootropico é utilizado desde a descoberta do
piracetam para classificar substancias neuroativas que aumentam as
habilidades cognitivas de forma significativa e sustentada (Malykh and
Sadaie, 2010). O presente trabalho investigou o efeito da neopterina
como um possivel nootrdpico.

O efeito de compostos nootropicos como o piracetam e a
vitamina E sobre o aprendizado e a memoria demonstraram que o
tratamento com essas substancias facilita a aquisi¢do ¢ a consolidacdo
de memorias aversivas (Kosta et al., 2013), em concordancia, no
presente estudo foi observado uma agao facilitadora da neopterina sobre
a aquisicdo deste tipo de memoria. Foi demonstrando que a
administragdo de neopterina i.c.v. previamente a aquisi¢do (sessdo de
treino) aumentou o tempo de laténcia dos animais em descer da
plataforma, tanto na avaliacdes de memoria de curta quanto de longa
duragdo (STM e LTM) na tarefa comportamental da esquiva inibitdria
em camundongos Suicos adultos. Efeitos da similares aos observados
em camundongos foram encontrados também em ratos Wistar adultos.
Efeitos ansioliticos da neopterina foram descartados através do teste
comportamental do labirinto em cruz elevado. A tarefa da esquiva
inibitoria € descrita como dependente da integridade funcional do
hipocampo (Izquierdo et al., 2008; Whitlock et al., 2006) e a geracao da
LTP hipocampal ¢ o mecanismo molecular mais indicado como o
responsavel pelo aumento da plasticidade sinaptica e consequente
formacdo da LTM, uma vez que a memoria adquirida passa da forma
labil para a forma estavel por remodelagdes sindpticas (Izquierdo e
Medina, 1997; Izquierdo et al., 2006; Cooke e Bliss, 2006). Estudos
utilizando técnicas eletrofisiologicas através de potenciais poOs-
sinapticos excitatorios demonstram que a intensidade do estimulo
necessaria para gerar a LTP ¢é proporcional as medidas de memoria em
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testes comportamentais (Lamprecht and LeDoux, 2004). Neste sentido,
uma diminui¢do no limiar para a geracdo da LTP em fatias hipocampais
de ratos previamente tratados com neopterina e testados na tarefa
comportamental de esquiva inibitéria foi observada em nosso estudo.
Este dado indica um efeito da neopterina na plasticidade sinaptica.

D¢éficits no aprendizado e na memoria estdo associados a
declinios cognitivos relacionados com a idade e com diferentes
condi¢des neurologicas e neurodegenerativas como, por exemplo,
doenca de Alzheimer, esquizofrenia, depressdo, doenca de Parkinson
(Costa and Silva, 2002; Ehninger et al., 2008; Harwood and Agam,
2003; Li et al.,, 2007; Rosenzweig and Barnes, 2003; Selkoe, 2001;
Thomas and Beal, 2007). Estas condi¢des frequentemente estdo
associadas com inflamac¢do cronica com consequente neuroinflamagéo e
aumento de estresse oxidativo celular (Amor et al., 2014). A prevengdo
e/ou atenuagdo destes fatores foi observada na administragido de
neopterina. Em camundongos Suicos a administragdo i.c.v. de
neopterina resultou em efeitos benéficos a fungdo celular, por aumentar
a resisténcia ao estresse oxidativo indicado pelo aumento das razdes
NPSH/TBA-RS ¢ GR/GPx, bem com por aumentar as concentragdes de
GSH. No SNC a GHS constitui a principal defesa antioxidante, sendo
produzida e secretada principalmente por astrocitos e por neurdnios
(Dringen, 2000; Pope et al., 2008). Concentracdes aumentas de GSH,
bem como a prevengdo da sua deplecdo causada por agentes indutores
da neuroinflamacdo (LPS), foram descritas apds o tratamento com o
agente nootropico donepezil, um dos principais tratamentos utilizados
para potencializar a memoria em pacientes de doenga de Alzheimer
(Umukoro et al., 2014). Além disso este mesmo farmaco dimiuiu a
lipoperoxidagdo em cérebro de ratos (Umukoro et al., 2014).

O efeito da neopterina foi ainda avaliado em animais IL-10"".
A IL-10 é uma citocina anti-inflamatdria que diminui a propagagdo da
inflamag@o por inibir a sintese de citocinas pro-inflamatérias como a IL-
1B, IL-6 e TNFa (Richwine et al., 2009). Modelos experimentais de IL-
107 sdo relacionados com resposta inflamatoria exacerbada. Os
resultados observados neste trabalho em animais IL-10"" tratados com
LPS estdo de acordo com os dados ja existentes na literatura que
descrevem prejuizos locomotores acentuados € aumento nas
concentragdes cerebrais das citocinas IL-1B, IL-6 (Richwine et al.,
2009). Concentragdes endogenas de IL-6 aumentadas podem ter um
papel fisioldgico na inibi¢do da geracdo da LTP, e nos efeitos deletérios
envolvidos com a ativag@o persistente da microglia (Cojocaru et al.,
2009, Hilsabeck et al., 2010, Yirmiya e Goshen, 2010). Em
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concordancia, estudos utilizando animais com dele¢@o do gene para IL-6
demonstraram que a auséncia desta citocina pro-inflamatdria confere
aos animais resisténcia aos déficits comportamentais causados por
quadros inflamatorios como abcessos teciduais, infec¢des virais (Kozak
et al., 1997), ou ainda desafios com LPS (Sparkman et al., 2006). A
administragdo prévia de neopterina em animais IL-10" preveniu o
comportamento tipo doentio causado pelo LPS evidenciado através da
manutencdo do perfil de locomogdo espontinea e das concentragdes
cerebrais diminuidas de IL-6 quando comparadas com animais que nio
receberam a neopterina. A agdo da neopterina na locomocdo parece
estar relacionada com a prevengdo de prejuizos provocados pelo LPS,
visto que a neopterina per se ndo influenciou a locomogéo nem quando
esta foi superestimulada pela D-anfetamina. O prejuizo locomotor
ocasionado pelo LPS refletiu nos resultados encontrados no teste de
meméria aversiva nos animais IL-10"", aumentando do tempo de
laténcia destes animais em descer da plataforma, ndo pelo aprendizado,
mas pela incapacidade de locomogdo. No entanto, o efeito da neopterina
sobre a memoria se manteve nestes animais, indicando que mesmo em
condi¢des de neuroinflamacdo esta pteridina mantém seu efeito. Pode-se
concluir que o efeito agudo da neopterina sobre os aspectos
comportamentais estd, em parte, devido a capacidade desta molécula em
modular positivamente as defesas antioxidantes celulares, bem como em
reduzir as concentragdes cerebrais de 1L-6.

A depressdo ¢ um distarbio neuropsiquiatrico com incidéncia
aumentada em idosos e em individuos portadores de doencgas cronicas,
incluindo as neurodegenerativas como a doengca de Parkison e
Alzheimer (Thompson et al., 1987). A coexisténcia da condigdo
depressiva com outras patologias neurologicas esta associada a um
maior déficit cognitivo (Papakostas and Culpepper, 2015). Buscando
analisar se os efeitos da neopterina sobre a memoria seriam mantidos
em um contexto de depressdo foram utilizados animais geneticamente
modificados que expressam a isoforma totalmente editada do receptor
2C de serotonina (animais nulos para o receptor 5-HT2c). Estes animais
sdo conhecidos como VGV pelo fato da alteragdo genética resultar em
um cdédon que codifica Valina-Glicina-Valina (Kawahara et al., 2008).
Esta modificagdo gera um fenotipo comportamental relacionado a
ansiedade e a depressdo (Mombereau et al., 2010; Olaghere et al., 2010)
e 0s nossos resultados demonstraram que os animais VGV apresentam
uma porcentagem de imobilidade elevada (méxima) no teste do medo
condicionado. Por estratégia experimental, neste caso a neopterina foi
administrada apds a aquisi¢do (condicionamento) na tentativa de avaliar
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seu efeito também na consolidagdo da memoria. Diferentemente de
quando administrada antes da aquisi¢do no teste da esquiva inibitdria, a
neopterina administrada apds o condicionamento no teste do medo
condicionado ndo alterou a porcentagem de tempo de imobilidade dos
animais.

Ainda, ¢é importante salientar a relevincia do sistema
colinérgico nos processos cognitivos. O efeito de farmacos como a
rivastigmina e a galantamina que, baseados na inibicdo da
acetilcolinesterase, promovem o aumento da disponibilidade sinaptica
de acetilcolina, apresentando assim melhoras cognitivas ¢ descrita tanto
na clinica de pacientes de Alzheimer quanto em experimentos com
animais (Fond et al, 2015(Noda et al, 2010). O efeito do
potencializador cognitivo galantamina foi demonstrado também em um
modelo animal da doenga de Alzheimer, que de uma maneira dose
dependente preveniu os prejuizos causados pela administragéo i.c.v. do
peptideo B-amildide na tarefa comportamental de medo condicionado
(Wang et al.,, 2007). A neopterina também parece atuar no sistema
colinérgico, apesar de nossos resultados serem preliminares (n = 4) a
neopterina parece reverter parcialmente o efeito amnésico causado pela
administragdo de escopolamina, um antagonista competitivo e reversivel
de receptores muscarinicos.

Apods a realizagdo dos estudos in vivo com a neopterina e
levando em consideragdo que esta pteridina endogena tem suas
concentragdes aumentadas em fluidos biologicos nos casos de ativagdo
do sistema imune incluindo infec¢des virais, doencas autoimunes e
doencgas neurodegenerativas (Fuchs et al., 1989b, Widner et al., 2002,
Wirleitner et al., 2002, Parker et al., 2013), o proximo passo deste
trabalho investigou a producdo de neopterina no SNC.

Existem apenas duas publicagdes na literatura mundial
investigando a producdo de neopterina em células do SNC, a primeira ¢é
um estudo de Speth et al. (2000) utilizando linhagens de astrocitos,
neurdnios e microglia estimuladas com IFN-y. No estudo de Speth et al.
(2000) a produgdo de neopterina ndo foi observada, porém o mesmo
grupo 8 anos depois publicou um novo trabalho demonstrando a
ocorréncia da liberagdo de neopterina por astrocitos utilizando IFN-y
como agente indutor (Cano et al., 2008). Neste sentido, os achados
apresentados sobre a liberagdo de neopterina no sobrenadante de
astrocitos corroboram com a publicagdo de Cano et al. (2008). Em
nossos experimentos demonstramos a liberagdo de neopterina no
sobrenadante de culturas primarias de astrocitos, neurdnio e microglia
provenientes de tecido humano apods estimulos inflamatérios com LPS
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ou IFN-y. Estes resultados sdo inéditos por serem, por um lado
realizados em culturas primarias de células nervosas humanas, e por
outro pela identificagdo que os estimulos inflamatdrios utilizados
provocam a liberagdo desta pteridina em neur6nios. Suportando a ideia
de que neurdnios tem a capacidade de produzir neopterina recentemente
foi demonstrado que apo6s injuria de nervo periférico, a transcri¢do do
gene Gchl que codifica a enzima GTPCH, é aumentada tanto em
macrofagos quanto em neurdnios periféricos lesionados e o aumento da
producdo local de BH4 e neopterina foi observado (Latremoliere et al.,
2015).

Ainda, nas culturas de células primarias humanas microgliais,
além de analisar as concentra¢cdes de neopterina no sobrenadante foi
analisado também a concentragdo de neopterina no homogenato das
células. Foi observado que a concentragde de neopterina intracelular era
superior em relacdo a concentracdo daquela encontrada no
sobrenadante, indicando assim que o acimulo celular do metabdlito
precede a sua liberagdo. Além disso, sob estimulos inflamatdrios em
uma taxa de producdo e liberagdo relativamente constante ao longo do
tempo (24h e 48h) foi mantida.

Neste cenario, pode ser especulado que a liberagdo de
neopterina ¢ consequéncia da ativacdo de uma determinada cascata de
sinalizagdo, podendo envolver a ativagdo de fatores de transcri¢do como
por exemplo o Nrf2 ou bem a formagdo de AMPc (como consequéncia
de ativagdo de receptores glutamatérgicos). Ainda, pode ser sugerido
que a liberagdo de neopterina ndo ocorra por mera difusdo,
principalmente pelo carater polar do composto, e ainda pelas maiores
concentragdes de neopterina (3 vezes) encontradas intracelularmente.

O cefeito antioxidante da neopterina encontrado nos
experimentos in vivo foi verificado também em sistemas in vitro. Os
resultados encontrados indicam que o efeito antioxidante da neopterina
parece estar relacionado com a ativagdo de mecanismos celulares que
levam a um aumento da atividade antioxidante celular, ¢ ndo a uma
propriedade antioxidante ou antiradicalar per se da molécula. Esta
afirmagdo ¢ feita levando em consideragdo que quando as células C6
foram expostas exclusivamente ao composto, o efeito protetor foi so
observado em concentra¢des muito altas, ndo encontradas in vivo (5000
nM).

Ainda, este efeito protetor foi mais evidente quando as células
gliais foram pré-tratadas com neopterina e posteriormente expostas aos
toxicantes. Por outro lado, foi verificado que este efeito protetor ndo
estd relacionado com a capacidade de neutralizar, por exemplo, a
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inibi¢do da azida sddica sobre os complexos III e IV da cadeia
respiratoria mitocondrial, visto que a completa inibi¢do da transferéncia
de elétrons foi caracterizada pelo um aumento de mais de 100% da
glicolise anaerdbica (aumento da formagao e liberacdo de lactato).

Uma das formas de promover protecdo celular de alguns
antioxidantes, como o resveratrol (Chen et al., 2005; Quincozes-Santos
et al., 2013), € através da estimulagdo de um grupo chamado enzimas
antioxidantes de fase II, exemplos de enzimas desta classe incluem a
GPx, N-acetiltransferase, tioredoxina redutase e a HO-1 (Zhang et al.,
2013). A HO-1 ¢ a isoforma induzivel da enzima HO e é responsavel
por  degradar o  grupamento  pré-oxidante  heme  em
biliverdina/bilirrubina, ambos conhecidos como antioxidantes (Dore et
al., 1999a; Dore et al., 1999b; Zhang et al., 2013). A regulagdo
transcricional dos genes de fase II ocorre via Nrf2, através da ligagdo
desse fator de transcrigdo com genes ARE (Zhang et al., 2013). A
translocacdo de Nrf2 para o nuicleo é induzida pela exposi¢do a diferente
estressores, como por exemplo, estresse eletrofilico, que oxida a ligagdo
entre Nrf2 e Keapl permitindo a translocacdo de Nrf2 para o nucleo
(Osburn and Kensler, 2008). Em concordéancia, em nossos resultados foi
demonstrado que a exposicdo de astrocitos estriatais ao estresse
eletrofilico causado pelo inibidor da cadeia respiratoria, azida sodica,
ocasionou um aumento do conteudo celular de HO-1, e este aumento foi
potencializado pela coexposicdo com a neopterina. Além disso, a
incubagdo com neopterina sozinha também aumentou o conteudo de
HO-1 e de Nrf2 apds trés horas de exposi¢do, dessa forma, a ativagdo da
via Nrf2/ARE/HO-1 parece presentar a chave principal para os efeitos
antioxidantes da neopterina.

Estes resultados contribuem ainda, para a elucidagdo dos
achados relacionados com a memoria in vivo, uma vez que O
envolvimento da via Nrf2/ARE no aprendizado e na memoria ja foi
demonstrado tanto em modelos animais quanto em estudos com
humanos. Estudos em modelo de deméncia vascular cerebral
demonstraram que a administragdo de compostos naturais, como o
resveratrol e flavandides, preveniu os o0s prejuizos cognitivos do
modelo através da ativagdo da via proterota Nrf2/ARE (Liu et al., 2015;
Ma et al, 2013). Em humanos foi demonstrado ainda, que a
suplementacdo com resveratrol induziu melhoras na memoria associada
a um aumento na conectividade funcional do hipocampo (analisado por
neuroimagem) (Witte et al., 2014).

A ativag@o da via Nrf2 ¢é ainda responsavel pela inducdo de
genes essenciais para a funcdo e biogénese mitocondrial, o fator
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respitorio nuclear 1 e 2 (NRF1 e NRF2) (Whelan e Zuckerbraun, 2013;
Piantadosi et al., 2008), podendo ser essa a explicacdo pela qual o
nimero de mitocondrias em neurdnios dos ganglios da raiz dorsal
aumentou ap6s 24 horas de exposi¢do. Além disso, foi observado que a
neopterina induziu uma reorganizacdo da malha mitocondrial de uma
maneira mais perinuclear.

Finalmente, correlacionando-se com os resultados benéficos da
neopterina na memoria, foi demonstrado um aumentou da captagdo de
glutamato por neuronios, através dos resultados obtidos em fatias, uma
vez que a captagdo de glutamato neste modelo corresponde 80% aquela
realizada por este tipo celular (Oldenziel et al., 2007). Além disso, a
neopterina aumentou esta captacdo também em um modelo glial,
comprovando seu efeito em diferentes tipos celulares nervosos. Em
concordancia com a captacdo de glutamato foi demonstrado que a
neopterina ocasionou ainda um aumento no influxo de Ca>* em culturas
de astrocitos hipocampais de ratos Wistar. Sabe-se que o
neurotransmissor glutamato e seus receptores medeiam os processos de
aprendizado (Kim et al., 2008; McHugh et al., 2007; Morris et al., 1986;
Nakazawa et al., 2003). A ativac¢do dos receptores do tipo AMPA em
especial, ¢ observada nos tratamentos com o grupo de agentes
nootrdpicos piracetam, oxiracetam e aniracetam, favorecendo o aumento
nas concentragdes intracelulares de Ca*" (Malykh and Sadaie, 2010).
Além disso, o aumento do Ca®’ pode ocorrer pre-sinapticamente
aumentando a atividade da PKC e fosforilando CREB de maneira
semelhante a que ocorre na formagdo da LTP (Izquierdo et al., 2008).
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7. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, pode-se sugerir que a
neopterina atua como facilitadora na aquisigdo da memoria.
Mecanisticamente, esse efeito parece estar relacionado com a
participacdo da neopterina na captagdo de glutamato e na mobilizagéo
de calcio intracelular e por suas propriedades antioxidantes e anti-
inflamatorias. Neste sentido, a neopterina representa uma molécula
citoprotetora via ativagdo de Nrf2 com potencial efeito nootropico .
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8. PERSPECTIVAS

1) Investigar o envolvimento do sistema colinérgico no efeito
da potenciagdo da memoria promovida pela neopterina através de
experimentos com administragdo i.p. de escopolamina em camundongos
Suigos submetidos a tarefa comportamental da esquiva inibitoria. Como
demonstrado na sess@o de resultados este experimento ja encontra-se em
andamento.

2) Investigar o efeito da neopterina no processo de formagao e
consolidacio da memoria em camundongos Suigos, através da
administragdo de neopterina nos estagios apos a aquisi¢do na tarefa
comportamental da esquiva inibitoria.

3) Caracterizar quais os receptores glutamatérgicos sao
estimulados por neopterina através do uso de inibidores especificos em
experimentos captagdo de glutamato em fatias hipocampais de ratos
Wistar.

4) Investigar se as propriedades citoprotetores da neopterina
dependem exclusivamente da ativacdo de Nrf2 através de silenciamento
do fator de transcrigdo em linhagem celular de astroglioma C6.
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9. ANEXO

Manuscritos relacionados aos resultados desta tese:

Publicados:

Ghisoni, K., Latini, A., 2015. Kuehne LK, Reiber H, Bechter K,
Hagberg L, Fuchs D., Cerebrospinal fluid neopterin is brain-derived and
not associated with blood-CSF barrier dysfunction in non-inflammatory
affective and schizophrenic spectrum disorders. Journal of Psychiatric
Research, Volume 47, Issue 10, October 2013, Pages 1417-1422.
Journal of psychiatric research 63, 141-142.

Submetidos:

Ao Journal of Psychiatric Research

Titulo: Neopterin as a Potential Cytoprotective Brain Molecule
Autores: Karina Ghisonil, Roberta de Paula Martinsl, Luiz Barbeitoz,
Alexandra Latini'

Resumo: Neopterin, a byproduct of the tetrahydrobiopterin de novo
pathway, is found in increased levels in cerebrospinal fluid and plasma
and significantly increases upon damage, infection or during immune
system activation. The production of this compound seems almost
restricted to the monocyte/macrophage linage cells, in response to
interferon-y stimulation. However, it is unclear whether and which
nervous cells are able to synthesize neopterin, respond to any stressor
applied extracellularly, or even the role of the compound in the central
nervous system. Here we propose a potential cytoprotective role of
neopterin in the brain, and show evidence that cultured rat astrocytes are
responsive to the molecule; the pterin elicited increased
hemeoxygenase-1 cellular content and decreased oxidative stress
induced by mitochondrial dysfunction. Further studies are needed to
clarify neopterin’s citoprotective effects in the central nervous system,
and its potential role in different neuroinflammatory diseases.

Ao Journal Brain, Behavior, and Immunity

Titulo: Neopterin acts as an endogenous cognitive enhancer

Autores: Karina Ghisoni', Paulo Alexandre de Oliveiraz, Filipe
Carvalho Matheusz, Laura GabachB, Mariela Perez3, Valeria P. Carlini4,
Aderbal Aguiarl, Luiz Barbeito’, Raymond Mongeau6’7, Laurence
Lanfumey6, Rui Daniel Predigerz, Alexandra Latini'*
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Resumo: Neopterin, a byproduct of the tetrahydrobiopterin de novo
pathway, is found at increased levels in biological fluids from
individuals with inflammatory disorders. The biological role of this
pteridine remains undefined; however, due to its capacity to increase
hemeoxygenase-1 content, it has been proposed as a protective agent
during cellular stress. Therefore, in order to understand its in vivo
effects, we investigated the effect of neopterin on cognition. To address
this question, neopterin (0.4 and/or 4 pmol) was injected
intracerebroventricularly before or after the training sessions of step-
down and fear conditioning tests, respectively, and memory-related
behaviors were assessed in Swiss and C57BCL/6 mice, as well as in
Wistar rats. The putative effects of neopterin on cognitive performance
were also investigated under an inflammatory state induced by
intraperitoneal lipopolysaccharide administration (0.33 mg/kg) in
interleukin-10 knockout mice (IL—lO'/'). It was consistently observed
across rodent species that neopterin facilitated aversive memory
acquisition by increasing the latency to step-down in the inhibitory
avoidance task. This effect was related to a reduced threshold to
generate the long-term potentiation (LTP) process in hippocampus, and
reduced IL-6 brain levels after the LPS challenge. However, neopterin
administration after acquisition did not alter the consolidation of fear
memories. In conclusion, neopterin facilitated cognitive processes,
probably by inducing an antioxidant / anti-inflammatory state and by
facilitating LTP generation. To our knowledge, this is the first evidence
demonstrating that endogenous pteridine enhances cognition.

Em elaboracio:

Um manuscrito envolvendo os resultados in vitro sobre a producdo e o
efeito da neopterina esta em elaboragéo e sera submetido ao Journal of
Neurochemistry com o titulo Production of neopterin in human
nerve cells and its protective activity.

Trabalhos de colaboracio durante o doutorado:

Castro, A.A., Ghisoni, K., Latini, A., Quevedo, J., Tasca, C.I., Prediger,
R.D., 2012. Lithium and valproate prevent olfactory discrimination and
short-term memory impairments in the intranasal 1-methyl-4-phenyl-
1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP) rat model of Parkinson's disease.
Behavioural brain research 229, 208-215.

Participagdo: dosagem de aminas biogénicas
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de Lucas, R.D., Caputo, F., Mendes de Souza, K., Sigwalt, A.R.,
Ghisoni, K., Lock Silveira, P.C., Remor, A.P., da Luz Scheffer, D.,
Guglielmo, L.G., Latini, A., 2014. Increased platelet oxidative
metabolism, blood oxidative stress and neopterin levels after ultra-
endurance exercise. Journal of sports sciences 32, 22-30.

Participagdo: dosagem de neopterina
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