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RESUMO

Diversas evidéncias indicam que had um comprometimento da
sinalizagdo do neuropeptideo Y (NPY) no sistema nervoso central
(SNC) tanto no envelhecimento quanto na doenga de Alzheimer (DA), e
que este possa representar um novo alvo terapéutico para o alivio de
diversos sintomas associados a estas condigdes. Nesse trabalho foi
avaliado o efeito da administragdo central do NPY sobre prejuizos
cognitivos associados ao envelhecimento em camundongos C57BL/6
com 2 e 11 meses de idade. Também foi avaliado o efeito do pré-
tratamento com NPY ou com o agonista seletivo do receptor Y2 (NPY (3.
36)) sobre os prejuizos comportamentais induzidos por oligdmeros de -
amildide (ABO) em camundongos sui¢os adultos, um modelo animal da
DA. Ademais, foram avaliados os efeitos do NPY e do NPY;3.36) sobre
a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) induzida por ABO
em cultura neuronal hipocampal de ratos Wistar. Uma tnica inje¢do
intracerebroventricular (i.c.v.) de NPY (23,4 pmol) foi capaz de reverter
o prejuizo de memoria espacial associado ao envelhecimento em
camundongos C57BL/6 com 11 meses de idade avaliados no teste de
localizagdo de objetos. Entretanto, a administragdo i.c.v. da mesma dose
de NPY prejudicou o desempenho de camundongos com 2 meses de
idade no mesmo teste. A inje¢do i.c.v. de APO (10 pmol) em
camundongos sui¢os induziu prejuizos em memorias de reconhecimento
e espacial de curto prazo, evidenciados pelos testes de reconhecimento e
localizagdo de objetos, respectivamente, sendo que o pré-tratamento
com NPY (23,4 pmol, i.c.v.) foi capaz de prevenir estes prejuizos
induzidos pelos APO. A ativagdo dos receptores Y, pelo agonista
NPY (13.36) (23,4 pmol, i.c.v.) foi capaz de prevenir os prejuizos na
memoria espacial de curto prazo nos camundongos, além de prevenir a
geragdo de ROS induzidas por ABO (0,5 uM) in vitro. Nenhum dos
compostos  avaliados (NPY, NPYq335 e APO) alterou
significativamente os pardmetros comportamentais relacionados a
emocionalidade avaliados nos testes do splash e nado forgado. Por fim, a
administragdo do NPY prejudicou a discriminagdo olfatoria de
camundongos suigos. Os resultados desse trabalho em conjunto com a
literatura suportam a hipotese de que a restauracdo dos niveis de NPY e
o uso de agonistas dos receptores Y, representam estratégias com
potencial para o controle dos prejuizos cognitivos associados ao
envelhecimento e observados em fases iniciais da DA.



Palavras-chave: Doengca de Alzheimer. 1. Neuropeptideo Y. 2.
Receptor Y. 3. Envelhecimento. 4.



ABSTRACT

Several evidences indicate that the neuropeptide Y (NPY)
signaling is compromised in the central nervous system during ageing
and Alzheimer’s disease (AD), and that this may represent a new
therapy target for the relief of symptoms associated with these
conditions. At the present work, the effect of central administration of
NPY over the cognitive deficits associated to ageing was evaluated in
C57BL/6 mice at 2 and 11 months of age. It was also evaluated the
effect of pre-treatment with NPY or the Y, receptor selective agonist
NPY(13.35) over the behavioral deficits due to amyloid-B oligomers
(ABO) administration in adult Swiss mice, an animal model of AD.
Moreover, the effects of NPY or NPY(13.36) over the reactive oxygen
species production (ROS) induced by ABO were evaluated in a Wistar
rat neuronal hippocampi cell culture. A solely NPY (23,4 pmol)
intracerebroventricular (i.c.v.) injection was enough to revert the spatial
memory deficit associated with ageing evaluated by the object location
test in C57BL/6 mice at 11 months of age. However, the same dose of
NPY impaired the performance of mice at 2 months of age at the same
test. An i.c.v. injection of ABO (10 pmol) induced recognition and
spatial shot-term memory deficits highlighted by the object recognition
and location tests, respectively, in Swiss mice, and the pre-treatment
with NPY (23,4 pmol, i.c.v.) was able to prevent those deficits induced
by ABO. The Y, receptor activation by its agonist NPY/13.36) (23,4 pmol,
i.c.v.) was enough to prevent these spatial short-term memory deficits in
mice in addition to prevent the ROS generation induced by ABO (0,5
uM) in vitro. None of the compounds evaluated (NPY, NPY13.35) and
APO) significantly altered the behavioral parameters related to
emotionality evaluated in the splash and forced swim tests. At last, NPY
administration damaged the olfactory discrimination in Swiss mice. The
results found at the present work together with the literature support the
hypothesis that NPY levels restoration and the use of Y, receptor
agonists are potential strategies for the management of age-associated
cognitive deficits as well as those present in initial stages of AD.

Keywords: Alzheimer’s disease 1. Neuropeptide Y 2. Y, Receptor. 3.
Aging. 4.
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1. INTRODUCAO
1.1. ENVELHECIMENTO

A Organizagdo das Nagdes Unidas langou um relatoério em 2013
com dados de extrema relevancia sobre o envelhecimento da populagado
mundial (UNITED NATIONS 2013). Ele mostra que o envelhecimento
estd ocorrendo praticamente em todos os lugares do globo como
resultado do processo de diminui¢do da mortalidade e da fertilidade.
Esse processo leva a uma diminui¢do da parcela da populagdo formada
por criangas ¢ o aumento da parcela formada por adultos em idade de
trabalho e idosos. Dois ter¢os da populagdo idosa mundial (60 anos ou
mais) atualmente esta concentrada em paises em desenvolvimento, como
o Brasil, e nesses paises o crescimento dessa populacdo é maior que nos
paises desenvolvidos. Isso tem consequéncias econdmicas que nao
podem ser ignoradas, o numero de adultos em idade de trabalho por
idosos esta caindo, o que aumenta as pressdes fiscais e nos sistemas de
suporte aos idosos (que incluem a previdéncia social e saude publica).
Além disso, justamente nesses paises em desenvolvimento, uma parcela
grande dos idosos encontram-se na pobreza e se veem obrigados a
trabalhar por mais tempo, muitas vezes mesmo com a saude debilitada
(IBIDEM).

Portanto, se torna cada vez mais importante investimentos que
promovam a melhoria da qualidade de vida dos idosos, possibilitando-os
viver de forma independente e saudavel (DUNCAN et al. 2012). A
ciéncia vem tentando ampliar o conhecimento acerca do
envelhecimento, buscando padrdes, marcadores e principalmente alvos
terapéuticos que possam minimizar ou retardar os comprometimentos
em diversas funcdes (cognitivas e motoras) observados com o
envelhecimento. Neste sentido, melhorar a saide e a vitalidade da
populacdo idosa, aumentar sua longevidade, diminuir a propensdo a
doengas, melhorar seu desempenho fisico e cognitivo sdo os principais
objetivos (BOWLING; DIEPPE 2005).

O envelhecimento pode ser caracterizado por uma perda da
integridade fisioldgica progressiva, acumulada durante e dependente da
passagem do tempo. Ele afeta a maioria dos seres vivos, levando a uma
funcionalidade prejudicada e ao aumento da vulnerabilidade a morte
(LOPEZ-OTIN et al. 2013). Algumas alteragdes foram recentemente
propostas como pilares do envelhecimento, elas estdo presentes no
envelhecimento normal e seu agravamento ou melhora experimental
causa a diminui¢do e aumento da longevidade, respectivamente. Esses
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pilares sdo: instabilidade genética, desgaste dos telomeros, alteragdes
epigenéticas, perda da homeostase proteica (proteostase), sensibilidade a
nutrientes desregulada, disfungdo mitocondrial, senescéncia celular,
exaustdo de células-tronco e comunicagdo intercelular alterada
(IBIDEM).

Os mesmos autores propdem que os pilares se relacionam entre
si. Alguns s@o primérios (instabilidade genética, desgaste dos teldmeros,
alteracdes epigenéticas, proteostase defeituosa), causados por danos
acumulados progressivamente pelo tempo. Eles provavelmente
promovem ou aceleram os pilares secundérios (antagonistas), que
inicialmente sdo benéficos ou protetores, mas se tornam prejudiciais
quando exacerbados ou cronicos (senescéncia, sensibilidade a nutrientes,
producdo de espécies reativas de oxigénio). E por fim, os pilares
integrativos (exaustdo de células-tronco e altera¢cdes nas comunicagdes
intercelulares) aparecem quando os mecanismos compensatorios
teciduais ndo conseguem lidar mais com todo o dano gerado pelos
pilares primarios e secundarios, afetando a homeostase e funcdo tecidual
permanentemente.

Em relagdo ao sistema nervoso central (SNC), esses pilares
também podem ser observados, sendo que o envelhecimento causa perda
de sinapses, maior propensdo a neuroinflamac¢do e neurodegeneragio,
diminui¢do de neurogénese e ultimamente o detectavel declinio
cognitivo e perda motora associados (para revisdo ver AZPURUA;
EATON 2015 ¢ BRICKMAN; STERN 2009 ¢ KUMAR 2015 e
PETERS 2006). Portanto, ¢ normal durante envelhecimento o individuo
sofrer de um declinio cognitivo leve, insuficiente para interferir nas
atividades do dia-a-dia. Em casos patologicos, ha um declinio cognitivo
intenso, com deméncia, em que a pessoa perde sua independéncia nas
atividades cotidianas. A deméncia pode ser definida como uma
desordem neurocognitiva e sua maior causa é a doenca de Alzheimer
(DA), estima-se que ela seja a causadora em 60 a 80% dos casos. A DA
esta intimamente relacionada ao envelhecimento, sendo a idade o seu
principal fator de risco (ALZHEIMER’S ASSOCIATION 2015).

1.2. ADOENCA DE ALZHEIMER

A primeira descri¢gdo do quadro de uma paciente com DA e da
histopatologia cerebral (com a primeira descricdo de emaranhados
neurofibrilares) foi feita ha mais de 100 anos pelo médico alemao Alois
Alzheimer (ALZHEIMER 1907 apud STELZMANN et al. 1995). A
paciente de apenas 51 anos de idade, Auguste Deter, apresentava sérios
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prejuizos de memoria, confusdo, disturbios de humor e personalidade.
Ela faleceu apds quatro anos e meio do inicio dos sintomas, em um
quadro de completa dependéncia dos cuidadores. Posteriormente, seu
cérebro foi novamente analisado, e constatou-se que a causa para o
inicio prematuro da DA nessa paciente foi uma mutagdo no gene PSEN1
(MULLER et al. 2013). A DA afeta uma em cada nove pessoas com
idade superior a 65 anos, chegando a um terco da populagdo acima de 85
anos no EUA (ALZHEIMER’S ASSOCIATION 2015). Ela geralmente
comeca com uma dificuldade de recordacdo de informagdes recentes,
gradualmente os sintomas vao se agravando, levando a uma perda da
memoria que impede a vida normal, confusdo, dificuldade na fala e na
escrita, mudancas de humor, apatia e depressdo. Os pacientes passam a
necessitar de ajuda para suas atividades diarias mais simples, passam a
ter dificuldade de movimento, ndo reconhecem seus familiares, tém um
aumento da propensao a infecgdes, e finalmente, vém a obito (IBIDEM).

Algumas mudangas no cérebro sdo caracteristicas nos pacientes
com a DA: o acimulo da proteina B-amildide (AP) extracelular (placas
senis) e a formagao anormal hiperfosforilada da proteina tau intracelular
(emaranhados neurofibrilares). Além disso, hda uma atrofia do
parénquima cerebral, com perda sinaptica e morte neuronal (IBIDEM).
As alteragdes cerebrais podem se iniciar muitos anos antes do
aparecimento dos primeiros sintomas, os danos sdo progressivos e a
velocidade de progressdo varia muito de paciente para paciente
(ALZHEIMER’S ASSOCIATION 2015 e WOOK YOO et al. 2015).

O tratamento farmacologico disponivel atualmente ¢ baseado em
dois mecanismos principais complementares:

I. Inibi¢do das enzimas colinesterases. Essas enzimas degradam a
acetilcolina nas fendas sindpticas. Os niveis desse importante
neurotransmissor encontram-se reduzidos na DA e o bloqueio dessas
enzimas aumenta a disponibilidade de acetilcolina, restaurando-a aos
niveis normais e melhorando a memoria e a cogni¢do dos pacientes
(PARSONS et al. 2013). Existem quatro fidrmacos aprovados pela
ANVISA que atuam através deste mecanismo: tacrina, rivastigmina,
donepezil e galantamina (ENGELHARDT et al. 2005).

II. Antagonismo dos receptores N-metil D-aspartato (NMDARs).
A ativagdo desses receptores ionotropicos excitatorios para o glutamato
¢ muito importante para o aprendizado e a memoria, porém na DA eles
estdo constantemente superativados, levando a um influxo continuado de
calcio nos neurdnios pods-sinapticos. Este acumulo de célcio nos
neurdnios leva a um fendmeno chamado de excitotoxicidade, sendo este
um dos principais mecanismos de morte neuronal na DA. A memantina
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representa o Unico farmaco aprovado pela ANVISA que atua como
antagonista ndo-competitivo dos NMDARs (ENGELHARDT et al.
2005). A memantina apresenta afinidade moderada pelos NMDARs,
permitindo a ativagdo destes receptores em condi¢des fisiologicas e
impedindo a sua superativagdio na DA, normalizando assim a
neurotransmissdo glutamatérgica disfuncional e melhorando a fungfo
cognitiva dos pacientes (PARSONS et al. 2013).

Além dos farmacos citados acima, destinados ao tratamento
paliativo dos sintomas cognitivos, frequentemente sdo associados
farmacos para o tratamento dos transtornos de humor, os mais indicados
s30 os inibidores da receptacdo de serotonina para controle da depressao
e neurolépticos, tipicos ou atipicos, para o tratamento da agitacdo e
manifestagdes psicoticas (ENGELHARDT et al. 2005). Também podem
ser associadas outros tipos de terapia, como treinamento cognitivo e
exercicios fisicos (IBIDEM). No entanto, os tratamentos atualmente
disponiveis ndo sdo capazes de reverter a perda cognitiva presente, ou ao
menos frear a progressdo da doenga (BOND et al. 2012 e
(ENGELHARDT et al. 2005). Por isso, é de suma importancia pesquisas
que visem melhor conhecer a fisiopatologia da DA e a descoberta de
novos alvos e agentes terapéuticos.

1.2.1. A hipotese da cascata amiloide na doenca de
Alzheimer

A hipotese da cascata amiloide, primeiramente elaborada na
década de 1990, propde que a deposicdo da proteina P-amildide
(principal componente das placas senis) seria o agente causador da DA.
Os demais fendmenos observados na doenga, emaranhados
neurofibrilares, perda celular, dano vascular e deméncia, representariam
consequéncias diretas dessa deposi¢do (HARDY; HIGGINS 1992). Essa
hipotese ¢ fortemente baseada nas mutagdes genéticas associadas a
forma familiar da DA (fDA), presentes no gene que codifica a proteina
precursora amiléide (APP) e nos genes codificantes das enzimas
presenilina 1 (PSEN1) e 2 (PSEN2), as muta¢des de seus genes levam
ao acumulo acelerado de AP e ao aparecimento precoce da DA, da
angiopatia amiloide cerebral ou ambas (HARDY; HIGGINS 1992 e
MUSIEK; HOLTZMAN 2015).

A APP ¢é uma proteina transmembrana que pode ser processada
por duas vias distintas, a via ndo-amiloidogénica e a amiloidogénica
(HARDY; HIGGINS 1992). Na primeira, ela ¢ clivada por enzimas a-
secretase formando um fragmento N-terminal e um C-terminal a ser
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clivado por enzimas y-secretase. A clivagem da APP pelas a-secretase
acontece em um sitio contido no peptideo AP, portanto, impede sua
formagdo. J4 na via amiloidogénica, a APP ¢é clivada por enzimas B-
secretase gerando uma fragmento C-terminal posteriormente clivado
pelas enzimas y-secretase, assim formando o peptideo AP liberado para
o0 meio extracelular (para revisdo ver PAULA; GUIMARAES 2009).

Porém, a forma mais frequente da DA ¢ a esporadica (eDA),
associada ao envelhecimento. Nessa forma, as evidéncias de que os
agregados de AP sejam causadores ou sequer necessarios para a
patologia sdo menos claras (HERRUP 2015 e MUSIEK; HOLTZMAN
2015). Atualmente, é sabido que a distribui¢do dos agregados de AP nio
se correlaciona com as areas de inicio da neurodegeneragdo e do
aparecimento dos emaranhados neurofibrilares. Além disso, ha também
uma discordancia temporal entre o aparecimento das placas senis e dos
sintomas, havendo muitos pacientes com a patologia amiloide
assintomatica, i.e., sem deméncia. Por esses motivos, a hipdtese
amiloide vem sendo criticada (HERRUP 2015).

Na tentativa de acomodar as descobertas cientificas mais
recentes, a hipotese da cascata amiloide na DA foi revisitada. No novo
modelo proposto pelos autores, a produgdo e os niveis de AP sdo
controlados durante a vida, garantindo a homeostase. Porém, alguns
fatores cumulativos ao longo da vida, como perturba¢des do sono,
estresse psicologico, propensdo genética, isquemia, diminui¢do do
clearance do AP relacionado ao envelhecimento, dentre outros, podem
perturbar esse fino balango facilitando o actimulo de AP e o
aparecimento de espécies oligoméricas e fibrilares desse peptideo
(MUSIEK; HOLTZMAN 2015).

As placas senis, marcos histopatologicos da doenga, podem
aparecer muitos anos antes dos sintomas. Nesse modelo, de alguma
forma, essas espécies de AP aceleram a patologia tau, com a
hiperfosforilagdo dessa proteina, e facilitam que os emaranhados
neurofibrilares se distribuam do sistema limbico para o neocortex
cerebral, aumentando a neurodegeneracdo. Finalmente, a capacidade
proteostatica do SNC ¢é superada e ocorre a agregacdo e acumulo de
diversas proteinas, como a a-sinucleina. Como consequéncia da cascata
AP ocorrem perda neuronal, dano oxidativo, inflamagdo e o
aparecimento dos sintomas clinicos. Neste ponto, ndo ¢ esperado que a
remocdo de AP tenha um grande impacto sobre os sintomas e
prognostico do paciente, pois os danos ja existentes sdo capazes de se
manterem e propagarem, aumentando a morte neuronal (IBIDEM).
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1.2.2. A hipotese dos oligomeros de AP na doenca de
Alzheimer

Achados mais recentes em animais transgénicos e pacientes vém
trazendo uma mudanga importante na maneira como vemos o inicio da
DA: os oligbmeros de f-amildide (APO) ou ligantes difusiveis derivados
de p-amiléide (ADDLs) parecem representar os agentes tdxicos
primarios nesta doenga, ¢ ndo as fibrilas e agregados maiores insoluveis
como se acreditava inicialmente (FERREIRA; KLEIN 2011 e
FERREIRA et al. 2015). A hipotese dos ABO propde que os primeiros
sintomas cognitivos da doenca estdo associados a perdas sinapticas
provocadas pelo ataque direto dos ABO. Essas pequenas toxinas também
iniciam complexas sinaliza¢des intracelulares que culminam com a
morte neuronal observada em fases mais avancadas da doenca
(FERREIRA; KLEIN 2011 ¢ FERREIRA et al. 2015 e LAMBERT et al.
1998).

Os ABO, por serem soliveis e relativamente pequenos, sdo
capazes de trafegar pelo parénquima cerebral, atingindo locais distantes
daqueles onde se concentram as placas senis e, sendo assim,
potencialmente mais toxicos (HAASS; SELKOE 2007). Eles sao
capazes de chegar até as sinapses, seus principais alvos, atacando-as.
Além disso, eles podem ser encontrados no sistema limbico junto aos
primeiros emaranhados neurofibrilares. Os ABO podem ser o elo faltante
entre a patologia amiloide, disfuncéo sinaptica e o inicio das alteragdes
na proteina tau (para revisio ver FERREIRA; KLEIN 2011 e
FERREIRA et al. 2015 ¢ MUSIEK; HOLTZMAN 2015). Corroborando
essa hipotese, os niveis de AP soluveis sdo capazes de diferenciar os
pacientes com DA dos idosos normais e dos sem deméncia porém com
patologia amiloide, e sdo melhores associados a perda sinaptica e
densidade de emaranhados neurofibrilares que a por¢do insoltvel desse
peptideo (LUE et al. 1999 e MCLEAN CA et al. 1999).

Amiloide € um conceito genérico para depodsitos teciduais
fibrilares insoluveis, ricos em estruturas de folhas-p, e que se ligam a
corantes como o Congo Red ou tioflavina T de uma maneira polarizada
(HAASS; SELKOE 2007). No caso da DA, os amiloides sdao formados
pelo peptideo AP, mas em outras doengas sdo formados por outras
proteinas, como na doenga de Parkinson, onde sdo formados por a-
sinucleina. A hipdtese oligomérica, portanto, ndo ¢ amiloide. Nessa
hipotese, os amiloides agem apenas como depodsitos dos verdadeiros
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agentes toxicos, os APO (FERREIRA; KLEIN 2011 e HAASS;
SELKOE 2007).

Baseando-se nessa hipodtese, foi desenvolvido um modelo de
inje¢do intracerebroventricular (i.c.v.) com os ABO no cérebro de
camundongos. Esse modelo agudo mimetiza a fase inicial sintomatica da
DA esporadica. Como ja descrito na literatura (FERREIRA; KLEIN
2011 e FERREIRA et al. 2015 e FIGUEIREDO et al. 2013 ¢ LEDO et
al. 2013), os ABO sdo capazes de gerar prejuizos cognitivos em roedores
semelhantes aos observados nos pacientes em fases iniciais da DA,
quando ha perda sindptica, inicio dos sintomas cognitivos mas ainda nao
ha morte celular ostensiva. Esses prejuizos podem estar associados a
perda sindptica e a indu¢do de um quadro neuroinflamatério, com
recrutamento de células da glia e aumento da produgdo de citocinas pro-
inflamatérias (LEDO et al. 2013). Além disso, foi mostrado
recentemente que a injecado de ABO no ventriculo lateral de primatas
também ¢ capaz de induzir uma patologia semelhante a DA, com perda
sinaptica, ativagdo astrocitaria e microglial, e também hiperfosforilagao
da proteina tau e a formacgdo de emaranhados neurofibrilares, marco
histopatolégico da DA (FORNY-GERMANO et al. 2014).

1.3. NEUROPEPTIDEO Y

O neuropeptideo Y (NPY) foi primeiramente isolado na década
de 1980 (TATEMOTO 1982 e TATEMOTO et al. 1982), sendo o
neurotransmissor peptidico mais abundante no SNC e sistema nervoso
periférico (SNP). Ele pertence a familia de polipeptideos pancreaticos
juntamente ao polipeptideo pancreatico e ao peptideo Y'Y, todos com 36
aminoacidos e regido C-terminal aminada (MICHEL et al. 1998). Além
disso, eles compartilham a estrutura tridimensional de um grampo (PP-
fold) (DARBON et al. 1992). Essa familia de peptideos exerce suas
acOes através de receptores acoplados a proteina G (G; ou G,). Os cinco
receptores para o NPY identificados e clonados até o momento sdo
simbolizados pela letra Y: Y1, Y3, Y, Ys e ys. O gene do receptor yg €
truncado em primatas, ndo funcional, por isso recebe a letra minuscula
(MICHEL et al. 1998). O NPY possui afinidade alta pelos receptores Y,
Y, e Y5 e baixissima pelo receptor Y4 (KEIRE et al. 2002) .

A expressdo dos subtipos de receptores Y, Y4 e Ys no cérebro
humano, ao contrario de em ratos, € muito baixa, sendo mais
proeminente no giro denteado do hipocampo. J4 a expressdo do subtipo
Y, ¢ abundante, sendo mais expresso no cortex, hipocampo e
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hipotdlamo em humanos (DUMONT et al. 1998). Esse subtipo de
receptor, Y,, age como um auto-receptor, sendo co-expresso com o NPY
em neurdénios (CABERLOTTO et al. 2000). Ele tem grande importancia
no controle da excitabilidade no hipocampo (COLMERS et al. 1991),
através da diminuicdo da liberagdo de glutamato (GREBER et al. 1994 ¢
SILVA et al. 2001), e esta envolvido na formag¢do da memoria
(REDROBE et al. 2004).

O NPY estd presente abundantemente principalmente no
neocértex, no hipocampo, no hipotdlamo, nos ganglios da base e na
amigdala no cérebro humano (ADRIAN et al. 1983 e CABERLOTTO et
al. 2000). Em condigdes fisiologicas, o NPY estd co-localizado em
neurdénios que produzem outros neurotransmissores, como o acido
gama-amino-butirico (GABA), catecolaminas e a somatostatina, e
também de moléculas sinalizadoras, como o 6xido nitrico (para revisdo
ver AOKI; PICKEL 1990). Suas agdes podem levar de minutos ou dias
apoOs a ativagdo dos seus receptores, por esta razdo, as agcdes do NPY
tendem a ser de um controle mais fino, modulando as transmissdes de
outros neurotransmissores, neuromoduladores ou até de hormonios
(VAN DEN POL 2012).

A funcdo fisiologica mais conhecida do NPY ¢ no controle do
apetite, sendo um orexigeno frequentemente citado com alvo para
terapias para obesidade e anorexia (para revisdo ver YULY ANINGSIH
etal. 2011). Além dessa, diversas funcdes para o NPY ja foram descritas
na literatura, podemos ressaltar seu envolvimento na memoéria (FLOOD
et al. 1987, 1989), na promocao da neurogénese (DECRESSAC et al.
2009 e HANSEL et al. 2001 e HOWELL et al. 2005), na neuroprote¢ao
a excitotoxicidade (SILVA et al. 2003), como ansiolitico (HEILIG et al.
1989) e na modulagdo da inflamagdo (FERREIRA et al. 2010, 2011),
para revisdo ver DECRESSAC; BARKER 2012 ¢ MALVA et al. 2012.

1.3.1. O Neuropeptideo Y e o envelhecimento

O envelhecimento ¢ capaz de mudar a expressdo do NPY e de
seus receptores, diminuindo de maneira geral as densidades do peptideo
e dos subtipos de seus receptores em varias regioes do cérebro, como o
hipocampo, estriado, tdlamo e hipotdlamo em ratos (HIGUCHI et al.
1988 ¢ VEYRAT-DUREBEX et al. 2013). Além disso, a restrigdo
caldrica, sabidamente neuroprotetora durante o envelhecimento, também
¢ capaz de mudar o padrdo de expressdo desses receptores no cérebro de
ratos idosos. Ela leva a uma diminui¢do da densidade de receptores Y,
no giro denteado, nucleos talamicos e hipotaldmicos e na 4rea
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hipotaldmica lateral, e de receptores Y, no nucleo supraquiasmatico do
hipotalamo. Ao mesmo tempo, aumenta a densidade do receptor Y, na
regido CA2 do hipocampo e previne o aumento do receptor Y; no
nicleo ventromedial hipotalamico induzido pela idade (VEYRAT-
DUREBEX et al. 2013). Dados recentes indicam que o NPY pode
induzir autofagia no hipotdlamo. Esse importante mecanismo,
desbalanceado durante o processo de envelhecimento, € que também
pode ser induzido pela restricdo caldrica, encontra-se diminuido nessa
estrutura com o avanco da idade (AVELEIRA; BOTELHO; CARMO-
SILVA; et al. 2015).

Esses dados, em conjunto com as fungdes fisioldgicas conhecidas
do NPY citadas anteriormente, sugerem que as vias desse neuropeptideo
podem representar bons alvos para terapias antienvelhecimento
(AVELEIRA; BOTELHO; CAVADAS 2015 e BOTELHO; CAVADAS
2015).

1.3.2. O Neuropeptideo Y e a DA

Diversos trabalhos na literatura mostram um desequilibrio nas
vias neuronais do NPY em pacientes com a DA. Foi mostrado uma
diminui¢@o nos niveis deste neuropeptideo no liquido cerebrospinal de
pacientes com a DA (MARTIGNONI et al. 1992). H4 também uma
diminui¢@o nas populagdes neuronais que expressam o NPY no cortex e
hipocampo de pacientes com DA (CHAN-PALAY et al. 1985, 1986). A
densidade de receptores para o NPY também parece estar diminuida
nessa doenca (MARTEL et al. 1990). Além disso, foi mostrado que a
perda dos neurdnios que expressam o NPY ¢ precoce e preferencial em
um modelo transgénico da DA (RAMOS et al. 2006). Esses dados
sugerem que a perda das vias do NPY pode ser um passo importante ¢
inicial na patologia da DA.

Do ponto de vista de mecanismos, o NPY ¢ capaz de inibir a
liberacdo de glutamato via ativacdo dos receptores pré-sindpticos Y,
(GREBER et al. 1994 e SILVA et al. 2001). O NPY exerce efeitos
neuroprotetores em diversos modelos de excitoxicidade in vitro e in
vivo, (DOMIN et al. 2006 ¢ SILVA et al. 2003 ¢ SMIALOWSKA et al.
2009) Além disso, ele também ¢é capaz de promover a liberagdo de
neurotrofinas em modelos da DA in vitro (CROCE et al. 2011, 2012,
2013). Em modelos transgénicos da DA, foi mostrado que a aplicagdo de
fragmentos do NPY, resultantes do processamento por uma enzima que
também degrada AP (neprilisina), diminui a neurodegeneragdo associada
a essa patologia (ROSE et al. 2009). Em um trabalho mais recente do
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nosso grupo, foi mostrado que a injeg¢do i.c.v. com NPY previne os
prejuizos cognitivos e emocionais induzidos pela administracdo de
agregados da proteina em camundongos. Nesse trabalho também foi
mostrado que a ativagdo dos receptores Y, é necessaria para que
ocorram os efeitos neuroprotetores do NPY (SANTOS et al. 2013).

Diante do exposto, a hipotese desse trabalho € que o NPY ¢é capaz
de melhorar os prejuizos comportamentais e neuroquimicos associados
ao envelhecimento e a doenga de Alzheimer via ativacao dos receptores
Y. No presente estudo buscou-se aprofundar o conhecimento acerca dos
efeitos neuroprotetores do NPY no envelhecimento e na fase inicial da
DA, e também confirmar o potencial terapéutico dos receptores Y, nessa
doenga. Para isso, investigamos os efeitos da administragdo i.c.v. de
NPY em camundongos envelhecidos (11 meses de idade) da linhagem
C57BL/6, bem como da administragdo i.c.v. de NPY ou NPY/j3.3¢), um
agonista dos receptores Y,, sobre os prejuizos comportamentais e
neuroquimicos induzidos pela subsequente administragdo i.c.v. de ABO
em camundongos sui¢os.
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2.

OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo principal desse trabalho foi avaliar os efeitos da

administragdo i.c.v. do NPY e da ativagdo seletiva dos receptores Y,
sobre as alteragdes comportamentais € neuroquimicas associadas ao
envelhecimento e induzidos pela administracdo com APO em
camundongos.

II.

II1.

Iv.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os efeitos do envelhecimento e da administragdo i.c.v.
de NPY sobre a locomogdo e a memoria espacial de curto prazo
de camundongos da linhagem C57BL/6 com 2 e 11 meses de
idade nos testes do campo aberto e localizacdo de objetos.

Analisar os efeitos do pré-tratamento i.c.v. de camundongos
suicos adultos com PBS, NPY ou NPY(33 (agonista do
receptor Y») sobre as possiveis alteragdes sensoriais, cognitivas
e motoras induzidas por ABO através do uso dos testes do
campo aberto (locomog¢do), reconhecimento e localizagdo de
objetos (memoria de curto prazo), labirinto aquatico (memoria
espacial de longo prazo), splash test e nado for¢ado (anedonia e
depressdo), e discriminagdo olfatéria (olfagdo).

Mensurar os efeitos do pré-tratamento com PBS, NPY ou
NPY(i3.36) € da injegdo i.c.v. com APO sobre a astrogliose e
microgliose no hipocampo de camundongos suicos adultos
através da quantificagdo dos niveis das proteinas GFAP e IBA-1
usando a técnica de western-blot.

Determinar o efeito do pré-tratamento com PBS, NPY ou
NPY(13.36) (agonista do receptor Y,) sobre a produgdo de
espécies reativas de oxigénio induzida por ABO em cultura
primaria de neurénios do hipocampo de ratos.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. SOLUCOES

Tampao salino-fosfato (PBS) contendo 137 mM de cloreto de
sodio, 10 mM de fosfato, 2,7 mM de cloreto de potassio ¢ pH 7.,4.
Neuropeptideo Y (NPY), (Tocris Bioscience, Reino Unido), foi
dissolvido a 78 uM em PBS em pH 7,4. O agonista do receptor Y,,
Neuropeptideo Y 13-36 (NPY(13.35)) porcino (Tocris Bioscience), foi
dissolvido a 100 uM em PBS em pH 7,4. O NPY3.36) porcino possui
alta afinidade pelos receptores Y, e baixa afinidade pelos receptores Y|,
Y4 e Ys em roedores na seguinte ordem: Y, > Ys>> Y; > Y4 (KEIRE et
al. 2002 e PARKER; BALASUBRAMANIAM 2008 ¢ PATEL; PATEL
2009). Portanto, nas concentrag¢des utilizadas desse agonista no presente
estudo, a ativagdo dos receptores Y; e Y4 pode ser considerada como
inexistente e dos receptores Ys como minima. As solu¢des foram
(e)lliquotadas e armazenadas a -20 °C até o uso, sendo entdo mantidas a 4
C.

Os oligdmeros de B-amiloide (APO) foram gentilmente cedidos
pelo prof. Dr. Sérgio Teixeira Ferreira (Laboratério de Doencas
Neurodegenerativas, Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ,
Brasil). Foram produzidos a partir do peptideo sintético APi.4
(American Peptide, EUA) conforme descrito anteriormente por
LAMBERT et al., 1998 e mais recentemente por FIGUEIREDO et al.,
2013. As preparagdes sdo rotineiramente validadas pelo mesmo
laboratério por cromatografia liquida de alta eficiéncia de exclusdo de
tamanho e ocasionalmente por western-blot usando anticorpos
especificos para oligdmeros de B-amildide.

Apenas preparagdes com boa qualidade e perfis cromatograficos
dentro do esperado foram utilizadas. O anexo A exemplifica o perfil
cromatografico obtido através de uma das preparagdes utilizadas para
esse trabalho. Uma vez produzidos, os oligdmeros foram conservados a
4 °C ¢ utilizados dentro do prazo de 72 horas. A solugdo veiculo foi
preparada de maneira idéntica a dos APO, porém, sem adicdo dos
peptideos APi.42, com isso, ela ¢ formada majoritariamente por PBS e
niveis minimos de DMSO.

3.2. ANIMAIS

Foram utilizados 60 camundongos suigos machos com 3 meses de
idade provenientes da Faculdade de Farmacia da Universidade do Rio de
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Janeiro (Brasil) e da Fundagdo Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro, Brasil), e,
10 camundongos C57BL/6 machos com 2 meses de idade e nove
camundongos C57BL/6 com 11 meses de idade provenientes da
Fundagao Oswaldo Cruz. Os animais foram mantidos em mini-
isoladoras de 37,9 cm (comprimento) x 19,7 cm (largura) x 12,7 cm
(altura), em grupos de trés a cinco animais por gaiola, em prateleiras
ventiladas com temperaturas mantidas a 23+2 "C, sob um ciclo de
claro/escuro de 12 h. Os animais tinham acesso irrestrito a ragdo e agua.

Todos os protocolos utilizados foram aprovados pelos respectivos
comités de ética e uso de animais, na Universidade Federal de Santa
Catarina sob o numero de protocolo PP00830 e no Centro de Ciéncias
da Saude da Universidade Federal do Rio de Janeiro, sob o niimero
049/14.

3.3. INJECAO INTRACEREBROVENTRICULAR

A injecdo i.c.v. em camundongos foi originalmente descrita por
HALEY; MCCORMICK, 1957 e posteriormente modificada por
LAURSEN; BELKNAP, 1986. Brevemente, os animais foram
anestesiados usando um sistema de vaporizagdo com fornecimento de
oxigénio constante e 2,5% de isoflurano (Cristalia, Brasil). Uma vez
anestesiados, os animais foram imobilizados e tiveram sua pele da
cabega gentilmente esticada na dire¢do posterior. As injecdes foram
realizadas cerca de 1 mm lateralmente do ponto equidistante dos dois
olhos e cerca de 0,1 mm posterior da linha imagindria desenhada do
ponto mais posterior dos olhos. Foram utilizadas agulhas gengivais 30-G
cortadas com 3 mm de comprimento acopladas a uma seringa Hamilton
de 10 pl.

As injecdes foram realizadas por um pesquisador treinado que
obteve mais de 85% de sucesso em treinamento feito com corante azul
nos mesmos locais alvo das injecdes deste experimento a fim de
averiguar a acurdcia das mesmas no ventriculo lateral. Cada animal
recebeu 2 pl de solucdo de acordo com o protocolo utilizado.

Para avaliar os efeitos do NPY sobre o envelhecimento, 10
camundongos C57BL/6 machos com 2 meses e nove camundongos com
11 meses de idade receberam 23,4 pmol NPY (11,7 uM). Para avaliar os
efeitos do NPY e do NPY/i3.36) sobre a toxicidade induzida por ABO, os
camundongos suicos machos receberam duas injegdes i.c.v.
contralaterais. A primeira com PBS, 23,4 pmol NPY (11,7 uM) ou 23,4
pmol NPY 336 (11,7 pM). Apds 15 min, os animais receberam a
segunda inje¢do com veiculo ou 10 pmol ABO (5 uM). Ao total foram

34



utilizados 6 grupos neste conjunto de experimentos: PBS + Veiculo (12
animais), NPY + Veiculo (8 animais, sendo que um faleceu por causas
desconhecidas durante os experimentos), NPY(335 + Veiculo (8
animais), PBS + ABO (12 animais), NPY + ABO (10 animais) e NPY 3.
36) T APO (10 animais).

As doses de NPY e NPY(13.35 foram estabelecidas baseando-se
em trabalho anterior de nosso grupo (SANTOS et al. 2013) e da
literatura (FLOOD et al. 1987, 1989). A dose de APO também foi
estabelecida baseando-se em trabalhos anteriores do grupo do prof. Dr.
Sérgio Ferreira (UFRJ) (FIGUEIREDO et al. 2013 e LEDO et al. 2013).

3.4. EXPERIMENTOS COMPORTAMENTAIS

Todos os experimentos foram filmados e realizados durante o
ciclo claro, entre 8:00 e 18:00 h. Os animais foram habituados por pelo
menos uma hora antes ¢ mantidos em uma sala com mesmas condi¢des
de iluminagdo (luz fluorescente indireta) e temperatura (23 0C) da sala
experimental, permanecendo na ultima apenas o tempo necessario para
os testes. A Unica excegdo a isso, foi para o labirinto aquatico, em que os
animais foram habituados e permaneceram na sala experimental durante
todo o experimento. Todos os aparatos foram limpos com alcool 70%
entre a avaliagdo de um animal e outra buscando evitar pistas olfatorias
que pudessem alterar o comportamento dos animais.

Para avaliacdo dos efeitos do NPY sobre o envelhecimento,
foram utilizados camundongos C57BL/6 machos de 2 e 11 meses de
idade e a sequéncia experimental utilizada esta ilustrada na Figura 1. Ja
para avaliagdo dos efeitos do NPY e do NPY(i3.35 sobre a toxicidade
induzida por ABO, foram utilizados camundongos suigos machos de 3
meses de idade e a sequéncia experimental esta representada pela
Figura 2. Os animais foram pesados um dia antes das inje¢des (medida
basal) e também apods 24 horas, 4, 8§ e 12 dias dos tratamentos. Foi
calculada a diferenca do peso de cada animal nos dias indicados daquele
registrado na medida basal (A peso). A ordem dos experimentos
comportamentais foi escolhida baseando-se em dois principios: (1)
referéncias de trabalhos anteriores do grupo, conforme o indicado nas
sessdes a seguir; (2) manutencido de uma ordem crescente de aversdo dos
procedimentos para que cada experimento influenciasse o menos
possivel nos seguintes.
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3.4.1. Campo Aberto

O aparato do campo aberto consiste em uma caixa de base
quadrada de 30 cm de lado e 45 cm de altura, de paredes escuras e sem
cobertura. Nas paredes do aparato foram coladas pistas visuais
assimétricas. Para aumento do contraste ¢ melhor captura das imagens,
foi utilizado no aparato o fundo branco para os camundongos C57BL/6 e
fundo preto para os camundongos suicos. Os animais foram
posicionados no centro do aparato e puderam explorar livremente o
mesmo durante 5 ou 30 min, conforme indicado na se¢do de resultados.
Os parametros comportamentais foram analisados através do uso do
software ANY-maze (BELZUNG 1999).

Além do parametro de locomocgdo (distancia percorrida), foi
também medido um parametro relacionado a ansiedade (tempo no
centro). O fundo do aparato pode ser subdividido imaginariamente em
nove quadrantes de 10 cm de lado, (um central e oito periféricos). E da
natureza dos roedores preferir se locomover pela periferia, proximo as
paredes (tigmotactismo), evitando o centro do aparato. Portanto, um
aumento no tempo gasto no quadrante central pode ser um indicativo de
uma diminui¢do do comportamento ansioso normal, da mesma forma,
uma diminui¢do deste tempo pode estar relacionada a ansiogénese
(PRUT; BELZUNG 2003).

Além de servir para analise de parametros locomotores e de
ansiedade, o teste de campo aberto tem ainda a fun¢do de habituagdo
para os testes de localiza¢do e reconhecimento de objetos subsequentes,
ja que estes sdo realizados no mesmo aparato. Essa fase de habituagao se
mostrou importante para o aumento da exploragdo dos objetos pelos
animais nos testes mencionados (LEGER et al. 2013).

3.4.2.Reconhecimento de Objetos

Esse experimento foi realizado no mesmo aparato do campo
aberto, onde os animais haviam sido habituados previamente (Figuras 1
e 2, item 3.4.1.). Nele foram colocados dois objetos de plastico de base
simétrica e idénticos, (1) e (2), dispostos cerca de 7 cm equidistantes das
laterais. Os objetos foram grudados no chido com fita adesiva para que
ndo fossem movidos durante o experimento.

Os animais foram colocados no centro do campo aberto onde
puderam movimentar-se livremente durante 5 min (treino ou
familiariza¢do). O tempo que cada animal gastou investigando cada um
dos objetos a um centimetro ou menos de distancia foi registrado com a
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ajuda de crondmetros por um observador treinado. Nesta sessdo, os
animais tendem a explorar os dois objetos de maneira semelhante
(LEGER et al. 2013). Ap6s 90 min, os animais foram recolocados no
aparato por 5 min, porém dessa vez, um dos objetos foi substituido por
outro de formato e cor diferentes mas com area de base e altura
semelhantes. Novamente, o tempo de exploracdo de cada objeto foi
registrado. A porcentagem de exploracdo do objeto novo (N) ou
familiar (F) em relagdo a exploracdo total (N + F) foi calculada.

O teste de reconhecimento de objetos, ou reconhecimento do
objeto novo, tem suas origens na década de 1980 (ENNACEUR;
DELACOUR 1988) e se baseia na preferéncia inata dos animais pela
novidade. E esperado que percebendo a diferenga entre os objetos, os
roedores prefiram investigar por mais tempo o objeto novo (N) em
detrimento do familiar (F) (LEGER et al. 2013). Ou seja, os animais
capazes de reconhecer o objeto familiar, tendem a ter uma porcentagem
de explora¢do do objeto novo superior a 50%, que ¢ o valor esperado
para a exploracdo ao acaso dos dois objetos. O protocolo aqui descrito e
a escolha do tempo apds as inje¢des (24 h) foram baseados em trabalhos
anteriores do nosso grupo (FIGUEIREDO et al. 2013 e LEDO et al.
2013). Os objetos ja foram testados anteriormente, ndo tendo os animais
preferéncia inata por nenhum deles.

3.4.3.Localizacao de objetos

O experimento de localizagdo de objetos, ou realocacdo de
objetos, ¢ de certa forma semelhante ao de reconhecimento de objetos:
se baseia no mesmo principio de que os animais tendem a preferir a
novidade e foi primeiramente descrito em ratos pelo mesmo grupo
(ENNACEUR; MELIANI 1992). O protocolo aqui relatado é baseado
em adaptacdo mais recente para camundongos (MURALI et al. 2007), o
tempo apds as inje¢des foi escolhido baseado em trabalho anterior do
grupo (SANTOS et al. 2013).

O experimento foi realizado no aparato do campo aberto, onde os
animais foram previamente habituados por 30 min (figuras 1 e 2, item
3.4.1.). Dois objetos de plastico de base simétrica e idénticos, (1) e (2),
foram fixados com fita adesiva no chdo do aparato. E importante frisar
que os objetos utilizados nesse experimento sdo diferentes daqueles
utilizados no teste de reconhecimento de objetos. Eles foram dispostos
lateralmente nos cantos do aparato, 7 cm equidistantes das paredes.

Os animais foram colocados no centro do aparato e deixados para
se movimentarem livremente por 5 min (treino ou familiarizagdo). Apos
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90 min, os animais foram recolocados no aparato também por 5 min
(teste). Porém, desta vez, um dos objetos fora movido para o lado oposto
do aparato, (ainda a 7 cm equidistantes das paredes adjacentes), ficando
na diagonal do objeto mantido na posi¢do familiar. Em ambas as sessdes
o tempo que cada animal passou investigando cada objeto a menos de
um centimetro de distancia foi registrado com a ajuda de cronometros
por um observador treinado. No teste, o resultado é mostrado como
porcentagem do tempo gasto explorando o objeto realocado (R) ou na
posicdo familiar (F) em relagdo ao tempo de exploracdo total (R + F).
Neste caso, os animais capazes de reconhecerem a mudanga de
posicionamento do objeto, apresentardo uma porcentagem de exploragao
do objeto realocado superior a 50% (valor teodrico estimado para o
acaso) (MURALI et al. 2007).

3.4.4. Labirinto aquatico

O teste do labirinto aquatico foi primeiramente descrito em ratos
na década de 1980, consistindo basicamente em se colocar o animal em
um grande tanque com agua onde ele deve ser capaz de encontrar uma
plataforma invisivel baseando-se em pistas visuais distais (MORRIS
1984). Diferentes versdes do teste foram padronizadas visando avaliar
diferentes tipos de memoria, e os procedimentos foram adaptados
também para camundongos. O protocolo utilizado nesse trabalho foi
baseado na versdo de aprendizado e memoria espacial descrita por
VORHEES; WILLIAMS 2006.

A temperatura da sala e da 4gua foram mantidas em
aproximadamente 22 °C com iluminagdo indireta. O tanque possui fundo
escuro, um metro de didmetro e cerca de 30 cm de profundidade. A
plataforma utilizada é escura, circular, com 7,5 cm de didmetro e ficou
submersa entre 0,5 ¢ 1 cm abaixo da superficie da agua, tornando-se
assim invisivel aos animais no mesmo plano. O aparato foi cercado por
uma cortina para evitar que os animais vissem o experimentador durante
os testes. Pistas visuais distais foram fixadas nas cortinas para permitir a
formagdo de um mapa espacial. A plataforma permaneceu fixa durante
todos os treinos no centro do quadrante sudoeste (quadrante-alvo), sendo
retirada apenas para a sessdo teste. Apds os treinos e o testes, 0s animais
foram colocados em gaiolas com maravalha seca, cobertas, sob uma luz
quente para que se secassem.

O treinamento consistiu em quatro treinos consecutivos por dia
durante quatro dias. Nele, os animais foram liberados no tanque voltados
para a parede dos quatro pontos cardinais em uma sequéncia semi-
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aleatéria e variada ao longo dos dias: 1° dia: N, S, L e O; 2°dia: L, O, N
e S;3%°dia: O, N, SeL; 4°dia: S, L, O e N. O tempo de laténcia para que
os animais encontrassem a plataforma foi registrado com ajuda de
crondmetros. Se o animal ndo fosse capaz de encontrar a plataforma
dentro de 60 s, ele era gentilmente guiado pelo experimentador até
alcanga-la. Uma vez na plataforma, os animais eram mantidos ali por 20
s antes de serem retirados. Os resultados do treinamento sdo
representados como média dos tempos de laténcia dos quatro
treinamentos de cada dia.

Vinte e quatro horas apds o ultimo treino, os animais foram
submetidos ao teste, no qual a plataforma foi retirada e os animais foram
liberados do ponto norte voltados para a parede. A distincia total
percorrida pelos animais e o tempo gasto no quadrante-alvo (sudoeste),
onde estava a plataforma durante o treinamento, foi avaliado através do
software ANY-maze por 60 s. Os animais capazes de se lembrar do local
da plataforma tendem a passar mais tempo nesse quadrante que nos
demais (MORRIS 1984 e VORHEES; WILLIAMS 2006), ou seja,
permanecerdo no quadrante alvo mais que 25% do tempo (valor tedrico
esperado para o acaso).

3.4.5. Discriminacéo olfatoria

O teste de discriminagdo olfatéria seguiu o protocolo para
camundongos ja utilizado por nosso grupo (PREDIGER et al. 2010).
Essa tarefa se baseia no comportamento de roedores de preferir locais
impregnados com seu proprio odor a locais com odores diferentes. O
aparato utilizado € branco, de base quadrada de 50 cm de lado, e 40cm
de altura. Ele ¢ dividido em dois compartimentos retangulares iguais por
uma parede de plastico transparente com um portal por onde os animais
sdo capazes de atravessar. No compartimento familiar foi colocado um
punhado de maravalha ja utilizada pelos animais por quatro dias,
portanto impregnada com o seu odor. No outro compartimento (ndo-
familiar) foi colocado um punhado de maravalha limpa. A maravalha
limpa foi trocada para cada animal, enquanto que a maravalha familiar
foi utilizada por todos os animais que estavam na mesma gaiola.

Os animais foram liberados no compartimento nao-familiar,
voltados para o familiar, e seu comportamento exploratério foi avaliado
por 5 min. O tempo em que o animal permaneceu com as quatro patas
em cada compartimento foi registrado com o auxilio de crondmetros,
sendo que caso o animal permanecesse no portal que divide os dois
compartimentos, o tempo ndo era contado. O resultado ¢ mostrado como
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porcentagem do tempo gasto no compartimento familiar (F) ou néo-
familiar (N) em relagdo ao tempo total (F + N). Os animais capazes de
discriminar os dois compartimentos pelo seu odor permanecerdo no
compartimento familiar mais que 50% do tempo (valor tedrico esperado
para o acaso).

3.4.6. Splash

O protocolo utilizado foi adaptado de MORETTT et al. 2015. O
teste é feito em funis de vidro invertidos para facilitar a observagao dos
animais. Os camundongos foram colocados nos funis, isolados
visualmente uns dos outros, e deixados para que se habituassem ao novo
ambiente por cerca de 3 min. Logo em seguida, receberam duas
borrifadas no dorso com solugdo de sacarose 10%. O seu
comportamento foi entdo observado por 5 min. Apds o teste, os animais
foram colocados em novas gaiolas para que ndo entrassem em contato
com os animais ainda ndo testados.

Como a solugdo ¢ viscosa, os animais tenderdo a iniciar o
comportamento de grooming (lamber/arrumar os pelos do local).
Também porque a solugdo € palatavel, os animais tendem a continuar
esse comportamento. Portanto, dois pardmetros sdo medidos pelo
observador treinado com ajuda de cronometros, o tempo de laténcia até
o inicio do grooming e o tempo total que o animal manifesta esse
comportamento. Uma reducdo dos comportamentos relacionados a
autolimpeza e de motivacdo neste teste sdo indicativos de anedonia
(MATHEUS et al. 2015 e MORETTI et al. 2015)

3.4.7.Nado forcado

Esse teste, inicialmente desenvolvido para ratos (PORSOLT et al.
1977), se baseia no principio que o animal quando for¢ado a nadar sem
que lhe seja dado uma possibilidade de escape, apés um periodo de
atividade intensa, tenderd a ficar imdvel executando apenas os
movimentos respiratdrios e necessarios para manter a cabega acima da
superficie da 4gua. Esse comportamento de imobilidade esta relacionado
a um estado de desespero/desesperanca, onde o animal, tendo aprendido
que ndo ha escapatdria, se conforma com as condigdes experimentais —
assemelhando-se, assim, ao comportamento humano na depressio.

O protocolo aqui utilizado baseou-se em uma adaptacdo mais
recente para camundongos (CAN et al. 2012) e o tempo ap6s as injegdes
foi escolhido baseando-se em trabalho anterior do grupo (LEDO et al.
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2013). Beckers de vidro de 2 L, isolados visualmente entre si, de 13 cm
de didmetro foram preenchidos com agua a 23 OC até a altura de 13,5
cm. Os animais foram colocados na dgua e deixados por 6 min. Apds o
teste, os animais foram colocados em gaiolas com maravalha seca,
cobertas, sob uma luz quente para que se secassem isolados dos animais
ainda ndo testados.

Os dois primeiros minutos de teste foram desprezados, o
comportamento dos animais foi avaliado durante os 4 minutos finais por
um observados treinado. Com ajuda de cronometros, foi registrado o
tempo de mobilidade (todo movimento além do necessario para manter a
cabega acima da superficie d’agua), depois este tempo foi subtraido do
tempo total (240 s) para obter-se o parametro de imobilidade.

3.5. ANALISES BIOQUIMICAS
3.5.1.Imunoquantificaciio de proteinas

Apbds os experimentos comportamentais, os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical, e tiveram o hipocampo
dissecado e imediatamente congelado em nitrogénio liquido para analise
por western blot seguindo protocolo descrito anteriormente (CLARKE
et al. 2015). O tecido foi macerado ¢ homogeneizado em tampdo de
radioimunoprecipitagdo (RIPA), (50 mM Trisma, 150 mM NaCl, 1 mM
EDTA, 1% Triton-X 100, 1% desoxicolato de sédio, 0,1% SDS, pH 7,4)
com inibidores de protease e fosfatase 1:50, centrifugado a 1000G / 5
min / 4 °C e o sobrenadante foi recolhido. A quantidade de proteina foi
dosada pelo método de Bradford usando albumina de soro bovino como
padrio (BRADFORD 1976). Quantidade suficiente para 45 pg de
proteina em solug@o contendo glicerol 1:10, beta-mercaptanol 1:100 e
azul de bromofenol, previamente fervida, foi aplicada em um gel de
poliacrilamida 12% para eletroforese, a corrida foi feita a 100 V por
cerca de 90 min.

As proteinas foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose sob a corrente de 350 mA e 100 V por 60 min. As
membranas foram bloqueadas por uma hora com Odyssey Blocking
Buffer (LI-COR, EUA). As membranas foram depois incubadas com os
anticorpos anti-IBA-1 (17 kDa) e anti-GFAP (55 kDa) durante a noite a
4 °c, ja com os anticorpos anti-ciclofilina-B (21 kDa) e secundarios,
foram incubadas por uma hora a temperatura ambiente. A revelagdo se
deu através do sistema de escaneamento de fluorescéncia Odyssey (LI-
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COR) e a densitometria das bandas através do programa ImagelJ, (NIH,
EUA).

Todos os anticorpos foram diluidos em Odyssey Blocking Buffer.
Os anticorpos utilizados foram anti-IBA-1 1:1000 (Abcam 5076, EUA)
e secundario anti-cabra 1:5000 (fluorescéncia a 700 nm); anti-GFAP
1:1000 (DAKO Z0334, Dinamarca) e secundario anti-coelho 1:5000
(fluorescéncia a 800 nm); anti-ciclofilina-B 1:1000 (Abcam 16045) e
secundario anti-coelho (1:5000, fluorescéncia a 800 nm). A ciclofilina-B
¢ uma proteina abundante que se liga a ciclosporina, aqui foi utilizada
como controle de carga (STURZENBAUM SR 2001).

3.5.2. Quantificaciio de espécies reativas de oxigénio (in
vitro)

Foram utilizadas culturas primarias de neurénios hipocampais de
embrides de 16 a 18 dias de ratos Wistar, cultivadas em meio
Neurobasal suplementado com B27 e I-glutamina (Invitrogen, EUA) por
21 dias. O ensaio foi feito conforme o protocolo descrito anteriormente
(DE FELICE et al. 2007). A sonda utilizada, H,DCFDA (2°,7°-
diclorohidrofluoresceina  diacetato, Invitrogen, EUA), ndo ¢
fluorescente. Uma vez na célula, tendo seu grupamento acetato clivado
por esterases e¢ oxidada, a molécula é convertida ao DCF (2°,7’-
diclorofluoresceina), altamente fluorescente.

As células foram primeiramente incubadas com PBS, 0,5uM
NPY ou 0,5 pM NPY/i3.36 por 30 min, entdo receberam veiculo ou 0,5
uM ABO e foram novamente incubadas por 330 min. Assim foram
constituidas 6 condigdes: PBS + veiculo (triplicatas), NPY + veiculo
(duplicatas), NPY13.3) + veiculo (duplicatas), PBS + ABO (triplicatas),
NPY + ABO (triplicatas), NPY 1335y + APO (triplicatas). Apos, todos os
pogos foram incubados com 2 uM H,DCFDA por mais 30 min. Antes da
leitura no microscopio, todos os pocos foram lavados com PBS e
colocados meio de cultura novo, os pogos de controle positivo
receberam peroxido de hidrogénio cerca de 5 min antes da leitura.

As imagens foram captadas através de um microscopio de
fluorescéncia invertido (Zeiss, Alemanha). Foram fotografados trés
campos representativos de cada pogo, as fotos foram tiradas por um
experimentador cego para as condi¢des dos pog¢os e nas mesmas
configuragdes de exposi¢do e ganho. Em todos os campos foram tiradas
fotos no canal de contraste de interferéncia diferencial (DIC) e
fluorescéncia (excitacdo a 495 nm e emissdo a 520 nm) para a
sobreposi¢do. A quantificagdo da fluorescéncia foi feita pelo programa
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Image J e os resultados levaram em consideragdo os valores médios de
fluorescéncia por campo normalizados pelo grupo controle (PBS +
veiculo).

3.6. ANALISES ESTATISTICAS

Todas as andlises estatisticas foram realizadas com o programa
GraphPad Prism v. 6 e utilizaram como niveis de significancia 5%. Nos
experimentos de reconhecimento de objetos, localizacdo de objetos,
labirinto aquatico (teste) e discriminacdo olfatoéria foi utilizado o teste-t
contra o valor teérico de 50% (one-sample t-test). No teste do splash foi
utilizada analise de variancia ndo-paramétrica Kruskal-Wallis e pos-hoc
Dunn’s. Para todos os demais, foi utilizado analise de wvaridncia
(ANOVA) de duas vias (de medidas repetidas, quando necessario) e
teste pos-hoc de Holm-Sidak.
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4. RESULTADOS

4.1. EFEITOS DO ENVELHECIMENTO E DO TRATAMENTO
COM NEUROPEPTIDEO Y SOBRE PARAMETROS
LOCOMOTORES E COGNITIVOS EM CAMUNDONGOS
C57BL/6

4.1.1. Parametros locomotores

Os animais com 2 e 11 meses de idade foram avaliados em duas
ocasides no campo aberto, antes e apds a injegdo i.c.v. com NPY (23,4
pmol). O fator idade ndo teve qualquer influéncia sobre a distancia
percorrida pelos animais ou mesmo sobre o tempo gasto no quadrante
central do campo aberto (Figura 3). Este ¢ um achado importante para
0s experimentos subsequentes que avaliaram a memoria dos animais,
uma vez que um prejuizo na locomogao poderia prejudicar a exploragao
dos animais e portanto seu desempenho nessas tarefas, dificultando a
interpretagdo dos resultados.

Por outro lado, os fatores repeticdo e/ou o tratamento
influenciaram o desempenho no teste do campo aberto, diminuindo
significativamente a distdncia percorrida pelos animais (Figura 3a). A
ANOVA com medidas repetidas indicou um efeito significante para o
fator de repeti¢do (depois do tratamento com NPY) nesse parametro (p <
0,0001). Da mesma forma, o teste pos-hoc de multiplas comparacdes
Holm-Sidak revelou que ha diferencas significativas entre as exposicdes
antes e depois do tratamento com NPY em ambos grupos de animais
com 2 meses (p = 0,044) e 11 meses de idade (p = 0,044).

Como as distancias percorridas foram muito diferentes entre os
dois experimentos, para permitir a avaliagdo do efeito do tratamento e da
repeti¢do sobre o tempo no quadrante central, o tempo total nesse
quadrante foi normalizado pela distancia percorrida (Figura 3b). No
entanto, ndo houve qualquer influéncia nesse pardmetro por essas
variaveis.
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Figura 3. Efeitos do envelhecimento e do tratamento com NPY sobre a
locomocio.

Camundongos C57BL/6 com 2 e 11 meses de idade foram avaliados no teste do
campo aberto por 30 min, antes ou ap6s 5 dias da injecdo i.c.v. com NPY (23,4
pmol). a) Distancia percorrida; b) Tempo no quadrante central normalizado pela
distancia percorrida. * p < 0,05 comparado a primeira exposi¢do do mesmo
grupo (antes do tratamento com NPY). ANOVA de medidas repetidas, teste
pos-hoc de Holm-Sidak. Valores representados como média + EPM. n=9 a 10
animais/grupo.
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4.1.2. Parametros cognitivos

A avaliagdo da memoria espacial dos camundongos C57BL/6
com 2 ¢ 11 meses de idade antes e apos o tratamento com NPY (23,4
pmol) foi avaliada através do experimento de localiza¢do de objetos.
Durante o treino, todos os animais investigaram os dois objetos de
maneira semelhante, indicando auséncia de preferéncia por algum deles
(Figura 4a).

E possivel observar na Figura 4b que antes do tratamento com
NPY, os animais envelhecidos (11 meses) ndo foram capazes de
discriminar o objeto realocado, explorando de maneira semelhante os
dois objetos (p = 0,4111, one-sample t-test contra o valor tedrico para o
acaso, 50%). Entretanto, esta condicdo mudou apds o tratamento com
NPY, e os mesmos animais passaram a ser capazes de realizar a tarefa,
demonstrando uma preferéncia pelo objeto realocado sobre aquele
mantido na posi¢ao familiar (p = 0,029, one-sample t-test contra o valor
teorico para o acaso, 50%). Esse resultado indica que o tratamento com
NPY foi capaz de reverter o prejuizo de memoria espacial associado ao
envelhecimento em camundongos.

Curiosamente, o tratamento com NPY e/ou a repeti¢do parecem
ter prejudicado essa memoria nos animais jovens (2 meses) (Figura 4b).
Antes do tratamento com NPY, esses animais apresentaram uma
preferéncia pelo objeto realocado que ndo foi significante
estatisticamente (p = 0,053, one-sample t-test contra o valor tedrico para
o acaso, 50%). Porém, apos o tratamento, os mesmos animais tiveram
um desempenho pior no mesmo teste, ndo discriminando entre o objeto
mantido na posi¢do familiar e aquele realocado (p = 0,1132, mesmo
teste estatistico).
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Figura 4. Efeitos do envelhecimento e do tratamento com NPY sobre a
memoria espacial.

Camundongos C57BL/6 com 2 ¢ 11 meses de idade foram submetidos ao teste
de localizagdo de objetos antes e 6 dias apos o tratamento com NPY (23,4
pmol). a) Treino, (1) e (2) representam dois objetos idénticos lado a lado; b)
Teste, (F) representa o objeto na posicdo familiar e (R) o objeto realocado. *
Diferente do valor teérico 50% (one-sample t-test, p < 0,05). Valores
representados como média = EPM. n =9 a 10 animais/grupo.
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4.2. EFEITOS DA ADMINISTRACAO DE NPY E NPY ;3.3
SOBRE OS PREJUI{ZOS COMPORTAMENTALIS E
NEUROQUIMICOS INDUZIDOS POR OLIGOMEROS DE
B-AMILOIDE

4.2.1. Peso de camundongos sui¢os machos

Os camundongos sui¢os com 3 meses de idade foram pesados 24 horas
antes do inicio dos experimentos de onde foi estabelecido um peso basal para
cada animal, (média 39,78 g, desvio padrao 7,04 g). Ap6s 24 horas, 4, 8 e 12
dias das injegdes i.c.v. de NPY, NPY ;535 e APO foram pesados novamente.
Com essas medidas foi estabelecido um delta, diferenca das pesagens obtidas
apos as injecdes do peso basal para cada animal.

Pode-se observar na figura 5 que todos os grupos tiveram uma queda no
peso 24 horas apos as injegdes, tendendo a estabilizar ou retomar a medidas
basais ao longo dos dias de experimentagdo. A ANOVA com medidas repetidas
indicou um efeito significante para o fator tempo apods as injegoes (p = 0,0135).
Entretanto, nenhum dos tratamentos induziu mudangas significativas nos pesos
obtidos.
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Figura 5. Avaliacdo do peso dos animais ap6s os tratamentos com PBS,
NPY ou NPY 1335 € com veiculo ou ABO.

Os animais receberam injegdes i.c.v. com PBS, NPY ou NPY ;3.35) € depois com
veiculo ou ABO. Vinte e quatro horas antes (medida basal) e apds 1, 4, 8 ¢ 12
dias dos tratamentos os animais foram pesados. A Peso ¢ a diferenga do valor
obtido nos diferentes dias apds os tratamentos em relacdo a medida basal.
Valores representados como média + EPM, n =7 a 12 animais/grupo.
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4.2.2.Locomoc¢ao

Camundongos suigos machos de 3 meses de idade receberam uma
injegdo i.c.v. com PBS, NPY (23,4) ou NPY(13.36), 15 min depois, outra
inje¢do i.c.v. contralateral com veiculo ou APO (10 pmol).
Posteriormente, os camundongos foram avaliados em duas ocasides: 24
h apos os tratamentos por um periodo de 5 min (Figura 6a e b) e 6 dias
apos os tratamentos por 30 min (Figura 6c, d e e).

Nenhum dos tratamentos foi capaz de modificar os pardmetros
locomotores aferidos, (Figura 6a, b, ¢ e d). Além disso, todos os grupos
apresentaram habituagdo ao campo aberto, como pode ser evidenciado
na Figura 6e. Nesta figura, a distancia percorrida é apresentada em
intervalos menores, de 5 em 5 min. Pode-se perceber que os animais
tendem a diminuir a locomogdo conforme o passar do tempo de teste,
demonstrando estarem se habituando ao novo ambiente. A ANOVA
com medidas repetidas revela que o tempo foi um fator significativo de
variagdo (p < 0,0001), e o pds-teste Holm-Sidak mostrou que a partir do
ponto de 20 min, em todos os grupos, houveram diferencas
significativas em relagdo aos primeiros cinco minutos. Esses resultados
em conjunto indicam que os tratamentos ndo acarretaram em prejuizos
locomotores, o que é importante para a interpretagdo dos resultados dos
testes subsequentes de aprendizado e memoria.

A fim de avaliar um possivel efeito da repeticdo sobre a
locomocao dos animais, os resultados da primeira (24 h) e da segunda (6
dias) exposi¢do ao campo aberto foram comparados (Figura 7), para
tanto, apenas os resultados dos primeiros cinco minutos de teste da
segunda exposi¢do foram utilizados. Quanto a distancia percorrida
(Figura 7a), a ANOVA com medidas repetidas revelou um efeito
significante do fator repeticdo (p = 0,0002). Além disso, para o grupo
PBS + veiculo, a distincia percorrida nos dois testes se mostrou
significativamente diferente (p = 0,0408, teste poés-hoc Holm-Sidak).

Considerando que as distdncias percorridas foram muito
diferentes nos dois testes, seria inapropriado compara-los pelo tempo no
quadrante central diretamente. Para resolver esse problema, o tempo no
quadrante central foi normalizado pela distdncia percorrida para cada
animal. O resultado é mostrado na Figura 7b como a razdo do tempo no
centro pela distdncia percorrida. Ndo houveram modificacdes nesse
parametro pelo fator repetigdo.
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Figura 6. Efeitos dos pré-tratamentos com NPY ou NPY 334 e da injecio
com ABO sobre parametros locomotores.

Os animais receberam inje¢des i.c.v. com PBS, NPY (23,4 pmol) ou NPY 3.3
(23,4 pmol) e com veiculo ou oligdmeros de B-amildide (10 pmol). (a) e (b)
Apds 24 h, os animais foram colocados no aparato de campo aberto e tiveram
seu comportamento avaliado por 5 min. a) Distancia percorrida; b) Tempo no
quadrante central. n = 8 a 12 animais/grupo.
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Figura 7. Efeitos do fator de repeticio no teste do campo aberto sobre
parametros locomotores.
Os animais receberam inje¢des i.c.v. com PBS, NPY (23,4 pmol) ou NPY 3.3
(23,4 pmol) e com veiculo ou oligdmeros de B-amildide (10 pmol). Apos 24h e
6 dias das injegdes, os animais tiveram seu comportamento avaliado no campo
aberto. a) Distancia percorrida. b) Tempo no quadrante central normalizado pela
distancia percorrida. * Diferente da primeira exposi¢do (24h) do mesmo grupo,
(p < 0,05, ANOVA de medidas repetidas, pos-teste Holm-Sidak). Resultados

sdo valores de média = EPM. n =7 a 12 animais / grupo.
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4.2.3.Meméria de reconhecimento de curto prazo

Vinte e quatro horas ap6s as injegdes, os camundongos foram
submetidos ao experimento de reconhecimento de objetos. Na sessdo
treino, os animais foram expostos a dois objetos iguais, mostrando
auséncia de preferéncia pelos objetos (Figura 8a). Na sessdo teste, um
dos objetos foi substituido por um novo (Figura 8b). Como esperado, o
grupo controle (PBS + veiculo) preferiu o objeto novo em comparagao
ao objeto familiar (p = 0,0066 no feste-t contra o valor tedrico para o
acaso 50%). Isso demonstra a sua capacidade de discrimina-los e
reconhecer o objeto familiar como tal. J& o grupo tratado com PBS +
APBO ndo foi capaz de reconhecer o objeto familiar, investigando de
maneira semelhante os dois objetos.

Os pré-tratamentos per se nao interferiram nessa memoria, € 0s
animais tratados com NPY + veiculo ou NPY 13.35) + veiculo, de maneira
semelhante ao controle, preferiram o objeto novo em relagdo ao objeto
familiar (p = 0,015 e 0,046, respectivamente, no feste-t contra o valor
teorico para o acaso 50%). Mais importante, o tratamento com NPY foi
capaz de prevenir o prejuizo nessa memoria induzida por ABO, uma vez
que os animais desse grupo exploraram significativamente mais tempo o
objeto novo (p = 0,0293 no feste-t contra o valor tedrico para o acaso
50%). O tratamento com NPY(3.36, no entanto, ndo foi capaz de
prevenir os prejuizos induzidos por ABO nesse teste. Apesar destes
animais apresentarem uma preferéncia pelo objeto familiar, essa
preferéncia ndo apresentou significncia estatistica (p = 0,1074 no
mesmo teste estatistico).
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Figura 8. Efeitos dos pré-tratamentos com NPY ou NPY;3 e da injecio
com ABO sobre a memoéria de reconhecimento de curto prazo.

Os animais receberam inje¢des i.c.v. com PBS, NPY (23,4 pmol) ou NPY 3.3
(23,4 pmol) e com veiculo ou ABO (10 pmol). Vinte e quatro horas apds, os
animais foram submetidos a tarefa de reconhecimento de objetos. a) Treino, (1)
e (2) representam dois objetos idénticos; b) Teste, (F) representa o objeto
familiar e (N) o objeto novo. * Diferente do valor tedrico 50%, (one-sample t-
test, p < 0,05). Valores representados como média + EPM, n = 8 a 12
animais/grupo.
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4.2.4.Meméria espacial de curto e longo prazo

Sete dias apds os tratamentos, os animais foram submetidos ao
teste de localizagdo de objetos para avaliagdo da memoria espacial de
curto prazo. Durante o treino, nenhum dos grupos teve preferéncia por
algum dos objetos (Figura 9a). Como esperado, durante o teste (Figura
9b) os animais do grupo PBS + veiculo exploraram significativamente
por mais tempo o objeto realocado do que o familiar (p = 0,0495 no test-
t contra o valor teorico para o acaso 50%), demonstrando serem capazes
de discriminar a localizacdo dos objetos. J& o grupo PBS + ABO
explorou de maneira semelhante os dois objetos, revelando um prejuizo
nessa memoria espacial de curto prazo.

Além disso, ambos os pré-tratamentos com NPY e NPY(3.3
foram capazes de prevenir o prejuizo de memoria induzido por ABO
nesse teste, (p = 0,0286 e 0,0483, respectivamente, no mesmo teste
estatistico). Demonstrando que a ativagdo do receptor Y,, nesse caso, ¢
suficiente para a neuroprote¢do induzida pelo NPY. Curiosamente, o
grupo NPY(i3.36) + veiculo também apresentou um prejuizo nessa
memoria, ndo demonstrando uma preferéncia significativa pelo objeto
realocado. O mesmo ndo ocorre com o grupo NPY + veiculo, que
preferiu o objeto realocado, (p = 0,0013 no test-t contra o valor teorico
para o acaso 50%).
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Figura 9. Efeitos dos pré-tratamentos com NPY ou NPY 334 e da injecio
com ABO sobre a memoria espacial de curto prazo.

Os animais receberam injegdes i.c.v. com PBS, NPY (23,4 pmol) ou NPY 334
(23,4 pmol) e com veiculo ou ABO (10 pmol). Apds 7 dias, os animais foram
submetidos a tarefa de localizagdo de objetos. a) Treino, (1) e (2) representam
dois objetos idénticos lado a lado; b) Teste, (F) representa o objeto na posi¢ao
familiar e (R) o objeto realocado. * Diferente do valor tedrico 50%, (one-sample
t-test, p < 0,05). Valores representados como média + EPM. n = 7 a 12
animais/grupo.
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Para avaliarmos os efeitos dos pré-tratamentos e da injegdo com
ABO sobre o aprendizado e a memoria espacial de longo prazo, os
mesmos animais foram submetidos a um protocolo de labirinto aquatico
que se iniciou 11 dias apds os tratamentos (Figura 10). Todos os grupos
foram capazes de aprender a tarefa ao longo dos dias de treinamento
(Figura 10a), demonstrando, a partir do terceiro dia de treino, laténcias
para achar a plataforma significativamente diferentes da do primeiro dia
(p <0,05, ANOVA com medidas repetidas, pos-teste Holm-Sidak).

Ap6s 24 h do fim da sessdo de treinamento, foi realizado o teste
(sem a plataforma). O tempo gasto pelos animais em cada quadrante foi
aferido (Figura 10b). Todos os grupos passaram significativamente
mais tempo no quadrante-alvo do que nos demais, (p < 0,05 no teste-t
contra o valor tedrico para o acaso, 25%), com excecdo do grupo NPY +
veiculo, (p = 0,06 no teste-t contra o valor tedrico para o acaso, 25%).
Todos os grupos percorreram distdncias semelhantes durante o teste
(Figura 10c), revelando auséncia de possiveis prejuizos no nado
causados pelos diferentes tratamentos.
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4.2.5. Comportamentos emocionais

No teste do splash sdo avaliados parametros relacionados a apatia
e anedonia indicados pela laténcia até o inicio do comportamento de
grooming e o tempo total de grooming (Figura 11). Nos grupos tratados
com APO, além das medianas das laténcias terem sido muito superiores,
os valores ficaram também mais dispersos, bem diferente do observado
nos grupos que receberam veiculo (Figura 11a). De maneira
interessante, resultado semelhante foi observado no tempo de grooming
(Figura 11b). Embora as medianas ndo tenham variado muito entre os
grupos, claramente hd uma maior dispersdo dos valores no grupo PBS +
ABO.

E possivel identificar claramente duas populagdes distintas no
grupo PBS + ABO separadas pelo valor da mediana nesses parametros,
(Figura 11¢); uma que se comporta semelhantemente ao grupo controle
(PBS + veiculo) e outra com valores de laténcia bem altos e valores de
grooming baixos. E valido ressaltar que os mesmos animais que tiveram
os valores de laténcia acima da mediana do grupo tiveram também os
valores de grooming abaixo da mediana. Quando comparadas, essas
populagdes sido diferentes nos dois pardmetros, (laténcia: p < 0,0001;
grooming: p = 0,0008, Teste-t).

No nado for¢ado, foi medido o tempo de imobilidade durante os
quatro minutos finais de teste. Nao foi detectado nenhuma diferenca
significativa entre os grupos neste teste (Figura 12).
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Figura 12. Efeitos dos pré-tratamentos com NPY ou NPY ;.35 e da injecdo
com ABO sobre o comportamento do tipo depressivo.

Os animais receberam injegdes i.c.v. com PBS, NPY (23,4 pmol) ou NPY ;3.3
(23,4 pmol) e ap6s com veiculo ou oligdmeros de B-amildide (10 pmol). Oito
dias ap6s os animais foram submetidos ao teste de nado forcado por 6 min. Os
dois primeiros minutos (habituag¢do) foram desprezados, o tempo de imobilidade
foi contado nos 4 min seguintes. Valores representados como média = EPM, n =
7 a 12 animais/grupo.
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4.2.6. Discriminacio olfatéria

Para avaliar um possivel efeito dos oligomeros de B-amildide e
dos tratamentos com NPY ou com o agonista do receptor Y, NPY ;3.3
sobre a capacidade de discriminagdo olfatoria, os animais foram
submetidos a uma tarefa onde deveriam diferenciar dois
compartimentos: com maravalha limpa (ndo-familiar) e com maravalha
impregnada com seu préprio odor (familiar), (Figura 13).

Todos os grupos permaneceram mais tempo no compartimento
com maravalha familiar, indicando auséncia de comprometimento
olfatério. A unica excegdo foi o grupo tratado com NPY + veiculo, nesse
grupo, a preferéncia pelo compartimento familiar ndo foi significativa
estatisticamente, (p = 0,1402 no teste-t contra o valor tedrico 50%).
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Figura 13. Efeitos dos pré-tratamentos com NPY ou NPY 336 e da injecdo
com APO sobre a discriminacio olfatéria.

Os animais receberam uma injegao i.c.v. com PBS, NPY (23,4 pmol) ou NPY ;5.
36) (23,4 pmol) e com veiculo ou oligdmeros de B-amildide (10 pmol). Quatro
dias depois, os animais foram submetidos ao teste de discriminagdo olfatéria.
(F) compartimento com maravalha familiar, (N) compartimento com maravalha
ndo-familiar. O tempo gasto em cada compartimento foi avaliado. * Diferente
do valor teérico 50% (one-sample t-test, p < 0,05). Valores representados como
média £ EPM, n = 7 a 12 animais/grupo.
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4.2.7. Quantidade relativa de IBA-1 e GFAP no hipocampo

Foram medidas as quantidades relativas de IBA-1 e GFAP
(proteinas abundantes em micrdglia e astrdcitos, respectivamente), nos
hipocampos dos animais coletados 15 dias apds as injegdes i.c.v. através
da técnica de western-blot (Figura 14).

Em relacdo a IBA-1 (Figura 14a), a ANOVA de duas vias
revelou um efeito significativo do fator pré-tratamento (p = 0,0186).
Além disso, o grupo NPY i3.36) + veiculo foi significativamente diferente
do grupo controle (PBS + veiculo), (p = 0,0455, teste p6s-hoc de Holm-
Sidak). O grupo NPY (13.36) + ABO também mostrou uma forte tendéncia
a ser diferente do controle (p = 0,077 no referido teste). Ja as
quantidades de GFAP no hipocampo dos animais ndo diferiram
estatisticamente entre um grupo e outro (Figura 14b), com exce¢do do
grupo que recebeu NPY 1336y + ABO, que também foi significativamente
maior do que do grupo controle (p = 0,0105, teste pds-hoc de Holm-
Sidak).
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4.2.8. Producio de espécies reativas de oxigénio (ROS) in
vitro

Avaliamos no presente estudo os efeitos do pré-tratamento com
NPY ou com o agonista do receptor Yz, NPY/(13.36), sobre a formagdo de
ROS induzida por ABO em cultura primaria de neurénios hipocampais
(Figura 15a). Os pré-tratamentos ndo induziram a formagdo de ROS per
se, (Figura 15b), sendo os valores obtidos de intensidade de
fluorescéncia semelhantes aos do controle.

A ANOVA com duas vias indicou um efeito significativo para o
fator de tratamento com ABO no pardmetro aferido relativo a produgdo
de ROS, intensidade de fluorescéncia (p = 0,0499). Embora haja uma
clara tendéncia, o aumento na intensidade de fluorescéncia no grupo
PBS + APO nd3o se mostrou estatisticamente significante quando
comparado ao controle através do teste pos-hoc de Holm-Sidak (p =
0,0864). O pré-tratamento com NPY(i3.35 aparentemente atenuou a
formagdo de ROS induzida pelos APO nesse experimento. No entanto,
faz-se necessario aumentar o n para confirmar esses dados, uma vez que
os resultados foram obtidos de uma amostra independente por grupo
(processado e avaliado em triplicata).

70



IL

... ...Gn.na

oedisodaiqos eIdUISIIOoN|4 oedisodaiqos eIdulISIIoN|4
ogv O[NdIsA

‘STEUED SIOP SOP 08d1s0doIqos € 9 ‘erougosaIon[y no (DI(]) [BIOUSISJIP BIOUQILIOIUI OP JJSLIIU0D 9P STeueod sou sodureo
ap seaneyussaxdal suaSew] (8 "VIIDAH NV ¢ We1oqadar sex[nd se stodop ur gg¢ "OgVv JAT §°0 NO 0[NOTeA WIAIAGAAI AP
sojue urw ()¢ 1od O x AN AT §°0 N0 AdN AN §°0 ‘Sgd wod sepejen-oid weio) oyel op sredweoodiy SOuQIndu op seimn))

04714 u1 gV 10d epiznpur SOY ap ogdnpouad e axqos OEED X AN no X N Wod sojudurele.y-3ad sop soydyy ST eanSiy



Figura 15. Efeitos dos pré-tratamentos com NPY ou NPY(;34 sobre a
producio de ROS induzida por ABO in vitro.

b) Resultados da quantificagdo da fluorescéncia como média em relagdo (%) ao
grupo controle (PBS + veiculo). Valores representam média £ EPM, n = 1
(triplicatas). Valor de p em relagdo ao grupo PBS + veiculo, ANOVA com duas
vias, pos-teste Holm-Sidak.
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5. DISCUSSAO

Em razdo do aumento da longevidade e da diminuicdo da
natalidade, praticamente todos os paises vém passando nas ultimas duas
décadas pelo fenomeno de envelhecimento populacional (UNITED
NATIONS et al. 2013). Com isso, torna-se cada vez mais importante
entender o que ¢ um envelhecimento bem-sucedido. Esse conceito de
dificil defini¢do deve abranger aspectos multidisciplinares, desde uma
boa saude, com independéncia fisica, motora e manutengdo da cognicao,
até aspectos psicologicos, como satisfagdo com a vida, participacdo
social e crescimento pessoal (BOWLING; DIEPPE 2005).

A ciéncia vem tentando entender o envelhecimento através do
estabelecimento de seus principais processos, seus pilares (LOPEZ-
OTIN et al. 2013). O objetivo é estabelecer alvos para terapias
antienvelhecimento que possam prevenir ou retardar o declinio
fisiologico (motor, cognitivo e psicologico) associado a idade. E fato
que o avango da idade também aumenta a propensdo a diversas doengas
neurodegenerativas, sendo o principal fator de risco para o
desenvolvimento da DA (ALZHEIMER’S ASSOCIATION 2015).

Tanto no envelhecimento quanto na DA, ha uma degeneracgdo dos
circuitos neuronais do neuropeptideo Y, com diminui¢do dos niveis
deste neuropeptideo e de seus receptores em diversas areas cerebrais
importantes para cogni¢do, emog¢ado e fun¢des motoras (CHAN-PALAY
et al. 1985, 1986 ¢ HIGUCHI et al. 1988 ¢ MARTEL et al. 1990 e
MARTIGNONI et al. 1992 ¢ VEYRAT-DUREBEX et al. 2013). Isso
sugere que a perda da neurotransmissao do NPY possa ser importante
tanto no declinio cognitivo associado ao envelhecimento quanto nos
prejuizos cognitivos observados na DA. Portanto, a restauragdo dos
niveis do NPY e a ativagdo de seus receptores podem representar bons
alvos para terapias em ambos os casos (BOTELHO; CAVADAS 2015 e
DECRESSAC; BARKER 2012). De fato, os resultados deste trabalho
corroboram essa hipotese.

Foi observado um prejuizo na memoria espacial de curto prazo
em camundongos C57BL/6 envelhecidos, com 11 meses de idade. Esse
resultado esta de acordo com o encontrado na literatura (KESBY et al.
2015 e MURALI et al. 2007), o que atesta para a robustez desse prejuizo
associado ao envelhecimento no teste de localizagdo de objetos em
camundongos. O tratamento com uma Unica dose de NPY i.c.v. foi
capaz de reverter esse prejuizo. Os mesmos animais que ndo eram
capazes de realizar o teste, apds o tratamento com NPY, passaram

73



apresentar preferéncia pelo objeto realocado, demonstrando serem
capazes de perceber o reposicionamento do mesmo.

Em revisdo (BOTELHO; CAVADAS 2015), foi proposto que o
NPY ¢ capaz de inibir ou retardar seis dos nove pilares do
envelhecimento anteriormente propostos (LOPEZ-OTIN et al. 2013):
perda da proteostase, exaustio de células-tronco, comunicagdo
intercelular alterada, sensibilidade a nutrientes desregulada, senescéncia
celular e disfuncdo mitocondrial. Entretanto, apesar dos beneficios do
NPY durante o envelhecimento ja apresentados na literatura, esse ¢ o
primeiro relato de melhora cognitiva. Esses dados indicam que a
restauragdo dos niveis centrais de NPY pode representar um alvo
promissor para o desenvolvimento de terapias antienvelhecimento e o
tema merece ser investigado mais profundamente no futuro.

Contudo, o tratamento com NPY em camundongos C57BL/6
jovens parece ter prejudicado a memoria espacial. Infelizmente, pelo
desenho experimental empregado ndo ¢ possivel discernir o efeito do
tratamento de um possivel efeito da repeti¢do do teste da realocagdo de
objetos. E possivel que a repeticdo tenha interferido no interesse dos
animais pelo objeto realocado. Embora ndo tenha sido observada
nenhuma diferenca significativa nos tempos de exploracdo dos objetos
entre os dois experimentos, houve uma queda na exploragdo do campo
aberto durante a segunda sessdo. Ao mesmo tempo, no mesmo teste com
camundongos suicos jovens, o grupo que recebeu NPY e veiculo foi
capaz de reconhecer o reposicionamento do objeto tendo explorado
significativamente por mais tempo o objeto realocado. Esses animais
nunca haviam sido submetidos a essa tarefa, embora haviam sido
previamente habituados no campo aberto. Houve, também, uma
diminui¢@o na exploragdo no campo aberto pelos camundongos suicos
devido a repeti¢do.

Esses dados fortalecem a hipotese de que a queda na exploragdo
no campo aberto observada nos camundongos C57BL/6 com 2 e 11
meses de idade tratados com NPY seja devido ao efeito da repeticdo, e
ndo do tratamento. Da mesma forma, esses dados em conjunto com os
da literatura (FLOOD et al. 1987, 1989 e SANTOS et al. 2013) indicam
que o prejuizo na memoria espacial observado nos animais com 2 meses
de idade tratados com NPY provavelmente tem maior influéncia da
repeti¢do, e consequente perda de interesse no objeto realocado pelos
animais. Entretanto, sdo necessarios mais experimentos com grupos
independentes para que se possa descartar ou ndo a hipotese de que o
tratamento com NPY tenha sido o responsavel pelo prejuizo apresentado
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pelos camundongos C57BL/6 com 2 meses de idade nesse teste de
localizagdo de objetos.

Em trabalho anterior (SANTOS et al. 2013), foi mostrado pelo
nosso grupo de pesquisa que o NPY ¢ capaz de prevenir os prejuizos
cognitivos e melhorar o comportamento do tipo depressivo induzido por
agregados do peptideo ABi.4 em camundongos. Além disso, no mesmo
trabalho, foi mostrado que esses efeitos do NPY sdo dependentes da
ativagdo do receptor Y, €, a0 menos parcialmente, devidos a prevencao
dos danos oxidativos induzidos pelos agregados de AP;.49. No entanto,
esses agregados fibrilares sdo observados em estagios mais tardios da
DA, possivelmente, os oligomeros de [B-amildide (APO) sdo os
iniciadores e principais agentes toxicos nessa patologia (FERREIRA;
KLEIN 2011 ¢ FERREIRA et al. 2015). Por isso, foi investigado no
presente trabalho os efeitos do pré-tratamento com NPY e com NPY/s.
36, um agonista dos receptores Y,, sobre os danos induzidos pelo
tratamento com ABO em modelos in vitro e in vivo da DA.

E sabido que os APO sido capazes de aumentar a produgdo de
ROS in vitro (DE FELICE et al. 2007 ¢ FIGUEIREDO et al. 2013).
Neste trabalho, apesar do n pequeno, é possivel observar uma tendéncia
de aumento na geragdo de ROS promovida pelos ABO. Mais do que
isso, os niveis de ROS encontrados para o grupo de animais tratados
com NPY (1336 € ABO foram semelhantes ao grupo controle (PBS +
veiculo), sugerindo que a ativagdo dos receptores Y, para o NPY pode
ser a responsavel por prevenir o dano oxidativo induzido pelos ABO
caso esse dado se confirme com o aumento do n.

Também ¢ sabido que no modelo de inje¢do i.c.v. com ABO em
camundongos ha um prejuizo na memoria de reconhecimento de curto
prazo, evidenciado pelo teste de reconhecimento de objetos
(FIGUEIREDO et al. 2013 ¢ LEDO et al. 2013). Nossos resultados
corroboram esses achados, o grupo de animais tratado com PBS e ABO
ndo foi capaz de discriminar os objetos, explorando os objetos familiar e
novo de maneira semelhante nesse teste. Da mesma forma, esse mesmo
grupo explorou de maneira semelhante os objetos no teste de localizagao
de objetos, revelando que os APO também induzem um prejuizo na
memoria espacial de curto prazo em camundongos. Deve ser destacado
que este ¢ um resultado inédito para este modelo. Embora ja tenha sido
demonstrado em outros modelos da DA exista prejuizo de memoria
espacial (para revisdo ver WEBSTER et al. 2014) e até neste mesmo
teste (SANTOS et al. 2013), ha uma caréncia de dados na literatura que
demonstrem que os APO, sem a presenga de outras espécies, s@o

75



suficientes para induzir prejuizos nesse tipo de memoria. Portanto, esses
resultados fortalecem a hipotese dos oligdmeros de f-amildide.

Corroborando os achados anteriores da literatura (SANTOS et al.
2013), o pré-tratamento com NPY foi capaz de prevenir os prejuizos na
memoria espacial de curto prazo também nesse modelo de injecdo com
ABO. Além disso, nesse trabalho foi mostrado que ele também é capaz
de prevenir os prejuizos na memoria de reconhecimento. A ativagdo do
receptor Y, através do uso de seu agonista seletivo, NPY(i3.36), foi
suficiente para prevenir os prejuizos na memoria espacial de curto prazo
induzidos pelos APO, sugerindo que a protecdo promovida pelo NPY
neste caso ocorra prioritariamente pela ativagdo de seus receptores Y.
No entanto, apesar do pré-tratamento com NPY ;3.3 ter sido suficiente
para prevenir esse prejuizo de memoria espacial associado a inje¢do com
APBO, o grupo de animais que recebeu NPY ;3.35) € veiculo néo foi capaz
de realizar a tarefa de localizagdo de objetos. Esses resultados podem
revelar um papel duplo na ativagdo dos receptores Y, em relagdo a esse
tipo de memoria: prejudicial se exacerbada numa situacdo fisiologica,
porém positiva numa situagdo neuropatologica, como ¢ o caso da
toxicidade induzida por ABO.

Na DA ha um quadro de neurodegeneragdo associado com a
excitotoxicidade. Esse fenomeno é causado pela ativagdo excessiva dos
NMDARs de glutamato, o que leva ao rompimento da homeostase de
célcio intracelular, ativacdo da sintese de oxido nitrico, geracdo de
radicais livres e, finalmente, morte celular programada (para revisdo ver
DONG et al. 2009). Os ABO causam mudangas nos niveis e na
distribuicao dos receptores de glutamato, com consequentes prejuizos na
plasticidade sinaptica. Na base dessa deteriorag@o sinaptica estd a super-
ativacdo das vias glutamatérgicas (para revisdo ver FERREIRA; KLEIN
2011), sendo a indugdo do aumento intracelular de calcio e da formagdo
de ROS pelos ABO mediada, ao menos parcialmente, pela ativagdo dos
receptores de glutamato do subtipo NMDA (DE FELICE et al. 2007).

A ativacdo dos receptores Y, ¢ capaz de inibir a liberacdo de
glutamato (GREBER et al. 1994 e SILVA et al. 2001), tendo um efeito
neuroprotetor em modelos de excitotoxicidade (DOMIN et al. 2006 e
SILVA et al. 2003 ¢ SMIALOWSKA et al. 2009). Portanto, é provéavel
que a ativacdo dos receptores Y, esteja protegendo as sinapses contra os
danos de excitotoxicidade e consequente formag¢do de ROS induzidos
pelos ABO, levando a melhora na memoria espacial. Essa hipotese esta
de acordo com os resultados aqui mostrados in vitro € com o trabalho
anterior de SANTOS et. al 2013, onde foi visto que a ativacdo desses
receptores era necessaria para a prote¢do promovida pelo NPY, e que
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essa prote¢do se dava, ao menos em parte, pela prevencdo dos danos
oxidativos induzidos pelos agregados de ABi.40.

Considerando  também a importancia da  sinalizagdo
glutamatérgica para diversos processos fisiologicos, ¢ possivel que a
ativagdo excessiva dos receptores Y, seja prejudicial na fisiologia e
possa levar a prejuizos cognitivos em camundongos como os observados
no grupo de animais que receberam NPY(i3.36 € veiculo. E valido
ressaltar que camundongos knockout para este receptor também
apresentam prejuizos na memoria espacial e declarativa (REDROBE et
al. 2004), sugerindo que ha um fino balango fisioldgico na sinalizagdo
dos receptores Y, e tanto o aumento quanto a diminui¢do exacerbados
dessa ativagdo podem levar a prejuizos cognitivos.

No presente estudo, a ativacdo dos receptores Y, ndo foi
suficiente para prevenir os prejuizos de memoria declarativa de
reconhecimento induzidos por APO evidenciados pelo teste de
reconhecimento de objetos. Esses resultados indicam que a protecdo
promovida pelo NPY nesse tipo de memoria envolve a ativagdo de seus
outros receptores, podendo haver ou ndo a necessidade da ativagdo
conjunta do receptor Y».

Ambos os testes de reconhecimento e localizagdo de objetos
baseiam-se na curiosidade inata do animal pela novidade, ndo havendo
necessidade de emprego de reforcos positivos ou negativos. Também
ndo ¢ necessdrio que o animal aprenda uma regra, com esses refor¢os
moldando o aprendizado. Por isso, eles se assemelham as condigdes dos
testes cognitivos empregados em humanos e primatas ndo-humanos,
onde ndo ha estimulos de fome ou choque, por exemplo (ENNACEUR;
DELACOUR 1988 ¢ ENNACEUR; MELIANI 1992 ¢ LEGER et al.
2013 e MURALI et al. 2007).

Embora esses dois testes apresentem semelhangas, no
reconhecimento de objetos, o julgamento € se o item é novo ou familiar,
enquanto na localiza¢do de objetos, o julgamento ¢ se o item havia sido
previamente associado a outra localizagdo. Portanto, esses dois testes
avaliam tipos de memoria diferentes, que por consequéncia, recrutam
circuitos neuronais distintos. E amplamente descrito o envolvimento do
cortex perirrinal, cortex pré-frontal medial, hipocampo e tdlamo medial-
dorsal nas memorias de reconhecimento. No entanto, atualmente
considera-se que o teste de localizagio de objetos tem maior
envolvimento do hipocampo, enquanto o teste de reconhecimento de
objetos tenha grande envolvimento do cortex perirrinal (para revisao
recente, ver WARBURTON; BROWN 2015).
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A memoria dos camundongos sui¢os também foi avaliada no teste
do labirinto aquatico que, por ser um teste de memoria espacial, também
tem grande envolvimento do hipocampo (MORRIS et al. 1986 e
MORRIS 1984 ¢ VORHEES; WILLIAMS 2006). No entanto, o grupo
de animais tratados com PBS e APO nfo apresentou prejuizo nesse teste
durante a sess@o de treinamento ou na sessdo teste. Esse teste conta com
a 4agua (e o risco de afogamento) como estimulo negativo. Ele também
contem uma etapa de muitas repeticdes (treinamento). E comumente
aceito que a memoria estabelecida em um Unico evento, como no teste
de localizacdo de objetos, ¢ mais vulneravel do que a memoria
estabelecida em multiplos treinos, como no labirinto aquatico
(ENNACEUR; DELACOUR 1988). Embora as duas memorias sejam do
tipo espacial e muito dependentes do hipocampo, € possivel que o teste
de localizagdo de objetos tenha uma sensibilidade maior ao dano
cognitivo causado pelos ABO.

Por outro lado, os treinamentos do labirinto aquatico iniciaram-se
11 dias apos as injegdes com PBS, NPY ou NPY(i3.35) € com veiculo e
ABO, e a sessdo teste foi realizada ja 15 dias apds das mesmas. Espera-
se que os prejuizos induzidos por uma tnica injego i.c.v. com ABO em
camundongos tenham um carater agudo, e o longo intervalo apds o
tratamento em que os animais foram avaliados pode ter sido responsavel
por uma reversdo espontdnea dos prejuizos comportamentais e
neuroquimicos (CLEARY et al. 2005 ¢ FERREIRA et al. 2015 e
FIGUEIREDO et al. 2013).

Nesse sentido, dados anteriores indicam que a injec¢do i.c.v. com
ABO em camundongos ¢ capaz de induzir um quadro de
neuroinflamacdo, levando ao aumento da produgdo de citocinas pro-
inflamatodrias e ao recrutamento de micréglia e astrocitos dentro de 24 h
(LEDO et al. 2013). Foram avaliadas nesse trabalho as quantidades de
IBA-1 (proteina relacionada a ativagdo da microglia) e de GFAP
(proteina marcadora de astrocitos) presente no hipocampo dos animais
15 dias apds as inje¢des com PBS, NPY ou NPY/(3.35 € com veiculo ou
ABO. No entanto, ndo foi possivel observar aumento significativo na
imunodetecgdo dessas proteinas no grupo tratado com PBS e ABO. Isso
sugere que ocorra uma janela temporal de ativagdo das células gliais, e
que, 15 dias apos o tratamento com ABO, pode ter sido muito tardio para
avaliar esse efeito.

Na verdade, essa é uma das limitacdes do modelo in vivo da DA
utilizado neste estudo. A inje¢do i.c.v. com APO em camundongos
provoca prejuizos rapidamente, podendo ser observados até mesmo em
24 horas ap6s a sua inje¢do (FIGUEIREDO et al. 2013 e LEDO et al.
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2013), diferindo do curso da DA em humanos que apresenta anos de
progressao até o seu diagnoéstico (ALZHEIMER’S; ASSOCIATION
2015). Por isso, alguns autores especulam que os ABO podem disparar
vias agudas de sinalizagdes no cérebro dos camundongos que nio sio
importantes na patologia cronica nos humanos (FERREIRA et al. 2015).
A injec¢do i.c.v. com APO em primatas ndo-humanos recapitula mais
fidedignamente a patologia progressiva da DA, com perda sinaptica,
recrutamento de células da glia e também o aparecimento de
emaranhados neurofibrilares, marco histopatologico da doenga. Esse
poderia ser um bom modelo pré-clinico para avaliagdo de novas terapias
para humanos (FORNY-GERMANO et al. 2014), porém, apresenta
limitagdes éticas e financeiras.

O pré-tratamento com NPY(i3.36) elevou os niveis da proteina
IBA-1 detectados e, em conjunto com o tratamento com ABO, foi capaz
de aumentar os niveis de GFAP. Esses resultados sugerem que a
ativagdo do receptor Y, é capaz de influenciar os niveis de proteinas de
células da glia, principalmente da microglia, no hipocampo de
camundongos.

Tem sido demonstrado que o NPY ¢é capaz de modular a
microglia. Sendo expresso tanto por células da glia quanto por
neurdnios, ele medeia a comunicagdo funcional dos sistemas nervoso e
imune e, por isso, foi postulado que ele pode ter agdes
inibitorias/neuroprotetoras na neuroinflamagdo (para revisdo ver
DECRESSAC; BARKER 2012 ¢ MALVA et al. 2012). Mais
especificamente em relagdo ao receptor Y, ja foi demonstrado que ele
estd presente nas células da glia na retina de ratos (SANTOS-
CARVALHO et al. 2013). Além disso, a ativa¢do desses receptores ¢
capaz de atenuar a ativagdo microglial em um modelo de
excitotoxicidade induzida por metanfetamina no hipocampo de
camundongos (GONCALVES et al. 2012). Ha uma caréncia ainda de
informacdes na literatura sobre o tema, porém, os resultados disponiveis
sugerem um possivel envolvimento do receptor Y, em funcdes de
comunicagao celular e neuroinflamagdo com recrutamento da micréglia.

Além da memoria, na DA um dos principais sintomas observados
nos pacientes sdo as mudangas de humor, que incluem depressdo e
apatia (ALZHEIMER’S ASSOCIATION 2015). Dados recentes
mostram que os ABO sdo capazes de induzir comportamentos do tipo
depressivo no teste de nado forcado em camundongos (LEDO et al.
2013). De maneira importante, trabalho prévio do nosso laboratério
indicou que o NPY foi capaz de prevenir os prejuizos emocionais
induzidos por agregados de A4 em camundongos (SANTOS et al.
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2013). Por esta razdo, os camundongos sui¢os foram avaliados no
presente estudo em dois testes de comportamento emocional, o splash e
o nado forgado.

O teste do splash avalia comportamentos associados a anedonia e
apatia (MATHEUS et al. 2015 e (MORETTI et al. 2015). Os
camundongos tratados com PBS e APO responderam de maneira
interessante, embora ndo diferentes estatisticamente do grupo controle,
esse grupo revelou possuir duas subpopulagdes de mesmo n distintas por
estarem acima ou abaixo da mediana do grupo nos parametros de
laténcia e grooming. Comparando os resultados desses mesmos animais
com o seu desempenho nos testes de memoria, (reconhecimento e
localizag@o de objetos), ndo foi possivel estabelecer qualquer correlagdo
entre a existéncia de prejuizo emocional (ou ndo) e o desempenho
cognitivo (dados ndo mostrados). Em relacdo aos efeitos dos pré-
tratamentos com NPY ou NPY/(3.36, embora eles tenham sido capazes
de prevenir prejuizos de memoria induzidos pelos ABO, nenhum desses
pré-tratamentos pareceu prevenir as modificagdes observadas no teste do
splash induzidas pelos ABO.

Nao houve diferengas significativas entre nenhum dos grupos
avaliados no teste de nado for¢ado. O resultado aqui encontrado para o
grupo tratado com PBS e APO contraria aqueles publicados
anteriormente por LEDO et. al, 2013. Essa discrepancia pode ser fruto
de uma diferenca metodoldgica no referido trabalho, incluindo o
protocolo comportamental e os animais utilizados. Esses dados em
conjunto sugerem que os ABO induziram modifica¢des na cognicao e na
emocdo por vias diferentes nos camundongos. Além disso, os animais
apresentaram uma susceptibilidade distinta a inje¢do com ABO no que
diz respeito a emocionalidade.

Foi também aferida a capacidade de discriminacdo olfatoria dos
camundongos suicos que receberam injeg¢des i.c.v. com PBS, NPY,
NPY (13.36) € com veiculo ou ABO. Apenas o grupo que recebeu NPY e
veiculo foi incapaz de discriminar entre os dois compartimentos. Esses
resultados sugerem que o NPY pode causar um prejuizo olfatério
dependente da ativagdo de outros receptores que ndo o Y, ja que a
ativagdo desses receptores através de seu agonista, NPY (1335, ndo foi
suficiente para causar prejuizo semelhante.

Entretanto, essa tarefa tem um fator implicito de ansiedade que é
desencadeada pelo animal ser exposto a um ambiente novo e grande em
relacdo a sua gaiola de criagdo, e estar separado do seu grupo social
(PRUT; BELZUNG 2003). Portanto, a preferéncia do animal pelo
compartimento com odor familiar pode ser em grande parte devida a sua
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ansiedade fisiologica. O NPY ¢ ansiolitico quando administrado
centralmente em roedores (HEILIG et al. 1989), e, portanto, poderia,
através dessa propriedade, levar o grupo de animais tratados com NPY
e veiculo a perder a preferéncia pelo compartimento familiar sobre o
ndo-familiar, o que ndo teria relagdo com a capacidade de discriminagdo
olfatéria. Portanto, outros experimentos de olfagdo, como de
reconhecimento olfatorio, seriam necessarios para excluir totalmente o
envolvimento da ansiedade nos resultados do presente estudo.
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6. CONCLUSAO

No presente trabalho, uma tnica inje¢ao i.c.v. com NPY foi capaz
de reverter o prejuizo de memoria espacial associado ao envelhecimento
em camundongos com 11 meses de idade avaliados no teste de
localizagdo de objetos. No modelo da DA induzido pela injecdo i.c.v.
com APBO, o pré-tratamento com NPY foi capaz de prevenir os prejuizos
de memoria de reconhecimento e espacial de curto prazo. A ativacdo dos
receptores Y, através do seu agonista, NPY3.35), mostrou-se suficiente
para prevengao desses prejuizos na memoria espacial, além disso, ela foi
capaz de prevenir parcialmente a geragdo de ROS induzidas por ABO in
vitro.

Entretanto, esses resultados também alertam para efeitos duais e o
aparecimento de efeitos adversos apos a ativagdo da neurotransmissao
do NPY. A injecdo i.c.v. com NPY prejudicou o desempenho de
camundongos C57BL/6 jovens no teste de localizagdo de objetos e a
injegdo i.c.v. com NPY ;3.36) prejudicou o desempenho de camundongos
suicos jovens no mesmo teste. Além disso, a inje¢do i.c.v. com NPY
prejudicou a discriminagao olfatéria de camundongos suicos.

Em conjunto, os resultados desse trabalho corroboram nossa
hipotese e indicam que a restauracdo dos niveis do NPY e a ativagdo de
seus receptores Y, representam promissores alvos terapéuticos para o
desenvolvimento de novos tratamentos para a prevencdo do declinio
cognitivo associado ao envelhecimento e observados nas fases iniciais
sintomaticas da DA (resumo grafico).
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Figure 16. Resumo grafico

Durante o envelhecimento ¢ na DA ha uma degenerag@o dos circuitos neuronais
do NPY, com diminuigdo nos niveis do NPY e do receptor Y, em importantes
areas cerebrais para a memoria, como o hipocampo. Os receptores Y, sdo
acoplados a proteina G, pré-sinapticos, e sua ativagdo controla negativamente a
liberagdo do glutamato. A diminuigdo da ativagdo desses receptores pode levar a
um descontrole das transmissdes excitatdrias, principalmente no hipocampo. Na
DA, os APO agem nos canais de calcio pré-sinapticos aumentando sua
permeabilidade e contribuindo para uma maior liberagdo de glutamato e d-
serina, um co-agonista dos receptores NMDA. Nos neurdnios p6s-sinapticos, os
ABO podem interagir diretamente com os receptores glutamatérgicos
contribuindo para sua alta excitabilidade. A super-ativagdo dos receptores de
glutamato provoca um acentuado influxo de cations e, de maneira importante,
de calcio no neur6nio pods-sinaptico. Esse fendmeno, conhecido como
excitoxicidade, leva ao rompimento da homeostase de calcio intracelular,
desregulacdo na sensibilidade a nutrientes, perda de proteostase, dano
mitocondrial, aumento da formac¢do de ROS, perda sinaptica e, finalmente,
morte celular programada. Esses danos celulares estdo presentes e associados
aos declinios cognitivos durante o envelhecimento e na DA. O
reestabelecimento  da sinalizagdo dos neuropeptideo Y e da ativacdo dos
receptores Y, pode controlar a liberagdo de glutamato e aliviar o quadro de
excitotoxicidade, dessa forma, protegendo as sinapses e atenuando o declinio
cognitivo associado a essas duas condi¢des. Portanto, estratégias de intervengao
com esses alvos devem ser focadas ao aparecimento dos primeiros sintomas
cognitivos. Em estagio de declinio avangado, onde ha extensa degeneragdo
neuronal, ja ndo € esperado que esse tipo de estratégia surta efeito.

A ilustragdo seguinte foi gerada através do site www.mindthegraph.com.
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Anexo A. Perfil cromatografico padrao para amostras de ABO.

Perfil cromatografico obtido para as amostras de APO (curva em vermelho) e de
veiculo (curva em azul) utilizados nesse trabalho. A curva em verde representa
uma amostra do peptideo AP scrambled submetido a0 mesmo processo de
oligomerizagdo dos APO. A seta roxa representa o pico de oligdmeros de baixo
peso molecular, enquanto a seta preta representa o pico de oligdmeros de alto
peso molecular (FIGUEIREDO et al. 2013). Todas as amostras foram
preparadas em PBS. A coluna utilizada foi de exclusdo de tamanho, GPC 100,
fase movel também PBS e volume de inje¢do 15 pl, manual.
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