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RESUMO

A guanosina, nucleosideo derivado da purina guarrerce efeitos
neuroprotetores e neurotréficos no Sistema Nen@entral (SNC).
Recentemente, um sistema de neurotransmissao micaédos
derivados da guanina, ou sistema guanosinérgi¢qréposto. Deste
sistema de neurotransmissdo, ja sao conhecidosptraadores de
nucleosideos e enzimas responsaveis pelo metaboligiia e
extracelular, porém os receptores de membranasalgiara a guanosina
ainda ndo foram claramente caracterizados. Algurieitog
neuroprotetores da guanosina parecem depender igicdat dos
receptores de adenosinaRAe AaR. Nesta tese, foi avaliada (i) a
interacdo da guanosina com oligdmeros de recepderadenosina #R-
A2aR; e (ii) o efeito da guanosina em um modelo anidaatoenca de
Alzheimer. No capitulo |, através da superexpredséterologa dos
receptores Ae Aoa em células HEK293, demonstramos que a guanosina
ndo altera a colocalizacdo destes receptores ndmapancelular e sua
heteromerizacdo, quando avaliada por BRET e congpltagido de
fluorescéncia. A guanosina ndo tem efpito se mas inibe o aumento de
C&* intracelular induzido por agonista deRA(CCPA) em células que
expressam fR. Em células que expressanR&A2aR guanosina previne

a aumento de Gainduzido por agonista de;R ou de AsR. Guanosina
induz aumento de AMPc em células\R, mas inibe o aumento de AMPc
na presenca dos agonistagR, adenosina e CGS21680. Experimentos
de nanoBRET sugerem que a guanosina desloca @dighs; agonista
A2aR (APEC) em células que expressapae oligdmeros AR+A2aR.

O efeito neuroprotetor da guanosina, ndo € obseradum modelo de
isquemiain vitro realizado em fatias hipocampais de camundongos
knock-outpara o AaR. Os resultados sugerem que guanosina pode
interferir com a sinalizagdo celular ativada peRA AR, e na presenca
de agonistas AR, guanosina bloqueia a ativacdo deste receptémAl
disso, o efeito neuroprotetor da guanosina depaaeéapresséo deAR.

No capitulo Il desta tese, o0 efeito neuroprotetogulanosina foi avaliado
em um modelo de toxicidade do peptideo beta-anail¢fBi-a0), um
modelo animal da doenca de Alzheimer. Guanosinarégtnada logo
apos a infusédo i.c.v dofA4o e durante 14 dias consecutivos reverteu o
déficit cognitivo e o comportamento tipo-anedonimduzidos pelo Bi-

40. Guanosina preveniu o aumento na captagéo demgtdandependente
de Na& induzido pelo 8140 A analise dos niveis de purinas mostra que
APi-40 aumentou os niveis de ADP e ATP no hipocampo diosais, e
gue o tratamento com guanosina aumentou os nieeiGRP. Ai-40



reduziu a expressdo de GFAP na regido CAl do hippcados
camundongos e guanosina ndo alterou esse efeito fdl@bservada
alteracdo nos niveis de sinaptofisina no hipocahp® animais. Os
resultados obtidos sugerem que guanosina previeiagbes cognitivas
e no transporte de glutamato induzidas pglo.Aem camundongos. Esta
tese contribuiu para identificar os sitios extralegbs de interacdo da
guanosina e adicionou evidéncias sobre o efeitaropentetor da
guanosina.

Palavras-chave guanosina, receptores de adenosina, oligomedziga
receptores, neuroprotecéo, glutamato, neurotoxdeid®B:-4o



ABSTRACT

Guanosine, the guanine-based nucleoside, exertsotrephic and
neuroprotective effects in the Central Nervous &ysiCNS). A guanine-
based purinergic system - or guanosinergic systdras-been recently
proposed. In this neurotransmitter system some oopms are known,
as nucleosides transporters and enzymes resporfsibléntra and
extracellular metabolism. However, a selective aodlular site for
guanosine interaction or guanosine receptor hasyebteen clearly
characterized. Some of guanosine neuroprotectifextef seem to be
dependent upon the activation of adenosin®®A.4 receptors. In this
study, we investigated (i) the possible guanosmeraction with AR-
A2aR oligomers, and (ii) guanosine neuroprotectiveafin an animal
model of Alzheimer’'s disease. UsingiRA and AR heterologous
expression in HEK193 cells, we showed that guarodid not alter the
colocalization of these receptors at the cellulambrane. Guanosine also
did not modify AR-A2aR heteromeric formation, evaluated with BRET
and bimolecular fluorescence complementation (BiR€3hniques.
Guanosine alone had no effect on intracellulat*Gégnaling, but it
inhibited the increase in €ainduced by an /R agonist (CCPA) in AR-
cells. In AR+AzaR-expressing cells, guanosine prevent$ Gagnaling
evoked by AR or AxxR agonists. Guanosine increased cAMP levels in
A2aR cells, but it inhibited cAMP increase induced &genosine or
CGS21680 (AR agonists). NanoBRET experiments suggested that
guanosine displaced the binding of agRR agonist (APEC), both in
A2aR and AsR+A1R cells. Guanosine neuroprotective effect iniran
vitro model of ischemia was not observed in hippocamsijas of AaR-
knockout mice. Data presented here suggest thabgire can interfere
on AR and AaR activated signaling pathways. However, in thegnee
of an AR agonist, guanosine blocks#R activation. Furthermore, the
neuroprotective effect of guanosine is dependeiaR expression. In
chapter 1l, we assessed guanosine neuroprotecfifexte against
amyloid-beta peptide (-4 intracerebroventricular infusion, an animal
model of Alzheimer’s disease. Guanosine treatnwant after A31.40i.C.v
infusion and once a day during the 14 consecutasss dinhibited the
cognitive deficit and the anhedonic-like behavinduced by Ai-40
Guanosine prevented the impairment in*MNaependent glutamate
transport induced by B\-40. Purines levels analysis showed th#t 4y
increased ATP and ADP at mice hippocampus, andagirz® increased
GDP levels. B1.a0infusion decreased GFAP at CA1 hippocampal region,
an effect not modified by guanosine. No changeyiraptophysin levels



were observed. Presented data show that guanostenps cognitive
alterations and the unbalance in glutamate trassoni€voked by Bi-40
in mice. Therefore, this thesis has contributeddentify extracellular

sites to guanosine action and add information @n rtburoprotective
effects of guanosine.

Keywords: guanosine, adenosine receptors, receptors oliggatien,
glutamate, B1-40
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1. INTRODUCAO
1.1 Transmissao Purinérgica

As purinas constituem uma classe de moléculas agn
essenciais para as células e sdo derivadas dasritasgenadas adenina
€ guanina, incluindo os nucleotideos com um ou rusfatos, como
adenosina-5'-trifosfato (ATP), adenosina-5’-difdsf@ADP), adenosina-
5-monofosfato (AMP), guanosina-5'-trifosfato (GTR)uanosina-5'-
difosfato (GDP), guanosina-5’-monofosfato (GMP), mscleosideos
adenosina, inosina e guanosina, as bases nitracggeadénina, guanina,
hipoxantina e seus metabdlitos xantina e acidooU@s nucleotideos
purinicos intracelulares foram identificados priragiente como
componentes estruturais dos acidos nucleicos, anaséim tém funcdes
importantes no metabolismo energético, na biossEntede
macromoléculas, na constituicAo de coenzimas. Aldisso, 0s
nucleotideos ciclicos desempenham papeis como degunensageiros
(Lippman, 1941).

O papel extracelular das purinas na sinalizacaalazeffoi
inicialmente reconhecido pelos efeitos das puriteas/adas da adenina
em diferentes tipos celulares. Funcgbes biologiaaportantes da
adenosina foram demonstradas por Drury e Szentg®y(1929), que
observaram um aumento na liberacéo de adenosimeeiwmoextracelular
apos a isquemia cardiaca, promovendo efeito cr@piotr negativo no
coracao (ou seja, diminuindo a frequéncia cardiacagindo como
vasodilatador das artérias coronarias.

No cérebro, além de agirem como neurotransmisseres
neuromoduladores, 0 ATP e a adenosina também aoepnocessos de
plasticidade, como aprendizado e memoria, brotamdet processos
nervosos, regulam o nimero de células atravésddgdio de apoptose e
atuam como agentes neuroprotetores contra estimoddgos (Ciccarelli
et al, 1999; Schmidt, Lara e Souza, 2007). Os efeittmeaiulares das
purinas derivadas da adenina sdo mediados pekystoees purinérgicos
do tipo P1 ou P2. Os receptores pertencentes #idd?2i sdo receptores
de ATP e ADP, e sao subdivididos em P2X [receptimmastrépicos, ou
seja, canais idnicos permeaveis a Calci{{C&dodio (N&) e Potassio
(K")] e P2Y (receptores metabotrépicos acoplados ateipas G)
(Burnstock, 2007). Os receptores da familia P1 sé&ceptores
metabotrépicos para adenosina, e sado divididoswatrajsubtipos: A
Aza, Azs € As (Fredholmet al, 2005). Os receptores; Ado acoplados a
proteina Gi levando a uma diminuicéo da atividagladenilato ciclase e
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consequente diminuicdo nos niveis de AMP ciclidoagelular e séo
expressos em todo o Sistema Nervoso Central (S&igyanto que os
receptores A sdo acoplados a proteina Gs, levando ao aumesto do
niveis de AMP ciclico. Sdo principalmente expresgpsstriado, nucleo
accumbens, hipocampo e cortex cerebral. Os reespbgs também séo
acoplados a proteina Gs, mas séo pouco express@seimo, enquanto

0s receptores Asdo moderadamente expressos no cerebelo e hipocamp
(Palmer e Stiles, 1995; Burnstock, 2007).

1.1.1 Transmisséo Purinérgica

As purinas constituem uma classe de moléculas mag@n
essenciais para as células e sdo derivadas dasrilasgenadas adenina
€ guanina, incluindo os nucleotideos com um ou rusfatos, como
adenosina-5'-trifosfato (ATP), adenosina-5’-difdeféADP), adenosina-
5-monofosfato (AMP), guanosina-5'-trifosfato (GTR)uanosina-5'-
difosfato (GDP), guanosina-5-monofosfato (GMP), gcleosideos
adenosina, inosina e guanosina, as bases nitracggeadénina, guanina,
hipoxantina e seus metabdlitos xantina e acidooU@s nucleotideos
purinicos intracelulares foram identificados priragiente como
componentes estruturais dos acidos nucleicos, anaséim tém funcdes
importantes no metabolismo energético, na biossintede
macromoléculas, na constituicdo de coenzimas. Aldisso, 0s
nucleotideos ciclicos desempenham papeis como degunensageiros
(Lippman, 1941).

O papel extracelular das purinas na sinalizacaalaseffoi
inicialmente reconhecido pelos efeitos das puriteas/adas da adenina
em diferentes tipos celulares. Funcbes biolégiaapoitantes da
adenosina foram demonstradas por Drury e Szentg®y(1929), que
observaram um aumento na liberacdo de adenosimeeimoextracelular
apos a isquemia cardiaca, promovendo efeito cr@piotr negativo no
coracao (ou seja, diminuindo a frequéncia cardiacagindo como
vasodilatador das artérias coronarias.

No cérebro, além de agirem como neurotransmisseres
neuromoduladores, 0 ATP e a adenosina também amaprocessos de
plasticidade, como aprendizado e memodria, brotammdet processos
nervosos, regulam o numero de células atravésddgdio de apoptose e
atuam como agentes neuroprotetores contra estimoddgos (Ciccarelli
et al, 1999; Schmidt, Lara e Souza, 2007). Os efeittmeaiulares das
purinas derivadas da adenina sdo mediados pekystoees purinérgicos
do tipo P1 ou P2. Os receptores pertencentes dddP2i sdo receptores
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de ATP e ADP, e sao subdivididos em P2X [receptimastrépicos, ou
seja, canais idnicos permeaveis a Calci{{C&dodio (N&) e Potassio
(K")] e P2Y (receptores metabotrépicos acoplados ateipas G)
(Burnstock, 2007). Os receptores da familia P1 sé&ceptores
metabotrépicos para adenosina, e sao divididoswatrajsubtipos: A

Aza, Azg € As (Fredholmet al, 2005). Os receptores Ado acoplados a
proteina Gi levando a uma diminuicéo da atividagladenilato ciclase e
consequente diminuicdo nos niveis de AMP ciclidoagelular e sédo
expressos em todo o Sistema Nervoso Central (S&igyanto que os
receptores A sdo acoplados a proteina Gs, levando ao aumesto do
niveis de AMP ciclico. Sdo principalmente expresgpgstriado, nicleo
accumbens, hipocampo e cortex cerebral. Os reespbgs também séo
acoplados a proteina Gs, mas séo pouco express@seimo, enquanto

0s receptores £Asao moderadamente expressos no cerebelo e hippcamp
(Palmer e Stiles, 1995; Burnstock, 2007).

1.1.2 Sistema purinérgico dos derivados da gua(oneSistema
guanosinérgico)

Estudos demonstram que o GTP pode desempenhaiossiagl
acdo como neurotransmissor. Sua presenca foi o@da em vesiculas
singpticas (Wagner, Carlson e Kelly, 1978) e pastmente foi
demonstrada que sua captagdo para as vesiculagldege um sistema
de transporte dependente de gradiente eletroqui(Biantos, Souza e
Tasca, 2006), similar ao observado para o transpode
neurotransmissores classicos.

Tanto neurdnios quanto células gliais podem lib&& em
situacéo fisiolégica, e a quantidade de DG libesaglar astrocitos em
condi¢cBes basais e ap0s varios tipos de estimylagéoindo hipoxia/
isquemia, é maior que os niveis de derivados dairzaléCiccarelliet al,
1999). Apds a ocorréncia de uma leséo cerebraljdsotideos liberados
podem ser hidrolisados aos seus respectivos nimdass que por sua vez
desempenham papéis protetores ou mesmo restagrafilém disso,
evidéncias indiretas indicam que a guanosina pedelilserada por
neurdnios apos despolarizacédo (Fredhetral, 2005).

Os derivados da adenina e da guanina ja foramifidadbs no
liquido cerebroespinal (LCE) de animais e humafesito-Gaget al,
1992; Regneet al, 1997), e a presenca de nucleotidases soluvés ja
demonstrada no LCE de ratos (Portglal, 2002). Essas enzimas podem
ser liberadas no LCE pelo plexo coroide, pelaslz€lendoteliais e
mesmo por células da micréglia, exercendo impagtéumcao sobre o
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sistema purinérgico em situagbes fisiologicas e olpgicas
(Zimmermann, 2001; 2006a; b).

As enzimas envolvidas no metabolismo extracelulas d
nucleotideos incluem as ecto-nucleotidases ligadagperficie celular, as
ecto-nucleotidases liberadas da membrana e atideles sollveis. As
ecto-nucleotidases associadas a superficie celsis também
denominadas de ecto-nucleosidases trifosfato (¢Cfases)
(Zimmermann e Braun, 1996). As ecto-NTPases inclaeato-ATPase
que hidrolisa ATP e GTP a ADP e GDP, respectivagemniecto-ATP-
difosfohidrolase ou apirase (ecto-NTPDase), queroligh tanto
ATP/GTP ou ADP/GDP a AMP/GMP (Schadeekal, 1989); e a ecto-
5'-nucleotidase que hidrolisa AMP/GMP aos nucleestd
adenosina/guanosina (Zimmermann, 1996). Em agigbeiin cultura, a
inibicdo da atividade da ecto-5'-nucleotidase resignificativamente o
acumulo extracelular de guanosina indicando qusjmagomo a
adenosina, a guanosina extracelular também é darprncipalmente da
hidrélise extracelular dos nucleotideos (Schmidtale Souza, 2007).

Os astrocitos participam de inUmeros processosioe@dos a
danos cerebrais, isolando a area afetada e atuandeparo da leséo
(Chen e Swanson, 2003). A guanosina e a guaninsat&mmente
captadas por astrécitos corticais em cultura (&niliRomanpet al,
2012) provavelmente por transporte facilitado, sequak o transporte da
guanina é mais rapido que de guanosina (Nagasaved, 2007). A
captacao dos nucleosideos € importante para aesiteeacidos nucleicos
e dos nucleotideos (Rathbosieal, 1999). Esse transporte pode ocorrer
principalmente por sistemas de transportadores ciespépecificos
identificados na membrana celular de astrécitosiee Sio sensiveis ao
blogueio por agentes farmacologicos (Petal, 2005). Enquanto os
sistemas de transporte equilibrativo (ENT) transpomucleosideos de
maneira bidirecional de acordo com o gradiente aecentracdo, o
transportador concentrativo de nucleosideos (CNimpia o influxo de
nucleosideos acoplado ao gradiente transmembraNa’de

Os transportadores de nucleosideos séo ferranmemagantes
para a via de salvacao das purinas, ja que o SNS€Lippouca capacidade
para a sintesde novode purinas (Spector e Johanson, 2007). A via de
salvacdo consiste na sintese de nucleotideos ia g¢estbases puricas
recuperadas do metabolismo de nucleosideos. A riles® de
nucleosideos de purinas (ou PNP em inglés) catatifeagem da ligacéo
N-glicosidica da guanosina na presenca de fosfaiocgdnico como
segundo substrato, gerando guanina e uma pentasfale (Bzowska,
Kulikowska e Shugar, 2000). Na via de salvacdo danma, a
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fosforibosilacdo da guanina ocorre pela acédo daxhiptina-guanina
fosforibosiltransferase (HGPRT em inglés), gerandeamente GMP
(Figura 1).

Feto-5-

Eclo-NTPase Eclo-NTPDase o
nicleotidase

GIP — GDP

0 (uanma Xantina

. GU A dcnmnm\c: Xﬂmiml oxidase ACldO
. i Y, 1rnco
Apirse HGPRT +fosfontbog]

Figura 1. Metabolismo dos derivados da guaninaGTP, GDP e GMP séo
sequencialmente hidrolisados por ecto-nucleotidagaando guanosina (GUO).
GTP/GDP podem ser hidrolisados diretamente a GMRB pedo da apirase.
Guanosina é clivada pela PNP (fosforilase de ns@dens de purinas) dando
origem a guanina (Matheu al), que por acdo da enzima guanina deaminase é
convertida a xantina. Xantina, por sua vez, é cditkzea acido Urico por acao da
xantina oxidase. A seta azul representa a vialdaggo das purinas, onde por agao
da enzima HGPRT (hipoxantina-guanina fosforibamilsferase), guanina é
convertida a GMP.

As informacgdes apresentadas sugerem a organizagaomd
sistema de purinas derivadas da guanina com v@aipsis importantes
no SNC. Foram identificados mecanismos de captad#meracdo dos
DG, além da caracterizacdo dos metabolismos extmatracelular.
Atencéo especial tem sido dada ao efeito bioléde@uanosina, pois
muitas evidéncias sugerem que a guanosina € autwléam atividade
biolégica dentre os DG (Lanznastdral, 2016), apesar de ainda nao ter
sido completamente caracterizado um possivel recppta a guanosina
(Figura 2).
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Astrécitos
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Liberacao
Guo B
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GLu

Receptor
Guo?

Receptor GTP?

Ectonucleotidases

Receptor Guo?

Liberacao DGs

Figura 2. Representacéo de uma sinapse no sistemaipérgico derivado da
guanina — ou sistema guanosinérgic®s DG podem ser liberados para o meio
extracelular principalmente por astrécitos, e meltaados pelas ecto-
nucleotidases localizadas na face extracelularetabrana. Os DG e a guanosina
podem ser captados para o meio intracelular pefessportadores de
nucleosideos, onde serdo metabolizados de acom® @squema da Figura 1.
Um possivel receptor para os DG ainda néo foi cetaplente caracterizado.
Guo: guanosina; DG: derivados da guanina; Glu:aghato (Adaptado de
Schmidtet al, 2007).

2. Efeitos da guanosina no SNC

Muitos estudos ja demonstraram o efeito da guaaosim
modelos de neurotoxicidade e doengas neurolédamats;n vitro quanto
in vivo. Quando administrada em camundongos, demonstrouese
guanosina previne as convulsdes e a toxicidadezidayor drogas que
superestimulam o sistema glutamatérgico (Schetiét, 2000; Laraet
al.,, 2001; Schmidt, Avila e Souza, 2005), além de giossfeito
antinociceptivo, ansiolitico e anticonvulsivanteinadé et al, 2003;
Schmidtet al, 2008; Schmidt, Bohmeet al, 2009). Recentemente, o
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efeito tipo-antidepressivo da guanosina tambémddaionstrado (Bettio
et al, 2012; Betticet al, 2014).

Estudosin vitro mostraram que a guanosina exerce efeito
neuroprotetor (Rathbonet al, 2008) estimula a regeneracdo nervosa
(Jianget al, 2008), reduz os danos induzidos por isquemiaZ&et al,
2002; Dal-Cimet al, 2011), e também previne a excitotoxicidade
induzida por NMDA (Ciccarelliet al, 2001). Em cultura de células, a
guanosina reverte a excitotoxicidade glutamatéiigidazida pela PGO e
pelo peptided-amiloide (respectivamente, modelos de isquemia e d
doenca de Alzheimer) através do aumento da recGape glutamato
pelos transportadores ndo-neuronais (D'alimehtd, 2007; Dal-Cimet
al.,, 2011). Pettifer e colaboradores (2004) tambémodstraram que a
guanosina é capaz de reduzir a apoptose em cékpastas ao peptideo
B-amiloide em cultura de células de neuroblastonmaamo (SH-SY5Y).

Um importante efeito que tem sido atribuido a gsareé a sua
capacidade de restabelecer alteracbes no transpertglutamato,
associadas a excitotoxicidade glutamatérgica. Eimsfdipocampais, a
guanosina recuperou a diminuicdo na captacdo dengdto induzida
pela PGO, além de diminuir o aumento na liberac@oglitamato
observado nesse modelo de isquemidtro (Dal-Cimet al, 2011; Dal-
Cim et al, 2013; Dal-Cimet al, 2016). Uma vez que a recaptacdo do
glutamato por astrécitos € 0 mecanismo mais imptatpara o término
da acao deste neurotransmissor nas sinapses, tagé@mprovocada pela
guanosina pode ser considerada um processo redeparg a regulagcéo
da transmissao glutamatérgica, contribuindo papeotecdo de células
neuronais contra a excitotoxicidade induzida peltaghato (Duaret al,
1999; Chen e Swanson, 2003; Schousboe e Waagepet2095; Matute,
Domercq e Sanchez-Gomez, 2006).

Estudos recentes demonstraram que a guanosinaudi@in
producdo de espécies reativas de oxigénio (ER@szita pela PGO em
fatias hipocampais e previne a perda de potengamdmbrana da
mitocdndria (Dal-Cimet al, 2013). Em um protocolo de indugéo de
estresse oxidativo através do bloqueio dos complé&@® V da cadeia
respiratéria em células SH-SY5Y, a guanosina indefeito protetor
através da inducdo da heme-oxigenase-1, uma erigip@rtante na
defesa celular antioxidante (Dal-Cimb al, 2012). A heme-oxigenase-1
também esta envolvida na protecdo induzida pelaagia contra o
estresse oxidativo e 0 aumento de citocinas ptaadtorias induzidos
pelo tratamento com azida (um inibidor do compldé¥Xoda cadeia
respiratéria) em células astrogliais C6 (Quincd2astoset al, 2014).
Além disso, um estudo recente demonstrou que aogimnreduz a
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inflamacdo e dano oxidativo induzido pela incubac&m
lipopolissacarideos bacterianos (LPS) em cultura asrocitos
hipocampais, diminuindo os niveis de fator de rextomorab, (TNF-

o) e fator nuclearkB (NF«B) pela inducdo da heme-oxigenase-1
(Bellaveret al, 2015).

Além dos efeitos neuroprotetores mencionados anteeinte, o
efeito neurotréfico da guanosina também ja foi destrado. A guanosina
promove efeito tréfico em cultura de astrécitosc(@relliet al, 2001) e
em coculturas de neurdnios e astrocitos cerebdl2ezkeret al, 2007).
O efeito tréfico da guanosina também parece envalheme-oxigenase-
1, pois o tratamento de feocromocitomas (PC12) gwamosina e o fator
de crescimento neuronal (NGF) promoveu o crescimeet neuritos
através da indugdo da heme-oxigenase-1 éBal, 2005).

Além das vias anti-inflamatdrias, varios estudagg@onstraram
a participacéo da via de sinalizacéo da fosfo-tobSicinase (P13K) nos
efeitos bioldgicos da guanosina, uma via que awaeuroprotecao
(Deckeret al, 2007; Bettioet al, 2012; Dal-Cimet al, 2012). Como
citado anteriormente, a guanosina é capaz de mduziaumento na
captacao de glutamato, sendo este efeito deperikenia de sinalizagéo
intracelular modulada pela PI3K/Akt (proteina ca&y (Dal-Cimet al,
2011). Além disso, o efeito anti-apoptético da gusama em cultura de
células SH-SY5Y submetida a incubacdo com o peptfdamiloide
também envolve a ativagdo das vias PI3K/Akt, MAP38 f{proteina
cinase ativada por mitdogeno p38) e ERK1/2 (cinaggmlada por sinal
extracelular 1/2) (Pettifest al, 2004).

Como demonstrado anteriormente, tem sido propostsistema
purinérgico derivado da guanina — ou sistema guaéagco — onde a
guanosina seria a molécula com principal atividaidegica. Apesar de
todas as evidéncias de neuroprotecdo induzida pelanosina
mencionadas aqui, 0 exato sitio de acdo da guanasitla ndo esta
elucidado e os possiveis sitios de interacéo daogirea com receptores
nas membranas celulares estdo pouco caracterigbaesa, Cardoso e
Souza, 1999; Travers al, 2002; Traversat al, 2003).

Diante do exposto, essa Tese dividiu-se em doigtiobg
principais, organizados em capitulos: no Capituésth apresentada a
investigagdo dos receptores de adenosina Ava € em sua forma
oligomérica como um possivel sitio de interacdogdanosina. A
participacdo destes receptores no efeito neurdprotia guanosina
também serd abordada neste Capitulo.

O Capitulo Il compreende o estudo do possivel @efeit
neuroprotetor da guanosina frente a um modelo xieidade induzida
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pelo peptideop-amiloide em camundongos, um modelo animal da
Doenca de Alzheimer.

Cada capitulo contém uma breve introdugdo ao teupaease
refere, os objetivos estabelecidos, materiais edoét utilizados para
desenvolvimento dos objetivos, os resultados erexdos e a discussao,

relacionada a interpretacdo dos resultados obtidegue-se uma
Conclusao dos principais achados do capitulo.
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Capitulo |
Avaliagcdo da interacdo da guanosina com os recepts de adenosina Ae
Aza € com 0 heterdmero AR+A2aR

Este capitulo foi desenvolvido no Laboratério deufdguimica 4 no
Departamento de Bioquimica da UFSC e no laboratded-armacologia e Dor
na Universidade de Barcelona, sob supervisdo ddessmr Dr. Francisco
Ciruela, durante o desenvolvimento de estagio detatado-sanduiche pelo
periodo de margo/2013 a fevereiro/2014, financigpédo projeto Pesquisador
Visitante Especial (CAPES/PVE 052/2012), e de marngdho/2015 em estagio
financiado pelo CNPq (SWE 2014/03) resultados obtidos neste capitulo estéo
sendo organizados para submissdo ao periédimurnal of Biological
Chemistry
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1. Fundamentacéo teorica

1.1 Identificacdo do sitio de interacdo para a gosina na
membrana celular

Apesar de todas as evidéncias de neuroprotecaaidadpela
guanosina expostas anteriormente, 0 exato sitiagde da guanosina
ainda ndo est4 elucidado e os possiveis sitiostela¢do da guanosina
com receptores nas membranas celulares estdo pawacterizados
(Tasca, Cardoso e Souza, 1999; Travertsal, 2002). Além disso, a
maioria dos efeitos tréficos dos DG néo sdo afetquw inibidores da
captacdo de nucleosideos, indicando que eles sBpendentes de
internalizacdo ou que sdo dependentes de interacées alvos
extracelulares (Gysbers e Rathbone, 1992).

Vérios estudos ja& demonstraram que os DG, inclusive
guanosina, modulam o sistema glutamatérgico. De &Emonstrou-se
gue os nucleotideos GTP, GDP e GMP podem se ligasitios ricos em
glicina presentes na regido N-terminal extraceldles receptores de
glutamato, deslocando a interacdo do glutamato sEus receptores e
inibindo as respostas intracelulares induzidas gleliamato (Paast al,
1996; Tasca, Cardoso e Souza, 1999). No entamgjoa@osina diminui
em apenas 23% a ligacdo do glutamato aos recegiutesnatérgicos,
nao sendo capaz de deslocar os agonistas AMPAudsiteede interacao
(Souza e Ramirez, 1991; Porciuncuh al, 2002). Estudos prévios
demonstraram o efeito da guanosina sobre o tralesp@glutamato (Dal-
Cim et al, 2013; Dal-Cimet al, 2016), porém ainda ndo ha evidéncia de
interacdo direta da guanosina com os transportadierglutamato.

Os primeiros estudos que investigaram o sitio d&o ada
guanosina na membrana celular foram realizados embmanas isoladas
obtidas de cérebro de ratos, demonstrando sifietives para ligacdo da
guanosina (Traversat al, 2002; Traversat al, 2003). A incubacao das
membranas conPhiJguanosina levou a identificacdo de sitios de alta
afinidade para a guanosina, com constantes deiasio@ dissociagdo
similares as observadas na ligacdo de compostesaizataos seus
receptores enddgenos. Outras purinas derivadasaiiéng e metabdlitos
da guanosina ndo deslocaranttd]§juanosina do seu sitio de interacéo,
assim como a adenosina e 0s antagonistas naossgletis receptores de
adenosina, cafeina e teofilina. O efeito de inikedodos sistemas de
transporte de purinas também foi investigado, gajguanosina poderia
interagir com esses sistemas. O inibidor do sistemalibrativo de
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nucleosideos  nitrobenziltioinosina  demonstrou  um qupao
deslocamento, mas nao significativo (cerca de 3p&tEm o inibidor do
transporte de nucleosideos nitrobenziltioguanosna inibidor da
recaptacdo de adenosina propentofilina néo tiveramhum efeito sobre
a interagdo da guanosina. A incubacdo das membramsa toxina
Pertussis (PTx), um inibidor da familia das praisi inibitorias (Gi),
reduziu a ligagdo da guanosina em 45% (Traverag 2003), sugerindo
gque este sitio de interacdo da guanosina seriaegaptor da grande
familia dos receptores acoplados as proteinas GCCREPEmM outro
estudo, utilizando um ensaio de ligacao de GTRtejra G, confirmou-
se que o sitio de interacdo para a guanosina é R@RQGliferente dos
conhecidos receptores de adenosina, ja que osstados receptores de
adenosina ndo tiveram nenhum efeito sobre a ligagdguanosina
(Volpini et al, 2011).

Recentemente, o receptor GPR23 foi considerado passivel
candidato ao receptor de guanosina. O GPR23 éaeptor para o acido
lisofosfatidico (LPA), identificado como LPA4. Aeiciamento génico
do GPR23 em cultura de glioma U87 diminuiu o efddioguanosina em
inibir a proliferacéo celular, enquanto que suaesexpressao aumentou
o efeito anti-proliferativo da guanosina (Di Likest al, 2012). Outro
estudo deste grupo de pesquisa demonstrou queéex cérebral possui
a maior expressdo de GPR23 e também a maior liglcfid]guanosina
entre as estruturas testadas (cértex, hipocampdades e medula
espinhal) (Grilloet al, 2012). Porém, a interacao direta da guanosina com
este receptor ainda ndo foi demonstrada, ndo dasdara possibilidade
de que a guanosina interaja com outras proteinegedwrana.

Além da possivel interacdo com GPCRs, foi demorstcgie o
tratamento com guanosina em astrécitos aumenteidaale e expressao
de canais de Kretificadores (Benfenatt al, 2006). Nosso grupo de
pesquisa evidenciou que o efeito protetor da guamodepende da
ativacdo de canais de potassid)(KOlescoviczet al, 2008). O uso de
blogueadores farmacol6gicos de diferentes canaik*dsugeriu uma
interagcdo da guanosina com o canal de de€ alta condutancia e
dependente de CédmaxiK ou BK), pois o bloqueio destes canais abole
os efeitos benéficos da guanosina sobre a reda&@bilidade celular
e captacdo de glutamato induzidas pela isquemidro (Oleskoviczet
al., 2008; Dal-Cimet al, 2011). Em células SH-SY5Y, o bloqueio dos
canais BK inibe o efeito da guanosina em prevermstoesse oxidativo
induzido pelo bloqueio da cadeia respiratéria noitatrial (Dal-Cimet
al., 2012). Além disso, ensaios de eletrofisiolog@izados em células
HEK?293 transfectadas com a subunidade funcioneadal BK mostram
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gue a guanosina aumenta a condutancia deste e&gitd, que nao foi
observado em células transfectadas com a suburfigiacienal do canal
SK (canais de Kde baixa condutancia dependentes d¢ Jascaet al,
2013). Esses resultados indicam uma possivel g&teralireta da
guanosina com o canal BK. Resultados preliminaobseso efeito da
guanosina em células HEK293 que expressam o cafalleBforma
estavel foram desenvolvidos durante esta Tesede agresentados no
Apéndice | ao final deste capitulo.

1.2 Interag&o da guanosina com os receptores deasilea A e
Ao e com 0 heterdbmeroR+AxxR

Apesar do estudo de Volpini e colaboradores (28adgrir que
a guanosina interage com um GPCR diferente doscalds receptores
de adenosina, muitos estudos demonstram uma pagio dos
receptores de adenosina nos efeitos da guanosinax@mplo, o efeito
trofico da guanosina em cultura de neurénios céasdgeem aumentar a
adesdo e sobrevivéncia neuronal foi bloqueado petagonista do
receptor de adenosina do subtipea AA2aR), ZM241385 (4-(2-[7-
Amino-2-(2-furil)[1,2,4]triazolo[2,3a][1,3,5]triazin-5-ilamino]
etil)fenol; (Tascaet al, 2010). Em cultura de neuroblastoma SH-SY5Y,
o0 efeito protetor da guanosina contra o estresgato mitocondrial foi
abolido pelos antagonistas dos receptores do subtigAiR) e AaR,
DPCPX (8-Ciclopentil-1,3-dipropilxantina) e ZM24138
respectivamente. Em estudo avaliando o efeito peotetor da
guanosina em fatias hipocampais submetidas a R&s@h$ervado que o
bloqueio de AR com o antagonista DPCPX reverteu o efeito da
guanosina em diminuir a producdo de EROs e manfatencial de
membrana mitocondrial, porém néo teve efeito s@breaptacdo de
glutamato recuperada pela guanosina. Por outro, ladefeito da
guanosina sobre a captacdo de glutamato foi bldgueela PTx e pela
ativacdo do AnR com seu agonista sintético CGS21680 (Dal-&iral,
2013). Dados obtidos em nosso laboratério sugergmeq cultura de
astrécitos, a inibicdo doiR e ativacdo do AR também bloqueiam o
efeito da guanosina em reestabelecer a captacgtutdenato alterada
pela PGO (Dal-Cim, comunicacao pessoal). Destadpaste efeito da
guanosina parece depender de um GPCR e de unmecatesntagdnica
entre os receptores de adenosing A AaR.

Estudos demonstraram que a guanosina induz libkerded
adenosina (Rathboret al, 1998; Jacksomrt al, 2013), e isso poderia
induzir a ativagdo dos receptores de adenosindatdea liberagdo de



40

adenosina parece ser parcialmente responsavetiegio mitogénico da
guanosina, pois a adicdo de adenosina desamin&4g gAenzima que
metaboliza adenosina em inosina) no meio reduzgbaente o efeito da
guanosina, enquanto um inibidor da ADA potencializa efeito
mitogénico da guanosina (Ciccaradli al, 2000). No entanto, o efeito
tréfico da guanosina também foi observado na pgeséa dipiridamole,
um inibidor de transporte de nucleosideos (Deekead, 2007; Tascat
al., 2010), e nesta situacdo é pouco provavel queadtiberacdo de
adenosina. Mesmo assim, os antagonistas dos rezepte adenosina
bloguearam o efeito tréfico da guanosina, sugerimaia interacdo da
guanosina com estes receptores de forma independanpresenca de
adenosina extracelular.

Dos receptores de adenosina conhecidos, 0s reespioe Aoa
s8o 0s principais responsaveis pelos efeitos d¢entta adenosina
(Dunwiddie e Masino, 2001), e sédo encontrados taosoterminais pré-
singpticos quanto pds-sinapticos em diferentesdesgdo cérebro. A
estimulagédo do AR pré-sinaptico diminui a excitabilidade neurona e
atividade sinaptica, além de diminuir a probabdelale liberacdo de
neurotransmissores como 0 glutamato, dopamina, tosgma,
noradrenalina e acetilcolina. O:#R é um receptor excitatério e esta
expresso principalmente em regides dopaminérgioasio o0 ndcleo
estriado, além do hipocampo e cortex cerebral.

Alguns estudos prévios demonstraram evidéncias ma u
interacdo antagonica entre os dois receptores,oaolar a liberacdo de
glutamato no estriado e hipocampo (O'kane e St®f8; Lopest al,
2002; Quartaet al, 2004). O conceito de que GPCRs podem interagir na
membrana plasmatica, formando oligbmeros de reepfantigamente
denominado mosaico de receptores) foi inicialmpottulado por Luigi
Agnati e Kwell Fuxe nos anos 80 (Agnatial, 1980; Fuxeet al, 1983).

Os receptores de adenosina podem formar oligbmartye si e com
receptores para outros neurotransmissores, coraptoges de dopamina
(Agnati et al, 2005; Fuxeet al, 2013). Ciruela e colaboradores (2006)
demonstraram a existéncia de heterdmeros (olig@meéeoreceptores
distintos) AR+A2aR apo6s superexpressao por transfec¢cédo heterdloga em
culturas de células e também em tecido nativo,teimsinais estriatais
glutamatérgicos. Utilizando ensaios de BRET (sitg®ioluminescence
ressonance energy transfem inglés), o estudo demonstrou um sinal de
BRET positivo e saturante entre os receptore®RMRIuc (receptor Aa
fusionado a enzim@enilla luciferasge AIR-YFP (receptor Afusionado

a Yellow fluorescent protejnem células HEK293 cotransfectadas com
uma quantidade constante de\R-Rluc (enzima doadora de energia apds
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adicao do substrato Coelenterazina) e quantidadssentes da molécula
aceptora AR-YFP. Essa transferéncia de energia ocorre sorgeatelo
as proteinas aceptora e doadora estdo separadfist@&ncia até 10 nm,
sugerindo uma interacao fisica entre os receptéiesnetodologias de
transferéncia de energia ressonante (RET) de bioksténcia ou
fluorescéncia (FRET) constituem uma ferramenta napde para a
identificacdo e caracterizacdo de interacdo prafefoteina na
membrana celular de células vivas (Kaczor e Sekfit]l; Fernandez-
Duenaset al, 2012).

AR

527nm

Coelenterazina

BRET

Figura 3. Representacdo esquematica da transferéadie energia ressonante
bioluminescenteentre AIR e AaR. A energia bioluminescente gerada pela
metabolizacdo da Coelenterazina pela luciferasetgjora azul) fusionada ao
receptor Ax excita a proteina YFP fusionada ao recepterghando estes
receptores estdo distanciados a menos de 10 nmedRefacdo criada com
imagens disponiveis em www.servier.com/Powerpairage-bank.

Véarios estudos suportam a evidéncia de que apés
heteromerizagéo (ou seja, formacéo de oligdbmerterdg€neos entre
distintos receptores de membrana), a farmacologia ikceptores
formadores do oligdmero pode sofrer alteragao (ferabal, 2008). Este
evento também ocorre no heterbmero de receptorBs-AdsR, pois
quando cotransfectados, a afinidade dgRApelo antagonista nao-
seletivo cafeina diminui em doze vezes em relag@iinélade do AsR
pela cafeina quando expresso sozinho (Ciretlal, 2006). Porém,
quando o AsR forma um heterbmero com o receptor de dopamina D2
(D2R), a afinidade do AR para a cafeina e para 0 CGS21680 (agonista
seletivo do AaR) ndo se altera (Canads al, 2003). Uma caracteristica
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da interagcdo do heterdbmeraR¥+A24R é que a ativacdo do:AR pode
diminuir a afinidade dos ligantes pelaR sugerindo um mecanismo de
controle onde baixos niveis de adenosina inibebeedcao de glutamato
através de interacdo comFA e altos niveis induzem a liberagdo deste
neurotransmissor no estriado, através de modulde®esR (Ciruelaet

al., 2006). No entanto, estudos adicionais sdo newesg#ara avaliar
como o oligbmero AR+A2aR sinaliza em resposta a diferentes ligantes,
principalmente em relacédo a possiveis ligantesgeriis.
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2. Justificativa

A guanosina € uma molécula com reconhecido efeito
neuroprotetor em modelds vitro e in vivo (Lanznasteret al, 2016).
Apesar de modular o sistema glutamatérgico, a gulRa@arece nao
interagir diretamente com o0s receptores glutamiatésg(Souza e
Ramirez, 1991; Paast al, 1996; Tasca, Cardoso e Souza, 1999).
Enquanto a participacdo dos receptores de adenjésioademonstrada
no que se refere ao seu efeito neuroprotetor (ral€t al, 2013), a
guanosina ndo parece deslocar os agonistas dggaessede adenosina
dos seus sitios de interagéo (Travexsal, 2002; Traversat al, 2003).
Porém, os receptores; & A formam heterdmeros funcionais, e essa
interacdo pode alterar a farmacologia dos receptangividuais.
Considerando que o sitio de interagdo da guanosin@embrana celular
ainda ndo foi identificado, a investigacao da p@bsinodulacdo do
heterbmero AR+A;aR pela guanosina representa uma perspectiva
interessante na identificacdo do possivel sitimtigacdo da guanosina
na membrana celular.
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3. Objetivos

O objetivo deste capitulo foi investigar a possiagracdo da
guanosina com os receptorese®oa € possivelmente com o heterémero
A1R+A2R, além de investigar o papel do receptan Ao efeito
neuroprotetor da guanosina.

3.1 Objetivos especificos

1. Determinar a distribuicdo celular dos receptores eAAoa
expressos por transfeccéo heterdloga em células?BiEpos
tratamento com guanosina;

2. Avaliar se o tratamento com guanosina altera adgé® entre
A1R e MAaR cotransfectados em células HEK293;

3. Investigar a interagéo da guanosina com o oligorAeRa-A2aR
em células HEK293;

4. Avaliar o efeito da guanosina sobre 0s niveis dasageiros
intracelulares (AMP ciclico e C3 em células HEK293
transfectadas comiR e AaR;

5. Determinar o efeito neuroprotetor da guanosina atiad de
hipocampo oriundas de animais que nao expressasia A
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4. Materiais e Métodos

4.1 Cultura de células e transfecgéo

Células HEK293 Human embrionary kidney cel93) foram
cultivadas em DMEM DRQulbecco’'s modified Eagle mediim
suplementado com 5% soro fetal bovino, 1% antitdddintimicotico e
1% aminoé&cidos ndo essenciais (Sigma-Aldrich), % 3m atmosfera
contendo 5% C® As células foram transfectadas ap6s alcancarém 80
de confluéncia, utilizando PEI (PolyEthyleniminegphciences Inc,
EUA) ou Transfectina (Bio-Rad, EUA) como agentestdasfeccao.
Antes da transfecgéo, os plasmideos foram inculjaaids min a 50 °C.

4.1.1 Transfeccdo com PEI

PEI (14,5 pL) foi diluido em 35,5 pL de NaCl 150 nréviquanto
os plasmideos (3 pL) foram diluidos em 47 pL delN&0 mM. As duas
solugdes (PEI e cDNA) foram unidas no mesmo frascante 30 min a
temperatura ambiente, para formacao dos complexbsNA. Apds,
100 pL da solugéo PEI-plasmideos foram adicionadalulas (100 pL
para cada 1 x 2@élulas, mantidas em 900 uL de DMEM). Apés 4h, o
meio das células foi reposto por apenas DMEM.

4.1.2 Transfecgdo com Transfectina

Os cDNAs (4 pL) foram diluidos em 250 puL de DMEM,
enquanto 4 pL de Transfectina foram diluidos em25de DMEM. As
solucdes de plasmideos e Transfectina foram umpdas20 min a
temperatura ambiente para formacdo dos complexassiactina-
plasmideos. 500 upL da solugcdo Transfectina-plasmidéoram
adicionados as células (2,5 X b@lulas mantidas em 1,5 mL de DMEM
sem soro).

4.2 Imunocitoquimica

Células HEK293 foram plaqueadas (2 ¥ télulas/poco) em
laminulas de vidro previamente tratadas com patitina (0,1
mg/mL), e transfectadas transientemente com plasmidodificantes
para os receptoresife Aca. ApOs 36h, as células foram tratadas com
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guanosina (100 uM) ou DMEM sem soro (grupo conynode 2h, lavadas
com PBS 0,1 M (0,15 M NaCl, 0,1 M pPQ, 0,1 M NaHPQy) e
fixadas em paraformaldeido 4% durante 20 min. Ag#sslavagens com
PBS 0,1 M, as células foram permeabilizadas com @&SVI/ Triton
0,2% durante 10 min e lavadas novamente. O blogdeiositios
inespecificos foi realizado com solugao PBS 0, BBA 5% durante 60
min, seguido de lavagem com PBS 0,1 M/ Triton Odi%@nte 10 min.
Em seguida, as células foram incubadas com antisqggmarios anti-
AR (1:100, obtido em coelhos; Sigma-Aldrich) e aptiA (1:100,
obtido em camundongos; Sigma-Aldrich) diluidos eB$,1 M/ Triton
0,2% por aproximadamente 16 h (4° C), lavadas d®@81®1 M/ Triton
0,2%, e incubadas com anticorpos secundarios aelitc e anti-
camundongo (1:100) durante 2 h a temperatura atebids laminulas
foram montadas sobre laminas utilizando VectasBielfVector
Laboratories, Inc.), e as imagens adquiridas emosiopio confocal de
fluorescéncia Olympus Fluoview 500.

4.3 Ensaio de transferéncia de energia ressonante
bioluminescente

Os receptores de adenosina & A.a foram subclonados “in
frame” respectivamente, com as proteinas YFP (yefloorescente
protein) eRluc (Renilla luciferase), conforme descrito anteriormente
(Ciruelaet al, 2006). Vinte e quatro horas apés serem plaqueasdas
células HEK293 foram transfectadas transitoriamenta quantidades
constantes (0,5 pg) do plasmideo que codifiggRA' e quantidades
crescentes (0,25-3,5 p1g) do plasmideo paRY&. Para manter a mesma
guantidade de cDNA entre cada condi¢do, as céam transfectadas
com o vetor vazio (pcDNA3), completando 4 pg de é0pdr condicéo.
No dia seguinte, as células foram suspensas comtdse (Sigma-
Aldrich), centrifugadas (5 min, 1100 rpm) ressusgsnem DMEM
completo, e plagueadas na concentracdo 1,2 gél@as/poco em placas
negras de fundo transparente e placas brancas @€@uogds (Corning),
previamente tratadas com poli-L-lisina (Sigma-Adtji para aumentar a
adesao celular. No dia do experimento, as célaesT tratadas com
Adenosina deaminase (ADA; 0,5 U/mL em DMEM sem ¥quara
remover a adenosina endégena. Apés 2h, a solucAbAdoi retirada
dos pocgos, e a células foram incubadas com DMEM s&m (grupo
controle), guanosina (100 puM), adenosina (100 pMuma solugéo
contendo guanosina e adenosina (100 puM cada) éuranh, em
duplicatas. A seguir, os meios de incubacgéo fortirados e 90 uL de
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HBSS foi adicionado aos pocos. Para medicdo de BRBTuL do
substrato para a luciferase, h-Coelenterazina éctracao final 5 M)
foram adicionados aos pocos da placa branca, edig@es obtidas 1 e
10 min apdés em leitor de placa POLARstar Optima M
Labtechnologies, Alemanha), permitindo a integrag@quencial dos
sinais detectados com dois filtros: 475 nm (30 randwidth) para a
luminescéncia emitida pela luciferase e 535 (30bamdwidth) para a
fluorescéncia emitida pela YFP apds ser excitada jpeninescéncia
emitida pela luciferase. O sinal total da YFP fbfido com excitacdo a
488 nm e emissédo a 535 nm, em placa negra. O n&RET foi
calculado de acordo com a formula: BRET = Taxa/YERY total, onde:
a Taxa é o sinal integrado obtido a 535 nm divigidto sinal obtido a
475 nm; YFP é o sinal total obtido em placa negraorresponde a
expressao total de YFP; Lum € a luminescéncia al#jsbs 10 min e
corresponde a expresséo totaRilec.

4.4 Clonagem dosplit-SNAP fusionado ao receptor; Ae
complementacao daplitsnSNAP-AR e cSNAP-AR

Os constructos foram obtidos de acordo com Midabooadores
(Mie et al, 2012). A proteina SNAP-tag foi dividida entreamsinoacidos
91 e 92, resultando em fragmentos N- e C- termi{mS®AP e cSNAP,
respectivamente). Os fragmentos de DNA codificaptas nSNAP e
cSNAP foram amplificados por reacao em cadeia dimpmase (PCR)
desde o cDNA SNAP-&R usando osprimers FECON/RXhoN (N-
terminal) e FBamC/RXhoC (C- terminal), e inseridos plasmideo
SNAP-AR apos a digestédo do SNAP com EcoRI e XhoC. O ngriet
cSNAP-A4R foi fornecido pelo Dr. Francisco Ciruela (Univieas de
Barcelona, Espanha). A complementagéo da proteicarifirmada apos
visualizacdo em microscopio de fluorescéncia nabidwsgdo nSNAP-
AR e cSNAP-AsR, restaurando a fluorescéncia apds coloragdo com
SNAP*8 Cell surface(New England BioLabs, Inc.).

Para os experimentos, células HEK293 (5 & délulas/poco)
foram transfectadas com 1 pg/uL (utilizando PEI @oagente de
transfeccao) dos plasmideos nSNARRA cSNAP-AAR, e plaqueadas
em placas negras de fundo transparente com 96 pweetamente
tratados com poli-L-lisina. Quarenta e oito horpésaa transfeccao, as
células foram tratadas com ADA (0,5 U/mL em DMENhssoro). Apos
2 h, a solucdo de ADA foi retirada e as célulaarfoincubadas com
solugbes contendo adenosina (100 pM), guanosin@ (1) ou
adenosina e guanosina (100 uM cada) durante 2 fanRutodo o
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experimento, as células foram mantidas a 37° C (&8%). O corante
SNAP*88 Cell surfacefoi utilizado para visualizar a complementacéo. As
imagens foram adquiridas em microscopio de fluémsia (Zeiss
Axiovert 40 CFL, sistema de captura AxioCam MRc)élulas
transfectadas com as mesmas concentragfes dosddasmodificantes
para SNAP-AR e SNAP-AxR foram utilizadas como controle de
expressao dos receptores na membrana.

SNAP

AR

Figura 4. Constructos dos receptores de adenosinasionados a proteina
SNAP e aosplitsSNAP. A: proteinas SNAP inteiras fusionadas aos receptores
A1 e Aop; B: splitsnSNAP-AR e cSNAP-AAR: C: a complementacédo deplits
SNAP ocorre quando os receptoreseAfpn formam um heterdmero. Figuras
criadas com imagens encontradas em www.servierRmagrpoint-image-bank

4.5 Avaliagdo do contelido intracelular de?C& AMP ciclico
através do uso de genes reporteres

A avaliacdo indireta dos niveis intracelulares @&8*@ AMP
ciclico (AMPc) foi realizada através do uso dosegereporteres NFAT
(nuclear factor of activated T-cellem inglés) e CREAMPCc responsive
element em inglés), respectivamente (Garcia-Negredoal, 2014;
Gandiaet al, 2015). Células HEK293 foram transfectadas comuty5
dos plasmideos codificadores para os genes reportaguidos da
enzima luciferase (plasmideos pGL4-NFAT-luc2p ol$p&RE-luc2p;
Promega, Suécia) e 1,5 pg daRA™® A,ARC™ (do inglés, cyan
fluorescente protejne/ou pcDNA (vetor vazio utilizado para equilibrar
as quantidades de cDNA entre as condicbes de didss).
Aproximadamente 36 h e 48 h apés a transfeccda ($BAT e CRE,
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respectivamente), as células foram tratadas com ADAU/mL) por 2

h e em seguida tratadas com o agonistaR A2-cloro-N6-
ciclopentiladenosina (CCPA; 10 nM - 1 uM), com origta AsR CGS
21680 (200 nM), adenosina (100 pM) e/ou guanosli® (M). Os
ligantes foram incubados por 16h nas células teatesfias com NFAT,
ou 3h para as células transfectadas com CRE. Quamedente, a PTx
(0,2 pg/mL) foi incubada previamente (1 h) a ing@wacom ADA. Apos
a incubagcdo com os ligantes, as células foram spesgas no proprio
meio, centrifugadas (10 min a 1.0§)3e o sedimento ressuspenso em 200
puL de HBSS. As células foram novamente centrifugdi@ min a 1.000
0) e o sedimento final foi ressuspenso em 200 HHBIBS. Uma aliquota
foi utilizada para quantificacdo de proteinas (métale Peterson,
(Peterson, 1977), e as amostras foram normalizadasa concentragdo
final de 0,5 mg/mL de proteina. Para mensuracaatiddade da
luciferase, 25 pL de amostra foram transferidos deplicata) a placas
brancas de 96 pocgos, e 25 pL de Bright-Glo® (Pr@neigram
adicionados as amostras. A luminescéncia totaligarivi quantificada
no leitor de placas Multileitora Infinite 200 (TEGK\ A fluorescéncia
emitida pela YFP (excitagdo: 510 nm; emissao: 530) @ pela CFP
(excitacdo: 430 nm; emissdo: 475 nm) foi quantfecam placas negras
(25 pL de amostra, em duplicatas). Os resultadms@sentados como
a razdo entre luminescéncia e fluorescéncia da {aPa os dados
relativos aos NFAT) ou CFP (dados relativos ao CRE)
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Figura 5. Ativagcao dos genes reporteres pelos seglas mensageiros induz a
transcricdo da enzima luciferase A interagdo do agonista com o receptor
acoplado a proteina G induz a dissociagéo do toimee compde a proteina G
(). Se a proteina G associada for uma Gs, ocottieag@o da adenilato ciclase,
induzindo um aumento na producdo de AMPc que atif@tor de transcricdo
CRE, sinaliza ao aumento da transcricdo do genertep CRE e
consequentemente da enzima luciferégeNo caso de a proteina G associada
por uma Gi, ocorre inibicdo da atividade da adémilsiclase e consequente
diminuicao nos niveis de AMPc, que através do fagedranscricdo CRE, diminui
a expressdao do gene repérter CRE e da lucifecask gtivacédo da via IP3-DAG
(d) por uma proteina Gq induz ao aumento dos niveigat, ativacdo do fator
de transcricdo NFAT e da transcri¢cdo do gene repBIffAT-RE, acompanhada
da transcricdo da enzima luciferase. Imagem adagtadVilliams, 2004.

4.6 Clonagem de receptores, & Aa fusionados a enzima
Nanoluciferase — ensaio de NanoBRET.

Os cDNA humanos para os receptorefR A2 AaR foram
amplificados e clonados no vetor pNFL-1secN (Prandgstocolmo,
Suica) utilizando as enzimas de restricdo Xbal ¢l.NDs vetores
resultantes codificavam a sequéncia secretérib-8dusionada a porgao
N terminal da enzima Nanoluciferase seguida dapteces de adenosina
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A1R ou AaR. A clonagem foi confirmada através do sequenaidondos
nucleotideos. A enzima Nanoluciferase (Promegah& subunidade da
luciferase extraida d®plophorus gracilirostriscom 19 kDa, e por ser
menor diminui possiveis alteragdes de conformagaéuncionalidade
provocadas pela fusé@o de proteinas fluorescente6BER (Stoddakt
al., 2015). Além disso, a fusdo a sequéncia secredérid-6 garante a
expressao do receptor na membrana, otimizandonass sie BRET
obtidos.

A B Cc

AuR AR

Figura 6. Constructos dos receptores de adenosinasionados a enzima
Nanoluciferase utilizados no presente estudoAs sequéncias de cDNA
codificantes para os receptoresgRAe AsR foram amplificadas e inseridas no
vetor pNFL-1secN, produzindo vetores que, apéssteagdo, expressavam a
enzima Nanoluciferase na porcdo N-terminal dospteces. As condi¢cdes de
transfecgdo avaliadas foraly: receptor AuaR fusionado a NanoluciferasB;
receptor AR fusionado a Nanoluciferase cotransfectado comceptor AR; C.
receptor AR fusionado a Nanoluciferase cotransfectado comceptor AsR.
APEC: agonista fluorescente desR. Figuras criadas com imagens encontradas
em www.servier.com/Powerpoint-image-bank.

Para realizac&o de curva de saturagdo da enzinw@uUddarase,
células HEK293 (5 x TFOcélulas/poco) foram transfectadas com os
cDNAs resultantes NanoLuc:R ou NanoLuc-AsR (0 — 2,0 pg/uL), e
apos 4 h transferidas para placas brancas (Nungp@s previamente
tratados com poli-L-lisina (Sigma-Aldrich) na contracéo de 1,2 x 20
células/poco. O meio foi substituido por HBSS diddade da Nano-
luciferase foi avaliada 60 s, 5, 10 e 15 min apdad&ao de h-
Coelenterazina 5 uM (concentracao final) atravéguntificacdo de
luminescéncia (475 nm, 30 nm bandwidth) em leitopldhca POLARSstar
Optima (BMG Labtechnologies, Alemanha).

Para a realizacdo dos estudos de unido, 1 % células
HEK293/poco foram transfectadas com 0,25 pg de celoAA
(NanoLuc-AaR, NanoLuc-AaR + SNAP-AR, NanoLuc-AR + SNAP-
A2aR) e transferidas para placas brancas (96 pocegjpprente tratadas
com poli-L-lisihna 4 h apés a transfeccdo (2 x* X#lulas/poco).
Decorridas 48 h, as células foram tratadas comsdosescentes do
antagonista de AR, ZM 241385 (30 pM — 30 nM) ou guanosina (1 pM
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— 1 mM) e, apds 15 min, HBSS ou APEQ30 pM, concentragéo final;
agonista AsR fusionado a um fluoréforo) foi adicionado ao mdm
incubacéo. Uma hora ap6s o tratamento com APE€meio das células
foi substituido por 90 uL HBSSheCoelenterazina (concentracao final 5
KM) foi adicionada aos pocgos. As leituras obtidgmdé 60 s) referem-se
a A: emissdo a 480 nm (10 nm bandwidth) resultaldesinal da
Nanoluciferase; B: soma das emissdes a 660 nmnBse 700 nm (10
nm bandwidth cada), considerada como o sinal ennitido APEC*". Os
resultados sdo apresentados como a razéao B/A.

4.7 Privacao de glicose e oxigénio (PGO) em fdtiapcampais
de camundongos e avaliacdo da viabilidade celular

Para obtencéo das fatias hipocampais, camundoelyagens e
knock-outpara o receptor AR (linhagem CB1, fornecidos pelo biotério
central da Universitat de Barcelona, Espanha) fodmuapitados e
tiveram seus cérebros removidos. Fatias de 300quamfobtidas em
vibratomo (Leica) submersas em tampéo Krebs-Riggéado (KRB;
composigcdo em mM: 122 NaCl, 3 KCl, 1.2 Mg5Q.3 Cadl, 0.4
KH2PQ4, 25 NaHCQ e 10 D-glicose, gaseificado com 95%%% CQ
até alcancar pH 7,4). Os hipocampos foram disseddatofatias cerebrais
e transferidos para tubos individuais contendoj20&RB a 37 °C para
recuperacao (30 min).

O tampéo PGO (composicdo em mM: 1,3 GaC87 NacCl, 5
KCI, 0,65 MgSQ, 0,3 NaHPOs, 1,1 KHPOs, 5 HEPES e 10 2-
deoxiglicose) foi gaseificado com nitrogénio pormif (Dal-Cimet al,
2011). Apés o periodo de recuperacéo, os hipocarapas divididos
em quatro grupos de tratamentos: controle (incubagenas com KRB
em todos os periodos); guanosina (incubados coguateosina 100 M
durante 30 min); PGO (incubados apenas tampéo RE&Dteé 15 min);
PGO + guanosina (incubados com guanosina 100 uNtdilem KRB
por 15 min, seguidos de 15 min em tampéo PGO cdatgnanosina 100
1M). O periodo de PGO foi seguido de um periodeedgrigenacéo de 2
horas, onde todas as fatias foram mantidas em RGIRB a 37 °C.

A viabilidade celular foi avaliada através do easdé reducéo
do MTT (3-(brometo de 4,5-dimetiltiazol-2-il-difdtgtrazolio, Sigma)
foi utilizado para avaliagdo da viabilidade celulas fatias submetidas a
PGO. Apo6s o periodo de reoxigenacéao, as fatiasforaubadas em 0,5
mg/mL de MTT (diluido em KRB; 200 pL/fatia), a 32.°Apds 20 min,
a solucdo de MTT foi substituida por 200 pL de dinselfoxido, para
solubilizacéo do sal formado. A absorbéncia do rfgidida a 550 nm
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em leitor de placa PolarStar (BMG Labtechnologi€¥fenburg,
Alemanha).

4.8 Analise estatistica

Os dados séo apresentados como média + erro paalréédia.
A andlise estatistica utilizada foi ANOVA de uma weguida do teste
post hocNewman-Keuls quando necessafo< 0,05 foi considerado
como indicativo de significancia.
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5. Resultados

5.1 Colocalizacdo de receptores & Aa apos tratamento com
guanosina

Células HEK293 transfectadas com ambos receptoiBs eA
A2aR foram tratadas com guanosina (100 uM) por duesshéixadas e
submetidas ao protocolo de imunocitoquimica deréiscéncia. As
células tratadas com guanosina apresentaram utriawdggio celular dos
receptores similar ao grupo controle (tratado apertan o meio de
cultura utilizado como veiculo para a guanosinguf 7). Além disso, a
analise em microscopio confocal permitiu observear as dois receptores
colocalizam na membrana celular

A,R AR

Controle

Guanosina

Figura 7. Colocalizagdo na membrana celular dos reptores A1R e A2AR
apos o tratamento com guanosingGuanosina (100 uM) adicionada ao meio
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de cultura por 2 h n&o alterou a localizagcdo dosp®res comparada ao grupo
controle. Fotomicrografias representativas de ingitaquimica de
fluorescéncia realizada em células HEK293 e obtidasnicroscépio confocal
Olympus Fluoview 500. Aumento de 1000k= 2.

5.2 Sinal de BRET entre 0s receptoraseA%a expressos em
células HEK293 apéds tratamento com guanosina

Uma vez que varios estudos ja demonstraram a ooiarée
interacao entre os receptorese®oa, a técnica de BRET foi empregada
para avaliar o efeito da guanosina sobre a oligaagio desses
receptores. O tratamento de células HEK293T tratemdas
transitoriamente com os receptorese®®a com guanosina (100 pM,
2h) ndo alterou a curva BRET (quantidade de endrgiasferida
normalizada pela expressdo da enzima doadora degiane
luminescente) nem o BRET méaximo (quantidade madmanergia
transferida) em relagdo ao grupo controle (tratagesas com meio de
cultura) (Figura 8). Visando comparar o efeito dergpsina com o
ligante endégeno destes receptores, outro grupeldéas foi tratado
com adenosina (100 uM) por 2 h. O efeito do tratdmde guanosina
e adenosina (100 uM cada) também foi avaliado. id@ve diferenca
significativa entre as curvas de BRET obtidas cosndderentes
tratamentos. Os tratamentos avaliados também tefaralm o sinal de
BRET maximo.
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Figura 8. Sinal de BRET entre os receptores fR e AR ap0s tratamento
com guanosina.A: Gréfico representativo da curva de saturacéidano
grupo controle, que corresponde a razdo BRET em ifthiB Unidades de
BRET). B: BRET méaximo obtido com 0,5 ug de cDNA mtateina doadora
(A2aRRM9 e 3,25 pg de aceptor {R'F) em células tratadas com DMEM
(controle), adenosina (100 uM), guanosina (100 pividdenosina e guanosina
(100 pM cada)N = 4.
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5.3 Expressédo do oligdbmeroiA+AxR na membrana celular
apoés tratamento com guanosina

Técnicas de complementacdo de proteinas fluoresces#o
bastante empregadas para o estudo de oligomerizég&eceptores
(Fernandez-Duenagt al, 2012). Neste projeto, foi desenvolvido spfit
SNAP-AR - fragmentos N-terminal da proteina SNAP (nSN&R) e
C-terminal (cCSNAP-AR). ApGs a obtenc¢éo dos fragmentos nSNAR-A
e cSNAP-AR, células HEK293 foram transfectadas com combiescd
dos fragmentos (NSNAP1R, cSNAP-AR, nSNAP-AAR e cSNAP-
A2aR), e observou-se que houve reconstituicdo da ipeotSNAP
(fluorescéncia apés marcacdo com o fluoréforo SN&Bell surfacé na
combinacdo nSNAP-R + cSNAP-AxR. O tratamento com guanosina,
adenosina ou guanosina e adenosina nas célulasettaias com os
splitsou com os receptoresiR e AaR fusionados a proteina SNAP nédo
alterou a localizacdo destes receptores na memheana formacédo de
heterbmeros em relagéo ao grupo controle (Figura 9)

Adenosina +
Guanosina

Controle Adenosina Guanosina

SNAP-A,,R  SNAP-AR

NSNAP-A,R
CSNAP-A,,R

Figura 9. Expresséo dos receptores SNAP:R, SNAP-AR e do oligbmero
NSNAP-AR/cCSNAP-AAR em células HEK2893.Imagens representativas
obtidas apoés incubacéo das células HEK293 com aaen(100 M), guanosina
(100 uM) ou ambos ligantes e marcadas com o floow@NAP Cell surface
As imagens foram obtidas com aumento de 400x emrosd6pio de
fluorescéncia Zeiss Axiovert 40 CFL com sistemaagura AxioCam MRc.
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5.4 Avaliacdo dos niveis intracelulares de?Ca AMP ciclico
através do uso de genes reporteres

A transfeccao das células HEK293 com o gene rapBiRAT
foi utilizado para quantificacédo indireta dos névdie C&' intracelular,
uma sinalizacdo geralmente associada a ativacaoRIgShimet al,
2002; Cirueleet al, 2006). O tratamento com o agonisttRACCPA (1
KM) nas células transfectadas com o receptBr du com os receptores
A1R+Az4R induziu aumento nos niveis de?Cam relacdo as células
controle (Figura 10A e B), enquanto que o tratameain guanosina n&o
alterou os niveis intracelulares deCélo entanto, guanosina preveniu o
aumento de Cainduzido pelo CCPA nas células transfectadas apena
com o AR, (Figura 10A), e nas células transfectadas caR+A2aR
(Figura 10B). Nao foram observadas diferencas eosreniveis de
NFAT/YFP nos grupos controle nas duas condi¢dedralesfeccdo
(Figura 10D), ou seja, na expressao do recepiBr $dzinho e quando
co-transfectado com o receptosaR (Figura 10C).
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Figura 10. Efeito do tratamento com guanosina sobres niveis de C4lcio
intracelular quantificado através da expressao doene repdrter NFAT em
células HEK293 transfectadas com o receptor R (A) ou AiR+A2aR (B).
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Curva dose-resposta induzida por CCPA foi realizada células HEK293
transfectadas com o receptofRApara determinacao da dose utilizada neste
estudo(C). (D) Expressédo de NFAT normalizada pela expressédo de s
grupos controle ¢E) expressio do receptofA™ quando co-transfectado com

o receptor AaR. Os resultados sdo apresentados como porcentagereacao

ao grupo controle (barra pontilhaddy € 4-6). A analise estatistica sugere
diferenca em relag&o ao grupo control® & 0,05) e em relagéo ao grupo CCPA
(* P < 0,05, graficos A e B).

Como citado anteriormente, a formacdo de oligdmgmde
alterar a farmacologia dos receptores (Fraetal, 2008). Por isso,
fomos investigar se a sinalizacdo intracelular ped&r alterada na
presenca do oligdmeroiR-AzaR. Células HEK293-AR tratadas com
CGS21680 (200 nM), um agonista do receptetR) ndo apresentaram
diferenca nos niveis de €a&m relacédo ao grupo controle (Figura 11A).
No entanto, em células HEK293fA+AaR, CGS21680 (200 nM)
induziu aumento de €aque foi revertido pela guanosina (100 uM).

O pré-tratamento das células HEK29@&RAcom PTx (0,2
pg/mL), uma toxina que blogueia a acdo da prot€indoi capaz de
prevenir o aumento dos niveis deedaduzido por CCPA (1 uM; Figura
11B). Em células HEK293-R+A:aR, 0 pré-tratamento com PTx
pareceu prevenir ndo somente o aumento dé iGduzido pelo CCPA
como também reverteu o aumento induzido por CGS2(Efura 11C),
sugerindo que na presenca do oligbmerdR#A:aR a ativacdo do
receptor Aa por seu agonista seletivo pode também recrutatesaicdo
com proteinas Gi.
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Figura 11. Efeito da guanosina e da toxina Pertuss{PTx) sobre os niveis de
Célcio intracelular quantificado através da expres&o do gene repoérter
NFAT induzido por CCPA e CGS 21680As células foram tratadas com PTx
(0,2 pg/mL) 1h antes da adicdo do CCPA (1 uM) ol€@&s 21680 (200 nM).
Os resultados séo apresentados como porcentageetagdo ao grupo controle
(barra pontilhada)N = 3-5). A andlise estatistica sugere diferencaetatao ao
grupo controle (P < 0,05) e em relagdo ao grupo CGS 21680« 0,05, grafico
A) ou CCPA { P < 0,05, gréafico B).

Os niveis de AMPc também foram avaliados de mas@idar
ao incremento de Célcio intracelular, porém utittaese CRE como
promotor da transcricdo génica sensivel aos niwdEs AMPc
intracelulares. Em células HEK293#R, o tratamento com adenosina
(100 pM) ou CGS21680 (200 nM) induziu aumento deP&Mconforme
esperado (Figura 12A). O tratamento com guanodid@ jtM) também
induziu aumento da transcricdo de CRE, similar heervado com
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adenosina ou CGS21680. Porém, quando guanosinacigbada na
presenca de adenosina ou CGS21680, ndo foi obseatadento nos
niveis da transcricdo de CRE.

Em células HEK293-fR+AaR nenhum farmaco testado
induziu aumento significativo nos niveis de AMPdg(Fa 12B),
indicando o possivel efeito antagonista dR Aobre a sinalizac¢éo ativada
pelo AaR (a ativagdo de R reduz os niveis de AMPc, enquanto a
ativacao de AR aumenta, resultando na auséncia de efeito olaksena
gréfico 12B). Nao foram observadas diferencas naor&RE/YFP nos
grupos controles das célulassR ou AAR+A24R (Figura 12C), sugerindo
gque a coexpressédo dos receptores nao leva a iitagd® dos mesmos
(ou dessensibilizacéo desta via de sinalizacao).

Em conjunto, estes resultados sugerem que guanosina
apresenta efeitper sesobre a sinalizacdo de célcio, mas desempenha
uma acao antagdnica sobre a sinalizacdo de céildola na presenca de
AR e AR+A2aR. Em relacdo a mobilizagcdo de AMPc, guanosina teve
um efeito similar aos agonistas dos receptog®RAPorém, na presenca
do agonista endégeno (adenosina) ou de agonistétisin seletivo
(CGS21680), guanosina parece agir como um modufssyativo.
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Figura 12. Efeito do tratamento com guanosina sobres niveis de AMP
ciclico intracelular quantificado através da expreséo do gene repérter CRE
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em células HEK293 transfectadas com o receptor2AR (A) ou AiIR+A2aR
(B). (C) Expressdo de CRE normalizada pela expressédo ded6§Rjrupos
controle. A andlise estatistica sugere diferencaetagao ao grupo controle P*
< 0,05, barra pontilhada).

5.5 Aplicacdo de NanoBRET para investigacio daag#o da
guanosina com 0s receptoresea

Com o objetivo de investigar a possivel interacd@ulanosina
com o oligdmero AR+A2aR, a metodologia de nanoBRET foi empregada
neste estudo. Esta metodologia tem sido utilizadea pdentificar
possiveis ligantes de receptores de membrana,itautkt assim os
ensaios de ligacdo que utilizam moléculas marceoasradioisotopos,
além da investigacéo da interacdo entre dois reep{Stoddarét al,
2015).

Os constructos Nanoluc:R e Nanoluc-AxR foram obtidos
apos clonagem dos receptores no vetor pNFL-1seal, pgrmite a
expressao da enzima Nanoluciferase na por¢cdo NA@rdos receptores
AR e AnR. Curvas de expressdo dos constructos obtidosnfora
realizadas para determinagéo da concentracdo aeeeds cDNA a ser
utilizada nos experimentos, assim como o melhoptete avaliagdo para
captura da luminescéncia. Os resultados dessesriragptos de
caracterizacdo da atividade da Nanoluciferase jMist&io demonstrados
na Figura 13. Com base nesses resultados, ascéeside nanoBRET
foram realizadas ap0s transfecgéo de 0,25 pg daiis constructos
Nluc-AiR e NLuc-AaR, e a luminescéncia avaliada apds 1 min. Esta € a
primeira vez que um constructo NlueaR é utilizado na literatura.
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Figura 13. Caracterizacdo da luminescéncia emitidgpelos constructos
Nanoluc-AiR (A) e Nanoluc-AaR (B). Células HEK293 foram transfectadas
com quantidades crescentes de cDNA dos constrietosluc-AR ou Nanoluc-
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AzaR. Ap6s a adicdo de Coelenterazina (5 uM), a luscidecia total foi
quantificada em diferentes tempds< 2).

Em seguida, foram realizadas curvas de deslocameato
agonista AaR, APEC*’ com doses crescentes do antagonisteRA
ZM241385 (30 pM — 30 nM) e guanosina (1 pM — 1 m@B.resultados
sugerem gue tanto guanosina quanto ZM241385 deslodsPEC*’ do
seu sitio, pois como podemos observar nos gréfice® da Figura 14,
ocorre diminuicdo de nanoBRET entre NlugsR e APEC* conforme
aumentam as concentracdes de ZM241385 (Figura &4gQanosina
(Figura 14B). Porém, guanosina é menos eficientdesiocar o APEE’
da interacdo com o Nluc2AR, pois a curva de deslocamento € menor em
comparacdo a curva obtida com 2ZM241385. Além disas,
concentracdes de guanosina necessarias para qua oceslocamento
sdo maiores. Os valores ded@btidas estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Valores de Ig obtidos para ZM241385 e guanosina nas diferentes
condi¢cdes de NanoBRET.

Farmaco Nluc-AeaR Nluc-A2aR+A1R  Nluc-AiR+A2aR
ZM241385 3,79pM 0,25nM 1,02nM
Guanosina 12,40 uM 3,72 uM 1,7 uM

Na presenca do #R (quadrado fechado nos graficos A e B), a
curva de deslocamento obtida & similar & curvadabtomente na
presenca do AR, sugerindo que ndo ha alteracdo na interacdo dos
ligantes com o0 AR na presenca doiR.

O deslocamento da unido do APE(elo ZM241385 e pela
guanosina também é demonstrado na condi¢do NiBe-#aR (Figuras
14C e D). O valor menor de nanoBRET em relaca@eidixos A e B da
mesma figura podem estar relacionados a maior ndistaentre a
molécula doadora de energia (isto €, a Nanoluciéena receptor A e a
molécula aceptora (APEC ligado ao receptor)AEsta é a primeira
utilizacéo de ensaio de nanoBRET demonstrandoesaitdo entre dois
receptores de membrana. O conjunto de resultadtdosbpermite
sugerir que a guanosina interage com o0s recepiereguando expresso
sozinho ou na presenca do oligdbmerdRAAaR, porém com menor
afinidade que o antagonistasdk, ZM241385.
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Figura 14. Efeito do ZM 241385 (A, C) e da guanosin(B, D) sobre o
nanoBRET entre o agonista APEE" e o receptor AaR. Células HEK293
expressando NIUC-AR (-e-), Nluc-AcaR+A;R (-m-) ou Nluc-AR+AzR ((A-)
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foram tratadas com ZM 241385 (30 pM — 30 nM) e gsara (1 UM — 1 mM) e
ap6s 15 min, foi adicionado APET(30 pM). A transferéncia de energia entre a
enzima Nanoluciferase e o agonista APE@oi avaliada apds a adicdo de
Coelenterazina 5 pM. Os dados sdo apresentados Zoardio entre o sinal de
fluorescéncia e o sinal de luminescéncia obtidazd@ BRETN = 6).

5.6 Auséncia de neuroprotecdo por guanosina emadati
hipocampais de camundongos que nao expressammoeéea (knock-
out AaR) submetidas a um modelo de isquemiétro

O efeito neuroprotetor da guanosina frente a umetoode
isquemia in vitro, (PGO), foi avaliado em fatias hipocampais de
camundongos selvagenskeock-outpara o receptor AR. A PGO
reduziu a viabilidade celular das fatias hipocampaianimais selvagens
(51%; Figura 15A) e animais knock-out (64%; FiglieB). Guanosina
per sendo modificou a viabilidade celular das fatiasguanto que o
tratamento com guanosina protegeu as fatias higoamiantde animais
selvagens submetidas a PGO (79%; Figura 15B). Nm&n a guanosina
néo alterou a diminui¢c&o da viabilidade celularfd¢ias hipocampais de
animaisknock-outsubmetidas a PGO (71%; Figura 15B), sugerindo que
a expressao dos receptoresfR é fundamental para a inducao do efeito
neuroprotetor da guanosina.
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Figura 15. Efeito da guanosina sobre a perda de \bdidade celular induzida
por PGO em fatias hipocampais de camundongos sehats (A) e KO-AAR
(B). As fatias (400 pm) foram incubadas com guanodgifa (1M) 15 min antes
da inducgdo da PGO, e durante a PGO. Fatias do gargmle foram incubadas
apenas com tampao KRB. Apés 2 h de reoxigenacadaempdo KRB, a
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viabilidade celular foi avaliada através do tegteatiucao do MTT. Os resultados
sdo apresentados como porcentagens em relacdoupo gontrole (barra
pontilhada), considerado como 100% de viabilidade=( 5-8). A analise
estatistica sugere diferenca em relacdo ao grupgote (*P < 0,05) e em relacéo
ao grupo PGO*(P < 0,05).
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6. Discussao

Um sistema de transmisséo purinérgica dos derivdagsianina
no SNC foi proposto por Schmidt e colaboradore8{20Neste sistema,
postula-se que a guanosina, o nucleosideo deridadypuanina, seja a
molécula com atividade biolégica, e muitos estydaemonstraram seus
efeitos neuroprotetores em situacdes de estresdatio®, isquemia,
neuroinflamacdo e doencas neurodegenerativas (pansao ver
Lanznasteret al, 2016). No entanto, o exato sitio de interacdo da
guanosina na membrana celular ainda néo foi idesdié. Muitos
estudos reportam a participagéo dos receptoredamsina AR e AaR
no efeito neuroprotetor da guanosina. O bloqueaindaolégico do AR
e a ativacdo do AR inibem o efeito neuroprotetor da guanosina no
protocolo de privacédo de glicose e oxigénio, um elmde isquemian
vitro (Dal-Cim et al., comunicagéo pessoal). J4 foi destrado que os
receptores Ae Aoa formam heterbmeros (oligdmeros com caracteristicas
funcionais) nos terminais pré-sinapticos do estriazhde controlam a
liberacdo de glutamato (Ciruelat al, 2006). No presente estudo,
utilizando técnicas de superexpressao dos recepiomAon em células
HEK293, investigamos a possivel interacdo da gum@aosom o
heterbmero AR+A2aR.

A colocalizacdo dos receptores & Ava j& foi demonstrada em
sistemas de expressao heteréloga e também em tetido (Ciruelaet
al., 2006; Cristovao-Ferreirat al, 2013). No presente estudo, a
superexpressdao deiR e AsR em células HEK293 confirma sua
colocalizagdo na membrana celular. O tratamenttaslelulas com
guanosina por duas horas ndo modificou a localzdedtes receptores
na membrana.

Para investigar se 0s receptores presentes na @reemnbstao
formando oligbmeros e se a guanosina pode altstairgeracdo, foram
utilizados ensaios de BRET. BREBigluminescence Ressonance Energy
Transferencgé o fendmeno de transferéncia de energia bioksoente,
na presenca do substrato coelenterazina, entraraafuciferase ligada
a um receptor e um fluoroforo ligado a outro reseEssa transferéncia
de energia somente ocorre quando 0s receptores estdgrande
proximidade (< 10 nm), sugerindo a ocorréncia dea umnteracéo
receptor-receptor (formacgéo de oligdmeros func&)n&ipds duas horas
de tratamento com guanosina, podemos observa@Egusonive diferenca
entre os sinais de BRET obtidos em comparagaowgmgrontrole. Um
grupo de células foi tratado com adenosina pargammmos os sinais
obtidos com o ligante enddgeno natural dos recept@re Aoa, € 0 sinal
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de BRET obtido nestas células também foi similagagpo controle. O
cotratamento das células com guanosina e adendambém foi
avaliado, e gerou sinais de BRET similares aososugrupos. Esses
resultados sugerem que, apés duas horas de tratacoemguanosina ou
adenosina, a interacdo entreRfe AaR néo sofre alteracao.

Para complementar os dados obtidos com a metodolbgi
BRET, e considerando que os sinais de BRET podenaptados a partir
de proteinas expressas ndo somente na membraniar,calutra
metodologia utilizada para avaliar a interacdoesdtrsis receptores € a
complementagéo bimolecular de fluorescénBigC, em inglés), onde
dois fragmentos nao fluorescentes de uma protegadquirem
fluorescéncia apds a interacdo dos fragmentos esegaente
reconstituicao da proteina. A proteina SNAP é béstampregada nessa
técnica, e apds reconstituida, pode ser marcada wansubstrato
fluorescente e visualizada ao microscopio. Parbaanainteracdo entre
AR e AR, ossplits nNSNAP e cSNAP foram fusionados a porgéo n-
terminal do receptor Ae super-expressos em células HEK293 em
combinacdo com os constructos NSNARFRA e cSNAP-AsR. A
fluorescéncia do fluor6foro SNA®P foi observada nas células
transfectadas com nSNAPHR e cSNAP-AaR, sugerindo a formacéo do
heterbmero AR+AzaR. As células foram tratadas com guanosina,
adenosina, ou guanosina e adenosina, e ndo forservadas diferencas
entre a fluorescéncia obtida nos diferentes grupsgesultados obtidos
neste experimento confirmam os resultados obtidtesiarmente com a
técnica de BRET, demonstrando que os diferentdantemtos nédo
alteram a interacdo entre os receptores Aea. Além disso, a analise das
imagens obtidas neste experimento permite infergd gs heterébmeros
continuam sendo expressos na membrana apos daasdeotratamento.

Experimentos utilizando genes repdrteres para ijigagéo
indireta dos niveis de €ae AMPc intracelulares foram utilizados para
investigar quais vias de sinalizagdo poderiam theaidas por guanosina
na presenca dos receptores & Aa Ou na presenca de heterébmeros
(células transfectadas comiR*AzaR). O NFAT consiste em um
promotor de transcricdo génica sensivel ab @&racelular, que mede a
guantidade de Ca acumulado pela célula apds algumas horas de
incubacdo com os agonistas. A ativacédo dos re@pfarpode levar a
formacdo de inositol-3-fosfato (IP3), um mensagéitbacelular que
induz a liberacdo de €aestocado no reticulo endoplasmatico (Shtm
al.,, 2002). Os resultados obtidos sugerem que o testfEamcom
guanosina ndo induz aumento nos niveis intracekilide C#, porém a
guanosina reverte o aumento nos niveis déi@duzido pelo CCPA, um
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agonista dos R, sugerindo que a guanosina pode bloquear a ativag
receptores AR. Esse efeito foi observado tanto em células featedas
apenas com &R quanto em células transfectadas com ambos reespto
(A1R+A2AR).

Considerando que a formacdo de heterbmeros ent@GPeR
pode levar a uma modificacdo da sua farmacolog@ysive levando a
ativacdo de outras vias de mensageiros intracetiléfrancoet al,
2008), o efeito do CGS21680, um agonistaR sobre os niveis de €a
na presenca do heterbmeraRAA2AR foi avaliado. Os resultados
demonstram um aumento dos niveis d& @dracelular apés ativacéo do
A2aR pelo CGS21680. Este efeito ocorre devido a ip&rado
CGS21680 com 0 AR, pois o tratamento com CGS21680 em células
transfectadas apenas conRAndo induziu aumento de €aAlém disso,

o0 tratamento com guanosina também inibiu 0 auméat6a* induzido
por CGS21680 em célulasiR+A24R. Para investigar se a proteina Gi
estava relacionada a sinalizacéo dé& ©hservada nesses experimentos,
as células foram pré-incubadas com PTx, uma togire bloqueia a
ativacdo da Gi. De fato, o pré-tratamento com Pogueou o aumento
de C&" induzido pelo CCPA, assim como bloqueou o aumietozido
pelo CGS21680. Esses resultados sugerem que gaatidm AsR no
heterbmero pode recrutar proteinas Gi e induzierdibdo do Ca
intracelular. Além disso, considerando o efeitcepbado pelo tratamento
com guanosina, podemos sugerir que a guanosineoage antagonista
do AiR, bloqueando a sinaliza¢do decorrente da ativdggwoteina Gi.
A participagéo da proteina Gi no efeito neuropostdar guanosina ja foi
demonstrada, uma vez que o pré-tratamento de fapasampais com
PTx reverteu o efeito neuroprotetor da guanosinanedelo de isquemia
in vitro (Dal-Cimet al, 2013).

Estudos anteriores demonstraram que guanosina ipddeir
aumento de AMPc em fatias de cortex cerebral dis rgtie parece ser
independente da sinalizacao ativada por adenoEiaegfsaet al, 2003).
Para investigar se esse efeito ocorre através deossivel interacdo da
guanosina com o0 heterdbmeraR%+A2saR ou através somente um dos
receptores, utilizamos um ensaio utilizando gergorter CRE. A
transcricdo de CRE ¢é ativada por AMPc, e a ativdgiama proteina Gs
induz a atividade da adenilato ciclase e conseqummnnento de AMPc,
enquanto a ativacao da Gi diminui a atividade deniato ciclase. Os
resultados obtidos no presente estudo sugerem quecdulas
transfectadas com,AR, guanosina induz aumento de AMPc assim como
adenosina e CGS21680, corroborando os resultadss edtudos
anteriores. No entanto, o cotratamento de guanasimaadenosina ou
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CGS21680 reduz os niveis de AMPc a niveis basagersido um
bloqueio da sinalizagédo na presenca de guanosuandQ as células sdo
transfectadas com os receptores &\ A, Nnenhum dos tratamentos
testados induz aumento de AMPc, sugerindo que sepga do AR é
capaz de antagonizar a acao daFA Assim, podemos sugerir que esse
bloqueio ndo depende de uma ativagdo da proteinaasi sim de uma
interacdo antagOnica direta entre os dois receptéiese conjunto de
resultados obtidos nos permite sugerir que a gur@parece atuar como
agonista dos receptoresaR, porém na presenca de outro agonista (mais
seletivo ou de maior afinidade), a guanosina podecer um papel
modulatério negativo, impedindo a sinalizacdo geeode da sua
ativacdo. Dados preliminares de nosso laboratouigerem que a
guanosina nao interage com o sitio ortostérico d@RA mas que
possivelmente atua como um modulador alostéricatieg (NAM)
(Lanznaster et al., dados nao publicados).

Para confirmar a interagdo da guanosina com re@=ptea na
presenca e auséncia do heterbmero, ensaios de REMoBoram
utilizados. Para isso, a enzima Nanoluciferastudonada as por¢des n-
terminais dos receptores & Aca, € Um agonista AR fusionado a um
fluoréforo (APEC*) foi utilizado para realizacédo de ensaios de fgee
deslocamento. O pré-tratamento com guanosina ou4ZBB5 nas
células transfectadas com NlueaR reduziu o sinal de nanoBRET de
forma dose-dependente (isto é, transferéncia dgiart@oluminescente
entre a enzima Nanoluciferase ativada para o ffaa6APEC*). O
mesmo resultado foi obtido em células NlugdR + SNAP-AR. Estes
resultados corroboram a hipétese de que a guanig@rage com 0s
receptores A, € essa interacdo ndo ¢é alterada na presencgRd@&gses
resultados também corroboram a hipotese anteriqueea presenca de
outro agonista, guanosina pode atuar como moduteatyativo de AuR,
deslocando APE€ do seu sitio de interacéo.

Ensaios de nanoBRET realizados em células traasf@stcom
Nluc-A:R + SNAP-AAR (onde a enzima Nanoluciferase encontra-se
fusionada ao receptor;Atambém sugerem que guanosina € capaz de
deslocar o APE®7 do seu sitio de interagdo. A razdo BRET obtidéeses
experimentos € menor que as razdes obtidas nogragpéos anteriores,
onde a enzima Nanoluciferase esta fusionada ao onesraptor (AaR)
onde interage o APEX. Esse efeito pode estar relacionado a distancia
entre doador (enzima) e aceptor (AP gerando menor eficiéncia na
transferéncia de energia bioluminescente. Apesanda diminuigcdo no
sinal de BRET induzido pelo tratamento com ZM24188bfirma a
ocorréncia de oligomerizacdo entre os receptores Aca. De nosso
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conhecimento, este € o primeiro ensaio de nanoBB&8ikado entre dois
receptores distintos.

Considerando os resultados obtidos no presentéceaterca da
possivel interagdo da guanosina com @R investigamos o efeito
neuroprotetor da guanosina em um modelo em quefstieidade ja foi
largamente comprovada, a neuroprotecao frenteraaohelo de isquemia
in vitro (PGO) em fatias hipocampais (Oleskoviezal, 2008; Dal-Cim
et al, 2011; Dal-Cimet al, 2013; Dal-Cimet al, 2016). Utilizamos
camundongos que ndo expressam @RA(knock-outpara o receptor
A2aR). Conforme esperado, a guanosina previne a gkrdéabilidade
celular provocada pela PGO em fatias hipocampagsieais selvagens.
No entanto, esse efeito ndo foi observado em fatampais obtidas
dos animais que ndo expressapay demonstrando que a presenca do
A2aR é fundamental para a ocorréncia do efeito neatejar da
guanosina. Recentemente, nosso grupo de pesquisanskeou que o
tratamento das fatias hipocampais com CGS21680ublago efeito
neuroprotetor induzido por guanosina no modelo@@ FDal-Cimet al,
2013). Estes resultados corroboram nossa hipétesgud guanosina
interage com 0s AR e que na presenca de um agonista seletix®,A
guanosina pode desempenhar um efeito modulatorgative. Na
auséncia de AR, guanosina perde seu efeito neuroprotetor.

Apesar de alguns estudos demostrarem que o blodaeleaR
contribui para neuroprotecao, outros estudos muosfee a sinalizagéo
por AcaR é necessaria para ocorréncia de neuroprotecm@a 2009).
Por exemplo, a ativacdo de4R por agonistas exdgenos aumenta a
transmissdo glutamatérgica nas sinapses no hipacamgsse efeito é
mais proeminente em animais idosos (SebastiaoarRili992; Rebola
et al, 2003). Considerando as observacfes deste equuglmdicam que
a guanosina pode inibir a sinalizacdo ativada pgR,Anas parece
interagir diretamente comyAR — um receptor fundamental para a o efeito
neuroprotetor da guanosina — torna-se necessérigestigacdo sobre a
ocorréncia de oligdbmeros jR+A2aR nas estruturas do SNC,
principalmente no hipocampo, regido onde o efegaroprotetor da
guanosina ja foi demonstrado em diversos modelos.
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7. Conclusbes

Os resultados apresentados neste capitulo nost@ermiigerir

Guanosina nao altera a colocalizacdo dos recepfares

e Aa na membrana celular, bem como néo altera a
formacdo de heterébmeros 1A+A2aR, demonstrado
pelas técnicas de BRET e BiFC;

Utilizando genes repoérteres, demonstramos que a
guanosina pde bloquear a sinalizacéo celular atipad
AlR;

Em relacdo ao AR, a guanosina parece ativar a
sinalizacéo intracelular dependente daRAna auséncia

de um ligante seletivo, porém na presenca de outro
agonista AsR, guanosina parece agir como um
modulador negativo;

Ensaios de nanoBRET permitem sugerir que guanosina
age como antagonista desR, ao deslocar a ligacdo de
um agonista (APE®), tanto na presenca somente de
A2aR quanto na presenca do oligdmerRAAAR;

Além disso, demonstramos aqui pela primeira vez a
ocorréncia de oligbmeros através de um ensaio de
nanoBRET, onde a enzima Nanoluciferase fusionada ao
AR induziu transferéncia de energia ao agonistdRA
APECH,

A presenca do AR € determinante para a
neuroprotecdo promovida pela guanosina no modelo de
isquemian vitro, pois guanosina ndo demonstrou efeito
neuroprotetor em fatias de animais que nao expressa
AzaR.
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Apéndice |
Interacdo entre guanosina e o canal BK — Resultadgseliminares

Similarmente ao BRET, a técnica de FRETu6rescent Ressonance
Energy Transferengeé a transferéncia de energia que ocorre entre dua
proteinas, nesse caso fluorescentes, e é bastéirtela para estudo da
interacdo de proteinas de membrana e avaliacdo l@@acao
conformacional produzida por ligantes. No presestado, a subunidade
funcional do canal de potassio BHdBK) foi fusionada a uma proteina
CFP Cian fluorescent prote)re a um sitio de reconhecimento para uma
pequena sonda ndo fluorescente denominada FlASHoréscein
Arsenical Hairpin binder. Quando ocorre a ligagdo entre o sitio de
reconhecimento e a sonda FIAsH, estes se tornareficentes, e séo
excitados pela fluorescéncia emitida pela CFP.aRtat uma molécula
capaz de alterar a conformacédo da subunigdkelRK (quando o canal é
ativado e permeia o efluxo de potassio) diminuaagferéncia de energia
entre a CFP e sonda FIAsH.

Uma técnica que permite maior taxa de expressacaustructos
analisados é o estabelecimento de linhagem cebdar expressao
estavel. Assim, células HEK293 foram transfectamtam o constructo
Slo-FIAsH-CFP, e selecionadas por aproximadamerde semanas com
antibidtico Geneticina (0,25 mg/mL). As células isntes foram
ressuspensas em meio PBS/BSA/EDTA e levadas auatitd de fluxo
para a separacdo das células positivas, selecionama populacéo
aproximada de 1,7 milhdes de células, as quaismfonavamente
plagueadas e mantidas em condi¢des padrao at&€aleanconfluéncia.
Uma amostra de células foi fixada e levada ao mégipio confocal para
obtencéo de imagem, confirmando expressao emaei®@% das células
(Figura 1).
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Figura 1. Linhagem estavel de células HEK293 com pressao estavel do
constructo Slo-FIAsH-CFP. Imagem obtida em microscépio confocal apés
excitacdo da CFP (excitagdo: 433 nm, emissédo 475 Inmagem obtida em
microscopio de fluorescéncia (aumento de 20x).

Apesar da alta taxa de expressdo confirmada emosuompia
confocal, a visualizagao da expressao no micros@guplado ao sistema
de FRET sugeriu baixa expressao do constructo mabna@a celular,
gerando pouca fluorescéncia. Apesar disso, testariuxionalidade do
constructo através da utilizacao de um ativadandaolégico comercial
do canal BK (NS1619, Tocris), para evidenciar asppes$ ativacdo do
canal e mudanca de conformacgéo, que pode ser mpdidsinais de
FRET. O sinal de FRET obtido sugere que houve ngalan
conformacional do canal, pois apés a adigdo daddiv(no tempo de 15
s), ocorre um decaimento na curva do sinal YFPvéwamarela),
enquanto o sinal da CFP aumenta (Figura 2). Edtam@@es sao
observadas porque ocorre afastamento da proteifaeCéio epitopo
FIAsH no constructo expresso, diminuindo a trasfeia de energia
entre a CFP (excitagdo: 433 nm) e FIAsH, confirnbaadalteracdo na
conformacéo do canal.
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Figura 2. Alteracao do sinal de FRET observado apde tratamento das
células Slo-FIAsH-CFP com o ativador do canal BK Nd19. A curva verde
representa o sinal de FIAsH e a azul, o sinal de. &= sinal de fluorescéncia
obtido; kb = sinal de fluorescéncia basal.

A alteracao na conformacgéo do constructo tambémviaiada apés
o tratamento com guanosina. Guanosina (100 p Moz de aumentar
a fluorescéncia CFP, sem alterar o sinal obtidartirgle FlasH (Figura
3). Apesar do perfil obtido ndo ser ideal, os teslds preliminares
sugerem que guanosina pode interagir diretamente a&subunidade
funcional do canal maxiK, alterando sua conformadéstes dados
corroboram evidéncias prévias de interacdo da girsenoom o canal BK
expresso em células HEK293 e cuja atividade foiliad@ por
eletrofisiologia (Tascat al, 2013).
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Figura 3. Alteragéo do sinal CFP apés incubagao d&lulas Slo-FIAsH-CFP
com guanosina (100 uM)A primeira linha representa o sinal obtido de Y&P;
segunda linha representa o sinal da CFP.

Além dos efeitos diretos da guanosina sobre o caial
podemos ainda sugerir uma ac¢éo da guanosina sobgémero formado
entre 0 AaR e a subunidade regulatéria do canal BK (subueifiadA
formacéo deste heterémero ja foi demonstrada previge (Ciruela,
comunicagdo pessoal), e pode representar um sitioteracdo para a
guanosina ha membrana celular.
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Capitulo 11
Estudo do efeito neuroprotetor da guanosina sobre @axicidade do
peptideop-amiloide;-4o

As analises comportamentais descritas neste capfiuam
realizadas em colaborag¢@o com o Laboratorio Experital de Doencas
Neurodegenerativas da UFSC, coordenado pelo Profels. Rui D.
Prediger. As andlises dos niveis de purinas foraalizadas em
colaboracdo com o laboratério do Professor Dr. Dio@. Souza, na
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, durast&gio de pesquisa
financiado por projeto CAPES/Procad.

Os resultados apresentados neste capitulo foranmetitios
para publicagéo no periddico Behavioral Brain Resbasob a forma de
artigo cientifico intitulado “Guanosine preventsethdepressive-like
behavior and glutamatergic transmission impairnfetibwing amyloid-
[1-a0 administration in mice. ”
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1. Fundamentacéao tedrica
1.1 Doenca de Alzheimer e o peptigeamiloide

A toxicidade relacionada ao peptidg@miloide é um evento
central na doenca de Alzheimer, doenca neurodegf@rsegue acomete
cerca de 35,6 milhdes de pessoas no mundo (NortyegSem
<http://www.alzheimermed.com.br/>. Acesso em 2¢adeiro de 2016),
sendo a maior causa de deméncia em idosos (MaZa0@R). Estima-se
que em 2050, 100 milhdes de pessoas desenvolverdoerca de
Alzheimer, uma vez que o envelhecimento (idade riupa 65 anos) é
considerado o principal fator de risco (Karran, éken e De Strooper,
2011). A Doenca de Alzheimer (DA) é caracterizadar pma
neurodegeneracéo irreversivel e progressiva, levaperda de memdria
e prejuizos funcionais. As principais alteracdescienadas a essa
doenca sao perda sinaptica e neuronal no cortebragr hipocampo e
amigdala, associadas a presenca de placas seisifds extracelulares
de peptide@-amiloide nas sinapses, proximos a neuritos distréfe
astrocitos reativos) e emaranhados neurofibrilarédepdsitos
intracelulares de proteina tau hiperfosforilada¢Mrset al, 1985;
Goedertt al, 1988; D'andreat al, 2001; Selkoe, 2003; Parameshwaran,
Dhanasekaran e Suppiramaniam, 2008). A reducaerdadide sinaptica
pode ser observada nos estagios iniciais da DAremo antes mesmo
da morte neuronal e da formagdo de placas. Essauipido se
correlaciona fortemente com o déficit cognitivo @lyado em pacientes
(Dekosky e Scheff, 1990; Heinonehal, 1995; Masliah, 1995).

Evidéncias sugerem que os peptideasniloide (A3) tém papel
central na patogenicidade da DA, uma vez que mesagénéticas que
resultam no aumento da producédo dfsestdo relacionadas ao inicio
precoce da DA (Butterfield e Boyd-Kimball, 2004 83 sao derivados
do mau processamentopiateina precursora amiloid@PP, em inglés)
(Hardy e Higgins, 1992), quando essa proteinavéddi pelas enzimgis
secretase g-secretase, gerando oligdmeros téxicos d@scAntendo
principalmente 40 ou 42 aminoéacidos (Selkoe, 268@tran, Mercken e
De Strooper, 2011).

Vérios estudos demonstram a participacdo da peotwitn na
toxicidade induzida pelos (A (Hooper, Killick e Lovestone, 2008;
Hernandezet al, 2010; Bloom, 2014). As primeiras evidéncias
experimentais que ligam funcionalmente ds é\a proteina tau foram
obtidas em animais transgénicos que acumulam ehwdtas
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neurofibrilares devido a superexpressao da protain@om a mutacao
P301L. Utilizando a injec¢ao intracerebroventricuarAB sintéticos nos
animais transgénicos, GOtz e colaboradores (Gaitzal, 2001)
demonstraram que o nimero de emaranhados neuesfisrnos corpos
celulares de neurénios localizados na amidala mjetgvam para o local
da injecdo era 5 vezes maior que em animais naegiéaicos. Mais tarde,
demonstrou-se que ofiAativam a enzima glicogénio-sintase-cinage-3
(GSK-33), culminando com a hiperfosforilagdo da proteirau t
(Takashima, 2006; Terwet al, 2008), causando sinaptotoxicidade e seu
acumulo nos emaranhados neurofibrilares (Cresplp-Bieunis e Van
Leuven, 2012).

A astrogliose (ou gliose reativa) é outra alteragéportante
associada as doencas neuroldgicas e neurodegeseraticlusive a
toxicidade induzida pelos A Neste evento, os astrécitos sofrem
modificagbes estruturais formando uma barreiradigintre as células
danificadas e células saudaveis, isolando as placel®ides na DA
(Wyss-Corayet al, 2000). A astrogliose € caracterizada pela hipaitr
dos processos celulares e aumento na expressaoilagdeentos
intermediarios, principalmente a proteina gliafifir acidica (GFAP), o
principal constituinte do sistema de filamentosadérécitos maduros
(Pekny e Pekna, 2004). Além disso, demonstrou-ge aguastrocitos
interagem fisicamente com as placas amiloides npo& influenciam a
sintese ou 0 metabolismo dos peptideos (Eleeteati 2015).

Alteracbes patologicas nos sistemas de neurotrag8mi

glutamatérgica e colinérgica sdo associadas adsmss clinicos
caracteristicos da DA. Em relacé@o ao sistema aglice, sabe-se que 0s
AP diminuem a liberacédo, sintese e o transporte &dmacetilcolina
(ACh) e a disfuncdo colinérgica é correlacionadal@dinio cognitivo
precoce observado na DA (Audd al, 2002; Terry e Buccafusco, 2003;
Parsonset al, 2013). A andlisgost mortende amostras de neocdrtex
obtidas de individuos com DA demonstrou reducé&apsacao de colina,
na atividade da acetilcolinesterase e na sinte8€tgSimset al, 1983).
A participacao do sistema colinérgico na formacaorgemdria ja foi
amplamente demonstrada, uma vez que les6es nésaéarcolinérgicas
gue projetam desde o prosencéfalo basal ao hipacarofrtex induzem
perda de meméria em animais e humanos (Terry eausmmo, 2003).

1.2 A8 e a transmissao glutamatérgica

O acumulo de A nas sinapses é capaz de exacerbar a transmissao
glutamatérgica (Parameshwaran, Dhanasekaran er&omgjpiam, 2008).
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O glutamato é o principal neurotransmissor exaitaté sendo
responsavel por cerca de 70% da neurotransmisséatéxa do Sistema
Nervoso Central (SNC) de mamiferos, particularmeme cOrtex e
hipocampo (Danyset al, 2000). O glutamato exerce papel importante
em processos fisiolégicos e patoldégicos através rdeeptores
metabotrépicos (acoplados a proteina G) e ionatogpicanais idnicos,
entre eles cainato, AMPA e NMDA). Os receptorestaghatérgicos
ionotropicos, especialmente o receptor NMDA, desathpm um papel
fundamental nos processos de plasticidade sinamli@eionados com a
potenciacdo de longo prazo (LTP), um evento cerdgsabciado ao
aprendizado e a memoria (Beas-Zagdtal, 2001; Macdonald, Jackson
e Beazely, 2006). Quando o glutamato ativa o recépiDA, ions de
célcio fluem para o neurdnio pés-sinaptico (Dinglecat al, 1999). Em
condicBes fisiolégicas normais, esse processo atigacatas de
sinalizacdo intracelulares que culminam em prosessono a LTP
(Cacabelos, Takeda e Winblad, 1999). Porém, o mhita produz um
efeito toxico aos neurbnios quando se encontra x@aseo na fenda
sinaptica (efeito denominado de excitotoxicidadeutaghatérgica),
levando a ativagéo sustentada dos receptores NM@wAflexo constante
de C&" para o interior dos neur6nios pés-sinapticos, ymidio um
efeito neurodegenerativo progressivo (Cacabelokeda e Winblad,
1999; Parsonst al, 2013). Portanto, a retirada do glutamato da fenda
singptica constitui um importante mecanismo paratenaos niveis
extracelulares de glutamato em concentracdes narmatando a morte
neuronal. No SNC de mamiferos, existem dois mecass que
controlam o0s niveis extracelulares de glutamato:familia de
transportadores de glutamato dependente de sédi) €\o trocador
cistina-glutamato (Danbolt, 2001; Sheldon e Rohin&007).

Os transportadores dependentes de ddaransportam duas ou
trés moléculas de Na& um préton para cada molécula de glutamato (ou
aspartato). Ao final, um ion de potassio)(i€ transportado para fora,
reorientando o sitio de ligacdo para o glutamatona® extracelular
(Zerangue e Kavanaugh, 1996; Levy, Warr e Attw#898). Foram
identificados cinco transportadores dependenteNaialiferentes, que
compartilham entre 50-60% de similaridade na segjaénde
aminodcidos. O GLAST (sigla em inglés para trarsgor de
glutamato/aspartato) ou EAAT1, para o clone em mamgsigla em
inglés para transportador de aminoacidos exciteot) e o GLT-1
(transportador de glutamato-1) ou EAAT2 em humasés, expressos
principalmente em astrdcitos, e estudos de micpmaceletronica
demonstraram que esses transportadores se localipanprocessos
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astrociticos proximos as sinapses (Chaudttrgl, 1995; Lehreet al,
1995). Outros dois transportadores — o EAACL (sigtainglés para
carreador de aminoéacidos excitatérios 1), ou EAAGA humanos) e o
EAAT4 séo considerados transportadores neuronathgkiinet al,
1994; Furutaet al, 1997), enquanto o EAAT5 € expresso em
fotorreceptores e nas células bipolares da refinizé et al, 1997).

O trocador cistina-glutamato — ou sistema {igla para a
denominag&o em inglésXchanger Carrier— é um antiporter de cistina
e glutamato, que transporta cistina para o mei@detular e libera
glutamato para o meio extracelular. Este trocadowé as células o
dipeptideo precursor do aminoacido cisteina paiatase de glutationa
enquanto libera glutamato (Aoyama, Watabe e NaR&Ki8). O sistema
Xc é composto por duas subunidades: a subunidadéatd@gu 4F2,
necessaria para a localizacdo do dimero na memhreloéar, e a
subunidade funcional xCT, responsavel pelo tratepdas moléculas
(Conrad e Sato, 2012). Analises imunoistoquimiesslaram a presenca
desses transportadores principalmente em astraddtaggido CAL1 do
hipocampo, e também em alguns subtipos celulareerebelo (Pow,
2001; Mcbean, 2002).

A toxicidade glutamatérgica esta intimamente eridalcom
véarias doencas agudas e crénicas do SNC, comonmsaueonvulsoes,
traumas cerebrais e doencas neurodegenerativasjpplimente a DA
(Lipton e Rosenberg, 1994; Meldrum, 1994; Allenrddottir e Attwell,
2004; Maragakis e Rothstein, 2004). Nas sinapsgarghtérgicas, o A
€ capaz de reduzir a expressao dos receptoresdpitols de glutamato
(Snyderet al, 2005; Prilleret al, 2009) e também ja foi relatado que ele
pode aumentar excessivamente sua permeabilidadé 40& Feliceet
al., 2007; Ferreira e Klein, 2011), além de diminuircaptacdo de
glutamato da fenda sindptica (Francis, 2003; Pigiin&t al, 2010),
induzir disfungcdo mitocondrial e aumentar a produgk espécies
reativas de oxigénio (EROs) (Bicetal, 2011; Figueiredet al, 2011),
alteracdes que, em conjunto, culminam no processxcitotoxicidade.

1.3 A8 e guanosina

Um estudo publicado em 2004 demonstrou o efeittefmoda
guanosina em cultura de células de neuroblastommim SH-SY5Y
contra a toxicidade induzida pelo peptide@.#%s Neste estudo,
guanosina (300 pM, 24 h) diminuiu significativaneerg morte por
apoptose induzida porps.3s (Pettiferet al, 2004). Em 2010, Tarozzi e
colaboradores demonstraram que células SH-SY5Y dlidms a
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toxicidade de oligbmeros do peptide@i4A; apresentaram aumento da
morte por apoptose e producdo de EROs, efeitosrtidng pela
guanosina (Tarozat al, 2010). Neste mesmo estudo, a guanosina inibiu
a liberagdo intra e extracelular d@:4z induzidas por estresse oxidativo,
além de diminuir a atividade da enzifiigecretase, uma das principais
enzimas na cascata proteolitica de producéo gog§TAmagnoet al,
2008). Apesar deste efeito importante da guanasimsdo demonstrado

in vitro, ndo existem outros estudos que investiguem seiio ef
neuroprotetor em model@s vitro ein vivo para a DA.

Existem diversos modelos para o0 estudo dos mecasism
associados aos danos neurais induzidos pelos pegtihiloides, tanto
in vitro quantoin vivo. Esses modelos sdo Uteis na investigacdo de novos
farmacos que atuem no tratamento dos sintomas daDMmesmo que
possam reduzir a progressdo da doenca. Muitosasstutdizam uma
Unica infusdo do peptideoBfAs em camundongos, modelo que parece
mimetizar os estagios iniciais da DA (Medeisdsal, 2007; Predigeet
al., 2007; Piermartiret al, 2010; Martinset al, 2015). Apesar de ndo
induzir todas as caracteristicas da DA (formacégldeas amiloide,
fosforilagdo da proteina tau e grande perda neljraste modelo é til
para estudar os mecanismos de toxicidade fle possiveis estratégias
terapéuticas que inibam ou ainda revertam os dasssciados a sua
toxicidade.
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2. Justificativa

Uma vez que a expectativa de vida tem aumentado
consideravelmente,@rovavel que o niumero de pessoas acometidas pela
doenca de Alzheimer também aumente, gerando digdiowla qualidade
de vida e altos custos com cuidados em saude. Aisgimeros esforcos
vém sendo empregados na pesquisa sobre os mecamjsmtevam ao
desenvolvimento da doenca de Alzheimer, bem colme sstratégias de
neuroprotecao que impecam o avanco dessa doereatupimente é
considerada progressiva e sem cura.

O nosso grupo de pesquisa tem intensificado seudasssobre
o efeito neuroprotetor da guanosina, jA demonstead@arios modelos
in vitro, ex vivoein vivo. Além disso, a guanosina é capaz de reverter a
toxicidade induzida pelo peptid@eamiloide (em experimentas vitro)
relacionado a inducéo do processo de excitotoxdeidgutamatérgica e a
doenca de Alzheimer. Porém, esse efeito da guanesimda n&o foi
demonstradn vivo.
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3. Objetivos

O objetivo principal deste capitulo foi demonstoapossivel
efeito neuroprotetor da guanosina em modelo deittade induzida pelo
peptideo AB1.46, um modelo animal da DA.

3.1 Objetivos especificos

1. Avaliar o efeito da guanosina sobre o déficit ctigni
induzido pelo peptideo®-4 em camundongos;

2. Avaliar o efeito da guanosina sobre o comportamgpte
depressivo induzido pelo peptidefifoem camundongos;

3. Investigar as alteracBes na transmissdo glutaniedérg
induzida pelo peptideofA-4o € 0 efeito da guanosina sobre
essas alteracoes;

4. Avaliar os niveis de astrogliose e perda de dedsida
singptica induzidos pelo peptidedBo e o efeito da
guanosina sobre esses parametros;

5. Analisar os niveis de purinas derivadas da guaeima
adenina no hipocampo dos animais tratados c@mud’e
guanosina.
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4. Materiais e métodos
4.1 Preparacéo do peptidgeamildide .o

O peptideo Ri-10 (Sigma-Aldrich, St. Louis, Estados Unidos) foi
dissolvido em tampéo fosfato estérii (PBS, pH 7¢éncentracédo
1mg/mL) e incubado a 37°C por 4 dias, conformeridesanteriormente
(Predigeret al, 2007; Piermartiret al, 2010). Aliquotas do peptideo (100
uL) foram armazenadas a — 20°C até o0 momento danadiracao. Para
identificagdo do perfil de agregacdo através deualizmacdo ao
Microscépio Eletrbnico de Transmissdo (JEM-1011) Lraboratério
Central de Microscopia Eletronica da UFSC, 2 plLsdlucdo foram
adicionados a superficie de telas Formvar de cobvestidas com
parlodio e contrastados com &cido fosfotingstico 2%

4.2 Infuséo intracerebroventricular do peptigéamiloide.4o

Foram utilizados camundongos Swiss machos com idade
aproximada de 90 dias, mantidos no Biotério SdtdnaDepartamento
de Bioquimica em condi¢des padrdo de aclimatac&ométodologias
envolvendo uso de animais utilizadas neste estudonf aprovadas pelo
Comité de Etica para o Uso de Animais da UFSC sotogolo PP838 —
Oficio n° 108/CEUA/PROPESQ/2013.

A inducdo de toxicidade pelo peptided®14o foi realizada
conforme descrito anteriormente (Predigeral, 2007), com pequenas
modificag6es. Resumidamente, a aplicacdo intrao@rebtricular (i.c.v)
da solucéo de Pyv-40 (AB; 400 pmol/animal, 3 pL) foi realizada a méo
livre com auxilio de bomba de infusdo (velocidadgi¥minuto).
Animais controle receberam PBS estéril nas mesnoasligdes. A
infus@o foi realizada a partir do ponto de Bregfinen(n posterior, 1 mm
direita e 3 mm abaixo) visando o ventriculo direito

4.3 Protocolo de tratamento

O tratamento com guanosina seguiu um cronograma de
tratamento baseado em estudos prévios que evidamcia efeito
neuroprotetor da guanosina ao reverter danos foaisioe celulares
induzidos em modelo de isquemia cerebral em cammguoe ratos
(Changet al, 2008; Rathbonet al, 2011; Connelkt al, 2013). Logo
apos a injecao i.c.v, os animais foram tratados salima (10 mL/kg,
grupo controle) ou guanosina (8 mg/kg) pela viaé@pos 3h, os animais
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foram novamente tratados com salina ou guanosiv&1¥ dias seguintes
0s animais foram tratados uma vez ao dia com salinguanosina.

Assim, o0 presente estudo apresentou quatro grugptratdmento: PBS +
salina, PBS + guanosina;pA+ salina, A + guanosina. O protocolo
seguido neste estudo estd demonstrado na Figura 16.

Dias 1° 16°-20°  21°
| I I
I L
3h | | —_—
Y Andlise Sacrificio
ABicy GUOi.p. 1x/dia comportamental
GUO i.p.

Figura 16. Esquema de tratamentos utilizados no psente trabalho. No
primeiro dia, os camundongos receberam uma inj@g@acerebroventricular
(i.c.v; 3 uL) de PBS (controle) ouBAso (400 pmol/sitio), e imediatamente foram
tratados com salina (10 mL/kg) ou guanosina (8 gjgfela via intraperitoneal
(i.p.). Apos 3h, os camundongos foram novamentmdos com salina ou
guanosina. Durante os 14 dias seguintes, os camgagoeceberam uma injecao
i.p. com salina ou guanosina, uma vez ao dia. @saas foram submetidos a
testes comportamentais entre os dias 16 e 20 apfissao i.c.v., e sacrificados
no dia 21 para realizacéo dos ensaios bioquimicos.

4.4 Andlises comportamentais

Quinze dias ap6s a infusao i.c.v. com o peptid@osd 0s
animais foram submetidos aos testes comportametgsagsitos a seguir,
na ordem em que estdo apresentados. Os animais fatametidos a
apenas um dos testes descritos por dia. Os arfionaim ambientados a
sala de experimentacdo por 1lh antes da realizagho telstes
comportamentais, e todos os testes foram realizamiosalas com baixa
luminosidade, isolada dos experimentadores. Ntsstele habituacdo no
campo aberto, realocacéo de objetos e labirint¥ gurstas visuais foram
fixadas nas paredes da sala de experimentacapatsas foram limpos
com alcool 5% entre as sessbes. Os comportamarans filmados e
gravados para analise posterior por um experiment®jo aos grupos
experimentais.

4.4.1 Campo aberto
O campo aberto consiste em uma arena quadrand@lamn{ x

40 cm, 40 cm de altura) e a habituacdo dos anianagte ambiente foi
analisada. Os animais foram expostos ao campaooatednte 30 min, e
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foram avaliados (1) distancia total percorrida;\@lpcidade média; (3)
tempo de permanéncia na area central do camp@abgrt) nUmero de
entradas na &rea central do campo aberto (Vietdé 2005; Rialet al,
2014). Os resultados séo apresentados como adistg@rcorrida em
intervalos de tempo e correspondem aos 15 miraisidia exposi¢do ao
campo aberto, enquanto os demais parametros oondsm ao
comportamento avaliado nos primeiros 5 min.

Esta exposicdo ao campo aberto também foi utilizzatao
ambientacdo a arena onde o teste de realocacdjedesdoi realizado.

4.4.2 Realocacao de objetos

O teste de realocacao de objetos foi realizado &dbs a
exposicdo dos animais ao campo aberto, e consistiduas exposicdes
de 5 min a arena. Na primeira exposicéo, dois objeténticos (pecas
Lego® medindo 3 cm x 5 cm x 4 cm) foram colocados esquinas
adjacentes da arena (esquinas esquerda e dirpédmas), afastados 8
cm das paredes da arena. Apdés 90 min, os animaim foovamente
expostos a arena, porém o objeto da direita fdodado para a esquina
oposta (esquina direita inferior, também afastadon8das paredes da
arena). Foram analisados o tempo total de explordgd objetos na
primeira e segunda exposicao, além do tempo ingiide exploracéo
em cada objeto. Por exploracéo do objeto contabige o tempo em que
o animal olhou, cheirou ou moveu suas vibrissaxa Hos objetos. O
indice de discriminacao foi obtido analisando-sedados da segunda
exposi¢do dividindo-se o tempo de exploragdo detobjealocado
dividido pelo tempo total de exploracdo, vezes (jfira valores em
porcentagem) (Assini, Duzzioni e Takahashi, 2009).

4.4.3 Labirintoem Y

O labirinto em Y permite avaliagdo da fungéo loctregeral e
de memoria de curto prazo, onde a memoria espéaciabdida pela
guantidade de alternancias espontaneas entre gashta labirinto. O
labirinto consiste em trés bracos espacados igmédmem 120°, cada
braco medindo 45 cm de comprimento, 15 cm de adtdram de largura,
e identificados como A, B ou C. Os camundongosnfiocalocados no
bragco A, e a quantidade de alternancias entre agbrfoi avaliada
durante 5 min. Uma entrada foi contabilizada quanaoeimal entrou com
as quatro patas no braco visitado. Considerou-sealternancia quando
trés bracos diferentes foram visitados em sequéecia quantidade
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méaxima de alternancias espontaneas é quantificada o nimero total
de entradas nos bracos do labirinto menos doismAasporcentagem de
alterndncias corretas foi calculada pela férmulaltd(nancias
realizadas/nimero maximo de alternancias) x 100kkkidis, 1986;
Onaolapcet al, 2012).

4.4.4 Teste de borrifo de sacarose

O teste do borrifo de sacaroSplash tedtconsistiu em borrifar
uma solugdo contendo sacarose 10% no dorso do laromde sdo
contabilizados o tempo total de autolimpeza (sajade, focinho, cabeca
ou corpo inteiro) e a laténcia do animal em inigisse comportamento
durante 5 min (Moretet al, 2012). Os animais foram colocados em funis
de vidro para a observacdo do comportamento e atabigs nos funis
durante 10 min antes do inicio do teste. Os corapwhtos avaliados
nesse teste sdo considerados como autocuidado reqaéfiicia de
groomingé considerada um comportamento motivacional, icelado a
apatia observada em pacientes depressivos (Taksebale2013).

4.4.5 Teste de suspensao pela cauda

O teste de suspenséo pela cauda foi utilizadogaigacdo do
comportamento tipo depressivo adotado pelos anidiaiste de uma
situacdo inescapavel, onde apdés um periodo indgalagitacdo, os
animais permanecem imoéveis. Neste teste, 0os anforais suspensos
50 cm acima do chao e presos pela extremidadeudia ger fita adesiva
(aproximadamente 2 cm da ponta da cauda), e o tdmjoobilidade foi
contabilizado durante 6 min. O teste de suspens&b qauda possui
validade preditiva, uma vez que antidepressivossidés diminuem o
tempo de imobilidade (Stert al, 1985).

4.5 Captacdo de aminoacidos excitatorios

A captacdo de LiH]glutamato em fatias de hipocampo foi
avaliada como previamente descrito (Melal, 2005). ApGs o sacrificio
dos animais, os hipocampos dissecados e as fgtiasampais (0,4 mm
de espessura) foram preparadas utilizando-se uaddatde tecidos
Mcllwain e incubadas durante 30 minutos em tamp&®Ka fim de
retornarem as condi¢Bes fisioldgicas apos a redlzalos cortes. As
fatias hipocampais foram incubadas durante 15 n®7°&€ com uma
solugcéo tampédo de Hank (HBSS), a composicdo em & CaCl,
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136,9 NacCl, 5,36 KCI, 0,65 MgS00,27 NaHPQ;, 1,1 de KHPQy, 5
HEPES. A captacéo foi avaliada através da adicah38uCi/ml de L-
[*H] glutamato com 100 uM de glutamato em um voluimel fde 300
ML. A incubacgéo foi interrompida imediatamente apdsin, o0 meio de
incubacéo foi descartado e as fatias submetidasms ldvagens com 1
mL de HBSS gelado. As fatias foram solubilizadds pelicdo de uma
solucdo com 0,1% NaOH/0,01% de SDS. Aliquotas dtasflisadas
foram utilizadas para determinacdo do conteudaadetular de L-
[*H]glutamato por contagem de cintilacdo liquida. Aptacéo
independente de sédio foi determinada usando etolde colina ao invés
de cloreto de sdédio no tampdo de HBSS. A captagéepecifica,
independente de sddio foi subtraida da captacdd patra obter a
captacdo de glutamato especifica dependente de. 90di resultados
foram obtidos e apresentados como nmol diH]glutamato captado por
miligrama de proteina por minuto. A quantidade detgina foi
determinada pelo método de Lowry e colaboradorewiy.et al, 1951),
utilizando BSA (Sigma) como padréo.

4.6 Liberagdo de aminoacidos excitatorios

Para o ensaio de liberacdo de aminoacidos exoéitatoD-
[*H]aspartato foi utilizado ao invés de 4H]glutamato, evitando a
metabolizacdo de glutamato nos compartimentosceitriiares (Molzet
al., 2008). A liberacdo de DCHlJaspartato foi realizada em fatias
hipocampais apds pequenas adaptacbes do protougkrido por
(Tavareset al, 2005). As fatias foram incubadas com 0,33 pCiDaL
[*H]aspartato com 100 uM de aspartato (concentragat) Hurante 15
min para a captacgdo prévia de PHaspartato. As fatias foram lavadas
com 1 mL HBSS gelado. Para induzir a liberacaoldegato, as fatias
foram incubadas em HBSS contendo 40 mM KCI (substib NaCl nas
propor¢cdes adequadas) para induzir despolariz@ziesultados foram
apresentados como nmol de ibHaspartato liberado por miligrama de
proteina por minuto. A quantidade de proteina fetedninada pelo
método de Lowry e colaboradores (1951), utilizaB&# (Sigma) como
padréo.

4.7 Obtencdo de amostras para realizacdo de ensdms
imunoistoquimica

Os animais receberam uma injecao intraperitonehidiato de
cloral 0,06% e apos perda dos reflexos, foram pdiflos com solucao
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PBS e em seguida paraformaldeido 4% (diluido tar®iE® 0,1 M). Os
cérebros foram dissecados e mantidos em parafcefdald% durante
aproximadamente 16h. Apds, os cérebros foram wades para solugcéo
de sacarose 30% (em tampédo PBS 0,1 M) por aprozimaicke 48h, e
submetidos a rapido congelamento utilizando is@pente nitrogénio
liguido. As amostras foram identificadas e mantaas30°C.

Cortes coronais da regiao hipocampal com 40 pnmfaiatidos
em criostato (LEICA, localizado no Laboratério Mustuario do Ensino
de Biologia, UFSC), e mantidos em solucdo anti-etargento
(PBS/etileno glicol 30%/glicerol 30%) a -20°C atémmmento do
processamento.

4.7.1 Imunoistoquimica de fluorescéncia

Fatias cerebrais foram lavadas em TBS-T, bloqueeaias5%
BSA/TBS-T por 3 h, e incubadas com anticorpos ptimsédanti-GFAP
(diluicdo 1:500, anticorpo obtido de camundonggni-Aldrich) anti-
sinaptofisina (diluicdo 1:500, anticorpo obtidoodelho; Sigma-Aldrich)
ou anti-NeuN (diluicdo 1:500, anticorpo obtido damundongo;
Millipore) durante 30 h a 4°C, sob agitacdo coristémproximadamente
55 rpm). Em seguida, as fatias foram lavadas cors-TB(quatro
lavagens de 10 min cada), e incubadas com antis@grmundarios anti-
camundongo (conjugado ao fluoréforo Alexa 488 ma@FAP e Alexa
594 para sinaptofisina; diluicdo 1:500; Invitroger) anti-coelho
(conjugado ao fluoréforo Alexa 594; diluicdo 1:50@yitrogen) durante
2 h a temperatura ambiente, sob agitacdo constypés. uma lavagem
com TBS-T (10 min), as fatias foram incubadas caradtst (0,5 pg/mL)
durante 10 min, e em seguida lavadas duas vezesTB&nAs fatias
foram transferidas para laminas e as laminulasfeocadas utilizando
Vectashield® (Vector Laboratories, Inc.) como md@montagem. As
fatias foram visualizadas em um microscépio derélacéncia (Olympus
- Modelo IX 71) utilizando um sistema de filtro commdamina, com
objetiva de 20x para a visualizacdo fluorescentehipmcampo de
camundongos. Imagens digitais do hipocampo totd<eregioes CA1,
CA3 e giro denteado do hipocampo foram obtidas mpeio de uma
camera (Olympus C5060) acoplada ao microscopio simtema de
captura (Ludkaet al). A fluorescéncia foi analisada pela densitometria
pelo programa computacional Image J® 1.36 (Natidnatitute of
Health, USA).
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4.8 Imunodeteccao de proteinas

Apoés dissecacdo em tampédo KRB gelado, os hipocafopos
homogeneizados mecanicamente em 300 pL de tampdioaktra [Tris
50 mM pH 7,0, EDTA 1 mM, NaF 100 mM, PMSF 0,1 mMgsMO4 2
mM, Triton X-100 1%, glicerol 10% e coquetel inibidde proteases
(Sigma-Aldrich)] e os homogenatos foram centrifuggaa 10.000 g a 4°C
durante 10 min. Os sobrenadantes foram diluidogvI¥) em solucao
Tris 100 mM pH 6,8/ EDTA 4 mM/ SDS 8%, fervidosrdate 5 min, e
apos dosagem de proteinas (Peterson, 1977) foraioretios glicerol
40% glicerol (glicerol, Tris 100 mM, azul de brorenbl; pH 6,8) na
proporcéao de 25:100 (v/v)Eemercaptoetanol (concentracéo final de 8%).

As proteinas (50 [Simbolo]g/poco) foram separadas p
eletroforese em gel SDS-PAGE (gel de poliacrilanddatendo SDS),
utilizando géis de entrada 4% e separacdo 10%.e&ofdrese foi
realizada com corrente fixa de 40 mA e voltagemimaxde 70 mV por
gel durante aproximadamente 2 h. Ap6s a corridgrateinas foram
transferidas do gel de eletroforese para uma meralda nitrocelulose
(poro 0,45um) (90 min a 4° C, 350 mA). Apés a eletrotransfeid@nas
membranas foram bloqueadas por 1 h com albuminad%BS (Tris 10
mM, NaCl 150 mM, pH 7,5) e a seguir lavadas com -TBgween-20
0,05 %, Tris 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5). Finalneas membranas
foram incubadas com o anticorpo especifico anéigfisina (fonte:
coelho, diluicdo 1:1000, Sigma-Aldrich). Para aedefio dos complexos
imunes, as membranas foram incubadas por 1 h cticogro secundario
(ligado a peroxidase) anti-coelho (diluicao 1:508anta Cruz) e apds
lavagens, foram reveladas em fotodocumentador Gloen® (BioRad)
ap6s a emissdo de quimioluminescéncia induzida me@gentes
adicionados a membrana de nitrocelulose (Kit E@e)acordo com as
recomendacdes do fabricante. As imagens foram ifjuadas por
densitometria das bandas proteicas dos complexaseisn(software
Image Lab, Bio-Rad).

4.9 Quantificacao de purinas e metabdlitos

Os hipocampos foram homogenizados em 300uL de tampa
fosfato (PBS) e TFA 10%. Logo apds, os homogendtam
centrifugados a 10.000 g a 4°C por 10 min, e o sobrenadante foi
coletado. Para a andlise de purinas pelo métodtPd€, uma aliquota
de 100 pL do sobrenadante foi neutralizada com_7éepbicarbonato de
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potassio 1,5M (KCQs), e filtrada em filtro de 0,22 um. As amostras
foram armazenadas a —70°C até o momento da apalidg¢PLC.

A determinagdo das concentragdes de purinas pesseins
homogenatos foi realizada através da metodologigHEEC (high-
performance liquid cromatographyconforme (Schmidiet al, 2008;
Schmidt, Tort et al, 2009). O sistema de cromatografia utilizado foi
Shimadzu LC-20AT [sistema de bomba quaternariaaskificadora a
vacuo, valvula de injecdo automatica (loop de 1ndgtector de
ultravioleta, coluna Supelco C18 (250 mm x 4.6 mm®)Jfluxo da fase
mével foi de 1,2 mL/min e a temperatura da coluafantida em 24°C.
A composicdo dos tampdes utilizados manteve-stemadia (tampao A:
150 mM de cloreto de potassio em 150 mM de tampéfato pH 6.0;
tampéo B: 15% de acetonitrila em tampéo A). O pddigradiente foi
modificado para o seguinte teor de tampao B, rearfas/el: 0% a Omin,
2% em 0,05min, 7% em 2,45min, 50% em 10min, 100% &min, 100%
em 12,30min e 0% em 12,40min. O volume de amosjesaida foi de
20uL a cada 17min. A absorbéncia foi lida em 254 @% compostos
foram identificados pelo tempo de migracao e espét¥/, comparando
com padrdes relativos.

Foram analisados 0s seguintes compostos: ader@sina-
trifosfato (ATP), adenosina-5 -difosfato (ADP), adsina (ADO),
inosina-5"-monofosfato (Coldt al), inosina (INO), hipoxantina (HIPO),
guanosina-5'-trifosfato  (GTP),  guanosina-5"-diftsfa (GDP),
guanosina-5-monofosfato (GMP), guanosina (GUOtira (XAN) e
acido arico (AU).

4.10 Analise estatistica

Os dados sao apresentados como as médias + erém kb
médias (E.P.M.). No teste de realocacdo de objettestet one-sample
foi usado para determinar se a discriminacéo dpfasbfoi diferente de
50%. Para avaliar diferencas significativas entre diferentes
tratamentos, a analise estatistica realizada foD¥N de duas vias
seguida do testpost hocNewman-Keuls, quando necessako< 0,05
foi considerado como indicativo de significancia.
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5. Resultados

Uma aliquota do Bu.40 utilizado neste estudo foi preparada para
analise em microscépio de transmisséao eletronaaservacéo do perfil
de agregacdo. Através de comparacdo com as imagétisadas nos
estudos de (Poduskt al, 2012; Pujadast al, 2014), podemos sugerir
gue nossa aliquota (figura 17) apresenta em su@rimaiormas
agregadas, mas ndo apresenta formas fibrilares.

o yﬁ{"'-f*

Figura 17. Imagens do peptideo Bu-s0 Obtidas em Microscopia Eletrénica de
Transmissdo.No presente estudo, A foi diluido em tampéo PBS (pH 7.4;
1 mg/mL) e incubado a 37°C por 4 dias. 2 pL dacsmiforam adicionados a
superficie de telas Formvar de cobre revestidasganddio, contrastados com
acido fosfotlngstico 2% e levados para observaganieroscépio eletrdnico de
transmissdoA: Imagem obtida com ampliacdo de 15000x (escalam}; B:
Imagem obtida com ampliacdo de 100000x (escalant)0

5.1 Altera¢gBes comportamentais induzidas pelss#du.c.v. de
AB1.40 em camundongos

Imediatamente e 3 h apds a infusdo i.c.v. @4b os animais
foram tratados com salina (10 pL/mg) ou guanossnad/mL). Nos 14
dias consecutivos, 0s animais foram tratados urnaoalia com salina
ou guanosina. Vinte e quatro horas apés a Ultinmairastracdo, os
animais foram expostos ao campo aberto.

O grafico 18A representa a distancia percorrida paimal no
campo aberto em fung&o do tempo, apresentado emadlds de tempo.
Podemos observar que a distancia percorrida diménuirelacdo ao
tempo, demonstrando habituacdo dos animais ao atabidao foram
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encontradas neste parametro diferencas entre gogruatados. A
velocidade média dos animais neste teste tambérmsaidau alteracdes
de acordo com os tratamentos recebidos (Figura. IB8yraficos 18C e
18D apresentam as andlises realizadas em relagé@orgummrtamento dos
animais referente a éarea central do campo abert.redultados
demonstram que ndo ha diferengas entre os grugogoqao tempo de
permanéncia na area central (Figura 18C) nem quamtoumero de
entradas na area central (Figura 18D).
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Figura 18. Avaliacdo da atividade motora de camundwgos submetidos a
toxicidade induzida pelo peptideo f1-40 N0 teste do campo abertoApds 16
dias da infuséo i.c.v.com ofAso (400 p/mol sitio) ou PBS (grupo controle) os
camundongos foram submetidos ao teste do campdoabara avaliacdo da
distancia percorrida (A), velocidade média (B), pende permanéncia (C) e
namero de entradas (D) na &rea central do camptnals camundongos foram
tratados com guanosina (8 mg/kg, i.p.) ou sali@aul/mg, i.p) durante 14 dias
apo6s a infusdo i.c.v. Os valores representam d&amé erro padrdo das médias
(N =9-10). A analise estatistica sugere que ndoédiferenca estatistica entre
os tratamentos (ANOVA de duas vias).

A memodria espacial dos animais foi avaliada atraleéteste de
realocacéo de objeto e do labirinto em Y, realisaggpectivamente nos
dias 16 e 17 ap6s a infusdo i.c.v. dpr4s No teste de realocacdo de
objeto, os animais foram apresentados a dois abjédénticos,
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posicionados paralelamente em uma das lateraisadpa aberto, e
reapresentados a esses objetos apds 90 min. Ne&exjesicdo, um dos
objetos foi movido para a esquina oposta ao prov@deto. Em ambas
exposi¢coes, os animais tiveram 5 min para explosasbjetos. A figura
19 mostra o indice de discriminacéo do objeto cealo, apresentado
como a porcentagem do tempo em que o animal peoaamxplorando
0 objeto realocado em relagdo ao tempo total déoeagiio dos dois
objetos (medidas obtidas apds a segunda exposiz&dte foi utilizado
para avaliar se os resultados sao diferentes dg@i%animais que nao
reconhecem os objetos passam 50% do tempo exptocaud objeto).
A andlise sugere que todos os grupos sao difereeté®%, menos o
grupo ABi140 + salina. A ANOVA de duas vias sugere diferenca
significativa entre os animais do grupf:4o + salina em comparagao ao
grupo controle (PBS + salinai ey 4,9329;P < 0,05). O tratamento com
guanosina reverteu parcialmente a alteracao indymtb AB1-40 (grupo
ABi1-20 + guanosina), pois a analise estatistica ndo exas diferencas
deste grupo em relacéo ao grupo PBS + salina (B)=e®o grupo -

40 + salina (P = 0,5). Nao houve diferenca estatigtitre o tempo que os
animais permaneceram explorando os dois objetpsmaira exposicao
(dados ndo mostrados).
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Figura 19. Efeito da infuséo i.c.v. do fi40 sobre a memdria espacial de
curto prazo avaliada no teste de realocagdo de objps. Apos 17 dias da infuséo
i.c.v.com 0 140 (400 p/mol sitio) ou PBS (grupo controle) os cadangos
foram submetidos ao teste de realocacdo de obj@wmsamundongos foram
tratados com guanosina (8 mg/kg, i.p.) ou salifaul/mg, i.p) durante 14 dias
apos a infusdo i.c.v. Os valores representam a@méckerro padrdo das médias
(N = 9-10). O teste sugere qué® < 0,05 (*) comparados a 50% do indice de
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discrimicacdo dos objetos. Além disso, a andligatistica sugere diferenca
significativa em relacdo ao grupo PBS + salifa€ 0,05; ANOVA de duas vias
seguida do testgost hodNewman-Keuls).

No 18° dia, a memoria dos animais foi avaliadaafirinto em
Y, onde 0 numero de alternancias consecutivas estteés bracos do
labirinto é considerado como memoria espacial. €3sltados sugerem
gue ndo houve déficit cognitivo neste teste, péis foram observadas
diferencas significativas entre os grupos avaliagllscomparacao ao
grupo controle (Figura 20).
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Figura 20. Efeito da infusdo i.c.v. do fi-40S0bre a meméria espacial de curto
prazo avaliada no labirinto em Y. Ap6s 18 dias da infuséo i.c.v.com §:4¢
(400 p/mol sitio) ou PBS (grupo controle) os canmnybs foram submetidos ao
labirinto em Y. Os camundongos foram tratados caangsina (8 mg/kg, i.p.)
ou salina (10 plL/mg, i.p) durante 14 dias apésfasao i.c.v. Os valores
representam as médias + erro padrao das médlim9{10). A andlise estatistica
sugere que ndo houve diferencga significativa emgreratamentos (ANOVA de
duas vias).

O teste de borrifo da sacarose permite avaliamgpootamento
de autolimpeza dos animais, e é considerado ure f@®ditivo de
depresséo. Neste teste, podemos analisar dois cemtes: a laténcia
para o inicio da autolimpeza e o tempo total ggsto animal realizando
esse comportamento. Os animais receberam um batéfsolucdo
sacarose 10% e imediatamente foram colocados emdarvidro para
observacdo do comportamento de autolimpeza durantain. Os
resultados apresentados na figura 21A sugerem guigsdio i.c.v. do
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peptideo AB1-40 aumentou significativamente a laténcia para ddrdo
comportamento de autolimpeza(fo)= 7,3079P < 0,05), e o tratamento
com guanosina preveniu esse efei £ 0,05). O tempo total de
autolimpeza néo foi diferente entre os grupos astab (Figura 21B).
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Figura 21. Efeito da infusdo i.c.v. do 140 sobre o comportamento de
autolimpeza Apo6s 19 dias da infusdo i.c.v com f140 (400 p/mol sitio) ou PBS
(grupo controle) os camundongos foram submetidodeate de borrifo de
sacarose 10%. A laténcia para inicio do comportéonéa autolimpeza (A) e o
tempo total de autolimpeza (B) foram contabilizadhgante 5 min. Os
camundongos foram tratados com guanosina (8 miggkpou salina (10 pL/mg,
i.p) durante 14 dias apds a infuséo i.c.v. Os esloepresentam as médias + erro
padrao das médiabl & 9-10). A andlise estatistica sugere diferenguaifstativa
em relacdo ao grupo PBS + salinaP(x 0,05) e em relacdo ao grup@.Ao +
salina { P < 0,05; ANOVA de duas vias seguida do tgstst hocNewman-
Keuls).

Laténcia (s)

Tempo de autolimpeza (s)

Outro teste utilizado para investigagcdo de compuetdo tipo-
depressivo é o teste de suspenséo pela cauda.tsstes animais sdo
suspensos pela cauda com auxilio de fita crep®, @rbdo chéo, e o
tempo de imobilidade dos animais é contabilizadmamke 6 min. Os
resultados apresentados na figura 22 sugerem qubmée diferenca
estatistica entre os grupos, apesar de haver unérieia de efeito tipo-
antidepressivo da guanosiriag 0,07, ANOVA de duas vias).
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Figura 22. Efeito da infusé&o i.c.v. do f1-40 Sobre o tempo de imobilidade de
camundongos submetidos ao teste de suspenséo pelada. Apds 20 dias da
infusdo i.c.v com ARis (400 p/mol sitio)) ou PBS (grupo controle) os
camundongos foram submetidos ao teste de susp@ei@ccauda, onde os
animais foram suspensos pela cauda por 6 min enpotele imobilidade foi
analisado. Os camundongos foram tratados com giman& mg/kg, i.p.) ou
salina (10 pL/mg, i.p) durante 14 dias ap0s a &du<.v. Os valores representam
as médias + erro padrdo das médis ©-10). A andlise estatistica sugere que
ndo houve diferenca significativa entre os trataoe(ANOVA de duas vias).

5.2 Efeito do tratamento com Guanosina sobre afi@ea na
captacdo e liberagdo de aminoacidos excitatoriaszidas pelo -0

No 21° dia apés a infusdo d@ Los animais foram sacrificados
por decapitacdo e seus hipocampos dissecadosrg@d&rebs-Ringer
gelado) para realizagdo de ensaios bioguimicosexXpsrimentos de
captacdo der-[°*H]glutamato e liberacdo de-[*H]aspartato foram
realizados em fatias hipocampais de 400 pm.

Os resultados apresentados na Figura 23 demonsgiiaexiste
uma tendéncia a diminuicdo na captacdo e aumenibelacio de
glutamato (respectivamente, figuras A e C) no grdpoanimais que
recebeu o peptideofis e tratado com salina (colunas negras), apesar
de ndo haver diferenca estatisticamente signiicANOVA de duas
vias). O grupo de animais que receb@u.4 e foi tratado com guanosina
teve um perfil de captacao e liberagdo de glutasiatdar ao do grupo
controle (PBS + salina), da mesma maneira que jpoginatado apenas
com guanosina (PBS + guanosina). Considerandodissdia captacéo
total e independente de Nfigura 23B) observamos um aumento da
captacao independente de*Nausado pelo peptided3Aw em relacéo



100

ao grupo PBS (k42 = 0,6692P < 0,05). O tratamento dos animais com
guanosina reverteu este aumento na captacao irtkrpgerde Na(F 42
=4,10,P < 0,05).
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Figura 23. Efeito do tratamento com guanosina sobra captacéo e liberagédo

de aminoacidos excitatdrios no hipocampo de camundgos submetidos a
infusdo i.c.v. do M40 Apbs 21 dias da infusdo i.c.v dd3o ou PBS e
tratamento com guanosina (8 mg/kg, i.p.) ou saljb@ pL/mg, i.p), os
camundongos foram sacrificados por decapitacdoeripocampos dissecados
em tampédo KRB. Fatias de 400 pum foram obtidas real&zacéo dos ensaios de
captacdo de glutamat(?h, B) e liberacdo de asparta{€). Os resultados
apresentados npainel A representam os valores calculados para a captagéo
dependente de Na nopainel Brepresentam os valores obtidos de captacgéo total
e independente de NaOs valores representam as médias + erro padsio da
médias N = 6-8). A analise estatistica sugere diferencaifsigtiva em relagao

ao grupo PBS + salina P < 0,05) e em relagdo ao grup@:4o + salina{P <
0,05; ANOVA de duas vias seguida do tgstst hodNewman-Keuls).

5.3 Avaliacéo do efeito da guanosina sobre a
neurodegeneracao induzida pela infuséo goA
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A possivel perda neuronal induzida pel@14y foi avaliada
através da marcacdo de nucleos neuronais, utiizemdnoistoquimica
para a proteina NeuN. A andlise dos resultadosiabtsugere que a
infusdo i.c.v. de Pi.a0 apresentou uma tendéncia a diminuicdo na
expressao de NeuN nas regides CA3 e CAL (figurapgtgm a andlise
estatistica dos resultados néo revelou signifigénci
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Figura 24. Avaliagdo daexpressdo de NeuN nas regides CA3, CAl e giro
denteado (DG) dos hipocampos de camundongssbmetidos a infuséo i.c.v.
de ABi-40. Os camundongos foram tratados com guanosina (Bgmgp.) ou
salina (10 pL/mg, i.p) durante 14 dias consecutass a infusdo i.c.v dofAao
(400 p/mol sitio) ou PBS (grupo controlé)) Fotomicrografias representativas
da imunoistoquimica para NeuN em fatias de hipoca®ipdias apos a infusao
AP1.40 Obtidas com objetiva de 20¢B) Os gréaficos representam médias + erro
padrdo das médias da quantificagdo de fluorescértida com o programa
Image J N = 3-4). A analise estatistica sugere que ndo haliferenca
significativa entre os tratamentos (ANOVA de dugs)

5.4 Avaliacé@o da expresséo da proteina glial fariacidica
(GFAP) apo6s infuséo do peptidegiAo
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A avaliacdo por imunoistoquimica da proteina GFAP
demonstrou uma diminuigcdo na expressdo de GFARgiaa CAl do
hipocampo de camundongos que receberam infusdo Blps A
comparados ao grupo PBS + salina (Figura 25y R22,715P < 0,05), e
0 tratamento com guanosina ndo reverteu esta @terdNao foram
observadas diferencas nas expressdes GFAP nagseQii3 e giro
denteado.
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Figura 25. Avaliac@o daexpressdo de GFAP nas regides CA3, CAl e giro
denteado (DG) dos hipocampos de camundongssbmetidos a infusao i.c.v
de ABi-40. Os camundongos foram tratados com guanosina (Bgmgp.) ou
salina (10 pL/mg, i.p) durante 14 dias consecutamss a infusdo i.c.v dofAao
(400 p/mol sitio) ou PBS (grupo controlé)) Fotomicrografias representativas
da imunoistoquimica para GFAP em fatias de hipocaBipdias apés a infusdo
AB1-40 Obtidas com objetiva de 20§B) Os gréaficos representam médias + erro
padrdo das médias da quantificacdo de fluorescéitida com o programa
Image JK = 3-4). A andlise estatistica sugere qie<0,05 em relagao ao grupo
PBS (ANOVA de duas vias seguida do tesist hodNewman-Keuls).
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5.5 Avaliagdo da expressao da proteina sindpticaofisina
apos infusdo doA-a0

A toxicidade do AB1.40 SObre as sinapses foi avaliada através da
expressdo da proteina sinaptofisina aplicando-senicgs de
imunoistoquimica por fluorescéncia e imunodetequgd@oWestern blot.

Os resultados expostos na Figura 26 demonstrara oiesdo do fi-40
néo causou diminui¢cdo na expressao da sinaptofismparada ao grupo
controle (PBS + salina). Também néo foi observdeitoedo tratamento
com guanosina sobre a expressdo de sinaptofisin@eziiuma das
regibes hipocampais avaliadas (CA1, CA3 e giroahm).
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Figura 26. Avaliacdo daexpressédo de sinaptofisina nas regiées CA3, CAl e
giro denteado (DG) dos hipocampos de camundongssbmetidos a infusdo
i.c.v. de M140. Os camundongos foram tratados com guanosina {8gmigp.)
ou salina (10 pL/mg, i.p) durante 14 dias consgostapds a infuséo i.c.v do
ABi40 (400 p/mol sitio)) ou PBS (grupo controle)d) Fotomicrografias
representativas da imunoistoquimica para sinaptafiem fatias de hipocampo
21 dias ap6s a infuséopAs obtidas com objetiva de 20¥B) Os graficos
representam médias + erro padrdo das médias défimpagao de fluorescéncia
obtida com o programa Image N € 3-4). (C) O imunoconteddo total de
sinaptofisina foi avaliado através da técnica Wastdot, representado pela
expressdo total de sinaptofisina (38 kDa) normdéizam relacdo a expresséo
total de B-actina (45 kDa). A figura na parte superior dofigoarepresenta
imagens obtidas com o Fotodocumentador ChemiDo¢BitiRad). Os valores
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representam as médias + erro padrdo das médiash). A analise estatistica
sugere que ndo houve diferenga significativa emgreratamentos (ANOVA de
duas vias).

5.6 Avaliacdo dos niveis de purinas e metabdlibhigpocampo
de camundongos submetidos ao tratamento com guenesinfusao
i.c.v. de $1.4o

Considerando que h& poucos estudos sobre o metabotias
purinas apds a administracéo sistémica de guanesolaretudo, nenhum
dado sobre a influéncia do peptidedd Aobre esse metabolismo,
analisamos a concentracé@o dos diversos derivadgeatana e adenina
no hipocampo dos animais submetidos ao protocoldratamentos
realizado neste estudo. Os resultados estdo afgdssma Tabela 2. Os
animais que receberam guanosina (PBS + guanoswvexarh um
aumento das concentragdes de GDP em relacdo ap GBS + salina
(F(1,17) = 11,06P < 0,05), efeito ndo observado no grupp.-4 +
guanosina. A administracdo d@o induziu aumento significativo nos
niveis de ADP quando comparados com o0 grupo quebeec PBS
(FA,17) = 8,28P = 0,01), e o tratamento com guanosina nao alesse
parametro. Além disso, ANOVA de duas vias sugera tendéncia ao
aumento nos niveis de ATP nos camundongos queetereb1-20 em
comparacdo ao grupo que recebeu PBS, apesar dewdiodiferenca
estatisticamente significativa (F(1,17) = 3,BG; 0,08).
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Tabela 2. Quantificagdo por HPLC dos nucleotideosedivados da Guanina

e Adenina e seus metabdlitos no hipocampo

de camumdjos submetidos ao

tratamento com guanosina e a infusdo i.c.v. defiuao.

Purinas PBS + PBS +
Salina Guanosina
(n=6) (n=5)
Guanosina-5'- 16,56+1,16 16,47+3,19

trifosfato (GTP)
Guanosina-5'-
difosfato (GDP)

11,99+0,53 18,35 +1,88*

Guanosina-5’- 13,69+1,01 11,17+2,04
monofosfato

(GMP)

Guanosina 0,74+0,04 0,71+0,19

Xantina 202,0+14,09 250,40+27,08
Adenosina-5'- 22,5442 91 24,44+4,49
trifosfato (ATP)

Adenosina-5'- 21,57+2,20 23,28+4,23
difosfato (ADP)

Adenosina 18,21+2,26 13,75+2,72
Inosina-5’- 15,61+1,34 16,24+4,02
monofosfato

Inosina 7,56+0,93 4,63+1,22

Hipoxantina 9,30+2,12 6,42+1,27

Acido drico 15,71+0,80 15,13+1,43

Valores expressos em pM, como média
hipocampos. P < 0,05 em relagdo ao grupo P
do testgpost hodNewman-Keuls).

AP1-aot AP1-20+
Salina Guanosina
(n=5) (n=6)
22,56 +2,0823,09 £2,91
13,99+0,78 13,29+0,64
14,19+0,97 14,69+0,86
0,50 £ 0,10 0,57+0,07
316,70+49,4 274,20+34,2
5 2
30,19 +4,6830,47 + 2,16
32,76 £ 33,13 ¢
2,33* 1,91~
16,83+1,44 17,19+0,88
18,36+1,55 18,55+1,66
8,16+0,71 9,32+1,06
6,00+0,52 6,54+0,24
13,94+0,35 14,81+0,64

+

erro paddéiomddia de 5-6
BS (ANOVA de duassagsiida
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6. Discussao

Os peptideos amiloides podem apresentar-se ensdé/estados
morfolégicos, cada um com diferentes graus de iede (Liuet al,
2004). A sequéncia de aminoacidos presentes nolslpegB-amiloides
contém parte da porcdo transmembrana da APP, aamdentsua
propensao a agregacao (Paula-Lima, Brito-Moreir@reeira, 2013). A
fase inicial da agregacdo € caracterizada pelampoliacdo de
monoémeros, formando oligdmeros de baixo peso mialecduassociacédo
destes oligbmeros leva a formacdo de agregaddibptéres que, apds
adicdo de mais mondmeros, sdo convertidos em afbrihaduras
(Podlisnyet al, 1998). Tanto formas sintéticas como recombinaghbss
peptideosp-amiloide-40 (AP1-a9 S0 capazes de formar agregados e
fibrilas in vitro, iguais aos isolados do cérebro de humanos poesida
DA (Narang, 1980) (Merzt al, 1983). O nosso estudo baseou-se em
modelos bastante utilizados da DA em animais, qasistem na injecao
i.c.v. do A31-40 na sua forma agregada (ou pré-fibrilar). De acoaio as
observacdes realizadas em microscopio eletrbnicdratesmissao, a
aliquota utilizada no presente estudo caractegzasla presenca
predominante de pré-fibrilas (figura 17).

O presente estudo avaliou o efeito neuroprotetogudaosina
frente & toxicidade induzida pel@As em camundongos. Apds a infuséo
i.c.v. de M1.40, 0S animais foram tratados imediatamente e ap@®i3h
guanosina ou salina. Nos 14 dias seguintes, osa@ineceberam
guanosina ou salina uma vez ao dia.

No presente estudo, os animais foram habituadosaatgpo
aberto e avaliados a distancia percorrida em iateswde tempo (durante
15 min), a velocidade média, o tempo total permaoeno centro do
campo aberto e a laténcia para entrada na areealcelt analises
realizadas ndo revelaram diferencas entre os grapafiados. A
avaliacdo da atividade locomotora em intervalosed®o também pode
ser considerada como habituacdo do animal ao cabedo, onde a
exploracdo locomotora diminui devido ao reconhenimelo ambiente
pelo animal (Rialet al, 2014). A diminuicdo do comportamento
exploratério dos animais depende do correto furtimnto da fungéo
hipocampal, pois reconhecer o ambiente implica gptoea-lo menos
(Leussis e Bolivar, 2006). A velocidade média, terdp permanéncia da
area central e nUmero de entradas na area cemtrahapo aberto, foram
apresentados como resultados obtidos nos printeiros, e sugerem que
nao houve efeito dos tratamentos utilizados negsd@sobre a atividade



108

locomotora dos animais. A andlise em relacdo agpodamento dos
animais na é&rea central demonstra que o0s grupdaddsa ndo
apresentaram comportamento tipo-ansioso (por exemm@nor ndmero
de entradas na area central) em relagdo ao grupmieo

Adicionalmente, a memdria espacial dos animaiavyaliada no
teste de realocacdo de objetos, uma tarefa quediegk area CA1 do
hipocampo (Assini, Duzzioni e Takahashi, 2009). Gadongos que
receberam o peptide@fAsoapresentaram um déficit na memaria espacial
de curto prazo, pois o indice de reconhecimentabjleto movido foi em
torno de 50%. O tratamento desses animais com gunoeverteu
parcialmente o déficit observado neste teste, dstraordo um possivel
efeito neuroprotetor da guanosina frente a esénpetro.

A memoria espacial dos animais também foi avaledabirinto
em Y, onde o nimero de alternancia corretas (jsi@btrada consecutiva
em 3 bragos distintos do labirinto) é consideradma parametro de
memdria espacial (Onaolam al, 2012). Neste teste, os animais que
receberam o peptideo pAo ndo apresentaram déficit cognitivo,
apresentando a mesa quantidade de alternanciasasogue os animais
do grupo controle. Uma possivel explicacao parasao/ancia de déficit
cognitivo neste teste é que o modelo de toxicideiizado representa as
fases iniciais da DA, onde o dano cognitivo ndéacexpressivo. Além
disso, o labirinto em Y possui uma desvantagemu@o animal possui
apenas duas alternativas, e asairpossibilidade de escolher o brago
correto é de 50% (Sharma, Rakoczy e Brown-BorgQR01

E interessante observar que 0S nossos resultados s&
contraditérios a estudos anteriores que demonstrana efeito amnésico
da guanosina. Camundongos tratados com uma Urseadgoguanosina
(2 ou 7,5 mg/kg, via oral) ou tratados durante dumsanas (0,5 mg/mL
de guanosina adicionada na agua de beber dos ajimpiesentaram
uma diminui¢cao na laténcia no teste da esquivédmnid (Roeslert al,
2000; Vinadéet al, 2003; Vinadeet al, 2004). Em nosso estudo, mesmo
apos 15 dias de tratamento com guanosina pelapviana dose de 8
mg/kg, ndo observamos déficit cognitivo causada mglanosina —
avaliados na habituagdo do campo aberto, no testealocacdo de
objetos e no labirinto em Y. O teste da esquivaitiia envolve a
sensibilidade a um estimulo nocivo e por isso ca@tgsoque possuem
efeito antinociceptivo diminuem a laténcia dos aigmna esquiva
inibitéria. Saute e colaboradores (Saateal, 2006) demonstraram o
efeito amnésico da guanosina e o dissociaram depassivel efeito
antinociceptivo utilizando o teste de deflexdo dauda. Porém,
posteriormente o efeito antinociceptivo da guareoihdemonstrado em
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diversos testes de nocicepgdo — inclusive modétosicos (Schmidet
al., 2008; Schmidt, Tortet al, 2009; Schmidéet al, 2010). Desta forma,
é possivel que o efeito anteriormente relatadgeestiacionado ao efeito
antinociceptivo da guanosina e ndo a um possiggbefmnésico.

Uma vez que pacientes com DA apresentam sintomas
depressivos (Modrego e Ferrandez, 2004; Geerkhgs, 2008) e uma
Unica infusdo i.c.v. de peptideospAja demonstrou induzir
comportamento tipo-depressivo em camundongos (Faagl al, 2010;
Ledo et al, 2013), nds avaliamos no presente estudoo conmpenta
tipo-depressivo dos animais apés infuséo flps4 No teste de suspenséo
pela cauda, ndo observamos diferencas no tempomdeéilidade
apresentado pelos animais nos diferentes gruptoatdemento. J& no teste
de borrifo de sacarose, os animais tratados cpmoapresentaram um
aumento na laténcia para iniciar o comportamentoad®limpeza,
enquanto que o tratamento dos animais com guanosiuggteu essa
alteracdo no comportamento. Devido a sua viscosjdadsolucdo de
sacarose induz um comportamento de autolimpezamogis que pode
ser considerado como um comportamento motivacidDahtraso em
iniciar esse comportamento pode ser relacionaddgans sintomas
exibidos por pacientes depressivos, como aneddfiimér et al, 1987).

O efeito tipo-antidepressivo da guanosina ja foimadestrado
anteriormente (Bettiet al, 2012; Bettioet al, 2014) e a guanosina tem
sido indicada como um possivel agente antidep@gsivr seu papel
modulador sobre o sistema glutamatérgico (Deutdzzhert al, 2016).
De fato, o efeito antidepressivo da guanosina ecamaveés de interacéo
com o sistema glutamatérgico, jA que o pré-trattaneom NMDA
(agonista do receptor NMDA) inibe o efeito da gusna no teste de
suspenséo pela cauda (Bettal, 2012).

No presente estudo demonstramos uma tendéncianiraudiao
da captacdo de glutamato e aumento da liberacgoupo que recebeu o
peptideo A1-40. A capacidade do Br-sodiminuir a captacdo e aumentar
a liberacdo de glutamato ja foi demonstrado antegate (Kelleret al,
1997; Piermartiret al, 2010; Martinset al, 2015). No presente estudo,
demonstramos que o grupo de animais que recePew A guanosina
apresentou perfil de captacéo e liberacdo simdagrapo controle. A
reversao do aumento da liberagdo de glutamato pancgina ja foi
demonstrado no modelo de convulsdes induzidas gdo &uinolinico
(Tavareset al, 2005), e 0 nosso grupo de pesquisa tem demoasdrad
habilidade da guanosina em aumentar a recaptagfiotdmato em fatias
hipocampais submetidas a PGO (Dal-Gitral, 2011; Dal-Cimet al,
2013; Dal-Cimet al, 2016). Uma vez que a recaptacdo do glutamato por
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astrécitos € um mecanismo importante para o térndimoacdo do
neurotransmissor nas sinapses, a modulacdo destEspo pela
guanosina pode contribuir para a regulacdo da rigedo
glutamatérgica, protegendo células neuronais ca@ntacitotoxicidade
induzida pelo glutamato (Duaet al, 1999; Chen e Swanson, 2003;
Schousboe e Waagepetersen, 2005; Matute, Dom&anahez-Gomez,
2006).

No presente estudo, também demonstramos fugAumentou
a captacdo de glutamato independente de sédiofratamento com
guanosina reverteu essa alteracdo. Este resufied®in foi observado
em outro estudo do nosso grupo de pesquisa (Mattials 2015). Entre
os transportadores de glutamato descritos no SN@p es sistemas
dependentes de sdédio (entre eles, os transportadtiees GLT-1 e
GLAST, e os neuronais EAAC1 e EAAT4) e o indepenmelge sbddio, o
Xc (Palacinet al, 1998; Patekt al, 2004; Oliveiraet al, 2010). Em
condicbes fisioldgicas, 0 sistemacXransporta cistina para o meio
intracelular e glutamato intracelular para foraélla (Bender, Reichelt
e Norenberg, 2000). Porém, em situagfes excit@éxiste transporte é
revertido, diminuindo a quantidade de glutamatoferala sinptica e
também diminuindo a quantidade de cistina intrdael{(Bringmannet
al., 2009). No interior das células, a cistina é Hidaola em cisteina, o
aminoacido precursor e limitante para a sintesegldéationa, um
importante agente na defesa antioxidante neurahgW¥#&Cynader, 2000).
Estudos demonstram que a infusdo i.c.v do peptidrao diminui a
quantidade de GSH no hipocampo (Predigieal, 2007; Piermartiriet
al., 2010), e essa diminui¢do pode estar relacionagledsao do sistema
Xc. Além disso, Albrecht e colaboradores (Albredit al, 2013)
demonstraram que guanosina € capaz de aumentaprassbdo da
subunidade funcional do sistema Xa xCT, aumentando a atividade do
sistema X e os niveis de GSH em condi¢des excitotoxicag. &dtado
corrobora os resultados obtidos no presente estudie, mostramos que
0 tratamento dos animais com guanosina € capagveeter o aumento
na captacao independente de sédio induzido pplacAContudo, sédo
necessarios experimentos adicionais que comprovehip@ese de
alteracéo na expressao e/ou funcionalidade dorgske’, sugerida neste
estudo.

Nossos resultados também demonstram uma diminuigéo
expressdo de GFAP na regido CAl do hipocampo deirgiongos
expostos a toxicidade do peptidepi4o € 0 tratamento com guanosina
néo foi capaz de aumentar a expressado de GFAPidecarsdo que 0s
principais transportadores de glutamato sdo expsessn astrocitos,
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podemos sugerir que as alteragdes no transporggutiemato possam
estar associadas as alteragdes astrocitarias. Paénresultados
observados aqui sédo contrarios a outros publicadteriormente, que
demonstram aumento da astrogliose (expresséo déPGFA16 dias
apos a infusdo dofA-40 (Piermartiriet al.,2010; Biccaet al, 2011). Hu

e colaboradores (Hat al, 1998) mostraram que o pico de astrogliose
ocorre ap6s 12h da exposicdo ao peptidaaAem cultura de astrocitos
corticais. Contudo, nenhum estudo anterior demouasstrogliose apos
21 dias da exposicao a@A

E importante mencionar que existem dados confitania
literatura. Estudos demonstram aumento na cond@nsbeg GFAP, mas
nao na sua expressao (MRNA e proteinagtal, 1998). Em um modelo
transgénico da DA, astrécitos reativos sdo encoosrao redor de placas
neuriticas, enquanto astrdocitos distantes atrafiRaodriguezet al, 2009),

e Bardehle e colaboradores (Bardebteal, 2013) demonstraram que
apenas astrécitos préximos a leséo (até 100 pmensastrogliose com
aumento na expressdo de GFAP. Estudos em aniauasgénicos para a
DA (3xTG-AD) demonstraram uma diminuicdo na expiiesse GFAP
que progrediu com a idade. Animais com 3 meses ddglei ja
demonstravam alteragdes — diminuicdo na complegidadmero de
processos e area x volume de estruturas positarasGi-AP — tornando-
se significativa a partir dos 12 meses (Olabaetial, 2010; Pekny,
Wilhelmsson e Pekna, 2014).

Uma diminuicdo na marcacao para GFAP foi encontraula
cérebro de pacientes depressivos e em modelos ianitmadepressao
(Rajkowska e Stockmeier, 2013; Cobbal, 2015) e esta observagéo
poderia estar relacionada ao comportamento tipdéarieo induzido
pelo AB1-s00bservado no presente estudo. Apesar de guand@sirstarar
a expressdo de GFAP induzida poPi4s, 0 efeito antidepressivo
induzido pela guanosina pode estar relacionad@a@apel modulador
do sistema glutamatérgico.

Astrocitos distréficos séo incapazes de dar o sapoetabdlico
necessario ao funcionamento correto das sinapeeando ao seu
remodelamento e mesmo perda de alguns contatqeisos(Scheffet
al., 2007). A perda sinaptica é observada em modetosaardmais
transgénicos para a DA (Mcgowan, Eriksen e HutgQ6; Haass e
Selkoe, 2007), e inclusive em estudos que utilizanfuséo i.c.v do Bu-

40 (Biccaet al, 2011; Figueiredet al, 2011; Santost al, 2012). Porém,
em nosso estudo ndo encontramos perda sinaptiaadss através da
expressdo de sinaptofisina (tanto por anadlise ifmstoguimica nas
regides CA1, CA3 e giro denteado no hipocampo quantextrato total
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de hipocampo através de Western blotting). Estgpénzeira avaliagdo
sobre a perda de contatos sinapticos através dass@o da sinaptofisina
realizada apos 21 dias da infusdo @ie & Considerando que as sinapses
sdo estruturas plasticas, podemos sugerir que o danificativo
observado apés a infusdo d@1Ac ocorre em torno do 16° dia apés a
infusdo i.c.v.,, e ap6s 21 dias houve recuperacdo ada estruturas
singpticas. Experimentos adicionais que comprovesta dipotese
deveréo ser realizados.

Camundongos transgénicos para APP apresentam @jaonda
marcacgédo para NeuN no cortex pré-frontal e hipocefBpauquist al,
2014); (Eleuteriet al, 2015), e estudos que utilizam a infuséo i.c.v do
peptideo Ai1.40 demonstram degeneracdo neuronal (Piermaatirél,
2010). Porém, em nosso estudo ndo foram observdifi@encas
significativas entre os grupos em relacéo a ex@ioceda proteina NeuN,
um marcador de nucleos neuronais.

No presente estudo demonstramos, pela primeiraovedejto da
infusdo do peptideofA.40sobre os niveis de purinas derivadas da adenina
e da guanina no hipocampo. As avaliacbes em HPLE&ramo que o
tratamento com B aumenta os niveis de ADP, enquanto exibe uma
tendéncia em aumentar os niveis de ATP (TabelaA2)eficiéncia
energética relacionada a disfuncéo mitocondriahé garacteristica do
cérebro de pacientes DA (Beal, 2005), e essa digfupode ser resultado
do acumulo de A na mitocdndria. Em camundongos transgénicos para
APP, déficits funcionais nas mitocondrias localemdhas sinapses
ocorrem antes mesmo de depositos extracelularkf derem detectados
(Du et al, 2010). Um estudo recente demonstrou um aumento na
atividade dos complexos I, Il e IV da mitocondrgausados pelo peptideo
AP, apesar de ocorrer diminuicdo do metabolismo étier
mitocondrial (Figueiredoet al, 2011), sugerindo um mecanismo
compensatério para manutencdo do metabolismo diergAssim, o
aumento observado nesse estudo pode estar reldaiamste mecanismo
compensatério.

Observamos também que o tratamento dos animais com
guanosina induziu aumento significativo nos nivkisGDP somente no
hipocampo dos camundongos que receberam PBS (Tapelados
sobre 0 metabolismo da guanosina demonstram quail®pds sua
administracdo via i.p. (8 mg/kg) ocorre um auments niveis de
guanosina e guanina no cérebro de ratos, e uma&importante da via
de salvagao purinérgica, responsavel por estalatieide degradacao da
guanosina (a fosforilase de nucleosideos de pyresid bastante ativa
no plasma dos animais (Giuliani, Ballerirgt al, 2012). Diante do
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exposto e considerando que nao ha alteracdo neis ivs metabdlitos
da guanosina (xantina e acido urico; Tabela 2)epus$ sugerir que a
guanosina esté sendo utilizada para sintese désotideos na “via de
salvacdo purinérgica”, gerando mais GDP sem aindteraa
significativamente os niveis de GTP. Interessantéeeste efeito ndo é
observado no grupo que recebeu a infusdofidCansiderando que este
€ o0 primeiro conjunto de resultados relacionadgemtificacao dos niveis
das purinas em animais tratados compa.£e guanosina, € importante
que em estudos futuros a atividade das enzimas |vigle® no
metabolismo purinérgico seja analisada, permitingma melhor
compreenséo do efeito d@Aswsobre o metabolismo das purinas.

Com respeito a incidéncia de efeitos colaterais ggotocolos
longos de tratamento com guanosina, ndo observaemisum efeito
adverso da guanosina sobre o comportamento dosianiratados, e
estudos anteriores ja haviam demonstrado que abgimannao altera a
coordenacgdo motora de animais submetidos ao tedtarch giratoria ou
ao campo aberto (Roeskral, 2000; Laraet al, 2001). Mesmo em doses
bastante altas (120 mg/kg), guanosina nao indupites, mudanca no
peso corporal nem alteragfes renais e hepaticaapdtamento crénico
(Schmidtet al, 2010). Assim, por ser um composto endégeno e néo
toxico, a guanosina pode ser considerada uma ntaldelnteresse para
uso terapéutico no tratamento de doencas neurceiegens,
particularmente na doenca de Alzheimer.



114

7. Conclusbes

No presente estudo, avaliamos o efeito neuropradetguanosina
contra a toxicidade induzida pelo peptidef -4 em camundongos. Os
resultados obtidos nos permitem concluir que:

Guanosina reverteu parcialmente o déficit cognitivo
induzido pelo MBi140 no teste de avaliacdo de
memdria espacial, a realocacao de objetos;

A infusdo do A1.40 induziu comportamento tipo-
anedobnico, e o tratamento com guanosina reverteu
esse comportamento;

Guanosina reverteu a alteracdo no transporte de
glutamato (aumento na captacdo de glutamato
independente de Nginduzida pelo Ai-4

N&o houve diminuicdo na expressdo de NeuN nas
subregifes hipocampais analisadas;

Houve reducdo na expressdo de GFAP na regido
CAl do hipocampo induzida pelo A« € o
tratamento com guanosina ndo reverteu este efeito;
N&o houve alteragBes na expressao de sinaptofisina,
um marcador sinaptico, sugerindo que ndo houve
perda sinaptica nos animais que receberfu

O tratamento dos animais com guanosina aumentou
os niveis de GDP no hipocampo dos camundongos
gue receberam PBS, mas ndo alterou esse parametro
no hipocampo de camundongos que recebergm A
40,

O grupo de animais que recebeu -4 apresentou
aumento nos niveis de ADP e ATP no hipocampo.
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Perspectivas

Os resultados apresentados nesta Tese nos peraviégrgar no
conhecimento que se refere ao sitio de interacAgudaosina na
membrana celular, além de demonstrar um efeito opeotetor da
guanosina em modelo animal da Doenca de Alzheif@em, estudos
adicionais podem ser propostos para contribuir ca@ntendimento dos
processos de sinalizacdo e neuroprotecdo indupdtess guanosina,
como:

e Avaliar se a formacdo de heterbmerosRAAAR recruta a
ativacdo da proteina Gi, como proposto neste estudo

* Investigar a ocorréncia de heterdmeroRRAA2aR em tecido
nativo, principalmente no hipocampo;

* Investigar a expressao daRAno hipocampo dos animais KO-

A2aR;

< Avaliar a interacdo entre-AR e canal BK;
* Investigar se o efeito neuroprotetor da guanosieatd a
toxicidade do B1.40 depende da sua interagdo com os receptores

Az e Aoa;

« Avaliar a expressao e funcionalidade do sistemap@s infusao
do ABi-40 € 0 efeito da guanosina sobre esse sistema,;

« Investigar as possiveis alteracbes causadas pgiaoAas
enzimas da via de salvacao das purinas.
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Publica¢bes realizadas em colaboracao no periodo de
desenvolvimento da Tese

- “Neuroprotection promoted by guanosine dependsgtutamine

synthetase and glutamate transporters activity igpdecampal slices
subjected to oxygen/glucose deprivation” (Dal-Cim Martins W.C.,

Thomaz D.T., Coelho V., Poluceno G.G., LanznasterMandressen-
Filho S., Tasca C.I.) publicado na revista Neurizioioy Research (2016,
DOI 10.1007/s12640-015-9595-z).

- “Adenosine receptors, oligomerization and Parkis Disease
pharmacotherapy” (Ciruela F., Constantino LC., lrester D., Dal-Cim
T., Tasca Cl., Fernandez-Duefias V.) Capitulo pabbc no livro
“Adenosine signaling mechanisms: pharmacology, tfans and
therapeutic agents”. Editores: Roberto Paes de aterve Vickram
Ramkumar (NOVA Science Publishers)
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