Filipe Marques Gongalves

MECANISMOS NEUROQUIMICOS ASSOCIADOS AOS EFEITOS
TIPO-ANTIDEPRESSIVO E NEUROPROTETOR DE INOSINA

Tese submetida ao Programa de Pos-
Graduacdo em  Bioquimica da
Universidade Federal de Santa Catarina
para a obtengdo do Grau de Doutor em
Bioquimica

Orientador: Prof. Dr. Rodrigo Bainy
Leal

Coorientadora: Prof* Dr' Manuella
Pinto Kaster

Florianépolis
2017



Ficha de identificacdo da obra elaborada pelo autor,
através do Programa de Geragao Automatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Gongalves, Filipe Marques

MECANISMOS NEUROQUIMICOS ASSOCIADOS AOS EFEITOS
TIPO-ANTIDEPRESSIVO E NEUROPROTETOR DE INOSINA /
Filipe Marques Gongalves ; orientador, Rodrigo Bainy
Leal; coorientadora, Manuella Pinto Kaster - SC,
2017.

190 p.

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Santa
Catarina, Centro de Ciéncias Biolégicas, Programa de
Pés-Graduagao em Bioquimica, Floriandpolis, 2017.

Inclui referéncias.

1. Bioquimica. 2. Inosina. 3. vias de sinalizagao.
4. depressao. 5. neuroprotegao. I. Leal, Rodrigo
Bainy. II. Kaster, Manuella Pinto. III.
Universidade Federal de Santa Catarina. Programa de
Pés-Graduagao em Bioquimica. IV. Titulo.




“Macanismas neuroquimicos sssociados aos efeitos tipo-antidepressivo @
newroprotetor de inosina®

Por
Filipe Margues Gongalves

Tese juigada e aprovada em sua forma final pelas membros titulares da Binca
Exammadora uolwcmmom do ng:m: de Pos-Graduacso em Boquimica -

AN Ovign (/> rg.sb‘\,c?

offa). Ddal Asiane Zamoner Pacheco ﬁ
Coordenador(s) do Programa de Pos-Graduagio Imica

Banca &:

Or(a) Rodrige Bairry Leat [Unneesiddde Federal de Santa Catanina)

Drla) Carla Inés Tasca mtaw Federal de Santa Catarina)

Or(a) Morgana MorﬂE ﬁnlvasldad- fodonl de Santa Cataring)

Vaﬁ«m Ao S Brocards

Dr{al Patricia Souza Brocarda (Universidade Federal de Santa Catarina)

de do Extremna Sul Catarinense)

l.IHC baut l’ﬂv)ﬁ It

Or(a] Gabriele Ghodni (Univeridade Catéice de Pelotas)

Florlanopols, 09 de margo de 2017






AGRADECIMENTOS

No fim dessa jornada fica evidente o importante papel de varias pessoas ao meu
redor, que de forma direta ou indireta contribuiram de alguma maneira na
minha caminhada. Certamente ndo vou conseguir expressar plenamente a
gratiddo que sinto por todo o apoio que recebi!

Tenho que agradecer principalmente a minha familia, por me ajudarem a manter
o foco na minha vida, sempre lembrando das coisas que sdo mais importantes.
Aos meus Pais: Vilson e Elane, por me darem todo o apoio que eu precisei,
mesmo sem entender os aspectos relacionados a vida académica, ou as escolhas
que fiz nesse sentido ao longo desses 6 anos de pos-graduagdo. As minhas irmas
Viviane e Juliana, por estarem sempre ao meu lado, me incentivando e apoiando.
Aos meus tios, primos, meu cunhado e minhas avos, com quem sempre tive o
privilégio de conviver e de desfrutar de muitos bons momentos!

Aos meus amigos fora da vida académica, pela parceria, pelas risadas e festas!

A todos que ja passaram pelo lab de neuroquimica 3, que de alguma maneira
ajudaram no desenvolvimento dessa Tese. Em especial a Ana Paula, Débora,
Mark, Isabella pela parceria de longa data e pela ajuda direta nos experimentos.

Ao professor Rodrigo, pela orientacdo ao longo desses 7 anos! Por ter aberto as
portas do seu laboratorio, aonde eu realizei meu estagio de IC, mestrado e
doutorado. Por ter possibilitado o meu desenvolvimento cientifico e sempre
incentivar o meu crescimento profissional. Muito obrigado Professor!

A minha co-orientadora Manuella Kaster, que foi fundamental para o
desenvolvimento dessa tese. Muito obrigado pela ajuda em todos os aspectos do
meu doutorado, ndo so corrigindo os meus trabalhos ou discutindo os meus
resultados, mas por sempre se mostrar disponivel para me ajudar, ou pelo menos
escutar as minhas angustias!

A professora Ana Lucia que desde o meu mestrado abriu as portas do seu
laboratorio para realizagdo dos testes comportamentais. Muito obrigado por
todas as discussoes sobre os meus projetos e resultados, pela ajuda nos meus
artigos e também pelas excelentes possibilidades de colaboragdo que eu pude
participar. A todos os alunos do laboratorio de neurobiologia da depressdo,
pelas conversas cientificas (ou ndo). Ao Luis, Priscila, Luana e Andiara pela
ajuda ao longo do meu doutorado. Em especial a Vivian, por toda a ajuda desde
o inicio do doutorado. Pela parceria nos meus experimentos, na escrita dos meus
artigos e projetos, e por todas as vezes que dividimos as angustias da vida de
pos-graduando (rs). Eu ndo tenho palavras para agradecer a tua ajuda ao longo
desses 4 anos!



Aos Professores do departamento de Bioquimica que sempre estiveram dispostos
em ajudar quando eu precisei. E a todo o pessoal que pude conhecer ao longo
desse periodo, especialmente aqueles que entraram no doutorado comigo:
Heloisa Cinara, Ariana!

Aos técnicos do LAMEB pelo auxilio nos experimentos.

Ao Professor Michael Aschner, por ter me aceito no seu laboratorio, e pela
orientagdo durante o periodo de doutorado sanduiche. A todos os membros do
laboratorio, especialmente o pessoal do lab de cultura celular: Megan, Bea,
Zhyan e Chris pela ajuda nos experimentos e pela convivéncia! Alessandra pela
ajuda diaria no lab, e por ter me ajudado em todos os aspectos da vida em New
York! A Tanara, pela ajuda tanto no lab na UFSC quanto no Einstein, por ter
me recebido quando eu cheguei em New York, e por toda a ajuda desde a minha
iniciagdo cientifica!

A congregagdo de Portugués em Astoria por me receberem tdo bem quando
cheguei em New York, e por terem feito eu me sentir em casa, mesmo estando

tdo longe!

A secretaria do PPGBQA pela ajuda com todas as burocracias relacionadas ao
doutorado e ao doutorado sanduiche.

A CAPES pelas bolsas de doutorado e doutorado sanduiche.

Principalmente a Jeova Deus! Por ter me proporcionado a vida e pelo privilégio
de lhe conhecer e servir.



RESUMO

Inosina ¢ um nucleosideo purinérgico endégeno, formada a partir da adenosina,
em uma reagao catalisada pela enzima adenosina deaminase. Ja foram descritos
efeitos antinociceptivos, anti-inflamatorios, neuroprotetores e antidepressivos
para inosina, que podem estar associados a ativacdo de receptores de adenosina.
Contudo, existem poucas evidéncias na literatura relacionando as vias de
sinaliza¢do intracelular envolvidas nesses efeitos, bem como de outros
mecanismos neuroquimicos associados aos efeitos dessa purina. Baseado nisso,
o presente trabalho investigou alguns dos mecanismos associados aos efeitos
tipo-antidepressivo de inosina em camundongos e no efeito neuroprotetor da
inosina in vitro. Primariamente, um dos objetivos desse trabalho foi investigar a
modulagdo de vias de sinalizagdo intracelular e de receptores glutamatérgicos no
efeito tipo-antidepressivo de inosina, através do teste da suspensao pela cauda
(TSC), e na atividade locomotora, através do teste do campo aberto (TCA).
Adicionalmente, foi verificado o efeito da administragdo de inosina sobre o
imunoconteudo e fosforilacdo (ser-133) do fator de transcrigdo CREB,
imunoconteudo das proteinas sinapticas PSD95 e sinapsina I, bem como da
subunidade GluA1 do receptor glutamatérgico AMPA e A e A,, dos receptores
de adenosina. Nenhum dos tratamentos alterou a locomog¢@o dos animais no
TCA. Inosina administrada pela via intraperitoneal (i.p.) induziu um efeito anti-
imobilidade no TSC nas doses de 1 mg/kg ¢ 10 mg/kg. O efeito tipo-
antidepressivo de inosina foi abolido pelo pré-tratamento dos animais com
U0126 [inibidor de MEK, 5ug/sitio administrado pela via intracerebroventricular
(i.c.v.)], KN-62 (inibidor de CaMKII, 1pg/sitio, i.c.v.), H-89 (inibidor de PKA,
1pg/sitio, i.c.v.), wortmanina (inibidor de PI3K, 0,1pug/sitio, i.c.v.), rapamicina
(inibidor de mTORC1, 0,2nmol/sitio, i.c.v.), NMDA [agonista dos receptores
glutamatérgicos do tipo NMDA (NMDAR) 0,1pmol/sitio, i.c.v.] e D-serina (co-
agonista de NMDAR, 30ug/sitio, i.c.v.). Também foi observado um efeito tipo-
antidepressivo sinérgico entre doses sub-efetivas de inosina (0,1 mg/kg, i.p.) e
AR-A014418 (inibidor de GSK-3, 0,001 ng/sitio, i.c.v.), cetamina (antagonista
NMDAR, 0,1 mg/kg, i.p.) ou MK-801 (antagonista NMDAR, 0,001 mg/kg,
administrado por gavagem). Contudo, o pré-tratamento com DNQX (antagonista
dos receptores AMPA, 2,5 pg/sitio, i.c.v.), ndo alterou o efeito anti-imobilidade
de inosina (10 mg/kg, i.p.). No periodo de 24 h apds a administragdo de inosina
(10 mg/kg, i.p.) foi verificado um aumento de fosforilagdo de CREB no
hipocampo dos animais, sem alteragdes no imunocontetido de CREB nessa
estrutura, ou na fosforilagdo e imunocontetido no cortéx pré-frontal (CPF).
Também ndo foram verificadas alteragdes na fosforilagdo e imunocontetido de
CREB no CPF e hipocampo 30 minutos apds a administragdo de inosina.
Adicionalmente, ndo foram encontradas alteragdes no imunocontetdo de PSD95,
GluAl, sinapsina I e dos receptores A e A,, de adenosina no hipocampo e CPF
30 min e 24 horas ap6s a administragdo de inosina. Esses resultados demonstram
o envolvimento da inibicdo de NMDAR e GSK-3f e da ativagdo de MEK/ERK



1/2, CaMKII, PKA, PI3K/AKT e mTORCI1 no efeito tipo-antidepressivo de
inosina. Notavelmente, uma tUnica dose de inosina foi capaz de induzir um
aumento na fosforilagdo de CREB no hipocampo. Outro objetivo desse trabalho
envolveu o estudo do potencial neuroprotetor da inosina contra a morte celular
induzida por metilmercurio (MeHg) em cultura primaria de astrocitos corticais
provenientes de ratos neonatos. O co-tratamento com inosina (50-1000pM) e
MeHg (5 uM) por 6 h preveniu a redugdo na viabilidade celular induzido por esse
toxicante, avaliada pelo método de redugdo do MTT. Nao foram verificados
efeitos protetores apds o co-tratamento por 24 h, mas foi observado um efeito
protetor apds o pré-tratamento com inosina (50-1000uM) por 24 h seguido do
co-tratamento com inosina nas mesmas concentracdes ¢ MeHg (5 uM) por 24 h
adicionais. O tratamento das culturas celulares com inosina (500 uM) por 6 h,
também preveniu o aumento na geragdo de espécies reativas de oxigénio
induzidos por MeHg (5 uM) avaliado pela sonda H,DCFDA. Contudo, ndo foram
verificadas alteracdes nos niveis de glutationa total e reduzida induzidos pelos
tratamentos com inosina e/ou MeHg. O tratamento com inosina estimulou a
expressio do RNAm para NQO-1, Nrf2 ¢ BDNF além de aumentar o
imunoconteudo de Nrf2 no nticleo celular. Também foi verificado um aumento
transitorio na fosforilagio de AKT (ser-473) por inosina (500 uM), e o pré-
tratamento com wortmanina (1 pM) preveniu o efeito neuroprotetor de inosina
(500 uM) frente a neurotoxicidade do MeHg (5 uM). Nao foram verificadas
alteracdes na fosforilagdo de ERK1/2 apds o tratamento com inosina e o pré-
tratamento com U0126 (10 uM) ndo preveniu o efeito neuroprotetor dessa purina.
Adicionalmente, o efeito neuroprotetor de inosina (500 uM) foi prevenido pelo
pré-tratamento com MRS1523 (antagonista dos receptores A; de adenosina,
1uM), mas ndo foram verificadas alteragdes pelo pré-tratamento com PSB36,
(antagonista dos receptores A de adenosina, 10 nM) ou pelo pré-tratamento com
SCH58261, (antagonista dos receptores A, de adenosina, 100 nM). Assim, esses
resultados indicam que inosina pode exercer um efeito protetor contra a
toxicidade induzida por MeHg em astrdcitos, possivelmente ativando o receptor
Aj; de adenosina e a sinalizagdo de PI3K/AKT, além da ativagdo do fator de
transcricdo Nrf2. Em conjunto, os resultados desse trabalho demonstram novos
mecanismos moleculares referentes aos efeitos antidepressivos e neuroprotetores
de inosina, ressaltando a participagdo do sistema purinérgico em diferentes
processos no sistema nervoso central.

Palavras-chaves: Inosina, vias de sinalizacio, antidepressivo,
neuroprotecio, metilmercirio, astrécitos.



ABSTRACT

Inosine is an endogenous purinergic nucleoside formed by the adenosine
breakdown in a reaction catalyzed by the enzyme adenosine deaminase. It has
been reported antinociceptive, anti-inflammatory, neuroprotective, and
antidepressant effects for inosine that may occur through adenosine receptors
activation. However, there is little evidence regarding the signaling pathways and
others neurochemical mechanisms associated to the effects elicited by this
purine. The present study investigated the neurochemical mechanisms associated
to inosine antidepressant-like and neuroprotective effects. First, it was
investigated, in adult mice, the participation of intracellular signaling pathways
and glutamatergic receptors on the inosine antidepressant-like effect, evaluated
by tail suspension test (TST) and the locomotor activity was evaluated by the
open field test (OPT). Moreover, the effect of inosine administration in the
phosphorylation levels and imunocontent of the transcription factor CREB and
the imunocontent of synaptic proteins PSD95 and synapsin-I, as well as GluA1
subunit of AMPA receptor and A, and A,, adenosine receptors was also
evaluated. None of the treatments changed the locomotor activity in the OPT.
Inosine administered by the intraperitoneal route (i.p.) in the doses of 1 and 10
mg/kg induced an antidepressant-like effect in the TST. The anti-immobility
effect of inosine was prevented by pre-treatment of mice with U0126 [MEK
inhibitor, Spg/site administered by intracerebroventricular route (i.c.v.)], KN-62
(CaMKII inhibitor, 1pg/site, i.c.v.), H-89 (PKA inhibitor, 1pg/site, i.c.v.),
wortmanin (PI3K inhibitor, 0.1pg/site, i.c.v.), rapamycin (mTORCI inhibitor,
0.2 nmol/site, i.c.v.), NMDA [agonist of NMDA glutamatergic receptors
(NMDAR) 0.1 pmol/site, i.c.v.] and D-serine (NMDAR co-agonist, 30ug/site,
i.c.v.). It was also observed a synergic antidepressant-like effect elicited by sub-
effective doses of inosine (0.1mg/kg, i.p.) and AR-A014418 (GSK-3 inhibitor,
0.001pg/site, i.c.v.), ketamine (NMDAR antagonist, 0.1 mg/kg, i.p.), MK-801
(NMDAR antagonist, 0.001 mg/kg, administered by gavage). However, the pre-
treatment with DNQX (AMPA receptors antagonist, 2.5 pg/site, i.c.v.), did not
changed inosine antidepressant-like effect (10 mg/kg, i.p.). 24 h after inosine
administration (10 mg/kg, i.p.) an increase in CREB phosphorylation without
alterations in CREB imunocontent was found in mice hippocampus. No
alterations in CREB imunnocontent and phosphorylation were found 30 minutes
after the administration of inosine. Furthermore, the imunocontent of synaptic
proteins (PSD95, GluAl and synapsin-I), as well as A; and A,, adenosine
receptors, was not altered 30 min and 24 h after inosine administration. These
results suggest the participation of NMDAR and GSK-3p inhibition, and
MEK/ERK 1/2, CaMKII, PKA, PI3K/AKT and mTORCI1 activation in the
antidepressant-like effect of inosine in the TST. Moreover, a single
administration of inosine was able to induce an increase in CREB
phosphorylation in the hippocampus. Another aim of the study was to determine
the neuroprotective effect of inosine against methylmercury (MeHg) toxicity in



cortical astrocyte primary culture from newborn rats. The co-treatment with
inosine (50-1000uM) and MeHg (5 uM) for 6 h prevented the decrease in cell
viability induced by MeHg. No protection was observed after the co-treatment
with inosine (50-1000uM) and MeHg (5 uM) for 24 h, but a neuroprotective
effect, assessed by MTT reduction method, was observed after inosine pre-
treatment (50-1000uM) for 24 h followed by co-treatment with inosine (in the
same concentrations) and MeHg (5 uM) for additional 24 h. Inosine (500 uM)
prevented the increase in the oxygen reactive species generation (evaluated by
H,DCFDA probe) induced by MeHg (5 uM) for 6 hours, but no changes in the
reduced and total glutathione levels were observed. Inosine treatment (500 uM)
also induced an increase in NQO-1, Nrf2, BDNF mRNA expression and Nrf2
immunocontent in cell nucleus. It was also observed a transient increase in AKT
(ser-473) phosphorylation induced by this purine, and wortmanin pre-treatment
(1 uM) prevented the inosine neuroprotective effect. No alterations were
observed in ERK 1/2 phosphorylation after the treatment with inosine and the
neuroprotective effect of this purine was not prevented by the pre-treatment with
U0126 (10 uM). Additionally, the neuroprotection elicited by inosine was
prevented by MRS1523 (A; adenosine receptor antagonist, 1uM), but no changes
were observed after the pre-treatment with PSB36 (A, adenosine receptor
antagonist, 10 nM) nor SCH58261 (A, adenosine receptor antagonist). These
results indicated that inosine induced a neuroprotective effect against MeHg in
astrocytes that may occur by Az adenosine receptor and PI3K/AKT activation,
and this purine can also activate Nrf2. Taken together, our results showed new
mechanisms for inosine antidepressant and neuroprotective effects, reinforcing
the participation of the purinergic system in various processes in the central
nervous system.

Keywords: Inosine, signaling pathways, antidepressant, neuroprotection,
methylmercury, astrocytes
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1 Introdugdo
1.1 Sistema Purinérgico

O sistema purinérgico compreende um complexo sistema
envolvendo os nucleotideos e nucleosideos derivados da adenina e
guanina, seus transportadores, receptores de membrana e proteinas
envolvidas no seu metabolismo e interconversdo (SCHMIDT, LARA e
SOUZA, 2007; DI LIBERTO et al., 2016). Este sistema esta envolvido
na modulacdo de diversas fun¢des fisiologicas como a regulagdo do sono,
comportamento locomotor, memoria, cogni¢do, neuroprote¢do, dor e
humor, o que representa um potencial alvo terapéutico para a modulagdo
farmacolégica (SAWYNOK e REID, 1997; RALEVIC e BURNSTOCK,
1998; DUNWIDDIE ¢ MASINO, 2001; RIBEIRO, SEBASTIAO ¢ DE
MENDONCA, 2002; BLUM et al., 2003; CUNHA, R. A. et al., 2008;
TAKAHASHI, PAMPLONA ¢ PREDIGER, 2008; POPOLI e PEPPONI,
2012; KASTER et al., 2013; NOGUCHI et al., 2013).

Atualmente, os efetores mais estudados do sistema purinérgico
sdo o trifosfato de adenosina (ATP) e a adenosina, que se interconvertem
na dependéncia de diferentes enzimas. As NTPDases (nucleosideo
trifosfato difosfoidrolases) sdo capazes de promover a hidrolise de
nucleotideos trifosfatados e difosfatados em nucleotideos monofosfatado,
enquanto a adenilato cinase ¢ responsavel pela conversio de AMP em
ATP. Adicionalmente, o ADP pode ser hidrolisado pela enzima ecto-
ADPase. Por sua vez, a hidrélise de nucleotideos monofosfatados, como
no caso do monofosfato de adenosina (AMP) formando adenosina, ¢
catalisada pela enzima 5 -nucleotidase, enquanto a conversdo de
adenosina em AMP ¢ catalisada pela enzima adenosina cinase. O ATP no
espaco extracelular também pode ser decorrente da liberagdo por
exocitose de vesiculas contendo esse nucleotideo, ou através de
transportadores e canais na membrana celular, podendo ativar os
receptores purinérgicos do tipo P2 (subtipos: P2X e P2Y) (HAYDON,
2012; ZIMMERMANN, ZEBISCH e STRATER, 2012; DIAS et al,,
2013).

Como mencionado anteriormente, a formagao de adenosina pode
ocorrer pela acdo da enzima 5'-nucleotidase sendo esta via dependente
das concentracdes de AMP, que por sua vez esta intimamente relacionado
ao nivel energético da célula (HAYDON, 2012; DIAS et al., 2013). A
adenosina também pode ser formada no espago intracelular por uma via
alternativa relacionada a clivagem da S-adenosilhomocisteina pela
enzima S-adenosilhomocisteina hidrolase, sendo o equilibrio dessa reagado
dependente das concentragdes de S-adenosilhomocisteina, adenosina e
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homocisteina (LLOYD e SCHRADER, 1993). Adicionalmente, o
transporte de adenosina (e outros nucleosideos) entre os espagos
intracelular e extracelular pode ocorrer principalmente por meio dos
transportadores bidirecionais de nucleosideos equilibrativos (ENTs, que
transportam adenosina de acordo com o gradiente de concentrag@o dessa
purina) ou dos transportadores unidirecionais concentrativos (CNTs que
utilizam o gradiente de s6dio como for¢ca motriz para o importe de
adenosina), contribuindo na modulagdo dos niveis de adenosina entre os
espacos extra e intracelular (PARKINSON et al, 2011). No espago
extracelular, adenosina pode se ligar e ativar os receptores purinérgicos
do tipo P1, denominados receptores Ay, Aza, Asg € Az (DIAS et al., 2013;
CHEN, LEE e CHERN, 2014). Por fim, adenosina pode ser convertida
em inosina sob a¢do da enzima adenosina deaminase (ADA). O valor de
Km para a enzima ADA no cérebro ¢ estimado entre 17-45 uM, enquanto
o Km para a enzima adenina cinase ¢ em torno de 2 uM. Uma vez que a
concentracdo basal de adenosina ¢ em torno de 10-50 nM, em situagdes
fisiologicas o principal destino metabolico da adenosina envolve a sua
fosforilacao e formag¢do de AMP (LATINI e PEDATA, 2001).

1.2 Inosina

A inosina ¢ um nucleosideo do sistema purinérgico, originado a
partir da adenosina numa reagdo catalisada pela enzima ADA, tanto no
meio intracelular quanto no extracelular. Adicionalmente, a inosina
também pode ser formada a partir de inosina-monofosfato (IMP), através
da reacdo catalisada pela enzima S5'nucleotidase. Em situa¢des como
hipoxia e isquemia, os niveis de adenosina podem aumentar
drasticamente no espago intracelular (até 50 vezes), favorecendo a
conversdo de adenosina para inosina. O transporte de inosina entre 0 meio
extracelular e o meio intracelular ocorre através dos transportadores
bidirecionais equilibrativos de nucleosideos ENT1, ENT2 ¢ ENT3 (com
Km de 0,005 mM), e dos transportadores concentrativos CNT2 (com Km
de 0,005 mM) e CNT3 (com Km de 0,053 mM) (PARKINSON et al.,
2011). No espaco intracelular, inosina sob agfo da enzima purina
nucleosideo fosforilase forma ribose-1-fosfato e hipoxantina.
Hipoxantina por sua vez ¢ metabolizada em xantina e acido urico sob agdo
da enzima xantina oxidase, sendo o acido urico o produto final da via e
direcionado para excre¢do do organismo através da urina. A figura 1
representa de maneira esquematica as principais reagdes envolvidas no
metabolismo de inosina (BARANKIEWICZ e COHEN, 1985; HASKO,
SITKOVSKY e SZABO, 2004; HAYDON, 2012).
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Adenosina —— > (_Inosina
Adenosina

deaminase Transportador

Extracelular de nucleosideos

Intracelular

Adenosina ——— > ( Inosina | <——— |IMP
Adenosina 5'nucleotidase

deaminase
*_J Purina nucleosideo

Ribose-1-fosfato fosforilase
Hipoxantina

Xantina
oxidase

Xantina

Xantina
oxidase

Acido urico
Figura 1. Metabolismo de inosina. A enzima adenosina deaminase converte
adenosina para inosina tanto no espago extracelular quanto no intracelular.
Adenosina ou inosina sdo transportadas entre os espagos extra e intracelular
através dos transportadores de nucleosideos. No espago intracelular, inosina pode
ser metabolizada levando a formacgdo de acido trico. Adaptado de HASKO,
SITKOVSKY e SZABO, (2004).

A concentragdo basal plasmatica de inosina € estimada em torno de
5,07 uM (ALI-SISTO et al., 2016), enquanto no cérebro a concentragdo
média de inosina é 75 pmol/mg de tecido (KOVACS et al., 2009). Em
situagdes de dano celular como hipoxia, a concentracdo de inosina pode
aumentar drasticamente, chegando a niveis superiores a ImM (JUHASZ-
NAGY e AVIADO, 1977; JABS, NEGLEN e EKLOF, 1995; HASKO et
al., 2000).

1.3 Efeitos biologicos da inosina

Originalmente acreditava-se que a inosina representava apenas
um metabdlito da adenosina incapaz de exercer algum efeito bioldgico.
Contudo, a partir década de 1960 foi demonstrado que essa purina pode
exercer efeitos bioldgicos no tecido hepatico e sistema cardiovascular
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(CARMINATI, 1963; TINCANI e TRALDI, 1963; CORSINI, GRAZIA
e MEI, 1964; JUHASZ-NAGY e AVIADO, 1977; AVIADO, 1978).

Atualmente diversos estudos na literatura demonstram que
inosina apresenta um importante efeito anti-inflamatdrio via ativagdo de
receptores de adenosina e inibicdo da producdo de citocinas pro-
inflamatérias como o fator de necrose tumoral alfa, interleucinas,
interferon gama e reducdo da ativacdo de neutrofilos (HASKO et al.,
2000; MARTON et al., 2001; GOMEZ e SITKOVSKY, 2003).

No sistema nervoso central (SNC), inosina emerge como uma
molécula com potencialidade de exercer atividade neuroprotetora.
Estudos clinicos sugerem que ela pode ser util no tratamento da esclerose
multipla e doenga de Parkinson, além do tratamento cronico com inosina
ndo apresentar efeitos colaterais significativos (MARKOWITZ et al.,
2009; SCHWARZSCHILD et al, 2013; CIPRIANI, BAKSHI e
SCHWARZSCHILD, 2014). Foi demonstrado ainda que inosina induz
respostas neuroprotetoras e tréficas em neurdnios e astrocitos submetidos
a hipoxia e privagdo de oxigénio e glicose (HAUN et al., 1996) além de
promover o crescimento axonal in vitro e in vivo (HAUN et al., 1996;
BENOWITZ et al., 1999; BENOWITZ, GOLDBERG e IRWIN, 2002;
MUTO et al., 2014). Adicionalmente foi verificado que inosina protegeu
as células contra a morte celular in vitro, além de atenuar o dano oxidativo
causado pelo tratamento com perdxido de hidrogénio (CIPRIANI,
BAKSHI ¢ SCHWARZSCHILD, 2014). A administragdo cronica de
inosina preveniu as alteracdes comportamentais e bioquimicas induzidos
por um modelo animal de esclerose multipla JUNQUEIRA et al., 2016),
além do efeito antinociceptivo de inosina também ja ter sido demonstrado
(NASCIMENTO et al., 2010; MACEDO-JUNIOR et al, 2012,
NASCIMENTO et al., 2014). Inosina também foi capaz de exercer um
efeito tipo-antidepressivo em modelos de desespero comportamental e em
modelos de estresse cronico em camundongos (KASTER et al., 2013;
MUTO et al., 2014). A administragdo intracerebroventricular (i.c.v.) de
inosina preveniu os danos causados pela isquemia cerebral em ratos,
diminuiu respostas eletrofisioldgicas glutamatérgicas pos-sinapticas
(SHEN et al., 2005), além de exibir atividade anticonvulsivante em
camundongos (GANZELLA et al., 2011).

Os mecanismos moleculares associados aos efeitos de inosina
ainda ndo estdo totalmente elucidados. O tratamento com inosina em seres
humanos foi responsavel por causar um aumento na concentragdo
plasmatica de acido urico, o que poderia estar relacionado com os efeitos
protetores dessa purina no tratamento da doenga de Parkinson
(SCHWARZSCHILD et al., 2013; BHATTACHARYYA et al., 2016).
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Adicionalmente, alguns estudos sugerem que inosina pode promover o
crescimento de axdnios através da ativagdo da proteina intracelular GAP-
43 (BENOWITZ et al., 1999; BENOWITZ, GOLDBERG e IRWIN,
2002), ou interagir com receptores GABA (YAROM et al., 1998). Até o
momento ndo foi descrito um receptor especifico para inosina ou possivel
interagdo dessa purina com receptores purinérgicos do tipo P2, contudo,
um conjunto significativo de evidéncias tem indicado o papel dos
receptores purinérgicos do tipo P1 (receptores de adenosina), nos efeitos
biologicos dessa purina. Estes receptores quando ativados podem
desencadear a ativagdo de vias de sinalizagdo celular relacionadas a
diferentes processos celulares como, neuroprotecdo e neuroplasticidade
(CHEN, LEE e CHERN, 2014).

1.4  Inosina como agonista dos receptores de adenosina.

Uma série de evidéncias na literatura indicam uma interagdo ¢
ativacdo de receptores de adenosina pela inosina, principalmente os
receptores A; Aja e Aj. Até o momento ndo existem dados sélidos
relacionando a ativacdo de receptores Ajg por inosina, sendo que alguns
trabalhos sugerem que essa purina ndo ¢ capaz de modular esses
receptores (FREDHOLM et al., 2001; DA ROCHA LAPA et al., 2013).

A inosina pode ser considerada um agonista dos receptores A; e
Ajz com valores de EC50 de 290 uM ¢ 0,25 uM respectivamente. Também
jé foi demonstrado que inosina pode exercer uma atividade agonista em
receptores Ay (WELIHINDA et al., 2016). Neste sentido, uma série de
trabalhos tem demonstrado que a ativagdo de receptores de adenosina por
inosina € essencial para os efeitos dessa purina (JIN et al., 1997; GAO et
al., 2001; GOMEZ e SITKOVSKY, 2003; SHEN et al., 2005;
NASCIMENTO et al., 2010; KASTER et al., 2013; KURICOVA et al.,
2014; NASCIMENTO et al., 2014; WELIHINDA et al., 2016). Contudo,
existem poucas evidéncias na literatura entre a relacdo dos efeitos
biologicos de inosina e a modulagdo de diferentes sinais intracelulares
decorrentes da ativacdo desses receptores por essa purina.

1.4.1 Receptor A,

O receptor A; ¢ amplamente distribuido no SNC, em regides como
o cerebelo, cortex cerebral, hipocampo, talamo, medula espinhal, tronco
encefalico e bulbo olfatorio (DIXON et al., 1996; CARRUTHERS et al.,
2001; SAWYNOK e LIU, 2003; SCHULTE e FREDHOLM, 2003).
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Os receptores A; sdo classicamente associados a sua atividade
inibitoria. A ativagdo pré-sinaptica desses receptores inibe a liberacdo de
neurotransmissores, enquanto a ativacdo pos-sinaptica hiperpolariza a
célula (GESSI et al., 2011; CHEN, LEE e CHERN, 2014). A ativagdo
desses receptores € responsavel pelos efeitos ansiolitico,
anticonvulsivante, sedativo e analgésico de adenosina. A ativacdo de A,
também pode modular a neurotransmissdo glutamatérgica, uma vez que a
ativagdo pré e pos-sinaptica desses receptores diminui a liberagdo de
glutamato e hiperpolariza a membrana celular, inibindo os receptores
NMDA. (DE MENDONCA e RIBEIRO, 2000; DE MENDONCA,
SEBASTIAO e RIBEIRO, 2000; RIBEIRO, SEBASTIAO e DE
MENDONCA, 2002).

A sinalizagdo desencadeada pela ativacdo do receptor A; esta
representada de maneira esquemadtica na figura 2. Esse receptor ¢
acoplado a familia das proteinas Gi/o, sendo que alguns de seus efeitos
biolégicos se devem a inibigdo da formagdo de AMP-ciclico (AMPc)
(SAWYNOK e LIU, 2003; BURNSTOCK, FREDHOLM e
VERKHRATSKY, 2011). As subunidades beta ¢ gama da proteina G
acoplada ao A;, quando ativadas induzem ativa¢do da fosfolipase C
(PLC), levando a formagdo de diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5
trifosfato (IP3), induzindo um aumento dos niveis intracelulares de Ca*".
O aumento da concentragdo intracelular de Ca*" facilita a ativacdo de
algumas enzimas como PKC, fosfolipase D (PLD), fosfolipase A2
(PLAZ2) entre outras. A ativacdo de A; também causa ativacao da proteina
cinase ativada por mitégeno (MAPK), especificamente ERK1/ERK2
(SCHULTE e FREDHOLM, 2003; BOISON, CHEN e FREDHOLM,
2009). As proteinas ERK1/2 exercem agdes regulatorias sobre
mecanismos de proliferagio e diferenciacdo celular (THOMAS e
HUGANIR, 2004), e também participam de processos de memoria
hipocampal e da plasticidade sinaptica (SWEATT, 2004; THOMAS e
HUGANIR, 2004). ERK1/2 sdo translocadas do citosol para o nucleo,
onde via RSK (ribossomal 6 cinase) ativam fatores de transcrigdo como
CREB (elemento de resposta ao AMPc) regulando a transcrigdo génica.
Alguns estudos também indicam que a ativagdo do receptor A; pode
desencadear uma sinaliza¢do envolvendo PI3K/AKT (CHENG et al.,
2010; NAYAK, PRENTICE e MILTON, 2010; UMAPATHY et al.,
2013).
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Figura 2. Sinaliza¢ido desencadeada pela ativacido do receptor Al (A;R). A
ativacdo desses receptores leva inibigdo de adenilato ciclase (AC), diminuindo os
niveis de AMPc e atividade de PKA. Adicionalmente esses receptores podem
ativar a fosfolipase C (PLC) levando a produg@o de inositol-3-fosfato (IP3) e
diacilglicerol (DAG) que podem mobilizar as reservas intracelulares de célcio e
ativar a proteina cinase C (PKC). A ativagdo de A1R também pode regular a
atividade de ERK 1/2 e modular canais de calcio de potassio. Adaptado de CHEN,
LEEN ¢ CHERN (2014)

Ja foi descrito o envolvimento dos receptores A; no efeito
antinociceptivo de inosina (NASCIMENTO et al, 2014). O efeito
antinociceptivo de inosina em camundongos observado através do teste
da formalina foi abolido pelo tratamento com DPCPX (antagonista
seletivo de receptores A)), indicando a ativagdo desse receptor nesses
efeitos. O tratamento com inosina ndo induziu antinocicepg¢@o tanto em
animais knockout para os receptores A; ou em animais que tiveram a
expressao reduzida desse receptor (através do tratamento com
oligonucleotideos antisense). Adicionalmente, resultados do teste de
ligagdo competitiva usando o antagonista de receptores A; marcado
radiotivamente (3H—DPCPX), demonstraram que inosina se liga com
receptores de adenosina com alta afinidade. Inosina foi capaz de deslocar
a ligagdo de *H-DPCPX nos receptores de adenosina em amostra de
cérebro de camundongos de maneira similar a adenosina [valor de Ki para
inosina: 5,9 nM (1,5-23,7); valor de Ki para adenosina 18,9 nM (2,8-
127,2)] (NASCIMENTO et al., 2014). De maneira conjunta esses
resultados indicam que inosina ¢ capaz de se ligar e ativar receptores A;.
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1.4.2 Receptor Asa

A expressio do receptor A4 de adenosina no sistema nervoso, ocorre
principalmente em regides como o putamen, nucleo acumbens, ou em
neurdnios sensoriais primarios. Este receptor também pode ser expresso
em outras regides cerebrais como o cortex e o hipocampo (DIXON et al.,
1996; RALEVIC e BURNSTOCK, 1998; CARRUTHERS et al., 2001).
A ativagdo dos receptores A, pode modular a transmissdo glutamatérgica
de maneira diversa, causando um aumento na liberagdo de glutamato e
ativagdo de receptores NMDA. (DE MENDONCA e RIBEIRO, 2000; DE
MENDONCA, SEBASTIAO e RIBEIRO, 2000; RIBEIRO,
SEBASTIAO e DE MENDONCA, 2002). Porém, ja foi demonstrado que
esse receptor pode causar efeitos inibitorios relacionados a inativagao de
receptores NMDA em neur6nios estriatais (GEREVICH, WIRKNER e
ILLES, 2002).

Asa € acoplado a proteinas Gs levando a ativagdo da adenilato
ciclase e consequentemente o aumento da produgdo de AMPc que pode
induzir a ativagdo da proteina cinase A (PKA). Entdo, a PKA se torna
capaz de alvos intracelulares como por exemplo os canais de Ca2+, canais
e K" (FREDHOLM, CUNHA e SVENNINGSSON, 2003; CUNHA, R.
A. et al., 2008; BURNSTOCK, FREDHOLM e VERKHRATSKY,
2011). A ativagdo de PKA também ¢é capaz de fosforilar e ativar CREB.
A ativagdo de CREB por sua vez leva a transcri¢do de varios genes,
muitos deles associados a neuroprotecdo, a neuroplasticidade e a agéo
antidepressiva, como o BDNF (CASTREN e RANTAMAKI, 2010). A
ativagdo de PKA também pode conduzir a ativagdo de ERK/1,2
(SCHULTE e FREDHOLM, 2003). Adicionalmente, foi demonstrado em
células PC12 que a ativagao do receptor A, pode levar a ativagdo de uma
isoforma de PKC (nPKC) que regula negativamente adenilato ciclase.
Esse efeito inibitorio esta relacionado com a terminagdo da producdo de
AMPc, proporcionado um controle estrito na produgdo desse segundo
mensageiro pelo receptor A,a (LAI et al., 1997). Por fim a ativagdo de
proteina cinase 2 de GPCRs (GRK2) promove a fosforilagdo e
recrutamento por [-arrestina, que conduzem & internalizacdo deste
receptor (CHEN, LEE e CHERN, 2014). A figura 3 exemplifica de
maneira esquematica os mecanismos de sinalizagdo celular
desencadeados pela ativagdo do receptor Ay de adenosina.
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Figura 3. Sinalizacio desencadeada pela ativagdo do receptor A,, (A24aR). A
ativacdo desses receptores leva a ativacio de adenilato ciclase (AC), aumentando
os niveis de AMPc e atividade de PKA, levando a fosforilagdo de CREB. Esses
receptores também podem regular a atividade de ERK 1/2. A fosforilagdo desses
receptores pela proteina cinase 2 de GPCR (GRK-2) leva ao recrutamento por 3-
arrestin e internalizagdo do receptor. Adaptado de CHEN, LEEN e CHERN
(2014).

Também foi demostrado por Welihinda et al (2016) que inosina
pode atuar como agonista dos receptores Ajx. A ativagdo desses
receptores por inosina em células CHO-K1 pode levar a formagdo de
AMPc (ECsp = 300,7uM) e aumentar a fosforilagdo de ERK 1/2 (ECsy =
89,38uM). Resultados de ensaios de ligagdo em equilibrio indicaram a
habilidade de inosina de reduzir a ligagdo de um agonista A, marcado
radiotivamente (*H-CGGS 21680). Através de estudos com mutagdo
sitio-dirigida e predi¢do da estrutura cristalografica do receptor A4 em
humanos, foi concluido que o residuo Asn®™ & essencial para ativagao
desse receptor (LEBON et al., 2011), o que permitiu especular que
inosina pode interagir com o receptor A, através de uma ligacdo de
hidrogénio entre o N’ do anel de adenina de inosina com o residuo Asn>”’
na regido agonista do receptor (WELIHINDA et al., 2016).
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1.4.3 Receptor Aj

Os receptores Az sdo expressos de maneira difusa no SNC e
possuem uma afinidade por adenosina semelhante aos receptores Aj,
porém sdo expressos em baixa quantidade no SNC (ARMSTRONG e
GANOTE, 1994). Contudo, a delegdo genética desse receptor indicou o
envolvimento de Aj; em diferentes processos como fungdo motora,
sobrevivéncia celular e processamento da dor (FEDOROVA et al., 2003;
CHEN, LEE e CHERN, 2014). A sinaliza¢do desencadeada pela ativagdo
do receptor Aj esta representada de maneira esquematica na figura 4. A
ativacdo desse receptor leva a inibi¢do da adenilato ciclase e ativagdo da
PLC, IP3, DAG, PKC. Além disso, assim como outros receptores
adenosinérgicos, o receptor As pode ativar a via das MAPK (JUHASZ-
NAGY e AVIADO, 1977; AVIADO, 1978), principalmente ERK1/2
(ARMSTRONG e GANOTE, 1994; ABBRACCHIO et al., 1995;
PALMER, BENOVIC e STILES, 1995). O receptor As também esta
envolvido na ativagdo da via da PI3K/AKT, que estd implicada em
sobrevivéncia neuronal, uma vez que proteinas pro-apoptoticas como
BAD ¢ membros da familia dos fatores de transcri¢do “forkhead” como
FOXO sio inibidos pela fosforilagio AKT-dependente. AKT também
pode fosforilar e inativar GSK-3P, sendo essa inibi¢cdo associada a
respostas neuroprotetoras e antidepressivas (KAIDANOVICH-BEILIN
et al., 2012). Assim como 0s outros receptores, o recrutamento do
receptor Aj por B-arrestina promove a sua internalizagdo.
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Figura 4 .Sinalizacio desencadeada pela ativacio do receptor A; (A3;R). A
ativacdo desses receptores leva a inibicdo de adenilato ciclase (AC), diminuindo
os niveis de AMPc e atividade de PKA. Adicionalmente, esses receptores podem
ativar a fosfolipase C (PLC) levando a produg@o de inositol-3-fosfato (IP3) e
diacilglicerol (DAG) que podem mobilizar as reservas intracelulares de célcio e
ativar a proteina cinase C (PKC). A;R também podem modular a ativagdo de
PI3K/AKT. Adaptado de CHEN, LEEN e CHERN (2014).

Algumas evidéncias na literatura suportam a hipotese de que
inosina pode ativar os receptores Aj. O efeito neuroprotetor da inosina in
vivo contra a isquemia cerebral foi abolido pelo tratamento com
MRS1191, antagonista seletivo dos receptores Ajz (SHEN et al., 2005).
Inosina compete com o agonista A3 ([ ]N -aminobenziladenosina) para
a ligacdo com esse receptor (ICsp 25+6 uM), além de o tratamento com
inosina (10-50 uM) ser capaz de ativar esses receptores em diferentes
tipos celulares (JIN et al., 1997).
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2 Justificativa

A modulagdo do sistema purinérgico pode estar envolvida em
diversos processos no SNC, sendo a sua modulacdo um importante alvo
para o tratamento de doencas neurodegenerativas e transtornos
psiquiatricos (ORTIZ et al., 2014; BURNSTOCK, 2016). Os receptores
de adenosina que podem ser ativados por inosina sdo capazes de modular
uma complexa sinalizagdo intracelular que pode conduzir a respostas
neuroprotetoras, neurotroficas e de plasticidade sinaptica, além de
estarem envolvidos na modulagio de outros sistemas de
neurotransmissdo, como o sistema glutamatérgico (GESSI et al., 2011;
CHEN, LEE e CHERN, 2014). A inosina é um nucleosideo endégeno
formada a partir da adenosina, que foi considerada por muito tempo um
metabolito sem funcdo bioldgica. Contudo, nos ultimos anos um
crescente conjunto de evidéncias vem indicando o papel biologico dessa
purina, destacando que inosina pode ativar receptores de adenosina e
desencadear uma série de respostas como efeitos neuroprotetores,
antidepressivos e anticonvulsivantes (HASKO, SITKOVSKY e SZABO,
2004; SHEN et al.,2005; KASTER et al., 2013). Adicionalmente, estudos
clinicos t€ém mostrado o potencial terapéutico dessa purina no tratamento
de doengas neurodegenerativas, sem a ocorréncia de efeitos colaterais
significativos (MARKOWITZ et al., 2009; SCHWARZSCHILD et al.,
2013; CIPRIANI, BAKSHI e SCHWARZSCHILD, 2014).

Apesar de um consideravel niimero de trabalhos destacarem o
potencial da inosina na ativagdo de receptores adenosinérgicos, existem
poucas evidéncias das vias de sinaliza¢do que podem ser desencadeadas
por essa ativagdo, e a relacdo desses eventos com os efeitos biologicos de
inosina. Ja foi demonstrado que a inosina pode exercer um efeito tipo-
antidepressivo em camundongos, sendo esse efeito dependente da
ativacdo de receptores A; e Ayx de adenosina (KASTER et al., 2013).
Contudo, os mecanismos de sinalizagdo intracelular envolvidos no efeito
antidepressivo da inosina ainda ndo foram demonstrados na literatura.
Além disso, alguns trabalhos sugerem uma possivel atividade inibitoria
da inosina em relagdo ao sistema glutamatérgico (SHEN et al., 2005;
GANZELLA et al., 2011), sendo que o sistema glutamatérgico ¢ um
importante alvo na busca de novos fairmacos com ag@o antidepressiva.
Dessa forma, o estudo dos mecanismos neuroquimicos envolvidos no
efeito antidepressivo da inosina contribuem para o entendimento do
envolvimento do sistema purinérgico na etiologia da depressdo e
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futuramente no desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas para
o tratamento dessa doenga.

Neste contexto, alguns trabalhos também sugerem que inosina
pode exercer um efeito neuroprotetor in vitro (HASKO, SITKOVSKY e
SZABO, 2004). Dessa maneira o estudo dos mecanismos envolvidos
nesses efeitos pode fornecer novos dados relacionados aos mecanismos
da acdo dessa purina na modulagdo do sistema purinérgico e vias de
sinalizagdo intracelular. Nesse sentido, o estudo do papel protetor de
inosina contra a neurotoxicidade do MeHg, um toxicante que induz um
marcante dano oxidativo, pode fornecer uma nova estratégia no
tratamento dessas intoxicagdes, além de indicar o potencial terap€utico de
inosina no tratamento de outras neuropatologias com base fisiopatologica
similar.
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3 Objetivos
3.1  Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo geral identificar os
mecanismos neuroquimicos relacionados ao efeito tipo-antidepressivo da
inosina, incluindo a participagdo do sistema glutamatérgico e a
modulacdo de diferentes enzimas de sinalizagdo intracelular. Além disso,
buscou avaliar o potencial neuroprotetor de inosina contra a
neurotoxicidade induzida pelo metilmercurio (MeHg) e os principais
mecanismos associados a este efeito.

Neste sentido, o presente trabalho foi dividido em dois capitulos:
um primeiro destinado aos estudos referentes aos mecanismos
relacionados ao efeito tipo-antidepressivo de inosina em camundongos;
um segundo relacionado ao potencial efeito neuroprotetor de inosina in
vitro frente a toxicidade induzida pelo MeHg em cultura primaria de
astrocitos. Cada capitulo contém uma breve introducdo, objetivos
especificos, bem como os resultados e discussdo pertinentes. Por fim, foi
apresentada uma breve conclusdo conjunta de ambos os capitulos, bem
como as principais perspectivas relacionadas a esse trabalho.
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Capitulo I — Mecanismos neuroquimicos associados ao efeito
tipo-antidepressivo de inosina.
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4.1 Introdugdo
4.1.1 Depressdao: Aspectos gerais

Dentre todos os transtornos de humor descritos até o momento, o
transtorno depressivo maior (que sera denominado depressdo nesse
trabalho) € apontado como o mais comum. A prevaléncia mundial deste
transtorno de humor é estimada entre 14 -17%, e cerca de 20% da
populagdo mundial pode apresentar pelo menos um episodio dessa doenca
ao longo da vida (SATTLER e ROTHSTEIN, 2007; GUSTAVSSON et
al., 2011; OLESEN et al., 2012; VIGO, THORNICROFT e ATUN,
2016). Além disso, estimativas da Organizagdo Mundial de Saude
apontam que em 2030 a depressao sera a principal causa de incapacitagdo
laboral (REDDY, 2010).

A depressio pode ser considerada uma doenga cronica,
recorrente e debilitante que diminui de maneira drastica a qualidade de
vida do individuo além de apresentar um consideravel risco de
mortalidade devido a possibilidade de suicidio (NESTLER et al., 2002;
KRISHNAN e NESTLER, 2008; ISOMETSA et al, 2015).
Adicionalmente, a depressdo pode ser considerada um fator de risco para
outras doengas ou apresentar comorbidade com doengas croénicas como
diabetes do tipo 2, doengas cardiovasculares e neurodegenerativas,
epilepsia, transtornos de ansiedade, entre outras (GREEN et al., 2003;
KESSLER et al., 2003; BROWN, VARGHESE ¢ MCEWEN, 2004;
RUSH et al., 2005; MENZA et al., 2009; KIM, SHIN e SONG, 2015).

Os principais sintomas da depressdo sdo o humor deprimido e
anedonia (prejuizo na capacidade de sentir prazer). Além desses sintomas,
normalmente sdo visualizadas outras alteragdes no paciente, como
mudancas no sono e apetite, déficits cognitivos, dificuldade de
concentragdo e até mesmo pensamentos de morte ou suicidio. Devido a
auséncia de biomarcadores para esses transtornos de humor, o diagndstico
¢ realizado apds uma avaliacdo clinica do paciente por um profissional
qualificado. Atualmente, o diagnostico da depressao ¢ realizado de acordo
com critérios clinicos presentes no Manual de Diagndstico e Estatistico
dos Distarbios Mentais (DSM-5) (Associacdo Americana de Psiquiatria,
2013). Para que o individuo seja diagnosticado com depressdo, deve ser
verificado que na maior parte de tempo durante um periodo de duas
semanas o paciente apresente humor deprimido ou anedonia, juntamente
com mais 4 dos sintomas listados na Tabela 1.
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Humor deprimido
Anedonia (perda de interesse ou prazer)

Perda ou ganho de peso
Insénia ou hipersonia
Retardo ou agitagdo psicomotora
Fadiga ou perda de energia
Sentimentos de culpa ou baixa autoestima
Diminui¢do da capacidade de concentragao
Pensamentos recorrentes de morte ou suicidio

Tabela 1. Sintomas para diagnéstico de depressio maior. Fonte: Manual de
Diagnostico e Estatistico dos Disturbios Mentais (Associacdo Americana de
Psiquiatria, 2013).

Uma série de evidéncias obtidas através de estudos de imagem
ou através de amostras poés-morte de pacientes diagnosticados com
depressao, tem sugerido a presenca de altera¢des em diferentes circuitos
neurais em variadas estruturas encefalicas como o cortéx pré-frontal
(CPF), cortex cingulado, nticleo accumbens, ganglios da base, amigdala,
hipocampo, estriado e talamo. (DREVETS, PRICE e FUREY, 2008;
KRISHNAN e NESTLER, 2008; SAVITZ e DREVETS, 2009; RUSSO
e NESTLER, 2013). Essas alteracdes podem modular uma grande
quantidade de circuitarias neurais envolvidas com as diferentes alteracdes
comportamentais associadas a esse transtorno de humor, o que pode ser
responsavel pela grande variedade de sintomas observados em diferentes
pacientes (SHELINE, 2000; DREVETS, 2001). Alguns autores sugerem
que a depressdo pode ser considerada uma doenca neurodegenerativa
leve, uma vez que ¢ observada uma atrofia neuronal e glial principalmente
no CPF e hipocampo de pacientes diagnosticados com esse transtorno
(DUMAN e VOLETI, 2012).

O CPF tem um papel importante no controle dos sistemas
cognitivo, de recompensa e experiéncia hedonica, além de estar associado
com a capacidade de orquestrar o pensamento ¢ agdo (MILLER e
COHEN, 2001; KRINGELBACH, 2005). Varios estudos tém
demonstrado a associagdo entre alteragdes no CPF em pacientes
deprimidos. Através de estudos de imagem, foi verificada uma
diminui¢do no fluxo sanguineo e no metabolismo da glicose no CPF de
individuos deprimidos (DREVETS, 2001; DREVETS, PRICE e FUREY,
2008). Adicionalmente, ja foi observado que em pacientes deprimidos
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pode ocorrer uma diminui¢do do volume da matéria cinzenta e da
conectividade global funcional nessa regido do cérebro (SHELINE, 2003;
MURROUGH et al., 2016). Esses achados levam a concluir que uma
diminui¢do de fun¢do do CPF pode estar associada a depressdo (HASLER
e NORTHOFF, 2011). Desta forma, estas alteracdes observadas podem
ser responsaveis por alguns sintomas observados em pacientes
deprimidos, tais como a responsividade exacerbada ao estresse e
diminuicdo na resposta hedonica (DREVETS, 2001; HASLER et al.,
2004; DREVETS, PRICE ¢ FUREY, 2008). Além do CPF, o hipocampo
¢ uma das estruturas mais estudadas com rela¢do aos transtornos de
humor, incluindo a depressdo. O hipocampo ¢ uma regido encefalica
associada a neurogénese no cérebro adulto, estd envolvido com
aprendizado e consolidacdo da memoria e é uma das regides encefalicas
com maior neuroplasticidade (BANNERMAN et al, 2004; DENG,
AIMONE e GAGE, 2010). O papel da neurogénese hipocampal na
resposta antidepressiva também tem sido destacado, principalmente no
efeito prolongado dos antidepressivos convencionais (NESTLER et al.,
2002). Adicionalmente, é observada uma diminui¢do no volume total e
da matéria cinzenta no hipocampo de pacientes deprimidos, o que pode
ser revertido através do tratamento com antidepressivos (SHELINE,
2011; ARNONE et al., 2013).

Por outro lado, outras regides cerebrais como a amigdala podem
apresentar hipertrofia (NESTLER et al., 2002). Dessa maneira, ¢ valido
mencionar que os resultados obtidos através dos estudos de imagem
encontram limitagdes técnicas e metodologicas, visto que normalmente
sdo feitos em grupos reduzidos de pacientes, o que dificulta as conclusdes
destes estudos.

Devido ao grande problema de satide publica que a depressio
representa, um grande esforco tem sido realizado para elucidar quais sdo
as bases biologicas associadas a esse transtorno, bem como para a busca
de novos tratamentos. Contudo, atualmente os mecanismos
neuroquimicos e as alteragdes morfofuncionais responsaveis por esse
transtorno de humor ainda néo estdo totalmente elucidados. A depressao
pode ser considerada uma doenga multifatorial, uma vez que alteracdes
celulares e moleculares podem interagir com fatores ambientais e fatores
genéticos, contribuindo na etiologia e progressdo da doenga. Cerca de 40-
50% dos casos parece ter a participacdo de algum componente genético
na fisiopatologia da doenga, e sabe-se que a ocorréncia de eventos
estressantes esta associada a esse transtorno (HENN e VOLLMAYR,
2005; MANN e CURRIER, 2010). Entretanto, outros fatores como
trauma na infancia, doenga fisica, e infecgdes virais podem também estar
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relacionados com o surgimento da depressdo (BERTON e NESTLER,
2006).
4.1.2  Hipotese monoaminérgica

A primeira hipdtese para explicar a etiologia da depressao foi
postulada na década de 1960, baseada principalmente nas seguintes
observacdes clinicas: (i) pacientes que utilizavam o anti-hipertensivo
reserpina - capaz de diminuir os niveis de monoaminas na fenda sinaptica
— apresentavam sintomas depressivos; (ii) o tratamento com iproniazida
[inibidores da enzima monoamino-oxidase (MAQO)] ou com inibidores da
recaptacdo de monoaminas (imipramina) eram capazes de promover um
efeito antidepressivo nos pacientes. Essas observagdes deram fundamento
para o surgimento da hipotese monoaminérgica da depressao (ilustrada de
maneira esquematica na figura 5), que postula que a depressao ¢ causada
por uma deficiéncia de monoaminas (serotonina, dopamina, norepinefrina
e epinefrina) na fenda sindptica (SCHILDKRAUT, 1965; CASTREN,
2005).
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Figura 5. Hipétese monoaminérgica da depressdo. (A): No encéfalo de
individuos sadios os neurotransmissores monoaminérgicos sao liberados e se
ligam a seus receptores especificos no neurdénio pos-sinaptico. (B): Segundo a
hip6tese monoaminérgica da depressdo, no encéfalo de individuos deprimidos a
concentragdo de monoaminas na fenda sinapticas esta diminuida, desencadeando
o transtorno. (C): O tratamento com farmacos antidepressivos monoaminérgicos
restabelece a concentragdo de monoaminas disponiveis na fenda sinéptica,
levando a uma melhora clinica do paciente. Fonte: Adaptado de Castrén (2005).
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Outro fator que tem reforcado a hipdétese monoaminérgica é o
fato de que grande parte dos medicamentos disponiveis para o tratamento
da depressdo sdo moduladores desse sistema. Esses farmacos incluem os
inibidores seletivos da recaptagdo de serotonina (ex: fluoxetina),
inibidores da recaptacdo de serotonina e norepinefrina (ex: venlafaxina),
inibidores da recapta¢do de norepinefrina e dopamina ex: bupropiona),
antidepressivos triciclicos, que inibem a recaptagdo de serotonina,
norepinefrina e dopamina (ex: imipramina) e inibidores da enzima MAO
(ex: iproniazida). (HILLHOUSE e PORTER, 2015). Apesar de
amplamente utilizados, a resposta terapéutica a estes medicamentos esta
longe da ideal. Estima-se que cerca de 60% dos pacientes ndo respondem
a primeira droga escolhida para o tratamento. Além disso, estes
medicamentos estdo associados a uma série de efeitos colaterais como
dores de cabega, ganho de peso, disfungdo sexual, entre outros
(NEMEROFF e OWENS, 2002; RUHE et al., 2011).

Ao longo dos anos alguns estudos trouxeram evidéncias que
poderiam contradizer a hipdtese monoaminérgica na neurobiologia da
depressdo. Enquanto antidepressivos s3o capazes de estimular a
neurotransmissdo monoaminérgica de maneira aguda, a melhora clinica
somente € observada semanas apds o inicio do tratamento (MANIJI et al.,
2003). Alguns autores relatam que a simples deple¢do de monoaminas em
individuos saudaveis nao € suficiente para induzir os sintomas associados
a depressao. (SALOMON et al., 1997). Adicionalmente, anfetaminas ou
drogas de abuso como a cocaina (drogas que sdo capazes de aumentar a
disponibilidade sinaptica de monoaminas) - ndo tem efeito antidepressivo
(HINDMARCH, 2001). Estes fatos indicam que outros sistemas neurais
e mecanismos bioquimicos estejam envolvidos na etiologia da depressdo
€ na resposta ao tratamento farmacoldgico com antidepressivos.

4.1.3 Hipotese neurotrofica

Devido as limitagdes da hipdtese monoaminérgica, varios
estudos tém buscado elucidar outros mecanismos que podem estar
relacionados com a neurobiologia da depressdo. Como ja mencionado,
varios estudos relacionam a depressdo com mudangas estruturais no
encélafo, como por exemplo, uma redugdo no volume do hipocampo
(SHELINE, 2003; ARNONE et al., 2013). Essa diminuigdo do volume
hipocampal pode estar relacionada em parte com aumento na morte de
neurdnios, retracdo de dendritos, ou pela diminui¢do da neurogénese
(CZEH e LUCASSEN, 2007). Além disso, essas alteragdes hipocampais
observadas em pacientes depressivos sdo revertidas pelo tratamento
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cronico com antidepressivos monoaminérgicos (CZEH e LUCASSEN,
2007; SHELINE, 2011).

A hipotese neurotrofica da depressao postula que o tratamento
cronico com antidepressivos induz alteragdes na neuroplasticidade celular
envolvendo modificagdes transcricionais e traducionais que regulam a
plasticidade molecular e celular, conforme ilustrado na figura 6
(PITTENGER et al., 2008; CASTREN ¢ RANTAMAKI, 2010). Dessa
maneira, ocorre uma reorganizagdo da sinalizac¢do intracelular que ira
convergir para alteragdes estruturais no tecido cerebral envolvendo a
reestruturagdo dendritica, aumento da neurogénese hipocampal e aumento
da sobrevivéncia celular (KEMPERMANN e KRONENBERG, 2003).
Nesse sentido, ja foi relatado que alteragdes hipocampais como a redugéo
da arborizagdo dendritica, induzidas pelo estresse podem ser revertidas
pelo tratamento farmacoldgico com antidepressivos (DUMAN, 2009).
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Figura 6. Hipotese neurotrofica da depressio. (A) Representacdo esquematica
de um neur6nio piramidal hipocampal de um individuo sadio, sofrendo regulagao
por diferentes tipos neuronais e pelo fator neurotréfico derivado do cérebro
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(BDNF). (B) Representagao esquematica de um neurénio piramidal hipocampal
de um individuo deprimido, com redugdo nos niveis de BDNF e ocorréncia de
atrofia dendritica. Essa redug¢do na expressio de BDNF pode ocorrer pelo
aumento de glicocorticdides durante uma situagdo de estresse, o que pode
interferir nos mecanismos transcricionais mediados pelo elemento de resposta ao
AMPc (CREB). (C) Representacdo esquematica de um neurdnio piramidal
hipocampal de um individuo deprimido apds o tratamento crénico com
antidepressivos que leva a uma redugdo na excitotoxicidade glutamatérgica,
aumento na atividade monoaminérgica, expressdo de BDNF e arborizagdo
dendritica dos neurdnios hipocampais. Adaptado de Nestler et al. (2002).

De acordo com a hipotese neurotrofica da depressdo, a
neurogénese hipocampal ¢ um dos fatores chaves para resposta
antidepressiva (SANTARELLI et al., 2003). O prejuizo na neurogénese
hipocampal, possivelmente relacionado com a depressdo, pode ser
atribuido a queda no suporte trofico, estimulado principalmente por
neurotrofinas. Esses fatores neurotroficos e de crescimento possuem um
papel critico na regulacdo da diferenciacdo, funcionamento e a
sobrevivéncia de novos neur6nios no hipocampo (HUANG e
REICHARDT, 2001; CASTREN e RANTAMAKI, 2010).

As neurotrofinas, especialmente o BDNF, tém sido apontadas
como uma das principais moléculas envolvidas na resposta
antidepressiva, além de apresentarem um papel fundamental na
modulacdo de diversas fungdes sinapticas como o estimulo a maturag@o,
nutrigdo, crescimento e integridade neuronal (PARK e POO, 2012). E
bem estabelecida na literatura a existéncia de uma relacdo direta entre o
BDNF e a neurobiologia da depressdo. Ja foi demonstrada uma
diminuicdo na concentragdo sérica de BDNF em pacientes deprimidos
(KAREGE et al., 2002). Analises pés-morte de pacientes previamente
diagnosticados com depressdo indicam uma diminui¢do na expressdo
dessa proteina no hipocampo e CPF quando comparado com individuos
sem transtornos de humor (KAREGE et al., 2005). Também ja foi
demonstrado através de analises pos-morte um aumento de BDNF no
hipocampo de pacientes deprimidos tratados com antidepressivos em
relacdo a pacientes deprimidos que ndo receberam tratamento (CHEN et
al., 2001). Adicionalmente, o tratamento com antidepressivos
(venlafexina, fluoxetina, imipramina) ou eletroconvulsoterapia em
roedores pode aumentar a expressdo de BDNF em diferentes regides
cerebarais como hipocampo, CPF e amigdala (CHEN et al., 2001; BALU
et al.,2008; LARSEN et al., 2008; LARSEN et al., 2010).

E importante ressaltar que a transcri¢io génica e tradugdo para
BDNF gera uma proteina precursora denominada pré-pro-BDNF que no
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reticulo de Golgi, ¢ clivada gerando uma proteina denominada pro-
BDNF. O pro-BDNF pode ser clivado gerando o BDNF maduro
(aproximadamente 14 kDa) ou secretado para o espaco extracelular e ser
alvo de proteases extracelulares que irdo cliva-lo formando o BDNF
maduro (LESSMANN, GOTTMANN e MALCANGIO, 2003; ADACHI
et al., 2014). Quando o BDNF maduro ¢ sintetizado e/ou liberado, ele
pode se ligar ao seu receptor do tipo tirosina cinase, denominado TrkB
(MALBERG, 2004). A sinalizacdo desencadeada por este receptor
envolve principalmente a ativagdo de Ras-Raf-ERK, PI3K/AKT, bem
como PLC ¢ PKC (REICHARDT, 2006; CHEN et al., 2007; CUNHA,
BRAMBILLA ¢ THOMAS, 2010; NUMAKAWA et al, 2010). A
ativacdo dessas cinases pode convergir para a fosforilagdo e
consequentemente ativagdo do fator de transcricio CREB que aumenta a
transcricdo de varios genes, incluindo o do proprio BDNF
(HASHIMOTO, SHIMIZU ¢ 1YO, 2004; MALBERG, 2004; TARDITO
et al.,2006; SCHMIDT e DUMAN, 2007; RACAGNI e POPOLI, 2008;
CUNHA, BRAMBILLA ¢ THOMAS, 2010).

4.1.4 Sinalizagdo celular e depressdo

O avango dos estudos relativos a neurobiologia da depressdo e
aos mecanismos associados a resposta antidepressiva vem indicando o
envolvimento de uma complexa modulagdo da sinalizagdo intracelular
nestes eventos. Tem sido sugerido que alteracdes nas cascatas de
sinalizagdo celular poderiam ser mediadores da vulnerabilidade a
depressdo (D'SA e DUMAN, 2002). Neste sentido, a sinalizagdo celular
envolvendo a transcricdio de BDNF e o efeito da ligacdo dessa
neurotrofina com seu receptor especifico TrkB, tem se destacado como
importantes mediadores neuroquimicos na neurobiologia da depressdo
(CASTREN ¢ RANTAMAKI, 2010; AUTRY ¢ MONTEGGIA, 2012).
As proteinas cinases sdo reguladoras chaves da transdugdo sinal
intracelular, incluindo modulagéo de receptores e alteragdes na expressao
génica. Ja foi demonstrado alteracdes na ativagdo e expressdo de enzimas
de sinalizacdo celular como ERK, AKT, PKA, CaMKII, e GSK-38 em
modelos animais de depressdo e em pacientes diagnosticados com essa
patologia (D'SA e DUMAN, 2002; ALMEIDA et al., 2006). Além disso,
a utilizag@o de inibidores dessas enzimas ¢ capaz de abolir o efeito tipo-
antidepressivo induzido pela administragio de alguns compostos dotados
de atividade antidepressiva em modelos animais como cloreto de zinco,
memantina ¢ creatina (ALMEIDA et al., 2006; CUNHA et al., 2014;
MANOSSO et al., 2015).
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As MAPKSs sdo um grupo de serina/treonina cinases ativadas por
fosforilacdo envolvidas na transducdo de sinal de uma série de estimulos
extracelulares como fatores de crescimento, toxinas, citocinas e estresse
ambiental (TIBBLES ¢ WOODGETT, 1999). A transducdo de sinal
mediada por MAPK pode culminar em uma variedade de respostas
celulares como proliferagdo, diferenciacdo celular ou inflamacdo e
apoptose (CHEN ¢ COBB, 2001; THOMAS ¢ HUGANIR, 2004). Dentre
as MAPKs, pode-se destacar a participagdo de ERK1/2 nos mecanismos
neuroquimicos da depressdo. A ativagcdo de ERK1/2 ocorre através da via
de sinalizagdo Ras-Raf-MEK, podendo regular processos celulares como:
reorganizagdo do citoesqueleto celular, proliferagdo, expressdo génica e
morte celular. No SNC, a ativagdo de ERK 1/2 esta envolvida em
processos de plasticidade sindptica como a indug¢do de potenciagdo de
longo prazo (LTP) e depressdo de longo prazo (LTD), aprendizado e
memoria (CHANG e KARIN, 2001; THOMAS ¢ HUGANIR, 2004).
Analises pos-morte do hipocampo e CPF de pacientes diagnosticados
com depressdo indicaram uma diminui¢do no conteido de ERK 1/2 e
aumento da MAPK fosfatase I (um regulador negativo dessa via) nestes
pacientes (DWIVEDI et al., 2001; DURIC et al., 2010). Em modelos
animais de depressdo induzidos pela administragdo sub-cronica de
corticosterona, as alteracdes comportamentais associadas ao fenotipo
depressivo estdo acompanhadas da redugdo da fosforilagdo de ERK 1/2
(GOURLEY et al., 2008). A inibi¢do da cascata de MEK/ERK pode
induzir um comportamento do tipo-depressivo, além de prevenir a a¢do
de alguns antidepressivos como desipramina, sertralina e cetamina
(DUMAN et al., 2007; REUS et al., 2014).

A ativagdo de diferentes receptores acoplados a proteina G
estimulatoria (ex: receptores serotoninérgicos, noradrenérgicos,
purinérgicos, entre outros) causa uma alteragdo conformacional na
subunidade alfa, fazendo com que esta se dissocie do dimero beta/gama e
ative a enzima adenilato ciclase. A ativagdo de adenilato ciclase leva a
formacdo de AMPc e consequente ativacdo de PKA. A ativagdo de PKA
pode estar envolvida no efeito de outros compostos com agédo
antidepressiva como memantina e zinco (ALMEIDA et al., 20006;
MANOSSO et al., 2015).

Além da ativacdo de PKA, pode-se destacar a ativagdo da calcio-
calmodulina cinase I (CaMKII) na neurobiologia da depressdo. Tem sido
demonstrado o importante papel da modulagdo de CaMKII na regulagdo
de varios eventos envolvendo a neuroplasticidade e fisiopatologia desse
transtorno de humor (DU et al., 2004). O tratamento com antidepressivos
estimula a fosforilagdo de CaMKII, além de inibidores dessa enzima
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prevenirem os efeitos de drogas antidepressivas (D'SA e DUMAN, 2002;
TIRABOSCHI et al., 2004).

A ativagdo da via da fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K)/AKT (ou
PKB) estd associada a regulacdo de varios processos celulares
relacionados ao metabolismo, apoptose, proliferagdo e neuroplasticidade.
As alteragdes em vias de sinalizagdo que regulam neuroplasticidade e
sobrevivéncia celular como PI3K/AKT, podem estar implicadas nos
mecanismos de varias doengas neuropsiquiatricas como a depressao, além
de fazer parte do mecanismo de acdo de compostos com agdo
antidepressiva. (BEAULIEU, 2012; MARSDEN, 2013; MANOSSO et
al.,2015; NEIS et al., 2016b). A ativacdo de AKT conduz a fosforilagdo
de varios alvos intracelulares, como por exemplo, a fosforilagdo no
residuo ser-9 e consequente inativagdo da enzima glicogénio-cinase-3[3
(GSK-3pB). A GSK-3p é uma serina/treonina cinase multifuncional capaz
de regular a sintese de glicogénio, transcricdo de genes, plasticidade
sinaptica e morte celular apoptdtica (JOPE, 2003; LI e JOPE, 2010;
KAIDANOVICH-BEILIN ef al., 2012). Além disso, GSK-3 tem um
papel importante no controle do comportamento, através da modulagdo
de diferentes alvos celulares como o fator de transcrigdo [B-catenina,
receptores  glutamatérgicos, e neurotransmissdo serotoninérgica
(BEAULIEU, GAINETDINOV e CARON, 2009). Antidepressivos como
fluoxetina e imipramina aumentam a fosforilagdo e consequente
inativagdo de GSK-3p (KAIDANOVICH-BEILIN et al., 2012). Além
disso, inibidores dessa enzima podem apresentar efeito tipo-
antidepressivo sinérgico com outros compostos antidepressivos como
acido folico, zinco, agmatina creatina e acido ascorbico (BUDNI et al.,
2012; MORETTI et al., 2013; CUNHA et al., 2015a; MANOSSO et al.,
2015; NEIS et al., 2016b).

Como demonstrado na figura 7 os sinais intracelulares
envolvendo a ativagdo de PKA, CaMKII, ERK1/2, AKT e inibi¢do de
GSK-3B podem convergir para o aumento da fosforilagdo de CREB no
residuo ser-133, conduzindo a sua ativagdo e aumento na transcrigdo de
diferentes proteinas relacionadas a neuroplasticidade, como o BDNF
(HASHIMOTO, SHIMIZU e 1YO, 2004). Uma diminui¢do da atividade
de CREB pode ser observada em modelos animais de depressdo bem
como em pacientes diagnosticados com esse transtorno (YUAN et al.,
2009; DURIC et al., 2012), além de o tratamento com antidepressivos
aumentarem a expressdo e ativacdo de CREB (SCHMIDT ¢ DUMAN,
2007; MARSDEN, 2012)
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Figura 7. Convergéncia de cascatas de sinalizacfo intracelular envolvidas na
resposta de compostos antidepressivos. Ativagio de fatores neurotroficos como
o BDNF, a modulagdo de receptores acoplados a proteina G ou receptores para
glutamato pode levar a ativagdo de vias de sinalizagdo intracelular mediadas por
fosfolipase C, MAPK, PI3K/Akt e inibi¢do de GSK-3p que convergem para a
ativacdo de CREB por fosforilagdo do residuo ser-133. A ativacdo de CREB
aumenta a expressdo de neurotrofinas, como o BDNF que podem aumentar a
plasticidade neural, neurogénese e arborizacdo dendritica. Adaptado de Racagani
et al. (2008).

4.1.5 Sistema glutamatérgico e depressao

O aminoacido glutamato ¢ o principal neurotransmissor
excitatorio no SNC de adultos, desempenhando um papel fundamental em
processos como aprendizado e memoria, neuroplasticidade e cognicdo
(COLLINGRIDGE e LESTER, 1989; IZQUIERDO, 1994,
DINGLEDINE et al.,, 1999). Neurdnios glutamatérgicos podem ser
encontrados em diferentes regides do encéfalo como o cortex cerebral,
hipocampo, nucleos caudado e talamico e cerebelo (RAJKOWSKA,
2000; PAUL e SKOLNICK, 2003). Por outro lado, quando a transmissao
glutamatérgica estd exacerbada ocorre um fendmeno denominado
excitotoxicidade, que pode levar a prejuizo da fungdo neural ou a morte
celular (OLNEY, 1990). A excitotoxicidade estd associada a diferentes
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patologias do SNC, como isquemia, epilepsia, transtornos de humor e
processos neurodegenerativos como a doenca de Huntington (OLNEY,
1990; LIPTON e ROSENBERG, 1994; GHASEMI et al., 2014; REUS et
al., 2016).

Diferente da maioria nos neurotransmissores, o glutamato néo é
degradado no espago extra-sindptico, mas sim transportado para os
astrocitos através dos transportadores para aminoacidos excitatorios
(EAATs) (LAPIDUS, SOLEIMANI ¢ MURROUGH, 2013). Dessa
maneira, a transmissdo glutamatérgica ndo envolve apenas a participagdo
dos neurdnios pré e pos-sinapticos, mas envolve também os astrocitos.
Tal fato levou a formag@o do conceito de sinapse tripartite, que considera
o papel importante dos astrocitos na regulagdo dos niveis sindpticos e
extra-sindpticos de glutamato (PARPURA et al., 1994).

O aminodcido glutamato pode ser sintetizado a partir da glicose,
utilizando o intermediario do ciclo do acido citrico a-cetoglutarato como
precursor (MUSAZZI et al., 2013). Outra forma que contribui para a
manutencdo dos niveis de glutamato no SNC ¢ o ciclo do glutamato-
glutamina. Neste processo, o glutamato presente na fenda sinaptica é
captado pelos astrocitos e convertido em glutamina. A glutamina, que no
€ um neurotransmissor excitatorio, é transferida para os neurdnios onde ¢
convertida novamente para glutamato. O glutamato presente no neurdnio
pré-sinaptico ¢ transferido através do transportador vesicular de
glutamato para dentro das vesiculas sinapticas cuja liberacdo &
dependente de calcio (MELONI et al., 1993; LESCH e SCHMITT, 2002;
SERAFINI et al., 2013). A figura 8 exemplifica de maneira esquematica
os principais eventos relacionados a neurotransmissao glutamatérgica.
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Figura 8. Representacio esquematica da neurotransmissio glutamatérgica.
O glutamato pode ser liberado pelo neuronio pré-sinaptico ativando os receptores
glutamatérgicos metabotropicos (mGLUR) ou ionotrépoicos (NMDA, AMPA,
cainato) no neurdnio pds-sinaptico. O glutamato na fenda sinaptica pode ser
captado pelos astrocitos ou pelos neurdnios através de transportadores de
glutamato (EAAT) presentes nessas células. Adaptado de ATTWELL e GIBB
(2005).

Uma vez liberado na fenda sinaptica o glutamato pode se ligar
nos seus receptores especificos. Os receptores glutamatérgicos podem ser
divididos em duas categorias: (i) receptores metabotopicos (mGLURs);
(i) receptores ionotropicos (iIGLURs) (ATTWELL e GIBB, 2005; KEW
e KEMP, 2005).

Os mGLURs sdo receptores acoplados a proteinas G e
relacionados a resposta sinaptica lenta e podem ser divididos trés
subgrupos: a) Grupo I (composto pelos receptores mGLURI e
mGLURS); b) Grupo II (composto pelos receptores mGLUR2 e
mGLUR3); Grupo III (composto pelos receptores mGLUR4, mGLUR6
mGLUR7 e mGLURS). Os receptores do grupo I levam a ativacdo de
PLC, enquanto os receptores dos grupos II e IIl sdo acoplados com
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proteinas G inibitorias levando a inibigdo da adenilato ciclase (KEW e
KEMP, 2005; REUS et al., 2016).

Por outro lado, os iGLURs s@o canais i6nicos que quando
ativados permitem o influxo de Ca®" ¢ Na'. Os iGLURs podem ser
divididos em trés principais categorias: NMDA, AMPA e cainato. Os
receptores AMPA (AMPAR) e cainato sdo envolvidos na resposta celular
sinaptica rapida sendo que a ativacdo destes por glutamato gera uma
mudancga conformacional no receptor que permite o influxo de Na"
(DINGLEDINE et al., 1999; KARAKAS, REGAN ¢ FURUKAWA,
2015).

Os receptores NMDA (NMDAR) se encontram em um estado de
“repouso” quando bloqueados por Mg2+ presente no poro do canal. Uma
vez que ocorre ativacdo dos receptores AMPA ou cainato, um influxo de
Na' causa a despolariza¢io da membrana levando a liberagdo do Mg2+
dos NMDAR. Nesta situacdo a ativacdo de NMDAR ¢ possivel desde que
ocorra a ligagdo do agonista glutamato e de um co-agonista (glicina ou D-
serina). A ativagdo desse receptor permite um influxo de Ca™" para o
espaco intracelular. O aumento de Ca®" ativa uma cascata de sinalizagdo
intracelular que pode estar associada a fendmenos como a potenciacao
sinaptica de longo termo, podendo participar de processos como memoria
e aprendizado (LAUBE ef al, 1997; HENNEBERGER et al., 2010;
REUS et al., 2016). Contudo, a ativagdo excessiva desse receptor leva ao
aumento excessivo de Ca*" intracelular, iniciando uma série de eventos
moleculares que podem culminar com a morte celular (excitoxicidade)
(OLNEY, 1990; PARPURA et al., 1994). Este excessivo influxo de Ca®"
se deve parte pela ativacdo de receptores glutamatérgicos extra-
sinapticos, que podem ser ativados pelo aumento da neurotransmissao
glutamatérgica, ou por cascatas de sinalizacdo envolvidas na morte
celular (PARSONS e RAYMOND, 2014).

NMDAR sdo estruturas heteroméricas constituidas por trés
subtipos de subunidades: NR1, NR2 e NR3. A subunidade NR1 forma o
canal i6nico desse receptor, enquanto as outras subunidades estdo
relacionadas a propriedades regulatorias (LAU e ZUKIN, 2007). A
composicdo das subunidades dos receptores pode alterar suas
propriedades farmacologicas e regulatorias (HARDINGHAM, 2009). A
subunidade NR1 pode ser regulada por fosforilagdo através de PKA e
PKC. Ja as subunidades NR2 podem ser reguladas por uma serie de
cinases como: PKA, PKC, CaMKII, CK-2 ¢ CK-5 (proteinas cinases
depende de ciclina) (WANG et al., 2014) Alteracdes nesses mecanismos
de fosforilagdo podem estar associados a diferentes doengas psiquiatricas,
incluindo a depressdo (REUS et al., 2016).
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Nos ultimos 20 anos, varios estudos tém demonstrado o
envolvimento do sistema glutamatérgico na depressdo (SKOLNICK,
1999; REUS et al., 2016). Ja foi demonstrado um aumento nos niveis de
glutamato no CPF de individuos depressivos e alteragdes funcionais do
NMDAR foram encontradas em pacientes que cometeram suicidio
(NOWAK, ORDWAY e PAUL, 1995; HASHIMOTO, SAWA ¢ 1YO,
2007). Dados obtidos através de estudos clinicos e pré-clinicos tém
reforgado a hipotese da participagdo do sistema glutamatérgico na
neurobiologia da depressdo. Compostos com a capacidade de reduzir a
neurotransmissdo glutamatérgica tém efeito antidepressivo, e alguns
antidepressivos convencionais podem ter um efeito inibitdrio sobre
NMDAR (CHATURVEDI, BAPNA e CHANDRA, 2001; ALMEIDA et
al., 2006; CUNHA, M. P. et al., 2008; ZOMKOWSKI et al., 2010;
ZOMKOWSKI et al., 2012). Dessa maneira, alguns autores ja postularam
que farmacos capazes de inibir o NMDAR podem constituir uma nova
classe de medicamentos antidepressivos (SKOLNICK, 1999).

4.1.5.1 Antagonistas NMDAR e a¢do antidepressiva

Como ja mencionado, compostos capazes de inibir o NMDAR
podem exercer um efeito antidepressivo. Ja foi demonstrado o papel
antidepressivo de antagonistas NMDAR como: MK-801, memantina e
amantadina (DIETRICH et al., 2000; FERGUSON e SHINGLETON,
2007; PRUUS et al., 2010; NEIS et al., 2015; REUS et al., 2016).
Contudo, o potencial antidepressivo de cetamina foi capaz de
revolucionar o tratamento farmacologico da depressao (DUMAN, 2014).

A cetamina € um antagonista dos NMDAR comumente utilizado
na pratica clinica como anestésico (JANSEN, 2000). Diferente dos
antidepressivos convencionais, a administragdo de baixas doses de
cetamina pode induzir um efeito antidepressivo em apenas algumas horas
ap6s sua administragdo. Ja foi relatado que uma administra¢do
endovenosa de cetamina induziu um efeito antidepressivo cerca de 110
minutos apos a administracdo, e esse efeito perdurou por até 7 dias
(ZARATE et al., 2006; LIEBRENZ, STOHLER ¢ BORGEAT, 2009).
Dessa maneira, o estudo dos eventos neuroquimicos associados ao efeito
antidepressivo de cetamina pode contribuir para a compreensdo dos
mecanismos associados ao efeito antidepressivo rapido, proporcionando
o desenvolvimento de medicamentos mais rapidos e eficazes,
principalmente em  pacientes refratdrios aos  antidepressivos
convencionais.



55

Estudos mais recentes tém apontado que o efeito rapido da
cetamina ocorre através do antagonismo de NMDAR em interneurdnios
GABA¢érgicos, que estdo tonicamente ativos. Em situagdes fisiologicas,
estes interneurdnios emitem projegdes para os neurdnios glutamatérgicos,
regulando negativamente a transmissdo glutamatérgica por meio da
liberagdo de GABA. A cetamina inibe a atividade desses interneurdnios
GABA¢érgicos, que por sua vez ndo vao mais inibir os neurdnios
glutamatérgicos, aumentando consequentemente a exocitose de vesiculas
contento neurotransmissores (como o glutamato) na fenda sindptica.
Dessa forma, o efeito inicial da cetamina é um aumento da atividade
glutamatérgica, com aumento dos niveis de glutamato na fenda sinaptica
(MACHADO-VIEIRA et al., 2009; LI et al, 2010; LI et al., 2011;
DUMAN e LI, 2012; DUMAN e VOLETI, 2012; DUMAN, 2014). A
cetamina ainda exerce efeitos nos neurdnios pos-sinapticos, também por
meio do antagonismo dos receptores NMDA. Esse antagonismo impede
a agdo do glutamato previamente liberado na fenda sinaptica, levando a
ativagio preferencial dos AMPAR, causando um influxo de fons Na' e
uma despolarizagdo transitdria na membrana associada a ativagdo dos
canais de Ca’" voltagem dependente (CCVD). O influxo de Ca®"
resultante desse processo pode favorecer a exocitose de vesiculas
contendo fatores neurotréficos como BDNF (MACHADO-VIEIRA et al.,
2009). O aumento da liberagdo de BDNF em funcdo dos efeitos
desencadeados pela cetamina leva a ativacdo das vias de sinalizacdo
PIBK/AKT e ERK1/2, que tem sido indicada como essencial para o efeito
antidepressivo rapido desse composto (KELLY e LYNCH, 2000;
DWIVEDI et al., 2008; YANG et al., 2008). Como ja mencionado
anteriormente, a via da PI3K/AKT ¢é responsavel por regular
negativamente a atividade da enzima GSK-3f via fosforilagdo da serina-
9, posicionada na regido N-terminal (BEAULIEU, GAINETDINOV e
CARON, 2009)

A ativag@o das enzimas AKT e ERK pode levar a ativagdo do
complexo 1 das proteinas alvo de rapamicina (mTORC1). Este complexo
¢ formado por um conjunto de proteinas que quando associadas podem
regular a sintese proteica (LI et al., 2010; DUMAN e LI, 2012; DUMAN
e VOLETI, 2012; DUMAN, 2014). A mTOR ¢ a principal proteina do
complexo com atividade serina-treonina cinase, além de outras protéinas
como PRAS40, SEC13, DEPTOR ¢ RAPTOR estarem envolvidas na
formacdo desse complexo (LOEWITH et al., 2002).

O efeito antidepressivo rapido produzido por antagonistas de
NMDAR (cetamina e Ro 25-6981) é mediado por uma rapida ativagao da
via de mTORCI1 (LI et al., 2010; DUMAN e VOLETI, 2012). Uma Gnica
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dose desses antagonistas rapidamente reverte déficits comportamentais,
morfologicos e fisioldgicos induzidos por um protocolo de estresse
cronico através da regulagdo da via da mTOR (LI et al., 2011). O efeito
antidepressivo rapido de cetamina pode sugerir que ndo somente
alteragdes na neurogénese e na estutura cerebral estdo envolvidas na
fisiopatologia da depressdo e na resposta antidepressiva. Dessa forma,
modificacdes mais imediatas, que ocorrem em um menor periodo de
tempo, na plasticidade sinaptica e sinaptogénese podem ser importantes
nesse processo.

A mTOR ¢ uma serina-treonina cinase que regula a iniciagdo da
tradugdo proteica, sendo que nos processos dendriticos € responsavel pela
regulagdo da sintese de novas proteinas necessarias para a sinaptogénese.
Ela pode sofrer ativag@o ou inibi¢do por meio de fosforilagdo por outras
cinases. Como mencionado anteriormente, um ativador do complexo ¢
AKT, e essa ativagdo desencadeia a fosforilacdo da cinase S6 (S6K) (um
membro da familia de cinases ribossomais S6 de 70 kDa) que fosforila e
consequentemente inibe a cinase de fator de alongamento eucaridtico 2
(eEF2K) levando ao aumento de traducdo de proteinas. Adicionalmente,
mTOR ativada também pode fosforilar a proteina ligante de 4E (4E-BP)
inativando-a e permitindo a liberacdo da proteina 4E para atuar no
aumento da tradugdo de proteinas sinapticas e promovendo
sinaptogénese. A ativacdo de mTORCI leva a transcrigdo e tradugdo de
proteinas como as subunidades de receptores glutamatérgicos AMPA
(subunidade GluA1l) e proteinas de ancoragem, como as proteinas de
densidade pods-sinaptica de 95 kDa (PSD95) e a proteina pré-sinaptica
sinapsina I (DUMAN e VOLETI, 2012). A figura 9 ilustra os principais
mecanismos neuroquimicos que podem estar associados ao efeito
antidepressivo da cetamina através da modulagdo de mTORCI1. Uma vez
que varios efeitos colaterais (efeitos psicomiméticos, neurotéxicos e
potencial de uso como droga de abuso) estdo associados a administragio
de cetamina (BEHRENS et al., 2007), a busca de novos compostos que
atuem em um mecanismo molecular semelhante ao da cetamina pode
constituir um importante avango nos estudos relacionados a neurobiologia
e tratamento da depressdo.
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Figura 9 Mecanismos neuroquimicos associados ao efeito tipo antidepressivo
da cetamina. Em baixas doses, a cetamina pode exercer uma atividade inibitoria
sobre os receptores NMDA em interneurdnios GABAérgicos e estimular a
transmissdo glutamatérgica por meio de receptores AMPA pds-sinapticos, que
pode induzir a liberagdo de BDNF que estava armazenado em vesiculas no
neurdnio pos-sinaptico. Uma sinalizacdo intracelular dependente da ativagdo de
PI3K/AKT e MEK/ERK pode fosforilar e ativar o complexo mTORC1 que
modula outros alvos intracelulares como as cinases p70S6K e 4E-BP, que por sua
vez regulam a sintese de proteinas sinapticas como GluAl, sinapsina e PSD95
(Adaptado de DUMAN et al., 2012).

4.1.6 Depressio e sistema purinérgico

Viarias evidéncias tém reforgado a existéncia de um papel
relevante do sistema purinérgico, especificamente da adenosina e dos seus
receptores na neurobiologia da depressdo. A eletroconvulsoterapia, um
tratamento ndo farmacoldgico efetivo em reduzir os sintomas
depressivos, aumenta a liberacdo de adenosina e a ativagdo de receptores

(VAN CALKER e BIBER, 2005). Além disso, antidepressivos
triciclicos aumentam a liberacdo de adenosina em neurénios corticais
(PHILLIS e WU, 1982; PHILLIS, 1984). Também foi demonstrado que
as NTPDases e¢ a 5'- nucleotidase tém sua atividade modulada por
diferentes farmacos antidepressivos (PEDRAZZA et al., 2008). Ainda, o
bloqueio de receptores A,a pode prevenir alteragdes comportamentais e
bioquimicas em modelos pré-clinicos de depressao induzida pelo estresse
crOnico imprevisivel ou em animais geneticamente selecionados para
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apresentarem um comportamento tipo-depressivo (KASTER et al., 2015;
MACHADO et al., 2016).

Ja foi demonstrado que a administragdo intraperitoneal de
adenosina ¢é capaz de induzir um efeito tipo-antidepressivo em
camundongos, sendo esse efeito dependente da ativacdo de dos receptores
de adenosina A} e Aa. Além da participagdo desses receptores, o efeito
tipo-antidepressivo de adenosina no teste do nado for¢ado (TNF)
envolveu modulagdo de receptores glutamatérgicos NMDA,
serotoninérgicos 5-HT1A, do sistema opiodide, de canais de potassio e
inibicdo de via L-argina-NO/GMPCc (KASTER et al., 2004; KASTER
et al.,2005; KASTER, SANTOS ¢ RODRIGUES, 2005; KASTER et al.,
2007; KASTER et al., 2012). O papel da adenosina na depressdo esta
relacionado com a capacidade dos receptores de adenosina em controlar
varios sistemas de neurotransmissores com papel chave na fisiopatologia
da depressdo como a liberacdo de 5-HT (OKADA et al., 2001), a
liberagdo de corticotrofina e cortisol/corticosterona ¢ o eixo hipofise-
pituataria-adrenal (SCACCIANOCE et al, 1988; NICHOLSON,
JACKMAN e WILKE, 1989) além de modular a excitabilidade neuronal
no hipocampo (FREDHOLM, CUNHA e SVENNINGSSON, 2003;
FREDHOLM et al., 2005).

Alguns estudos tém demonstrado o potencial antidepressivo de
inosina. Foi relatado por Elgiin e colaboradores (1999) que a atividade da
enzima ADA - responsavel pela conversdo de adenosina para inosina -
esta reduzida no soro de pacientes com depressdo, € que quanto menor a
atividade desta enzima, maior a severidade dos sintomas depressivos
(ELGUN, KESKINEGE e KUMBASAR, 1999). Além disso, uma
diminui¢do dos niveis séricos dessa purina foi encontrada em pacientes
depressivos. (ALI-SISTO et al., 2016). Nosso grupo demonstrou que a
administragdo intraperitoneal de inosina foi capaz de induzir efeito tipo-
antidepressivo tanto no TNF quanto no teste da suspensdo pela cauda
(TSC), sendo que este efeito perdurou até 2 horas apos a administragdo
dessa purina. O efeito tipo-antidepressivo da inosina foi prevenido pelo
tratamento dos animais com DPCPX e ZM?241385, antagonistas dos
receptores A; e A,a de adenosina. Esses dados corroboram dados prévios
da literatura que indicam que muitos dos efeitos bioldgicos de inosina
envolvem a ativagdo de receptores de adenosina. Adicionalmente, o
estudo de Muto et al (2014) mostrou que a administra¢do por via oral de
inosina em camundongos foi capaz de aumentar a proliferacdo celular no
hipocampo, aumentar a fosforilagdo de ERK1/2 e expressdo do RNAm
para BDNF, sendo esse ultimo efeito parcialmente prevenido pelo pré-
tratamento com o antagonista dos receptores A; DPCPX. Neste mesmo
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trabalho, o tratamento crénico com inosina preveniu o comportamento
tipo-depressivo e a diminui¢do da proliferagdo celular no hipocampo
induzidos pelo estresse cronico imprevisivel em camundongos (MUTO et
al., 2014). Contudo, ndo existem dados na literatura a respeito do
envolvimento de vias sinalizacdo relacionados a neuroplasticidade e
ativacdo de receptores de adenosina no efeito tipo-antidepressivo de
inosina.

Adicionalmente, existe uma relagdo entre ativacdo de receptores
de adenosina e neurotransmissdo glutamatérgica, uma vez que a ativagio
destes receptores pode diminuir a liberacdo de glutamato ou causar
inibicdlo de NMDAR (DE MENDONCA e RIBEIRO, 2000; DE
MENDONCA, SEBASTIAO e RIBEIRO, 2000; GEREVICH,
WIRKNER e ILLES, 2002; RIBEIRO, SEBASTIAO e DE
MENDONCA, 2002; GESSI et al., 2011). Como ja mencionado o efeito
tipo-antidepressivo de adenosina também envolve a inibicdo de NMDAR
(KASTER et al., 2012), reforcando ainda mais a hipotese da modulagao
NMDAR pelos receptores de adenosina.

Existem poucos trabalhos na literatura que indicam uma relagéo
entre inosina ¢ modulacdo do sistema glutamatérgico. Contudo, ja foi
demonstrado que inosina pode exercer agdo neuroprotetora em situagdes
associadas a hiperativacdo do sistema glutametérgico ¢ dos receptores
NMDA, como a isquemia cerebral (SHEN et al., 2005). Adicionalmente
jé foi demonstrado que a inosina pode exercer atividade anticonvulsivante
(GANZELLA et al., 2011) e pode diminuir respostas eletrofisiologicas
pos-sinapticas induzidas por glutamato (SHEN et al., 2005). Esses
resultados podem levantar a possibilidade de uma possivel modulacdo do
sistema glutamatérgico por inosina. Contudo, a relagdo entre esses efeitos
e o comportamento tipo-antidepressivo de inosina ainda é desconhecida.
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4.2 Objetivos especificos:

Os objetivos especificos relacionados aos resultados desse capitulo
estdo listados a seguir:
-Avaliar o papel da ativagdo de MEK/ERK, CAMKII, PKA, PI3K/AKT
e inibicdo de GSK-3fB nos efeito tipo-antidepressivo de inosina em
camundongos;
-Verificar se o tratamento com inosina pode alterar o imunoconteudo e
fosforilacdo de CREB no hipocampo ¢ CPF de camundongos;
-Avaliar a participagdo dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA e
AMPA no efeito tipo-antidepressivo de inosina em camundongos;
-Verificar expressdo de proteinas sinapticas no hipocampo e CPF de
camundongos tratados com inosina e avaliar o papel da ativacdo de
mTOR no efeito tipo-antidepressivo deste nucleosideo.
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4.3  Metodologia
4.3.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos, pesando entre 35
e 45 g e mantidos a 21°C =1 com livre acesso a 4gua e comida, em ciclo
claro/escuro 12:12 h (7:00-19:00 h). Os animais foram fornecidos pelo
Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina e mantidos
no biotério setorial nas mesmas condi¢cdes. Todos os procedimentos
realizados foram aprovados pela Comissio de Etica no Uso de Animais
da UFSC (numero de processo: PP00772) e todos os esforgos foram feitos
para minimizar o sofrimento dos animais.

4.3.2 Tratamento farmacoldgico

As seguintes drogas foram usadas: inosina, H-89, KN-62, U0126,
wortmanina, AR-A014418, N-metill-d-aspartato (NMDA), MK-801, D-
serina, rapamicina, cetamina ¢ DNQX. Todas as drogas foram compradas
da empresa Sigma-Aldrich Chemical Co., St. Louis, USA e preparadas no
dia do respectivo experimento. Inosina e cetamina foram dissolvidas em
solucdo salina e administradas pela via i.p. em um volume constante de
10 ml/kg. MK-801 foi administrado por via oral através de gavagem em
um volume constante de 10 mL/kg.

H-89, KN-62, U0126, wortmanina, AR-A014418, rapamicina e
DNQX foram dissolvidos em solucdo salina contendo DMSO 1%,
NMDA e D-serina foram dissolvidos apenas em solugdo salina. Essas
drogas foram administradas pela via intraceribroventricular (i.c.v.). A
administragdo i.c.v. foi realizada utilizando uma agulha de 0,4 mm de
diametro conectada por uma cénula de propileno a uma seringa Hamilton
de 25 pl. A agulha foi inserida perpendicularmente no cranio, diretamente
no ventriculo lateral, utilizando-se o bregma como referéncia (1 mm
lateral e 1 mm posterior ao bregma, com uma perfuracdo de 2,4 mm de
profundidade). A fim de se verificar o local exato da inje¢do, os animais
foram dissecados e analisados macroscopicamente apds os testes. Os
animais que apresentassem qualquer sinal que indicasse hemorragia e/ou
formacdo de coagulo, ou que ndo indicasse de forma clara que a injegdo
i.c.v. foi bem-sucedida, foram excluidos das analises (KASTER et al.,
2011; GONCALVES et al., 2013).

4.3.3 Teste de suspensdo pela cauda (TSC)
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O tempo total de duragdo da imobilidade foi medido de acordo
com o método descrito por Steru et al. (1985). Os camundongos foram
suspensos 50 cm acima do chio por fita adesiva e a imobilidade registrada
durante 6 min. A atividade preditiva do tipo-antidepressiva foi
determinada pela diminui¢do do tempo de imobilidade dos animais neste
teste, uma vez que os antidepressivos classicos reduzem o tempo de
imobilidade no TSC (STERU et al., 1985; MANTOVANI et al., 2003;
MORETTI et al., 2015; NEIS et al., 2015).

4.3.4 Teste do Campo Aberto (TCA)

A fim de excluir a possibilidade de que a diminui¢do do tempo
de imobilidade no TSC seja devido a uma estimulagdo motora, os animais
foram submetidos ao TCA, durante 6 min, 10 minutos ap6s o TSC
(RODRIGUES et al., 1996; MORETTI et al., 2013). O teste consiste em
uma caixa de madeira medindo 40x60x50 cm, com a base dividida em 12
quadrados iguais. O nimero de quadrados cruzados com as quatro patas
foi utilizado como pardmetro para avaliar a atividade locomotora. A base
da caixa de madeira foi limpa com alcool 10% entre os testes.

4.3.5 Protocolo experimental

Para confirmar o efeito tipo-antidepressivo de inosina (KASTER
et al., 2013), os animais foram tratados com inosina (0,1-10 mg/kg, i.p.)
ou salina, e submetidos ao TSC, 30 minutos apds a administragdo dessa
purina.

Para verificar se a ativagdo de ERK, CAMKII, PKA, AKT ¢
mTOR estariam envolvidas no efeito anti-imobilidade de inosina, foram
realizados experimentos com inibidores especificos de cada uma das vias
de sinalizag¢do estudadas. De maneira resumida, cada experimento era
composto dos seguintes grupos: Controle (animais recebendo inje¢ao
i.c.v. e inje¢do i.p contendo apenas os veiculos das drogas utilizadas),
inibidor (animais recebendo injecdo i.c.v contendo o inibidor estudado e
inje¢do i.p contendo salina), inosina (animais recebendo inje¢do i.c.v
contendo apenas veiculo e injecdo i.p de inosina), inosina + inibidor
(animais recebendo injecdo i.c.v contendo o inibidor estudado e injecao
i.p contendo inosina). Nestes experimentos os inibidores foram
administrados pela via i.c.v. 15 minutos antes da administracdo de
inosina. O TSC foi realizado 30 minutos apos a administragdo dessa
purina (10 mg/kg). O protocolo utilizado nestes experimentos esta
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ilustrado na figura 10. Os seguintes inibidores foram utilizados nos
experimentos mencionados anteriormente: U0126 (5 pg/sitio, inibidor de
MEK1/2), KN-62 (1 pg/sitio, inibidor de CaMKII), H-89 (1 pg/sitio,
inibidor de PKA), wortmanina (0,1 pg/sitio, inibidor de PI3K),
rapamicina (0,2 nmol/sitio, inibidor mTORC1).

0 15° 45’ 55°

| i.c.v i.p. | |
Inibidor [| Inosina TSC ||l TCA
S

Figura 10. Protocolo experimental utilizado para avaliar o efeito de
diferentes inibidores de cinases no efeito tipo-antidepressivo de inosina.
Abreviagdes: intraceribroventricular (i.c.v.), intraperitoneal (i.p.), teste da
suspensao pela cauda (TSC), Teste do campo aberto (TCA).

Para verificar se o envolvimento da inibi¢do de GSK-3f3 nos
efeitos comportamentais de inosina, foi verificado se o tratamento com
uma dose sub-efetiva de AR-A014418 (0,001 pg/sitio, inibidor de GSK-
3B) juntamente com uma dose sub-efetiva de inosina (0,1 mg/kg) poderia
induzir um efeito tipo antidepressivo sinérgico. Os animais foram
divididos em quatro grupos: controle (animais recebendo inje¢do i.c.v
contendo veiculo e injecdo i.p salina), inosina (animais recebendo inje¢ao
i.c.v contendo apenas veiculo e inje¢do i.p de inosina), inosina + inibidor
(animais recebendo inje¢do i.c.v contendo AR-A014418 e injecdo i.p
contendo inosina). 15 minutos ap6s a administragdo i.p. de inosina os
animais receberam a administragdo i.c.v de AR-A014418 e 15 minutos
apos o TSC foi realizado. O protocolo experimental esta representado na
figura 11.
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Figura 11. Protocolo experimental utilizado para avaliar o efeito do
inibidor de GSK-3f no efeito tipo-antidepressivo de inosina.
Abreviagdes: intraceribroventricular (i.c.v.), intraperitoneal (i.p.), teste
da suspensdo pela cauda (TSC), Teste do campo aberto (TCA).

A participagdo dos AMPAR nos efeitos comportamentais
induzidos por inosina também foi estudada através da utilizagdo do
antagonista deste receptor, DNQX (figura 12). 15 minutos antes da
administra¢do de inosina, os animais receberam a administragdo i.c.v. de
DNQX (2,5 pg/sitio) e 30 minutos ap6és a administragdo dessa purina o
TSC foi realizado. Assim como nos experimentos mencionados
anteriormente, grupos contendo os animais controle também foram
utilizados nesses experimentos.

0 15° 45’ 55°

i.p. | |

| i.c.v
(DNQX [l Inosina
10 mg/kg

Figura 12. Protocolo experimental utilizado para avaliar o efeito do
tratamento com antagonista de receptores AMPA no efeito tipo-
antidepressivo de inosina. Abreviacdes: intraceribroventricular (i.c.v.),
intraperitoneal (i.p.), teste da suspensdo pela cauda (TSC), Teste do campo aberto
(TCA).

Para avaliar o possivel envolvimento da inibi¢do de NMDAR no
efeito anti-imobilidade de inosina, foram utilizadas duas abordagens
experimentais: (i) efeito do pré-tratamento com NMDA (agonista
NMDAR) ou D-serina (co-agonista NMDAR) no efeito anti-imobilidade
de inosina; (i) efeito da associag@o entre doses sub-efetivas de inosina e
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antagonistas dos receptores NMDA (MK-801 e cetamina) no TSC. No
primeiro grupo de experimentos, 15 minutos antes da administragdo de
inosina, os animais receberam a administracdo i.c.v. de NMDA (0.1
pmol/sitio) ou D-serina (30pg/sitio), e 30 minutos ap6s a administragédo
dessa purina o TSC foi realizado. O protocolo utilizado para os
experimentos envolvendo, NMDA ou D-serina esté ilustrado na figura 13.

0 15° 45’ 55°

D-serina Inosina
ou NMDA | 10 mg/kg

Figura 13 Protocolo experimental utilizado para avaliar o efeito do
tratamento com agonistas de NMDAR no efeito tipo-antidepressivo de
inosina. Abreviagoes: Intraceribroventricular (i.c.v.), intraperitoneal (i.p.), Teste
da suspensio pela Cauda (TSC), Teste do Campo Aberto (TCA).

No segundo grupo de experimentos, um possivel efeito sinérgico
entre a inosina e e antagonistas de NMDAR foi investigado. Os animais
foram tratados com doses sub-efetivas de inosina (0,1 mg/kg, i.p.) e
cetamina (0,1 mg/kg, i.p.), e submetidos ao TSC apds 30 minutos. Este
protocolo experimental pode ser visualizado na figura 14.

0 30 407

i.p. | |

Inosina 0,1 mg/kg +

Cetamina 0,1 mg/kg.
Figura 14. Protocolo experimental utilizado para avaliar o efeito do
tratamento com cetamina (antagonista NMDAR) no efeito tipo-

antidepressivo de inosina. Abreviagdes: intraperitoneal (i.p.), teste da suspensao
pela cauda (TSC), Teste do Campo Aberto (TCA).

Alternativamente, o efeito do co-tratamento com MK-801 ¢
inosina também foi estudado de acordo com o protocolo experimental
demonstrado na figura 15. 30 minutos antes da administracdo de inosina
(0,1 mg/kg, i.p.), foi administrado MK-801 (0,001 mg/kg, p.o.), e 30
minutos apds a administragao de inosina o TSC foi realizado.
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Figura 15 Protocolo experimental utilizado para avaliar o efeito do
tratamento com MK-801 (antagonista NMDAR) no efeito tipo-
antidepressivo de inosina. Abrevia¢des: administragdo por via oral
(p.0.), intraperitoneal (i.p.), teste da suspensdo pela cauda (TSC).

<

Todas as doses e protocolos escolhidos para a realizagdo dos
experimentos deste capitulo foram baseadas em estudos prévios na
literatura (ZOMKOWSKI et al., 2010; BETTIO et al., 2012; KASTER et
al.,2012; LUDKA et al., 2012; ZENI et al., 2012; ZOMKOWSKI et al.,
2012; CUNHA et al., 2015b; MANOSSO et al., 2015; PESARICO et al.,
2016).

Para a realizacdo das analises neuroquimicas, um grupo
independente de animais foi tratado com inosina (10 mg/kg, i.p.) ou
salina. 30 minutos ou 24 horas apos administra¢do deste nucleosideo os
animais foram mortos por decapitacdo e os hipocampos ¢ CPF foram
rapidamente dissecados (4°C), colocados em nitrogénio liquido e
armazedos a -80°C até o momento de preparagdo dos homogenatos.

4.3.6  Western Blotting

Os tecidos foram homogeneizados mecanicamente em 300 puL do
tampao de homogeneizagdo (Tris 50 mM pH 7,0, EDTA 35 1 mm, NaF
100 mm, PMSF 0,1 mM, Na3VO4 2 mM, Triton X-100 1%, glicerol 10%
e inibibor de proteases AMRESCO codigo M222). Os lisados celulares
foram centrifugados (10.000 x g por 10 min, a 4°C) para eliminar restos
celulares. Os sobrenadantes foram diluidos na proporcao de 1/1 (v/v) em
solucdo de Tris 100 mM (pH 6,8), EDTA 4mM e SDS 8%, ¢ aquecidos a
100°C por 5 min. A dosagem de proteinas foi determinada pelo método
de Lowry modificado. Finalmente, foram adicionados nas amostras
—tampao de dilui¢do (40% glicerol, 100 mM Tris, azul de bromofenol,
pH 6,8) na proporgdo 1:4 (v/v) e B-mercaptoetanol (concentragdo final
8%) (LOPES et al., 2012; CORDOVA et al., 2013).
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Os processos de eletroforose, eletrotransferéncia e
imunodetecgdo estdo listados na figura 17. As proteinas foram isoladas
através de eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato
de sodio (SDS-PAGE) utilizando gel de separagcdo com concentragdo de
10% e gel de entrada na concentracdo de 4%. A eletroforese foi realizada
com corrente fixa de 15 mA/placa e voltagem maxima de 150 V durante
aproximadamente 2 h. Apoés a eletroforese, os géis foram submetidos ao
processo de eletrotransferéncia usando um sistema semi-dry (1,2
mA/cm2; 1,5 h) para que as proteinas fossem transferidas para
membranas de nitrocelulose. Para verificar a eficiéncia do processo de
transferéncia, as membranas foram coradas com Ponceau Stain (LOPES
etal.,2012; GONCALVES et al., 2013).

As membranas foram bloqueadas com 5% de albumina sérica
bovina em TBS (Tris 10 mM, NaCl 150 mM pH 7,5) por 1 h e apos 3
lavagens de 5 min com TBS-T, (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, Tween-20
0,1%, pH 7,5) as membranas foram incubadas overnight (4°C) com os
anticorpos especificos para as formas fosforiladas e totais das proteinas
de interesse. Para a detecg¢@o dos complexos imunes, as membranas foram
incubadas por 1 h com anticorpo secundario anti-IgG de coelho,
camundongo ou cabra (ligado a peroxidase) e reveladas por
quimiluminescéncia, através do sistema LumiGLo® (Cell Signaling). O
nivel de fosforilagdo das foi determinado pela razdo entre a D.O da banda
fosforilada e a D.O da banda total. O imunoconteudo das proteinas de
interesse foi determinado pela razdo entre a D.O da amostra e D.O de B-
actina. A relacdo dos anticorpos utilizados com as respectivas diluigdes
estd alistada na tabela 2. As bandas foram quantificadas utilizando o
software Scion Image ® e os resultados expressos em percentual do
controle.
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Figura 16 Eletroforese, eletrotransferéncia e imunodeteccéo.

Peso

Molecula Fabricante
(Proteina (Cddigo Prod.)
alvo)

Anticorpo Diluigdo

P-CREB (ser-133) 43 kDa Cell Signaling (9198) 1:1000
T-CREB 43 kDa Cell Signaling (9197) 1:1000
Receptor A; 36 kDa ThermoFisher (PA5-27075) 1:1000
Receptor Aza 45 kDa Santa Cruz Biotech. (sc-32261) 1:1000
GluAl 100 kDa Santa Cruz Biotech. (sc-13152) 1:1000
PSD95 95 kDa Cell Signaling (2507) 1:1000
Sinapsina 77 kDa Cell Signaling (2312) 1:1000
B-Actina 45 kDa Santa Cruz Biotech. (sc-47778) 1:2000
Goat-anti-mouse - Millipore (AP308P) 1:5000
Goat-anti-rabbit - Millipore (AP308P) 1:5000
Donkey-anti- Goat - Santa Cruz (sc-2020) 1:5000

Tabela 2. Listagem de anticorpos utilizados para analises de Wester
Blotting.
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4.3.7 Analise Estatistica

Os resultados obtidos dos testes comportamentais foram
expressos como a média + E.P.M. e avaliados por andlise de variancia
(ANOVA) de uma ou duas vias seguido pelo post-hoc de Newman-Keuls,
quando apropriado. Os resultados obtidos das analises por Western-
Blotting foram expressos como porcentagem da média do controle +
E.P.M. e avaliados pelo teste t de Student. As diferengas estatisticas foram
atribuidas com um valor de p < 0,05.
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4.4  Resultados
4.4.1 Efeito tipo-antidepressivo de inosina no TSC

A administracdo de inosina foi capaz de induzir um efeito anti-
imobilidade no TSC sem alterar a locomogao dos animais no TCA, como
pode ser verificado na figura 17. A ANOVA de uma via indicou um efeito
significativo para o tratamento com inosina [F (3,26) = 13,19, p > 0,001]
e nenhum efeito para o numero de cruzamentos observados no TCA [F
(1,58) = 1,19, p > 0,001]. As analises de post-hoc indicaram que a
administragdo de inosina nas doses de 1 e 10 mg/kg diminui
significativamente o tempo de imobilidade dos animais no TSC.
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Figura 17 Efeito do tratamento com inosina no tempo de imobilidade no TSC
e no numero de cruzamentos no TCA. Os animais foram tratados via i.p com
inosina (0,1-10 mg/kg) ou com salina e submetidos ao TSC (A) e ao TCA (B).
As barras representam a média + E.P.M. (n = 7-8). ** p < 0,01, *** p < 0,001
quando comparado com controle (salina). (ANOVA de uma via seguida pelo teste
post-hoc de Newman-Keuls).

4.4.2 Envolvimento da ativacdo de MEK/ERK, CAMKII, PKA e
PI3K/AKT no efeito tipo antidepressivo de inosina.

Os resultados demonstrados na figura 18A revelam que o pré-
tratamento dos animais com U0126 (5 pg/sitio, i.c.v., inibidor de MEK
1/2), preveniu de maneira significativa a redu¢do no tempo de imobilidade
induzida por inosina. A ANOVA de duas vias revelou um efeito
significativo do tratamento com inosina [F (1,24) = 4,35, p < 0,05], sem
diferengas para o tratamento com U0126 [F (1,24) = 3,19, p> 0,05] e uma
interagdo significante entre os tratamentos com inosina e U0126 [F (1,24)
= 11,36, p < 0,01]. Os resultados mostrados na figura 18B demonstram
que nenhum dos tratamentos alterou o numero de cruzamentos no TCA



71

[tratamento com inosina: F (1,24) = 0,26, p > 0,05; tratamento com U0126
[F (1,24) = 0,0032, p > 0,05; interagdo entre o tratamento com inosina e
U0126: F (1,24) = 0,96, p > 0,05].
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Figura 18. Influéncia da inibi¢do da MEK1/2 nos efeitos de inosina no TSC
e TCA. Efeito do tratamento com inosina (10 mg/kg, i.p.) e/ou U0126 (inibidor
da MEK1/2; 5 ng/sitio; i.c.v.) no tempo de imobilidade no TSC (painel A) e no
nimero de cruzamentos no TCA (painel B). As barras representam a média +
E.P.M. (n = 6-8). ** p < 0,0lcomparado com controle (salina + veiculo). ##p
comparado com o grupo inosina + veiculo. (ANOVA de duas vias seguida pelo
teste post-hoc de Newman-Keuls).

O pré-tratamento dos animais com KN-62 (1 pg/sitio i.c.v.,
inibidor de CaMKII) foi capaz de prevenir o efeito tipo-antidepressivo da
inosina no TSC, conforme demonstrado na figura 19A. A andlise por
ANOVA de duas vias revelou um efeito significativo para o tratamento
com inosina [F (1,23) = 8,38, p < 0,05], sem diferengas para o tratamento
com KN-62 [F (1,23) =2,17, p>0,05], e uma interagao significativa entre
os tratamentos com inosina e KN-62 [F (1,23) = 21,49, p < 0,001]. Além
disso, essas observagdes comportamentais ndo podem ser atribuidas a
diferencas na atividade locomotora dos animais, uma vez que nenhum dos
tratamentos alterou a locomogao dos animais no TCA, como mostrado na
figura 19B [tratamento com inosina: F (1,23) = 0,38, p > 0,05], tratamento
com KN-62: [F (1,23) =2,00, p > 0,05]; interacdo entre o tratamento com
inosina e KN-62 F (1,23) = 1,61, p > 0,05].
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Figura 19. Influéncia da inibi¢do de CAMKII nos efeitos de inosina no TSC
e TCA. Efeito do tratamento com inosina (10 mg/kg, i.p.) e/ou KN-62 (inibidor
da CAMKII; 1 pg/sitio; i.c.v.) no tempo de imobilidade no TSC (painel A) e no
nimero de cruzamentos no TCA (painel B). As barras representam a média +
E.P.M. (n =6-8). *** p < 0,001 comparado com controle (salina + veiculo). ###
p <0,001 comparado com o grupo inosina + veiculo. (ANOVA de duas vias
seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls).

De maneira similar, os resultados na figura 20A indicam que o
pré-tratamento dos camundongos com H-89 (1 ug/sitio, i.c.v., inibidor de
PKA) aboliu o efeito anti-imobilidade de inosina no TSC. As andlises por
ANOVA de duas vias ndo indicaram um efeito para o tratamento com
inosina [F (1,26) =1,59, p > 0,05], um efeito para o tratamento com H-89
[F (1,26) = 6,75, p <0,05], e um efeito significativo para a interag@o entre
esses tratamentos [F (1,26) = 4,48, p < 0,05]. Além disso a ANOVA de
duas vias indicou que os resultados do TCA, demonstrados na figura 20B,
ndo apresentaram diferencas significativas para o tratamento com inosina,
[F (1,26) = 1,27, p > 0,05], ou para o tratamento com H-89 [F (1,26) =
0,75, p > 0,05], nem para a interacdo entre os tratamentos com inosina e
H-89 [F (1,26) = 0,43, p > 0,05].
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Figura 20. Influéncia da inibicio de PKA (usando H-89) nos efeitos de
inosina no TSC e TCA. Efeito do tratamento com inosina (10 mg/kg, i.p.) e/ou
H-89 (inibidor da PKA; 1 pg/sitio; i.c.v.) no tempo de imobilidade no TSC (painel
A) e no niimero de cruzamentos no TCA (painel B). As barras representam a
média + EP.M. (n = 7-8). *** p < 0,001 comparado com controle (salina +
veiculo). ### p < 0,001 comparado com o grupo inosina + veiculo. (ANOVA de
duas vias seguida pelo teste de post-hoc de Newman-Keuls).

A figura 21A mostra o efeito do tratamento com wortmanina (0,1
pg/sitio, i.c.v., inibidor de PI3K) na redugdo do tempo de imobilidade
induzida por inosina. A ANOVA de duas vias revelou um efeito
significativo para o tratamento com inosina [F (1,25) = 6,67, p < 0,05],
tratamento com wortmanina [F (1,25) = 16,78, p < 0,001], ¢ para a
interagdo entre os tratamentos anteriormente citados [F (1,25) =7,49, p <
0,01]. A comparagdes de post-hoc indicaram que o tratamento com
wortmanina aboliu o efeito anti-imobilidade de inosina no TSC.
Adicionalmente, como indicado na figura 21B, o nimero de cruzamentos
no TCA ndo foi alterado pelo tratamento com inosina e/ou wortmanina
[tratamento com inosina F (1,25) = 0,01, p > 0,05, tratamento com
wortmanina: F (1,25) = 2,00, p > 0,05, interagdo entre o tratamento com
inosina e wortmanina: F (1,25) =2,25, p > 0,05].
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Figura 21. Influéncia da inibicdo de PI3K nos efeitos de inosina no TSC e
TCA. Efeito do tratamento com inosina (10 mg/kg, i.p.) e/ou wortmanina
(inibidor da PI3K 0,1 ug/sitio; i.c.v.) no tempo de imobilidade no TSC (painel A)
e no nimero de cruzamentos no TCA (painel B). As barras representam a média
+ E.P.M. (n =7-8). *** p < 0,01 comparado com controle (salina + veiculo). ##
p < 0,001 comparado com o grupo inosina + veiculo. (ANOVA de duas vias
seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls).

4.4.3 Envolvimento de GSK-3p no efeito tipo antidepressivo de
inosina.

Com o intuito de verificar a hipotese de que a modulacido de
GSK-3B esta envolvida no efeito tipo antidepressivo de inosina, os
camundongos foram tratados com doses sub-ativas de inosina e o do
inibidor seletivo de GSK-3B, AR-A014418 (0,001 pg/sitio, i.c.v.). A
ANOVA de duas vias revelou um efeito do tratamento com inosina [F
(1,24)=5,74, p <0,05], do tratamento com AR-A014418 [F (1,24)=6,74,
p < 0,05] e da interacdo entre inosina ¢ AR-A014418. [F (1,24) =8,01, p
< 0,01]. Analises de post-hoc indicaram que o tratamento com sub-doses
de inosina e de AR-A014418 reduziram de maneira significativa o tempo
de imobilidade no TSC como demonstrado na figura 22A. Os resultados
na figura 22B demonstraram que nenhum desses tratamentos alterou de
maneira significativa a atividade locomotora dos animais no TCA.
[Tratamento com inosina: F (1,24) = 0,48, p > 0,05], tratamento com AR-
A014418 [F (1,24) = 0,22, p > 0,05], interagdo entre inosina e AR-
A014418: F (1,24)=2,44,p > 0,05].
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Figura 22. Influéncia da inibicio de GSK-3f3 nos efeitos de inosina no TSC e
TCA. Efeito do tratamento com inosina (0,1 mg/kg, i.p) e/ou AR-A014418
(inibidor de GSK-3B 0,001 pg/sitio; i.c.v.) no tempo de imobilidade no TSC
(painel A) e no namero de cruzamentos no TCA (painel B). As barras representam
amédia+ E.P.M. (n=7). ** p<0,01 comparado com controle (salina + veiculo).
## p < 0,001 comparado com o grupo inosina + veiculo. (ANOVA de duas vias
seguida pelo teste de post-hoc Newman-Keuls).

4.44  Efeito da administragdo de inosina na fosforilagdo e
imunoconteudo de CREB

Uma vez que a modulagdo das vias de sinalizagdo demonstradas
até agora pode convergir para a fosforilagdo de um alvo em comum, foi
verificado por analises de Western-blotting a fosforilagdo (ser-133) e o
imunoconteudo de CREB no hipocampo e CPF dos animais, 30 minutos
e 24 horas ap6s a administragdo i.p. de inosina. Como demonstrado nas
figuras 23A e 23B, nao foram verificadas altera¢es fosforilagdo e no
imunoconteudo total de CREB nas estruturas cerebrais analisadas 30
minutos ap6és o tratamento com inosina. (hipocampo P-CREB 30 min:
t(12)=1,28, p > 0,05, hipocampo T-CREB 30 min: t(12)=1,20, p > 0,05,
PFC P-CREB 30 min: t(12)=1,28, p > 0,05, CPF T-CREB 30 min:
t(12)=4.38, p > 0,05). Contudo, como demonstrado na figura 23C, foi
observado um aumento na fosforilagdo de CREB no hipocampo dos
animais 24 horas apos o tratamento com inosina (t(14)=2,40, p < 0,05),
sem alteracdes no imunocontetido total de CREB (t(14)=1,46, p > 0,05).
Os resultados na figura 23D indicam que 24 horas apds tratamento com
inosina ndo foram verificadas alteragdes na fosforilagio e no
imunocontetudo total de CREB no CPF. (P-CREB: t(14)=1,15, p > 0,05;
T-CREB: t(14)=1,61, p > 0,05).
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Figura 23. Efeito do tratamento com inosina na fosforilacdo (ser-133) e
imunocontetido de CREB. A figura mostra uma imagem representativa e a
quantificagdo da fosforilagdo e imunocontetido de CREB no hipocampo (A) e
cortéx pré-frontal (CPF) (B), 30 minutos apos a administragdo de inosina (10
mg/kg, i.p.) além de mostrar a imagem representativa e a quantificacdo da
fosforilagdo e imunoconteudo de CREB no hipocampo (C) e CPF (D), 24 horas
apos a administragdo de inosina (10 mg/kg, i.p.). Os animais controle foram
tratados com salina (10 ml/kg i.p.). A quantificag@o da fosforilacdo foi realizada
pela razdo entre a D.O. das bandas fosforiladas (P-CREB) e totais de CREB (T-
CREB) e o imunoconteudo foi avaliado pela razdo da D.O. banda de T-CREB e
aD.0. da banda de B-actina. Os resultados da quantificagio estdo expressos como
percentual do controle e as barras representa a média £+ EP.M de 7-8
experimentos (Teste t de student).
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4.4.5 Envolvimento dos receptores NMDA e AMPA no efeito tipo-
antidepressivo de inosina

Além do estudo da participagdo destas vias de sinalizagdo nos
efeitos comportamentais induzidos por inosina, foi verificado se a
modulacdo do sistema glutamatérgico poderia estar relacionada com o
efeito tipo-antidepressivo dessa purina.

Uma vez que a hipotese envolvida nesses experimentos consistia
num possivel efeito inibitorio de inosina nos receptores do tipo NMDA,
foi verificado o efeito do tratamento com o agonista € o co-agonista desses
receptores no efeito anti-imobilidade de inosina no TSC. Os resultados
da figura 24A indicam que o pré-tratamento com NMDA (0,1 pmol/sitio,
i.c.v. agonista NMDAR), aboliu o efeito tipo antidepressivo da inosina.
A ANOVA de duas vias ndo revelou diferengas significativas para os
tratamentos com inosina [F (1,24) = 0,89, p > 0,05], e para o tratamento
com NMDA [F (1,24) = 0,53, p > 0,05], mas uma interagao significativa
entre esses tratamentos [F (1,24) = 11,55, p < 0,01]. Analises post-hoc
indicaram que o pré-tratamento com NMDA preveniu significativamente
a diminuicdo do tempo de imobilidade induzido por esta purina.
Adicionalmente, conforme pode ser verificado na figura 24C, nenhum
dos tratamentos modificou a locomog¢ao dos animais no TCA. A ANOVA
de duas vias ndo mostrou diferencas significativas para o tratamento com
inosina [F (1,24) = 0,067, p > 0,05], tratamento com NMDA [F (1,24) =
0,036, p > 0,05], ou para a interacdo entre os tratamentos com inosina e
NMDA [F (1,24) = 0,031, p > 0,05].

O tratamento com D-serina (30 pg/sitio), um co-agonista de
NMDAR, também foi capaz de prevenir o efeito anti-imobilidade de
inosina. (Figura 24B). A ANOVA de duas vias revelou um efeito para o
tratamento com inosina [F (1,24) = 9,97, p < 0,05], sem diferencas para o
tratamento com D-serina [F (1,24) = 3,19, p > 0,05], mas uma interagdo
significativa para os tratamentos com inosina ¢ D-serina [F (1,24) = 11,36,
p < 0,01]. Os resultados da figura 24D mostram que nenhum desses
tratamentos citados modificou a locomog¢do dos animais no TCA. A
ANOVA de duas vias ndo revelou diferengas para o tratamento com
inosina [F (1,24) = 0,11, p > 0,05], D-serina [F (1,24) = 0,18, p > 0,05]
ou para interagdo entre os tratamentos com inosina e D-serina [F (1,24) =
0,11, p>0,05].



78

A B Il Veiculo

Il Veiculo

NMDA 0,1 pmol/sitio D-Serina 30 pgsitio

250 # 2501

z s o
o -
S 200- 1 B 200 .
S 1504 3 1501
g £
> 1004 3 1001
° °
é- 504 g- 50+
3
® o F o
Salina Inosina 10 mg/kg Salina Inosina 10 mg/kg
C Il Veiculo D Il Veiculo
» 1507 NMDA 0,1 pmol/sitio w 1507 D-Serina 30 ug/sitio
£ £
s c
£ g
g 100 g 1001 —
5 - - g -
3 8
o 504 o 501
b= S
[ )
E E
S S
=z z
0- 0-
Salina Inosina10 mg/kg Salina Inosina 10 mg/kg

Figura 24. Influéncia do tratamento com agonistas dos receptores NMDA
nos efeitos de inosina no TSC e TCA. Efeito do tratamento com inosina (10
mg/kg, i.p.) e/ou NMDA (agonista NMDAR; 0,1 pmol/sitio; i.c.v.) ou D-serina
(30 pg/sitio, co-agonista NMDAR) no tempo de imobilidade no TSC (painéis A
e B) e no numero de cruzamentos no TCA (painel C e D). As barras representam
amédia+ E.P.M. (n=7-8). * p <0,05 comparado com controle (salina + veiculo).
# p <0,05 comparado com o grupo inosina + veiculo *** p < 0,001 comparado
com controle (salina + veiculo). ### p < 0,001 comparado com o grupo inosina +
veiculo (ANOVA de duas vias seguida pelo teste de post-hoc Newman-Keuls).

Além da reversio do comportamento tipo antidepressivo de
inosina causada pela administracdo do agonista e do co-agonista do
receptor NMDA, foi verificado se a administracdo de doses sub-ativas de
inosina juntamente com doses sub-ativas de antagonistas do receptor
NMDA poderia induzir um comportamento tipo antidepressivo. Como
pode ser verificado na figura 25A, a co-administragdo de inosina (0,1
mg/kg, i.p.) e cetamina (0,1 mg/kg, i.p. Antagonista NMDAR) induziram
um efeito do tipo antidepressivo sinérgico. A ANOVA de duas vias
revelou um efeito significativo para o tratamento com cetamina [F(1,24)
= 16,46, p < 0,001], para o tratamento com inosina [F(1,24) = 5,72, p <
0,001] bem como para a interag@o entre os tratamentos inosina e cetamina
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[F(1,24) = 5,21, p < 0,05]. Os resultados do TCA, indicaram que o
tratamento com inosina e/ou cetamina ndo alteram a locomog¢do dos
animais. A ANOVA de duas vias ndo indicou diferencas para o
tratamento com inosina [F(1,24) = 0,054, p > 0,05], cetamina [F(1,24) =
0,08, p > 0,05] e da interagdo entre esses tratamentos [F(1,24) = 3,94, p >
0,05] (figura 3C).

Adicionalmente, os resultados da figura 25B mostram o efeito
tipo-antidepressivo sinérgico entre doses sub-efetivas de inosina (0,1
mg/kg, i.p.) e MK-801 (0,001 mg/kg, p.o. antagonista NMDAR). Através
da ANOVA de duas vias foi verificado um efeito para o tratamento com
inosina [F(1,25) = 14,01, p < 0,001], para o tratamento com MK-801
[F(1,25) = 11,01, p < 0,001], bem como para interagdo entre esses
tratamentos [F(1,25) = 26,46, p < 0,001]. As comparagdes de post-hoc
indicaram que apenas o tratamento com doses sub-ativas de inosina e
MK-801 foi capaz de induzir um efeito tipo-antidepressivo. Além disso,
essas alteragdes no TSC ndo podem ser atribuidas a alteragdes na
locomogdo dos animais, j4 que nenhum dos tratamentos alterou a
locomogdo dos animais no TCA (figura 25D) [tratamento com inosina:
F(1,25) = 0,45, p > 0,05; tratamento com MK-801: F(1,26) = 0,095, p >
0,05; interacdo entre os tratamentos com inosina e MK-801 [F(1,25) =
0,39, p > 0,05].
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Figura 25. Influéncia do tratamento com antagonistas dos receptores NMIDA
nos efeitos de inosina no TSC e TCA. Efeito do tratamento com inosina (0,1
mg/kg, i.p.) e/ou cetamina (antagonista NMDAR ; 0,1 mg/kg, i.p.) ou MK-801
(antagonista NMDAR; 0,001 mg/kg, p.o.) no tempo de imobilidade no TSC
(painéis A e C) e no niimero de cruzamentos no TCA (painéis B e D). As barras
representam a média + E.P.M. (n = 7-8). *** p < 0,001 comparado com controle
(salina + veiculo) (ANOVA de duas vias seguida pelo teste post-hoc de Newman-
Keuls).

Os resultados na figura 26A demonstram que o efeito anti-
imobilidade de inosina no TSC ndo foi alterado pelo tratamento com
DNQX (2,5 pg/sitio, i.c.v., antagonista de AMPAR). A ANOVA de duas
vias indicou um efeito significativo para o tratamento com inosina [F
(1,26) = 25,42, p <0,001], sem diferengas para o tratamento com DNQX,
[F (1,26) = 0.13, p > 0,05], e sem demonstrar uma interagdo entre 0s
tratamentos com inosina e DNQX [F (1,26) = 0,43, p > 0,05]. Além disso,
nenhum dos tratamentos modificou a locomo¢do dos animais no TCA
(figura 26B) [Tratamento com inosina: F (1,26) = 2,44, p> 0,05;
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tratamento com DNQX: F (1,26) = 0,75, p > 0,05; interagdo entre os
tratamentos com inosina e DNQX F (1,26) = 0,17, p > 0,05].
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Figura 26. Influéncia do tratamento com antagonista dos receptores AMPA
nos efeitos de inosina no TSC e TCA. Efeito do tratamento com inosina (10
mg/kg, i.p.) e/ou DNQX (antagonista AMPAR; 2,5 ng/sitio; i.c.v.) no tempo de
imobilidade no TSC (painel A) e no niimero de cruzamentos no TCA (painel B).
As barras representam a média + E.P.M. (n = 7-8). * p < 0,05 comparado com
controle (salina + veiculo) (ANOVA de duas vias seguida pelo teste de post-hoc
de Newman-Keuls).

4.4.6 Envolvimento da mTORCI no efeito tipo antidepressivo de
inosina

Adicionalmente, foi avaliado se a modulacdo de mTORCI1
poderia estar envolvida no efeito tipo-antidepressivo de inosina no TSC.
Como pode ser verificado na figura 27A o efeito tipo-antidepressivo de
inosina foi prevenido pelo pré-tratamento com o inibidor de mTORCI1,
rapamicina (0,2 nmol/sitio, i.c.v.). A ANOVA de duas vias ndo indicou
diferencgas significativas para os tratamentos com inosina [F(1,24)=2,91,
p > 0,05], mas para o tratamento com rapamicina [F(1,24)=4,30, p < 0,05]
€ uma interacdo para os tratamentos com inosina e rapamicina
[F(1,24)=13.28, p < 0,01]. Adicionalmente, a ANOVA de duas vias ndo
indicou diferengas para o tratamento com inosina [F(1,24) = 0,04 > 0,05],
tratamento com rapamicina [F(1,24) =2,47 p > 0,05], e para a interagdo
entre os tratamentos com inosina e rapamicina [F(1,24)=0,21, p > 0,05]
numero de cruzamentos observados no TCA (figura 27B).
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Figura 27. Influéncia da inibicio de mTORC1 (usando rapamicina) nos
efeitos de inosina no TSC e TCA. Efeito do tratamento com inosina (10 mg/kg,
i.p.) e/ou rapamicina (inibidor da mTORC1; 0,2 nmol/sitio; i.c.v.) no tempo de
imobilidade no TSC (painel A) e no niimero de cruzamentos no TCA (painel B).
As barras representam a média + E.P.M. (n=5-7). *** p <0,001 comparado com
controle (salina + veiculo). ### p < 0,001 comparado com o grupo inosina +
veiculo. (ANOVA de duas vias seguida pelo teste de post-hoc de Newman-
Keuls).

Uma vez que a ativacdo de mTORCI1 pode levar a sintese de
proteinas sindpticas (LI et al., 2010), foi avaliado se inosina poderia
alterar o imunoconteudo de proteinas sindpticas como PSD-95, GluAl e
sinapsina I. Contudo, ndo verificamos alteragdes no imunocontetido
dessas proteinas, 30 min ou 24 horas apds a administragdo de inosina
(figuras 28 e 29). Os resultados dos testes estatisticos estdo listados na
tabela a seguir:



&3

CPF GIUAL: t(14) = 0,24, p > 0,05 CPF GIUAL: t(14) = 2,89, p > 0,05
CPF PSD95: t(13) = 1,28, p > 0,05 CPF PSD95: t(14) = 1,36, p > 0,05
CPF Sinapsina I: t(13) = 0,32, p>0,05 | C°F Si”apsma(';,otém) =259,p>
HIP GIuAL: t(13) = 0,73, p > 0,05 HIP GIUAL: t(14) = 2,45, p > 0,05
HIP PSD95: t(14) = 0,98, p > 0,05 HIP PSD95: [t(14) = 1,33, p > 0,05
HIP Sinapsina I: t(13) = 0,73, p>0,05 1" Si”apsma(';(t)gm) =125p>

Tabela 3. Valores de significincia para as analises de Western Blotting no
imunoconteudo de GluaA1l, PSD95 e Sinapsina I, 30 minutos e 24 horas apés
a administracio de inosina (10 mg/kg i.p.). CPF: cortex pré-frontal; HIP:
Hipocampo.
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Figura 28. Imunoconteiudo de GluA1, PSD95 e sinapsina 30 minutos apo6s a
administragdo i.p. de inosina. A figura mostra uma imagem representativa e a
quantificagdo do imunocontetido de GluA1, PSD95 e sinapsina no cortex pré-
frontal (CPF) (A-C) e no hipocampo (D-F), 30 minutos ap6s a administragao de
inosina (10 mg/kg, i.p.). Os animais controle foram tratados com salina (10 ml/kg,
i.p.). A quantificacdo foi realizada entre a D.O. da banda de interesse e a banda
de B-actina. Os resultados da quantificag@o estdo expressos como percentual do
controle e as barras representam a média + E.P.M de 7-8 experimentos (Teste t
de student).
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Figura 29. Imunoconteido de GluA1l, PSD95 e sinapsina 24 horas apés a
administragdo i.p. de inosina. A figura mostra uma imagem representativa e a
quantificagdo do imunocontetido de GluA1, PSD95 e sinapsina no cortex pré-
frontal (CPF) (A-C) e no hipocampo (D-F), 24 horas apo6s a administracdo de
inosina (10 mg/kg, i.p.). Os animais controle foram tratados com salina (10 ml/kg
i.p.). A quantificacdo foi realizada entre a D.O. da banda de interesse e a banda
de B-actina. Os resultados da quantificag@o estdo expressos como percentual do
controle e as barras representam a média + E.P.M de 8 experimentos (Teste t de
student).
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4.4.7 Avaliagdo da expressdo dos receptores de adenosina Aj e Axa
apos a administragdo de inosina

Uma vez que os receptores de adenosina estdo envolvidos na
modulag¢do de outros sistemas de neurotransmissdo no SNC, incluindo a
neurotransmissdo glutamatérgica, foi verificado se administragdo i.p. de
inosina poderia modular o imunoconteudo dos receptores A; e Aya. Como
verificado na figura 30 e 31, a administragdo de inosina nao alterou
significativamente o imunoconteudo destes receptores no CPF e
hipocampo dos animais, 30 minutos ou 24 horas apo6s a administrago i.p
de inosina. Os resultados dos testes estatisticos estdo listados a seguir:

CPF A;:t(13) = 0,62, p > 0,05; CPF A;: t(6) = 0,002, p > 0,05;
CPF AA:t(9) = 0,62, p > 0,05; CPF Aya: t(14) = 0,37, p > 0,05;
HIP As: t(12) = 0,15, p > 0,05; HIP A;: t(14) = 0,78, p > 0,05;
HIP A,a: t(12) = 0,25, p > 0,05; HIP A,a: t(14) = 0,28, p > 0,05;

Tabela 4. Valores de significincia para as analises de Western Blotting no
imunoconteudo dos recepetores A; e A,, de adenosina 30 minutos e 24 apos
a administracio de inosina (10 mg/kg i.p.). CPF : cortex pré frontal, HIP:
Hipocampo.
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Figura 30. Imunoconteudo de receptores A; (A1R) e A,, (A2AR) 30 minutos
apés a administracdo i.p. de inosina. A figura mostra uma imagem
representativa e a quantificacdo do imunoconteudo de A1R e A2AR no cortéx
pré-frontal (CPF) (A-B) e no hipocampo (C-D), 30 minutos apds a administragao
de inosina (10 mg/kg, i.p.). Os animais controle foram tratados com salina (10
ml/kg i.p.). A quantificagdo foi realizada entre a D.O. da banda de interesse e a
banda de p-actina. Os resultados da quantificagdo estdo expressos como
percentual do controle e as barras representam a média £ E.P.M de 6-8

experimetos (Teste t de student).
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Figura 31. Imunocontetido de receptores Al (A1R) e A2A (A2AR) 24 horas
apés a administracdo i.p. de inosina. A figura mostra uma imagem
representativa e a quantificacdo do imunocontetdo de A1R e Ay, A2AR no cortéx
pré-frontal (CPF) (A-B) e no hipocampo (C-D), 24 horas apds a administragao de
inosina (10 mg/kg, i.p.). Os animais controle foram tratados com salina (10 ml/kg
i.p.). A quantificacdo foi realizada entre a D.O. da banda de interesse e a banda
de B-actina. Os resultados da quantificag@o estdo expressos como percentual do
controle e as barras representam a média + E.P.M de 4-8 experimentos (Teste t
de student).
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4.5  Discussio

Os resultados desse trabalho permitiram aprofundar o
entendimento dos mecanismos relacionados ao efeito tipo-antidepressivo
de inosina. Foi possivel demonstrar de maneira inédita, que este efeito
envolve a inibi¢do de receptores NMDA, ativagdo de vias de sinalizagdo
como PKA, CaMKII, PI3K/Akt, MEK/ERK, mTOR e¢ inibi¢do de GSK-
3B. Adicionalmente, uma Unica administracdo de inosina (10 mg/kg, i.p.)
foi capaz de aumentar a fosforilagdo de CREB (ser-133) no hipocampo
dos animais.

O TSC foi utilizado como um modelo de desespero
comportamental preditivo para avaliar a atividade antidepressiva. Neste
paradigma, os animais sdo submetidos a uma situagdo aguda de estresse
inescapavel, e a diminui¢do do tempo de imobilidade é considerada como
um indicativo de atividade antidepressiva. Apesar das limitagdes
associadas a esse teste, principalmente ao fato de que esse teste responde
de maneira aguda ao tratamento com antidepressivos e ter apenas uma
validade preditiva, o TSC ¢ amplamente utilizado no estudo de compostos
antidepressivos e seus mecanismos de agdo. Contudo, compostos que
aumentam a atividade locomotora nos animais podem induzir um
resultado falso-positivo no TSC (STERU et al., 1985). Para excluir essa
possibilidade, todos os animais foram submetidos ao TCA, e nenhum dos
tratamentos alterou de maneira significativa a locomocdo dos animais,
validando os resultados obtidos no TSC.

Os resultados visualizados na figura 17 confirmaram resultados
prévios da literatura (KASTER et al., 2013), que indicaram que 30
minutos apos administracdo de inosina diminui o tempo de imobilidade
no TSC sem alterar a locomogdo dos animais no TCA. Baseado nesses
resultados, a dose de 10 mg/kg foi escolhida como uma dose ativa dessa
purina para realizacdo dos ensaios bioquimicos e comportamentais. Uma
vez que na dose 0,1 mg/kg ndo foram observadas alteragdes no tempo de
imobilidade dos animais, essa dose foi utilizada nos estudos adicionais
como uma dose sub-ativa de inosina.

Inosina é uma purina endégena formada durante o metabolismo
de adenosina, que estd presente em todo o organismo e em todos os tipos
celulares, incluindo no SNC. Quando comparado aos outros nucleosideos
e seus metabdlitos, a concentragdo de inosina se destaca como a maior em
varias regides encefalicas (KOVACS et al., 2009). Além disso, durante
situagdes de estresse celular como em processos isquémicos, a
concentragdo extracelular de inosina pode aumentar de maneira
significativa (BELL et al, 1998). Apesar da maioria dos trabalhos
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focarem nos efeitos bioldgicos da adenosina, varios estudos tém
demonstrado que o papel biologico de inosina vai além de uma simples
molécula do metabolismo da adenosina. Ja foi descrito na literatura uma
variedade de atividades biologicas para essa purina, como efeitos
neuroprotetores, imunomodulatorios, antinociceptivo e antidepressivo
(HASKO, SITKOVSKY e SZABO, 2004; KASTER et al., 2013;
NASCIMENTO et al., 2014).

Alguns dados provenientes de estudos clinicos sugerem uma
possivel relagdo entre depress@o e inosina. Por exemplo, foi observado
que em pacientes deprimidos ocorre uma diminui¢do dos niveis séricos
de inosina (ALI-SISTO et al., 2016). Estes resultados corroboram dados
prévios na literatura que demonstraram uma queda na atividade da enzima
ADA em pacientes com diagnosticos de depressao. Neste mesmo trabalho
foi demonstrado que quanto maior o score observado na Escala Hamilton
de depressdo menor a atividade de ADA, indicando uma correlagdo
negativa entra a atividade de ADA e a severidade dos sintomas
depressivos (ELGUN, KESKINEGE e KUMBASAR, 1999)

Ja foi demonstrado que a administracdo aguda i.p. de inosina
diminui o tempo de imobilidade dos animais no TNF e TSC indicando
uma potencial atividade antidepressiva para essa purina, sendo esse
resultado reproduzido nesse trabalho. Esse efeito tipo-antidepressivo da
inosina foi prevenido pelo pré-tratamento com antagonistas dos
receptores A; e Ay para adenosina, o que esta de acordo com uma série
de dados na literatura que indicam que inosina pode agir como agonista
dos receptores adenosinérgicos (KASTER et al., 2013). Esses resultados
corroboram outros trabalhos que demonstram que o tratamento crénico
com inosina € capaz de prevenir o comportamento depressogénico e a
diminuicdo da neurogénese hipocampal induzidos por um protocolo de
ECI MUTO et al., 2014).

Existem poucos trabalhos na literatura relacionados aos aspectos
farmacocinéticos de inosina. Alguns estudos indicam que inosina
atravessa a barreira hemato-encefalica (BHE), além de serem descritos o
envolvimento de alguns transportadores de nucleosideos no transporte de
inosina (denominados: ENT1, ENT2, ENT3 CNT2 e CNT3) (RACAGNI
¢ POPOLI, 2008; PARKINSON et al.,2011; MUTO et al., 2014). Apesar
de até o momento ndo estarem disponiveis dados referentes a
biodisponilidade ou ao efeito na concentracdo cerebral de inosina em
diferentes compartimentos celulares apds a sua administragao i.p., ja foi
relatado um aumento nos niveis cerebrais de inosina ap6s administragido
por via oral dessa purina (MUTO et al., 2014), o que permite especular
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que a inosina administrada perifericamente pode cruzar a BHE, e agir
como neuromodulador no SNC.

Devido ao rapido metabolismo e possiveis efeitos paracrinos das
purinas no SNC, é um grande desafio determinar o envolvimento dos
metabolitos de inosina nos efeitos observados apos sua administracdo in
vivo. A inosina pode exercer um efeito neuroprotetor in vivo frente a
isquemia cerebral, porém esses efeitos ndo foram mimetizados pela
administragdo de hipoxantina, o que corrobora a hipotese de um efeito
direto de inosina (SHEN ef al., 2005). A administragdo de forodesina
(inibidor da enzima purina nucelosideo fosforilase, que pode aumentar a
concentragdo endogena de inosina), induziu um efeito antinociceptivo em
camundongos, sendo este efeito inibido por DPCPX (antagonista dos
receptores A;). Nesse sentido, o efeito antinociceptivo de inosina
observado em camundongos também foi potencializado pela
administragdo de forodesina (NASCIMENTO et al., 2014). Por outro
lado, a administracdo de um inibidor da enzima ADA, que pode diminuir
a formagdo enddgena de inosina e aumentar a quantidade de adenosina,
foi capaz de induzir efeito tipo-antidepressivo em camundongos
(KASTER et al., 2013). Uma vez que inosina e adenosina competem pelo
mesmos transportadores entre os espagos intracelular e extracelular, é
possivel que o aumento na concentracdo de inosina causado pela
administragdo exogena dessa purina, aumente a concentragao extracelular
de adenosina através da competi¢do pelo mesmo transportador, gerando
efeitos que podem ocorrer devido aumento de adenosina. Resultados
prévios indicaram que efeito tipo-antidepressivo de inosina perdurou por
até 240 min (KASTER et al., 2013), o que ndo nos permite descartar a
hipotese da participacdo de alguns dos metabdlitos de inosina nas
alteragcdes comportamentais observadas. Alguns estudos clinicos também
sugerem que muitos dos efeitos atribuidos a inosina podem ser gerados
pelo acido trico (produto final de seu metabolismo), sendo que ja foram
reportados niveis diminuidos de acido urico em pacientes deprimidos
(WEN et al., 2012). O acido urico € um composto reconhecido por suas
propriedades antioxidantes, o que pode influenciar nos efeitos
neuroprotetores de inosina no tratamento da doenca de Parkinson
(SCHWARZSCHILD et al., 2013; BHATTACHARYYA et al., 2016).
No entanto, os resultados desse trabalho demonstraram que o efeito tipo-
antidepressivo da inosina envolve a modulagdo de mecanismos
neuroquimicos que podem ser relacionados com a ativag@o de receptores
de adenosina. Contudo, futuros estudos serdo necessarios para elucidar o
papel dos metabdlitos de inosina nos efeitos observados.
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As MAPKs sdo enzimas de transducdo de sinal envolvidas em
varios processos celulares incluindo a regulagdo da expressdo génica em
resposta a um estimulo extracelular, proliferagdo e sobrevivéncia celular
além da modulacdo da resposta ao estresse fisico e quimico (CHANG e
KARIN, 2001). Em modelos animais de depressdo induzidos pela
administragdo cronica de corticosterona ou ECI as alteragoes
comportamentais associadas ao fenotipo depressivo estdo acompanhadas
com a reducdo da fosforilacdo de ERK 1/2 (GOURLEY et al., 2008; LIU
et al., 2014). A inibigdo da cascata de MEK/ERK pode induzir um
comportamento do tipo-depressivo, além de prevenir a acdo de alguns
antidepressivos como desipramina, sertalina e cetamina (DUMAN et al.,
2007; REUS et al, 2014). Como demonstrado na figura 18 a
administragdo de U0126 preveniu o efeito tipo-antidepressivo de inosina.
U0126 ¢ um potente inibidor de MEK1/2, por se ligar diretamente no sitio
de catalitico da enzima, impedindo a atividade cinase da mesma. Dessa
forma o bloqueio da atividade de MEK 1/2 impede a fosforilagdo e
consequentemente a ativagdo de ERK 1/2 (FAVATA et al., 1998). Nosso
resultado indica uma relagdo entre a ativagdo de ERK e o comportamento
tipo-antidepressivo induzido pela administracdo de inosina. Ja foi
demonstrado que inosina € capaz de estimular a fosforilagdo de ERK1/2
in vitro. Além disso, a administragdo dessa purina por via oral em
camundongos aumentou a fosforilagdo da EKR 1/2 no hipocampo, sendo
esses efeitos inibidos por antagonistas dos receptores A e Ayx (MUTO et
al., 2014). Adicionalmente, a atividade neuroprotetora da inosina in vitro
também parece ser depende da ativagdo de ERK 1/2 (TOMASELLI et al.,
2005). Assim, nossos resultados corroboram dados na literatura que
sugerem que a ativacdo da sinalizagio MEK/ERK esta intimamente
relacionada com os efeitos biologicos da inosina.

A CaMKII ¢ uma proteina cinase amplamente expressa no SNC
principalmente nos terminais pré-sinapticos e densidades pds-sinapticas,
capaz de modular a resposta neuronal de diferentes maneiras (CELANO
et al., 2003; SHONESY et al., 2014). A modulagdo de CaMKII esta
relacionada com varios eventos envolvendo a neuroplasticidade, além de
possivelmente estar envolvida na fisiopatologia da depressao (DU et al.,
2004). O tratamento com antidepressivos estimula a fosforilagdo de
CaMKII, além de inibidores dessa enzima prevenirem os efeitos de drogas
antidepressivas (D'SA e DUMAN, 2002; TIRABOSCHI et al., 2004). Os
resultados mostrados na figura 19, indicam que o pré-tratamento com
KN-62 aboliu completamente o efeito tipo-antidepressivo de inosina.
Esses resultados estdo de acordo com dados prévios na literatura que
indicam que a ativacdo de receptores A; pode levar a um aumento de
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calcio citoplasmatico proveniente de reservas intracelulares, além de estar
associado com a ativacdo de CaMKII (LIU e WONG, 2004; ETHIER e
MADISON, 2006). Contudo, estudos adicionais serdo necessarios para
verificar se a ativagdo de CaMKII por inosina ¢ decorrente da ativagdo de
receptores de adenosina, ou por algum outro mecanismo secundario.

O inibidor farmacoloégico KN-62 tem sido utilizado
extensivamente como uma importante ferramenta no estudo do papel da
ativacdo de CaMKII em varios estudos in vitro e in vivo (ZENI et al.,
2012; CUNHA et al., 2014; MANOSSO et al., 2015; QU et al., 2015;
PESARICO et al.,2016; ZHAO et al.,2016). O KN-62 compete pelo sitio
Ca’"Calmodulina da enzima, inibindo tanto a fosforilagdo do substrato e
a autofosforilacdo de CaMKII, com IC5pde 0,9 uM (TOKUMITSU et al.,
1990). Contudo, ¢ valido mencionar que o KN-62 também ¢ capaz de
bloquear receptores purinérgicos do tipo P2, especificamente receptores
P2X7 (SANCHEZ-NOGUEIRO et al., 2014). Porém, de acordo com
evidéncias da literatura ¢ improvavel que inosina possa se ligar e ativar
receptores purinérgicos do tipo P2, uma vez que esses receptores sdo
ativados seletivamente por ATP ou ADP em menor extensdo, mas ndo sao
ativados por AMP, adenosina ou outras purinas e pirimidinas (NORTH e
JARVIS, 2013). Mesmo que alguma quantidade de ATP seja liberada em
situagdes agudas de estresse, o possivel bloqueio dos receptores P2X7
induzido por KN-62 na concentracdo utilizada ndo foi capaz de induzir
nenhuma resposta comportamental nos animais. Dessa maneira, nossos
resultados sugerem que o tratamento com inosina pode induzir uma
ativacdo de CaMKII, e que essa ativacdo esta relacionada com a agdo
antidepressiva dessa purina. Contudo, ndo ¢ possivel excluir a
possibilidade do envolvimento da modulagéo indireta de receptores P2X7
por inosina no seu efeito tipo antidepressivo.

Nos também demostramos que o tratamento com H-89, um
inibidor seletivo de PKA preveniu a queda no tempo de imobilidade
induzido pela inosina. Estes resultados corroboram resultados prévios da
literatura que indicam que a inibicdo de PKA por H-89 foi capaz de
prevenir o efeito antidepressivo de outros compostos com acdo
antidepressiva em modelos preditivos como fluoxetina, memantina, zinco
e creatina. (OKADA et al., 2001; ALMEIDA et al., 2006; LIU et al.,
2012; CUNHA et al.,2014; MANOSSO et al., 2015). O mecanismo dessa
modulagdo de PKA por inosina permanece incerto, considerando que o
efeito antidepressivo dessa purina envolve a ativagdo dos receptores A
e A, de adenosina, que exercem efeitos antagonicos sobre a ativacdo de
PKA (KASTER et al., 2013). Receptores A interagem com proteinas Gi,
diminuindo a atividade de adenilato ciclase e a atividade de PKA. Por
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outro lado, a ativagdo do receptor A,, estimula, via proteina Gs, a
atividade de adenilato ciclase, aumentando os niveis de AMPc e
consequentemente ativando PKA (JACOBSON e GAO, 2006). Porém,
esses receptores podem interagir de diferentes maneiras, levando a
ativacdo de vias de sinaliza¢do ndo classicas que podem ocorrer nessas
condi¢des (SHETH et al., 2014). Dessa maneira, estudos adicionais serdao
necessarios para verificar a modulacao da atividade de PKA por inosina.

A ativacdo de receptores de adenosina pode levar a ativagdo de
PI3K/AKT (CHENG et al., 2010; NAYAK, PRENTICE e MILTON,
2010; UMAPATHY et al., 2013), além de estudos in vitro sugerirem que
inosina é capaz de aumentar a fosforilacdo de AKT (GAO et al., 2001).
A ativagdo de PI3K catalisa a formagdo de fosfatidil-inositol-3,4,5-
trisfosfato na membrana celular levando a ativagdo de AKT, que pode
estar associada a diferentes processos celulares como crescimento de
neuritos, sobrevivéncia celular, plasticidade sinaptica e resposta
antidepressiva (BRAZIL e HEMMINGS, 2001; MARSDEN, 2012). Os
resultados mostrados na figura 21 indicaram que o tratamento com
wortmanina, um potente inibidor de PI3K preveniu o efeito anti-
imobilidade de inosina, indicando que ativagdo de PI3K/AKT esta
envolvida no efeito tipo-antidepressivo dessa purina. A via de sinalizagdo
envolvendo PI3K/AKT, esta associada com a modulacdo de outras
enzimas de sinalizacdo como a fosforilagdo com consequente inativagao,
no residuo ser-9 de GSK-3B (DWIVEDI et al., 2008). A inibigdo de GSK-
3P por sua vez esta relacionada com efeitos antidepressivos, uma vez que
inibidores dessa enzima sdo capazes de aumentar o efeito de alguns
antidepressivos (ROSA et al., 2008; KAIDANOVICH-BEILIN et al.,
2012). Nossos resultados indicam um efeito sinérgico (figura 22) entre
uma dose sub-ativa de inosina com uma sub-dose de um inibidor de GSK-
3B (AR-A014418). Assim, estes achados podem fornecer indicios de que
inosina pode ativar AKT, que por sua vez pode fosforilar e inativar GSK-
3B, sendo esses efeitos associados a um comportamento tipo-
antidepressivo.

A ativagdo de MEK/ERK, PI3K/AKT, CaMKII, PKA pode
induzir a fosforilagio de CREB no residuo ser-133 o qual esta
intimamente associado com a ativacdo desse fator transcrigdo
(SHAYWITZ e GREENBERG, 1999). Além disso, a inibicdo GSK-3
(via fosforilagio em ser-9 mediada por Akt), pode reduzir o efeito
inibitorio de GSK-3p na atividade de CREB (JOPE, 2003; LI e JOPE,
2010; KAIDANOVICH-BEILIN et al., 2012). Nossos resultados
mostraram um aumento na fosforilagdo de CREB no hipocampo 24 horas
apds o tratamento com inosina. Este resultado corrobora dados da
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literatura que indicam o aumento na expressdo de BDNF e proliferacdo
celular no hipocampo estimulada pela administragdo de inosina (MUTO
et al., 2014). O hipocampo ¢ uma das principais regides envolvidas na
regulagdo do humor, sendo associado as alteragdes neuroquimicas
observadas em resposta ao estresse e ao tratamento farmacologico para
depressdo. A fosforilagdo de CREB em ser-133 leva a transcrigdo de
diferentes genes associados a neuroplasticidade, incluindo de
neurotrofinas como BDNF (AUTRY e MONTEGGIA, 2012) O padrao
temporal de aumento da fosforilagdo de CREB induzido por inosina foi
similar ao padrdo observado para a expressdo de BDNF apds o tratamento
com (2R,6R)-Hidroxinorcetamina (HNK), um composto derivado do
metabolismo de cetamina e capaz de exercer um efeito antidepressivo
rapido (ZANOS et al., 2016). Assim, de maneira conjunta os resultados
deste trabalho indicam que a administra¢do de inosina pode modular uma
complexa sinalizac¢do intracelular que converge para a fosforilagdo de
CREB e consequente ativagdo deste fator de transcrigao.

Devido a relagdo entre o sistema purinérgico e glutamatérgico,
um dos objetivos deste trabalho foi verificar se o envolvimento dos
receptores NMDA no efeito tipo antidepressivo de inosina. Varios
trabalhos na literatura relacionam disfungdes na neurotransmissdao
glutamatérgica, especialmente envolvendo o receptor NMDA, e a
depressdao (REUS et al., 2016). Os resultados deste trabalho apresentam
algumas evidéncias do envolvimento da inibi¢do de NMDAR no efeito
tipo-antidepressivo da inosina no TSC. A administragdo do agonista de
NMDAR, NMDA (figura 24A) ou do co-agonista D-serina (figura 24C),
preveniram a queda no tempo de imobilidade induzido por inosina. A
formagdo de D-serina ocorre através em uma reac¢do de isomerizagdo
catalisada pela enzima serina racemase, que converte L-serina em D-
serina, sendo que a ligagdo desse co-agonista estd intimamente
relacionada com a ativagdo de NMDAR. Varios processos de
neurodegeneracdo mediados pela hiperatividade dos receptores NMDA,
como a doenga de Alzheimer e esclerose lateral amiotrofica, sdo
acompanhados pelo aumento nos niveis de D-serina. Ja a inibi¢do da
enzima serina racemase pode ter efeitos neuroprotetores contra danos
excitotoxicos, convulsdo e isquemia, indicando dessa forma a relagdo
entre D-serina e ativagdo NMDA (SASABE et al., 2007, WU, BASILE e
BARGER, 2007).

Uma segunda linha de evidéncias da inibicdo dos receptores
NMDA nos efeitos de inosina é que a administragdo de dose sub-ativas
de antagonistas NMDA como cetamina (figura 25A) e MK-801 (figura
25C) sdo capazes de potencializar o efeito tipo-antidepressivo de sub-
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doses de inosina. Dessa maneira, o sinergismo na a¢do antidepressiva
entre esses antagonistas glutamatérgicos e inosina, fornecem evidéncias
adicionais do envolvimento da inibi¢do de NMDAR no efeito tipo-
antidepressivo de inosina.

Esse possivel efeito inibitorio de inosina em NMDAR corrobora
os dados da literatura relacionados a possivel modulacdo do sistema
glutamatérgico por essa purina, uma vez que foi demonstrado que inosina
pode diminuir respostas eletrofisiologicas pds-sinapticas induzidas por
glutamato (SHEN et al., 2005), além dessa purina ser capaz de prevenir
convulsdes induzidas por acido quinolinico, um agonista NMDAR
(GANZELLA et al.,2011). Neste sentido, existem algumas evidéncias na
literatura relacionadas ao papel anticonvulsivante de inosina (KOVACS
etal.,2014; KOVACS et al., 2015). Inosina pode se ligar com receptores
GABA, sendo que este efeito pode estar relacionado a atividade
anticonvulsivante dessa purina (YAROM et al., 1998; KOVACS et al.,
2014). Dessa maneira, estudos adicionais serdo necessarios para
investigar o papel de receptores GABA no efeito tipo-antidepressivo de
inosina.

Um numero crescente de evidéncias tem relacionado a disfungio
glutamatérgica acompanhada de hiperativagdo dos receptores NMDA
com transtornos de humor incluindo a depressdo. Analises poés-morte do
cérebro de pacientes diagnosticados com depressdo revelou uma
diminuicdo na expressdo de transportadores astrocitarios, o que pode
levar ao acumulo de glutamato no espago extracelular (MIGUEL-
HIDALGO et al., 2010; BERNARD et al., 2011). Em modelos animais
de depressdo, também ocorre um aumento na liberagdo de glutamato no
hipocampo (SANACORA et al., 2008). Estes achados sugerem que um
aumento na fung¢do glutamatérgica pode estar associado aos distirbios na
homeostasia cerebral e processos patologicos encontrados nessa doenga
(SKOLNICK, 1999). A hiperativacdo dos receptores NMDA também esta
associada a um aumento exacerbado nos niveis intracelulares de Ca®’, que
desencadeia uma série de fendmenos que levam a morte celular,
incluindo: ativagdo de lipases e proteases citoplasmaticas, despolarizagao
da membrana mitocondrial (DESSI, BEN-ARI e CHARRIAUT-
MARLANGUE, 1993), inibicdo da sintese de ATP e aumento da
formacdo de radicais livres (NICHOLLS, 1985; DYKENS, 1994;
GUNTER et al., 1994; BINDOKAS et al., 1996). Portanto, a modulagdo
do receptor NMDA por inosina torna-se extremamente importante, tanto
no contexto dos mecanismos associados ao efeito tipo-antidepressivo,
mas também em outras neuropatologias que envolvem a hiperativagdo de
NMDAR
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Considerando que inosina ¢ capaz de se ligar e ativar receptores
de adenosina (SHEN et al., 2005; KASTER et al.,2013; NASCIMENTO
et al., 2014; WELIHINDA et al., 2016), e que esses receptores podem
modular NMDAR, pode ser especulado que o efeito inibitorio de inosina
em NMDAR ocorra por um mecanismo dependente da ativacdo de
receptores de adenosina. Os receptores A; sdo capazes de diminuir a
liberagdo pré- ou pods-sinaptica de glutamato, além de hiperpolarizar o
neurénio pos-sindptico inibindo NMDAR. Por outro lado, os receptores
Ajsa podem interferir na neurotransmissdo glutamatérgica de diferentes
maneiras. Apesar desses receptores estimularem a liberagdo de glutamato,
existem trabalhos na literatura indicando que a ativacdo de A, esta
associada a inibi¢do de correntes dependentes de NMDAR em neurdnios
estriatais (GEREVICH, WIRKNER e ILLES, 2002). Entretanto, esses
efeitos de inosina parecem ndo estar relacionados a mudangas na
expressdo desses receptores, uma vez que o tratamento com essa purina
ndo alterou a expressdo dos receptores A; e A;a no CPF e hipocampo
desses animais (figuras 30 e 31). Adicionalmente, ndo pode ser
descartada a possibilidade de uma interagdo direta entre inosina e
receptores NMDA. Apesar de os resultados deste trabalho indicarem que
inosina pode inibir NMDAR, os mecanismos dessa inibi¢do ainda sdo
desconhecidos, e futuros estudos sdo necessarios para elucidar esses
eventos.

Como demonstrado na figura 25A, a administragdo de inosina
juntamente com cetamina promoveu um efeito tipo antidepressivo
sinérgico, sugerindo que esses dois compostos possam ter mecanismos de
acdo semelhantes. Os mecanismos envolvidos no efeito antidepressivo
rapido de cetamina vao além da sua atividade inibitéria sobre NMDAR,
mas envolvem um mecanismo complexo, que inclui a ativagdo de
receptores AMPA, promovendo uma despolarizagdo rapida e transitoria
da célula e proporcionando a liberagdo de neurotrofinas como BDNF (LI
et al., 2010; DUMAN e VOLETI, 2012). Neste trabalho foi utilizado
DNQZX, um antagonista seletivo de AMPAR que foi capaz de bloquear o
efeito tipo-antidepressivo de cetamina no TSC (CUNHA et al., 2015b).
Porém o efeito tipo-antidepressivo de inosina, parece ndao envolver a
ativagdo dos receptores AMPA. O pré-tratamento dos animais com
DNQX ndo impediu a redu¢do no tempo de imobilidade induzido por
inosina (figura 26). Este resultado sugere que os mecanismos envolvendo
o efeito tipo antidepressivo de inosina pode nio envolver a ativagdo de
AMPAR.

Outro ponto chave no efeito antidepressivo rapido da cetamina,
esta associado a ativagdo de mTOR. Analises pds-morte de pacientes
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diagnosticados com depressdo indicaram uma diminui¢do de mTOR no
CPF de pacientes diagnosticados com essa doenca (JERNIGAN et al.,
2011), bem como um amento na fosforilagdo de mTOR em células
mononucleares do sangue periférico apds o tratamento com cetamina
(DENK et al., 2011). A rapamicina, um inibidor seletivo de mTORCI1,
bloqueia a acdo antidepressiva e o estimulo da sintese de proteinas
sinapticas induzidos por cetamina (LI et al., 2010; DUMAN e VOLETI,
2012). Neste sentido, ja foi também demonstrado que a administragio de
rapamicina aboliu o efeito tipo antidepressivo de compostos como a
guanosina, acido ascorbico, agmatina e creatina (BETTIO et al., 2012;
MORETTI et al., 2013; CUNHA et al., 2015a; NEIS ef al., 2016a). A
administragdo de rapamicina preveniu o efeito tipo-antidepressivo de
inosina, indicando que esta purina pode ativar mTOR (figura 27). Esse
resultado corrobora um recente trabalho que demonstrou a ativagido de
mTOR apds o tratamento com um agonista de receptores A in vivo
(CHENG et al., 2016). A ativagdo de mTOR estimula a fosforilagdo e
ativacdo de P70S6 cinase além da repressdo de 4E-BP, resultando na
regulacdo da traducdo de proteinas sinapticas. Essa estimulagdo da sintese
proteica por mTOR, eleva os niveis de proteinas associadas ao
funcionamento sinaptico como a sinapsina, PSD95 e GluAl, levando ao
aumento no numero de espinhas dendriticas e ao efeito antidepressivo (LI
etal.,2010; DUMAN e VOLETI, 2012). Contudo, nos tempos analisados
neste trabalho (30 e minutos 24 horas apds a administragdo de inosina),
ndo foram encontradas diferengas significativas no imunocontetido dessas
proteinas sinapticas (figuras 29 e 30). Alguns trabalhos na literatura com
compostos antidepressivos que ativam mTOR, demonstraram aumento na
expressao de proteinas sinapticas 60 minutos ap6s a administragdo desses
compostos (MORETTI et al., 2013; CUNHA et al., 2015a), enquanto
outros trabalhos indicam esse efeito ocorre 120 minutos apos a
administragdo de cetamina (LI et al., 2010). Dessa forma, o possivel
aumento de proteinas sindpticas induzido por inosina possa ser detectado
em tempos que ndo foram analisados nesse trabalho. Além disso, as
analises bioquimicas foram realizadas por Western blotting, que nao
permite diferenciar os efeitos bioquimicos em diferentes regides ou
populagdes celulares nas amostras de hipocampo e CPF. Adicionalmente,
alguns dos estudos que demonstram o aumento de proteinas sindpticas
pela administragdo de cetamina, utilizam amostras preparadas como
sinaptossomas (LI et al., 2010), o que permite concentrar essas proteinas
e aumentar a sensibilidade da técnica de Western-blotting. Dessa maneira,
estudos adicionais com diferentes metodologias sdo necessarios para
investigar o envolvimento da sintese de proteinas sinapticas por inosina.
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Contudo, a reversdo do efeito tipo-antidepressivo de inosina por
rapamicina fornece um indicio da participagdo de mTORC1 nesses efeitos
promovidos pela administragdo desse nucleosideo.

Como ja mencionado, a capacidade de cetamina estimular a
ativacdo de mTOR e promover o seu efeito antidepressivo, pode envolver
a ativacdo de receptores AMPA e liberagdo de vesiculas contendo BDNF.
O BDNF por sua vez poderia se ligar e ativar seus receptores do tipo TrkB
e desencadear uma sinalizagdo celular que ira culminar com a fosforilagao
e ativagdo de mTOR. (LI et al., 2010). Contudo, outros compostos como
acdo antidepressiva também podem ativar mTOR e exercer efeito rapido
mas de maneira independente do receptor AMPA. Neste sentido, ja foi
demonstrado um efeito sinérgico entre creatina e inosina (CUNHA et al.,
2015¢), o que permite especular que existam algumas similaridades entre
0s mecanismos de agdo entre os compostos. A agdo antidepressiva de
creatina também envolve a ativagdo de mTORCI e inibigdo de receptores
NMDA de maneira andloga a cetamina, mas sem ativar os receptores
AMPA (CUNHA et al., 2015b; CUNHA et al., 2015¢). Recentemente foi
demonstrado que acdo antidepressiva tanto de creatina quando cetamina
envolve a ativacdo dos receptores A e Aya. (CUNHA et al., 2015¢). Uma
vez que o efeito tipo-antidepressivo de inosina envolve a ativagdo de
receptores adenosinérgicos (KASTER et al., 2013) e modulagdo vias de
sinalizag@o upstream amTORC1 como a ativagdo AKT (figura 22) e ERK
(figura 19), e inibigdo de GSK-3p (figura 23), pode ser especulado que
ativacdo de receptores de adenosina por inosina pode modular uma
sinalizagdo intracelular associada a ativagdo AKT, ERK e inibi¢do de
GSK-3B, que pode levar a fosforilacdo e ativagdo de mTOR.

Por fim, os resultados desse capitulo forneceram evidencias
bioquimicas e farmacologicas a respeito dos mecanismos envolvidos no
efeito tipo-antidepressivo de inosina. Foi possivel determinar de maneira
inédita que o efeito tipo antidepressivo dessa purina envolveu a ativagao
de PKA, CaMKII, PI3K/Akt, MEK/ERK, mTORCI1 e inibi¢do de GSK-
38 e NMDAR. A administracdo aguda de uma tUnica dose de inosina
também foi capaz de aumentar a fosforilagdo de CREB, de maneira
analéga a expressio de BDNF por compostos que exercem efeito
antidepressivo rapido (ZANOS et al., 2016). Apesar de os resultados aqui
apresentados ndo permitirem afirmar que inosina exerce um efeito
antidepressivo rapido, foi possivel demonstrar algumas similaridades
entre os mecanismos envolvendo o efeito antidepressivo de inosina e
cetamina, 0 que representa uma importante perspectiva terapéutica.
Nossos resultados juntamente com dados prévios da literatura indicam
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que a modulacdo do sistema purinérgico por inosina pode ser util no
tratamento da depressdo, além de reforcar o papel dessa purina e do
sistema purinérgico na etiologia de transtornos psiquidtricos como a
depressao.
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5  Capitulo 2 — Efeito protetor de inosina contra o dano celular
induzido pela exposicio ao MeHg em cultura primaria de
astrocitos.
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5.1  Introducdo
5.1.1 Mercurio e MeHg: aspectos gerais

A contaminagdo ambiental por metais é um fator de risco para a
saude publica e o SNC ¢ um importante alvo para a acdo destes agentes
toxicos. A exposi¢do humana aos metais pode ocorrer através de agua,
solo, ar ou alimentos contaminados (GULSON et al., 2006; WEISS,
2011). Atualmente tém sido apontados diversos compostos com
propriedades neurotoxicas que podem prejudicar o funcionamento e o
desenvolvimento do SNC incluindo solventes, pesticidas e metais
(GRANDJEAN e LANDRIGAN, 2014), dentre os quais podemos
destacar o mercurio (RICE et al., 2014).

O mercurio estad presente na natureza em trés formas quimicas
distintas: o mercario elementar (Hgo), na forma idnica (HgH, Hg2+)
formando sais inorganicos, ¢ na forma de compostos organicos como
MeHg, sendo este a forma de mercurio com maior potencial toxico para
os seres humanos. A presenca de mercurio no meio ambiente pode ser
decorrente de eventos naturais, como erup¢ao vulcanica e evaporagdo da
superficie terrestre, além das fontes antropogénicas como emissdo
industrial, incineragado de residuos urbanos, extra¢do de ouro, entre outros
(MYERS et al., 1997; CLARKSON, 2002).

A formagdo de compostos organicos de mercurio ocorre em
bactérias presentes no ambiente aquatico que transformam esse metal em
sua forma inorganica em compostos organicos como o MeHg, que por sua
vez sofre um processo de biomagnificagdo (tendéncia de o metal se
acumular em organismos vivos de niveis tréficos mais elevados dentro da
cadeia alimentar). Dessa forma o MeHg se acumula principalmente em
peixes, mas também em outros frutos do mar, sendo a ingestdo destes a
principal fonte de exposi¢do do homem ao MeHg (CLARKSON, 2002;
RODRIGUEZ MARTIN-DOIMEADIOS et al., 2014). No Brasil, as
comunidades ribeirinhas da Bacia Amazonica apresentam grande
potencial de intoxicagdo por mercirio, uma vez que desde a década de 80
este metal tem sido usado nos processos de extragdo de ouro. Tais
comunidades apresentam uma dieta rica em pescados que contém grande
quantidade de MeHg (BERZAS NEVADO et al., 2010). Tais individuos
apresentam alto teor desse composto em seus organismos, além de
apresentar déficits neurologicos que podem ser decorrentes da exposi¢ao
a este toxicante (DOLBEC et al., 2000).
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5.1.2  Absor¢io e distribuigdo

O MeHg ¢ facilmente absorvido no trato gastrointestinal (cerca
de 90% — 95%) (NIELSEN e ANDERSEN, 1992), e pode se depositar em
diferentes orgdos, como cérebro, intestino, figado e rins, sendo o SNC o
alvo principal da acdo do MeHg (CLARKSON, VYAS ¢ BALLATORI,
2007). Apods a absor¢do pelo trato gastro-intestinal, o MeHg ¢
transportado da circulagdo sanguinea para o SNC principalmente através
sistema transportador de aminoacidos neutros do tipo 1 (LAT). Devido a
alta afinidade deste composto por grupamentos tidis, o MeHg pode se
ligar ao aminoacido L-cisteina, formando um complexo MeHg/L-
cisteina. Como poder ser verificado na figura 32, o complexo MeHg/L-
cisteina apresenta uma estrutura quimica analoga a metionina, um ligante
fisiologico para os transportadores do tipo LAT. Dessa maneira, o
complexo MeHg/L-cisteina passa a ser reconhecido pelo transportador
LAT, permitindo o transporte desse toxicante (KERPER, BALLATORI
e CLARKSON, 1992; CLARKSON, 1993; YIN et al., 2008).

Hs¢—Hg' 4 S—CH,—CH—COO — HsC—Hg—S CHp~CH (olele}
MeHg NH3 NH;

L-Cisteina
Istemna Complexo Mehg/L-Cisteina

H3C—S —CH,—CH,—CH—CO0
NH»

Metionina
Figura 32. Estruturas quimicas do metilmercurio (MeHg) cisteina, complexo
L-cisteina / metilmercurio e metionina (Adaptado de Clarkson, 1993).

Cerca de 10% do MeHg absorvido pelo trato gastrointestinal se
acumula no cérebro, o que faz do SNC um dos alvos mais sensiveis a
efeitos desse toxicante e um dos principais alvos nos estudos relacionados
a intoxicagdo por MeHg (SKERFVING, 1974; CLARKSON, 2002). O
MeHg pode atravessar a placenta, e se depositar no SNC em
desenvolvimento, sendo que nessas situagdes a concentracdo desse
toxicante pode ser maior no cérebro do feto do que a concentragio sérica
materna. INOUYE, KAJIWARA e HIRAYAMA, 1986; CERNICHIARI
et al., 2007). Adicionalmente, o MeHg pode ser excretado pelo leite
materno, fornecendo outra fonte de exposigdo para esse metal durante o
desenvolvimento do SNC.
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5.1.3  Efeitos decorrentes da exposi¢do ao MeHg

Durante a década de 1950 e no final da década de 1960 dois
desastres envolvendo contaminagdo por MeHg ocorreram no Japdo nas
regides de Minamata e Nigata. De acordo com algumas estimativas,
ocorreram 2263 casos de intoxicagdo por MeHg na regido da baia de
Minamata e 690 casos na regido de Nigata. Em ambos os casos, a
populacdo foi intoxicada por MeHg presente em peixes e frutos do mar
previamente expostos a mercurio presente em dejetos industriais. Na
década de 1970 outra grande intoxicagdo por MeHg ocorreu no Iraque,
quando sementes contaminadas por esse toxicante (em decorréncia do uso
de MeHg na agricultura) foram utilizadas pela populagdo principalmente
na fabricag@o de paes (CASTOLDI et al., 2001; CECCATELLI, DARE e
MOORS, 2010).

Na regido de Minamata, os efeitos dessa intoxicacdo foram
visualizados principalmente nas familias de pescadores. Estes pacientes
apresentavam diversos danos neuroldgicos, que em conjunto passaram a
ser denominados como doenca de Minamata. Dentre os sintomas
frequentemente associados a essa sindrome, pode-se destacar: parastesia
nas extremidades das méaos e pés; ataxia; constricdo concéntrica bilateral
do campo de visdo; danos auditivos e de fala; tremores; movimentos
anormais na regido dos olhos; desordens mentais e perda sensorial
(paladar e odor). Nos casos mais severos de intoxicagdo os pacientes
evoluiram para 6bito. As alteragdes histopatologicas relacionadas a essas
intoxicagdes por MeHg eram normalmente associadas ao sistema nervoso
nas regides do cortex cerebral e cerebelo, além dos nervos sensoriais
periféricos. Nos pacientes que faleceram em decorréncia da intoxicagao,
foi observada uma grande perda neuronal e gliose, danos vasculares e
edema no cortex cerebral, além de perda de neurénios granulares do
cerebelo. Os achados patologicos presentes no cortex visual e cerebelo
podem estar correlacionados com os sintomas clinicos observados nesses
pacientes como a ataxia e danos visuais (CASTOLDI et al., 2001; EKINO
et al.,2007; CECCATELLIL DARE e MOORS, 2010).

O desastre na regido de Minamata também evidenciou pela
primeira vez a vulnerabilidade do SNC em desenvolvimento a
neurotoxicidade do MeHg. A exposicdo ao MeHg em niveis que ndo
causaram alteragdes em adultos foi capaz de causar diversas alteracdes
relacionadas ao neurodesenvolvimento como: prejuizo no crescimento,
deformidades nos membros superiores e inferiores, ataxia e retardo
mental. Os danos relacionados ao prejuizo motor normalmente
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melhoravam com o desenvolvimento da crianga, enquanto o dano
cognitivo persistiu até a fase adulta. A alta prevaléncia de retardo mental
(29%) em criangas que nasceram durante os anos de 1955-1959 na regido
de Minamata, indica que muitos casos de intoxica¢do por MeHg na
infaincia ndo foram diagnosticados. (MATSUMOTO, KOYA e
TAKEUCHI, 1965; HARADA et al, 1968; HARADA, 1995;
CECCATELLI, DARE e¢ MOORS, 2010). Estudos epidemioldgicos
recentes referentes a populagdo da baia de Minamata indicaram um
aumento da incidéncia de transtornos psiquiatricos em adultos de
diferentes idades que ndo apresentaram sintomas da intoxicagdo por
MeHg apods o nascimento (YORIFUJI ez al., 2011). Enquanto a exposi¢ao
durante a fase adulta ocasiona lesdes e danos mais especificos, a
exposicdo durante o periodo de desenvolvimento do SNC causa
alteragdes histopatologicas mais difusas e generalizadas no cortex
cerebral e cerebelo (CASTOLDI et al., 2001).

As alteragdes comportamentais observadas em animais expostos
a MeHg podem fornecer informagdes importantes para o entendimento
dos efeitos decorrentes da exposigdo a esse toxicante. Durante o desastre
de Minamata em 1950 foi observado que diversos gatos que tinham uma
dieta baseada em peixes (que estavam contaminados com MeHg)
apresentaram graves disturbios do movimento, convulsées ou morriam
em decorréncia da exposi¢do ao MeHg (KITAMURA, 1971; FARINA,
ROCHA e ASCHNER, 2011). Diversos estudos experimentais tém
demonstrado que animais de laboratorio expostos ao MeHg apresentaram
alteragdes comportamentais analogas aos efeitos observados em
humanos, como danos motores, ataxia e perda de equilibrio (DIETRICH
et al., 2005; FARINA, ROCHA e ASCHNER, 2011; BISEN-HERSH et
al., 2014). Adicionalmente foi demonstrado que a exposi¢do pré-natal e
perinatal ao MeHg pode induzir um comportamento pro-depressivo em
camundongos durante a fase adulta, sendo que o tratamento com
fluoxetina preveniu esses efeitos. Estes animais também apresentaram
uma diminui¢do no RNAm para BDNF no giro denteado do hipocampo.
Essas alteragdes podem estar ligadas a modificacGes epigenéticas na
estrutura da cromatina do gene para BDNF. A exposi¢do ao MeHg causou
uma hipermetilacdo na regido promotora do gene para BDNF e uma
diminui¢do na acetilag@o para o promotor [V de BDNF. O tratamento com
fluoxetina também foi capaz de restaurar os niveis de BDNF nos animais
expostos ao MeHg e aumentar a acetilagio de H3 do promotor IV
(ONISHCHENKO et al., 2008).
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5.1.4 Mecanismos Moleculares da toxicidade do MeHg

As principais alteragdes moleculares envolvidas na
neurotoxicidade induzida pelo MeHg sdo: 1) aumento nas concentragdes
de Ca”" intracelular, 2) produgdo de espécies reativas de oxigénio (ERO),
3) aumento da concentragdo de glutamato extracelular, através da inibigao
da captagdo deste neurotransmissor pelos astrocitos (ASCHNER et al.,
2007; FARINA, ROCHA ¢ ASCHNER, 2011).

MeHg ¢ um potente indutor de estresse oxidativo através da
geracdo ERO. Os niveis de peroxido de hidrogénio e oxido nitrico
também sdo aumentados apos a exposi¢do in vitro ao MeHg, tanto em
astrocitos quanto em neurénios (SHANKER er al., 2004; FARINA,
ASCHNER e ROCHA, 2011). Os principais mecanismos envolvidos na
geracdo de ERO induzidos por MeHg envolvem a inibi¢do de complexos
da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial, alteragdes na funcao de
enzimas antioxidantes e atividade da enzima o6xido nitrico sintase
(IKEDA et al., 1999; HERCULANO et al., 2006; CARVALHO et al.,
2008; GLASER et al., 2010a; GLASER et al., 2010b; GLASER et al.,
2014). As alteragdes intracelulares causadas pelo MeHg se devem em
parte a sua alta capacidade eletrofilica, causando a sua liga¢do de forma
covalente a grupamentos tidis e/ou selendis presentes em proteinas, ou
compostos ndo proteicos como a glutationa (GSH), e em enzimas como
glutationa peroxidase (GPx) e tiorredoxina (ROCHA et al., 1993;
GLASER et al, 2010a; FARINA, ROCHA e¢ ASCHNER, 2011).
Também ¢é conhecido que MeHg afeta a proteina de choque térmico de 90
kDa (Hsp90), um importante regulador do estado redox celular
(CAPLAN, 1999; CAITO et al., 2014). Assim, ocorre diminui¢do das
defesas antioxidantes das células e aumento da geragdo de ERO, levando
ao estresse oxidativo, que tem sido considerado um dos principais fatores
envolvidos nos mecanismos da toxicidade do MeHg (HALLIWELL,
2009; FARINA, ROCHA e¢ ASCHNER, 2011; JIMENEZ-DEL-RIO ¢
VELEZ-PARDO, 2012).

Varios estudos sugerem que dentro do SNC o MeHg deposita-se
principalmente nos astrocitos (GARMAN, WEISS e EVANS, 1975;
ASCHNER, 1996; CHARLESTON et al., 1996). Os astrocitos sdo as
células mais abundantes no SNC, e sdo caracterizados pela expressao da
proteina glial fibrilar 4cida (GFAP) (GEE e KELLER, 2005).
Inicialmente foi atribuido a essas células unicamente uma fungdo de
suporte metabolico por sua capacidade de estocar glicogénio e fornecer
lactato para os neurénios, além de promover o equilibrio dos ions
extracelulares (PEREA e ARAQUE, 2005, VOLTERRA e
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MELDOLESI, 2005). Contudo, atualmente reconhece-se que estas
células podem participar de diferentes processos, como por exemplo:
desenvolvimento do SNC, metabolismo de neurotransmissores e
transmissdo sinaptica. Durante o desenvolvimento do SNC, os astrocitos
participam da formagdo das sinapses através da sintese de proteinas de
matriz celular e produgdo de fatores neurotroficos. Essas células também
participam da formacdo da BHE, da sintese de glutationa e da captagéo
de neurotransmissores como glutamato e GABA (Shih et al., 2006; Wang
& Bordey, 2008). A exposi¢do de astrocitos ao MeHg (GARMAN,
WEISS ¢ EVANS, 1975; ASCHNER, 1996; CHARLESTON et al,
1996), provoca a inibi¢do da captagdo de glutamato, cistina e cisteina
diminuindo os niveis de gluationa (GSH) e alterando o estado redox
destas células (BROOKES e KRISTT, 1989; ALLEN, SHANKER e
ASCHNER, 2001; SHANKER e ASCHNER, 2001; SHANKER,
SYVERSEN e ASCHNER, 2003). O aumento de glutamato extracelular
causa a ativagdo excessiva de receptores NMDA e consequentemente
aumentando o influxo de fons Na" e Ca*" nos neurdnios, o que esta
associado na geragdo de estresse oxidativo e neurotoxicidade
(MELDRUM, 2000; ASCHNER et al., 2007, CECCATELLI, DARE ¢
MOORS, 2010; FEATHERSTONE, 2010)

5.1.5 Tratamento da intoxicagdo

Atualmente ndo existem terapias eficazes contra a intoxicagdo
por MeHg. O uso de agentes quelantes e nucleofilicos com grupamentos
tigis, como acido meso-2,3-dimercaptosuccinico (DMSA) e o 2,3-
dimercapto-1-propanosulfonato (DMPS), tém sido uma estratégia
utilizada para diminuir os niveis de metal no organismo (RISHER e
AMLER, 2005; RUSH, HJELMHAUG e LOBNER, 2009). A
administragdo de N-acetilcisteina (NAC), um antioxidante com
grupamento tiol e precursor de GSH também ¢ utilizada para minimizar
os danos oxidativos causados pela intoxicagdo pelo metal (MOLDEUS,
COTGREAVE e BERGGREN, 1986; ARUOMA et al., 1989).

Uma vez que existe uma evidente relacao entre dano oxidativo e
os efeitos decorrentes da exposi¢do ao MeHg, compostos que aumentam
a resposta antioxidante celular podem ser uma importante estratégia de
neuroprotecdo nessas situacdes. Alguns trabalhos sugerem que a ativagao
do fator de transcrigdo Nrf2 (Nuclear factor erythroid-2-related fator 2)
pode proteger a morte celular induzida por MeHg. A super-expressio de
Nrf2 protegeu contra as alteragdes causadas pela exposicdo ao MeHg em
embrides de Drosophila melanogaster (RAND, DAO e CLASON, 2009).
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Hepatocitos derivados de animais knockout para Nrf2 apresentaram maior
sensibilidade ao MeHg (TOYAMA et al., 2007, KUMAGAI et al., 2013).
Por outro lado, o aumento do estresse oxidativo pode induzir a ativagdo
do fator de transcricio Nrf2, e aumento da transcricdo de fatores
neuroprotetores ¢ enzimas antioxidantes, possivelmente como resposta
celular na tentativa de diminuir o dano celular induzido por este toxicante
(KUMAGAI et al., 2013).

Nrf2 ¢ um fator de transcricdo que induz a expressdo de uma
variedade de genes relacionados a detoxificagdo ceular e defesas
antioxidantes (CALKINS ez al., 2009). Nrf2 se encontra na sua forma
inativa quando a proteina repressora Keapl (Kelch-like-ECH-associated
protein 1), sendo que a ligagdo com Keap-1 também promove sua
ubiquitinacdo e consequente degradagdo proteossomal. Adicionalmente,
uma complexa modulacdo intracelular envolvendo a regulacdo de
algumas tirosinas cinases, ¢ outras enzimas de sinalizagdo celular como
PKC e ERK pode ocorrer, regulando a dissociagdo de Keapl e posterior
translocagdo nuclear de Nrf2 (BRYAN et al., 2013). Adicionalmente, a
ativacdo da sinalizagdo envolvedo PI3K/AKT também pode estar
envolvida com a ativagdo de Nrf2 (DE OLIVEIRA et al., 2015) No
nucleo, o Nrf2 se liga ao ARE (elemento de resposta antioxidante),
estimulando a transcricdo de diferentes genes como HO-1 (heme-
oxigenase 1), NAD(P)H: quinona oxidorredutase 1 (NQO-1), catalase,
superdxido dismutase (SOD), entre outras (CALKINS ef al, 2009;
KASPAR, NITURE e JAISWAL, 2009; NITURE, KHATRI e
JAISWAL, 2014).

E de extrema importancia a busca e o desenvolvimento de novas
estratégias farmacoldgicas que possam auxiliar na prevencdo e no
tratamento dos efeitos desencadeados pela exposicdo ao MeHg. Dessa
maneira, foi buscado avaliar o efeito neuroprotetor de um composto
endogeno, a inosina, frente a neurotoxicidade induzida pelo MeHg,
focando no seu papel na modulacdo do sistema purinérgico e da
sinalizagdo intracelular.
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5.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos referentes a esse capitulo estdo listados a
seguir:

- Verificar o potencial neuroprotetor de inosina contra a neurotoxicidade
induzida por MeHg em cultura priméria de astrocitos;

- Avaliar a possivel modulagdo do fator de transcri¢do Nrf2 por inosina;
- Verificar a possivel ativagdo de AKT e ERK 1/2 por inosina in vitro e
verificar a relacdo dessa ativagdo com os efeitos neuroprotetores dessa
purina contra a morte celular induzida por MeHg;

- Verificar o envolvimento dos receptores de adenosina A; Asa € Az no
efeito protetor dessa purina contra a morte celular induzida por MeHg;

- Verificar se inosina pode modular a expressao do RNAm para BDNF in
Vitro;
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5.3 Metodologia
5.3.1 Animais

Ratas Sprague-Dawley gravidas foram adquiridas dos
laboratorios Charles River e acomodados no biotério setorial pertencente
ao Albert Einstein College of Medicine, mantidos a 21°C +1 com livre
acesso a agua e comida, em ciclo claro/escuro 12:12 h (7:00-19:00 h).
Todos os procedimentos realizados foram aprovados pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais da institui¢do (nimero de protocolo: 20160606)
e todos os esfor¢os foram feitos para minimizar o sofrimento dos animais.

5.3.2  Cultura Priméaria de Astrocitos e Tratamento com MeHg

As culturas foram preparadas de acordo com métodos
previamente descritos na literatura (YIN et al., 2007; YIN et al., 2011).
Resumidamente, ratos Sprague-Dawley de 1-3 dias de idade foram
mortos por decapitagdo, o encéfalo foi removido e transferido para uma
soluc¢do contendo meio S-MEM (Thermo Fischer, #11380037) com 1%
de antibiotico e antimicotico (Thermo Fischer, #15140122) onde as
meninges foram cuidadosamente removidas e o cortex cerebral foi
dissecado. Os cortices cerebrais foram transferidos para um béquer estéril
contendo 12 mL de meio de dissociagdo [Composto por MEM (Thermo
Fischer, #15140122), Dispase 1,6 mg/ml (Thermo Fischer, #17105-41),
DNAse 70 U/ml (Sigma Aldrich, #D5025), antibidtico e antimicético
1%], e o tecido dissociado mecanicamente com o auxilio de uma pipeta
de vidro (aspirado e dispensado por 7x). As células foram extraidas
através de um protocolo de “multi-extracdo” que consistiu em submeter a
solucdo contendo meio de dissociacdo e os tecidos cerebrais a agitagdo
mecanica com auxilio de uma barra magnética a baixa rotagdo por 10 min.
Apb6s esse periodo, a solugdo foi deixada em repouso por
aproximadamente 2 min para decantar tecidos ndo dissociados, € o
sobrenadante contendo apenas as células dissociadas foi coletado. Foi
adicionado ao béquer contendo os tecidos restantes 10 ml de meio de
dissociagdo e o processo foi repetido aproximadamente 5-6 vezes,
visando eliminar qualquer tecido nao dissociado. Apds as extragdes, a
solucdo contendo as células dissociadas foi centrifugada (10 000 x g, 4°C,
10 minutos) e o pellet celular foi ressuspendido em meio de cultivo [MEM
(Thermo Fischer, #1109598) contendo antibidtico e antimicdtico 1% e
soro de cavalo 10% (Thermo Fischer, #16050-122)]. O nimero de células
viaveis foi determinado através da coloragdo com azul de tripan, as
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células foram plaquedas numa densidade de 10 000 celulas Jem® e
incubadas a 37° C em atmosfera com 5% de CO,. 24 horas apos o
plaqueamento, o meio de cultura foi trocado para evitar o crescimento de
outros tipos celulares. As células atingiam a confluéncia em
aproximadamente 15 dias, sendo que neste periodo o meio de cultura foi
trocado em intervalos de 3-4 dias. Com esse protocolo foi possivel obter
uma cultura com aproximadamente 95% das células apresentando
marcagao positiva para GFAP.

Para realizacdo dos tratamentos com MeHg (Sigma-Aldrich),
durante os periodos de exposi¢do a esse metal, as células foram incubadas
em meio de cultura com soro reduzido [MEM livre de vermelho de fenol
(Thermo Fischer, #51200038, antibiotico/antimicotico 1% e soro de
cavalo 1% e glutamina 1% (Thermo Fischer #25030-081) ]. Todas as
solugdes de MeHg e inosina foram preparadas no momento do uso (um
estoque de MeHg 10 mM era mantido por no maximo uma semana a -
20°C). Os antagonistas de receptores de adenosina e inibidores de vias de
sinalizagdo celular foram dissolvidos em DMSO na concentragdo maxima
de 0,1%. Em todos os experimentos foram utilizados controles tratados
com os veiculos apropriados. Os antagonistas para os receptores de
adenosina A; (PSB36, TROCRIS), A;x (SCH58261, TOCRIS) e Aj
(MRS1523, TOCRIS) e os inibidores de PI3K/AKT (Wortamanina,
Sigma-Aldrich) ou MEK/ERK (U0126, Cell Signaling) foram pré-
incubados por 30 minutos antes dos tratamentos com Inosina (Sigma)
e/ou MeHg por 6 horas. As concentragdes utilizadas nesses experimentos
foram baseadas em trabalhos prévios da literatura (DONOVAN e
CUNNINGHAM, 1998; KOYAMA et al., 2000; JIANG et al., 2002;
MATOS et al., 2012; GESSI et al., 2013)

5.3.3 Teste daredugdo do MTT

O viabilidade celular foi realizado através do teste colorimétrico
com sal de tetrazdlio 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5- difeniltetrazolio
(MTT) (Thermo Fischer), baseado na reducdo desse composto por
desidrogenases mitocondriais (MOSMANN, 1983). Apos os tratamentos
(realizados em triplicata), as células foram incubadas com MTT (0,5
mg/mL), por 2 h a 37°C. Em seguida, o meio contendo MTT foi retirado
e adicionou-se 100 ul. de DMSO por pogo para a dissolugdo dos cristais
de formazana e a absorbancia foi mensurada em espectrofotometro a 540
nm. Os resultados foram expressos como percentual controle (células
tratadas com veiculo apenas).
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5.3.4 Liberacao de lactato desidrogenenase (LDH).

A enzima lactato desidrogenase ¢ uma enzima presente no
citoplasma de varios tipos celulares. Em situagdes em que a membrana
celular é rompida, a enzima pode ser liberada para o meio extracelular
(meio de cultura neste caso), sendo um indicativo de morte celular. A
quantificacdo de LDH liberada no meio de cultura utilizando o kit para
Dosagem de LDH (Thermo Scientifics, #88954), seguindo as orientagdes
expressas pelo fabricante. Resumidamente, a técnica utilizada envolvia
duas reagdes quimicas conjugadas. A LDH presente no meio de cultura é
capaz de converter lactato em piruvato, formando NADH. Este NADH
formado serve de cofator para uma enzima diaforase (presente no kit) que
converte um sal de tetraz6lio em um sal de formazana vermelho. A leitura
da asborbancia em 490 nm indica a quantidade de formazana formada,
que ¢ diretamente proporcional a quantidade de LDH no meio. Todos os
experimentos foram realizados em triplicata, e na presenca de um controle
positivo. Os resultados foram expressos em percentual do grupo controle
(células tratadas apenas com veiculo).

5.3.5 Produgdo de ERO

A geracdo celular de ERO foi mensurada através da sonda
fluorescente 2°,7°- diclorodidrofluoresceina acetato (H,DCFDA, Thermo
Scientific). Quando aplicada a células intactas, H,DCFDA passa pela
membrana celular, sofrendo uma hidrélise enzimatica por esterases,
formando um produto ndo fluorescente DCFH. Na presenga de ERO,
DCFH ¢ oxidado gerando o composto fluorescente DCF (WANG e
JOSEPH, 1999). As células foram incubadas com H,DCFDA (10 uM)
por 30 minutos, e apds remo¢ao do meio com H,DCFDA duas lavagens
com HBSS foram realizadas e o meio contendo os tratamentos foi
adicionado. A fluorescéncia foi quantificada em espectrofluorimetro com
488 nm de excitacdo e 520 nm de leitura. Todos os experimentos foram
realizados em triplicata bem como controles positivos contendo peroxido
de hidrogénio. Os resultados estdo expressos em percentual do controle.

53.6 RT-qPCR
Extracio do RNA. Os acidos ribonucléicos necessarios para os

estudos foram extraidos das culturas celulares utilizando colunas
especificas para extracdo e purificagio de RNA de acordo com as



113

instrugdes do fabricante (Qiagen, # 79104). Resumidamente, as células
foram raspadas em tampao de lise (fornecido pelo kit contendo as
colunas) com B-mercaptoetanol 0,1%. Apds adicdo de etanol 70% na
proporg¢ao de 1:1, a solugdo contendo o lisado celular foi transferida para
as colunas, e uma série de lavagens com tampdes especificos foram
realizadas, bem como uma incubacdo com DNAse (Qiagen, # 79254),
para evitar contaminagdo com DNA gendmico. O RNA foi coletado em
30 puL. de agua pura estéril, livre de RNase. A quantificagdo, a
determinacdo da pureza e a integridade do material foram verificadas
utilizando o espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific),
sendo considerado adequadas uma razdo de 260/280nm de 1,8 a2,0 ¢ a
concentracdo de 100 ng/uL. Sintese do cDNA: A sintese de cDNA foi
realizada através de uma reagdo de transcri¢do reversa utilizando o kit
High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Thermo Scientific, #
439016) composto por tampao de transcrigdo reversa 10X, dNTPs 25X
(100 mM), primers randomicos 10X, transcriptase reversa ¢ agua estéril
livre de RNase. Diferentes aliquotas volumétricas foram utilizadas para
obten¢do de uma quantidade padronizada de 1 pg de RNA total para cada
amostra. As amostras foram submetidas ao termociclador (BioRad) sob
as seguintes condig¢des: 25°C por 10 min, 37°C por 120 min, 85°C por 5
min e entdo 4°C. RT-qPCR: As andlises quantitativas da expressao dos
genes previamente selecionados foram realizadas pelo método TagMan.
Os primers/sondas pré-estabelecidos foram obtidos da Life Technologies
e estdo listados na tabela 3. O gene para GAPDH foi utilizado para
normalizacdo. As reacdes foram realizadas com 3 puL. do cDNA de cada
amostra ¢ 7 pL de TagMan Master Mix (Life Technologies, # 439016)
contendo as sondas TagMan para os genes de interesse. A reagdo de
amplificagdo foi realizada através de desnaturagdo inicial a 50°C por 2
min seguida de 95°C por 10 min e 40 ciclos térmicos de 95°C por 15 s e
60°C por 1 min. O monitoramento em tempo real da PCR foi realizado
em um termociclador CFX96 Real-time system com o programa BioRad
CFX manager (BioRad) através da detecg¢do dos niveis de fluorescéncia
do reagente TagMan. Todas as reacgdes, tanto dos genes alvo quanto do
controle endogeno, foram realizadas em triplicatas (BORNHORST et al.,
2014). Os Cycle treshold (Ct) utilizados para as analises foram a média
aritmética entre as triplicatas dos genes alvo e controles endogenos. Os
valores de ACt foram obtidos pela subtracdo do Ct dos genes alvos pelo
Ct do gene de GAPDH. AACt representa a subtragdo dos valores de ACt
dos grupos tratados pelo ACt do grupo controle. A obtencdo da expressao
relativa de cada gene foi realizada pelo método 2—AACt (LIVAK e
SCHMITTGEN, 2001).
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HO-1 RN00561387
GAPDH RN01775763
NQO-1 RN00566528

NRF2 RN00582415

BDNF RN02531967

Tabela 5 Sondas TagMan utilizadas

5.3.7 Dosagem de Glutationa (GSH)

Ap6s os tratamentos, as células aderidas foram lavadas com PBS
gelado e raspadas em solugdo de PBS com Triton-X 0,1% e sonicadas por
10 segundos. Uma aliquota foi retirada para dosagem de proteinas e o
restante diluido 1:1 em acido metafosforico 10%, centrifugados por 10
mina 13 0000 x g, 4°C, e o sobrenadante armazenado a -80°C. A dosagem
de GSH tanto nas formas reduzida e total foi realizada de acordo com as
instrugdes presentes no kit utilizado (Enzo Life Technologies, #ADI-900-
160). Resumidamente, a quantificagdo de GSH foi realizada apos a
incubacdo das amostras com a enzima glutationa redutase (GR) e NADPH
(fornecidos pelo kit) por 15 min, sendo a pool total de GSH quantificado
através da reagdo com o reagente DTNB e leitura da absorbancia em 405
nm. A medida de glutationa oxidada foi realizada pela incubagdo das
amostras com 4-vinil-piridina que ao reagir com a GSH reduzida na
amostra forma um complexo estavel que ndo serve de substrato para a
GR. Dessa maneira, a incuba¢do com GR e NADPH e subsequente reagao
com DTNB permitiu apenas a quantificacdo da glutationa oxidada na
amostra. A quantidade de glutationa reduzida foi calculada pela diferenga
entre glutationa total e oxidada. Os resultados foram normalizados pela
quantidade de proteina de cada amostra.

5.3.8 Imunocitoquimica

O protocolo para realizagdo de imunocitoquimica foi baseado em
publicagdoes prévias do grupo (NI et al, 2011) com pequenas
modificagdes. Apds os tratamentos, as laminulas contendo as células
foram lavadas com PBS e fixadas com paraformaldeido 4% por 20
minutos. Apds 3 lavagens com PBS, as células foram permeabilizadas
com triton 0,1% por 15 minutos e bloqueio com BSA 5% por 1 hora. Apos
o bloqueio, o anticorpo primario contra Nrf2 (Santa Cruz Biotech, #sc-
722, diluicdo 1:50) foi incubado overnight. Apo6s a remogao do anticorpo
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primario, as laminulas foram lavadas 3 vezes com PBS e incubadas com
anticorpo secundario fluorescente Alexa Fluor 488 (Thermo Scientific,
#A110008) por 1 hora seguido de mais trés lavagens com PBS. As
laminulas foram entdo montadas com liquido de montagem contendo
DAPI (Life Technologies #P36931). As imagens foram adquiridas com o
Microscopio Invertido Olympus IX81 e analisadas utilizando o software
Volocity. A quantificacdo de Nrf2 no nucleo foi baseada no protocolo
Intersect presente no programa, em que a intensidade média da coloragdo
verde (referente a marcagdo com Nrf2) foi mensurada nas areas
delimitadas pela coloragcdo com DAPI (referente ao nucleo).

5.3.9 Ativacdo de ARE — transfec¢do com plasmideo ARE —
Luciferase

Para verificar a ativagdo do fator de transcrigdo Nrf2, as células
foram transfectadas com 500 ng do plasmideo ARE-luciferase (BPS
Bioscience #60514), ¢ 10 ng do plasmideo controle pRL-CMV
(PROMEGA, #E2261). O plasmideo ARE-luciferase contém a sequéncia
consenso de liga¢do para o fator de transcri¢do Nrf2, juntamente com a
sequéncia para a luciferase, enquanto o plasmideo pRL-CMV contém a
sequéncia para a transcricdo de uma enzima renila luciferase. A
transfeccdo foi realizada com o reagente Fugene-6 (PROMEGA #E2691).
24 horas ap6s a transfec¢ao, o meio foi trocado e as células foram tratadas
com inosina. 24 horas apos o tratamento, a atividade de luciferase e renila
foi medida em lumindmetro através de um kit comercial (PROMEGA,
#E1910), a razdo entre os valores de luciferase e renila foi determinada e
os resultados foram calculados como percentual do controle (WANG et
al., 2009)

5.3.10 Western-Blotting

Apos os tratamentos as células foram lavadas com PBS e
raspadas em 100 pl de tampdo para radiomunensaio (RIPA) (Sigma-
Aldrich #R0278) com inibidores de protease e fosfatase mantidas no gelo
e sonicadas por 10 segundos. As amostras foram centrifugadas a 10 000
g por 10 min a 4°C. O sobrenadante foi coletado e uma aliquota foi
removida para analise da concentragdo de proteinas. O restante do
sobrenadante foi diluido na propor¢do 1:1 em tampdo Laemlli 2X
(BioRad #1610737) contendo 5% de B-mercaptoetanol, e as amostras
fervidas por 5 minutos.
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20 pg de proteina de cada amostra foram isoladas através de
eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de s6dio
(SDS-PAGE) utilizando géis pré-fabricados com concentragdo de 10% de
acrilamida (BioRad #4561034). A eletroforese foi realizada com corrente
fixa de 15 mA/placa e voltagem maxima de 150 V durante
aproximadamente 2h. Apds separacdo, as proteinas foram transferidas
eletroforeticamente para uma membrana de nitrocelulose, utilizando o
aparato Mini Trans-Blot (Bio-Rad), por 90 minutos a 200 volts, sob
refrigeracdo constante. A eficiéncia da transferéncia foi avaliada pela
coloragdo das membranas com Ponceau (LOPES er al, 2012;
GONCALVES et al., 2013)

As membranas foram bloqueadas com 5% de BSA em TBS-T
(Tris 10 mM, NaCl 150 mM, Tween-20 0,1% pH 7,5) por 1 h e apés 3
lavagens de 5 min com TBS-T, (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, Tween-20
0,1%, pH 7,5) as membranas foram incubadas overnight (4°C) com os
anticorpos especificos para as formas fosforiladas e totais das proteinas
de interesse. Para a detecg¢@o dos complexos imunes, as membranas foram
incubadas por 1 h com anticorpo secundario anti-IlgG de coelho ou
camundongo (ligado a peroxidase) e reveladas por quimiluminescéncia,
através do sistema ECL de super eficiéncia (Thermo Scientific, #34080).
O nivel de fosforilagdo das proteinas foi determinado pela razdo entre a
D.O da banda fosforilada e a D.O da banda total. O imunocontetdo das
proteinas de interesse foi determinado pela razdo entre a D.O da amostra
e D.O de B-actina. As bandas foram quantificadas utilizando o software
Scion Image ® e os resultados expressos em percentual do controle. Os
anticorpos e as dilui¢cdes utilizados estdo presentes na tabela 6.
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Anticorpo Molecular o Diluigdo
: Codigo Prod.
(Proteina alvo) ( g )

Fabricante

P-CREB (ser-133) 43 kDa Cell Signaling (9198) 1:1000
T-CREB 43 kDa Cell Signaling (9197) 1:1000

P —ERK 1/2 (Thr-202/Tyr-204) 42/44 kDa Sigma-Aldrich (M8159) 1:1000
T-ERK 1/2 42/44 kDa Sigma-Aldrich (M8159) 1:1000

P-AKT (ser-473) 60 kDa Cell Signaling (9271) 1:1000

T-AKT 60 kDa Cell Signaling (9272) 1:1000
B-Actina 45 kDa Sigma-Aldrich (A2228) 1:100000

Nrf2 110 kDa Santa Cruz Biotech. (sc722) 1:500
Goat-anti-mouse - Thermo Fischer (AP308P) 1:20000
Goat-anti-rabbit - Thermo Fischer (AP308P) 1:20000

Tabela 6. Lista de anticorpos utilizados

5.3.11 Dosagem de proteinas
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As proteinas foram dosadas de acordo com o método de Pierce
utilizando curva padrao de albumina sérica bovina, segundo as instru¢des

do kit comercial utilizado (Thermo Fisher, #23227)

5.3.12 Analise Estatistica

Os resultados obtidos dos foram avaliados por analise de
variancia (ANOVA) de uma, duas ou trés vias, seguido pelo post-hoc de
Duncan, quando apropriado. O resultado da atividade do plasmideo ARE
—Luciferase foi avaliado pelo teste ¢ de Student. As diferencas estatisticas

foram atribuidas com um valor de p < 0,05.
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5.4  Resultados
5.4.1 Efeito neuroprotetor de inosina frente a toxicidade induzida por
MeHg

Baseado em estudos prévios do grupo do Prof Aschner
(WORMSER et al., 2012), e alguns trabalhos em andamento, foi
escolhida a dose de SuM de MeHg para os diferentes estudos. Conforme
verificado na figura 33, a exposicdo das culturas a MeHg nessa
concentracdo por 6 ou 24 horas induziu uma queda na viabilidade celular.

Como pode ser verificado no grafico A da figura 33, quando as
células foram co-incubadas com inosina (50 -1000 uM) e MeHg (5uM)
por 6 horas, foi observado um efeito protetor de inosina frente a queda de
viabilidade celular induzida por MeHg. A ANOVA de duas vias indicou
um efeito para o tratamento com MeHg [F(1,47)=9,84, p <0,01], nenhum
efeito para o tratamento com inosina [F(1,47)= 1,76, p > 0,05] e uma
interagdo significativa entre os tratamentos [F(1,47)= 4,53, p <0,05 ].

O co-tratatamento com inosina (50 -1000 uM) e MeHg (5uM)
por 24 horas nao foi capaz de prevenir a reducdo na viabilidade induzido
por esse toxicante, como pode ser verificado na figura 33B. A ANOVA
de duas vias indicou um efeito para o tratamento com MeHg [F(1,34)=
28,73, p <0,001], nenhum efeito para o tratamento com inosina [F(1,34)=
0,93, p > 0,05] ou uma interacdo significativa entre os tratamentos
[F(1,34)=0,39,p > 0,05 1.

Por outro lado, quando as células foram pré-incubadas com
inosina por 24 horas seguido de um co-tratamento com MeHg e
novamente inosina por 24 horas adicionais, o tratamento com essa purina
foi capaz de prevenir a morte celular induzida pelo MeHg (Figura 33C).
A ANOVA de duas vias indicou um efeito para o tratamento com MeHg
[F(1,58)=29,54, p <0,001], nenhum efeito para o tratamento com inosina
[F(1,58)= 1,31, p > 0,05] e uma intera¢do significativa entre os
tratamentos [F(1,58)= 3,31, p < 0,05 ]. As analises de post-hoc indicaram
que os tratamentos com inosina nas concentragcdes de 250 ¢ 500 uM
preveniram completamente a morte celular induzida por MeHg.

Os resultados na figura 34A indicam o efeito do co-tratamento
com inosina ¢ MeHg por 6 horas sobre a liberagdo de LDH. A ANOVA
de duas vias indicou um efeito para o tratamento com MeHg [F(1,47)=
5,09, p < 0,001], nenhum efeito para o tratamento com inosina [F(1,47)=
0,39, p > 0,05] ou uma interacdo significativa entre os tratamentos
[F(1,47)=1,53,p > 0,05].
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O efeito do tratamento com inosina ¢ MeHg por 24 horas esta
representado na figura 34B. A ANOVA de duas vias indicou um efeito
para o tratamento com MeHg [F(1,34)= 31,70, p < 0,001], nenhum efeito
para o tratamento com inosina [F(1,34)= 0,18, p > 0,05] ou uma interagéo
significativa entre os tratamentos [F(1,34)= 0,39, p > 0,05].

O efeito do pré-tratamento com inosina por 24 horas seguido de
um co-tratamento com inosina ¢ MeHg por mais 24 horas, estdo
representados na figura 34C. A ANOVA de duas vias indicou um efeito
para o tratamento com MeHg [F(1,36)=41,22 p < 0,001], nenhum efeito
para o tratamento com inosina [F(1,58)= 0,89, p > 0,05] ou uma interagéo
significativa entre os tratamentos [F(1,58)= 1,230, p > 0,05 ].
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Figura 33. Efeito do tratamento com Inosina na reducio da viabilidade
celular induzido por MeHg. A viabilidade celular foi avaliada pelo método
da reducio do MTT. Painel A representa o efeito do tratamento com inosina
(50-1000uM) e inosina juntamente com MeHg SuM por 6 horas na reducdo do
MTT. Painel B representa o efeito do tratamento com inosina (50-1000uM) e
inosina juntamente com MeHg 5uM por 24 horas na redugdo do MTT. Painel C
representa o efeito do pré-tratamento com inosina (50-1000uM) por 24 horas,
seguido do co-tratamento com inosina (50-1000uM) e/ou MeHg S5uM por 24
horas. ANOVA de duas vias seguida pelo teste post-hoc de Duncan *** p <
0,001, ** p<0,01, * p<0,05 quando comprado ao grupo controle. ### p < 0,001,
## p < 0,01, # p < 0,05 quando comprado ao grupo tratado com MeHg. Os
resultados da quantificacdo estdo expressos como percentual do controle e as
barras representam a média + E.P.M de 5-7 experimentos.
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Figura 34. Efeito do tratamento com inosina na liberacio da enzima lactato
desidrogenase (LDH) induzido por MeHg. Painel A representa o efeito do
tratamento com inosina (50-1000uM) e inosina juntamente com MeHg S5uM por
6 horas na liberagdo de LDH. Painel B representa o efeito do tratamento com
inosina (50-1000uM) e inosina juntamente com MeHg SuM por 24 horas na
liberagdo de LDH. Painel C representa o efeito do pré-tratamento com inosina
(50-1000uM) por 24 horas, seguido do co-tratamento com inosina (50-1000uM)
e/ou MeHg 5uM por 24 horas. ANOVA de duas vias seguida pelo teste post-hoc
de Duncan *** p < 0,001, ** p < 0,01, * p < 0,05 quando comprado ao grupo
controle. # p < 0,05 quando comprado ao grupo tratado com MeHg. Os resultados
da quantificagdo estdo expressos como percentual do controle e as barras
representam a média + E.P.M de 5-6 experimentos.
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5.4.2  Efeito dos tratamentos com Inosina e/ou MeHg na producao de
ERO e na concentracdo de GSH total e reduzida

Como pode ser verificado na figura 35A, 6 horas apds o co-
tramento com inosina e MeHg, inosina na concentragdo de 500 uM
preveniu o aumento da fluorescéncia de H,DCFDA induzido por MeHg,
indicando que essa purina pode diminuir o aumento na quantidade de
ERO induzido por esse toxicante. A ANOVA de duas vias indicou um
efeito para os tratamentos com MeHg [F(1,12)=45,36, p <0,001], inosina
[F(1,12)= 10,50, p < 0,001] e uma interagdo significativa para esses
tratamentos [F(1,12)= 8,23, p < 0,05]. Para validar a metodologia de
H,DCFDA, as células foram incubas com peréxido de hidrogénio (H,O,)
nas mesmas condi¢des que os experimentos anteriores (figura 35B). A
ANOVA de uma via indicou um efeito significativo para o tratamento
com H,0, [F(3,12)= 8,199, p <0,001]. As andlises de post-hoc indicaram
que o tratamento com H,0O; na concentragdo de 500 uM aumentou
significativamente a producdo de ERO.

Por outro lado, ndo foram observadas diferencas na quantidade
total de GSH nas culturas astrocitarias (Figura 35C). A ANOVA de duas
vias ndo indicou diferengas para o tratamento com MeHg [F(1,12)= 2,2,
p > 0,05], inosina [F(1,12)= 0,4, p > 0,05] ou uma interagdo significativa
para os tratamentos [F(1,12)= 0,97, p > 0,05] nos niveis de GSH total.
Também ndo foram observadas altera¢des nos niveis de GSH reduzida
(Figura 35D) [tratamento com MeHg [F(1,12)= 0,45, p > 0,05),
tratamento com inosina [F(1,12)= 0,85, p > 0,05), interacdo entre MeHg
e inosina [F(1,12)= 0,01, p > 0,05)].
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Figura 35. Efeito do tratamento com inosina e/ou MeHg na producio de
ERO (florescéncia de H,DCFDA) e nos niveis de GSH total e reduzida.
Painéis A e B representam o efeito do co-tratamento com Inosina (500uM) e/ou
MeHg 5 uM ou peroxido de hidrogénio (H,O, — como controle positivo do teste)
respectivamente, por 6 horas nos niveis de ERO mensurados pela florescéncia de
H,DCFDA. Painéis C e D representam o efeito do tratamento com Inosina
(500uM) e/ou MeHg 5 uM por 6 horas nos niveis de GSH total reduzida. Anova
de uma (painel B) ou duas vias (painéis A, C e D) seguida pelo teste post-hoc de
Duncan. *** p < 0,001, ** p < 0,01 quando comprado ao grupo controle, ### p
< 0,001 quando comprado ao grupo controle. Os resultados estdo expressos como
percentual do controle ou concentragdo de GSH total ou reduzida e as barras
representam a média + E.P.M de 4-5 experimentos.

5.4.3 Efeito do tratamento com inosina na expressao de genes
relacionados a resposta antioxidante.

Foi buscado avaliar se o tratamento com inosina poderia alterar
a expressdo de alguns genes relacionados a ativagdo de Nrf2, um
importante fator de transcrigdo relacionado a resposta antioxidante. Para
este fim as células foram tratadas com inosina 500 um, e apds 15 minutos,
1 hora ou 6 horas as células foram coletadas e o RNA processado para as
analises de RT-qPCR.
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Como pode ser verificado na figura 36A e 36B foi verificado um
aumento significativo no conteudo relativo do RNAm para NQO-1
[ANOVA de uma via F(3,16) = 6,68 p < 0,01] ¢ Nrf2 [ANOVA de uma
via F(3,16) = 4,60 p < 0,05] respectivamente. Por outro lado, ndo foram
verificadas alteracdes na expressdo de HO-1 (figura 36C) [ANOVA de
uma via F(3,16) = 1,08 p > 0,05].
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Figura 36. Efeito do tratamento com inosina na expressio relativa de NQO-
1 (A), Nrf2 (B) e HO-1 (C). ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc de
Duncan ** p < 0,01 quando comprado ao grupo controle. Resultados expressos
como expressao relativa ao respectivo controle e as barras representam a média
+ E.P.M de 5 experimentos.

5.4.4  Efeito do tratamento com inosina no imunoconteudo, ativacdo e
translocac¢do de Nrf2 para o nucleo

Nrf2 é um fator de transcricdo que quando ativado se transloca
para o nucleo, onde pode ativar a transcrigdo de alguns genes relacionado
a defesa antioxidante (BRY AN et al., 2013). Para avaliar se o tratamento
com inosina era capaz de promover essa translocagdo de Nrf2, os cultivos
astrocitarios foram tratados por diferentes tempos com inosina na
concentra¢do de 500uM e as células foram fixadas e processadas para
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analises de imunocitoquimica. A figura 37A mostra que inosina aumenta
a marcagdo de Nrf2 no nucleo celular, o que pode ser evidenciado pela
quantificacdo demonstrada na figura 37B. O tratamento com inosina
alterou de maneira a significativa o imunoconteido de Nrf2 no nucleo das
células [F(2,9)=5,18, p < 0,05], sendo que o tratamento com inosina por
6 horas aumentou significativamente Nrf2 no nucleo celular.

Adicionalmente, as culturas celulares foram tratadas com inosina
por diferentes tempos e as células coletadas para analises de western
blotting para avaliar o imunoconteudo de Nrf2 (figura 38), contudo nio
foram observadas alteragdes induzidas pelo tratamento com inosina
[F(3,15)=1,14, p > 0,05].
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Figura 37. Efeito do tratamento com inosina na imunoconteudo de Nrf2 no
nucleo celular. O painel representa imagens representativas das culturas
primarias de astrdcitos incubadas por diferentes tempos com inosina 500uM ou
controle (amostras ndo tratadas com inosina). A primeira coluna corresponde a
marcagdo com DAPI para o nucleo celular, a segunda coluna corresponde a
marcagao resultante da incubagdo com anticorpo anti-Nrf2 e a terceira coluna
corresponde a sobreposi¢ao das imagens anteriores. Aumento de 200X e barra de
escala corresponde a 80 uM. A figura B corresponde a quantificacdo de Nrf2 no
nucleo celular de imagens de 4 cultivos celulares independentes. Os resultados da
quantificagdo estdo expressos como percentual do controle e as barras
representam a média + E.P.M. ANOVA de uma via seguida de post-hoc de
Duncan. * p < 0,05 quando comparado ao controle.
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Figura 38. Efeito do tratamento com inosina no imunoconteido de Nrf2. Os
cultivos celulares foram incubados por diferentes tempos (15 minutos, 1 hora ou
6 horas) com inosina (500 uM). As amostras controle (C) se referem aos cultivos
celulares que ndo foram tratados com essa purina. Uma imagem representativa
para a quantificagdo realizada entre a D.O. entre a banda de Nrf2 e a banda de -
actina esta representada. Os resultados da quantificagdo estdo expressos como

percentual do controle e as barras representa a média + E.P.M. ANOVA de uma
via.

A ativagdo de Nrf2 também foi avaliada através da transcri¢do do
plasmideo ARE-luciferase. Esse plasmideo contém a sequéncia referente
ao ARE juntamente com a sequéncia para a transcri¢do de uma enzima
luciferase. Nessas condicdes, a ligacdo de Nrf2 na sequéncia relativa ao
ARE presente no plasmideo proporciona a expressdo de uma enzima
luciferase. Contudo, ndo foram observadas alteragdes na atividade de
luciferase apos o tratamento com inosina (figura 39) [t(6) 1,2 p > 0,05].
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Figura 39. Efeito do tratamento com inosina na atividade de ARE. Os
cultivos celulares foram transfectados com os plasmideos ARE-luciferase e pRL-
CMV, e 24 horas apds foram tratadas com inosina (500 uM). 24 horas apos o
tratamento com inosina a atividade de luciferase/renila foi medida. As amostras
controle (C) se referem aos cultivos celulares que ndo foram tratadados com essa
purina. Os resultados estdo expressos como percentual do controle da razdo entre
a atividade de luciferase e renila para cada amostra e as barras representa a média
+ E.P.M de 4 experimentos. Teste de ¢ de student.

5.4.5 Efeito dos antagonistas para receptores de adenosina no efeito
neuroprotetor de inosina frente a toxicidade induzida por MeHg

Uma vez que varios dos efeitos bioldgicos de inosina envolvem
a ativacdo de receptores de adenosina, foi avaliado se o pré-tratamento
das culturas celulares com antagonistas desses receptores poderia
prevenir o efeito protetor de inosina frente a toxicidade do MeHg. Como
pode ser verificado na figura 40 o pré-tratamento com o antagonista para
o receptor Az de adenosina, preveniu o efeito neuroprotetor de inosina.

O painel A da figura 40 representa o efeito do pré tratamento com
PSB36, um antagonista seletivo para receptores A;. A ANOVA de trés
vias indicou um efeito na reducdo do MTT para o tratamento com MeHg
[F(1,40)=20,48, p < 0,001], nenhum efeito com inosina [F(1,40)=0,97, p
> (,05] ou para o tratamento com PSB36 [F(1,40)=0,78, p > 0,05], uma
interagdo entre os tratamentos com inosina ¢ MeHg [F(1,40)=7,70, p <
0,01] e nenhuma interagdo significativa entre os tratamentos com inosina,
MeHg e¢ PSB 36 [F(1,40)=1,12, p>0,05]. As analises de post-hoc
indicaram que o efeito neuroprotetor de inosina (500 uM) frente a queda
da reducdo do MTT induzido por MeHg (5 uM) ndo foi alterado pelo
tratamento com PSB36.

O pré-tratamento com SCH58261, um antagonista seletivo para
receptores de adenosina A4, também ndo alterou o efeito neuroprotetor
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de inosina (500 uM) frente a queda da redugdo do MTT induzido por
MeHg (5 uM) (Figura 41B). A ANOVA de trés vias indicou um efeito na
reducdo do MTT para o tratamento com MeHg [F(1,29)=20,31, p <
0,001], nenhum efeito com inosina [F(1,29)=3,15, p > 0,05] ou para o
tratamento com SCH58261 [F(1,29)=0,71, p > 0,05]. Adicionalmente ndo
foi verificada um interagdo entre os tratamentos com inosina ¢ MeHg
[F(1,29)=1,32, p > 0,05] bem com entre os tratamentos com inosina,
MeHg e SCH58261 [F(1,29)=1,96, p > 0,05].

O painel C da figura 40 representa o efeito do pré tratamento com
MRS1523, um antagonista seletivo para receptores A;. A ANOVA de trés
vias indicou um efeito na reducdo do MTT para o tratamento com MeHg
[F(1,39)=56,91, p < 0,001] e para o tratamento com inosina [F(1,39)=
3,30, p < 0,05], e nenhuma alteracdo para o tratamento com MRS1523
[F(1,39)=0,78, p > 0,05]. Adicionalmente, ANOVA de trés vias ndo
indicou uma interagdo entre os tratamentos com inosina e MeHg
[F(1,39)=0,68, p > 0,05], mas uma interagdo significativa entre os
tratamentos com inosina, MeHg e MRS1523 [F(1,39)=4,2, p < 0,05]. As
analises de post-hoc indicaram que o efeito neuroprotetor de inosina (500
uM) frente a queda da redug¢do do MTT induzido por MeHg (5 uM) foi
prevenido pelo tratamento com MRS1523.
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Figura 40. Efeito do pré-tratamento com antagonistas para os receptores de
adenosina (A;, A, e Aj;), no efeito neuroprotetor de inosina frente a
diminui¢do da reducio do MTT induzido por MeHg. As células foram pré-
incubadas por 30 minutos com antagonistas seletivos para esses receptores, € 0
teste da redugdo do MTT foi realizado 6 horas apds a incubag@o com inosina (500
uM) e MeHg (5 uM). O painel A corresponde ao pre-tratamento com PSB36,
antagonista seletivo para receptores A; de adenosina. O painel B corresponde ao
pré-tratamento com SCHS58261, antagonista seletivo para receptores A,s de
adenosina. O painel C corresponde o tratamento com MRS1523 antagonista
seletivo para receptores A; de adenosina. ANOVA de trés vias, seguida pelo post-
hoc de Duncan. *** p <0,001, ** p<0,01, * p <0,05 quando comprado ao grupo
controle, # p < 0,05 quando comprado ao grupo tratado com MeHg. sBp < 0,05
entre os grupos indicados e ™* ndo significativo entre os grupos indicados. Os
resultados estdo expressos como percentual do controle e as barras representam a
média £ E.P.M de 5-7 experimentos
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5.4.6  Efeito do tratamento com MRS1523 no aumento da expressdo
de Nrf2 por inosina

Uma vez que o efeito protetor de inosina envolveu a ativagdo do
receptor Aj, foi avaliado o efeito do tratamento com MRS1523 no
aumento da express@o Nrf2 por inosina. Para este fim, as culturas foram
pré-tratadas com MR1523 (1uM) por 30 minutos, e depois tratadas com
inosina por 6 horas. A ANOVA de duas vias ndo indicou um efeito para
o tratamento com inosina [F(1,16)=0,01, p > 0,05] ou para o tratamento
com MRS1523 [F(1,16)=0,01, p > 0,05], mas uma interagdo entre esses
tratamentos [F(1,15)= 7,76, p <0,05]. As andlises post-hoc indicaram que
inosina aumentou a expressao de Nrf2 além de indicar uma tendéncia (p
=0,072) para o bloqueio desse efeito por MRS1523 (figura 42)

2.0 p=0,077

1.5 u |

Nrf2
Contetido Realtivo
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0.0-
Inosina 500uM + +
MRS1523 1 uM + +
Figura 41. Efeito do pré-tratamento com antagonista para os receptor de
adenosina A3, no aumento da expressio de Nrf2 induzido por inosina. As
células foram pré-tratadas com MRS1523, seguido pela incubagdo com inosina
por 6 horas. Apos esse periodo foi realizada e extragdo do RNA total para analise
da expressao do RNAm para Nrf2 por RT-qPCR. Resultados expressos como
expressdo relativa ao controle e as barras representam a média £ E.P.M de 4-5
experimentos.

5.4.7 Participagdo da modulagdo de PI3K/AKT e MEK/ERK no
efeito neuroprotetor de inosina.

Para avaliar se os efeitos de inosina envolviam a modulagdo da
sinalizagdo de MEK/ERK, as culturas foram tratadas com inosina por
diferentes tempos e as células coletadas para analises através de Western-
blotting para avaliar a fosforilagdo de ERK 1/2 ¢ AKT.

Conforme pode ser verificado na figura 42, a ANOVA de uma
via nfo indicou altera¢des na fosforilagdo de ERK1 [F(3,19)=2,29, p >
0,05] e ERK 2 [F(3,19)=0,55, p > 0,05] pelo tratamento com inosina.
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Figura 42. Efeito do tratamento com inosina na fosforilacio de ERK 1,2. Os
cultivos celulares foram incubados por diferentes tempos (15 minutos, 1 hora ou
6 horas) com inosina (500 uM). As amostras controle (C) se referem aos cultivos
celulares que ndo foram tratados com essa purina. Uma imagem representativa
para a quantificagao realizada entre a D.O. entre a banda P-ERK e a banda de T-
ERK esta representada. Os resultados da quantificagdo estdo expressos como
percentual do controle e as barras representa a média £ EP.M de 5-6
experimentos. ANOVA de uma via.

Adicionalmente, foi verificado se o tratamento com um inibidor
de MEK, a enzima que fosforila e ativa ERK 1/2, poderia alterar o efeito
neuroprotetor de inosina (500 uM) frente a queda da viabilidade celular
induzida por MeHg (5 uM). Conforme mostrado na figura 43 a ANOVA
de trés vias indicou um efeito na redu¢do do MTT para o tratamento com
MeHg [F(1,32)=13,81, p < 0,001], nenhum efeito para o tratamento com
inosina [F(1,32)=1,01, p > 0,05] ou para o tratamento com U0126
[F(1,32)=1,80, p > 0,05]. Adicionalmente foi verificada um interagéo
entre os tratamentos com inosina e MeHg [F(1,32)=6,18, p < 0,05], mas
nenhuma interagdo entre os tratamentos com inosina, MeHg ¢ U0126
[F(1,32)=0,57, p > 0,05]. As analises de post-hoc indicaram que o efeito
neuroprotetor de inosina (500 uM) frente a queda da redugdo do MTT
induzido por MeHg (5 nM) ndo foi alterado pelo tratamento com U0126.
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Figura 43. Efeito do pré-tratamento U0126 (inibidor seletivo de MEK), no
efeito neuroprotetor de inosina frente a reducio da viabilidade celular
induzida por MeHg. As células foram pré-incubadas por 30 minutos com U0126
e o teste da redugdo do MTT foi realizado 6 horas apods a incubagdo com inosina
(500 uM) e MeHg (5 uM). ANOVA de trés vias, seguida pelo post-hoc de
Duncan. *** p<0,001, ** p<0,01, quando comprado ao grupo controle. ##
p<0,01, quando comprado ao grupo tratado com MeHg. ™ nio significativo entre
os grupos indicados. Os resultados estdo expressos como percentual do controle
€ as barras representam a média + E.P.M de 5-7 experimentos.

O tratamento com inosina alterou a fosforilagdo de AKT
[ANOVA de uma via: F(1,32)=6,18, p < 0,05]. As analises de post-hoc
indicaram que o tratamento com inosina por 15 min propiciou um
aumento da fosforilagdo de AKT (figura 44).
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Figura 44. Efeito do tratamento com inosina na fosforilacio de AKT. Os
cultivos celulares foram incubados por diferentes tempos (15 minutos, 1 hora
ou 6 horas) com inosina (500 uM). As amostras controle (C) se referem aos
cultivos celulares que ndo foram tratados com inosina. Uma imagem
representativa para a quantificacdo realizada entre a D.O. entre a banda P-AKT e
a banda de T-AKT esta representada. Os resultados da quantificacdo estdo
expressos como percentual do controle e as barras representam a média + E.P.M
de 5-6 experimentos. ** p<0,01. ANOVA de uma via seguida do teste post-hoc
de Duncan.

Visando avaliar se a ativacdo de AKT esta relacionada aos efeitos
de inosina na viabilidade celular, as células foram tratadas com
wortmanina, um inibidor de PI3K e consequente ativagdo de AKT. A
ANOVA de trés vias indicou um efeito na redu¢do do MTT para o
tratamento com MeHg [F(1,48)=20,60, p < 0,001], nenhum efeito com
inosina [F(1,48)=0,12, p > 0,05], ¢ um efeito para o tratamento com
wortmanina [F(1,48)=5,27, p < 0,05]. Adicionalmente ndo foi verificada
um interagdo entre os tratamentos com inosina ¢ MeHg [F(1,48)=2,03, p
> (0,05], mas uma interagdo entre os tratamentos com inosina, MeHg e
wortmanina [F(1,48)=5,96, p < 0,05]. As analises de post-hoc indicaram
que o efeito neuroprotetor de inosina (500 uM) frente a queda da redugéo
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do MTT induzido por MeHg (5 uM) foi prevenido pelo tratamento com
wortmanina (figura 45).
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Figura 45. Efeito do pré-tratamento wortmanina (inibidor seletivo de PI3K),
no efeito neuroprotetor de inosina frente a queda da reducdo do MTT
induzido por MeHg. As células foram pré-incubadas por 30 minutos com
wortmanina e o teste da redugdo do MTT foi realizado 6 horas ap6s a incubagio
com inosina (500 uM) e MeHg (5 uM). ANOVA de trés vias, seguida pelo post-
hoc de Duncan. *** p < 0,001, ** p < 0,01, quando comprado ao grupo controle.
## p < 0,01, quando comprado ao grupo tratado com MeHg. s p < 0,01 entre os
grupos indicados. Os resultados estio expressos como percentual do controle e as
barras representam a média £ E.P.M de 5-7 experimentos.

5.4.8 Efeito do tratamento com inosina na expressao de BDNF.

Para avaliar o efeito do tratamento com inosina na expressao do
RNAm para BDNF, as células foram tratadas com inosina por 15 min, 1
hora, ou 6 horas, sendo o RNA foi extraido para analises RT-qPCR. A
ANOVA de uma via indicou um efeito do tratamento com inosina no
contetdo relativo do RNAm para BDNF [F(3,16) = 4,50 p < 0,05)]. Foi
observado um aumento significativo na expressdo de BDNF 6 horas apds
o tratamento com inosina (Figura 46).
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Figura 46. Efeito do tratamento com inosina na expressio relativa de
BDNF. ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc de Duncan * p<0,05 quando
comprado ao grupo controle. Resultados expressos como expressao relativa ao
controle e as barras representam a média £ E.P.M de 5 experimentos.
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5.5 Discussio

A contaminag¢do ambiental por metais é um fator de risco para a
saude publica e o SNC ¢ um importante alvo para a acdo destes agentes
toxicos. Apesar de as contaminac¢des por MeHg provenientes de fontes
antropogénicas (similares aos desastres de Minamata e Nagata ocorrido
nas décadas de 50 e 60 do século XX), terem diminuido nos ultimos anos,
a contaminagdo ambiental por este metal continua sendo uma fonte de
preocupagdo global (CASTOLDI et al., 2001; CECCATELLI et al.,
2013). O consumo de peixes e frutos do mar contaminados com MeHg
constituem uma das principais fontes de contaminacéo dos seres humanos
para esse toxicante, especialmente em populacdes que consomem grandes
quantidades de peixes predatorios. Dessa maneira, algumas
recomendagdes da organizacdo mundial de satide preconizam que o
consumo semanal toleravel (do inglés tolerable weekly intake — TWI)
para MeHg deve ser inferior a 1,6 ug/kg de peso corporal, para prevenir
danos neurologicos decorrentes da exposicdo a esse toxicante
(CECCATELLI, DARE ¢ MOORS, 2010; CECCATELLI et al., 2013).
Contudo, existe uma séria preocupagdo que em paises que consomem
grande quantidade de peixes a populagdo possa estar sendo exposta a
valores superiores a TWI para MeHg (DEBES et al, 20006;
CECCATELLI et al., 2013). Uma vez que ndo existem alternativas
completamente eficazes contra o dano causado pela intoxicagdo por
MeHg, a busca por novos tratamentos pode ser justificada. Os resultados
desse trabalho demonstraram de forma inédita que o tratamento com
inosina foi capaz de prevenir o efeito citotoxico de MeHg em culturas
primarias de astrdcitos provenientes de ratos neonatos. Adicionalmente
os resultados desse trabalho ajudam a elucidar os mecanismos
moleculares associados aos efeitos de inosina. Os resultados deste
trabalho indicam que inosina pode ativar o receptor A; de adenosina em
astrocitos e modular uma sinalizagdo celular que possivelmente estimula
a atividade de Nrf2, um importante fator de transcri¢do relacionado a
defesa antioxidante. Esses efeitos neuroprotetores da inosina s3o de
extrema relevancia, ndo apenas no contexto da intoxica¢do por MeHg,
mas sugerem que essa purina pode diminuir a neurotoxicidade associada
a outros metais ou a outras doengas neurologicas e psiquiatricas que
tenham base fisiopatoldgica similar.

Os recentes avangos relacionados a compreensdo do papel dos
diferentes tipos celulares no SNC tem evidenciado o papel crucial dos
astrocitos na manutengdo da homeostase do SNC. Essas células estdo
associadas a formagdo da BHE, regulam o nivel extracelular de potassio
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e contribuem para a regulagdo do pH cerebral (BARRETO et al., 2011;
POSADA-DUQUE, BARRETO ¢ CARDONA-GOMEZ, 2014).
Adicionalmente os astrocitos podem controlar a fungdo microvascular no
SNC e estocam glicogénio, contribuindo para a manutengdo do
metabolismo neuronal (ANDERSON e NEDERGAARD, 2003;
BARRETO ef al., 2011; BARRETO, 2016). Os astrocitos também séo
capazes de se comunicar através de jungdes gap que permitem o
transporte de substancias, suporte trofico e eliminagdo de substincias e
metabolitos toxicos provenientes do espaco extracelular (TAKUMA,
BABA ¢ MATSUDA, 2004; BARRETO, 2016). Essas células também
sdo reconhecidas pelo seu papel crucial na modulagdo da circuitaria
neural, regulando a formacdo, maturagdo, atividade e plasticidade de
redes neuronais envolvidas em processos sensoriais, cognitivos,
emocionais e relacionados ao processamento da informacgdo
(DALLERAC e ROUACH, 2016). A participagdo dos astrocitos na
regulacdo das fungdes sinapticas pode estar associada a liberacdo de
neurotransmissores ¢ neuromoduladores como glutamato ou ATP por
essas células (PEREA ¢ ARAQUE, 2005). Conforme mencionado na
introdugdo do capitulo 1 dessa tese, os astrocitos tem um papel crucial na
regulagdo dos niveis extracelulares de glutamato, exercendo um
importante papel na regulacdo da neurotransmissdo glutamatérgica.
Diante de tantas fun¢des importantes, pode-se esperar que disfungdes no
funcionamento e metabolismo dessas células irdo implicar de maneira
significativa na fun¢do e manutengdo do SNC. Em doencas
neurodegenerativas, como doenca de Alzheimer, Parkinson e Huntington,
que normalmente cursam com neuroinflamagéo, pode ser observado um
fendmeno denominado astrogliose, caracterizado por uma reatividade
astrocitaria que pode estar associada a morte neuronal (BARRETO, 2016;
DALLERAC ¢ ROUACH, 2016). Por outro lado, em doencas
psiquiatricas como a depressdo é observado uma diminui¢do de células
astrocitarias no CPF, hipocampo e amigdala tanto em pacientes
diagnosticados com essa doenca quanto em modelos animais de
depressdo (RAJKOWSKA et al., 1999; COTTER et al., 2002; CZEH et
al., 2006). Compostos com acdo antidepressiva como a fluoxetina, sdo
capazes de recuperar a perda astrocitaria observada na depressao (CZEH
et al., 2006; RIAL et al., 2015).

Os resultados desse trabalho indicaram que MeHg foi capaz de
induzir um efeito citotoxico nos astrdocitos provenientes de ratos neonatos.
A exposic¢do das culturas primarias de astrocitos a MeHg na concentracao
de 5 uM por 6 ou 24 horas foi capaz de diminuir a redugdo de MTT e
aumentar a liberagdo de LDH, indicando que esse toxicante induziu morte



139

celular nessas condigoes (figuras 33 e 34). Estes achados corroboram
dados prévios da literatura que indicam que a exposi¢do in vitro de
culturas primarias de astrocitos ao MeHg (5 pm) resultaram em um efeito
citotoxico com perfil similar aos resultados obtidos nesse estudo
(WORMSER et al.,2012; PIEROZAN et al.,2016). Diversos estudos t€ém
indicado que os astrocitos constituem um dos principais alvos nas
intoxicagdes por MeHg (SHANKER, SYVERSEN e ASCHNER, 2003;
NI et al., 2012). A captacdo de MeHg pelos astrocitos pode ocorrer
através dos transportadores do tipo LAT, especificamente o0s
transportadores LAT1, devido as similaridades entre o complexo
MeHg/Cisteina e o aminoacido metionina (ASCHNER et al., 1990). O
MeHg pode induzir alteragdes morfologicas nos astrocitos como o
swelling (“inchago”), alterar a captagdo de glutamato por essas células, ou
até mesmo induzir a morte celular, sendo o efeito toxico do MeHg nos
astrocitos pode conduzir ao dano neuronal e aos diversos efeitos
decorrentes da exposicdo a esse toxicante (SHANKER, SYVERSEN e
ASCHNER, 2003). Os astrocitos também podem exercer um papel
protetor, por prevenir a morte neuronal induzida por MeHg. Neste
sentido, ¢ valido mencionar que uns dos mecanismos sugeridos para essa
protegdo envolve a liberagdo de ATP por essas células, que ¢ hidrolisado
formando adenosina e ativando os receptores A; neuronais e exercendo
neuroprotecdo (NOGUCHI et al., 2013).

Adicionalmente, o tratamento com inosina (50-1000 uM) foi
capaz de prevenir a queda na viabilidade celular induzida por MeHg.
Apesar de a ANOVA de duas vias ndo indicar uma interagdo significativa
entre os tratamentos com inosina ¢ MeHg, os resultados referentes a
liberacdo de LDH (figura 34) apresentaram um perfil semelhante aos
resultados da redugdo do MTT. Inosina ¢ uma purina endégena capaz de
induzir uma série de efeitos bioldgicos, como neuroprotegio,
antinocicep¢do e atividade antidepressiva (HASKO, SITKOVSKY e
SZABO, 2004; KASTER ef al., 2013; NASCIMENTO et al., 2014). A
inosina per se ndo alterou a viabilidade celular em nenhuma das
concentragdes ou tempos avaliados, indicando que essa purina ndo
possuiu efeitos toxicos nas condi¢cdes avaliadas nesse trabalho. O co-
tratamento de inosina com MeHg por 6 horas foi capaz de prevenir a
morte celular induzida por esse toxicante, contudo o co-tratamento por 24
h ndo foi capaz de prevenir o efeito citotoxico de MeHg. Adicionalmente,
o pré-tratamento das culturas por 24 horas seguidos da exposi¢do a MeHg
e inosina por 24 horas adicionais, foi capaz de prevenir o efeito citotoxico
do MeHg. Esses resultados indicam que em tempos maiores de exposi¢ao
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ao MeHg, e consequente maior toxicidade, a pré-incubacdo das células
com inosina ¢ essencial para os efeitos protetores observados,
possivelmente por aumentar as defesas celulares de maneira mais efetiva.
Uma vez que a concentragdo de 500 uM apresentou em efeito protetor
que foi consistente entre os diferentes tempos avaliados, essa dose foi
escolhida para avaliar os diferentes efeitos neuroquimicos de inosina. Os
resultados apresentados neste capitulo indicam que a inosina é capaz de
prevenir a morte celular em astrocitos induzido por MeHg, corroborando
achados da literatura indicando que inosina pode prevenir a morte celular
in vitro induzida por perdxido de hidrogénio, zinco ou por isquemia
(HAUN et al., 1996; LITSKY et al., 1999; SHI et al., 2002; CIPRIANI,
BAKSHI e SCHWARZSCHILD, 2014).

O tratamento das culturas com MeHg na dose de 5 uM foi capaz
de aumentar a florescéncia de H,DCFDA, indicando a formagdo de ERO.
Esses resultados estdo de acordo com resultados prévios que indicaram
que o MeHg (5 uM) induziu um aumento na produgao de F,-isoprostanos,
um biomarcador de peroxidacdo lipidica e estresse oxidativo
(WORMSER et al., 2012). Adicionalmente ja foi relatado um aumento
mitocondrial de anion superdxido, peroxido de hidrogénio e radical
hidroxil causados por MeHg em culturas primarias de astrocitos (YIN et
al., 2011). O aumento na produgdo de espécies reativas de oxigénio
constitui um mecanismo chave nos efeitos toxicos decorrentes da
exposicdo ao MeHg (ASCHNER et al., 2007). Alteragdes na atividade
dos complexos da cadeia transportadora de elétrons induzidas por esse
toxicante, constituem umas das fontes iniciais na produ¢do de ERO
(GLASER et al., 2010b; FARINA, ASCHNER ¢ ROCHA, 2011). A
peroxidac¢do lipidica secundaria a alteragdes na permeabilidade celular e
mitocondrial, envolvendo deplecdo de GSH e aumento de calcio
mitocondrial alimentam um circulo vicioso através do qual as alteragdes
na produgio de ERO, levam a disfun¢do e morte celular. Adicionalmente,
o aumento na producdo de ERO pode prejudicar a atividade de
transportadores de glutamato levando ao aumento nos niveis
extracelulares desse neurotransmissor e morte neuronal (FARINA,
ASCHNER e ROCHA, 2011). Inesperadamente, ndo foram observadas
alteragdes nos niveis de glutationa total e reduzida apos a exposigdo das
culturas por 6 horas a MeHg ou inosina, o que difere de varias evidéncias
na literatura que indicam a reducdo dos niveis de GSH, ou da relagdo
GSH/GSSG em decorréncia da exposi¢cao ao MeHg (WANG et al., 2009;
FARINA, ASCHNER ¢ ROCHA, 2011; NI et al., 2011). Uma vez que
GSH, principalmente na sua forma reduzida ¢ uma molécula com relativa
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baixa estabilidade, podemos especular que a metodologia utilizada nesse
trabalho ndo forneceu as condi¢des e sensibilidade necessarias para
verificar o efeito de MeHg nesses parametros, sendo que outras
metodologias estdo sendo aplicadas em estudos em andamento para
verificar o efeito de MeHg e inosina nos niveis de GSH.

A inosina foi capaz de prevenir o aumento na producdo de ERO
induzido por MeHg in vitro, corroborando a hipotese da relagdo entre
diminui¢do de ERO e consequente diminui¢cdo do estresse oxidativo e
efeito protetor contra MeHg. Apesar de inosina apresentar uma relevante
acdo neuroprotetora contra isquemia - situagdo normalmente associada ao
aumento na producdo de ERO e estresse oxidativo - (HAUN et al., 1996;
JURKOWITZ et al., 1998; SHEN et al., 2005), existem poucos dados na
literatura que indicam que essa purina pode atenuar danos causados pelo
estresse oxidativo. Por exemplo, foi demonstrado que a inosina pode
prevenir dano ao DNA causado pela exposicdo in vitro a radiagdo
ultravioleta (GUDKOV et al., 2006). Inosina também preveniu o aumento
nos niveis de proteinas carboniladas (marcador de dano oxidativo)
causadas pelo tratamento in vitro com peroxido de hidrogénio
(CIPRIANI, BAKSHI ¢ SCHWARZSCHILD, 2014), ¢ aumentou a
capacidade antioxidante plasmatica em pacientes portadores da doenca de
Parkinson (BHATTACHARYYA et al., 2016). Além disso, ¢ valido
mencionar que foi demonstrado que adenosina (que possui uma estrutura
quimica semelhante a inosina) preveniu o aumento na producdo de ERO,
medidos pela fluorescéncia do H,DCFDA, em cultura de microglia
expostas a peroxido de hidrogénio (MIN et al., 2008).

Alguns autores afirmam que a modulagdo farmacologica do fator
de transcricdo Nrf2 pode constituir uma interessante estratégia para
neuroprotecdo contra os danos causados por MeHg (WANG et al., 2009).
Nrf2 ¢ um fator de transcricdo que quando ativado se liga ao ARE no
DNA ativando a transcri¢dao de diferentes genes relacionados a defesa
antioxidante (BRYAN et al., 2013). Primariamente avaliamos por RT-
gqPCR, se inosina poderia aumentar a transcri¢do de genes relacionados a
ativacdo desse fator de transcri¢do. A ativagdo de Nrf2 por inosina pode
ser sugerida uma vez que o tratamento por 6 horas aumentou de maneira
significativa o conteudo relativo do RNAm de NQO-1. O conteudo
relativo de HO-1 nio foi alterado pelo tratamento com inosina por 15 min,
1 hora ou 6 horas. Contudo, ndo podemos descartar a possibilidade de
inosina modular a transcri¢do desse gene em tempos que ndo foram
avaliados nesse estudo. Por outro lado, foi observado um aumento no
contetdo relativo do RNAm para Nrf2 apos 6 horas de tratamento com
inosina. Uma vez que Nrf2 pode controlar a sua propria transcri¢do



142

(KWAK et al., 2002; BRYAN et al., 2013) esse resultado corrobora a
hipotese da ativagao de Nrf2 por essa purina.

Em condigdes fisiologicas, Nrf2 estd presente em baixas
quantidade principalmente no citoplasma celular de maneira inativa
associado a proteina Keap-1. Contudo, durante situacdes de estresse
celular ou ativagdo de proteinas cinases, podem levar a dissociag@o entre
Nrf2 e Keap-1, permitindo a translocag@o de Nrf2 para o ntcleo celular e
ativando a transcrig@o génica (CALKINS et al., 2009). Através da analise
de imagens de culturas primdrias de astrocitos (figura 37), foi possivel
verificar que o tratamento com inosina por 6 horas aumentou o
imunocontetdo de Nrf2 no nucleo celular. Esses resultados indicam que
o tratamento com essa purina promoveu a translocagdo de Nrf2 do
citoplasma para o nucleo, corroborando com os resultados anteriores que
mostram o aumento na transcri¢do de genes relacionados a ativagio desse
fator de transcri¢do. Também foi verificado se a inosina poderia modificar
o conteudo total de Nrf2 através de analises de western-blotting. Apesar
de Nrf2 ter um peso molecular predito de 55-65 kDa, nas condi¢des de
eletroforese desnaturante normalmente utilizadas nesse trabalho (SDS-
PAGE), essa proteina apresenta um peso molecular aparente de 110 kDa,
sendo que a quantificagdo dessa banda ¢ considerada a maneira correta na
avaliacdo dos resultados de western blotting para Nrf2 (LAU et al., 2013).
Contudo ndo foi observado diferencgas estatisticas no imunoconteado de
Nrf2 apoés 15 minutos, 1 hora ou 6 horas de tratamento com inosina.
Adicionalmente ndo foram observadas diferengas estatisticas na ativagao
de ARE, decorrente da transfec¢do do plasmideo ARE-Iuciferase. Outras
estratégias de transfeccdo (plasmideos de diferentes origens, e outros
reagentes para transfec¢do) estdo sendo realizadas para fornecer
evidéncias adicionais da possivel ativagdo de Nrf2 por inosina.

Interessante que também MeHg pode induzir a ativagao de Nrf2.
Esses efeitos podem ocorrer de maneira rapida, e alguns trabalhos
indicam que o tratamento por 90 minutos com MeHg € capaz de induzir
a translocacdo de Nrf2 para o nucleo celular (WANG et al., 2009),
contudo os mecanismos relacionados a esses efeitos ndo estdo totalmente
esclarecidos. Ainda que essa ativagdo de Nrf2 ocorra como um
mecanismo de defesa celular, os efeitos de MeHg em Nrf2 ndo sdo
suficientes para prevenir o dano oxidativo causado por esse toxicante
(KUMAGALI et al., 2013). A ativagdo de Nrf2 por inosina pode contribuir
na defesa antioxidante celular e consequentemente ter efeito protetor
contra a toxicidade induzida por MeHg. Estes achados estdo de acordo
com outros trabalhos que demonstram que compostos capazes de
estimular a atividade desse fator de transcrigdo podem ter efeito protetor



143

contra MeHg (FARINA, ASCHNER ¢ ROCHA, 2011; KUMAGAIl et al.,
2013; LIU et al., 2016; FENG et al., 2017).

Uma vez que os resultados do capitulo 1 desse trabalho indicaram
que inosina pode modular a atividade de diferentes enzimas de sinalizagdo
celular, foi investigado se os efeitos neuroprotetores de inosina envolviam
a ativacdo de MEK/ERK e PI3K/AKT.

A ativagdo de MEK/ERK parece ndo estar envolvida no efeito
neuroprotetor de inosina. O pré tratamento das culturas com U0126, um
inibidor de MEK que inibe a fosforilagdo e ativacdo de ERK 1/2, ndo
alterou os efeitos neuroprotetores de inosina. Adicionalmente a
fosforilagcdo de ERK 1/2 nio foi alterada pelo tratamento por 15 minutos,
1 hora ou 6 horas com essa purina. Conforme discutido no capitulo 1
desse trabalho, o efeito tipo-antidepressivo de inosina envolveu a ativagao
de MEK/ERK, o que corrobora com dados prévios na literatura indicando
a relagdo da ativagdo dessa via de sinalizacdo com os efeitos de inosina
(TOMASELLI et al., 2005). Contudo ¢ valido mencionar que essas
discrepancias nos resultados podem ser devido aos diferentes tipos
celulares analisados. Alguns desses estudos utilizaram cultivos primarios
de neurdnios ou células PC12, indicando que nesses tipos celulares a
modulacdo de ERK 1/2 foi um elemento chave na resposta neuroprotetora
de inosina (TOMASELLI et al, 2005, MUTO et al, 2014).
Diferentemente, o presente trabalho se concentrou na determinagao destes
efeitos em astrocitos. Isso sugere que inosina pode modular a sinalizagdo
celular de maneira distinta em diferentes tipos celulares. Adicionalmente
a ativacdo de ERK 1/2, pode estar associada a respostas neurotéxicas em
astrocitos, sendo que alguns trabalhos relataram um aumento na
fosforilacdo de ERK 1/2 induzido por MeHg (YIN et al., 2011).

O tratamento das culturas primarias de astrocitos com inosina
induziu um aumento transitério na fosforilagdo do residuo ser-473 de
AKT, sendo que a fosforilagdo desse residuo estd associada a ativacdo de
AKT (BRAZIL ¢ HEMMINGS, 2001). Esse aumento transitorio na
ativagdo de AKT pode repercutir no efeito neuroprotetor de inosina, uma
vez que o pré-tratamento com wortmanina (inibidor de PI3K e
consequente ativagdo de AKT) preveniu o efeito neuroprotetor dessa
purina contra o citotoxicidade de MeHg. A ativacdo de AKT por inosina
corrobora dados prévios que indicam que essa purina estimulou a
fosforilacdo de AKT in vitro (GAO et al., 2001), e com os resultados
apresentados no capitulo 1 deste trabalho que indicam a relagdo entre a
ativagdo de AKT e o efeito tipo-antidepressivo de inosina. A ativagao de
AKT pode levar a sobrevivéncia celular, principalmente pela fosforilagdo
e inibicdo de alvos intracelulares relacionados a morte celular como a
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proteina BAD, inibi¢do do fator de transcrigdo forkhead (envolvida na
transcricdo de proteinas relacionadas a morte celular) e ativagio de
caspase-9 (MANNING e CANTLEY, 2007). Nesse sentido, a ativagdo de
AKT tem sido relacionada a neuroprotecao contra a toxicidade do MeHg
em astrocitos (WANG et al., 2009). Um dos fatores que pode ser
relacionado com o potencial neuroprotetor de AKT ¢ a relacdo dessa via
de sinalizagdo com ativagdo Nrf2. Diversos trabalhos tém evidenciado
que ativacdo de AKT esta relacionada a ativagdo de Nrf2 e transcrigdo de
genes antioxidantes, em concordincia com os resultados desse trabalho
que indicaram uma ativagdo de AKT, ativagdo de Nrf2 e neuroprotecio
(CALKINS et al., 2009; WANG et al., 2009; DE OLIVEIRA et al., 2015;
WANG et al., 2016). Os mecanismos exatos da relagdo entre AKT e Nrf2
ainda ndo estdo elucidados. Uns dos possiveis mecanismos dessa
interagdo podem envolver a participagdo de GSK-3f. A enzima GSK-3f3
pode ativar membros da familia Src cinases (Fyn), que por sua vez a
podem fosforilar e inibir o Nrf2 por remové-lo do nticleo da célula. A
ativacdo de AKT levaria a fosforilagdo e inibicdo de GSK-38,
dimuinuindo esse efeito repressor na atividade de Nrf2 (JAIN e
JAISWAL, 2007; ROJO, SAGARRA ¢ CUADRADO, 2008; CHEN et
al., 2016). Uma vez que os resultados do capitulo 1 indicaram uma
modulacdo da sinalizacdo envolvendo PI3K/AKT/GSK-3f por inosina,
estudos adicionais serdo necessarios para avaliar se esses efeitos estdo
associados ao efeito neuroprotetor dessa purina.

Devido a similaridade estrutural entre inosina e adenosina,
inosina pode induzir uma série de respostas protetoras ou troficas por
meio da ativagdo de receptores Aj, Ara € Az (JIN et al., 1997, GOMEZ e
SITKOVSKY, 2003; SHEN et al., 2005; RAHIMIAN et al., 2010;
MUTO et al., 2014). Os resultados desse capitulo indicaram que o pré-
tratamento com PSB36 e SCH58261, que nas doses utilizadas sdo capazes
de antagonizar os receptores A e Aya in vitro (PANATIER et al., 2011;
GESSI et al., 2013), ndo alteram os efeitos de inosina. Esses resultados
sugerem que a ativagdo desses receptores ndo esta envolvida no efeito
neuroprotetor de inosina. Por outro lado, o pré-tratamento das culturas
com MRS1523, um antagonista seletivo de receptores As, aboliu o efeito
neuroprotetor de inosina, o que indica a ativagdo do receptor Az nesses
efeitos. Esses dados estdo de acordo com dados prévios na literatura que
indicam que esse antagonista pode prevenir alguns efeitos envolvendo a
ativacdo do receptor Aj em astrocitos (GESSI ez al., 2013).

Adicionalmente, o envolvimento do receptor A; no efeito
neuroprotetor de inosina contra o dano celular induzido por MeHg
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corrobora dados na literatura que indicam a relagdo da ativacdo desse
receptor com efeito neuroprotetor dessa purina. Inosina preveniu o dano
causado pela isquemia cerebral em ratos, sendo esse efeito dependente da
ativacdo do receptor A; (SHEN et al., 2005). A ativagdo desses receptores
pode estar associada a eventos tanto de morte quanto sobrevivéncia
celular (VON LUBITZ et al., 1994, ABBRACCHIO et al., 1997). A
ativag@o de receptores Aj preveniu os efeitos citotoxicos induzidos por
hipoxia em culturas primarias de astrocitos (BJORKLUND et al., 2008)
e preveniu o dano cognitivo e perda neuronal observados em modelos
animais de isquemia in vivo (FEDOROVA et al., 2003; CHEN et al.,
2006). Adicionalmente, a delegdo genética de receptor A; aumentou a
vulnerabilidade de astrocitos submetidos a privagdo de oxigénio in vitro
e aumentou os danos causados pela isquemia in vivo (FEDOROVA et al.,
2003; BIORKLUND et al., 2008). A ativacdo de receptores Aj pode levar
a ativagdo de PI3K e fosforilagdo de AKT (GAO et al., 2001), e como ja
mencionado o efeito neuroprotetor de inosina contra a neurotoxicidade do
MeHg envolveu a ativacdo da sinalizacdo de PI3K/AKT. Adicionalmente
os resultados da figura 41, indicaram uma tendéncia do tratamento com
antagonista de receptor Az abolirem o aumento do RNAm para Nrf2
induzido por inosina. Dessa maneira, podemos especular que nessa
situacdo a ativagdo do receptor A; por inosina pode ativar a sinaliza¢do
de PI3K/AKT e modulacdo de Nrf2, conferindo neuroprotecdo contra a
morte celular induzida por MeHg.

Além desses efeitos relacionados a atividade direta de inosina,
ndo pode ser descartada a possibilidade do envolvimento de diferentes
metabolitos dessa purina nos efeitos observados. Inosina pode ser
convertida a hipoxantina e ribose-1-fosfato, em uma reacdo catalizada
pela enzima nucleosideo fosforilase, sendo essa enzima expressa em
astrocitos. Hipoxantina por sua vez pode ser convertida a xantina e
subsequentemente a acido Urico numa reacdo catalisada pela xantina
oxidase. Como j& mencionado anteriormente alguns trabalhos tem
indicado que inosina pode exercer seus efeitos através de acido urico,
principalmente  pela atividade antioxidante deste = composto
(SCHWARZSCHILD et al., 2013). Ja foi demonstrado que o efeito
neuroprotetor de inosina foi prevenido através da inibi¢do da enzima
nucleosideo fosforilase e consequente formacdo de hipoxantina, porém o
tratamento com hipoxantina ndo foi capaz de exercer agdo neuroprotetora
in vitro ou in vivo (HAUN et al., 1996; LITSKY et al., 1999; SHEN et
al., 2005). Apesar de o urato exercer uma importante atividade
antioxidante e neuroprotetora, inclusive em cultura primaria de astrocitos
(BAKSHI et al., 2015), foi observado que o tratamento de culturas mistas
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(contendo astrdcitos) com inosina aumentou o conteido de hipoxantina
tanto no meio extracelular quanto no meio intracelular, porém sem
alteragdo nos niveis de acido urico (CIPRIANI, BAKSHI e
SCHWARZSCHILD, 2014). Dessa maneira, estudos adicionais serdo
necessarios para elucidar o papel dos metabdlitos de inosina nos efeitos
neuroprotetores frente ao MeHg. Também ¢é importante mencionar que a
reacdo catalisada pela nucleosideo fosforilase além de formar
hipoxantina, ¢ capaz de formar ribose-1-fosfato a partir de inosina.
Ribose-1-fosfato pode ser convertida em intermedidrios da glicolise e
aumentar os niveis intracelulares de ATP, sendo este um dos mecanismos
associados ao efeito neuroprotetor de inosina em modelos in vitro de
isquemia (JURKOWITZ et al., 1998). Uma vez que a exposi¢ao a MeHg
esta associada a disfun¢do mitocondrial, inibi¢do de complexos da cadeia
respiratoria e disfung¢do na producdo de ATP (GLASER et al., 2010b;
FARINA, ASCHNER e ROCHA, 2011; FARINA, ROCHA e
ASCHNER, 2011), o aumento de ATP por inosina pode contribuir para o
efeito neuroprotetor dessa purina contra o dano celular induzido por este
toxicante. Contudo, os resultados desse trabalho demonstraram que o
aumento dos niveis de ATP ndo é o unico mecanismo observado nessas
condigdes, ja que a ativacdo do receptor Az e da via da PI3K/AKT estao
envolvidos no efeito neuroprotetor dessa purina. Esses resultados
corroboram com dados na literatura relacionados a atividade
neuroprotetora de inosina em células PC12, que ndo expressam a enzima
nucelosideo fosforilase e ndo podem gerar ATP a partir de inosina (SHI
et al.,2002).

Os astrocitos também podem liberar fatores de crescimento ou
citocinas relacionadas a sobrevivéncia neuronal (WITTENDORP,
BODDEKE e BIBER, 2004; KOYAMA, 2015). A liberagdo de BDNF
por astrécitos pode conferir neuroprotegdo contra a morte neuronal
induzida por MeHg in vitro (WITTENDORP, BODDEKE e BIBER,
2004), e a dimuingao dos niveis de BDNF induzido por MeHg in vivo esta
associada ao comportamento pro-depressivo induzido pela exposicdo a
este agente toxico durante o desenvolvimento (ONISHCHENKO et al.,
2008). Adicionalmente alguns trabalhos indicam que inosina aumenta a
transcricdo de BDNF in vitro em culturas neuronais (MUTO et al., 2014).
Os resultados desse trabalho mostraram que o tratamento das culturas
primarias com inosina por 6 horas aumentou o conteudo relativo do
RNAm para BDNF, corroborando os resultados do capitulo 1 que indicam
que inosina pode estimular a fosforilacdo (ser-133) de CREB.

Os resultados desse capitulo indicaram o efeito protetor de
inosina contra a toxicidade do MeHg in vitro, bem como o envolvimento
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da ativag@o do receptor Aje da sinalizagdo de PI3K/AKT nesses efeitos.
Inosina também estimulou a translocagdo e ativagdo do fator de
transcricdo Nrf2, o que pode estimular a defesa celular contra os danos
induzidos por MeHg, além e estimular a expressio de BDNF. Estes
achados contribuem para o entendimento dos efeitos dessa purina no
SNC, além de apresentarem um potencial terapéutico dessa purina em
doengas do SNC associadas ao dano oxidativo.
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6  Consideracdes finais

Os resultados desse trabalho forneceram evidéncias
farmacolédgicas e bioquimicas relacionadas aos efeitos desencadeados
pela administrag@o in vivo e in vitro de inosina, indicando a modulagéo
de diferentes vias de sinalizacdo relacionadas a ativagdo de receptores de
adenosina por essa purina.

A figura 47 pode resumir de maneira esquematica os principais
mecanismos neuroquimicos associados ao efeito tipo-antidepressivo da
inosina em camundongos. Os resultados in vivo deste trabalho estdo ser
resumidos de maneira gr desse trabalho indicaram o envolvimento da
ativacdo de PKA, PI3K/AKT, MEK/ERK, CaMKII e inibi¢do de GSK-f
no efeito anti-imobilidade de inosina no TSC, sendo que a modulagdo
dessas vias pode estar associada ao aumento na fosforilagdo de CREB
observado apo6s o tratamento com essa purina. Uma vez que ja foi
demostrado que o efeito tipo-antidepressivo de inosina envolve a ativagao
dos receptores A; e Axa (KASTER et al., 2013), e que esses receptores
podem modular as vias de sinalizagdo mencionadas anteriormente
(CHEN, LEE e CHERN, 2014), podemos especular que a ativagdo desses
receptores por inosina pode regular estas vias de sinalizagdo, sendo esses
efeitos moleculares correlacionados com o efeito tipo-antidepressivo
desencadeado pela administracdo sistémica de inosina. Contudo, ndo
podemos excluir a possibilidade de os receptores Az estarem envolvidos
nestes efeitos. Apesar da baixa expressdo desse receptor no SNC, a
delegdo genética do receptor Aj induz um efeito depressogénico em
camundongos (FEDOROVA et al., 2003). Inosina pode ser ligar com alta
afinidade a esse receptor, além da ativag@o do receptor A; por essa purina
ter efeito neuroprotetor contra a isquemia in vivo (JIN et al., 1997; SHEN
et al., 2005). Adicionalmente, a ativacdo do receptor Aj esta relacionada
a modulacdo de PI3K/AKT e MEK/ERK 1/2 (GAO et al., 2001; CHEN,
LEE e CHERN, 2014). Os resultados desse trabalho também sugerem que
o efeito neuroprotetor in vitro de inosina foi prevenido pelo pré-
tratamento com um antagonista do receptor As, indicando a participagdo
desse receptor nos efeitos desencadeados por essa purina. Dessa maneira,
estudos adicionais serdo necessarios para elucidar o papel desse receptor
nos efeito tipo-antidepressivo de inosina.

Outro conjunto de evidéncias deste trabalho indicaram o
envolvimento da inibi¢do de NMDAR e ativagdo de mTORCI no efeito
anti-imobilidade de inosina no TSC. Esses resultados sugerem que alguns
dos mecanismos associados aos efeitos dessa purina sdo semelhantes aos
mecanismos associados aos efeitos antidepressivos rapidos de cetamina.
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Dessa maneira, estudos adicionais serdo necessarios para investigar o
possivel efeito antidepressivo rapido de inosina, o que representa um
grande potencial terapéutico no tratamento da  depressao.
Adicionalmente, o efeito inibitério de inosina em NMDAR pode estar
relacionado com outros efeitos dessa purina, como por exemplo, a
protegdo contra o dano isquémico (SHEN et al., 2005), além de apontar
o potencial neuroprotetor dessa purina em outras situacdes
acompanhadas de hiperativagdo de NMDAR.
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Figura 47. Mecanismos moleculares associados ao efeito tipo-antidepressivo
da inosina. Resultados prévios da literatura indicam que a ativagdo dos
receptores A; e A,,. Os resultados deste trabalho sugerem que o efeito tipo tipo-
antidepressivo da inosina envolveu a ativagdo de MEK/ERK. PKA, CaMKII,

AKT e mTORCI1 e a inibi¢do de GSK-33 e NMDAR.

Os resultados in vitro, que estdo representados de maneira
esquematica na figura 48, indicaram o potencial neuroprotetor de inosina
contra o dano téxico causado por MeHg em cultura primaria de astrocitos,
sendo esse efeito associado a ativagdo de PI3K/AKT e do receptor de A;
de adenosina. Adicionalmente, inosina pode estimular a ativagdo do fator
de transcri¢do Nrf2, sendo a ativagdo deste relacionada a transcrigdo de
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genes associados a defesa antioxidante (BRYAN et al., 2013). Esses
resultados além de apresentar o potencial de inosina em prevenir danos
decorrentes da exposi¢do ao MeHg, indicam o potencial de inosina no
tratamento de outras doengas associadas a disfuncdo glial e /ou estresse
oxidativo. Nesse sentido, ¢ valido mencionar a disfungdo glial e perda
astrocitaria pode estar presente na fisiopatologia da depressdo (RIAL et
al., 2015), reforcando ainda mais hipotese do papel dessa purina no
tratamento deste transtorno de humor.

Meio
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Meio
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Figura 48. Mecanismos moleculares associados ao efeito neuroprotetor in
vitro da inosina em cultura de astrdcitos. Os resultados deste trabalho sugerem
que o efeito neuroprotetor de inosina envolveu a ativagdo dos receptores A; de
adenosina e de PI3K/AKT. Além disso, inosina foi capaz de estimular a
translocag@o de Nrf2 para o nucleo celular e estimular a transcri¢do de genes
relacionados a ativacao desse fator de transcri¢gdo como NQO-1 e do proprio Nrf2.
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7 Conclusoes

Os resultados provenientes deste trabalho possibilitaram elucidar

alguns dos mecanismos associados aos efeitos tipo-antidepressivo e
neuroprotetor da inosina. Entre os principais achados podemos destacar:

O efeito tipo-antidepressivo de inosina no TSC envolveu a
ativacdo de PI3K/AKT, CaMKII, MEK/ERKI1,2, PKA,
mTORCI, e inibicdo de NMDAR e GSK-38;

A administragdo de uma unica dose de inosina aumentou a
fosforilagdo de CREB no hipocampo dos animais;

Inosina preveniu a morte celular induzida por MeHg em cultura
primaria de astrdcitos provenientes de ratos neonatos, e preveniu
a formacdo de ERO induzidas por esse toxicante;

O efeito protetor de inosina in vitro frente a exposicdo a MeHg
envolveu a ativagdo dos receptores A; de adenosina e a
sinalizagdo de PI3K/AKT;

O tratamento in vitro com inosina induziu a ativagdo do fator de
transcri¢cdo Nrf2 e o aumento do RNAm para BDNF;
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Perspectivas

Avaliar a participagdo do receptor de adenosina Az no efeito tipo-
antidepressivo da inosina;

Verificar o efeito da administragdo i.p. de inosina nos niveis séricos
e cerebrais de inosina e seus metabolitos. Verificar o efeito do
tratamento com forodesina (inibidor da purina nucleosideo
fosforilase) nos niveis cerebrais basais de inosina e no
comportamento tipo-antidepressivo dessa purina;

Investigar o efeito antidepressivo de inosina em modelos animais de
depressdo induzidos pelo estresse cronico imprevisivel ou pela
administragdo sub-cronica de corticosterona. Investigar as alteragdes
oxidativas presentes nos modelos pré-clinicos, bem como a expressao
de GFAP em diferentes regides cerebrais, e o efeito do tratamento
com inosina nesses parametros;

Investigar o possivel efeito antidepressivo rapido de inosina em
modelos animais de depressdo induzidos pelo estresse cronico
imprevisivel ou pela administragdo sub-cronica de corticosterona;
Utlizando diferentes técnicas de transfecccdo (ex, plasmideos
contendo GFP-Nrf2), aprofundar o efeito de inosina na ativagdo de
Nrf2;

Investigar o potencial protetor de inosina contra os efeitos toxicos e
comportamentais decorrentes da exposicao in vivo ao MeHg;
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