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RESUMO

A deméncia é caracterizada como um declinio preyesas fungbes cognitivas e
perda grave de memoaria. A doenca de Alzheimer (®A)forma mais comum de deméncia.
Dentre as caracteristicas neuropatologicas, a doeacacteriza-se por perdas seletivas
neuronais e sindpticas, presenca de placas nasriidiracelulares contendo o peptifieo
amiléide (A3) e emaranhados neurofibrilares (NFTs) composto®meas hiperfosforiladas
da proteina tau. Diversos modelos animais tém d@sdenvolvidos para investigar a etiologia
da DA, embora ainda néo estabelecida, muitos fatteeriscos e alteracdes patologicas tem
sido utilizados para a elaboracdo de modielasvo ein vitro da DA. O acido ocadaico (AO),
um potente inibidor de fosfatase 1 e 2A, ocasiormdeposicdo de B perda neuronal e
sinaptica, e subsequente déficit de memoria, caiatitas semelhantes as ocorridas na DA.
O objetivo deste trabalho foi avaliar uma possidisfuncdo cognitiva e alteracbes nos
parametros bioquimicos astrocitarios de ratos stiboseao 4cido ocadéico, intrahipocampal,
como modelo de deméncia. Ratos Wistar machos (8€) doram submetidos a infusdo
intrahipocampal e bilateral de AO (100 ng), e 1&sdipos a cirurgia, avaliada a memoéria pelo
teste de memodria espacial no labirinto aquaticdderis, e realizados testes bioquimicos.
Usando este modelo animal de infusédo do AO, ndsreasios um déficit cognitivo espacial
e alteracBes neurogliais, particularmente, em rdarea de astrogliose, como a proteina glial
fibrilar acida (GFAP) e S100B. Houve alteracdes metabolismo do glutamato, pela
diminuicdo significativa do transportador de amuida excitatério 2 (EAAT2/GLT-1) e
atividade da glutamina sintetase; bem como, é tafatico na DA, um aumento no estresse
oxidativo, observado pelo aumento das proteindsondadas e diminuicdo no conteudo de
glutationa (glutationa reduzida) no modelo de iatuslo AO. Foram observadas também,
alteracdes na via das MAPKSs, onde a infuséo do é®eatou a fosforilacédo da p¥8*, nao
alterando outras MAPKs, como a JNK 1/2 e ERK 142. €édncluséo, a injecdo bilateral de
AO foi capaz de induzir um déficit cognitivo espdce estresse oxidativo no modelo de
deméncia proposto, e pela primeira vez ao nosshecimento, alteracdes astrogliais em
modelo de deméncia induzido pelo AO. Por fim, dsratdes astrogliais observadas neste
modelo de deméncia contribuem para a compreensdsiopatologia da DA e de outras
doencas acompanhadas de déficit cognitivo, bem ammmtribuem para a identificagdo de

alvos terapéuticos para a DA.



ABSTRACT

Dementia is characterized as a progressive deiclicegnitive functions and severe memory
loss. Alzheimer's disease (AD) is the most commonmf of dementia. The defining
neuropathological characteristics of AD are thespnee of extracellular accumulation of
aggregated-amyloid in senile plagues in the brain, and alsarisaneuronal aggregates of
neurofibrillary (NFT) consisting of hyperphosphatgdd tau proteins, wich leads to
progressive brain dysfunction. Although the causAD remains elusive, many possible risk
factors and pathological alterations have been usdde elaboration oh vivo andin vitro
models of this disease, including intrahippocamipfision of okadaic acid (OA). Okadaic
acid (OA), a potent inhibitor phosphatase 1 and ads to the deposition gfamyloid,
subsequent neuronal degeneration, synaptic lossnardory impairments, all of which
resemble AD-like pathology. In this study, our aias evaluate spatial cognitive deficit and
neuroglial alterations in rats submitted to the fDAuced dementia model. Male Wistar rats
(90 days old) were submitted to bilateral intratloipgmpal OA-injection (100 ng), and 12
days after the surgery the rats were submittedaiaihg and test in the Morris water maze,
and biochemistry tests were performed. Using thadeh we evaluated spatial cognitive
deficit and neuroglial alterations, particularyragtial protein markers such as glial fribillar
acidic protein (GFAP) and S100B. There have beamgbs in the metabolism of glutamate,
the significant decrease in the excitatory amina dcansporter 2 (EAAT2/GLT-1) and
glutamine synthetase activity, as is character@tidD, increased oxidative stress, observed
by increased protein carbonyl and decreased glatahin rats submitted to injection of OA.
Were also observed, alterations in the MAPKs paghwadnere the infusion of OA increased
the phosphorylation of p¥8°X, without altering other MAPKs, such as JNK 1/2 @&RK
1/2. In conclusion, bilateral injection of OA indeg spacial cognitive deficit, and causes
oxidative stress in this model and demonstratetherfirst time to our knowledge, neuroglial
alteriations. Findings contribute to understandiiigpases accompanied by cognitive deficit

and the OA model of dementia.
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INTRODUCAO

1. Deméncia

Deméncia € um problema grave e crescente de saiiegpque € patologicamente
caracterizado por uma disfuncdo cortical e submartprogressiva que resulta em um
complexo declinio cognitivo, acompanhado por distg de humor, comportamento e
personalidade (Ritchie & Lovestone, 2002).

O termo deméncia abrange um conjunto de sintomasha&mdo principalmente
falhas cognitivas, tais como, prejuizo de apremttiza memoria, podendo estar associada a
uma série de enfermidades, em sua maioria, newodegtivas (Jellinger, 2006). Tais
sintomas ocorrem de uma maneira mais pronunciada apueles observados como
consequéncia do envelhecimento, quando todas e8dsitelulares, de um modo geral estdo
em declinio. A condicdo afeta cerca de 15% da ggol idosa de mais de 65 anos e 25% das
pessoas acima de 80 anos, onde a doenca de Alzh@wg representa mais de 50% dos
casos (Meeuwsen et al, 2009; Ritchie & Lovestof822Rodrigues et al, 2009).

A doenca de Alzheimer tem como consequéncia repese da sua sintomatologia
a perda cognitiva progressiva e irreversivel, ceficincia na capacidade dos individuos em
formar novas memorias e lembrar acontecimentos ntege entre outros disturbios
neuropsiquiatricos como alteracdes do humor e palisiade (Cummings et al, 1994; Selkoe,
2001). Dentre as caracteristicas neuropatolégicdseenca caracteriza-se por perdas seletivas
neuronais e sindpticas, presenca de placas nesriidiracelulares contendo o peptifieo
amiloide (A3) e emaranhados neurofibrilares (NFTs) composto®mheas hiperfosforiladas
da proteina tau (Delacourte & Defossez, 1986; Dagdis et al, 2009; Jalbert et al, 2008).
Associado a estas caracteristicas, ocorre uma dérieventos que levam a disfuncao
neuronal, especialmente de neurbnios colinérgieos,areas relacionadas a cognicdo e a
formacdo de memorias, como o cortex pré-frontalhgpocampo, juntamente com as regioes
associadas. Assim, cria-se um quadro de deseduiliBuroquimico onde co-existem sinais
de neurodegeneracdo, neuroinflamacgédo, estresseatiorid aumento da sinalizacao
apoptotica, déficit colinérgico, excitotoxicidadritgmatérgica, disfungdo mitocondrial e da
homeostase do calcio com prejuizo da transmiss@ptita e do equilibrio entre diferentes
neurotransmissores (Eikelenboom et al, 2006; Mc@keal, 1987; Selkoe, 2001).



2. Modelo animal de deméncia por infusdo de acida@adaico

A doenca de Alzheimer pode ser classificada em tp@s: hereditaria (tipo 1),
quando relacionada a diferentes genes como o dteimao precursora amildide, da
apolipoproteina E ou das prenisilinas; e espordtijpa 1), doenca a qual todos os individuos
estdo sujeitos & medida que envelhecem. Esta Uksté associada ao estilo de vida e
diversos fatores de risco, incluindo os disturbizetabdlicos, os quais tém sido associados

com um aumento da incidéncia de DA esporadica éisopatogenia (Hoyer, 2002).

Ha diversos modelos animais de deméncia, os q@aisckssificados como nao-
transgénicos, pois ndo envolvem a manipulacéo eossgenvolvidos diretamente com a DA,
que visam mimetizar algumas caracteristicas neimogas e comportamentais da doenca.
Dentre eles, destacam-se a infusédo intracerebmsdat (ICV) do peptided3-amildide
(Lopes et al, 2010), a destruicdo neurotdxica ddemibasal magnocelular e suas eferéncias
colinérgicas (Swarowsky et al, 2008), a oclusdona@ente e bilateral das carétidas comuns,
causando uma hipoperfusédo cerebral crénica, evantbém presente no estabelecimento da
DA esporadica (Vicente et al, 2009); infusdo ICVatgral da toxina botulinica (tipo A)
causando prejuizo na memoria de referéncia (Lacketval, 2009) e o modelo de infusdo do

acido ocadaico, nosso objeto de estudo, entreatoalelos.

O acido ocadaico (AO, &4H44013), uma das principais toxinas marinhas associadas a
diarréia em humanos causada pela ingestédo de digossde moluscosdiarrheic shellfish
poisoning—, foi isolado pela primeira vez de uma esponjaimhar Halichondria okadaij e
posteriormente, demonstrado ser produzido por ligefados marinhos do género
Dinophysis(Dickey et al, 1990; Jayaraj et al, 2009). AO é pmtente e seletivo inibidor de
serina/treonina fosfatases 1 e 2A (Cohen et alp;1B%ihara et al, 1989), capaz de induzir
hiperfosforilagdo da proteina tau (Arias et al, 3990 et al, 1997; Mudher & Perry, 1998) e

morte neuronah vitro (Cagnoli et al, 1996) i vivo (He et al, 2001).

O acido ocadaico pode ter consequéncias metaboéipadas levando a morte celular
pela alteracdo nas taxas de fosforilacdo-desftesféo in vivo (Arias et al, 1998). Em
culturas de neurdnios corticais de ratos, AO padiizir a morte celular por aumentar a
fosforilacdo da proteina tau concomitantemente atteracdes no citoesqueleto neuronal
(Arias et al, 1993). AO pode também induzir danmnerte celular pela inativagdo por



fosforilacdo da Bcl-2 (Haldar et al, 1995), ativagde caspase 3 (Hong et al, 2002) ou
formacgdao de radicais livres (Matias et al, 1989jitro.

A infusdo de acido ocadaico em determinadas regiegncéfalo,in vivo, pode
acarretar uma patologia que se assemelha a DAltamdo em prejuizo na memoéria e
alteracdes neuroquimicas importantes (Arendt et9815; Arendt et al, 1998; He et al, 2001;
Kamat et al, 2010; Tian et al, 2004; Zhao et aB5)9Sendo o AO um potente e seletivo
inibidor de proteinas fosfatases (PP1 e PP2A),nskibele estudos prévios que a atividade
dessas proteinas fosfatases é reduzida em cérelpacientes com DA (Gong et al, 1995;
Gong et al, 1993), este modelo apresenta-se pateraite relevante para o entendimento do

desenvolvimento da DA em humanos.

3. Astrocitos

O sistema nervoso central (SNC) é constituido pa grupos celulares, os neurdnios

e as células gliais (Jessen, 2004). Os neurbni@nf@or muito tempo considerados 0s

elementos celulares responsaveis pelo processamdantnformacdo, enquanto as células
gliais eram reconhecidas apenas pelo seu papealpets. Porém, hoje se sabe que a glia
possui um papel ativo e vital no SNC, ndo sendoapepoio metabdlico para os neurdnios
(Perea & Araque, 2005; Volterra & Meldolesi, 2008% células gliais sédo divididas em trés

categorias principais: (1) astrocitos e oligodenio§, ambos de origem ectodérmica,

constituindo a macroglia; (2) a microglia, de ongmesodérmica; e (3) células ependimais,
de origem ectodérmica (Perea & Araque, 2005; Yolf8g1).

Os astrocitos sao as células mais abundantes no(SBkEC& Keller, 2005) e podem
ser classificados em dois grupos: os astrocitogoplasmaticos, que se localizam na
substancia cinzenta e sdo caracterizados por paxesirtos e ramificados, e os astrécitos
fibrosos, que estdo presentes na substancia beamraitem longos processos em muitas
direcbes (Gee & Keller, 2005; Kimelberg & Norenhet§89; Pereira & Furlan; Pereira &
Furlan, 2010).



Devido a um crescente interesse nestas célulagiuipas demonstraram que 0sS

astrocitos sdo células multifuncionais, dentrendsnieras funcdes exercidas pelos astrocitos

pode-se citar:

a)

b)

f)

0)
h)

Direcionam e participam da formagdo das sinapseantki o desenvolvimento;
produzem o refinamento das conexdes sinapticasnegwem a sinaptogénese, através
da sintese de proteinas da matriz extracelularéculals de adesao e fatores troficos
(Jessen, 2004; Ransom et al, 2003; Van Eldik & Waght, 2003; Wang & Bordey,
2008);

Modulam a transmisséo sinaptica, exercendo papelemessamento de informacdes
no cérebro (Allen & Barres, 2005);

Participam da formacao e manutencao da barreiratoemcefalica (Nedergaard et al,
2003; Wang & Bordey, 2008);

Atuam como suporte energético pelo estoque deg@itio, que quando necessario,
pode ser degradado fornecendo lactato aos neur@dBrasvn & Ransom, 2007;
Pellerin & Magistretti, 2004);

Tamponamento de ions extracelulares (Simard & Neded, 2004);

Captacéo de neurotransmissores na sinapse, comamgho e GABA (Gee & Keller,
2005; Jessen, 2004);

Sintese e liberacdo de GSH (Dringen et al, 200ib; &hal, 2006);

Sao essenciais no catabolismo e sintese de novune&uidos no cérebro (Maragakis
& Rothstein, 2006);

Atuacdo na resposta imune cerebral, respondendanasdpor meio de respostas
inflamatodrias (Gee & Keller, 2005).

Astrécitos podem fazer contato com sinapses deedifes neurdnios, e esta relagédo de

proximidade levou ao termo de sinapgeartite (Figura 1), que reconhece o astrécito como o

terceiro elemento da sinapse (Araque et al, 198%ea& Araque, 2005). Além disso, 0s

astrocitos expressam receptores para neurotrargessgjue ativam cascatas de sinalizacao,

fazendo com que haja liberacdo de substancias atewa® pelos astrécitos, sinalizando de

volta para o neurdnio (Allen & Barres, 2009; Fe8irCarmignoto, 2004).
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Figura 1 — Sinapsdripartite. Modificado de Allen & Barres, 2009.

4. Proteina glial fibrilar &cida

A proteina glial fibrilar acida (GFAP) € uma proitgide filamentos intermediarios do
tipo Il do citoesqueleto glial (Gomes et al, 199%em & Messing, 2009; Rodnight et al,
1997). Inicialmente isolada de lesbes cerebraigad@gentes com esclerose multipla, a GFAP,
marcador especifico de astrocitos, € consideradadét@adas como um dos principais
antigenos utilizados para a identificacdo e estiml@omportamento astrocitico (Eng et al,
2000).

A GFAP possui um peso molecular aparente de 50&Dastruturalmente apresenta
uma cabeca amino-terminal (altamente béasica), e uoenala carboxi-terminal (regido
responsavel pela ligacdo entre os mondmeros), an@makelicoidais, e uma porcdo central,
composta por uma extensdnélice, cuja sequéncia de aminoacidos é consepmad&lacao a

outros tipos de proteinas componentes dos filarsentermediarios (Eng et al, 2000).

A ativacdo glial em resposta a injuria envolve nmgadas no conteudo da GFAP,
guando se apresenta aumentada no tecido, podetesgrrétado com um sinal de astrogliose

associada a condi¢Oes de injuria cerebral (Enfy 20@0).



5. S100B

A proteina S100B faz parte da familia de proteligmsites de calcio S100 - solavel
em 100% de sulfato de aménio (Donato, 2001). A 8186ma proteina do tipo EF-hand
(hélicedoop-hélice), com peso molecular de 21 kDa. Estrutueak® se apresenta como
homodimeros constituidos por duas subunid@dégadas por pontes dissulfeto, com dois

sitios de ligacdo ao calcio por monémero (Dona@032Van Eldik & Wainwright, 2003).

A S100B é expressa e secretada principalmentegpdicdos (Donato, 2001; Zimmer
& Van Eldik, 1987). No entanto, sua expressao jadentificada em outros tipos celulares,
como em oligodendrécitos em maturacdo e certaslagipes neurais (Donato et al, 2009).
Além de possuir alvos intracelulares, a S100B exe&feitos paracrinos, em neurdnios e

microglia, e autécrinos, em astrécitos (Donatd,2@09; Ponath et al, 2007).

Em humanos, diversas condicbes patologicas e ttaamainvestigadas tém
demonstrado alteracbes da proteina S100B, especimno soro e no liquido
cefalorraquidiano (LCR) de pacientes (Chaves é&(dlQ; Van Eldik & Griffin, 1994).

6. Captacgéo de glutamato

O glutamato é o principal neurotransmissor exaitatio SNC dos mamiferos
(Meldrum, 2000). Uma vez liberado na sinapse, daghato ndo pode ser inativado por
degradacéo, necessita ser removido do espaco @uteac por um eficaz sistema de
transporte, de alta afinidade e dependente deBése sistema de captacio de glutamato para
dentro das células é realizado por transportadoeesmembrana (EAAT1/GLAST e
EAAT2/GLT-1), localizados principalmente nos praes de astrocitos que envolvem as
sinapses glutamatérgicas. Os quais contribuem paaater os niveis de glutamato
extracelulares abaixo dos niveis toxicos (Gegelas&vSchousboe, 1998; Tsukada et al,
2005). Altas concentracdes de glutamato extragelelam a superestimulacdo neuronal, e
subseconsequente morte celular por excitotoxicidadaacéo geralmente envolvida em
importantes desordens neurodegenerativas, como caoel® Alzheimer, doenca de

Huntington, esclerose amiotrodfica lateral, e egilegDanbolt, 2001).
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A captacdo do glutamato extracelular pode estdagdena DA (Fuller et al, 2010).
Estudos evidenciam que essa excitotoxicidade padeesultado de uma diminuigéo ou perda
da atividade, ou expressao, dos transportadorgfutianato, principalmente, devido a perda
do transportador de aminoacido excitatorio 2 (EAAIIZT-1), expresso majoritariamente em
astrocitos (Gillessen et al, 2002; Li et al, 1998sim, relacionando os astrdcitos, pode haver
por parte desses uma perda na capacidade neutopaotke controle da concentragcdo de

glutamato extracelular, contribuindo para a leséiranal na DA.

7. Glutamina sintetase

A glutamina sintetase (GS) € uma enzima presentalieersos 0rgdos como rins,
figado, musculo esquelético, baco, coracdo e docédaqual utiliza ATP para converter
glutamato e amoénia em glutamina, evento cruciabN&€ (Fernandes et al, 2010; Walton &
Dodd, 2007).

No cérebro, a GS é predominantemente expressatsinitas (Albrecht et al, 2007) e
desempenha um papel fundamental na detoxificac@aondaia do cérebro e na regulacédo dos
niveis de glutamato (Suarez et al, 2002). Os atigddiberam glutamina para o espaco
intersticial para a captacdo pelos neurdnios, quetepormente deaminam a glutamina
através da glutaminase fosfato e, finalmente, exdigfio do glutamato, que pode retornar aos
astrocitos para completar o ciclo glutamina-gluteaméertz et al, 1999). Embora os
neurdnios normalmente expressem pouca, ou nenhuthgNGrenberg, 1979), tem sido
encontrado em neurénios piramidais no hipocammm®es do cortex temporal de pacientes
na fase inicial da DA (Robinson, 2000). O padrédoatieidade reduzido da GS na DA é
consistente com outros estudos que evidenciam uptara no metabolismo do glutamato, e
h& a hipotese de que esta reducdo pode acarretdanonoxidativo (Smith et al, 1991). Por
exemplo, a atividade de GS em homogeneizados tkexade pacientes com DA é menor do
gque em homogeneizados do cérebro de individuosdeenéncia (Butterfield et al, 1997;
Castegna et al, 2002).
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8. Captacgéao de glicose

Estudos recentes sugerem que os astrocitos podésbotizar a glicose a lactato, e
em seguida, transporta-lo para os neurénios (Rel2005). O glicogénio do cérebro, que é
localizado predominantemente em astrdcitos, podar smmo um depodsito local de glicose
para a mobilizacdo, mais tarde, como um substramético neuronal (Lebed et al, 2008).

Sabe-se, de estudos prévios, que a captacdo degyhio encéfalo de pacientes com
DA esté prejudicada (Freemantle et al, 2006) & peinos em parte, este prejuizo é causado
por uma reducao na captacéo de glicose glial (Aldeiaet al, 2002).

9. Estresse oxidativo

Radicais livres (RL) consistem numa estrutura qcémicom um elétron
desemparelhado, ou seja, ocupando um orbital atdboucmolecular sozinho. Isso os torna
muito instaveis, extremamente reativos e com unmanem capacidade de se combinar
inespecificamente a moléculas que fazem parte tatws celular (Halliwell, 2006b;
Halliwell, 2007).

O termo espécies reativas de oxigénio (ERO) ireluide oxigénio como os radicais
superéxido e hidroxil, e também espécies que néaopsdpriamente RL, mas derivadas de
oxigénio, como peroéxido de hidrogénio, que sao zepde gerar RL (Halliwell, 2007). Além
dessas, existem ainda as espécies reativas dgémitbo(ERN), sendo o 6xido nitrico (NO) e
0 peroxinitrito os principais representantes (Madll & Whiteman, 2004). O estresse
oxidativo se refere a uma alteracdo no equilibritreea producdo de espécies reativas e
defesas antioxidantes, favorecendo a geracdo décutas pro-oxidantes, o que pode
provocar danos a lipidios, proteinas e DNA (Hallin@006a; Halliwell, 2007).

Embora os eventos iniciais da doenca ainda sejagodkecidos, 0 estresse oxidativo
€ um evento marcante durante a progressdo de doregeodegenerativas crénicas, como a
DA. Recentemente, tem sido enfatizado que o estressdativo pode ser um dos
responsaveis pela perda neuronal na DA, e que @&cies reativas de oxigénio estao

intimamente relacionadas com a patogénese da d¢&ngtn et al, 2000; Tunez et al, 2003).
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Este aumento no estresse oxidativo pode ser olkert@ambém, em modelos celulares e
animais da DA (Nunomura et al, 2006).

10. Glutationa

Glutationa (GSH), um tiol contendo um tripeptidee -glutamil- -cisteinil-glicina),
existe no organismo em suas formas reduzida (GSbKidada (GSSG), atuando direta ou
indiretamente em muitos processos biolégicos (Ro@#, 2008). Os astrocitos provéem um
importante sistema antioxidante para o SNC atraeproducdo e secrecdo de glutationa
(Dringen, 2000). Para a efetividade de tal papgbgidante € necessario um equilibrio entre
as formas GSH e GSSG, bem como da quantidadeizaaizte do consumo e transporte para

outras células (Hirrlinger & Dringen, 2010).

Na sua forma reduzida, GSH é o maior antioxidaote&ebro. Como antioxidante,
sao crescente as evidéncias de que a GSH desemparpapel importante na detoxificacdo
de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio noC SfBains & Shaw, 1997).
Comprometimento desse sistema antioxidante glialepfluenciar na sobrevivéncia
neuronal de certas condi¢cbes patolégicas que emwvoblanos oxidativos, como a DA. Ha
evidéncias que o contelido de glutationa diminui @oenvelhecimento (Cudkowicz et al,
1999) e que o fornecimento de GSH e de precursier€sSH aos neurdnios estdo afetados na
DA (Calabrese et al, 2006).

11. Sinalizacao celular e a doenca de Alzheimer

O estado de fosforilacdo de uma fosfoproteina €radtante para o equilibrio entre a
atividade de uma proteina cinase e uma proteifatése que regula a sua fosforilacéo.
Proteina tau é fosforilada em mais de 30 residaa®dnal/treonina na DA (Igbal et al, 2005),
e € substrato para varias proteinas cinases (Jol&ddartigan, 1999; Singh et al, 1994).
Entre elas, a glicogénio sintase-3 (GSK;3Joroteina cinase ciclina dependente 5 (cdk5), a
proteina cinase A (PKA), proteina cinase dependeateélcié*/calmodulina (CaMKIl), e

proteinas cinases ativadas por mitdgenos (MAPKhaca ERK 1/2 e as proteinas cinases
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ativadas por estresse, 38 e JNK 1/2. As MAPKs tém sido fortemente implicades
hiperfosforilacdo anormal da proteina tau (Pel,e2@G03).

O nivel de fosforilacdo da proteina tau é regulaaimbém, por proteinas fosfatases
(PPs). A atividade de PP2A regula a fosforilacdgdeina tau em tecido cerebral, e esta,
apresenta-se diminuida no cérebro de pacientePeofBong et al, 1995; Gong et al, 1993).

11.1 Proteinas cinases ativadas por mitbgenos (MABK

As MAPKs sdo uma familia de serina-treonina cinasdvas por fosforilacéo,
mediadoras de varias respostas celulares, comafepagbo celular, diferenciacéo,
sobrevivéncia e morte (Kim & Choi, 2010). As trémpipais MAPKS identificadas sdo as
cinases reguladas por sinal extracelular (ERK Didgse c-Jun N-terminal (JNK 1/2) e as
p38"PK  (Chang & Karin, 2001; Chen et al, 2001; Thomasiganir, 2004; Waetzig &
Herdegen, 2004). Todas as vias operam em forncasimta: uma MAP cinase cinase cinase
(MAP3K) ativa, por fosforilagdo, uma MAP cinase ase (MAP2K) que, por sua vez,
fosforila e ativa a MAP cinase (MAPK).

11.2 MAPKs e a doenca de Alzheimer

Proteinas cinases tém sido relacionadas com afdsfmilacdo anormal da proteina
tau (Churcher, 2006). Em relagéo a DA, o aumeniatigalade da p38**¥ foi observado por
Hesley e colaboradores (1999), onde cérepost-mortende pacientes com DA revelaram
que o aumento da fosforilacdo de 33¥ esta associado com placas neuriticas extracedulare
contendo o peptide@-amildide e emaranhados neurofibrilares (NFTs) austgs de formas
hiperfosforiladas da proteina tau (Hensley et @99). Varios estudos utilizando tecidmsst-
morteme controle de casos confirmaram essa ativacad38& 5 ocorrendo em estagios
iniciais da DA (Sun et al, 2003). A via de ativag® JNK pode ser de particular interesse,
visto que, a fosforilagdo de JNK pode levar a apsmpte, portanto, ser a base da
neurodegeneracao relatada na DA (Vogel et al, 200%tivacdo de JNK é observada em
modelos animais de DA (Savage et al, 2002) e emscaicos da DA (Zhu et al, 2001).
Estudos prévios relatam a ativacdo de ERK 1/2 ME&K P20 S6 cinase; e a hiperfosforilacdo
da tau, induzida pela inibicdo de PP2A pelo acichdéico (Pei et al, 2003).
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Verificar a acdo do &acido ocadaico como modelo éenéhcia, pela infusédo
intrahipocampal em ratos adultos, através de pdrémeomportamentais (performance

cognitiva), neuroquimicos e imunoistoquimicos agiais.
Objetivos especificos

* Investigar a duracdo e possiveis variacdes na moagnido déficit cognitivo, por
tarefa de aprendizado no labirinto aquatico de Mdprr

» Verificar a expressao da proteina acida fibrilaalIGFAP) por imunoistoquimica no
hipocampo;

* Realizar a quantificacdo por ELISA das proteina®081 (liquor e hipocampo) e
GFAP (hipocampo);

» Verificar a captacao de glutamato e atividade deagiina sintetase no hipocampo;

* Avaliar parametros de estresse oxidativo, como etmt de glutationa (GSH) e
guantidade de proteinas carboniladas no hipocampo;

» Verificar os possiveis efeitos do acido ocadaidmesas MAPKs no hipocampo.
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ABSTRACT

Several types of animal models have been develtipedestigate Alzheimer’s disease (AD).
Okadaic acid (OA), a potent inhibitor of phosphatag and 2A, induces characteristics that
resemble AD-like pathology. Memory impairment indddy intra-hippocampal injection of
OA has been reported, accompanied by remarkableop@&iinological changes including
hippocampal neurodegeneration, a paired helicainint-like phosphorylation of tau protein,
and formation off-amyloid containing plaque-like structures. Ratsensubmitted to bilateral
intrahippocampal okadaic acid-injection (100 ngdl,ab2 days after the surgery, behavioral
and biochemical tests were performed. Using thislehowe evaluated spatial cognitive
deficit and neuroglial alterations, particularlyraglial protein markers such as glial fibrillary
acidic protein (GFAP) and S100B, metabolism of ghhte, oxidative parameters and
alterations in MAPKs. Our results indicate sigrafit hippocampal changes, including
increased GFAP, protein oxidation, and phosphdopanf p38'P¥; and decreases in
glutathione content, transporter EAAT2/GLT-1, athgtgmine synthetase activity as well as a
decrease in cerebrospinal fluid S100B. No altenstizvere observed in glutamate uptake
activity and S100B content. In conclusion, the @8tced model of dementia caused spatial
cognitive deficit and oxidative stress in this miodied, for the first time to our knowledge,
specific astroglial alterations. Findings contribtid understanding diseases accompanied by

cognitive deficits and the neural damage induced®yadministration.
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1 INTRODUCTION

Dementia is characterized as a progressive deiclicegnitive functions and severe memory
loss (Alzheimer'sAssociation, 2008; Weinstock & B&im, 2004). Alzheimer’s disease (AD)
is the most common form of dementia (Sennvik et 2000) and is an age-related
neurodegenerative disorder resulting from a compleeraction between genetic and
environmental factors (Trojanowski et al, 2010). eThdefining neuropathological

characteristics of AD are the presence of the eglidar accumulation of aggregated
amyloid in senile plagues in the brain, as welliaganeuronal aggregates of neurofibrillary
tangles (NFT) consisting of hyperphosphorylated paoteins, which leads to progressive

brain dysfunction (Kosik et al, 1986; Silvestreitial, 2006).

Astrocytes are intimately associated with neurond activated astrocytes are found in
association with senile plaques (Halassa et al7 280ak & Griffinbc, 2001). Glial activation

in response to injury stimuli commonly involves obas in glial fibrillary acid protein
(GFAP), S100B protein, glutamate metabolism andbaittant defenses (Donato et al, 2009;
Eng et al, 2000; Goncalves et al, 2008). In fastrogytes are key elements in the brain
metabolism of glutamate, as they are responsibileeimoving glutamate from the synaptic
cleft and for the synthesis of glutamine, whiclsémnt back to the neuron to renew glutamate
stocks (Nedergaard et al, 2002). Therefore, glutaraptake and glutamine synthetase (GS)
activities are also used to characterize astrofyliation in brain tissue. Glutathione (GSH) is
synthesized and secreted by astrocytes (Pope 20@8) and the most robust and significant
alteration in the antioxidant defense is a decrea&SH concentration (Schulz et al, 2000).
Several non-transgenic animal models have beenopeapfor studying the mechanism of
AD, including chronic cerebral hypoperfusion (Viteret al, 2009), intracerebroventricular

(ICV) infusion of amyloidf peptide (Craft et al, 2005), botulinum toxin typgLackovic et
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al, 2009), or streptozotocin (Rodrigues et al, 30@%ion of nucleus basalis magnocellularis
(Swarowsky et al, 2008), and intracerebral infussdbookadaic acid (Arendt et al, 1998; He et
al, 2001; Kamat et al, 2010).

Okadaic acid (OA), a selective and potent inhibitbserine/threonine phosphatases 1 and 2A
(Cohen et al, 1990; Ishihara et al, 1989), induvgserphosphorylation of tau protein and
neuronal cell deatim vitro (Cagnoli et al, 1996) anidh vivo (He et al, 2001). Previously, it
has been shown that the activity of protein phogdea2A (PP2A) is decreased in the brains

of AD patients (Zhou et al, 2008).

The hyperphosphorylation of tau critically impaits binding capacity to microtubes and,
therefore, is believed to disrupt the axonal cyetesion and retrograde transport, with a
subsequent decline in cognition (Igbal & Grundkbaly 1996). To understand the process
that contributes to AD dementia, intensive reseaftfbrts are currently focused on the
mechanisms that lead to the abnormal phosphorglatib tau. Protein kinases able to
phosphorylate tau include extracellular-regulatedhge 2 (Braak & Braak, 1998), cdk5 with
its activator protein 25 (Liu et al, 2002), andfgms of glycogen synthase kinase-3 (Ishiguro
et al, 1993). More recently, the stress-activatextein kinases (SAPKs) and p%8¥, both
members of the MAPK family (Chang & Karin, 2001pvie been added to the list. Many
proteins have been identified as potential targ@tsreating AD, including p3%*** (Munoz

& Ammit, 2010).

The mechanism involved in Alzheimer’'s disease isaompletely understood and how glial
cells contribute to this neurodegenerative diseas®ins to be elucidated. In this study, our
aim was to evaluate spatial cognitive deficit aednoglial alterations in rats submitted to the
OA-induced dementia model, particularly with regaodastroglial protein markers (GFAP

and S100B), glutathione content, protein oxidatigilmfamate metabolism and alterations in
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MAPKs. The working hypothesis is that OA injectipnovokes cognitive impairment and

neuroglial alterations.

2 EXPERIMENTAL PROCEDURES
2.1 Chemicals

Okadaic acid was purchased from Calbiochem. Sodiarbonate, albumin, tween-2¢,

glutamylhydroxamate,o-phenylenediamine, and monoclonal anti-S100B adiboanti-

phospho-p38°°X antibody, anti-total- p38*¢ antibody, anti-total-JNK 1/2 antibody, anti-
total-ERK 1/2 antibody, were purchased from SigmpH]-Glutamate was purchased from
Amersham International (UK) and D-PBS from GibcatiAS100 antibody conjugated with
peroxidase and anti-GFAP antibody were purchaseth fbako. Anti-phospho-JNK 1/2
antibody and anti-phospho-ERK 1/2 antibody weremfr@€ell Signaling. The anti-rabbit
antibody was purchased from Millipore. Anti- EAATZLT-1 was purchased from ABCam.
Anti-B-actin antibody and anti-mouse antibody were pwetiafrom Santa Cruz. All other

chemicals were purchased from local commercial lsensp

2.2 Animals

Thirty male Wistar rats (90 days old, weighing Z&B g) were obtained from our breeding
colony (at the Department of Biochemistry, Univdegle Federal do Rio Grande do Sul,
Brazil) and were maintained under controlled ligittd environmental conditions (12 h
light/12 h dark cycle at a constant temperatur@dtt 1° C) with free access to food and

water. All animal experiments were carried out @ea@dance with the National Institutes of
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Health Guide for the Care and Use of Laboratorymais (NIH Publications No. 80-23),

revised 1996, and following the regulations of liteal animal house authorities.

Rats were divided into 2 groups: sham (N = 14) ekadaic acid (N = 16). After behavioral
tasks, rats were anaesthetized, as subsequentyitdes (i) for CSF puncture, perfusion
performed for immunohistochemistry (first set ofaserements); or (ii) for brain preparation,
aiming to evaluate S100B and GFAP content, glutamgitake, glutamine synthetase,
glutathione content, protein carbolys, glucose kgtand Western blotting analysis (second

set of measurements).

2.3 Surgical procedure

Okadaic acid (OA) was dissolved in dimethyl sulfixiDMSO) at concentration of 1 mM
and diluted to an appropriate concentration in BRB2% of DMSQO). OA (100 ng) was
intra-hippocampal infused. Briefly, on the day loé tsurgery, animals were anesthetized with
ketamine/xylazine (75 and 10 mg/kg, respectively,) iand placed in a stereotaxic apparatus.
A midline sagittal incision was made in the sc&prr holes were drilled in the skull on both
sides over the hippocampus. The dorsal hippocamyass accessed using the following
coordinates (Paxinos, 1997): AP 4.2 mm (from brégroa +3.0 mm, DV 1.8 mm, just 1.0
mm above the CALl area of the dorsal hippocamputs iRaeived a single bilateral infusion
of 1 pL de OA (100 ng) or vehicle (D-PBS containibg% DSMO). A sterilized needle
connected to a 5 pL Hamilton syringe was sterotlyiqplaced near the CAl area of the
dorsal hippocampus. The rate of infusion was apprately 0.5 pL/min and the needle was
left in place for 3 min after the injection befdreing withdrawn. After the surgical procedure,
rats were placed on a heating pad to maintain beahperature at 37.5 £ 5 °C and were kept

there until recovery from anesthesia. It was naseobed mortality in both groups, OA
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infusion or sham group. The animals were submittedbehavioral tasks and biochemical

analysis twelve days after the OA-injection.

2.4 Cognitive evaluation

Twelve days after surgery, rats were submitteddming in the Morris water maze (Morris,
1984). The apparatus consisted of a circular pb®0 (cm diameter, 60 cm high) filled with
water (depth 30 cm; 24 1 °C), placed in a room with consistently locatpdtml cues. An
escape platform (10 cm diameter) was placed imtitglle of one of the quadrants, 1.5 cm
below the water surface, equidistant from the salbwand the middle of the pool. The
platform provided the only escape from the watel was located in the same quadrant every
trial. Four different starting positions were eduapaced around the perimeter of the pool.
On each training day, all four start positions wesed once in a random sequence, i.e., four
training trials per day. A trial began by placirng tanimal in the water facing the wall of the
pool at one of the starting points. If the animaled to escape within 60 s it was gently
conducted to the platform by the experimenter. fEtt@vas allowed to stay there for 20 s. The
inter-trial interval was 10 min. After each trigthe rats were dried, and returned to their cages
at the end of the session. Animals were trainedbfdays. 24 h after the last training session,
the rats were submitted to a test session. Befosesession, the submerged platform was
removed. The retention test consisted of placirg ahimals in the water for 1 min. The
number of crossings over the original position lué platform and time spent in the target

quadrant, compared to the opposite quadrant, weesuaned.
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2.5 Cerebrospinal fluid and slices samples

Animals were anesthetized, as described abovererd positioned in a stereotaxic holder
and cerebrospinal fluid (CSF) was obtained by mistemagna puncture using an insulin
syringe (27 gauge 1/2" length). CSF was frozer 20 °C) until further analysis (Vicente et
al, 2007). The animals were killed by decapitatiorains were removed and placed in cold
saline medium with the following composition (in MmM120 NaCl; 2 KCI; 1 CaG] 1
MgSQy; 25 HEPES; 1 KKRPO, and 10 glucose, adjusted to pH 7.4 and previoashated
with O,. The hippocampi and cortex were dissected outttams$verse slices of 0.3 mm were
obtained using a Mcllwain Tissue Chopper. Slicesewteansferred immediately to 24-well
culture plates, each well containing 0.3 mL of HB&®&nk’'s balanced salt solution) for
measuring glutamate uptake or slice samples (hgppas and cortex) were then frozen

(—80°C) for biochemical measurements, described aswsl

2.6 Quantification of S100B and GFAP

S100B content in the hippocampus and CSF was nmezhday ELISA (Leite et al, 2008).
Briefly, 50 uL of sample plus 5@QL of Tris buffer were incubated for 2 h on a mideat plate
previously coated with monoclonal anti-S100B (SH:BPolyclonal anti-S100B was
incubated for 30 min and then peroxidase-conjugatad rabbit antibody was added for a
further 30 min. A colorimetric reaction with-phenylenediamine was measured at 492 nm.
The standard S100B curve ranged from 0.019 to 10ning ELISA for GFAP was
(Tramontina et al, 2007) carried out by coating thierotiter plate with 10QuL samples
containing 30ug of protein for 24 h at 4 °C. Incubation with dld polyclonal anti-GFAP
for 2 h was followed by incubation with a secondanyibody conjugated with peroxidase for

1h, at room temperature; the standard GFAP cumgechfrom 0.1 to 10 ng/mL.
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2.7 Immunohistochemistry for GFAP

Rats were anesthetized using ketamine/xylazinevearg perfused through the left cardiac
ventricle with 200 mL of saline solution, followéy 200 mL of 4% paraformaldehyde in 0.1
M phosphate buffer, pH 7.4. The brains were remauedl left for post-fixation in the same
fixative solution at 4 °C for 24 h. Subsequenthe material was cryoprotected by immersing
the brain in 30% sucrose in phosphate buffer at 4Swarowsky et al, 2008). The brains
were sectioned (50 um) on a cryostat (Leitz). Téetisns were then preincubated in 2%
bovine serum albumin (BSA) in phosphate-bufferdthegPBS) containing 0.4% Triton X-
100 for 30 min and incubated with polyclonal an&A&F from rabbit, diluted 1:3,000 in 0.4%
BSA in PBS-Triton X-100, for 4° C. After washingveeal times, tissue sections were
incubated with a secondary antibody (Alexa Fluo8 2611011) diluted 1:500 in PBS, at
room temperature for 2 h. Afterwards, the sectimrse mounted on slides with Fluor Save®
and covered with coverslips. Images were viewed witNikon microscope and images

transferred to a computer with digital camera.

2.8 Glutamate uptake assay

Glutamate uptake was measured, as previously desc(iGottfried et al, 2002) with some
modifications (Thomazi et al, 2004). Briefly, hipg@mpal slices were transferred to 24-well
plates and incubated for 23 min at 37 °C in a Hanbalanced salt solution (HBSS)
containing (in mM): 137 NaCl, 5.36 KCI, 1.26 CaC0D.41 MgSQ, 0.49 MgCI2, 0.63
NaHPQO,.7 HO, 0.44 KHPQ,, 4.17 NaHCQ@and 5.6 glucose, adjusted to pH 7.4. The assay
was started by the addition of 0.1 mMjlutamate and 0.33Ci/mL -[2,3-°H] glutamate. The
incubation was stopped after 5 min by removal efrttedium and rinsing the cells twice with

ice-cold HBSS. The slices were then lysed in a tswlucontaining 0.5 M NaOH.
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Radioactivity was measured in a scintillation ceuntSodium-independent uptake was
determined using-methylo-glucamine instead of NaCl. Sodium-dependent glatarmptake
was obtained by subtracting the non-specific uptakihe total uptake to obtain the specific

uptake. Results (nmol/mg protein/min) are expressea percentage of the control.

2.9 Glutamine synthetase (GS) activity

The glutamine synthetase enzymatic assay was petbas described previously (Feoli et al,
2006). Briefly,homogenized tissue samples were added to a reantidare containing (in
mM): 10 MgCh; 50 . -glutamate; 100 imidazole—HCI buffer (pH 7.4); 1GnRrcaptoethanol;
50 hydroxylamine—HCI; 10 ATP and incubated for 1ih @t 37 °CThe reaction was stopped
by the addition of 0.4 mL of a solution containi®y0 mMferric chloride; 670 mM HCI; 200
mM trichloroacetic acid. After centrifugation, tisepernatant was measured at 530 nm and
compared to the absorbance generatedstapdard quantities ofglutamylhydroxamate
treated with ferric chloride reagent. Glutamine thgtase activity was expressed as

pmol/h/mg prot.

2.10 Glutathione (GSH) content assay

GSH levels were measured as previously describeminBe & Armstrong, 1998). This assay
detects only the reduced glutathione content. Brieflices were homogenized in sodium
phosphate buffer (0.1 M, pH 8.0) containing 5 mMT2Dand protein was precipitated with
1.7% meta-phosphoric acid. Supernatant was assayked-phthaldialdehyde (1 mg/mL of
methanol) at room temperature for 15 min. Fluoreseavas measured using excitation and
emission wavelengths of 350 and 420 nm, respegtivelcalibration curve was performed
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with standard glutathione solutions (0— 50@). Glutathione concentrations were expressed

as nmol/mg protein.

2.11 Protein carbonyl assay (Oxyblot™ analyses)

Protein carbonyls were assayed by Western blotysisaih hippocampal slices, according to
the manufacturer’s instructions (OxyBlot™ Proteirxidation Detection Kit (S7150);
Millipore Corporation, USA). In brief, 15 ug protefrom hippocampal slices obtained in
phosphate-buffered saline (PBS) were reacted withdihitrophenylhydrazine and Western
blotted using a primary antibody specific to dioghenylhydrazone-derivatized residues
(OxyBlot™) and a secondary antibody (OxyBlot™). temo carbonyls were visualized by
phosphoimaging or revealed using enhanced chemioastence and quantified by
densitometry. The optical density (O.D.) of the dmmwas quantified using Scion Image
(Frederick, MD, USA). Blots were subsequently régma for actin immunoreactivity

(1:4,000; Sigma) and revealed using enhanced chamiiwescence (ECL kit, Amersham).

2.12 Western blotting

The hippocampus and cortex were dissected in th@ngubuffer and mechanically
homogenized (&C) in 500l of 50 mM Tris—base pH 7.0, 1 mM EDTA, 100 mM Nd&F]
mM PMSF, 2 mM NavOs and then centrifuged (13,000 x g for 10 min at 3 tCeliminate
cellular debris (Oliveira et al, 2008). The sup¢anss were individually diluted 1/1 (v/v) with
electrophoresis sample buffer a final concentratioh0 mM Tris (pH 6.8), 2 mM EDTA, 4%
SDS, 8% glycerol. Protein content was measured dyr{'s method using bovine serum

albumin as standard (Lowry et al, 1951) and comaénh was calculated by a pattern curve
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with bovine serum albumin. Each sample (#0of total protein/track) was electrophoresed in
10% SDS- PAGE minigels, after addition of 0.2% bopfmenol blue and 5%§-
mercaptoethanol (Cordova et al, 2004). The protevese transferred to a nitrocellulose
membrane (1.2 mA/cm1.5 h) as described by Bjerrum and Heegaard fi@jer 1988) with
adaptations (Rigon et al, 2008). The membranes hleoked (1 h) with 5% skimmed milk in
TBS (10 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7.5). Antibodiesene detected using specific
antibodies diluted in TBS-T (10 mM Tris, 150 mM NaQ.1% Tween-20, pH 7.5) containing
2.5% BSA in the dilutions: 1:1,000 (anti-phosph@®P¥*, anti-phospho JNK1/2); 1:10,000
(anti-total- p3§“7X); 1:40,000 (anti-total-ERK1/2); 1:5,000 (anti-te#dNK 1/2, anti-rabbit);
1:2,000 (anti-phospho-ERK 1/2, aftiactina); 1:4,000 (anti-mouse); 1:500 (anti-
EAAT2/GLT-1). Subsequently, membranes were incubatgh anti-rabbit or anti-mouse
peroxidase-linked secondary antibody (1:2,000) Ifdn and the chemiluminescence signal
was detected using an ECL kit from Amersham. Adpstof blocking and incubation were
followed by three washes (5 min) of the membranils WBS-T. The optical density (O.D.)
of the bands was quantified using Scion Imag&ederick, MD, USA). The phosphorylation
level of each protein was determined as a rati®.8f of the phosphorylated band/O.D. of the
total band and the data are expressed as percerahgee control (considered as 100%) and

values presented as meanS.E.M (Posser et al, 2007).

2.13 Protein determination

Protein content was measured by Lowry’s methodgubimvine serum albumin as standard

(Lowry et al, 1951).
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2.14 Statistical analysis
Parametric data from the experiments are presest@teans + standard error and statistically
evaluated by Studenttdest, assuming p < 0.05. The escape latency p&eanmethe water

maze task was evaluated by repeated measures AN&&AmMing p < 0.05.

3 RESULTS
3.1 Behavioral effects

The Morris water maze was used to evaluate referememory in the two groups, sham and
okadaic acid (OA), to 12 days after OA intrahippogal injection. In the training sessions,
there was a significant decline in the average tionénd the platform (escape latency) from
day 4 onwards in the sham group, when comparetlddOA group (Fig. 1A) (112 p <
0.05). In the trial session, OA rats spent les®timthe target quadrant, as compared to the
sham group (Fig. 1B) (p = 0.027).The time to fihd platform was significantly lower in the
OA group (Fig 1C) (p = 0.001), and the number afssings over the platform location was

less, compared with the sham group (Fig. 1D) (pG80D).

3.2 ELISA for S100B and GFAP

A significant increase in GFAP immunocontent of tiippocampus was observed in rats
submitted to OA infusion (p = 0.025) (Fig. 2B), dheffect in OA group was not found in
cerebral cortex (p = 0.766). OA did not signifidgnthange S100B immunocontent in both
brain regions, cerebral cortex (p = 0.218) and dgampus (p = 0.190) (Fig. 3A).
Interestingly, a significant decrease in CSF S10@B observed in the OA treated group as

compared to the sham group (p = 0.03) (Fig. 3B).
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3.3 Immunohistochemistry for GFAP

In order to confirm hippocampal astroglial changbserved in rats submitted to OA injection
of OA, we carried out a GFAP immunohistochemisttydg. The photomicrographs of
astrocytes GFAP immunoreactive indicate signs tbgkosis in CAl region (Fig. 2A), of

the hippocampus in rats submitted to OA infusion.

3.4 Glutamate metabolism in the hippocampus

Glutamate uptake and glutamine synthetase activétye measured in hippocampal slices of
sham and OA rats. The infusion of OA did not affébe glutamate uptake in the
hippocampus (p = 0.069) (Fig. 4A). However, theras a significant decrease in the
EAAT2/GLT-1 in the hippocampus in rats submittedXd infusion (p = 0.042) (Fig. 4B), as
well as a decrease in glutamine synthetase acijpity 0.034) (Fig. 4C), when compared to

the sham group.

3.5 Oxidative stress

Since oxidative stress has been implicated in #tkegbogy of neurodegenerative diseases, the
glutathione content (reduced glutathione contemt)l g@rotein carbonyls were used as
parameters to evaluate possible oxidative stregsechby the OA-induced dementia model.
Reduced glutathione content was lower in OA-infusaets (p = 0.039) (Fig. 5A), when
compared to the sham group. This effect in the @AIg was not found in the cerebral cortex
(p = 0.870). A significant increase in the protearbonyls of the hippocampus was observed

in the OA group (Fig. 5B) (p = 0.027).
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3.6 Effect of OA on MAPKs

An imbalance in the activities of kinases and phasgses is crucial to tau
hyperphosphorylation. The MAPK family might playr@le in the hyperphosphorylation of
tau in AD brain; the most characterized memberhefMAPK family include the ERKSs, the
SAPKs and p3%*"¥, and an increasing number of studies are demainsfrhat the activities
of these are changed in models of AD. Interestinglyr results demonstrate that after
injection of OA, a potent phosphatase inhibitortivation of p38""¥ phosphorylation
occurred (Fig.6A) (p = 0.043), while there wereati@rations in the phosphorylation of ERK

1/2 (Fig. 6B) and SAPK/INK 1/2 (Fig. 6C).

4 DISCUSSION

Several types of animal models have been develapéavestigate AD, including the OA-
induced model by intrahippocampal administrationenhbry impairment induced by the
injection of OA has been reported, accompanieddmgarkable neuropathological changes
including hippocampal neurodegeneration, a paiddicdl filament-like phosphorylation of
tau protein, and formation @tamyloid-containing plaque-like structures, makthg model
potentially relevant for understanding the develeptrof AD in humans (Arendt et al, 1995;
Bennett et al, 2003; He et al, 2001; Kamat et (. Similarly, in the present study,
injection of OA (100 ng) into de dorsal hippocampuduced impairment in reference
memory and neurochemical alterations 12 days dfier bilateral injection of OA, as
evaluated in the Morris water maze task. Consistéht previous reports (Arendt et al, 1998;
He et al, 2001), all the parameters evaluated ermthter maze task, which are recognized to

evaluate hippocampal integrity, were impaired & @A group.

Astrocytes are involved in a wide range of CNS plathies. In response to essentially any

CNS pathology, astrocytes undergo characterisangés in appearance, i.e. the hypertrophy
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of their cellular processes, a phenomenon refaoeats reactive gliosis (Middeldorp & Hol,
2011). Astrogliosis is also a prominent neuroplagia change in AD and the severity of this
pathology has been shown to strongly correlate thiéhdensity of the reactive astrocytes and
the strongly upregulated expression of GFAP, aipexstrocyte marker (Crols et al, 1986;
Eng et al, 2000; Noppe et al, 1986). The hippocanipads to be more severely affected by
astrogliosis in AD (Ross et al, 2003). Reactiveraasttes in AD brains are frequently
described in association with neuritic plagues ¢(Kettal, 1998). Studies have shown a strong
correlation between GFAP mRNA levels and the dgnsitneuritic plaques in the frontal
neocortex (Le Prince et al, 1993) and with the aiew of classical A density deposits (Pike
et al, 1995). In addition, there is also evideri@ GFAP correlates inversely with cognitive
function (Kashon et al, 2004). Therefore, the aginsis, as evaluated by GFAP content
(measured by ELISA) and confirmed by immunohistociséry, reported herein in the
hippocampus of rats submitted to okadaic acid-iedunjury reinforces the use of this model

for AD investigation.

S100B is a calcium-binding protein predominantlypressed and secreted by astrocytes in
vertebrate brain (Goncalves et al, 2008; Marenkolal, 2004). Intracellularly, S100B binds
to many protein targets, possibly modulating cy&ston plasticity, cell proliferation and
astrocyte energy metabolism (Donato, 2001; Vank&gdMWainwright, 2003). In agreement,
high levels of brain tissue S100B have been obsdeive neurodegenerative disorders,
including AD (Rothermundt et al, 2003). It is impat to mention that S100B is able to
stimulate the protein phosphatase, calcineurinl(éeal, 2004), which appears to be involved
in the inflammatory activation of astrocytes innggenic AD models (Norris et al, 2005).
However, we did not find changes in S100B immuneéeonin brain tissue (hippocampus and
cerebral cortex). On the other hand, the presedysthowed that CSF S100B is lower in the

OA group. Similarly, a decrease in CSF S100B was &und in other dementia models
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using streptozotocin or chronic cerebral hypopéofugRodrigues et al, 2009; Vicente et al,
2009). Interestingly, a decrease in serum S100B measntly observed in AD patients
(Chaves et al, 2010), although increased concemgsabf CSF S100B at the beginning of AD
have been observed (Green et al, 1997; Peskind 20@i; Petzold et al, 2003). It has been
suggested that S100B plays a role in earlier desestiages by initiating neuritic plaque
formation (Peskind et al, 2001; Steiner et al, 30ltIshould be noted that the expression and

secretion of S100B are not necessarily interdepdrelents (Goncalves et al, 2008).

Other astroglial parameters, namely glutamate @ptakd glutamine synthetase (GS)
activities, were investigated in the hippocampusaté submitted to the okadaic acid-induced
dementia model. There is some evidence that theboktm of glutamate is altered in
Alzheimer’s disease and that neurons and astrogyessent lower levels of GS (Robinson,
2001). In our model, OA injection did not alter pgzampal glutamate uptake activity. Some
reports have demonstrated, through measuremengtstamate uptake and sodium dependent
glutamate binding, that the high affinity glutamaigtake system is impaired in AD brains
(Tian et al, 2010). A dysfunction in the glutamaggake system can lead to the accumulation
of excessive glutamate in the synapse; it has bhewn that decreased glutamate transport
activity is associated with decreased EAAT2 proteipression; however, the EAAT2 mRNA
level is not affected (Li et al, 1997), suggestthgt alterations in EAAT2 expression occur
due to disturbances at the post-transcriptionalleMthough OA injection apparently did not
cause any reduction in glutamate uptake, we obdexva@gnificant decrease in EAAT2/GLT-
1 in the hippocampus, suggesting a possible dyshmm the glutamate system in our model
of dementia. Studies indicate that the glial gluagariransporter EAATZ2 is the quantitatively
dominant glutamate transporter and plays a majta mo the clearance of glutamate. A
dysfunction of EAAT2 has been implicated in the @lepment of several neurodegenerative

disorders, including AD (Colton et al, 2010; Kima#t 2010). In this study, we also observed
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a significant reduction in GS activity in the higampus of rats injected with OA. The
activity of GS in cortical homogenates of AD braiissue is reduced compared with
homogenates from the brains of non-dementia indal&l (Smith et al, 1991) and the extent
of this reduction correlates with senile plaquedear (Le Prince et al, 1995). The aberrant
pattern of GS expression in Alzheimer’s diseasmissistent with other lines of evidence that

indicate a major disruption of glutamate metabol{&uabinson, 2000; Robinson, 2001).

Astrocytes are also responsible for the main araox defense in brain tissue and oxidative
stress is a common feature in several neurodegerediseases (Jellinger, 2009). There is
evidence that dementia is accompanied by oxidasivess and damage of brain tissue
(Butterfield et al, 2010). In other models of demmenoxidative damage has been reported, as
evaluated by measuring protein oxidation and deecaf glutathione (GSH) content. In the
present study, OA injection caused a significartrel@se in GSH levels in the hippocampus,
indicating oxidative stress. In fact, the decremsglutathione content suggests a failure of
astroglial antioxidant defense in this model ofrgac AD. In addition, protein carbonylation
was increased in our study, in agreement with cdinstudies (Markesbery, 1999; Pratico,
2008). Although the initial events of AD are stilhknown, numerous studies reported an
increase in oxidative stress in the AD brain, a$l @& in cellular and animal AD models
(Nunomura et al, 2006). This suggests that thisehaoduld not only mimic the cognitive
impairment of AD, but also generate certain oxiatilamage, which may be an important
contributing factor to AD pathogenesis.

The MAPK signaling pathways regulate many cellygeocesses, including gene expression,
differentiation and cell death (Chang & Karin, 2D0and dysfunction of the effectors
comprising these pathways has been linked to mathofogical processes. Reactive oxygen
species (ROS) are reported to play a key role nsggnaling, and activation of MAPKSs is

known to play a major role in ROS-signaling pathsalhe most characterized members of
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the MAPK family include the ERKs, the SAPKs and }¥3% and an increasing number of
studies are demonstrating that the activities e$¢hare changed in models of AD (Morishima
et al, 2001). The MAPK family might play a role time hyperphosphorylation of tau in AD
brain. The phosphorylation level of tau is alsoutated by protein phosphatases, and the
activity of PP2A is specifically decreased in ADaio. Since the MAPK pathway is
dynamically regulated by the phosphorylation ofreaomponent kinase of the cascade and
these kinases can be dephosphorylated by RR24&ro and in cultured cells, the activated
MAPK pathway might possibly result from a decreasBP2A activity in AD brain (Pei et al,
2003). Interestingly, our results demonstrate tinggction of OA, a potent phosphatase
inhibitor, activates p3%™¢ and does not alter the phosphorylation of ERK &
SAPK/JINK 1/2. Previous studies provide supportinglence that the p38™¢ pathway is
activated during the early stages of AD and, thmay contribute to neurodegenerative
processes (Sun et al, 2003). Injectiompi aggregated (f\1-42)in rat nucleus basalis resulted
in microglial and astrocyte activation and phospB&“"* immunoreactivity that
colocalized with microglial cells, but not astroeyt(Giovannini et al, 2002). In transgenic
mice for amyloid precursor protein (Swedish mutatjo and presenilin-1 (P264L), the
p38"PK pathways were activated in the cerebral cortewd§a et al, 2002). These data
provide evidence that the increased levels of aligac A3 that occur in the AD brain could

activate signaling cascades that increas&/J%8activity.

5. CONCLUSION

In conclusion, bilateral hippocampal injection oAGnduced spatial cognitive deficit and
caused oxidative stress in this model and demdesiréor the first time to our knowledge,

neuroglial alterations. Our results in rats subsnitio OA injection showed specific astroglial
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changes in rats after 12 days of OA injection, rigrhgpocampal gliosis, based on increased
GFAP and decreased GS activity and EAAT-2 contastwell as decreased CSF S100B.
These changes have been observed in patients eitfosegenerative disorders, including
Alzheimer’s disease, and therefore reinforce thgoirtance of this model for the investigation
of astrocytes as targets of new therapeutic stegedyloreover, we observed a decrease in
GSH and an increase in protein carbonylation ar@¥%. These findings contribute to the

understanding of disease-associated cognitiveitiefind OA toxicity in brain tissue.
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Legends to the Figures:

Figure 1- Cognitive performance of rats submitted to intrglogampal-OA injection (100
ng), as evaluated in the water ma2e. Performance in the reference memory protocol,dase
on escape latency. Each line represents the mestantard error. *Significant differences
were detected from day 4 onwards when comparetigaontrol group (N = 10, repeated
measures analysis of variance, p < 0.0B);Memory in the probe trial of reference memory,
as measured by time spent (in s) in the target qnadValues are mean + standard error.
*Significant differences from the control group E€N10, Student’s test, p < 0.09C) The
time to find the platform. Values are mean = staddaror. *Significant differences from the
control group (N = 10, Student’s test, p < 0.0B)) Number of crossings over the platform
position. Values are mean + standard error. *Sigauift differences from the control group (N

=10, Student’s test, p < 0.05).

Figure 2- GFAP in hippocampus of rats submitted to OA ingttAdult rats were submitted
to intrahippocampal injection of OA (100 ng) for d&ys. Hippocampi were dissected out and
the immunohistochemistry for GFAP (pamel and contents of GFAP (measured by ELISA)
(panel B) were realized. Values are mean + standard erfoiOorats in each group.

*Significant differences from control (Student's ste p < 0.05). Representative
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photomicrographs showing GFAP immunoreactive in rdiatum layer of CAl region of

sham and OA groups.

Figure 3- S100B of rats submitted to AO injection. Adult gatvere submitted to
intrahippocampal injection of OA (100 ng) for 12yda Cerebrospinal fluid (CSF) was
collected by cistern magna puncture and the corder8100B CSF (pandB) and S100B
contents in hippocampus (pare) were measured by ELISA. Values are mean + standar

error of 10 rats in each group. *Significant difaces from control (Student’s test, p < 0.05).

Figure 4- Glutamate uptake and glutamine synthetase actinitthe hippocampus of rats
submitted to AO injection. Adult rats were subnttt® intrahippocampal injection of OA
(100 ng) for 12 days. Hippocampi were dissectedamdt chopped into 0.3 mm slices for the
measurement of glutamate uptake (pakgland EAAT2/GLT-1 (paneB) or homogenized

for measurement of glutamine synthetase activityp@nelC). Values are mean * standard
error of 10 rats in each group (A and C). The @dataexpressed as percentages of the control
(considered as 100%) (B). Values are mean + stdndaor of 8 rats in each group.

*Significant differences from control (Student'step < 0.05).

Figure 5- Glutathione content (reduced glutathione contemi)l protein carbonyls in the
hippocampus of rats submitted to AO injection. Aduiats were submitted to
intrahippocampal injection of OA (100 ng) for 12ydaHippocampi were dissected out and
homogenized for the measurement of glutathioneglpah or protein carbolys (Oxyblot™)
(painelB). Values are mean + standard error of 8 rats am ggoup. *Significant differences

from control (Student’s test, p < 0.05).
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Figure 6- Effect on MAPK’s in the hippocampus of rats sultedtto AO injection. Adult rats
were submitted to intrahippocampal injection of A0 ng) for 12 days. Hippocampi were
dissected out and chopped into 0.3mm and sliceg Wwemogenized using SDS-stopping
solution and proteins were separated by one-diraeakelectrophoresis and transferred to a
nitrocellulose membrane. Phosphorylation of 8%, JNK 1/2, ERK 1/2 was detected by
specific antibodies against the biphosphorylategiore of the kinase and reactions were
developed by ECL. The panel shows representativestéffe blots demonstrating the
phosphorylation of p38¥¥ (A), JNK 2 (bar gray) and JNK 1 (bar blaqB), ERK 1 (bar
gray) and ERK 2 (bar black)C). The data are expressed as percentages of theolcont
(considered as 100%). Values are mean + standeod a8 rats in each group. *Significant

differences from control (Student’s test, p < 0.05)
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Figure 3
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Figure 6
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DISCUSSAO

A doenga de Alzheimer (DA) € marcada por uma peragnitiva progressiva e
irreversivel, com deficiéncias na capacidade daviddo em formar novas memdrias, bem
como, lembrar acontecimentos recentes, entre ouwlisifirbios neuropsiquiatricos como
alteracdo no humor e personalidade (Cummings @88#; Selkoe, 2001). Diversos modelos
animais tém sido desenvolvidos para investigar ialogia da DA, embora ainda nao
estabelecida, muitos fatores de riscos e alterapaasddgicas tem sido utilizados para a
elaboracdo de modelasvivo ein vitro da DA. Prejuizo na memoria induzido pela infuséo d
acido ocadaico (AO) em regides especificas do aelcéém sido observado em estudos
prévios (Arendt et al, 1998; Kamat et al, 2010). oApanhado por alteracdes
neuropatoldgicas, incluindo a neurodegeneracacachippal, a formacdo de placas neuriticas
extracelulares contendo o peptideéamildide (A3) e emaranhados neurofibrilares (NFTs)
compostos de formas hiperfosforiladas da protedwa(Arendt et al, 1995; Bennett et al,
2003; He et al, 2001; Kamat et al, 2010). Observadacaracteristicas apresentadas e outras a
ser discutido neste trabalho, o modelo de infus@#mhipocampal de AO apresenta-se
potencialmente relevante para o estudo do desemenito DA. Semelhantemente, no
presente estudo, a injecao intrahipocampal de AT (ig) induziu um déficit cognitivo,
avaliado no teste de memdria espacial no labiragpoatico de Morris, e causou alteracdes
neurogliais no periodo de 12 dias ap0s a injecéebal de AO. Todos os parametros
avaliados no teste de memodria espacial no labiragfoatico de Morris, os quais foram
utilizados para avaliar a integridade do hipocangdos animais submetidos ao modelo
apresentaram-se prejudicados no grupo injetado A@nquando comparado ao grupo
controle. Nossos resultados mostraram que a infdsd0O promove um aumento de GFAP,
proteinas carboniladas e fosforilacdo de'h38, e uma reducdo de S100B no LCR, contetido
de glutationa, atividade de glutamina sintetaseoetrdnsportador EAAT2/GLT-1, nao
alterando parametros como captacdo de glutamatonooonteido de S100B e outras
MAPKs, como JNK 1/2 e ERK 1/2. A hipé6tese para esteido € que a infusdo de AO como
modelo animal de deméncia induz alteragGes astiegis quais podem ser relacionadas com

uma disfuncéo cognitiva.

Os astrocitos sédo as principais células gliais cona ampla variedade de funcdes
adaptativas no sistema nervoso central (SNC) deifmars (Nagele et al, 2004). Estéo
envolvidos em diversas patologias do SNC, em régpasinsultos, os astrécitos sofrem
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alteragcbes na sua morfologia, ocorrendo uma hgdextrde seus processos celulares,
fendmeno conhecido como gliose reativa (Middeldbigol, 2011). De fato, a lesédo no SNC,
seja como consequéncia de um trauma, doencas teeg]iou insulto quimico, faz com que
0s astrécitos tornem-se reativos, uma condicaatmizada por um aumento da proteina glial
fibrilar acida (GFAP), uma proteina marcadora efjpacde astrécitos (Eng et al, 2000;
O'Callaghan & Sriram, 2005). Astrogliose tambémeasdr considerada uma caracteristica
marcante na DA, e pode-se relacionar esse aumentdensidade dos astrocitos com o
aumento na expressao da proteina GFAP, nos teeidodiquido cefaloraquidiano (LCR) de
pacientes com DA (Noppe et al, 1986). No encéfalbipocampo tende a ser a regido mais
afetada por astrogliose, em geral, apresentandorespasta glial mais proeminente que em
outras regides do cérebro (Ross et al, 2003). Bstdedmonstraram uma forte correlagéo entre
os niveis de mMRNA GFAP e a densidade de placasticaar no cortex frontal (Le Prince et
al, 1993), bem como, com o aumento dég Rike et al, 1995). Além disso, ha também
evidéncias de que h&d uma correlacdo negativa @A e a funcdo cognitiva (Kashon et al,
2004). Seguindo essas evidéncias da presencardgliase em modelos de DA, neste estudo
foi avaliado o imunoconteudo de GFAP (mensurado R&iSA) e confirmado por
imunohistoquimica, determinando a presenca de ghsise no hipocampo de ratos
submetidos a injecdo de &cido ocadaico como matdetieméncia.

S100B é uma proteina ligante de calcio predominagrée expressa e secretada por
astrocitos no cérebro de vertebrados (Goncalvesl,eR008; Marenholz et al, 2004).
Intracelularmente, S100B liga-se a diversas pragipossivelmente atuando na modulagéo
da plasticidade do citoesqueleto, proliferacdolaekel metabolismo energético dos astrocitos
(Donato, 2001; Van Eldik & Wainwright, 2003). Decado com estudos realizados, altos
niveis de S100B no tecido cerebral tem sido obdesv&m doencas neurodegenerativas,
incluindo DA (Rothermundt et al, 2003). Importantencionar também, que S100B é capaz
de estimular a proteina calcineurina (Leal et @04}, que parece estar envolvida na ativacao
do processo inflamatorio em astrocitos, vistos epdetos animais transgénicos da DA
(Norris et al, 2005). No presente trabalho ndonfoadservadas alteragdes no imunoconteddo
de S100B em tecido cerebral, cortex e hipocampmgarado por ELISA). Por outro lado,
pode ser observada uma diminuicdo na quantidad81@®B no LCR, achado também
verificado em outros modelos animais nao-transgémia DA realizados pelo nosso grupo de
estudo (Rodrigues et al, 2009; Vicente et al, 2008balhos também tém demonstrado uma

diminuicdo de S100B no soro de pacientes com DAay€d et al, 2010). Como também,
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estudos observaram alteragbes discretas nas caagieeg de S100B no LCR de pacientes
com DA (Green et al, 1997; Petzold et al, 2003)esindo um papel para S100B nos estagios
iniciais da doenca, possivelmente durante a formalg® placas neuriticas (Peskind et al,
2001; Steiner et al, 2011). Estudos anteriores @8sam grupo mostraram eventos
independentes da S100B, quando relacionando suass@p e secrecao (Goncalves et al,
2008).

Os astrocitos sdo as células mais abundantes nq &hSideradas como células
versateis sdo responsaveis por diversas funcbese eslas manter os niveis de
neurotransmissores, incluindo o glutamato (Dan691). Glutamato é um neurotransmissor
essencial na regulacdo das funcdes cerebrais.nSpbdador de aminoacido excitatorio 2
(EAAT2/GLT-1) € um dos principais transportadorese dglutamato, expresso
predominantemente em células astrogliais, respehpéla captacdo de 90% do glutamato na
fenda sinaptica (Kim et al, 2010). Um comprometitoero sistema de captacdo do glutamato
pode levar ao acumulo excessivo de glutamato ndafsmaptica, condicdo essa conhecida
por causar uma excitoxicidade na célula, que temo selacionada com uma falha no
transporte de glutamato, associado com uma din@inyigeja pela disfungcdo ou redugcdo na
expressdo, no transportador EAAT2/GLT-1 (Li et #997). Ha algumas evidéncias na
literatura com relacao a alteracfes no metaboldonglutamato na DA, e presenca de baixos
niveis de glutamina sintetase, em neurbnios e aistso (Robinson, 2001). Parametros
astrogliais, como a captacao de glutamato e ateidia glutamina sintetase foram avaliadas
no hipocampo dos ratos submetidos ao &cido ocaddlicanodelo de deméncia utilizado
nesse trabalho, avaliando alteracdes neuroglia®) foram observadas diferencas
significativas na captacdo de glutamato realizadafaias hipocampais de ratos injetados
com AO quando comparados ao grupo controle. Impt@saestudos tém demonstrado,
através da medida da captacdo de glutamato, dspeeiinespecifica, que o sistema de alta
afinidade para a captacdo do glutamato esta pogjddina DA (Tian et al, 2010). No presente
trabalho, mostramos que esse mau funcionamentoetaoolismo do glutamato, embora néo
diminuida a captacdo de glutamato, foi inferidoopito do transportador EAAT2/GLT-1
apresentar-se diminuido no modelo proposto, corestato com estudos prévios, onde foram
relatados diminui¢cdo na quantidade do transportdd@minoacido excitatorio 2 em modelos
da DA (Jacob et al, 2007; Li et al, 1997). Nesteids também foi observado uma reducéo
significativa na atividade da glutamina sintetasehgpocampo de ratos injetados com AO. E

7

a atividade da GS em homogeneizados de tecido reerebrtical € reduzida quando
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comparada com cérebros ndo-dementes, do tipo DA Stal, 1991), e essa reducado esta
relacionada a formacdo de placa senil (Le Princaletl995). O padrdo de atividade
diminuida da GS encontrado no nosso estudo é tem&scom outras linhas de evidéncias
que indicam essa diminuicdo como uma grande ruptoerametabolismo do glutamato
(Robinson, 2000; Robinson, 2001).

Os astrocitos sdo responsaveis pelas principaissaef antioxidantes no tecido
cerebral, e 0 estresse oxidativo apresenta-se aome caracteristica comum em varias
doencas neurodegenerativas, inclusive na DA (gellin2009). Ha& evidéncias de que a
deméncia é acompanhada por estresse oxidativoceatatecido cerebral (Butterfield et al,
2010). O estresse oxidativo € comumente visto coma condi¢cdo sob a qual a geracao de
espécies reativas de oxigénio (ERO) dentro de siersa celular excede a capacidade de
defesa antioxidante enddgena levando aos danostivxisl envolvendo lipidios, DNA e
proteinas. Dada a multiplicidade de fontes envalvida geracdo de ERO e a variedade de
defesas antioxidantes, enzimaticas e nao-enzirsaticeondicdo de estresse oxidativo é mais
frequentemente inferida quando baseada na presiengan excesso de danos oxidativos a
macromoléculas (Yan & Forster, 2011). Entre os moses produtos de oxidagdo, a
carbonilagdo de proteinas pode ser o tipo maigzadid de dano para inferir 0o estresse
oxidativo em doencas (Stadtman, 2001), em partedsm no fato de que as modificacbes na
carbonila podem ser produzidas por uma grande dade de ERO, que modificam os
aminoacidos por reagfes em cadeias através deadgeegle proteinas suscetiveis a
degradacgbes proteoliticas, durante esse procegsasabminoacidos sdo convertidos em
derivados de carbonil; bem como por subprodutosoxidacdo lipidica. No entanto,
carbonilacdo em proteinas especificas sdo condmtede importancia adicional, além do seu
uso como biomarcador de algumas doencas, servimto sinais biolégicos (Wong et al,
2010), podem também inferir a perda irreversivelfuado de proteinas relacionadas a
doencas especificas (Sorolla et al, 2008; Sultanal,e2010). Contudo, a existéncia de
mecanismos especificos de carbonilacdo de protéibasn documentado no envelhecimento

e em doencas neurodegenerativas (Picklo et al,, Z@dtman, 2001).

No modelo proposto por este trabalho para o estiadDA, o estresse oxidativo foi
observado por meio da medicdo da quantidade deipast carboniladas no hipocampo, e
conteudo de glutationa (GSH; contetdo de glutatiedazida). No presente estudo, 0s niveis
de proteinas carboniladas apresentaram-se aumsmadbipocampo de ratos expostos ao
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AO como modelo de deméncia, consistente com estclflisos prévios que encontraram
esse aumento de proteinas carboniladas em pacwmte®A (Markesbery, 1999; Pratico,
2008), e em modelos animais da DA (Zhang & Simpk&@4.0). Outro parametro de estresse
oxidativo foi investigado neste trabalho, o contewwd® GSH (na sua forma reduzida) foi
avaliado em ratos submetidos a injecdo de AO, esaptou-se diminuido significativamente
no hipocampo, indicando estresse oxidativo. De fatdiminuicdo no contetudo de glutationa
sugere uma falha na defesa antioxidante astraghiste modelo de DA esporadica. Sabe-se
que o fornecimento de GSH e de seus precursorasopaneurdnios parece estar afetado na
DA e este fornecimento €, em grande parte, depé&mdin adequado funcionamento dos
astrocitos (Calabrese et al, 2006). Neste contextoeducdo no conteudo de glutationa
reduzida, principal antioxidante do SNC, pode eat®mociada com o desenvolvimento de
alteracOes presentes em doencas neurodegeneratioos.a DA. Embora os eventos iniciais
da DA ainda sejam desconhecidos, varios estudatanmnelum aumento do estresse oxidativo
cerebral na DA, bem como em modelos celularesmasida DA (Nunomura et al, 2006).
Isso sugere que o0 nosso modelo ndo s6 poderia im@met comprometimento cognitivo da
DA, mas também, gerar estresse oxiadativo, o quer@o ser um fator importante que

contribuiria para a patogénese da DA.

As vias de sinalizacao das proteinas cinases asvaor mitdgenos (MAPKS) regulam
muitos processos celulares, incluindo expressawaédiferenciacdo e morte celular (Chang
& Karin, 2001), e uma disfuncdo nessas vias teno sidsociada a VAarios processos
patologicos. ERO sao relatados por desempenhar apel gundamental na sinalizagédo
celular, ativando diversas MAPKs. Os membros maraaterizados da familia das MAPKs
incluem a ERK 1/2, SAPK/INK 1/2 e P48 e um nimero crescente de estudos tem
relacionado alteracdes na atividade dessas preteinases em modelos de DA (Morishima
et al, 2001). A familia das MAPKs tem sido implieadna hiperfosforilagdo anormal da
proteina tau na DA (Pei et al, 2003). O nivel dddnlacédo da proteina tau também pode ser
regulado por proteinas fosfatases, e se sabesphaios prévios que a atividade da proteina
fosfatase 2A (PP2A) apresenta-se diminuida na DénfGet al, 1995; Gong et al, 1993).
Uma vez que a via de sinalizacdo das MAPKs é dicemente regulada pela fosforilagéo de
cada componente cinase da cascata, e estes poddesfesforilados por PP2iA vitro e em
células cultivadas, a ativacdo da via das MAPKgntalmente, pode resultar de uma
diminuicao da atividade de PP2A em cérebro de ptwsecom a DA (Pei et al, 2003). Nossos

resultados demonstraram que a injecdo intrahipoghm@ AO, um potente inibidor de
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fosfatase, levou a ativacdo da P38, aumentando sua fosforilacdo; e ndo alterou a
fosforilacdo da ERK 1/2 e SAPK/INK 1/2. Estudosantes abordaram a via de sinalizagéo
da p3&“”X inferindo sua ativagéo nas fases iniciais da DAcetanto, contribuindo para os
processos neurodegenerativos (Sun et al, 2003)dbasnprimeiros estudos a mostrar uma
ativacdo na p3&°< em cérebro de pacientes com DA foi realizado pendtey e
colaboradores (1999) (Hensley et al, 1999). Injed&d\ (1-42) nonucleus basalisle ratos
resultou na ativacdo da microglia e astrécitosi eliservado um aumento na fosforilagcdo de
p38"4PK co-localizada com células da microglia ativadas mé&o com astrécitos (Giovannini
et al, 2002). Em ratos transgénicos para a profgursora amildide (Swedish mutations) e
presenilina (P264L) as vias da P38 foram ativadas no cértex cerebral (Savage et al,
2002). Estes dados fornecem evidéncias de que erdamos niveis defAque ocorre na DA

poderia ativar vias de sinalizacdo que aumentatividade de p38*™«.

Sabe-se, de estudos prévios que a captacdo dseglicoencéfalo de pacientes com
DA estéa prejudicada (Freemantle et al, 2006) & peinos em parte, este prejuizo é causado
por uma reducdo na captacdo de glicose glial (Aldsr et al, 2002). Diversos estudos
indicam que a deficiéncia ou estado de resist&eciasulina encefalica sdo caracteristicas do
quadro tardio da DA do tipo esporadica (de la Mdaté/ands, 2005). O mecanismo pelo
qual esta alteracéo ocorre, pode ser em partenpalicfuncionamento do receptor de insulina
(RI), tanto no modelo experimental quanto na pat@gda DA, resultando em caracteristicas
neuroquimicas e morfolégicas da doenca, diretanrefdeionadas com a transducédo de sinal
do RI (de la Monte, 2009). De maneira resumidandaaa insulina se liga ao seu receptor,
este recruta seu substrato (SRI) no sitio de amero, tornando-o fosforilado nos residuos
de tirosina. Este, por sua vez, torna-se capaedatatar varias moléculas sinalizadoras, dentre
estas a enzima fosfatidilinositol-3 cinase (P13%9sim que ativada, a PI3K converte o lipidio
de membrana fosfatidilinositol 4,5-bifosfato, tamb&hamado PIR até fosfatidilinositol
3,4,5-trifosfato (IR). Quando ligado a PiPa proteina cinase B (PKB), também conhecida
como AKT, é fosforilada e ativada por outra cind3BK1. Por outro lado, a AKT aléem de
promover o aporte de glicose para os tecidos demeside insulina, é capaz de modular, por
fosforilacdo, a atividade da glicogénio sintas&$K33) a qual pode fosforilar a proteina tau
(Salkovic-Petrisic et al, 2006). Embora muitas @imms cinases tenham sido consideradas
proteinas em potencial na fosforilacdo da tau,agt#a, apenas algumas sédo consideradas,
como a GSK e a cdk5 (Billingsley & Kincaid, 1997).
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No modelo de deméncia proposto por este estudificeerse uma possivel redugéo
na captacao de glicose dos ratos submetidos &mggm AO. Bem como, 0 envolvimento
da via PISK/AKT na hiperfosforilagcédo da proteina.tdldo foram observadas alteracbes na
captacdo de glicose (vide anexo, pag. 80), exairem parte o envolvimento do
metabolismo da glicose no modelo de deméncia gasanm do AO, o qual é sabido estar
alterado na DA (Freemantle et al, 2006). A fosémélo da GSKB ndo foi alterada (vide
anexo, pag 81), bem como a atividade da AKT (vitkexa, pag 82) manteve-se normal nos
ratos injetados com AO quando comparados ao groptrate. A ativacdo da GSIR3é
mediada pela desfosforilacdo do sitio de serire® 9), o qual € regulado pela AKT (Grimes
& Jope, 2001). Embora evidéncias sutentam que GS&B8mente expressa no enceéfalo, é
reconhecidamente a proteina cinase que fosfotdaia vivo (Ishiguro et al, 1993), a GSK3
pode ndo ter sido a maior contribuinte para a fdaf@o da tau no nosso modelo. Dados da
literatura indicam outra proteina cinase como res@eel pela fosforilagdo da tauvivo, a
cdk5 (Uchida et al, 1994). Cdk5 é membro da fandidia proteinas cdk, ativa por p35 e p39, e
possivelmente, responsavel pela hiperfosforilacdotali pelo acido ocadaico no nosso
modelo (Chen et al, 2005; Lim et al, 2010; Zhan§i&pkins, 2010), como demonstrado em
estudos prévios com infusdo de AO como modelo dpaté e deficit cognitivo em ratos
(Zhang & Simpkins, 2010).
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CONCLUSOES

Em concluséo, a injecao bilateral de AO foi capeazirdluzir um déficit cognitivo
espacial e estresse oxidativo no modelo de dem@nafosto, e pela primeira vez ao nosso
conhecimento, alteracfes astrogliais em modelo efeédcia induzido pelo AO. Nossos
resultados foram obtidos de ratos submetidos &anjéntrahipocampal de AO durante 12
dias. Essas alteragbes nos parametros avaliados\peto estudo ja foram apresentadas em
pacientes com doencas neurodegenerativas, inclairidd, e assim reforcam a importancia
do modelo para a investigacdo do envolvimento tl®atos, e dele como possivel alvo de

novas estratégicas terapéuticas.

Por fim, as alteragbes astrogliais observadas mastielo de deméncia contribuem
para a compreensao da fisiopatologia da DA e dea®woencas acompanhadas de déficit

cognitivo, bem como contribuem para a identificag@alvos terapéuticos para a DA.
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Resultados n&o publicados na dissertacao

- GFAP e S100B no cortex.

A CORTEX

GFAP (ng/pg prot)
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0.0
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Imunoconteddo de GFAP e S100B em coértex de ratos lsuetidos a injecao
intrahipocampal de acido ocadaico (AO) (100 ng)Cortex foi dissecado e o conteudo de
GFAP (A) e S100B(B) foi mensurado por ELISA. Os valores representameédia + erro

padréo (N = 10) * Diferencas significativas a padty controle $tudent’s testp < 0.05).
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- Glutationa (GSH reduzida) no cortex.

CORTEX
15.0-
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Conteudo de glutationa (GSH reduzida) em coértex deatos submetidos a injecdo
intrahipocampal de acido ocadaico (AO) (100 ng)Cértex foi dissecado e o homogeneizada
para mensurar glutationa (somente detectada a foeth&zida). Os valores representam a
média £ erro padrao (N = 8) * Diferencas significas a partir do controlesudent’s test p

< 0.05).
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- Glutamina sintetase (GS) no cortex.

CORTEX
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Atividade da glutamina sintetase (GS) em cértex deatos submetidos a injecéo
intrahipocampal de acido ocadaico (AO) (100 ng)XCértex foi dissecado e o homogeneizada
para mensurar a atividade de glutamina sintetasevdldres representam a média  erro

padrdo (N = 8) * Diferencas significativas a padiir controle $tudent’s testp < 0.05).
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- Captacao de glicose no hipocampo.
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Captacéo de glicose em hipocampo de ratos submetsda injecao intrahipocampal de
acido ocadaico (AO) (100 ng)Hipocampo foi dissecado e fatiado a 0,3 mm paasurar a
captacdo de glicose. Os valores representam a méeieo padrdo (N = 8) * Diferencas

significativas a partir do control&{udent’s testp < 0.05).
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- Fosforilagdo de GSKBno hipocampo e cortex.
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Fosforilagdo da GSK 3 (Ser 9) em hipocampo e cortex de ratos submetidasinjecao
intrahipocampal de acido ocadaico (AO) (100 ngHipocampo e cortex foram dissecados e
fatiado a 0,3 mm, as fatias homogeneizada$Bia stop solutioa as proteinas separadas por
eletroforese e tranferidas para membrana de nitdose, avaliadas pavestern blottingpara

a fosforilacdo de GSK[3 A revelacdo foi realizada por quimioluminescéndia bandas
foram quantificadas e os resultados mostrados septam a porcentagem do controle. Os
valores representam a média + erro padrdo (N = Bliferencas significativas a partir do

controle Gtudent’s tesip < 0.05).
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- Fosforilagdo de AKT no hipocampo e cortex.
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Fosforilagdo da AKT em hipocampo e cértex de ratossubmetidos a injecao
intrahipocampal de acido ocadaico (AO) (100 ngHipocampo e cortex foram dissecados e
fatiado a 0,3 mm, as fatias homogeneizada$Bia stop solutioa as proteinas separadas por
eletroforese e tranferidas para membrana de nitdose, avaliadas pavestern blottingpara

a fosforilacdo de AKT. A revelacéo foi realizada paimioluminescéncia. As bandas foram
quantificadas e os resultados mostrados represemtponcentagem do controle. Os valores
representam a média * erro padrdao (N = 8). * Difeas significativas a partir do controle

(Student’s testp < 0.05).
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