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RESUMO
Tese de Doutorado
Programa de Pds-graduagéo em Bioquimica Toxicolégica
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil
EFEITOS DA ESPERMINA SOBRE PARAMETROS MOTORES, COGNITIVOS E
NEUROMORFOLOGICOS EM UM MODELO EXPERIMENTAL
DA DOENCA DE HUNTINGTON

Autor: Nadia Aléssio Velloso Bellé
Orientador: Carlos Fernando de Mello
Local e data da defesa: Santa Maria, 07 de agosto de 2008.

A espermina (SPM) é uma amina alifatica, contendo quatro centros nucleofilicos e
€ encontrada em todas as ceélulas eucaridticas, incluindo células nervosas. Ela
pertence ao grupo das poliaminas, moléculas responsaveis tanto por efeitos
neuroprotetores quanto neurotoxicos. O objetivo do presente trabalho foi investigar
os efeitos da SPM sobre alguns parametros de toxicidade induzidos pela
administracdo estriatal de acido quinolinico (AQ), um modelo experimental da
doenca de Huntington em ratos Wistar machos adultos. A administragdo
intraestriatal unilateral de AQ (180 nmol/sitio) induziu o aparecimento de rotagdes
contralaterais e aumento do percentual de balangos corporais contralaterais. A
prévia administracao estriatal de SPM mostrou efeitos diversos: na dose de 0,1
nmol/sitio aumentou o numero de rotagdes; porém na dose de 10 nmol/sitio ela
diminuiu tanto o numero de rotagdes quanto o percentual de balangos corporais
contralaterais induzidos pelo AQ. O mecanismo pelo qual a SPM diminui estas
alteracbes motoras €, provavelmente, devido a sua interagdo com o receptor
NMDA, uma vez que sua co-administragdo com a arcaina (antagonista do sitio das
poliaminas neste receptor) reverteu o efeito protetor da mesma. A administragcao
de 10 nmol/sitio de SPM preveniu o aumento do conteudo de proteina carbonil
induzida pela injecdo de AQ (180 nmol/sitio) no estriado de ratos. Além disso, foi
observado prejuizo cognitivo na tarefa de reconhecimento de objetos apds a
injecao estriatal bilateral de AQ (180 nmol/sitio). A administragdo estriatal pos-
treino de SPM (0,1 e 1 nmol/sitio) reverteu este déficit cognitivo induzido pelo AQ.
Para avaliagdo das alteragbes neuromorfoldgicas neste modelo foram observadas
degeneracao neuronal e reagdo astrocitaria. O AQ aumentou significativamente a
degeneragao de neurdnios estriatais e a astrogliose reativa. A SPM, na menor
dose que melhorou o desempenho cognitivo (0,1 nmol/sitio), nao teve efeito sobre
a degeneracgao neuronal estriatal; no entanto, ela foi capaz de reverter a intensa
reacao astrocitaria induzida pela injegcdo de AQ. Estes resultados sugerem que a
SPM tem propriedades neuroprotetoras, que apresentam um padrao dependente
da dose da poliamina, neste modelo experimental da doenca de Huntington.

Palavras-chave: espermina; poliaminas; &acido quinolinico; receptor NMDA;
neuroprotecéo; doenga de Huntington.
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Spermine (SPM) is an aliphatic amine which contains four nucleophilic centers and
is found in all eukaryotic cells, including nervous cells. It belongs to the group of
polyamines, which are molecules associated with both neuroprotection and
neurotoxicity. The aim of this study was to investigate the effects of spermine on
some parameters of toxicity induced by striatal administration of quinolinic acid
(QA), an experimental model of Huntington’s disease in adult and male Wistar rats.
The intrastriatal administration of QA (180 nmol/site) induced contralateral rotations
and increase the number of contralateral body swings. The previous striatal
administration of SPM caused mixed effects: at the dose of 0.1 nmol/site increased
the number of contralateral rotations; but at 10 nmol/site it reduced both the
number of rotations and the contralateral body swings induced by QA. The
mechanism by which SPM decreases these motor alterations is probably through
its interaction with the NMDA receptor, since the co-administration with arcaine
(antagonist of polyamine binding sites on this receptor) reversed its protective
effect. The increase of protein carbonyl content induced by QA (180 nmol/site) in
striatum of rats was prevented by the administration of 10 nmol/site of SPM.
Besides, the bilateral striatal injection of QA (180 nmol/site) impaired the
performance in the recognition memory task. The post-training striatal
administration of SPM (0.1 and 1 nmol/site) reversed the QA-induced cognitive
deficit. It was also evaluated whether spermine prevented QA-induced
neuromorphological alterations. QA caused striatal neuronal degeneration and
reactive astrogliosis. SPM, at the dose that improved the cognitive performance
(0.1 nmol/site), had no effect on striatal neuronal degeneration but reversed the
intense astrocytic reaction induced by QA. These results suggest that SPM has
neuroprotective properties, presenting a dose dependent pattern of polyamine, in
this experimental model of Huntington disease.

Keywords: spermine; polyamines; quinolinic acid; NMDA receptor;
neuroprotection, Huntington’s disease.
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APRESENTACAO

No CAPITULO 1 esta descrita uma sucinta introdugdo ao assunto referido
nesta tese. No CAPITULO 2 encontra-se uma breve revisdo bibliografica sobre os
temas trabalhados.

Nos CAPITULOS 3 e 4 estdo os resultados que fazem parte desta tese,
apresentados sob a forma de artigo e manuscrito, respectivamente. As se¢des
Materiais e Métodos, Resultados, Discussido dos Resultados e Referéncias
Bibliograficas encontram-se nos proprios artigo € manuscrito e representam a
integra deste estudo.

Nos CAPITULOS 5 e 6 estdo os itens Discussdo Geral e Conclusdes Gerais,
0s quais apresentam interpretacdes e comentarios gerais sobre os resultados
contidos neste trabalho. As Referéncias Bibliograficas, encontrada no final da tese,

referem-se somente as citagdes que aparecem nos capitulos 1, 2 e 3.

xvi
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Introducgao

1. INTRODUCAO

A doencga de Huntington é de origem neurodegenerativa sendo caracterizada
por morte seletiva de neurbnios estriatais (Aubeeluck & Wilson, 2008). A
compreensdo do mecanismo patogénico bem como a investigagdo de possiveis
abordagens terapéuticas a serem testadas em modelos experimentais desta
doencga é de fundamental interesse. Dentre os diversos modelos experimentais ja
descritos, sabe-se que a administragéo intraestriatal de acido quinolinico (AQ)
constitui um modelo adequado para a doenga, mimetizando suas caracteristicas
histolégicas e neuroquimicas (Schwarcz et al., 1983; Beal et al., 1986). Devido
estas similaridades, tém-se sugerido a participagdo deste acido nas fases iniciais
do processo neurodegenerativo da doenga de Huntington (Guidetti et al., 2006).

O AQ é uma excitotoxina enddégena, uma vez que é encontrado em cérebro
de mamiferos (Schwarcz & Pellicciari, 2002). Este acido é estruturalmente analogo
ao glutamato e sua significancia fisioldgica e farmacoldgica sé foi reconhecida com
a descoberta de sua habilidade em ativar seletivamente uma subpopulacéo de
receptores neuronais glutamatérgicos sensiveis ao N-metil-D-aspartato (NMDA)
(Stone & Perkins, 1981). O resultado desta ativagao é a excitagdo excessiva dos
neurdnios, fendmeno conhecido como excitotoxicidade, que pode levar a morte
neuronal (Zeron et al., 2002; Estrada Sanchez et al., 2008). Alguns estudos tém
investigado o prejuizo cognitivo consequente das lesdes estriatais induzidas pelo
AQ. Foi observado que este acido prejudica o aprendizado de animais em

diversas tarefas mnemoénicas (Furtado & Mazurek, 1996; Misztal et al., 1996;
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Shear et al., 1998a; 1998b; Francis et al., 2000; Joel et al., 2003; Ayalon et al.,
2004; Featherstone & McDonald, 2004; Trueman et al., 2005).

Ja esta bem caracterizada na literatura a importancia dos receptores NMDA
em processos de aprendizagem e memoria. O receptor NMDA & um canal iénico
seletivamente permeavel a cations (sédio, potassio e calcio) e que pode ser
modulado de maneira bifasica pelas poliaminas (Williams et al., 1991). Estas
poliaminas sdo constituidas basicamente por espermina, espermidina e
putrescina, sendo encontradas em todas as células eucarioticas. A arcaina, por
sua vez, € uma poliamina de origem sintética, sendo considerada antagonista do
sitio das poliaminas no receptor NMDA (Reynolds, 1990). Estas aminas estao
envolvidas em um grande numero de fungdes bioldgicas. Contudo, no sistema
nervoso central, onde se verificou a presenca de elevadas concentracbes de
espermina (faixas micromolares), a fungcdo exata destes compostos permanece
obscura (Shaw & Pateman, 1973). Alguns estudos tém mostrado que elas podem
ter uma fungdo neuroprotetora tanto em experimentos in vitro (Ferchmin et al.,
2000; Gugliucci & Menini, 2003; Bellé et al., 2004) quanto in vivo (Gilad & Gilad,
1991; Coert et al., 2000; Clarkson et al., 2004; Shirhan et al., 2004). Por outro
lado, alguns estudos mostram o contrario, os quais consideram as poliaminas
neurotéxicas (Bourdiol et al., 1992; Conway, 1998; Takano et al., 2003; 2005).

Desta forma, a presente tese versa sobre esta caracteristica dual da
espermina, investigando uma possivel fungcdo neuroprotetora desta poliamina
contra os efeitos deletérios induzidos pela injegéo intraestriatal de AQ em ratos,

um modelo experimental da doenga de Huntington.
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo geral investigar um possivel efeito

neuroprotetor bem como o mecanismo de acdo da espermina sobre algumas

alteragcbes deletérias induzidas pela administracdo intraestriatal de acido

quinolinico em ratos machos adultos.

Visando atingir o objetivo geral, os objetivos especificos deste trabalho foram:

Verificar o efeito da administracdo estriatal prévia de espermina em
diferentes doses sobre as alteragbes motoras estereotipadas (rotagdes e
percentual de balangos corporais contralaterais) induzidas pelo AQ;
Investigar o mecanismo de acdo da espermina, através da co-
administragéo estriatal prévia de arcaina e espermina sobre as alteragdes
motoras induzidas pelo AQ;

Investigar o efeito da administragdo de espermina contra o aumento do
conteudo de proteina carbonil induzido pelo AQ;

Avaliar o efeito da administracao estriatal pos-treino de diferentes doses
de espermina sobre o déficit mnemdnico apresentado por ratos com
lesdes estriatais induzidas por AQ;

Investigar o efeito da administracédo estriatal de espermina sobre a morte

neuronal e alteracdes astrocitarias induzidas pelo AQ no estriado de ratos.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. POLIAMINAS:

As poliaminas foram descritas pela primeira vez ha mais de 300 anos,
especificamente em 1678. Neste ano, Antoni van Leeuwenhoek relatou a
presenca de certos cristais em amostras de esperma seco. Duzentos anos apés,
Schreiner identificou estes cristais como fosfatos de uma nova base organica,
embora ele tenha proposto a férmula errada. Em 1888, estes cristais foram
batizados por Landenburg e Abel, tornando-se conhecidos como cristais de
espermina. Foi somente em 1926 que a sintese das poliaminas seria finalmente
estabelecida. Dudley, além de sintetizar espermina, também descobriu que estas
aminas eram encontradas em tecidos organicos (Carter, 1994).

Hoje se sabe que as poliaminas naturais — putrescina, espermidina e
espermina — sao ubiquas na natureza, sendo encontradas em todas as células
procaribticas e eucaridticas. Elas podem ser definidas como aminas que contém
duas ou trés cadeias de carbono alifaticas e flexiveis conectadas por atomos de
nitrogénio. Estas moléculas ainda carregam dois grupamentos amino primarios em
cada extremidade da cadeia e, em virtude disto, apresentam uma natureza
alcalina. A caracterizagdo das suas estruturas quimicas (Figura 1) revela que a
putrescina é uma diamina (1,4-diaminobutano), a espermidina é uma triamina
(mono-N-3-aminopropil-1,4-diaminobutano) e a espermina é uma tetramina (bis-N-

3-aminopropil-1,4-diaminobutano) (Teti et al., 2002).
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PUTRESCINA ‘999 RN
ESPERMIDINA m M NS

ESFPERMINA

Figura 1. Representagdo esquematica das estruturas moleculares das poliaminas

(adaptado de Gugliucci, 2004 e Williams, 1997).

O nivel celular adequado de poliaminas é alcangado por meio de um balango
entre a sua biossintese (sintese de novo), degradagao (retroconversido) e
captacao.

a) Biossintese ou sintese de novo: o principal precursor das poliaminas € o
aminoacido ornitina, um intermediario do ciclo da uréia formado a partir da
clivagem hidrolitica do aminoacido arginina em uma reagao catalisada
pela arginase (Figura 2) (Seiler, 1994; Carter, 1994). Em mamiferos, a
ornitina formada ¢é entdo descarboxilada por acdo da ornitina
descarboxilase (ODC) dando origem a putrescina. A partir dai, a enzima
espermidina sintase transfere um grupamento aminopropil de uma
molécula de S-adenosil-metionina descarboxilada (SAM-D) para a
putrescina, dando origem a espermidina. A espermidina formada pode

sofrer agdo da enzima espermina sintase, a qual transfere um segundo
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grupamento aminopropil de outra molécula de SAM-D para a espermidina
originando a espermina (Tabor & Tabor, 1984; Seiler, 1994).
Retroconversao e degradacgéo: a rota de sintese de poliaminas descrita
acima é interconversivel, ou seja, a espermina pode ser convertida em
espermidina e esta em putrescina (Figura 3). O primeiro passo da
interconversdao € a acetilagcdo da espermina na posigdo N1. Apods, a
poliamina acetilada sofre quebra oxidativa, liberando os grupos
aminopropil provenientes da SAM-D por agdo da enzima poliamina
oxidase (Seiler, 1994). Juntamente com o transporte das poliaminas, essa
rota regula sua homeostase intracelular. O catabolismo final destas
aminas é catalisado por amino-oxidases dependentes de cobre, as quais
convertem as mesmas a aldeidos que, posteriormente, sdo transformados
em aminoacidos. Os produtos do catabolismo final bem como poliaminas
acetiladas ou até mesmo ndo modificadas podem ser excretadas pela via
renal.

Captacao: bactérias do trato gastrointestinal sdo capazes de metabolizar
aminoacidos da dieta e produzir poliaminas. Além disso, alimentos de
origem animal (leite, ovos, peixe, carne), frutas, verduras e produtos
fermentados (queijo, cerveja, chucrute, molho de soja fermentado) sao
particularmente ricos em poliaminas (Bardocz et al.,, 1996). Tanto as
poliaminas sintetizadas por bactérias como as provenientes da dieta sao
parcialmente absorvidas pelo trato gastrointestinal e podem,
subsequentemente, ser transportadas para o interior das células por meio

de carreadores.



Revisao Bibliografica

Arglmna

u':lo da Uréia
S-adenosil
C"T"tl“ﬂ mefionina
2
CDz

S-adenosil metionina
descarboxilada

- gl ‘." ‘

'_ Espermina
- conjugada Catabolismo,
o Poliamina oxidase

amino-oxidases

Espermina

i

Figura 2. Rota de biossintese das poliaminas: 1) ornitina descarboxilase, 2) S-adenosil-
metionina-descarboxilase, 3) espermidina sintase, 4) espermina sintase. Note a ligagéo
entre a rota de sintese das poliaminas com o ciclo da uréia e a participagdo essencial da
S-adenosil-metionina  como um doador de grupamento aminopropil (adaptado de

Gugliucci, 2004).

Nos vertebrados, as poliaminas estdo amplamente distribuidas em todos os
tecidos. No interior das células, elas podem ser encontradas tanto ligadas a
macromoléculas (principalmente acidos nucléicos) quanto em sua forma livre, a
qual se estima esteja em torno dos 7 — 10% do conteudo celular total dessas
aminas (Seiler, 1990; Janne et al., 1991). Elas também s&o encontradas, em altas
concentragdes intracelulares, no sistema nervoso central (SNC) (Shaw &

Pateman, 1973).
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Figura 3. Catabolismo das poliaminas (adaptado de Gugliucci, 2004).

No SNC, evidéncias indicam que a espermina e a espermidina podem
exercer a fungcdo de neurotransmissores ou neuromoduladores, pois: a) sao
encontradas em altas concentragdes intracelulares (Tabor & Tabor, 1984; Seiler,
1991), b) séo liberadas de maneira dependente de calcio apds estimulagéo
quimica ou elétrica (Harman & Shaw, 1981a; Fage et al.,, 1992), c) existe um

sistema de recaptagédo de alta afinidade para regular os niveis extracelulares de
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poliaminas (Harman & Shaw, 1981b; Gilad & Gilad, 1991) e d) as poliaminas
interagem com canais idbnicos no SNC, regulando a sua atividade.

Dentre as interagdes mais importantes pode-se citar o bloqueio de alguns
tipos de canais de potassio e de receptores glutamatérgicos por poliaminas
intracelulares, bem como a modulacdo de outros tipos de receptores
glutamatérgicos por poliaminas extracelulares (Williams, 1997). Nesta ultima
categoria, destaca-se o receptor glutamatérgico N-metil-D-aspartato (NMDA).

O receptor NMDA é um complexo formado por receptor e canal (Cotman et
al., 1995) e a sua ativagdo resulta no influxo de calcio (Ca®") e sodio (Na*) e no
efluxo de potassio (K*), ocasionando a despolarizagéo celular (Scatton, 1993;
Ozawa et al., 1998). Este tipo de receptor apresenta diversas propriedades que o
distingue dos demais receptores glutamatérgicos. Por exemplo, a ativacédo dos
receptores NMDA requer a ligagdo ndo somente do glutamato, mas também do
seu co-agonista, a glicina, em um sitio separado. Além disso, em potenciais de
repouso, eles encontram-se bloqueados por ions de magnésio (Mg®")
extracelulares, o qual bloqueia a livre passagem das correntes idnicas através do
canal. O Mg2+ sai do poro somente quando a membrana é previamente
despolarizada. Portanto, as correntes ibnicas neste receptor sdo dependentes de
voltagem, além de serem ativadas por transmissor (Bear et al., 2002). Este
bloqueio voltagem-dependente do canal do NMDA por M92+ pode ser visto como
um mecanismo protetor intrinseco contra a entrada excessiva de Ca®* na célula e
subsequente toxicidade neuronal (Scatton et al., 1991).

Os efeitos das poliaminas sobre o receptor NMDA foram inicialmente

relatados por Ransom e Stec (1988), os quais mostraram que baixas

11



Revisao Bibliografica

concentragdes de espermina e espermidina aumentam a ligagéo do [°*H] MK-801 a
este receptor. Por outro lado, altas concentragdes destas poliaminas ndo foram
tdo efetivas no aumento da ligacédo do [°*H] MK-801 ao receptor NMDA, levando a
uma redugdo do aumento da ligagdo e resultando, desta forma, em uma curva

concentracao-resposta bifasica (Figura 4).

175
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Figura 4. Aumento concentracdo-dependente da ligacdo especifica do [°H] MK-801 por
espermina e espermidina em membranas de cérebro de ratos na presenca de

concentragdes saturantes de glutamato e glicina (retirado de Williams et al., 1989).

A partir deste estudo, varios grupos mostraram resultados similares em
preparacdes diversas (Williams et al., 1989; Sacaan & Johnson, 1990; Yoneda et
al., 1991; Steele et al., 1990; Romano et al., 1991; Bakker et al., 1991).
Adicionalmente, estudos eletrofisiolégicos respaldam este achado. Rock e
Macdonald (1992) mostraram que a espermina, em baixas concentragdes,

aumenta a condutancia do receptor NMDA por aumentar a frequéncia de abertura
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do canal. No entanto, em altas concentragdes, ela induz uma redugao voltagem-
dependente na condutancia do canal e reduz o tempo médio de abertura do
mesmo. A partir da observacdo destes efeitos distintos apresentados pelas
poliaminas, foi proposta a hipétese da existéncia de diferentes sitios de ligacao
para as mesmas no receptor NMDA (Rock & Macdonald, 1992; Sharma &
Reynolds, 1998). Sendo assim, sua complexa atividade modulatéria ocorre devido
a presenca de pelo menos trés sitios de ligagao neste receptor (Singh et al., 1990;
Yoneda & Ogita, 1991; Johnson, 1996; Worthen et al., 2001), onde ha dois sitios
para agonistas e um sitio para antagonistas poliaminérgicos:
a) Sitio 1 ou sitio de alta afinidade: é o sitio pelo qual as poliaminas
potencializam a ligacdo do ['?°l] MK-801 ao receptor NMDA.
b) Sitio 2 ou sitio de baixa afinidade: em concentragées maiores que 100
uM, as poliaminas inibem a ligagéo do ['*°I] MK-801 ao receptor.
c) Sitio 3: € o sitio inibitorio predominante, no qual se ligam os antagonistas

poliaminérgicos (Sharma & Reynolds, 1998).

Sendo assim, as poliaminas agem potencializando ou inibindo as respostas
mediadas pelo glutamato e pela glicina no receptor NMDA, ndo o ativando
diretamente. Essa modulacdo do receptor NMDA ocorre por, pelo menos, quatro
mecanismos diferentes:

a) estimulagdo independente de glicina: em concentragcbes saturantes de

glicina, as poliaminas aumentam o fluxo das correntes idnicas induzidas

pelo glutamato;
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b) estimulagdo dependente de (glicina: ocorre em concentragdes
subsaturantes de glicina; neste caso, as poliaminas aumentam a afinidade
do receptor pela glicina;

c) inibicdo dependente de voltagem: onde ha redugcdo na conduténcia do
receptor uma vez que as poliaminas podem interagir com residuos
carregados negativamente na entrada do canal, resultando num bloqueio
do mesmo (similar aquela produzida pelos ions Mg?*);

d) inibicdo da afinidade do receptor pelo glutamato (Rock & Macdonald,

1995; Johnson, 1996).

Receptores NMDA nativos s&o hetero-oligbmeros compostos por
combinacgdes entre as subunidades NR1, NR2 e NR3. Dessa forma, cada receptor
deve conter pelo menos duas coépias da subunidade NR1 associadas com varias
combinacdes de um, dois ou mais tipos diferentes da subunidade NR2 ou NR3,
perfazendo um total de cinco subunidades em cada receptor (Figura 5). Os
diversos arranjos entre as subunidades do receptor NMDA resultam em
caracteristicas farmacoldgicas distintas. Atualmente, sdo conhecidas oito formas
da subunidade NR1 (NR14 _ 1), quatro formas da subunidade NR2 (NR2x _p) e
duas formas da subunidade NR3 (NR3s _ g) (Paoletti & Neyton, 2007). A
subunidade NR1 tem ampla distribuicdo no SNC, enquanto a subunidade NR2 tem
distribuicdo diferenciada no SNC de adultos. Além disso, a subunidade NR2 exibe
um padrao diferenciado de expressdo durante o desenvolvimento, por exemplo:
NR2g e NR2p sdo encontrados no periodo pré-natal enquanto NR2, e NR2¢ séo

encontrados na época do nascimento. Em adultos, NR24 e NR2g sdo encontrados
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principalmente nas regides cerebrais enquanto NR2¢ é encontrado principalmente
no cerebelo. Os niveis de NR2p no SNC de adultos sdo baixos e eles sao
encontrados principalmente no mesencéfalo e na medula espinhal (Rock &

Macdonald, 1995; Williams, 1997).

Figura 5. Estrutura hipotética dos receptores NMDA. As subunidades do receptor
NMDA tém um grande dominio N-terminal extracelular, trés dominios intermembrana (M1,
M3 e M4) e uma dobra inserida na membrana (M2) que forma parte do poro (Williams,

1997).

Estudos prévios, utilizando sistemas de expressao heterdloga de receptores
NMDA, mostraram que as poliaminas tém efeitos diferentes, os quais dependem
da subunidade variante de NR1 e de NR2 expressas nos receptores. Por exemplo,
a estimulagdo independente de glicina produzida pelas poliaminas € observada
somente nos receptores contendo NR14 € NR2g enquanto receptores contendo

NR1s e NR2,5, NR2¢c ou NR2p ndo exibem este tipo de estimulagdo. Em adigéo, o
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bloqueio dependente de voltagem produzido pelas poliaminas é fraco ou ausente
em receptores contendo NR2¢c ou NR2p, sendo que néao foi observada a influéncia
da subunidade NR1 neste tipo de efeito. A figura 6 mostra os principais efeitos das
poliaminas sobre as diferentes composi¢cées do receptor NMDA. Desse modo, os
efeitos modulatérios das poliaminas (estimulatorio ou inibitério) dependem
basicamente da composi¢ao das subunidades no receptor NMDA e também da
variedade de sitios de ligagado para as mesmas neste receptor, o0 que pode ajudar
a explicar a confusédo e efeitos aparentemente contraditorios destas aminas em

receptores NMDA (Rock & Macdonald, 1995; Johnson, 1996; Williams, 1997).

Receptores NMDA
Na*
2+
Espermina Espermina Mg2+Ca

. .Espermina
!l_ 3!1 U \1‘ .
1-—|j+—'l_[£g£. ‘.

Extracelular

+

Intracelular \ .

Composigcdo de subunidades

P NR2A NRZBE NRZC NRZD NRZB
1. Estimulagdo independente de glicina - + - - -
2. Estimulagdo dependente de glicina 4 _ _ +
(aumento da afinidade por agonistas)
3. Reducdo da afinidade por agonistas — - — - ?
4. Inibigdo voltagem-dependente + + o - +

Figura 6. Modulagao do receptor NMDA pelas poliaminas (adaptado de Williams,

1997).
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1.2. FUNGOES DAS POLIAMINAS:

Apesar de terem sido descobertas ha mais de 300 anos, estudos acerca das
funcdes e propriedades das poliaminas se intensificaram somente nas ultimas trés
décadas. Durante este periodo, uma grande quantidade de informacdes foi
acumulada indicando algumas fungdes destes compostos. As poliaminas estao
envolvidas nos processos de crescimento e diferenciagdo celulares por ativagao
da sintese do RNA e da sintese protéica (Campbell et al., 1978; Tabor & Tabor,
1984; Grilo, 1985). Elas também participam de outros processos tais como
regulacao da expressao génica (Celano et al., 1989) e também apoptose (Ha et
al., 1997).

Além das funcbes no ciclo celular, estudos in vitro mostram que as
poliaminas apresentam atividade antioxidante e sequestrante de radicais livres
(Kitada et al., 1979; Drolet et al., 1986; Tadolini, 1988; Lovaas & Carlin, 1991;
Khan et al., 1992a; 1992b; Farbiszewski et al., 1995; Lovaas, 1997; Ha et al.,
1998; Bellé et al., 2004). Neste contexto, foi visto que a administracdo de
espermina e espermidina reduzem a peroxidacao lipidica induzida apés um evento
isquémico (Farbiszewski et al., 1995) bem como a induzida por diferentes agentes
pré-oxidantes em homogeneizados de cérebros de ratos (Tadolini, 1988; Bellé et
al., 2004), protegem proteinas contra danos estruturais e funcionais induzidos por
agentes glicantes (Gugliucci & Menini, 2003) e também protegem o DNA contra a
acao de radicais livres (Ha et al., 1998). Entre algumas hipoteses propostas para o
mecanismo pelo qual as poliaminas tém um efeito antioxidante, a mais aceita é a
que sugere que as mesmas interajam com os fosfolipidios, carregados

negativamente, estabilizando as membranas celulares (Kitada et al., 1979;
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Tadolini, 1988). Outro estudo respalda esta observagdo ao mostrar que altas
concentracdes de Ca®*, que competem com as poliaminas pelas cargas negativas
dos fosfolipidios da membrana, previnem ou revertem parcialmente o efeito
antioxidante das mesmas (Apelbaum et al., 1981). Além disso, a espermina (em
concentragcdo milimolar) protege os neurdnios da anoxia e da toxidicade do N-
metil-D-aspartato em fatias de hipocampo por prevenir a despolarizagdo neuronal,
inibindo a transmiss3o sinaptica bem como a entrada de correntes de Ca** através
do receptor NMDA (Ferchmin et al., 2000).

Contudo, outros estudos mostram que as poliaminas também podem ser
toxicas para determinadas células do SNC. Takano e colaboradores (2003)
mostram que a espermina e a espermidina (em concentragdes micromolares) sao
letais para cultura de microglia, mas nao de astrocitos. Num estudo posterior, eles
ainda mostram que o responsavel pela toxicidade das poliaminas € um subproduto
de seu metabolismo, a acroleina, que causa dano oxidativo as células uma vez
que este foi atenuado por alguns antioxidantes (Takano et al.,, 2005).
Adicionalmente, a injecdo de espermina e espermidina (30 — 300 nmol) no estriado
de ratos produz um decréscimo dose-dependente de marcadores neuronais como
a glutamato descarboxilase e a colina acetiltransferase, além de reduzir a
densidade de receptores NMDA, sugerindo um papel neurotoxico para as
poliaminas (Bourdiol et al., 1992).

A despeito destes estudos, uma grande gama de evidéncias em estudos in
vivo vem adicionar informag¢des aos achados in vitro, mostrando que as poliaminas
protegem os neurbnios da degeneragao apds diversas injurias. O tratamento

sistémico com poliaminas exdégenas reduz significativamente o volume do infarto
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em diversos modelos de isquemia/hipdxia cerebral (Gilad & Gilad, 1991; Coert et
al., 2000; Clarkson et al., 2004; Shirhan et al., 2004), acelera a regeneragao apos
esmagamento de nervos simpaticos pré- e pds-ganglionares do ganglio cervical
superior em ratos adultos (Dornay et al, 1986), previne efeitos
neurodegenerativos causados por glutamato monossodico na retina de ratos
(Gilad & Gilad, 1989) e acelera a recuperacédo da fungdo motora apoés lesdo do
nervo facial em ratos (Gilad et al., 1996). Além disso, tratamento com inibidor da
ODC aumenta a morte de células nervosas apos injuria axonal de neurbnios
simpaticos, sugerindo que a sintese das poliaminas é uma etapa essencial para a
progressao da regeneragao axonal (Gilad & Gilad, 1983a). Em adigdo, alguns
derivados de poliaminas também s&o considerados neuroprotetores uma vez que
protegem cultura de neurdnios cerebelares contra a toxicidade do NMDA,
previnem a morte de células hipocampais de cobaias apds isquemia cerebral
global e recuperam as fungdes motoras apds isquemia cerebral focal em ratos
(Gilad & Gilad, 1999).

Com base em suas observagbes, Gilad e Gilad (1983a, 1983b)
desenvolveram uma teoria que sugere que as poliaminas participam de um
‘programa de sobrevivéncia® neuronal apods insultos ao SNC. Sabe-se que
neurdnios que sofrem qualquer tipo de injuria (injurias mecanicas, neurotoxinas ou
disfungbes cerebrovasculares) reagem rapidamente para manter a sua
sobrevivéncia, ativando mecanismos moleculares e bioquimicos especificos, isto
€, o “‘programa de sobrevivéncia” (Gilad & Gilad, 1983a; 1992). De modo
defensivo, determinadas reagdes bioquimicas sdo ativadas para combater

processos deletérios, tais como acumulo de radicais livres e de calcio livre
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intracelular, os quais podem levar a degradagao descontrolada de proteinas,
lipidios e acidos nucléicos (Meldrum et al., 1985; Hall & Braughler, 1986). Entre
estas reacbdes bioquimicas, foi observado um aumento rapido, precoce e
transitério da sintese de poliaminas, a chamada “resposta poliaminérgica”, que
parece ser essencial para este programa de sobrevivéncia neuronal (Gilad &
Gilad, 1983b). Esta teoria foi elaborada a partir da observagdo do aumento da
atividade da ODC apds axotomia pds-ganglionar do nervo simpatico: 2 h apés o
evento a atividade enzimatica aumentou em torno de 200 %, atingindo um pico de
453% de aumento da atividade 10 h apds; declinando a 200% em 24 h,
permanecendo assim durante 5 dias e entdo retornando aos niveis do controle
somente 10 dias apds a axotomia (Gilad & Gilad, 1983b). Em contrapartida,
Adibhatla e colaboradores (2002) mostraram uma reducdo dos niveis de
espermina e espermidina na ocorréncia de isquemia cerebral focal transitéria em
ratos. Neste estudo, a dosagem dos niveis de poliaminas foi realizada nas regides
cerebrais atingidas pela isquemia as 6 e 24 h apds os eventos isquémicos. O
tratamento com espermina exdgena restaurou os niveis tanto de espermina
quanto de espermidina no hemisfério ipsilateral. A perda de espermina e
espermidina pode acarretar varias consequéncias que contribuem para a injuria
isquémica, incluindo desestabilizacdo da cromatina, reducdo da capacidade de
tamponamento de Ca?* mitocondrial e aumento da susceptibilidade ao estresse
oxidativo (Adibhatla et al., 2002).

Além deste efeito neuroprotetor, as poliaminas também tém mostrado
exercer algumas agbdes em nivel comportamental. Neste contexto, foi mostrado

que a administracao sistémica de espermina, espermidina e putrecina produziu, de
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forma dependente da dose, uma depressao da atividade motora. Neste estudo, a
depressdo da atividade motora induzida por NMDA foi utilizada como ferramenta
para elucidar as interagdes entre as poliaminas e o receptor NMDA. Mesmo em
doses nao ativas, as poliaminas potencializaram o efeito depressor do NMDA.
Entretanto, a administracdo de MK-801 aboliu e efeito depressor tanto do NMDA
quanto das poliaminas, mesmo nas doses toxicas. Desta forma, conclui-se que o
receptor NMDA possa ser um alvo para mediar os efeitos motores induzidos pelas
poliaminas (Gimenez-Llort et al., 1996).

Ainda com relagédo aos receptores NMDA, diversas evidéncias apontam para
a participagdo crucial dos mesmos em processos de aprendizado e memoria.
Estudos mostram um declinio nos niveis de expressdo deste receptor (da
subunidade NR2B, especificamente) em ratos velhos (Ulas et al., 1992; Clayton &
Browning, 2001) e em pacientes com Doenca de Alzheimer (Ulas et al., 1992). Em
contrapartida, ratos com alta capacidade de aprendizado mostram niveis
aumentados do receptor NMDA (Stecher et al, 1997; Xu et al, 2005).
Adicionalmente, a administracdo de antagonistas deste receptor prejudica (Morris
et al., 1986; lzquierdo et al., 1992; Castellano et al., 1999; Roesler et al., 2000;
Lima et al., 2005; Roesler et al., 2006) enquanto a administragdo de agonistas
favorece o desempenho de animais em diversas tarefas cognitivas (Flood et al.,
1990; Izquierdo & Medina, 1995; Rubin et al., 1997). Portanto, o estudo dos efeitos
das poliaminas sobre o receptor NMDA em tarefas cognitivas torna-se de especial
interesse, uma vez que estas interagem com este receptor modulando sua

atividade.
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Assim sendo, o efeito bifasico das poliaminas sobre o receptor NMDA,
anteriormente relatado em estudos neuroquimicos e eletrofisiolégicos, também &
observado em estudos comportamentais (Kishi et al., 1998a; 1998b; Rubin et al.,
2000; 2001; Mikolajczak et al., 2002a; 2002b; Rubin et al., 2004; Guerra et al.,
2006; Camera et al., 2007). Neste contexto, tem sido mostrado que a
administracdo de baixas doses de poliaminas melhoram enquanto altas doses
prejudicam o desempenho dos animais em tarefas cognitivas. Por exemplo, a
administracao intracerebral (Rubin et al., 2000; 2001; 2004; Guerra et al., 2006) e
sistémica (Mikolajczak et al., 2002a; 2002b; Camera et al., 2007) de espermidina
melhora o desempenho de ratos em tarefas como esquiva inibitéria, medo
condicionado e reconhecimento social. Além disso, as poliaminas mostram efeitos
positivos também em modelos nos quais o0s animais apresentam déficit de
memoria. Kishi e colaboradores (1998a) relatam que a administracdo
intrahipocampal de espermidina atenua o déficit da memoria de trabalho induzido
por administragdo tanto de escopolamina (antagonista muscarinico) quanto de
acido (RS)-1-aminoindan-1,5-dicarboxilico (AIDA, um antagonista glutamatérgico).
Ainda nesta linha de estudo, os mesmos autores relatam que a administracao
intrahipocampal de espermidina associada com D-ciclosserina (agonista do sitio
da glicina no receptor NMDA) reverte o déficit da memaria de trabalho induzido por
MK-801 (antagonista do receptor NMDA) (Kishi et al., 1998b). Além destes
achados, mostrou-se que a administracéo sistémica de espermina em associacao
com a D-ciclosserina reverte completamente o déficit de memoaria induzido por

acido (+)-3-(2-carboxipiperazina-4-il)-propil-1-fosfénico (CPP, um antagonista do

22



Reviséao Bibliogréfica

receptor NMDA) (Meyer et al.,, 1998). Por outro lado, a administracdo
intracerebroventricular de espermina em doses altas (125 e 250 nmol) prejudica o
aprendizado de ratos no labirinto aquatico de Morris (Conway, 1998). Além disso,
foi mostrado que a administracdo sistémica de espermidina (80 mg/kg)
potencializa o prejuizo de aprendizado induzido por MK-801 em ratos no labirinto
de 14 bragos em T (Shimada et al., 1994).

Em adicdo aos estudos comportamentais, experimentos eletrofisiolégicos
mostram que a espermina facilita a geragdo da LTP (long-term potentiation) e que
isto ocorre devido a sua interacdo com receptores NMDA, uma vez que a sua
administracdo concomitante com ifenprodil (antagonista do sitio das poliaminas no
receptor NMDA), numa concentracdo sem efeito per se, bloqueia a geragao da

LTP induzida pela espermina (Chida et al., 1992).

2. DOENGA DE HUNTINGTON & ACIDO QUINOLINICO - MODELO

EXPERIMENTAL:

A doenga de Huntington (DH) foi primeiramente descrita na literatura médica
em 1872 por George Huntington, de Long Island, Nova lorque. A doenca afeta
homens e mulheres indiscriminadamente, atingindo cerca de 1/10.000 pessoas,
tendo maior incidéncia em individuos da raga caucasiana. E uma doenca de
origem hereditaria autossémica dominante e progressiva. O aparecimento dos
primeiros sintomas ocorre normalmente entre os 30 — 50 anos de idade e
progridem inexoravelmente para a morte. Dez a 25 anos apds o aparecimento dos
primeiros sintomas, os pacientes podem morrer por pneumonia, problemas

cardiacos ou outras complicagbes da doenca (Aubeeluck & Wilson, 2008). Os

23



Reviséao Bibliogréfica

pacientes com DH exibem uma grande variedade de sinais clinicos e sintomas, os
quais podem ser agrupados em 3 categorias: sinais motores, sintomas cognitivos
e psiquiatricos:

a) Sinais motores: contor¢des, torgdes, espasmos musculares, tiques, rigidez,
quedas, dificuldade fisica de iniciar um dialogo e, nos estagios mais avancados da
doenca, dificuldade de degluticido (com perda significativa de peso).

b) Sintomas cognitivos: alteracdo da organizacdo e lentiddo no
processamento da informacgao. Isto, por sua vez, pode levar ao prejuizo de novos
aprendizados bem como da percepgao do espaco, a dificuldade de planejamento
e priorizagao, dificuldade de realizacdo de multi-tarefas e de organizagdo das
palavras (gerando problemas de comunicagao).

c) Sintomas psiquiatricos: depressao é a alteragcdo mais comum; outros
sintomas incluem alteragcdes da personalidade, apatia, ansiedade, irritabilidade,
obsess&o com certas atividades, delirio, mania e negagéo.

A DH é causada por uma mutagao no gene IT15, localizado no brago curto do
cromossomo 4. Nos pacientes com DH o gene mutante contém cépias extras do
trinucleotidio CAG, cédon de codificagdo da glutamina. Individuos saudaveis tém
de 11 a 35 repeticdes enquanto pacientes com esta doencga apresentam de 37 a
240 repeticbes. O grau de repeticdo do trinucleotidio esta inversamente
correlacionado com a idade do aparecimento dos sintomas. Assim, quanto maior a
quantidade de repetigcdes do trinucleotidio mais cedo sera o aparecimento dos
primeiros sintomas. A repeticdo excessiva do trinucleotidio CAG &,
consequentemente, traduzida em repeticdo excedente de glutaminas na porgao N-

terminal da proteina huntintina (Aubeeluck & Wilson, 2008). A huntintina, uma
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proteina de aproximadamente 350 kDa, é encontrada na maioria dos neurdnios
(dendritos, corpos celulares e terminais nervosos) e parece estar associada com
vesiculas da membrana e com proteinas do citoesqueleto (DiFiglia et al., 1995).
Embora a sua fungdo normal permanega desconhecida, estudos recentes
sugerem que a huntintina esteja envolvida na regulagdo do transito de vesiculas
sinapticas e na expressao ou funcdo de determinadas proteinas de membrana,
por meio de interagdes com o citoesqueleto (Metzler et al., 2001; Legendre-
Guillemin et al., 2002).

A huntintina mutante inicia uma sequéncia de alteragbes celulares
progressivas no cérebro, que levam a neurodegeneracao seletiva de determinados
tipos celulares de algumas areas cerebrais. O principal alvo celular da
degeneracado na DH s&o os neurbnios espinhosos médios (NEM) GABAérgicos
presentes no corpo estriado (caudado e putdmem). Com a progressao da doenga,
outras estruturas também podem ser afetadas como cortex, talamo, hipotalamo e
substancia nigra pars compacta (DiFiglia, 1990). Embora ainda ndo se saiba
exatamente o porqué dos NEM GABAEérgicos estriatais serem o alvo preferencial
para a degeneragdo, um grande numero de evidéncias aponta para a
vulnerabilidade destes neurbnios a morte celular excitotéxica mediada pela
liberagdo de glutamato dos aferentes corticais e ativacdo dos receptores
glutamatérgicos  ionotropicos:  NMDA,  a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol
propionato (AMPA) e kainato (KA) (DiFiglia, 1990; Beal, 1992). Experimentos
realizados em modelos genéticos da DH sugerem a existéncia de uma ligagao
entre a huntintina mutante com a excitotoxicidade (Zeron et al., 2002; Li et al.,

2003), que € um mecanismo de morte neuronal caracterizado por estimulagao
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excessiva de receptores para aminoacidos excitatérios com subsequente elevacao
anormal dos niveis intracelulares de calcio livre (Estrada Sanchez et al., 2008).

Neste contexto, algumas evidéncias sugerem que os receptores NMDA sé&o
mais seletivos e efetivos para induzir dano excitotoxico nos NEM estriatais que
outros receptores glutamatérgicos ionotropicos. Resultados de estudos post
mortem de ligagado especifica em tecido cerebral de pacientes com DH mostram
que existe uma perda desproporcional de receptores glutamatérgicos estriatais e
que a ligagao para o receptor NMDA diminui significativamente nesta regido (em
torno de 93%) (Young et al., 1988; Albin et al., 1990). Interessantemente, a
expressao da subunidade NR2B em relagdo as outras subunidades NR2 & maior
em NEM estriatais de cérebro de ratos (Landwehrmeyer et al., 1995;
Ghasemzadeh et al., 1996; Kuppenbender et al., 1999), ao contrario de outras
partes do cérebro que ndo expressam a subunidade NR2B, cujas células sao
resistentes a degeneracao na DH. Isto pode explicar, em parte, a vulnerabilidade
seletiva dos NEM nesta doenca.

Os primeiros estudos utilizando o modelo excitotoxico mostram que a
administracao intraestriatal de acido kainico em ratos resulta na morte da maioria
dos neurdnios, preservando somente células da glia e aferentes (Coyle &
Schwarcz, 1976). Embora estes experimentos tenham sido marcos no
desenvolvimento de um modelo para a DH, os investigadores observaram que o
acido kainico nao era a excitotoxina ideal para esta finalidade. Assim, testaram
ainda o acido iboténico e, somente na década de 1980, iniciaram os primeiros
experimentos com o acido quinolinico (AQ). Descobriu-se entdo que a

administracdo estriatal do AQ, um agonista do receptor NMDA, causa
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neurodegeneracgao seletiva dos NEM estriatais em ratos (Foster et al., 1984; Beal
et al., 1986; Bordelon et al., 1997; Ribeiro et al., 2006), camundongos (McLin et al,
2006) e primatas (Kendall et al., 2000; Emerich et al., 2006), de maneira muito
semelhante aquela observada na DH. Desta forma, o AQ foi eleito como o modelo
excitotoxico mais adequado para a DH devido ao padrdo de alteragdes
neuroquimicas e histolégicas, tornando-se inclusive um candidato como agente
etiologico da doenca (Beal et al.,, 1986). De fato, algumas evidéncias apontam
nesta diregdo. Animais neonatos sdo resistentes enquanto animais adultos sao
suscetiveis a toxicidade do AQ; o que esta de acordo com o inicio tipico da DH na
meia idade. Outra evidéncia que contribui para essa suspeita € que o estriado, o
globo palido e o hipocampo sao particularmente vulneraveis a neurotoxicidade do
AQ enquanto o cerebelo, substancia nigra, amigdala, septo e hipotalamo sao
menos suscetiveis (Schwarcz et al., 1984). Muitas destas regides sédo afetadas na
DH embora o local de maior prejuizo neuronal seja o estriado. Isso sugere que
outros fatores, como aferéncias glutamatérgicas, influenciem na topografia da
patologia. Recentemente, Guidetti e colaboradores (2004) encontraram niveis
elevados de AQ no estriado e cortex de camundongos transgénicos para a DH,
fortalecendo a hipotese da participacdo do AQ nesta doenca. Além da
degeneracao neuronal seletiva, a administracao estriatal de AQ também altera o
estado normal das células da glia, produzindo uma intensa astrogliose reativa e
proliferagédo microglial com alteragdes morfolégicas, que aparecem num periodo
que varia de 3 a 10 dias apds a injuria (Popoli et al, 1994; Dihné et al., 2001;

Popoli et al., 2002; Ryu et al., 2004; Ryu & McLarnon, 2008).
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Além das observagbdes neuromorfoldgicas, foi observado ainda que a injegcéo
estriatal de AQ resulta em anormalidades motoras e comportamentais, que
também mimetizam algumas das altera¢des observadas na DH. Em roedores, a
lesdo estriatal unilateral provocada por AQ causa comportamento rotacional
assimétrico (Vecsei & Beal, 1991; Rossato et al., 2002) e também rotagdes
assimétricas em resposta a agonistas dopaminérgicos (Borlongan et al., 1995;
Vazey et al., 2006). Este comportamento rotacional é resultado de um desbalango
de excitabilidade e/ou neurotrasmissores entre os dois hemisférios. De modo
similar, no teste do balango do corpo elevado, quando ratos com lesdes estriatais
unilaterais induzidas por AQ sao suspendidos pela cauda, eles tentam alcanca-la
balancando o corpo somente para um lado, ao contrario de animais sem leséo,
que tentam alcangar a cauda balangando o corpo para ambos os lados (Borlongan
et al., 1995).

Adicionalmente as alteracbes motoras, estudos prévios tém mostrado que
lesdes estriatais produzidas pelo AQ em roedores e primatas também produzem
déficits em tarefas cognitivas (Popoli et al., 1994; Furtado & Mazurek, 1996;
Misztal, et al., 1996; Shear et al., 1998a; Shear et al., 1998b; Francis et al., 2000;
Joel et al., 2003; Ayalon et al., 2004; Featherston & McDonald, 2004; Featherstone
& McDonald, 2005; Trueman et al., 2005), destacando, adicionalmente, para a
importante participagcdo do estriado em determinadas tarefas cognitivas. Neste
contexto, atualmente existe uma ampla gama de estudos que corroboram com
esta hipdtese visto que, além dos trabalhos acima citados, outros mostram que
lesbes estriatais (de qualquer natureza) prejudicam o desempenho dos animais

em diversas tarefas cognitivas (Packard et al., 1989; Packard & McGaugh, 1992;
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Packard et al., 2001; Sargolini et al., 2003; Ferreira et al., 2003; He et al., 2006;
Broadbent et al., 2007).

Embora nao existam atualmente tratamentos que possam parar ou reverter a
degeneragado neuronal provocada pela DH, a busca por terapias que possam
amenizar alguns dos sintomas ou até mesmo retardar a progressao da doenca é
de fundamental importancia. Sabendo-se da participacdo da excitotoxicidade
mediada pelos receptores NMDA na progressdo desta doenga, tratamentos que
tenham este receptor como alvo podem apresentar um potencial terapéutico. As
poliaminas, além de modularem a atividade dos receptores NMDA, também sao
neuroprotetoras em alguns modelos de injuria neuronal. Desta forma, o objetivo
deste estudo foi avaliar os efeitos da espermina no modelo excitotéxico da DH,

buscando uma possivel abordagem terapéutica.
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Apresentacao dos Resultados

Os resultados que fazem parte desta tese estdo apresentados sob a forma de

artigo e manuscrito, respectivamente, conforme descrito abaixo:

CAPITULO 3: Spermine attenuates behavioral and biochemical alterations
induced by quinolinic acid in the striatum of rats.
ANEXO: este anexo apresenta uma parte do trabalho experimental referente

ao artigo acima e que nao é exibido no mesmo.

CAPITULO 4: Spermine improves recognition memory deficit in a rodent

model of Huntington’s disease a ser submetido para o periddico Learning and

Memory.
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Article history: Polyamines are aliphatic amines containing nucleophilic centers that are found in all
Accepted 18 December 2007 eukaryotic cells, including brain cells. These compounds determine neuroprotection in
Available online 3 January 2008 experimental models of cerebral ischemia and neurotoxicity. In the current study we
investigated the protective effects of spermine, an agonist of the polyamine binding site at
Keywords: the N-methyl-D-aspartate receptor, against the behavioral and neurochemical alterations
Spermine induced by quinolinic acid. The unilateral intrastriatal injection of quinelinic acid (180 nmol/
Arcaine site into the dorsal striatum) induced stereotypical motor asymmetries, assessed by the
Quinolinic acid open field and elevated body swing tests. Spermine modulated quinelinic acid-induced
Striatum rotational behavior biphasically. While the previous intrastriatal administration of spermine
Motor asymmetry at the dose of 0.1 nmol/site increased, the administration of spermine at the dose of 10 nmol/
NMDA receptor site reduced quinolinic acid-induced rotational behavior. Spermine (10 nmol/site) also

decreased the contralateral swing behavior induced by quinolinic acid. Furthermore, the
effect of 10 nmol of spermine was counteracted by the co-administration of arcaine
(10 nmol), a selective antagonist of the polyamine binding site at the N-methyl-p-aspartate
receptor. In addition, spermine (10 nmol) protected against quinolinic acid-induced protein
carbonylation in the rat striatum, further suggesting an antioxidant role for this polyamine.
These results provide evidence that the behavioral and biochemical alterations induced
by quinolinic acid are attenuated or prevented by spermine through its interaction with
N-methyl-p-aspartate receptor and/or its antioxidant function.
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1. Introduction

Polyamines, such as spermine, spermidine and putrescine, are
naturally occurring aliphatic cations with nucleophilic centers,
which are fully protonated at physiological pH values
(Bachrach, 2005). Polyamines are present in every cell of the
body and the concentration of spermine (SPM) can reach the
high micromolar range in the central nervous system (Shaw
and Pateman, 1973). These amines are synthesized from the
amino acid omithine, and ornithine decarboxylase is the rate-

controlling enzyme of the polyamine biosynthetic pathway
(Carter, 1994). While polyamines are involved with a large
number of biological functions, accumulating evidence sug-
gests that polyamines can act as neuroprotective agents. Ac-
cordingly, in vitro studies have shown that SPM and spermidine
reduce lipid peroxidation in rat brain homogenates (Bellé et al.,
2004) and protect proteins from structural and functional dam-
age (Gugliucci and Menini, 2003), suggesting an antioxidant and
free radical scavenger role for these compounds. In addition,
polyamines recover population spikes of hippocampal slices
treated with N-methyl-p-aspartate or exposed to anoxia (Ferch-
min et al,, 2000), and administration of 5FM provides neuro-
protection in cerebral ischemia models (Gilad and Gilad, 1991;
Coert et al,, 2000; Clarkson et al., 2004; Shirhan et al., 2004).
However, it is not known whether polyamines protect against
the excitotoxic effects of quinolinic acid in vivo.

Rock and Macdonald (1992) have shown that polyamines
have multiple effects on NMDA receptor currents: at low con-

Fig. 1 - A representative coronal sections (25x) from rats with
unilateral (left side) injections on the striatum.
Photomicrographs from rats with unilateral sal/QA (A) and
SPM/QA (B) administrations. Note the correct placement of
cannula and injection needle in the dorsal striatum.
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Fig. 2 - Effect of intrastriatal administration of SPM (0.01, 0.1,
1.0 and 10 nmol/site) on (A) the total number of contralateral
rotations induced by QA (180 nmol/site). Data are expressed
as mean +S.E.M (n=13-15 per group), “P<0.001; P<0.001,
compared with sal/QA group; and (B) the contralateral-biased
swings induced by QA (180 nmol/site) in EBST. Each bar
corresponds to mean =5.E.M of percentage of
contralateral-biased swings (n=14-15 per group). "P<0.001,
compared with sal/sal group.

centrations they enhance NMDA-evoked currents, whereas at
high concentrations they produce less enhancement, or inhibit
NMDA receptor currents. Initial studies have revealed that poly-
amines bind to the NR2B subunit of the N-methyl-p-aspartate
(NMDA) receptor and modulate its activity (Gallagher et al., 1997)
by potentiating or inhibiting glutamate-mediated responses.
Further studies have revealed that heteromeric NR1y:1/NR2B
receptors exhibit spermine potentiation by two mechanisms: by
increasing glycine affinity and by increasing current through
receptors with bound N-methyl-p-aspartate and glycine. NR1y,,/
NR2A receptors exhibit only the increase in glycine affinity, and
NR1y41/NR2C receptors exhibit neither. As for NR1,0, homomers,
NR1,0¢/NR2B and NR1,q0/NR2A receptors exhibit spermine po-
tentiation only by increasing the glycine affinity, while spermine
produces no potentiation of NR1,0¢/NR2C receptors (Zhanget al.,
1994). In addition, the voltage-dependent block by spermine is
weak or absent in receptors containing NR2C or NR2D compared
with receptors containing NR2A or NR2B (Williams, 1997).
Quinolinic acid (QA) is an endogenous glutamate analogue
that received increasing attention since the discovery of its
ability to activate NMDA receptors, increase neuronal firing
rate (Stone and Perkins, 1981) and cause excitotoxic damage
(Beal etal., 1989). It has been suggested that acute intrastriatal
injections of QA in rats reproduce the early symptoms and
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Fig. 3 - Effectof intrastriatal administration of ARC (0.01, 0.1,
1.0 and 10 nmol/site) on (A) the total number of contralateral
rotations induced by QA (180 nmol/site). Data are expressed
as mean=S5.E.M (n=15 per group); and (B) the
contralateral-biased swings induced by QA (180 nmol/site) in
EBST. Data are expressed as mean=S.E.M of percentage of
contralateral-biased swings (n=>5 per group). "P<.001,
compared with sal/sal group.

neuropathological findings of Huntington's disease (Bordelon
and Chesselet, 1999) since this treatment causes selective loss
of medium spiny neurons, while medium aspiny neurons and
large cholinergic neurons are preserved (Schwarcz et al., 1983;
Beal et al, 1986). The acute striatal administration of QA
causes stereotypical motor alterations in rats, such as rota-
tional behavior (Vecsei and Beal, 1991; Rossato et al., 2002) and
body asymmetry (Borlongan et al, 1995). In addition, Susel
et al. (1989) have shown that QA-induced rotational behavior
may provide means to evaluate the functional integrity of the
striatum, since this behavior is accompanied by significant
biochemical alterations.

Although polyamines, as well as QA, interact with NMDA
receptors (at different binding sites) no study has addressed if
they protect against the insults induced by QA in vivo. Be-
sides, polyamines protect against deleterious effects of QA in
vitro. Therefore, in this study, we investigated whether SPM
protects against the QA-induced motor asymmetries and pro-
tein carbonylation.

2. Results

We assessed the correct placement of cannula in the dorsal
striatum by histological analysis. A representative photomi-
crograph of this analysis is shown in Fig. 1. All data from
animals that presented incorrect cannula placement were

discarded. In addition, microscopic examination of the coro-
nal sections was made. The histological analysis reveals that
ipsilateral side appears similar to the contralateral side, which
was used as control, showing cellular integrity and mainte-
nance of the striatal citoarchitecture onboth groups (sal vs. QA
and SPM vs. QA).

The administration of SPM (0.01, 0.1, 1.0 and 10.0 nmol) or
arcaine (ARC) (0.01, 0.1, 1.0 and 10 nmol) into the dorsal stria-
tum of rats did not cause behavioral alterations compared to
control animals, which received 0.9% NaCl (data not shown).

The effect of intrastriatal injection of SPM on the total
number of contralateral rotations induced by QA is shown in
Fig. 2A. Statistical analysis revealed a significant pretreatment
(1 uL 0f 0.9% NaCl or SPM) vs. treatment (1 uL of 0.9% NacCl or
180 nmol of QA) interaction [Fq134=12.71; P<0.001]. The injec-
tion of QA into dorsal striatum induced contralateral rotations
in 100% of the animals [F(; 134)=262.34; P <0.001; n=14-15]. Post
hoc analysis showed that SPM modulated QA-induced beha-
vioral alterations biphasically. The administration of 0.1 nmol
of SPM increased the number of contralateral rotations in-
duced by QA. As the dose of SPM increased to 10.0 nmol, the
contralateral rotations induced by QA decreased below basal
levels, yielding an inverted U-shaped dose—effect curve. In this
figure only the animals injected with QA (plus SPM 0.01,0.1, 1
or 10 nmol) are shown, since the animals injected with saline
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Fig. 4 - Effect of intrastriatal administration of SPM plus ARC
(10 nmol/site) on (A) the total number of contralateral
rotations induced by QA (180 nmol/site). Data are expressed
as mean = 5.E.M (n=15 per group). "P<0.001, compared with
sal/QA group; and (B) the contralateral-biased swings
induced by QA (180 nmol/site) in EBST. Each bar comresponds
to mean +S.E.M of percentage of contralateral-biased swings
(n=14-15 per group). "‘P<0.001, compared with sal/sal group;
#P<0.05, compared with sal/QA group.
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(plus SPM 0.01, 0.1, 1 or 10 nmol) did not present contralateral
rotations.

The animals intrastriatally injected with QA exhibited a
marked contralateral-biased swing behavior compared with
control animals [F 134=62.21; P<0.001; n=14-15; Fig. 2B]. Sta-
tistical analysis of data revealed a significant main effect of
pretreatment (0.9% NaCl or SPM) [Fis,134y=3.32; P<0.05]. Post
hoc analysis showed that pretreatment with 10 nmol of SPM
decreased the percentage of contralateral-biased swings
induced by QA, while at 0.01, 0.1 and 1.0 nmol had no effect.
It is clear from the graphics that SPM did not cause a biphasic
effect on elevated body swing test (EBST), as it did in the open
field test. This occurred because QA-injected animals pre-
sented EBST scores close to 100%, causing a ceiling effect, e,
it was not possible to further increase the scores. In addition,
SPM had no effect on EBST per se.

The lack of effect of the intrastriatal injection of ARC on the
rotational behavior and contralateral-biased swings induced
by QA is shown in Figs. 3A and B, respectively. In Fig. 3A, only
the groups injected with QA (plus ARC 0.01, 0.1, 1 or 10 nmol)
are shown, since animals injected with saline (plus ARC 0.01,
0.1, 1 or 10 nmol) did not present contralateral rotations.

In order to obtain pharmacological evidence of the parti-
cipation of the NMDA receptor polyamine binding site in the
attenuation of QA-induced rotational responses by SPM, we
investigated whether the co-injection of ARC (at a dose that
had no effect per se on rotational behavior) antagonized the
effect of the polyamine.

In this experiment, SPM (10 nmol) decreased the number of
contralateral rotations and contralateral-biased swings in-
duced by QA, reproducing the results of the experiment shown
in Fig. 2. The co-injection of ARC antagonized the effect of SPM
[Fi1,112)=18.04; P<0.001; Fig. 4A and F(3 10 =7.61; P<0.01; Fig. 4B,
for number of contralateral rotations and percentage of
contralateral-biased swings, respectively], suggesting the in-
volvement of the NMDA receptor poelyamine binding site in the
effects of the polyamine.

In addition, the effect of the intrastriatal injection of SPM
(10 nmol/site) and QA on the total protein carbonylation of the
injected and non-injected striata was evaluated (Fig. 5). Statis-
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Fig. 5 - Effect of intrastriatal administration of SPM

(10 nmol/site) on the QA-induced (180 nmol/site) protein
carbonylation. Each bar corresponds to percentage of nmol
carbonyl/mg protein of the injected side with regard to the
non-injected side. Data are expressed as mean+S.E.M
(n=6 per group). "P<0.05, compared with sal/sal group.

tical analysis of the carbonyl content data revealed a signifi-
cant pretreatment (0.9% NaCl or 10 nmol of SPM) vs. treatment
(0.9% NacCl or 180 nmol of QA) interaction [Fjy,20)=4.48; P<0.05].
Post hoc analysis revealed that previous striatal injection of
SPM significantly reduced QA-induced protein carbonylation.

3. Discussion

There are lines of evidence suggesting that polyamines, parti-
cularly SPM, cause neuroprotection in animal models of cere-
bralischemia (Gilad and Gilad, 1991; Coert et al., 2000; Clarkson
et al., 2004; Shirhan et al., 2004). However, despite these neuro-
protective properties and their high concentrations in CNS,
there are no studies concerning the effects of polyamines on
the behavioral alterations induced by the injection of QA into
the striatum. The present study showed that SPM attenuatesor
potentiates the behavioral alterations induced by the unilat-
eral injection of QA into the striatum, depending on the dose of
the polyamine.

It well known that the intrastriatal administration of QA
(Vecsei and Beal, 1991; Rossato et al., 2002), as well as other
glutamate receptor agonists, such as alpha-amino-3-hydroxy-5-
methyl-4-isoxasole-propionic acid, NMDA (Ossowska and Wol-
farth, 1995; Smith et al., 1996) and kainic acid (Vecsel and Beal,
1991, Ossowska and Wolfarth, 1995; Smith et al., 1996), causes
rotational behavior towards the non-injected hemisphere. Rota-
tional behavior is accompanied by characteristic body asym-
metry (Borlongan and Sanberg, 1995; Borlongan et al., 1995). The
EBST has been shown to be a valuable behavioral tool to identify
early effects of excitatory compounds and behavioral changes in
unilateral neurotoxic animal models. Rats with unilateral intra-
striatal lesions displayed a swing behavior activity (Borlongan
et al.,, 1995). The possible mechanism involved in the display of
biased swing behavior may be similar to those implicated in the
rotational behavior (Borlongan and Sanberg, 1995). In fact, in
this study, the animals injected with QA into the striatum
displayed a typical contralateral rotational response and body
asymmetry, which seems to result from an imbalance in the
neuronal activity between the two sides of the brain (Glick et al.,
1976; Carlson and Glick, 1996).

The biological effects of polyamines are complex, since both
neuroprotective (Gilad and Gilad, 1991, 1992; Coert et al., 2000;
Ferchmin et al., 2000; Clarkson et al,, 2004) and neurotoxic roles
(Gilad and Gilad, 1987; Bourdiol et al, 1992; Otsuki et al.,, 1995;
Conway, 1998) have been attributed to these compounds. These
apparent conflicting findings are probably due to the biphasic
effect of polyamines on the NMDA receptor (Maciveret al., 1991;
Rock and Macdonald, 1995). Electrophysiological studies have
indicated that, at low concentrations, polyamines enhance
NMDA receptor whole-cell current by increasing channel open-
ing frequency. On the other hand, high concentrations of these
amines produce fewer enhancements, orinhibit NMDA receptor
currents, by a voltage-dependent reduction in single-channel
conductance and average open duration (Rock and Macdonald,
1992). Inagreement with this view, we observed that0.1 nmolof
SPM increased the contralateral rotations induced by QA,
whereas 10 nmol of SPM decreased both the number of con-
tralateral rotations and the percentage of contralateral-biased
swings. Therefore, itis possible that SPM, at the dose 0f 0.1 nmol,
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stimulates, while at the dose of 10 nmol inhibits NMDA
receptor-mediated responses.

Arcaine has been reported to be a competitive antagonist of
the polyamine binding site at the NMDA receptor based on its
ability to dose-dependently reduce the potency of spermidine
to enhance [PH]MK-801 and [*H]N-(1-[thienyl]cyclohexyl) pipe-
ridine binding to brain membranes (Reynolds, 1990a,b; Sacaan
and Johnson, 1990). Arcaine has little or no effect on receptor-
binding assays in the absence of polyamines and, therefore,
has the profile of a polyamine antagonist (Rock and Macdo-
nald, 1995). Considering that spermine, at high concentrations,
inhibits PH]MK-801 binding (Williams et al., 1989; Marvizén
and Baudry, 1994) and NMDA receptor conductance (Rock and
Macdonald, 1992), and that these effects are presumed to occur
via an interaction with an inhibitory site, one might argue that
if arcaine blocked the effect of spermine on the inhibitory
bindingsite, it could revert the inhibitory effect ofhigh dosesof
this polyamine. While there is evidence that arcaine may block
the inhibitory binding site (Marvizén and Baudry, 1994), there
are also reports that arcaine does not affect the inhibitory
phase of the spermine (Reynolds, 1990a,b) on MK-801 binding,
and that arcaine reduces NMDA currents by a mechanism
which is independent of spermine, suggesting that spermine
and arcaine act at distinct sites in the NMDA receptor (Maciver
et al, 1991). Our results are compatible with the view that
arcaine antagonizes the effect of polyamines at the inhibitory
binding site of the NMDA receptor. However, given the contra-
dictory results in the literature regarding this matter, the exact
mechanism by which arcaine blocks the protective effects of
high doses of spermine remains to be elucidated. In what
regards the current lack of effect of arcaine per se in this study,
it is worth mentioning that it has been previously found that
arcaine may cause significant behavioral effects per se insome
cerebral structures (Rubin et al,, 2001, 2004), and no effect in
others (Rubin etal., 2000). However, even causing no effect per
se, arcaine was able to prevent the effect of spermidine in those
studies. Considering that the biological action of an antagonist
in a biological system results from preventing agonists (other
drugs or endogenous regulatory molecules) from binding to
and activating receptors, these findings have suggested that
there may exist an endogenous “polyaminergic tonus” in some
cerebral structures (such as amygdala), and that such a tonus
may be decreased or absent in others, such as hippocampus
(Rubin et al., 2000) and striatum (this study).

The sustained stimulation of NMDA receptor induces the
production of reactive species and consequent oxidative stress
(Habemy et al., 2002). The currently reported QA-induced in-
crease of protein carbonylation is in agreement with this view
and reinforces the study by Santamaria and Rios (1993), who
have shown that the intrastriatal injection of QA increases
lipid peroxidation, which is completely prevented by pretreat-
ment with MK-801, a NMDA receptor antagonist. Interestingly,
the putative involvement of the NMDA receptor in the car-
bonylation induced by QA is further supported by its preven-
tion by doses of SPM known to decrease NMDA receptor-
mediated behavioral effects (Fig. 4).

Proteins or peptides containing reactive carbonyl groups
can be generated by: 1) direct reactions of proteins with reac-
tive oxygen species; 2) secondary reactions of primary amino
groups of lysine residues to proteins with reducing sugars or

their oxidation products and Michael-addition reactions of
histidine, lysine or cysteine residues with (o,p-unsaturated
aldehydes formed during the peroxidation of poly-unsaturated
fatty acids. In view of the fact that the formation of protein
carbonyl groups is orders of magnitude greater than other
oxidative modifications, the level of protein carbonyl groups
has become the most widely used marker of protein oxidation
during oxidative stress, aging, and diseases (For reviews, see
Butterfield and Stadtman (1997); Stadtman and Levine (2003)).
However, further studies are required to determine the specific
proteins that are oxidatively modified in this model, as well as
the physiopathological consequences of such modifications.

It is important to emphasize that polyamines have other
actions, as main inducers of eukaryotic cell growth and proli-
feration (Janne et al.,, 2005) and as putative antioxidant agents,
preventing oxidative damage on lipids (Tadolini, 1988; Bellé
et al., 2004), proteins (Gugliucci and Menini, 2003) and DNA
(Khan et al, 1992; Ha et al,, 1998). In fact, while increasing
polyamine synthesis protects against UV radiation-induced
cell damage, the inhibition of polyamine synthesis increases
cell damage in vitro (von Deutsch et al., 2005). Accordingly,
free radical scavenging activity has been described for these
compounds, although they may paradoxically increase oxida-
tive damage induced by beta-amyloid peptide (Yatin et al,
2001), one of whose mechanisms of neurotoxicity may involve
activation of the NMDA receptor (Harkany et al., 1999). These
conflicting data fit well with the view that polyamines may
contribute to both the cell survival and death, and that the
final result depends on the pathways activated in the target
cell, as well as on the intensity of the cellular response elicited.

4, Experimental procedures
4.1. Reagents

All reagents were obtained from Sigma (St. Louis, MO, USA). SPM
(N,N'-bis [3-aminopropyl] 1,4-butanediamine), ARC (1,4-digua-
nidinobutane) and QA (2,3 pyridinedicarboxylic aad) were
dissolved in 0.9% NaCl solution and had their pHadjusted to 7 4.

4.2, Animals

Adult male Wistar rats (250-300 g) from the animal house of the
Universidade Federal de Santa Maria were used in this study.
They were given standard laboratory chow (Guabi, Santa Maria,
RS, Brazil) and water ad libitum and kept in a regulated environ-
ment (22+1 °C) with a 12:12 h light/dark cyde. All animal proce-
dures were in accordance with the Policies on the Use of Animals
and Humans in Neuroscience research, revised and approved by
the Socdety for Neuroscence Research in January 1995 and with
the Institutional and National regulations for animal research
(process 0206). In all experiments, every effort was made to
reduce the number and suffering of the animals used.

4.3. In vivo study

4.3.1. Surgical procedure
Rats were anesthetized with Equithesin (1% phenobarbital, 2%
magnesium sulfate, 4% chloral hydrate, 42% propylene glycol,
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11% ethanol; 3 mL/kg, i.p.) and then placed in a rodent stereo-
taxic apparatus. Under stereotaxic guidance, a cannula was
inserted unilaterally into the right striatum (coordinates rela-
tive to bregma: AP, 0 mm; ML, 3.0 mm,; V, 2.5 mm from the
dura) (Paxinos and Watson, 1986). Chloramphenicol (200 mg/
kg, i.p.) was administered before the surgical procedure. The
postsurgical recovery period was 5 days in all experiments.

4.3.2.  Administration of drugs

Experiment 1: dose-response curve. Rats were injected with
0.9% NaCl (1 pL, intrastriatal) or with SPM (0.01, 0.1, 1.0 and
10.0 nmol/site, 1 pL) or with ARC (0.01,0.1, 1.0 and 10 nmol/site,
1plL). After 15 min, a second intrastriatal injection of 0.9% NaCl
(1 pL) or QA (180 nmol/site, 1 uL) was performed. All drugs were
injected at a flow rate of 0.5 uL/min and all injection needles
were left in place for 1 min after infusion. The injections were
performed using a cannula (30 gauge) that was fitted into the
guide cannula (27 gauge), with the tip of the infusion cannula
protruding 1.0 mm beyond that of the guide cannula and,
therefore, aimed the striatum.

Experiment 2: co-administration of SPM and ARC. After the
postsurgical recovery period, the animals were intrastriatally
injected with 0.9% NaCl (1 uL) or with SPM (10 nmol/site, 1 uL)
or with ARC (10 nmol/site, 1 pL) or with SPM (20 nmol/site,
0.5 pL) plus ARC (20 nmol/site, 0.5 uL). After 15 min, a second
intrastriatal injection of 0.9% NaCl (1 pL) or QA (180 nmol/site,
1 pL) was performed.

4.3.3. Behavioral procedures

Immediately after injections the animals were individually
placed in a round open field (56 cm of intemal diameter) with
the floor divided into 11 equal sections. The open field session
lasted 20 min and, during this period, the animals were ob-
served for appearance of rotational responses (a rotational
response was considered as a 360° movement comprising no
more than three sections). The crossing responses (number of
sections crossed with the four paws), total number of rearing
and time spent grooming were also observed.

After the open field session, animals were transferred to an
acrylicbox (20.5x20.5x20.5 cm) and the EBST was performed as
described by Borlongan and Sanberg (1995). After 2 min of
habituation, the animal was elevated an inch above the ground
by holding its tail. When the animal moved its head directed
more than 10° to either side of the vertical axis a swing was
counted. The direction and the frequency of each swing were
observed. The test session for each animallasted for 1 min. The
results were expressed in % contralateral-biased swings, cal-
culated as follows: % contralateral-biased swings=[n° contral-
ateral swings/ (n° ipsilateral swings +n° contralateral swings}] x
100. The criterion for biased swing behavior was set at 70% or
higher.

The EBST has been shown to be a valuable behavioral tool
to identify early effects of excitatory compounds and beha-
vioral changes in unilateral neurotoxic animal models, since
rats unilaterally injected with excitatory compounds display
aswingbehavior (Borlongan et al., 1995; Prauchner et al., 2004).
The mechanisms involved in biased swing behavior may be
similar to those implicated in rotational behavior (Borlongan

and Sanberg, 1995). In fact, in this study, the animals in-
jected with QA into the striatum displayed a typical contral-
ateral rotational response and body asymmetry, which seems
to result from an imbalance in the neuronal activity between
the two hemispheres (Glick et al., 1976; Carlson and Glick,
1996).

4.4. Ex vivo study

4.4.1. Protein carbonyl content determination

This assay was performed immediately after the behavioral
evaluation. Rats were decapitated and a punch of the injected
striatum was rapidly obtained using a stainless steel puncher
5 mm in internal diameter around the site of cannula place-
ment. The punch was placed on ice and weighed. The contra-
lateral hemisphere was subjected to the same procedure and
served as internal control. Tissues were immediately homo-
genized in 10 volumes (w/v) of cold 10 mM Tris-HCI (pH 7.4)
using a glass homogenizer and its protein carbonyl content
was determined (Yan et al., 1995 — adapted to brain tissue), as
indicated below. In brief, homogenates were diluted to 750-
800 pug/mL of protein in each sample, and 1 mL aliquots were
mixed with 0.2 mL of 24-dinitrophenylhydrazine (DNFH, 10 mM)
or 0.2 mL HCI (2 M). After incubation at room temperature
for 1 h in a dark environment, 0.6 mL of denaturing buffer
(150 mM sodium phosphate buffer, pH 6.8, containing 3% SDS),
1.8 mL of heptane (99.5%) and 1.8 mL of ethanol (99.8%) were
added sequentially, mixed by vortex shaking for 40 s and
centrifuged for 15 min. Next, the protein isolated from the
interface was washed twice with 1 mL of ethyl acetate/ethanol
1:1 (v/v) and suspended in 1 mL of denaturing buffer. Each
DNPH sample was read at 370 nm in a Hitachi U-2001 spectro-
photometer against the corresponding HCl sample (blank), and
total carbonylation calculated using a molar extinction coeffi-
cient of 22,000 M~ e ?, according to Levine and co-workers
(1990).

4.4.2. Protein determination

Protein content for biochemical experiments was measured by
the method of Bradford (1976) by using bovine serum albumin
(1 mg/ml) as standard.

4.4.3. Histology

Immediately after the behavioral evaluation, one set of animals
was anesthetized with equitesin (3 mL/kg, 1.p.). Transcardiacal
perfusion was made with about 200 mL of 0.9% NaCl followed
by 200 mL of 10% formaldehyde in phosphate buffer, pH 74.
The whole brain was removed and fixed in 10% formalde-
hyde, and paraffin blocks were made. Sections were cut at
the site of injection, stained with hematoxilin and eosin with
the purpose to determinate whether the cannula was correctly
placed in the dorsal striatum and to verify any histological
alteration.

4.5. Statistical analysis
Data were analyzed statistically by two-way or three-way
ANOVA, followed by Student-Newman-Keuls test when ap-

propriate. Differences between groups were considered to be
significant when P<0.05.
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Anexo do Artigo

TABELA 1. Efeito da administracao intrastriatal de SPM e AQ (180 nmol/sitio)

sobre alguns parametros comportamentais observados no campo aberto, como

numero de cruzamentos, numero de respostas de levantar e tempo de limpeza.

Numero de Numero de Tempo de
Pré-tratamento Tratamento respostas de . P
cruzamentos limpeza (s)
levantar
Salina Salina 48.20+5.0 19.33+3.5 199.53 + 46.6
SPM 0.01 nmol Salina 4457 +4.7 15.64+1.9 132.28 +21.7
SPM 0.1 nmol  Salina 4714 +7.4 21.71+£2.6 140.42 + 22.1
SPM 1.0 nmol  Salina 5450 +5.7 2540+2.3 178.57 £ 31.2
SPM 10 nmol Salina 50.93+5.7 22.21+4.1 187.13 £15.7
Salina AQ 65.06 £ 8.0 22.86 + 3.0 164.13 £ 36.7
SPM 0.01 nmol AQ 57.35+8.8 2214 +£5.2 174.64 +24.8
SPM 0.1 nmol AQ 66.57 £ 6.2 19.07 +4.3 150.14 + 21.0
SPM 1.0nmol AQ 52.71 £12.0 18.71+£1.8 137.92 +18.6
SPM 10 nmol AQ 36.53 £ 5.3 15.46 £ 2.7 146.26 + 28.0

Dados expressos como média + erro padrao, n =13 - 15.
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Anexo do Artigo

TABELA 2. Efeito da administracéo intrastriatal de ARC e AQ (180 nmol/sitio)

sobre alguns parametros comportamentais observados no campo aberto, como

numero de cruzamentos, numero de respostas de levantar e tempo de limpeza.

Numero de

Pré-tratamento  Tratamento cl;luuzrgrirgnts reslpostas de “:-:gzgg ?Se)
evantar
Salina Salina 4760x7.3 18.60 £ 4.1 187.40 £ 37.4
ARC 0.01 nmol  Salina 4533+7.2 16.60 + 2.6 108.26 + 21.3
ARC 0.1 nmol Salina 40.40 +6.6 19.53+2.2 113.86 + 20.45
ARC 1.0 nmol Salina 47.93+6.0 18.06 + 2.1 144.86 + 29.8
ARC 10 nmol Salina 64.26 £ 9.7 23.60+2.5 174.93 + 23.5
Salina AQ 61.00 £ 8.0 15.80+ 3.3 134.06 + 26.1
ARC 0.01 nmol AQ 54.20+9.0 25.33+5.2 149.06 + 17.0
ARC 0.1 nmol AQ 35.86 +9.8 12.80 £ 3.0 130.93 £ 21.3
ARC 1.0 nmol AQ 61.20 £ 9.7 20.40+1.0 167.13 + 28.9
ARC 10 nmol AQ 62.60+7.4 17.66 + 2.7 152.60 + 26.9

Dados expressos como média + erro padréao, n = 15.
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Anexo do Artigo

TABELA 3. Efeito da administracao intrastriatal de SPM + ARC e AQ (180
nmol/sitio) sobre alguns parédmetros comportamentais observados no campo

aberto, como numero de cruzamentos, numero de respostas de levantar e tempo

de limpeza.
Pré-tratmento  Tratamento Numero de Numero de Tempo de
respostas de .
cruzamentos | limpeza (s)
evantar
Salina Salina 55.66 + 10.0 22.20+4.7 187.00 £ 37.5
SPM 10 nmol  Salina 4586 +7.6 21.80+3.0 216.33 + 30.6
ARC 10 nmol  Salina 59.93+9.8 22.93+25 182.53 + 28.0
SPM + ARC Salina 60.40 + 8.3 2446+ 3.4 140.86 + 23.6
Salina AQ 59.26 + 5.4 19.33+1.5 126.93 + 22.3
SPM 10 nmol  AQ 44.93+10.3 15.26 + 3.2 134.60 + 27.4
ARC 10 nmol AQ 58.33+7.5 14.80+2.9 126.86 + 27.0
SPM + ARC AQ 62.00£7.5 18.33+1.6 108.33 +11.3

Dados expressos como média + erro padrao, n = 15.
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Abstract

Huntington’s disease (HD) is a progressive neurodegenerative disorder
associated to motor and cognitive impairment. Intrastriatal administration of
quinolinic acid (QA) causes neurodegeneration, glial proliferation and cognitive
impairment in animals, which are similar to those seen in human HD. Since
polyamines improve memory in cognitive tasks, in the present study we
investigated whether the post-training intrastriatal administration of spermine
(SPM), an agonist of the polyamine site at the NMDA receptor, would reverse the
deficits in the object recognition task and morphological alterations induced by QA.
Bilateral striatal injections of QA (180 and 360 nmol/site) caused object recognition
impairment, neuronal death and reactive astrogliosis. Spermine (0.1 and 1.0
nmol/site) reversed QA-induced impairment of object recognition task. SPM (0.1
nmol/site) inhibited the QA-induced reactive astrogliosis, but did not alter neuronal
death. These results suggest that polyamine binding sites may be a therapeutic

target to prevent reactive astrogliosis and mnemonic deficits in HD.

Keywords: spermine; quinolinic acid; striatum; Huntington’s disease; memory;

object discrimination.
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Introduction

Huntington’s disease (HD) is a progressive neurodegenerative disorder
caused by a genetic mutation with consequent expanded trinucleotide (CAG)
repeat in the gene that encodes the protein huntingtin, leading to very
characteristic neuropathological alterations through mechanisms that are currently
unknown (Aubeeluck & Wilson, 2008). The most striking changes are found within
the striatum, which presents severe neuronal degeneration, accompanied by
emotional, motor and cognitive impairment (Lawrence et al., 2000). Hence, various
studies have focused on the participation of striatum in the cognitive deficit
observed in patients and in animal models of the disease (Packard et al., 1989;
Packard and MacGaugh, 1992; Furtado and Mazurek, 1996; Shear et al, 1998a;
Lawrence et al., 2000; Packard et al., 2001; Ferreira et al., 2003). There is a bulk
of evidence suggesting that basal ganglia play a role in both complex visual object
cognition and visuospatial cognition in primates (Yeterian and Pandya, 1995;
Lawrence et al., 2000). In fact, while lesioning of the tail of caudate and putamen
impairs the performance of animals in visual discrimination tasks (Divac et al.,
1967; Buerger et al., 1974), HD patients (who also present striatal damage) exhibit
deficits of visuospatial recognition memory (Lawrence et al., 2000).

Intrastriatal  injections of quinolinic acid (QA) reproduce many
histopathological and neurochemical features of HD neuropathology in rodents and
nonhuman primates, including loss of striatal projection neurons and sparing
NADPH-diaphorase neurons (Beal et al., 1986; Ferrante et al., 1993). Furthermore,
rats given intrastriatal injections of QA present memory deficits in water- (Furtado

and Mazurek, 1996; Shear et al., 1998b) and T-maze (Ayalon et al., 2004) tasks.
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These characteristics contributed to the popularity of the QA model of HD, which
has been frequently used to study the mechanisms of selective neuron death and
to evaluate neuroprotective strategies for HD. QA is pharmacologically recognized
as an agonist for N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor whose mechanism of
neurotoxicity seems to involve the overactivation of this receptor, which in turn
produces intracellular calcium increase and excitotoxicity (McDonald and Johnston,
1993; Haberny et al., 2002).

There is a large body of evidence indicating that the NMDA receptor is crucial
for the induction of activity-dependent synaptic plasticity and formation of memory
of several tasks in rodents, including aversive conditioning (Kim et al., 1991;
Fanselow and Kim, 1994; Stote and Fanselow, 2004), spatial memory (Furtado
and Mazurek, 1996; Shear et al., 1998a; Packard et al., 2001) and visual
recognition memory (Xu et al., 2005; de Lima et al., 2005). The NMDA receptor is
modulated by several compounds, including its main transmitter glutamate, glycine
and polyamines (Williams et al., 1991).

Polyamine actions in the CNS have been extensively studied, particularly its
modulatory role on NMDA receptors and on memory. It has been demonstrated
that spermidine and spermine (SPM) improve memory in several tasks.
Accordingly, spermidine improves inhibitory avoidance learning and fear
conditioning (Rubin et al., 2001; 2004; Guerra et al., 2006; Camera et al., 2007),
and attenuates working memory deficits caused by muscarinic and NMDA
receptors blockade in the hippocampus (Kishi et al., 1998). In line with this view,
spermine attenuates T-maze learning impairment induced by a noncompetitive

NMDA antagonist (Meyer et al., 1998). However, to our knowledge, there are no
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studies concerning the effects of polyamines on memory deficits caused by QA.
Therefore, in the present study we investigate whether SPM prevents the
impairment of recognition memory induced by QA rats, a recognized animal model

of HD.

Results

Figure 2 shows the effect of the intrastriatal administration of QA (90, 180 and
360 nmol/site) on discrimination score. Statistical analysis (one-way ANOVA
followed by SNK Test) revealed that striatal injections of 180 and 360 nmol of QA
decreased the discrimination score at testing (F341 = 4.0, p < 0.05) compared with
control group, indicating a memory impairment in QA-treated animals.

Figure 3 depicts the effect of post-training intrastriatal administration of SPM
(0.1, 1 or 10 nmol/site) on the discrimination score of animals previously treated
with sal or QA (180 nmol/site). Statistical analysis (two-way ANOVA followed by
SNK Test) revealed a significant pre-treatment (sal or QA 180 nmol/site) by
treatment (sal or SPM) interaction (Fzgs = 3.1, p < 0.05). Post hoc analysis showed
that SPM, at the doses of 0.1 and 1.0 nmol/site, reversed QA-induced impairment
of object recognition memory. SPM had no effect per se on the discrimination
score.

Since the discrimination score may be affected by locomotor alterations
unrelated to the mnemonic component of the task, we monitored the number of
crossing and rearing responses in all behavioural sessions. Table 1 and 2 show
that neither QA nor SPM injections altered exploratory activity measured by

crossing and rearing responses. Data from habituation and training sessions were
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combined and presented as pre-retention scores since, at this point, the animals
were under the same treatment conditions.

Seven days after the injection of sal or QA (180 nmol/site), the integrity of
striatal neurons was assessed by examining fluoro-jade C labelled cells. Figure 4
shows the mean density of labelled fluoro-jade C cells in the striatum. Statistical
analysis (two-way ANOVA) revealed a significant main effect of pre-treatment (sal
or QA 180 nmol/site; F146 = 5.28, p < 0.05), indicating that QA increased the
density of fluoro-jade C staining in the striatum (QA/sal and QA/SPMo.1 nmolsite
groups), compared with control group. Figures 5A-D show representative
photomicrographs of the striatum of sal/sal (5A), sal/SPM 0.1 nmol/site (5B), QA/sal
(5C) and QA/SPM 0.1 nmolisite (5D) groups, in which a significant increase in QA-
induced fluoro-jade C staining was observed.

Figure 6 shows the mean density of striatal GFAP-immunoreactive cells in
animals subjected to QA and SPM injections, and their respective controls.
Statistical analysis (two-way ANOVA) revealed a significant pre-treatment (sal or
QA 180 nmol/site) by treatment (sal or SPM 0.1 nmol/site) interaction (F116 =
25.66, p < 0.001). Post hoc comparisons showed that QA increased GFAP labelled
cells, an effect that was reverted by the intrastriatal injection of SPM (0.1
nmol/site). Figures 7A-D show representative photomicrographs of the striatum of
sal/sal (7A), sal/SPM 0.1 nmol/site (7B), QA/sal (7C) and QA/SPM 0.1 nmol/site (7D)
groups, in which QA-induced increase of GFAP immunoreactivity was reverted by

SPM.
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Discussion

In the current study, we showed that intrastriatal injection of QA (180 and 360
nmol/site) impairs learning on objects recognition task, in a dose-dependent
manner, and that the post-training intrastriatal administration of SPM reverses QA-
induced performance deficits on this task. There is a significant body of evidence
suggesting that the intrastriatal administration of the NMDA agonist QA causes
striatal damage and cognitive impairment in diverse mnemonic tasks (Furtado and
Mazurek, 1996; Shear et al., 1998; Francis et al., 2000; Joel et al., 2003; Trueman
et al., 2005). Since it has been demonstrated that NMDA receptors play a key role
in synaptic plasticity, learning and memory (Castellano et al., 2001; Riedel et al.,
2003), it is reasonable to propose that the pre-training administration of QA impairs
learning by overactivation of NMDA receptors followed by neuronal death with
consequent reduction in the glutamatergic transmission in the rat striatum. In fact,
a significant number of striatal neurons died after the injection of QA, as shown in
sections stained with fluoro-jade C, a fluorescent marker for dying neurons (Fig 3).
Previous works have suggested that NMDA receptor overactivation may be
involved in degeneration of medium spiny striatal (MSS) neurons in HD (DiFiglia,
1990; Beal, 1992; Li et al.,, 2003). These MSS neurons are more vulnerable to
death than other cell types because they have high expression of NMDA receptors
(particularly with the NR2B subunit) (Zeron et al., 2002). In addition, QA-induced
apoptosis is prevented by MK-801 but not by NBQX, supporting that striatal cell
death occurs via NMDA receptor (Qin et al., 2002). Moreover, our results suggest
that the activation of NMDA receptors in the striatum is a basic requisite for

encoding recognition processes (de Lima et al., 2005; Nilsson et al., 2007).
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It has been suggested that polyamines play an important role as modulators
of learning and memory processing. Studies from our group have demonstrated
that intrahippocampal, intra-amygdalar or systemic administrations of spermidine
improve performance in fear conditioning and inhibitory avoidance tasks (Rubin et
al., 2000; 2001; 2004; Guerra et al., 2006; Camera et al., 2007). Moreover, arcaine
(the antagonist of the polyamine binding site at the NMDA receptor) impairs
memory and reverses the facilitatory effect of spermidine on memory (Rubin et al.,
2004). However, there are no studies investigating whether polyamines improve
the learning deficit induced by excitotoxic striatal lesions, a question that bears
important clinical consequences, since excitotoxicity has been implicated as a

convergent mechanism for several neurodegenerative diseases, including HD.

One of the most interesting properties of polyamines is its biphasic effect on
the NMDA receptor. In fact, there is convincing neurochemical and
electrophysiological evidence that polyamines dually modulate the NMDA receptor
(Williams et al.,, 1991; Rock and Macdonald, 1995). At low micromolar
concentrations, they enhance [*H] MK-801 and [*H] TCP binding to NMDA receptor
channel, whereas higher concentrations do not alter the binding of these ligands
(Ransom and Stec, 1988; Sacaan and Johnson, 1990; Williams, 1997).
Accordingly, low concentrations of polyamines enhance NMDA-evoked currents,
whereas higher concentrations produce less enhancement of, or inhibit, NMDA
receptor currents through controlling the channel opening frequency (McGurk et
al., 1990; Sprosen and Woodruff, 1990; Rock and Macdonald, 1995). Therefore, it

is reasonable to suggest that the low doses of SPM used on this study (0.1 and 1.0
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nmol/site) improved the consolidation of memory by modulating NMDA receptors in
remaining neurons of striatum. Interestingly, polyamine enhancement and inhibition
of NMDA receptor currents occurs basically with combined NR1/NR2A and
NR1/NR2B subunits, while receptors containing NR2C and NR2D subunits these
amines produces weak or absent effects (reviewed by Williams, 1997). In fact,
previous studies have implicated selected NMDA receptor subunits in the
recognition memory processing, particularly the NR2B. In this context, rats showing
superior object recognition performance presented higher levels of the NR1 and
NR2B subunits in the striatum than rats with poor recognition performance (Xu et
al., 2005). In line with this result, a study using genetic approaches has shown that
mice overexpressing NR2B subunits in the forebrain performed better than wild-
type animals in this task (Tang et al., 1999). It is remarkable that NR2B subunit
expression is increased in MSS neurons, a finding that is in full agreement with the
currently reported improvement of memory by the intrastriatal injection of
polyamines, which selectively bind to this subunit (Landwehrmeyer et al., 1995;

Ghasemzadeh et al., 1996; Rigby et al., 1996).

Considering that basal ganglia are directly associated with motor control, a
special care was taken to discard pharmacologically-induced motor impairment as
a potential bias in the test. Neither QA nor SPM altered crossing and rearing
activities in the present study. These findings are in agreement with Scattoni et al.
(2004), who have shown that QA does not alter locomotor and rearing activity until

2 weeks post-lesion.
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Alterations of the functional state of glial cells in almost all brain pathologies
(Selkoe et al., 1982; Borlongan et al., 1995; Binder and Steinhauser, 2006; Sugaya
et al., 2008) and also after CNS injury (Hill-Felberg et al., 1999; Norton, 1999) have
been reported. Although microglia and astrocytes secrete important growth factors
for neurons, their role after CNS injury seems detrimental for neuronal survival and
regeneration (Fawcett, 1997; Ridet et al., 1997; Cassiani-Ingoni et al., 2007). In
this context, some studies have shown that QA induces secondary molecular
changes that are followed by neuronal death, microglial activation and reactive
astrogliosis (Dihné et al., 2001; Ryu et al.,, 2004; Ryu and McLarnon, 2008).
Reactive astrogliosis is characterized by hyperplasia, hypertrophy and increase in
GFAP immunostaining. In full agreement with these studies, our investigations
showed a significant increase in GFAP immunoreactivity 6 days after QA-injection

in the striatum.

There are in vivo studies showing that pharmacological treatments that inhibit
the glial proliferation after CNS injury are neuroprotective (Ryu et al., 2004) and
facilitate cognitive recovery (Di Giovanni et al., 2005). In the current study, we
found that a single administration of SPM (0.1 nmol/site) completely inhibited QA-
induced increase of GFAP immunoreactivity in the striatum. The administration of
SPM occurred five days after QA injection, when astrogliosis ensues (Dihné et al.,
2001). Since there is a delayed time course of glial proliferation following CNS
injury, it is reasonable to suggest that SPM modified the normal course of glial

events after striatal QA-administration.
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Altogether, our findings suggest that SPM protects against both behavioural
and morphological alterations induced by QA. However, further studies are
necessary to determine the mechanisms by which SPM decreases QA-induced

glial proliferation and cognitive impairment.

Materials and Methods

Subjects

A total of 148 adult male Wistar rats (250 — 300 g) were used. Animals were
housed four per cage in a room at a constant temperature (22 £+ 1 ° C) and
maintained on a 12:12 h light:dark cycle with free access to standard laboratory
food (Supra, Santa Maria, RS, Brazil) and water. All animal procedures were
carried out in accordance with the Policies on the Use of Animals and Humans in
Neuroscience research, revised and approved by the Society for Neuroscience
Research in January 1995 and with the Institutional and National regulations for

animal research (process 0206).

Surgery

Rats were anesthetized with Equithesin (1% Phenobarbital, 2% magnesium
sulphate, 4% chloral hydrate, 42% propylene glycol, 11% ethanol; 3 mL/kg, i.p.)
and then placed in a rodent stereotaxic apparatus. Under stereotaxic guidance,
cannulas were inserted bilaterally into the striata (coordinates relative from
bregma: AP, 0 mm; ML, 3.0 and -3.0 mm; V, 2.5 mm from the dura) (Paxinos and

Watson, 1986). Chloramphenicol (200 mg/kg, i.p.) was administered before the
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surgical procedure. The post surgical recovery period was 5 days in all

experiments.

Design

Experiment 1

On day 1, animals received bilateral intrastriatal injections of saline (0.9%, 1
uL/site) or QA (90, 180 or 360 nmol, 1 uL/site). On day 5, the animals were
habituated to the open field apparatus and on days 6 and 7 animals were

subjected to the object recognition task (Fig 1).

Experiment 2

On day 1, rats were injected with saline (0.9%, 1 uL/site) or QA (180 nmol, 1
uL/site) bilaterally into the striata. On day 5, the animals were habituated to the
open field apparatus, and on day 6 the animals were subjected to the training
session of the object recognition task. Immediately after training the animals were
injected with saline (0.9%, 1 uL/site) or SPM (0.1, 1 or 10 nmol, 1 pL/site)

bilaterally into the striata.

All drugs were obtained from Sigma (St. Louis, MO, USA) and dissolved in 0.9%
saline (pH adjusted to 7.4). SPM (N,N’-bis [3-aminopropyl] 1,4-butanediamine) and
QA (2,3 pyridinedicarboxylic acid) were injected at a flow rate of 0.5 pL/min. The
injections were left in place for 1 min after infusion to avoid reflux and were

performed using a cannula (30 gauge) that was fitted into the guide cannula (27
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gauge), with the tip of the infusion cannula protruding 1.0 mm beyond that of the

guide cannula and, therefore, aimed the striatum.

Object recognition task

The object recognition task takes advantage of the rats’ spontaneous tendency to
explore the environment and does not require punishment or reward (Ennaceur
and Delacour, 1988). It consisted of three sessions: habituation, training and
retention. Animals were left to freely explore for 10 min a round open field (56 cm
of internal diameter, which had its floor divided into 10 areas of the same size) in
the absence of objects. Twenty-four hours after habituation, training was
conducted by placing individual rats for 10 min into the field, in which two identical
objects (object A1 and A2) were positioned in two adjacent sides. In the retention
session, carried out 24 hours after training, the rats were allowed to explore for 10
min the open field, in which one of the familiar objects used during training was
replaced by a novel object (object B). Objects were made of odourless plastic and
similar in size. Between each trial, the objects and the field were cleaned with a
30% ethanol solution. The total time spent sniffing or touching each object with the
nose and/or forepaws and the number of rearing and crossing responses were
recorded by an observer who was not aware of the animal’s pharmacological
treatment. Recognition memory was assessed by a discrimination score,
calculated as the difference between the times spent exploring the novel (B) and

the familiar object (A).

Perfusion and histological processing of tissue
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A subset of the animals from experiment 2 was chosen to evaluate whether SPM
protected from the morphological alterations induced by the intrastriatal injection of
QA (sal/sal, sal/SPM 0.1 nmol, QA/sal and QA/SPM 0.1 nmol groups). Seven days
after the first injection (sal or QA 180 nmol), the animals were deeply anesthetized
with Equithesin (3 mL/kg, i.p.) and the heart was perfused through the ascending
aorta with 0.15 M phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.4) followed by a solution
of 4% paraformaldehyde in PBS (pH 7.4). The whole brain was removed, post
fixed in the same fixative for 24 h at 4° C and then cryoprotected in a 20% sucrose
solution for 24 h at 4° C. They were then cryosectioned in the coronal plane (20-um
thick) and stored in PBS at 4° C until processed. The brain sections were mounted
on gelatine-coated slides and divided into two sets: |) fluoro-jade C staining — a
histofluorescent method to detect neuronal degeneration - and |l)
immunohistochemical staining for glial fibrillary acidic-protein (GFAP).

I) Histochemical staining for the detection of neuronal degeneration: fluoro-jade C.
Slides were immersed in 0.1% NaOH in 80% ethanol for 5 min followed by 1 min
each in 70% alcohol and 2 min in distilled water. The slides were then transferred
to a solution of 0.06% potassium permanganate and were gently shaken for 10
min. After rinsing twice with distilled water for 1 min, the slides were incubated in a
dark environment for 10 min in a 0.001% fluoro-jade C solution made in 0.1%
acetic acid. After staining, the sections were rinsed three times with distilled water
(1 min each), dried at 37° C, dehydrated in xylene and coverslipped with DPX
mountant.

II) Immunohistochemical staining: GFAP. The slides were rinsed for 5 min in PBS

(pH 7.4) and immersed for 30 min in 0.05 M Tris-buffered saline (TBS, pH 7.4)
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under gentle agitation to remove traces of fixative. They were rinsed three times
with 1% Triton X-100 in 0.05 M TBS (15 min each) and incubated for 60 min with
10% fetal calf serum in 0.05 M TBS to block antibody non-specific binding. The
slides were then incubated overnight at 4° C with monoclonal anti-GFAP antibody
(1:1000, mouse Dako Cytomation, DK, Z0334). After incubation, the slides were
washed five times with 0.05 M TBS (15 min each), dehydrated in an ascending

ethanol series followed by xylene and coverslipped with prolong anti-fade.

Quantification and statistical analysis

Images of representative regions of striatum were examined under a Zeiss (PG-
HITEC, Mem Martins, Portugal) Axioskop 2 plus microscope equipped with a
EBQ100 isolated fluorescent lamp. Analyses were performed using the Axiovision
Release 4.2 software. A set of three sections, taken from the same region in all
groups, throughout the rostrocaudal extend of the striatum was analyzed. The
mean of density of labelled cells (fluoro-jade C and GFAP) in the three sections
from each animal was expressed as counts/mm3.

Behavioral and morphological data were analyzed by one or two-way ANOVA,
followed by Student-Newman-Keuls test when appropriate. Differences between

groups were considered to be significant when p < 0.05.
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Figure 1. Timeline of the behavioral procedures.
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Figure 2. Effect of pre-training intrastriatal administration of QA (90, 180 and 360
nmol/site) on discrimination score in the object recognition task. Data are
expressed as means £ S.E.M. (n = 9 — 12 per group), *p < 0.05 compared with sal

group.
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Figure 3. Effect of post-training intrastriatal administration of SPM (0.1, 1 and 10
nmol/site) on discrimination score and on impairment of discrimination score
induced by striatal lesion (180 nmol/site of QA) in the object recognition task. Data
are expressed as means + S.E.M. (n = 12 per group), *p < 0.05 compared with

sal/sal group.
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Figure 4. Quantification of neuronal degeneration of the striatal cells (labelled with
Fluoro-Jade C) 7 days after pretreatment with QA (180 nmol/site). Treatment with
SPM (0.1 nmol/site) was made 5 days after pretreatment with QA. Data are
expressed as means + S.E.M. (n = 4 per group), *p < 0.05 compared with sal/sal

group.
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Figure 5. Detection of neuronal degeneration with the fluorescent marker Fluoro-
Jade C. Photomicrographs show coronal sections at level of the striatum of rats
treated with (A) saline/saline, (B) saline/SPM 0.1 nmol/site, (C) QA 180 nmol/site/saline

and (D) QA 180 nmol/site/SPM 0.1 nmol/site.
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Figure 6. Quantification of GFAP-immunoreactivity in the striatum 7 days after
pretreatment with QA (180 nmol/site). Treatment with SPM (0.1 nmol/site) was
made 5 days after pretreatment with QA. Data are expressed as means + S.E.M.

(n =4 per group), *p < 0.001 compared with sal/sal group.
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Figure 7. Representative photomicrographs of GFAP-immunoreactivity in the
striatum of rats treated with (A) saline/saline, (B) saline/SPM 0.1 nmol/site, (C) QA

180 nmol/site/saline and (D) QA 180 nmol/site/SPM 0.1 nmol/site.
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TABLE 1. Effect of SPM (0.1, 1 and 10 nmol/site) and QA (180 nmol/site) on

locomotor activity (crossing scores).

Groups Pre-retention session Retention session
sal/sal 53.4+84 404 £ 8.7
sal/SPM 0.1nmol/site 54.0+10 51.7+6.8
sal/SPM 1nmol/site 42.0+6.5 30.0+6.3
sal/SPM 10nmol/site 49.8 + 6.1 30.6+4.3
QA/sal 55.0+£10.2 50.5+9.5
QA/SPM 0.1nmol/site 47.7+7.5 344 +£6.9
QA/SPM 1nmol/site 45.3+8.5 36.0£7.5
QA/SPM 10 nmol/site 416+54 37.0£5.3

Data from the habituation and training sessions were combined and expressed as

pre-retention session. Data are expressed as means + SEM, n = 12 in each group.
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TABLE 2. Effect of SPM (0.1, 1 and 10 nmol/site) and QA (180 nmol/site) on

vertical exploratory activity (rearing scores).

Groups Pre-retention session Retention session
sal/sal 251+39 20.3+4.8
sal/SPM 0.1nmol/site 25.8+4.7 19.8+3.2
sal/SPM 1nmol/site 22.3 £3.8 16.7 £ 2.8
sal/SPM 10nmol/site 22.7+4.1 15.3 £ 3.1
QA/sal 27.0+8.3 239156
QA/SPM 0.1nmol/site 240+45 16.9+4.3
QA/SPM 1nmol/site 221140 19.3+4.9
QA/SPM 10 nmol/site 226+39 19.8 +3.3

Data from the habituation and training sessions were combined and expressed as

pre-retention session. Data are expressed as means + SEM, n = 12 in each group.
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Discussao Geral

DISCUSSAO GERAL

Este trabalho teve como propésito avaliar um possivel efeito neuroprotetor da
espermina sobre algumas alteragcdes induzidas por administragdo intraestriatal de
AQ, uma neurotoxina utilizada como modelo da DH.

Sabe-se que os efeitos biolégicos das poliaminas sdo complexos uma vez
que lhe séo atribuidos tanto efeitos neuroprotetores (Dornay et al., 1986; Gilad &
Gilad, 1989; 1991; 1992; Coert et al., 2000; Ferchmin et al., 2000; Clarkson et al.,
2004; Shirhan et al., 2004) quanto neurotodxicos (Gilad & Gilad, 1987; Bourdiol et
al., 1992; Otsuki et al., 1995; Conway, 1998; Takano et al., 2003; 2005). Como
ressaltado anteriormente, essa ampla gama de efeitos diversos ocorre devido o
efeito bifasico das poliaminas no receptor NMDA.

Concordando com este preceito elaborado a partir de estudos in vitro, os
achados do presente trabalho mostraram que a espermina exibiu este mesmo
efeito dual também em tarefas comportamentais. Foi observado que a
administracao intraestriatal prévia de 0,1 nmol/sitio de espermina aumentou o
numero de rotacdes contralaterais induzidas por AQ, enquanto 10 nmol/sitio da
mesma reduziu tanto o numero de rotacbes quanto o percentual de balangos
contralaterais. Além disso, também foi observado que a administracéo
intraestriatal pos-treino de 0,1 e 1 nmol/sitio de espermina reverteu o prejuizo
cognitivo induzido por lesao estriatal enquanto 10 nmol/sitio da mesma né&o teve
efeito. Desta forma, é possivel que a espermina, nas menores doses testadas (0,1
e 1 nmol/sitio) estimule a condutancia dos receptores NMDA estriatais, enquanto a

maior dose testada (10 nmol/sitio) iniba as respostas mediadas por este receptor.
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Com a finalidade de investigar essa possibilidade foi utilizada a arcaina.
Estudos prévios tém mostrado que a arcaina, na auséncia das poliaminas, possui
pouco ou nenhum efeito em estudos de ligagcdo especifica sobre o receptor
NMDA. No entanto, o aumento da ligacdo do [°H] MK-801 e do [*H] TCP no
receptor NMDA induzido por espermidina é reduzido por arcaina, de forma
concentragcao-dependente, caracterizando um antagonista competitivo do sitio das
poliaminas no receptor NMDA (Reynolds, 1990; Sacaan & Johnson, 1990).
Corroborando com a literatura, os resultados obtidos neste trabalho mostram que
a administracdo intraestriatal de arcaina n&o alterou, em nenhuma das doses
testadas, o numero de rotacbes e nem o percentual de balangos contralaterais
induzidos por AQ. No entanto, quando co-administrada com a espermina, a
arcaina reverteu o efeito inibitério de 10 nmol/sitio de espermina sobre as
alteracdes motoras induzidas por AQ.

No que diz respeito ao efeito da arcaina sobre o sitio de ligacdo das
poliaminas no receptor NMDA os dados séo conflitantes. Ao mesmo tempo em
que existem evidéncias que mostram que a arcaina bloqueia o sitio inibitério das
poliaminas (Marvizon & Baudry, 1994), também existem relatos mostrando que a
arcaina ndo afeta a fase inibitéria da espermina sobre a ligagdo do [°H] MK-801
(Reynolds, 1990) e que a arcaina reduz as correntes através do receptor NMDA
por um mecanismo que é independente de espermina, sugerindo que a espermina
e a arcaina atuem em sitios diferentes neste receptor (Maciver et al., 1991). Os
resultados do presente trabalho sugerem que a arcaina provavelmente interaja
num sitio diferente (sitio 3, onde se ligam os antagonistas poliaminérgicos — vide

introducdo) ao da espermina, impedindo, de alguma forma (talvez por alteragbes
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conformacionais ou até mesmo estéricas), a ligagdo da poliamina no sitio inibitorio
(sitio 2) no receptor NMDA.

Estudos prévios mostram que as poliaminas tém um grande potencial no que
diz respeito a melhora do desempenho cognitivo. Sabe-se que a administragao
intra-hipocampal (Rubin et al., 2000; Berlese et al., 2005; Guerra et al., 2006),
intra-amigdalar (Rubin et al., 2001; 2004) e sistémica (Mikolajczak et al., 2002a,
2002b; Camera et al., 2007) de espermidina melhora o desempenho de ratos em
tarefas como esquiva inibitéria, medo condicionado e reconhecimento social. Além
disso, foi mostrado ainda que a arcaina, além de induzir déficit de memoria,
também reverte o efeito facilitatério da espermidina na esquiva inibitéria e no
medo condicionado (Rubin et al., 2001; 2004; Cémera et al., 2007). Em
concordancia com estes estudos, foi observado no presente trabalho que a
administracédo intraestriatal pos-treino de baixas doses de espermina (0,1 e 1
nmol/sitio) melhorou a consolidagdo da memdéria na tarefa de reconhecimento de
objetos, provavelmente através da modulagao dos receptores NMDA.

Interessantemente, o efeito modulatério das poliaminas no receptor NMDA
ocorre basicamente em receptores com as combinagcdes de subunidades
NR1/NR2A e NR1/NR2B, enquanto nos receptores contendo as subunidades
NR2C e NR2D os efeitos destas aminas s&o muito fracos ou ausentes (Williams,
1997). Adicionalmente, tem sido mostrada a seletividade de certas subunidades
componentes do receptor NMDA no processamento da memoria de
reconhecimento, particularmente a subunidade NR2B. Neste contexto, ratos que
exibem um melhor desempenho na tarefa de reconhecimento de objetos tém

niveis mais elevados das subunidades NR1 e NR2B no estriado que ratos com
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pior desempenho (Xu et al., 2005). Outro estudo mostra que camundongos
transgénicos com maior expressao da subunidade NR2B no cérebro t€ém melhor
desempenho que animais selvagens na tarefa de reconhecimento de objetos
(Tang et al.,, 1999). Outro dado que merece destaque é que a expressdo da
subunidade NR2B é maior em relagcdo as demais subunidades do receptor NMDA
em NEM estriatais (Landwehrmeyer et al., 1995; Ghasemzadeh et al., 1996;
Klppenbender et al., 1999), o que vem complementar e reforgar a hipétese do
atual trabalho, o qual mostra a reversdo de um prejuizo cognitivo através da
administracéo intraestriatal de espermina, que se liga seletivamente a subunidade
NR2B.

O AQ é um metabdlito da rota das quinureninas, a principal rota de
degradacdo do aminoacido triptofano em mamiferos. No cérebro, a rota das
quinureninas encontra-se localizada principalmente nas células gliais (Schwarcz &
Pellicciari, 2002). Existem varias anormalidades no metabolismo da rota das
quinureninas em cérebros de pacientes com a DH (Schwarcz & Albin, 2002).
Guidetti e colaboradores (2006) mostraram que os niveis de AQ encontram-se
elevados no estriado e no cortex de camundongos transgénicos contendo a
huntintina mutante, sugerindo que esta proteina leve as alteragbes do
metabolismo da rota das quinureninas cerebrais aumentando, por conseguinte, a
concentracao daquele metabdlito extremamente toxico para os neurénios.

Embora o mecanismo exato de morte celular na DH ainda n&o esteja
totalmente elucidado, existem grandes correntes na literatura defendendo o
envolvimento da morte celular excitotéxica induzida por glutamato. No cérebro de

pacientes com DH ha produgéao reduzida de ATP, o que leva ao prejuizo da fungao
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da atividade da bomba Na*-K* ATPase, a qual funciona normalmente para manter
os gradientes eletrbnicos através das membranas celulares durante potenciais de
acao (Beal, 1992). Desta forma, nos cérebros destes pacientes a membrana
celular permanece “cronicamente” despolarizada apos o disparo de um potencial
de acdo, permitindo a expulsdo do Mg?* que normalmente bloqueia os receptores
NMDA. Quando estes receptores permanecem abertos por longos periodos,
ocorre um grande aumento dos niveis intracelulares de Ca*, levando ao dano
oxidativo entre outros eventos (Beal, 1992). Neste contexto, sugere-se que o AQ
age de maneira similar em modelos animais, visto que a administragcdo de AQ no
estriado causa aumento do influxo de Ca**, reducdo da produgdo de ATP e morte
celular excitotoxica correspondente, em certos aspectos, a neurodegeneragao na
DH humana. Além disso, a neurotoxicidade produzida pelo AQ pode também
depender, em parte, da formacao de espécies reativas visto que sua atividade
neurotoxica € prevenida por reagentes “spin-trap” como a a-fenil-t-butilnitrona
(Nakao & Brundin, 1997) e por sequestradores de radicais livres (Nakai et al.,
1999).

Desta forma, a lesao estriatal induzida pelo AQ pode ser considerada uma
ferramenta util para estudar os possiveis mecanismos de degeneragdo neuronal
seletiva e também para a avaliagdo de estratégias neuroprotetoras. Tendo isto em
vista, procurou-se determinar o potencial neuroprotetor da espermina através da
analise dos seus efeitos sobre alguns pardmetros como estresse oxidativo,
degeneracao neuronal e alteragdes gliais induzidas pelo AQ.

Para tanto, a carbonilagdo de proteinas foi utilizada como um parametro de

estresse oxidativo. A administracéo intraestriatal de AQ induziu um aumento da
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carbonilacado protéica, o que corrobora com a hipotese de ativacdo excessiva do
receptor NMDA e consequiente producao de estresse oxidativo. Reforcando esta
hipétese, Santamaria e Rios (1993) demonstraram que a administracdo
intraestriatal de AQ aumenta a peroxidacéao lipidica (outro parametro de estresse
oxidativo), a qual é completamente prevenida por pré-tratamento com MK-801.
Adicionalmente, este aumento da carbonilagdo protéica induzida por AQ vem ao
encontro de um estudo que mostra que pacientes com a DH apresentam um
aumento do conteudo da carbonilagdo de proteinas no estriado e cortex,
sugerindo que o estresse oxidativo e o0 dano a macromoléculas especificas podem
participar da progressdo da doencga (Sorolla et al., 2008). Interessantemente, a
prévia administracdo de espermina, numa dose que atenuou as alteracdes
motoras (10 nmol/sitio), preveniu a carbonilagdo aumentada pelo AQ. Desta
forma, os resultados deste estudo embasam, por sua vez, o suposto envolvimento
dos receptores NMDA na geragéo de estresse oxidativo. Além disso, ndo se pode
descartar a atividade antioxidante e sequestrante de radicais livres das poliaminas
(vide introducao), que também pode estar favorecendo a redugéo da carbonilagado
protéica induzida por AQ.

Relativamente a degeneragao neuronal, foi observado no atual trabalho que
a administracao de AQ provocou um aumento significativo da morte de neurénios
estriatais, 6 dias apds sua injegdo. A espermina, administrada in situ no 5° dia
apos a injuria e na menor dose que teve efeito sobre a tarefa de reconhecimento
de objetos (0,1 nmol/sitio), ndo foi capaz de alterar o percurso de morte neuronal

induzida pelo AQ. Este fato nos leva a concluir que a melhora cognitiva induzida
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pela SPM neste trabalho se deve a estimulacdo de receptores NMDA presentes
em neurdnios remanescentes do estriado.

Além das observacdes do efeito toxico do AQ em neurbnios, ha também
relatos do seu efeito deletério sobre a funcionalidade das células gliais, induzindo
ativacdo microglial e astrogliose reativa (Dihné et al., 2001; Ryu et al., 2004; Ryu
and McLarnon, 2008). A astrogliose reativa € caracterizada por hiperplasia,
hipertrofia e aumento da marcag¢ao imunolégica para GFAP. Embora a microglia e
os astrocitos secretem fatores de crescimento importantes para os neurénios, a
sua intensa atividade apds injurias ao SNC parece ser prejudicial para a
sobrevivéncia e regeneracgao neuronal (Fawcett, 1997; Ridet et al., 1997; Cassiani-
Ingoni et al., 2007). Baseando-se nestas observagdes, alguns estudos mostram
que tratamentos farmacoldgicos que inibem esta intensa proliferacéo glial apos
injurias ao SNC, além de se mostrarem neuroprotetores, também levam a
recuperacao cognitiva (Ryu et al., 2004; Di Giovanni et al., 2005). As investigagdes
deste trabalho mostraram um aumento significativo da imuno-reatividade para
GFAP, 6 dias apds a administracdo de AQ no estriado dos ratos, sugerindo que
houve uma reacgdo astrocitaria em resposta a injuria. No entanto, uma unica
injecao estriatal de espermina (0,1 nmol/sitio) inibiu completamente o aumento da
imuno-reatividade para GFAP induzida por AQ. O tratamento com espermina
ocorreu no 5° dia apods a injegédo do AQ, exatamente no momento em que se da o
inicio da propagacao da astrogliose (Dihné et al., 2001). Uma vez que existe certo
“atraso” para o inicio da proliferagdo glial apés uma injuria ao SNC, é razoavel
sugerir que a espermina modificou o curso normal dos eventos gliais apos a

administracao estriatal de AQ.
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No presente trabalho, foi mostrado que a injegao intraestriatal de AQ (180 e
360 nmol/sitio) prejudica o aprendizado na tarefa de reconhecimento de objetos,
de uma forma dose-dependente. Existe um numero significativo de trabalhos
mostrando que a administragéo intraestriatal de AQ causa prejuizo cognitivo em
varias tarefas tais como o labirinto aquatico de Morris (Popoli et al., 1994; Furtado
& Mazurek, 1996; Francis et al., 2000; Ayalon et al., 2004), labirinto aquatico radial
(Shear et al., 1998a; Shear et al., 1998b), labirinto em T (Misztal et al., 1996;
Ayalon et al., 2004) e discriminagado visual (Joel et al., 2003; Featherstone &
McDonald, 2004; Featherstone & McDonald, 2005; Trueman et al., 2005).
Lawrence e colaboradores (1998) mostram que pacientes com disfungcbes dos
ganglios da base, como é o caso de pacientes com DH, sdo caracterizados
clinicamente pela triade de disturbios motores, emocionais e cognitivos.
Relativamente a este ultimo aspecto, foi relatado naquele trabalho que estes
pacientes exibem déficits principalmente nas fungdes executivas e na memoéria de
reconhecimento visual. A partir da descoberta que uma area visual no lobo
temporal também €& um alvo de eferéncias do estriado, renovou-se o interesse em
reavaliar as fungdes visuais dos ganglios da base. Estudos eletrofisioldgicos e
metabdlicos confirmam que os ganglios da base tém um importante papel no
processamento visual, incluindo a memoéria visual de curto prazo. Em
concordancia, pacientes com DH, mesmo nos estagios precoces da doenga,
apresentam déficits de reconhecimento visual (Lawrence et al., 1999; Lang et al.,
2000; Lawrence et al., 2000). Adicionalmente a estes achados, outros estudos
mostram a importéncia da integridade estriatal em diversas tarefas cognitivas

como labirinto radial (Packard et al., 1989), esquiva inibitéria (Packard et al.,
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2001), medo condicionado (Ferreira et al., 2003) e, de especial interesse, em
tarefas de discriminagdo (Packard & McGaugh, 1992; Sargolini et al., 2003;
Featherstone & McDonald, 2005; Trueman et al., 2005; Xu et al., 2005; He et al.,
2006; Broadbent et al., 2007). Neste contexto, Packard e McGaugh (1992)
mostram que o estriado medeia um determinado tipo de memoaria independente do
hipocampo sugerindo, desta forma, a existéncia de uma dissociagdo entre os
sistemas de memdria hipocampal e estriatal. Neste estudo, os autores mostram
que lesdes no fornix (mas nao no nucleo caudado) prejudicam a aquisicdo da
versao espacial do labirinto aquatico em relagdo aos animais controle. No entanto,
lesdes no nucleo caudado (mas nao no fornix) prejudicam a aquisicao da versao
de discriminacao visual da mesma tarefa. Desta forma, verifica-se a importancia e
a participacao do estriado no processamento de determinados tipos de memoarias
ndo classicamente atribuidas a esta estrutura.

E importante ainda salientar que tanto o AQ quanto a espermina nio
alteraram o numero de cruzamentos e nem as respostas de levantar dos animais
testados neste trabalho. Considerando-se que os ganglios basais, do qual o
estriado faz parte, estdo diretamente associados com o controle motor, foi tomado
um cuidado especial sobre este aspecto para descartar qualquer influéncia de
uma possivel alteracdo motora nos testes. De fato, estes resultados estdo de
acordo com um estudo que mostra que o AQ altera as atividades locomotora e

exploratéria somente 2 semanas apos a lesao (Scattoni et al., 2004).
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CONCLUSOES GERAIS

Mediante a analise dos resultados obtidos no presente trabalho € possivel

concluir:

A administragdo estriatal de espermina, na dose de 0,1 nmol/sitio,
aumentou o numero de rotagdes contralaterais, enquanto na dose de 10
nmol/sitio diminuiu o numero de rotagcbes bem como o percentual de
balangos contralaterais induzidos por AQ;

Os efeitos da espermina sobre as alteragées motoras induzidas por AQ
ocorreram via receptores NMDA estriatais uma vez que a arcaina (huma
dose sem efeito per se: 10 nmol/sitio), quando co-administrada com a
espermina (10 nmol/sitio), reverteu o efeito desta ultima;

A espermina (10 nmol/sitio) preveniu a carbonilagéo protéica induzida por
AQ em estriado de ratos, mostrando potencial antioxidante;

A administracado pos-treino de espermina, nas doses de 0,1 e 1 nmol/sitio,
reverteu o déficit mnemoénico induzido por AQ na tarefa de
reconhecimento de objetos. Ja a dose de 10 nmol/sitio de espermina nao
alterou este déficit;

A administragao estriatal pos-injuria de espermina (na dose que tem efeito
sobre a memdria: 0,1 nmol/sitio) ndo apresentou efeito sobre a morte
neuronal induzida por AQ. No entanto, esta mesma dose de espermina

reverteu a intensa reacdo astrocitaria induzida pelo AQ.
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