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Resumo

Estudos prévios tém relatado um aumento na proliferacdo de células progenitoras neuronais, no
giro denteado e no bulbo olfatério (BO) de roedores submetidos a diferentes modelos
experimentais de epilepsia e doenga de Parkinson. Entretanto, os fatores que controlam a
proliferagdo e migragéo dos progenitores neuronais, bem como sua integragdo com os circuitos
cerebrais ndo estédo totalmente esclarecidos. O peptideo insulinotropico dependente de glicose
(GIP) e seu receptor (GIPR) estdo amplamente expressos no hipocampo e no BO do sistema
nervoso central (SNC) de animais adultos e parecem estar envolvidos na modulagdo dos
processos de potenciagdo sinaptica, neuroprotecdo e neurogénese. Sendo assim, o
envolvimento do GIP e seu receptor nos mecanismos de neuroplasticidade sugerem uma
possivel participacdo dos mesmos na fisiopatologia de doengas como epilepsia, doenca de
Parkinson e doenca de Alzheimer. O presente estudo demonstrou um aumento na expressao
do GIPR no hipocampo e neocértex, e no BO de ratos submetidos ao status epilepticus (SE)
induzido pela pilocarpina, ou pela infusdo intranasal de MPTP (modelo experimental da doenga
de Parkinson), respectivamente. Além disso, foi possivel caracterizar a presenga do GIPR no
hipocampo de um paciente com epilepsia de lobo temporal mesial associada a esclerose do
hipocampo (ELTM-HS), tratado cirurgicamente. O padrao de expressao do GIPR no hipocampo
humano foi semelhante ao observado em animais submetidos ao SE induzido pela pilocarpina,
sacrificados durante a fase crénica do modelo. De maneira interessante, o pré-tratamento com
o agonista do GIPR (GIP4.42) foi capaz de prevenir os prejuizos cognitivos e sinapticos induzidos
pela administragdo i.c.v. de AB1.40 (Modelo experimental da doenga de Alzheimer), através da
diminuicdo da expressao das enzimas iINOS e nNOS. Nossos resultados sugerem um possivel
envolvimento do GIPR nos eventos de neuroplasticidade relacionados com ELTM-HS, doenca

de Parkinson e com a toxicidade induzida pelo peptideo AB1-40.



Abstract

Previous studies with experimental models of epilepsy and Parkinson’s disease (PD)
have reported increased proliferation of neural progenitor cells in the dentate gyrus of
hippocampus and olfactory bulb (OB). However, the factors controlling the proliferation and
migration of adult-born neurons and their connectivity remain essentially unknown. The glucose-
dependent insulinotropic peptide (GIP) and its receptor (GIPR) are highly expressed in the
hippocampus and OB of rodent's adult brain and have been implicated with synaptic
potentiation, neuroprotection and neurogenesis. The GIP and GIPR have been implicated with
neuroplasticity and may be related to pathologic mechanisms observed in epilepsy, PD and
Alzheimer's disease (AD). In the present study, we demonstrated an increase in GIPR
expression in the hippocampus and neocortex, and in the OB of rats submitted to pilocarpine
induced status epilepticus and intranasal MPTP infusion (an experimental model of PD),
respectively. Furthermore, we also demonstrated the GIPR expression, with similar patterns
observed in chronic pilocarpine induced status epilepticus animals, in one patient with mesial
temporal lobe epilepsy related to hippocampal sclerosis (MTLE-HS) treated surgically. In
addition, the pre-treatment of mice with GIPR agonist (GIP142) was able to prevent the cognitive
and synaptic impairment induced by intracerebroventricular AB4.4o infusion (an experimental
model of AD), by decrease in iINOS and nNOS enzymes. Our findings suggest a possible role for
the GIPR in the neuroplasticity events of MTLE-HS and PD as well as in the toxicity induced by

peptide AB1_40.



APRESENTAGCAO

A presente Tese de Doutorado foi estruturada da seguinte maneira: Introdugao,
Objetivos, Artigos cientificos publicados, submetidos ou em fase de submissao,

Resultados preliminares, Discussao, Conclusoes e Referéncias Bibliograficas.

A Introdugdo apresenta um embasamento tedrico para a compreensido geral do
trabalho. Os Materiais e Métodos, Resultados e Referéncias Bibliograficas especificas,
encontram-se no corpo de cada manuscrito, os quais estdo apresentados no formato de
Artigos Cientificos em trés capitulos. O quarto capitulo descreve resultados preliminares que

serao complementados posteriormente para redagao de mais um Artigo Cientifico.

Na secdo Discussdao buscou-se integrar os resultados obtidos nos diferentes

experimentos apresentados nos quatro capitulos do presente trabalho de Tese.

A secado Referencias Bibliograficas apresenta as referéncias citadas na Introdugao,

Discussao e nos Capitulos 1, 2 e 3 da presente Tese.

Os experimentos contidos nesta tese foram desenvolvidos no Laboratério Experimental
de Doencas Neurodegenerativas (LEXDON) coordenado pelo Prof. Dr. Rui Daniel S. Prediger e
no Laboratoério de Farmacologia Experimental (LAFEX) coordenado pelo Prof. Dr. Jodo Batista
Calixto, ambos do Departamento de Farmacologia, CCB/UFSC, sob orientagédo do Prof. Dr.

Roger Walz e co-orientagao do Prof. Dr. Rui Daniel S. Prediger.
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1 Introducgao

1.1 Peptideo insulinotrépico dependente de glicose (GIP): um breve histérico

de sua descoberta

O peptideo gastrico insulinotropico dependente de glicose (GIP) foi a primeira
incretina (ou hormdnio gastrointestinal) descrita (Brown, 1971). Alguns anos depois,
uma segunda incretina foi caracterizada, o peptideo intestinal denominado peptideo
semelhante ao glucagom do tipo 1 (GLP-1, glucagon-like peptide-1), o qual também
apresenta atividade insulinotropica (Schmidt, Siegel et al., 1985). De forma similar ao
GIP, a atividade insulinotrépica do GLP-1 também depende da glicose e ambos
atuam de forma sinérgica para a manutencdo da liberagdo da insulina pelo
pancreas.

O GIP é um peptideo composto por 42 aminoacidos, sintetizado pelas células
K do duodeno (Polak, Bloom et al., 1973) e esta associado a respostas anabdlicas
(Beck, 1989). Brown e colaboradores (1974) demonstraram que a administragao
exogena deste peptideo, oriundo de extratos intestinais, causava inibicdo da
secrecao gastrica, nomeando-o de polipeptideo inibitério gastrico (GIP, gastric
inhibitory polypeptide). Posteriormente, este mesmo grupo demonstrou a atividade
insulinotrépica desse peptideo, sugerindo a modificagcdo da nomenclatura do mesmo
para polipeptideo insulinotropico dependente de glicose (glucose-dependent
insulinotropic peptide), mantendo o acrénimo GIP (Dupre, Ross et al., 1973). Esses
estudos ndo demonstraram apenas a atividade insulinotropica do GIP, mas também
a dependéncia da glicose nesta atividade, ou seja, a elevagao dos niveis glicEmicos
estimula a liberagdo de insulina mediada pelo GIP (Dupre, Ross et al., 1973;

Cataland, Crockett et al., 1974).



1.2 Efeitos periféricos do peptideo insulinotréopico dependente de glicose

O receptor do GIP (GIPR) € um membro da familia dos receptores
acoplados a proteina G e estd amplamente distribuido nos 6rgaos periféricos e no
sistema nervoso central (SNC) (Usdin, Mezey et al., 1993; Kaplan e Vigna, 1994).
Nas células B do pancreas, a ligacdo do GIP aos seus receptores resulta em
aumento do AMPc intracelular, seguido de mobilizagéo de calcio (Ca™™) e exocitose
das vesiculas de insulina, levando, consequentemente, ao aumento dos niveis
séricos de insulina (Wahl, Plehn et al., 1992). Além disso, evidéncias mais recentes
sugerem que o GIP estimula a transcricdo e tradugdo de genes proé-insulina,
podendo ser considerado um fator de crescimento e/ou um agente anti-apoptético
das células B do pancreas (Trumper, Trumper et al., 2001; Gault, Irwin et al., 2005).
O efeito insulinotropico do GIP sobre as células B do pancreas parece ser o principal
efeito fisiologico deste peptideo (Yip e Wolfe, 2000), entretanto, a caracterizagdo do
GIPR em diferentes tecidos sugere a existéncia de mecanismos adicionais, extra-
pancreaticos, do peptideo sobre o metabolismo da glicose (Irwin, Green et al., 2006).

Entre os principais efeitos extra-pancreaticos do GIP na manutencdo da
glicemia, podem-se destacar sua capacidade de inibir a secregdo gastrica (Brown,
1974; Brown, Cleator et al., 1974; Brown, Dryburgh et al., 1975), atenuar a produgéo
hepatica de glicose (Gault, Irwin et al., 2005), estimular a captagcéo de glicose no
tecido muscular (O'Harte, Gray et al., 1998) e aumentar tanto a sintese de acidos
graxos como a atividade da lipase lipoproteica em adipécitos (Oben, Morgan et al.,
1991; Knapper, Puddicombe et al., 1993). Adicionalmente, estudos utilizando
camundongos transgénicos com expressao aumentada do gene do GIP sugerem
gue 0 mesmo possui outros efeitos ndo associados ao metabolismo da glicose (pelo

menos de forma direta), como aumento da reabsorgdo 6ssea (Xie, Cheng et al.,



2005; Xie, Zhong et al., 2007) e melhor desempenho nos testes comportamentais
para avaliagdo da atividade motora e de exploragao (Ding, Zhong et al., 2006).

A sequéncia de aminoacidos do GIP (Tseng, Jarboe et al., 1993) sugere que
este polipeptideo € membro de uma familia de hormoénios estruturalmente
relacionados, incluindo a secretina glucagom, e os peptideo semelhantes ao
glucagom do tipo 1 e 2 (glucagon-like peptides 1 e 2) (GLP), peptideo intestinal
vasoativo (VIP), fator liberador do horménio do crescimento (GHRF), e do
polipeptidio ativador da adenilato ciclase pituitaria (PACAP). E importante ressaltar
que ambas as incretinas, GIP e GLP, sédo rapidamente degradadas por uma enzima
chamada Dipeptidil Peptidase do tipo 4 (DPP4) depois de liberadas na circulagéo
sanguinea (Daousi, Wilding et al., 2009; Havale e Pal, 2009; Nuche-Berenguer,
Moreno et al., 2009; Salvatore, Carbonara et al., 2009; Siddiqui, 2009).

A auséncia da secrecdo dessas incretinas ou um aumento na sua
degradagéo, ndo parece ser um fator importante na patogenicidade do diabetes.
Estudos relatam que as concentragcbes plasmaticas do GIP no diabetes do tipo 2
(DM2), sédo normais ou elevadas (Ross, Brown et al., 1977; Vilsboll, Krarup et al.,
2001), mas seu efeito insulinotropico é deficiente, mesmo em concentragdes supra-
fisiolégicas (farmacoldgicas). Apesar dos mecanismos relacionados a reduzida
resposta do GIP na estimulagdo das células B do pancreas nao sejam claros, alguns
estudos sugerem que a hiperglicemia altera a resposta fisiolégica desse peptideo,
resultando em uma diminuigdo da expressao e/ou atividade do GIPR (Lynn, Pamir et
al.,, 2001; Zhou, Livak et al., 2007). Um estudo recente demonstrou que a
manutengdo da glicemia em niveis proximos da normalidade resulta em uma
melhora da resposta a insulina induzida pelos peptideos GIP e GLP-1 em pacientes

portadores de DM2 (Hojberg, Vilsboll et al., 2009)



1.3 Efeitos centrais do peptideo insulinotréopico dependente de glicose

O metabolismo normal da glicose € mantido ndo s6 pelos horménios
pancreaticos, insulina e glucagon, mas também pelos horménios gastrointestinais,
como GIP e GLP (Baggio e Drucker, 2007; Salehi, Aulinger et al., 2008). Durante
muito tempo, a insulina foi conhecida pelo seu importante efeito no metabolismo
energético periférico. Entretanto, nos ultimos 25 anos, fortes evidéncias sugerem
que a insulina também desempenha um papel fundamental no metabolismo
energético do SNC (Havrankova, Roth et al., 1978; Unger, Livingston et al., 1991;
Reagan, Gorovits et al., 2001). A insulina, os receptores de insulina, e o0s
transportadores de glicose sensiveis a insulina (GLUTs) foram identificados em
estruturas temporais mesiais do SNC, relacionadas com fenbmenos cognitivos, as
quais sdo comprometidas pela doenca de Alzheimer (Unger, Livingston et al., 1991;
Unger, Moss et al., 1991; Braak e Braak, 1997; Apelt, Mehlhorn et al., 1999) e pela
epilepsia de lobo temporal mesial associada a esclerose do hipocampo.

Curiosamente, estudos recentes descreveram um papel importante das
incretinas intestinais, GIP e GLP, em fenémenos relacionados com o
desenvolvimento e/ou regeneragdo de nervos e mecanismos de sobrevivéncia
neuronal (Rayan, Johnson et al., 1995; Waschek, 1995; Klimaschewski, 1997;
Lioudyno, Skoglosa et al., 1998; Zhang, Liu et al., 2002; Martin, Lopez de Maturana
et al., 2005; Pavelock, Girard et al., 2007).

Abankwa e colaboradores (2002) demonstraram modificagdes temporais nos
padroes de expressdo génica do GIP apds a transecgdo do férnix comissural.
Curiosamente, observou-se que um aumento significativo da expressao do gene que
codifica o GIP apds a lesdo de fornix (Abankwa, Kury et al., 2002). Adicionalmente, o

mesmo grupo de pesquisadores confirmou estes resultados utilizando um modelo de



lesdo de nervo ciatico. Esta lesdo promoveu um aumento na regulagdo do mRNA
que codifica o GIP e GIPR no ganglio da raiz dorsal (DRG) e nos segmentos da
medula espinhal acometidos pela lesdo, bem como nas regides proximal e distal do
nervo (Buhren, Gasis et al., 2009). De maneira interessante, estudos in vivo
utilizando animais transgénicos com deficiéncia no gene do GIPR sugerem um papel
critico da via de sinalizagao GIP/GIPR na indugao da regeneragao espontanea apos
lesdo traumatica do nervo ciatico. Neste experimento, os animais nocautes para o
gene do GIPR apresentaram prejuizos na regeneragao axonal quando comparados
com os animais do tipo selvagem (Abankwa, Kury et al., 2002; Buhren, Gasis et al.,
2009).

Um estudo recente descreveu a participagdo do GLP-1 na manutencao da
estimulagdo de neurdnios corticais em modelos experimentais de isquemia e doenga
de Parkinson e culturas de neurdnios dopaminérgicos (Li, Perry et al., 2009). Este
mesmo estudo demonstrou que o tratamento com exendina-4 (Ex-4), um agonista do
receptor do GLP-1, foi capaz de proteger a degeneracdo dos neurdnios
dopaminérgicos com manutengao dos niveis de dopamina induzida pela
administragcdo de 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), melhorando os
prejuizos motores de camundongos (Li, Perry et al., 2009).

Gault e colaboradores (Gault e Holscher, 2008) descreveram a participagéo
direta do GIP na liberacdo de neurotransmissores e na inducdo da potenciacdo de
longa duragédo (LTP, Long-term potentiation) em fatias de hipocampo.
Adicionalmente, foi demonstrado que o GIP protege as sinapses da toxicidade
induzida pela forma agregada do peptideo AB1.42 (Gault e Holscher, 2008; Gault e
Holscher, 2008), e que as incretinas GLP-1 e GIP apresentam propriedades

neuroprotetoras, sugerindo uma possivel utilizagdo desses peptideos na redugao



dos processos degenerativos caracteristicos da doenga de Alzheimer (DA) (Holscher
e Li, 2008).

No entanto, ndo existem estudos in vivo que avaliem a modulacdo da
expressdo do GIPR ou o possivel efeito do GIP tanto nos prejuizos cognitivos e
sinapticos quanto nos mecanismos de plasticidade sinaptica, e principalmente nos
mecanismos neurodegenerativos caracteristicos de algumas doengas neurolégicas.
Embora tenha sido demonstrada a existéncia de grandes quantidades de GIP e do
seu receptor (GIPR) em diferentes estruturas cerebrais (incluindo o hipocampo e o
bulbo olfatério) de mamiferos, com demonstragao da sua possivel associagdo com
os fendmenos de neurogénese, as fungdes exercidas por esse peptideo no SNC
ainda ndo estdo esclarecidas (Usdin, Mezey et al., 1993; Kaplan e Vigna, 1994).
Diante disto, no presente estudo investigamos possiveis alteragdes na expresséo do
GIPR no SNC frente a indugdo de modelos experimentais de doengas neuroldgicas
aonde sabidamente existe um processo neurodegenerativo associado, em destaque,
a epilepsia de lobo temporal mesial associada a esclerose do hipocampo (ELTM-EH)

e as doencas de Parkinson e Alzheimer.

1.4 Epilepsia

As epilepsias sao transtornos neurolégicos caracterizados pela ocorréncia de
crises epilépticas espontaneas e recorrentes (Morrell e deToledo-Morrell, 1999;
Engel, 2001). As crises epilépticas s&o disturbios transitérios caracterizados por
disfungéo cerebral, devido a descarga neural excessiva, com manifesta¢des clinicas
que podem variar desde manifestacdes complexas de comportamento, sendo as
ultimas com grau variavel de comprometimento da consciénciav (Lothman, Bertram

et al.,, 1991; McNamara, 1994; Delgado-Escueta, Wilson et al., 1999; McNamara,



1999). A epilepsia de lobo temporal mesial associada a esclerose do hipocampo
(ELTM-EH) é o tipo mais frequente de epilepsia refrataria ao tratamento
farmacoldgico, sendo caracterizada pela ocorréncia de crises parciais complexas
(Kale, 1997; Hauser, Rich et al., 1998). O sistema limbico, principalmente o
hipocampo, parece ser responsavel pelo inicio e pela propagacao das crises
epilépticas da ELTM-EH.

Em relagdo aos padroes neuroquimicos, a epilepsia de lobo temporal é
caracterizada tanto por disfungbes neuronais quanto das células gliais (astrocitos e
microglias) (Connors e Gutnick, 1990; Ullah, Cressman et al., 2009). As crises
epilépticas sdo o resultado de descargas recorrentes em neurdnios excitatérios,
gerando um desequilibrio nos circuitos neuronais das regides acometidas, e
hiperexcitabilidade (Coutinho-Netto, Abdul-Ghani et al., 1981; Reynolds, 1995). Este
desequilibrio parece estar associado em parte a alteracbes nos sistemas de
neurotransmissdo, como o comprometimento da transmissao inibitéria (mediada por
GABA), e/ou estimulacdo da transmissao excitatéria (glutamatérgica) (Dichter e
Ayala, 1987; Meldrum, Akbar et al., 1999; Coulter, 2001). Consequentemente, o
aumento dos niveis extracelulares de glutamato pode resultar em hiperexcitabilidade
dos circuitos neuronais com modificagdes, tanto estruturais como funcionais, no
fendbmeno de plasticidade sinaptica, além de excitotoxicidade e perda neuronal
(Cavalheiro, Leite et al., 1991; Coulter, 2001).

A avaliagdo histopatoléogica do hipocampo de pacientes com ELTM-EH
evidencia uma perda neuronal seletiva, em especial na regido CA1, CA3 e giro
denteado (GD), associada com reorganizagao sinaptica com brotamento das fibras
musgosas (Murray, Lopez et al., 1994; Kale, 1997). Estudos clinicos e experimentais

indicam que a epileptogénese na ELTM-EH é, em uma grande parte dos casos,



deflagrada por um insulto cerebral precipitante na infancia (crise epiléptica febril,
crise epiléptica prolongada, meningite), seguido de um periodo silente variavel, até o
surgimento de crises recorrentes, em geral na segunda década de vida. Um modelo
classico de indugédo de ELTM-EH é o do Status Epilepticus (SE) induzido por injecéo
sistémica de pilocarpina (Cavalheiro, Leite et al., 1991; Leite, Garcia-Cairasco et al.,
2002) ou acido cainico (Ben-Ari, 1985). O uso desses modelos tem permitido a
elucidacao de possiveis mecanismos envolvidos na génese, manutengao e evolugao
das diversas epilepsias (Bonan, Walz et al., 2000; Leite, Garcia-Cairasco et al.,
2002; Walz, Castro et al., 2002). A pilocarpina, geralmente administrada por via
sistémica, produz um estado de mal epiléptico (EME) relacionado a excitotoxicidade
glutamatérgica (Cavalheiro, Leite et al., 1991), inducdo dos processos oxidativos
celulares, necrose e/ou apoptose (Dal-Pizzol, Klamt et al., 2000).

O modelo animal de ELTM-EH induzida pela pilocarpina reproduz de forma
bastante satisfatéria as manifestacdes comportamentais, eletrofisioldogicas e
histopatolégicas da ELTM-EH em humanos. Nesse modelo, o insulto precipitante
inicial € uma crise convulsiva prolongada ou EME (Kale, 1997). Esse insulto, por sua
vez, promove modificacdes estruturais e funcionais no cérebro dos animais, os quais
invariavelmente passam a apresentar crises epilépticas limbicas espontaneas, em
sua grande maioria, originadas no hipocampo e propagadas para o cértex (periodo
cronico). As crises surgem em média 15 dias (variando de 5 a 45 dias, com DP £ 12
dias) apos o EME. O modelo é bastante util para o estudo das diferentes fases do
processo de epileptogénese induzido por uma crise epiléptica prolongada.

Lesbes corticais e hipocampais (Connors e Gutnick, 1990; Prince e Tseng,
1993; Hoffman, Salin et al., 1994) sdo capazes de modificar as caracteristicas dos

circuitos neuronais da regido lesada ou mais distantes, e induzir alteragdes na



fisiologia intrinseca do neurdnio, levando ao surgimento de “neurdnios epilépticos”.
Os mecanismos responsaveis pela epileptogénese nao sao plenamente
compreendidos (Cavalheiro, Leite et al., 1991). Inumeras hipdteses tém sido
sugeridas para explicar a fisiopatologia da doencga, entre elas a que estabelece uma
relacdo entre crises epilépticas, ativacdo e/ou inibicdo de diferentes vias de
sinalizacao celular e dano neuronal.

Outro aspecto relevante na fisiopatologia da ELTM-EH é a ocorréncia de
neurogénese no hipocampo, principalmente na regido do GD. A relagdo entre
neurogénese e epileptogénese tem sido amplamente investigada (Prince e Tseng,
1993; Hoffman, Salin et al., 1994; Parent, Yu et al.,, 1997; Yang, Liu et al., 2009).
Estudos recentes demonstraram que as crises epilépticas aumentam a neurogénese
no hipocampo de ratos adultos (Varodayan, Zhu et al., 2009; Yang, Liu et al., 2009).
Entretanto, as crises prolongadas resultam em neurogénese aberrante no
hipocampo o que, na maioria das vezes, leva a um circuito excitatério recorrente que
contribui para a epileptogénese (Yang, Liu et al., 2009).

Nyberg e colaboradores (2005) demonstraram que o0 aumento na expressao
do gene que codifica o GIP esta associado com o aumento da proliferagao celular no
giro denteado do hipocampo de roedores. Sabendo que o GIPR esta amplamente
distribuido nas estruturas do sistema limbico e que a fungdo deste receptor no
hipocampo ainda € desconhecida (Nyberg, Jacobsson et al., 2007), o presente
estudo investigou os niveis de expressao protéica do GIPR no hipocampo e cortex
nas diferentes fases do modelo de ELTM-EH induzido pela pilocarpina, e sua
associacdo com a perda neuronal ocorrida neste modelo. Como a expressao do GIP

ainda nao foi demonstrada em tecido cerebral humano, nés investigamos a presenga



ou nao de expressao de GIP no hipocampo e neocértex de um paciente portador de

ELTM-EH tratado cirurgicamente.

1.5 Doenca de Parkinson

A DP é caracterizada, histologicamente, pela diminuigdo no numero de
neurénios dopaminérgicos, localizados na substéncia negra parte compacta (SNc).
Esses neurdnios s&o responsaveis por enviar projecdes ao neocortex e regides
subcorticais incluindo, os génglios da base, regides em que se observa uma
marcada reducgado nos niveis de dopamina (DA) na DP (Jellinger, 1988; Lindner, Cain
et al.,, 1999; Blandini, Nappi et al., 2000; Araki, Mikami et al., 2001). A segunda
caracteristica neuropatologica da DP é o aparecimento de inclusdes eosinofilicas
citoplasmaticas denominadas corpos de Lewy, compostas principalmente pelo
acumulo das proteinas a-sinucleina e ubiquitina (Korczyn, 1995; Hagan, Middlemiss
et al., 1997; Blandini, Nappi et al., 2000). Estas inclusdes parecem se acumular em
neurbnios que se encontram em processo de degeneragdo, particularmente em
neurénios dopaminérgicos da SNc, sendo por esta razdo utilizadas como um dos
marcadores histopatolégicos da DP (Korczyn, 1995; Hagan, Middlemiss et al., 1997).
Embora os corpos de Lewy possam também ser encontrados no cérebro de idosos
normais, verificou-se a presenca destas inclusbes em aproximadamente 85% das

autopsias de pacientes clinicamente diagnosticados como portadores da DP (REF).

Desde a sua descrigcdo inicial, feita pelo médico inglés James Parkinson
(1817) em seu estudo “Essay on the shaking palsy” (Ensaio da Paralisia Agitante), a
DP vinha sendo caracterizada como um disturbio exclusivamente do movimento,
sendo o seu diagndstico baseado na presenga de dois ou mais sintomas motores

(ex: rigidez, bradicinesia, tremor e perda do reflexo postural) (Parkinson, 1817).
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Entretanto, os pacientes parkinsonianos somente desenvolvem esses critérios
clinicos quando aproximadamente 60-70% dos neurbénios da SNc encontram-se
degenerados e os niveis estriatais de DA sao reduzidos em 70-80% (Riederer e
Wuketich, 1976; Jellinger, Braak et al., 1991; Barrio, Huang et al., 1997; Lindner,
Cain et al., 1999). A baixa efetividade clinica de diversas drogas e agentes
neuroprotetores testados no tratamento da DP deve-se, em parte, ao diagndstico
tardio, quando o processo neurodegenerativo encontra-se bastante avancado. A
identificagdo dos pacientes nos estagios iniciais da DP parece ser essencial para o

sucesso de novas estratégias terapéuticas.

Posteriormente, o frances Jean Marie Charcot, um dos fundadores da
neurologia moderna, sugeriu a mudanga de nome da enfermidade, de “Paralisia
Agitante”, para doenga de Parkinson (“la maladie de Parkinson”), em homenagem a
descricdo classica de James Parkinson. Além disso, Charcot acrescentou outras
informagdes clinicas relevantes, como a presencga de alteragédo postural, micrografia,
rigidez muscular e bradicinesia, de fundamental importancia para o estabelecimento
do diagndstico diferencial e consequente tratamento da doenga (Duvoisin, 1991).
Ainda, Charcot discordou da descri¢ao inicial de James Parkinson, que relatava
preservacado das funcdes corticais superiores nos pacientes portadores da doenca,
sendo caracterizada, pela primeira vez, a presenca de perda da memoria e

disfungéo cognitiva na DP (Meneses e Teive, 1996).

Atualmente, o tratamento farmacoldégico utilizado na DP consiste no
restabelecimento da disfungdo dopaminérgica através da administragdo de
precursores de dopamina (ex: L-DOPA), agonistas dopaminérgicos (ex:
bromocriptina) e inibidores da degradacdo da mesma (ex: selegilina), além de

antagonistas colinérgicos (Hely, Fung et al., 2000; Hely, Morris et al., 2005).

11



Entretanto, esses farmacos representam alternativas meramente paliativas para o
tratamento da DP, uma vez que nao interferem diretamente no processo
neurodegenerativo. Adicionalmente, os farmacos atualmente utilizados causam
efeitos colaterais agudos e tardios, com efeitos periféricos incluindo disturbios
gastrintestinais, hipotensao ortostatica, bradicardia, taquicardia, arritmia, boca seca e
cefaléias; e efeitos centrais como ataxia, disturbios motores e do sono, e deficiéncias
cognitivo-psiquiatricas (Hely, Fung et al., 2000; Kariya, Takahashi et al., 2005). Um
estudo clinico duplo-cego recente (Olanow, Rascol et al., 2009), avaliou os possiveis
efeitos do tratamento com Rasagilina (1 mg ou 2 mg/dia) sobre a progressao da DP.
Nesse estudo foram inclusos 1.176 individuos com DP n&o tratada, sendo
distribuidos de acordo com o estagio da doenca, ou seja, um grupo foi tratado
precocemente e outro tardiamente com Rasagilina, um inibidor da monoamina
oxidase (IMAO), ou placebo durante 36 semanas consecutivas (Olanow, Rascol et
al., 2009). A efetividade do tratamento foi analisada se acordo com a “Escala
Unificada de Estadiamento da Doenca de Parkinson” (UPDRS, Unified Parkinson’s
Disease Rating Scale) (Fahn e Elton, 1987). Olanow e colaboradores concluiram
que o tratamento precoce com Rasagilina (1 mg/dia) apresenta beneficios quando
comparado com o grupo placebo, entretanto o mesmo ndo ocorreu com a dose de 2
mg/dia (Olanow, Rascol et al., 2009).

A causa primaria da DP é ainda desconhecida, entretanto, a visdo geral é de
que ela se trata de uma doenca multifatorial, ocorrendo uma possivel interacéo entre
fatores genéticos e ambientais. A maioria dos casos de DP é esporadica e estudos
epidemiologicos tém revelado que além da idade avangada, alguns fatores
ambientais estdo associados a um aumento na sua incidéncia, como por exemplo,

vida no meio rural, exposi¢cdo a herbicidas, pesticidas e algumas toxinas presentes
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no ambiente (Gorell, Johnson et al., 1998). Neste contexto, € importante ser
enfatizada a potencial toxicidade de contaminantes ambientais que alcangcam o SNC
através do sistema olfatério. Estudos prévios tém demonstrado que a administragao
intranasal (i.n.) de virus (Barnett e Perlman, 1993) ou cadmio (Hastings e Evans,
1991), bem como a inalagéo de aluminio (Zatta, Favarato et al., 1993) ou manganés
(Gorell, Johnson et al., 1997; Normandin, Ann Beaupre et al., 2004) resultam na sua
deposicdo no SNC e produzem efeitos neurotdxicos que podem estar associados a
etiologia da DP (Gorell, Johnson et al., 1997).

Além do envolvimento de fatores ambientais no desenvolvimento da DP, desde
meados dos anos 90, com o progresso da biologia molecular, foram identificados
alteragdes genéticas especificas associadas a DP (Latourelle, Pankratz et al., 2009).
Mutagcbes em genes que codificam para a proteina a-sinucleina (PARK1) e para
duas enzimas do sistema ubiquitina-proteossoma (SUP), parkina (PARK 2) e
ubiquitina hidrolase C-terminal L1 (UCH-L1), tém sido envolvidas com a
neurodegeneragcdo observada em algumas formas de DP familiar (Hattori, 2002;
Hilker, Klein et al., 2002; McNaught, Belizaire et al., 2003; Latourelle, Pankratz et al.,
2009). A maioria dos casos familiares da DP esta associada com mutag¢des no gene
da parkina (PARK 2) (Kitada, Asakawa et al., 1998; Hilker, Klein et al., 2002), o que
resulta na forma mais comum de parkinsonismo autossdmico recessivo (Lucking e
Brice, 2000), sendo responsavel por aproximadamente 15% dos casos de DP com
desenvolvimento precoce (antes dos 45 anos de idade) (Periquet, Latouche et al.,
2003). Uma das principais fungdes de PARK2 parece depender de sua interagcéo
com uma serina/treonina proteina quinase mitocondrial conhecida como PINK1 ou

PARKG6 (Clark, Dodson et al., 2006; Park, Choi et al., 2006). Defeitos no gene que
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codifica para esta proteina sao também responsaveis por formas familiares, embora
menos frequentes, da DP (Park, Kim et al., 2009).

A DP é uma das varias doencas humanas que parece nao ocorrer
espontaneamente em outros animais. Entretanto, as caracteristicas desta doenca
podem ser mimetizadas, em maior ou menor escala, em animais de laboratorio
(como roedores) através da administragdo de compostos como reserpina, 6-
hidroxidopamina (6-OHDA), MPTP, paraquate, manebe, rotenona e ferro (Gerlach e
Riederer, 1996; Dawson, 2000; Shimohama, Sawada et al., 2003; Prediger, Batista
et al., 2006; Prediger, Aguiar et al., 2009; Prediger, Rial et al., 2009). Um importante
avanco no desenvolvimento dos modelos animais da DP, bem como no
entendimento dos mecanismos relacionados ao processo neurodegenerativo desta
doenga, ocorreu com a descoberta do MPTP no inicio da década de 80 (Langston e
Ballard, 1983). De maneira interessante, o uso do MPTP foi um dos raros casos em
que os efeitos da neurotoxina foram descobertos primeiramente em humanos, sendo
posteriormente desenvolvido o modelo animal. A capacidade do MPTP em lesar
seletivamente neurdnios dopaminérgicos foi descoberta de maneira acidental em
1976, na Califérnia, quando um grupo de jovens dependentes de heroina comegou a
apresentar sintomas tipicos da DP. A analise da “heroina” utilizada revelou a
existéncia do MPTP como residuo contaminante (Davis, Williams et al., 1979;
Langston e Ballard, 1983; Ballard, Tetrud et al., 1985) a partir desse momento, a
administragdo do MPTP a animais de laboratério (principalmente roedores e
primatas) passou a ser utilizado como um modelo para o estudo da DP (Gerlach e
Riederer, 1996; Dawson, 2000; Dauer e Przedborski, 2003; Shimohama, Sawada et

al., 2003; Prediger, Batista et al., 2006; Prediger, Aguiar et al., 2009).
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Os efeitos do MPTP s&o dependentes da espécie estudada, sendo que em
primatas (homens, macacos e babuinos) o MPTP induz sintomas e alteracdes
neuroquimicas praticamente indistinguiveis da DP (Langston e Ballard, 1983; Kopin
e Markey, 1988). Ja roedores (ratos e camundongos) parecem ser menos sensiveis
a neurotoxicidade induzida pelo MPTP quando comparados aos primatas, além de
nao apresentarem toda a sintomatologia caracteristica da DP. Em camundongos, os
efeitos da administragcdo sistémica do MPTP sao dependentes do regime de
tratamento, da linhagem estudada e da idade dos animais (Schmidt e Ferger, 2001;

Sedelis, Schwarting et al., 2001).

Em 2006, Prediger e colaboradores demonstraram que a administragéo i.n.
de MPTP em ratos Wistar adultos (3 meses de idade) resulta em prejuizos olfatérios,
cognitivos e motores, observados nos testes comportamentais de discriminagéo
olfatoria, labirinto aquatico de Morris e campo aberto, respectivamente. Além disso, a
infusdo i.n. de MPTP foi capaz de reduzir a expressao de tirosina hidroxilase (TH) no
bulbo olfatério (BO) e SN de ratos, resultando em uma redugdo significativa na
concentracdo de dopamina no BO, cértex pré-frontal e estriado (Prediger et al.,
2006). Esses resultados reforcam a hipétese que considera o sistema olfatério uma
via particularmente sensivel ao transporte de neurotoxinas para o SNC, podendo
estar relacionado com a etiologia da DP (Doty, 2008). Adicionalmente, as disfun¢des
olfatérias, cognitivas e motoras observadas nos ratos submetidos a administragéo
i.n. de MPTP sao dependentes do tempo, e parecem estar relacionadas com
diferentes estagios da DP em humanos, sugerindo que o modelo do MPTP i.n. seja
uma ferramenta importante no entendimento dos mecanismos fisiopatolégicos da DP
(Prediger, Batista et al., 2006; Prediger, Aguiar et al., 2009; Prediger, Rial et al.,

2009).
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Sabendo que o GIPR esta amplamente distribuido em diferentes estruturas
do cérebro, principalmente no BO (Usdin, Mezey et al., 1993; Nyberg, Jacobsson et
al., 2007), e que a fungao desse receptor no SNC ainda é desconhecida, o presente
estudo também investigou a expressao do GIPR no BO e SN de ratos submetidos ao

modelo experimental da DP induzido pela administracéo i.n. de MPTP.

1.6 Doencga de Alzheimer

A caracteristica clinica proeminente da doenca de Alzheimer (DA) é a perda
progressiva nas fungdes cognitivas. Inicialmente, ocorre prejuizo do aprendizado e
da memoéria de curto-prazo, sem alteragdo em outras fungdes cognitivas. Em
seguida, sdo observadas mudancas na memoria de longo-prazo, na orientagcéo e
nas fung¢des executivas como concentragdo e planejamento. Também podem ocorrer
alteracbes na personalidade e no comportamento, tais como irritabilidade,
ansiedade, agitagdo ou mesmo alucinagdes. Com a progressao da doenga, é
observada a deterioragcdo da linguagem, habilidades visuo-espaciais e fungdes
motoras (Teri, Borson et al., 1989; Clark, Bosworth et al., 2000; Petrella, Coleman et
al.,, 2003; Walsh e Selkoe, 2004). A sobrevida média dos pacientes apds o
diagndstico inicial é de 5 a 10 anos, podendo chegar a 20 anos em alguns casos
(Walsh, Welch et al., 1990).

A doencga de Alzheimer € multifatorial, ou seja, resultante de uma combinagao
de fatores ambientais e genéticos. Além do envelhecimento, que constitui o principal
fator de risco associado a doenga, outros fatores tém sido sugeridos com base em
estudos epidemiologicos. Dentre estes, destacam-se baixa escolaridade,

traumatismo craniano associado a perda de consciéncia, sexo feminino, depressao,
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diabetes melitus, hipertensédo arterial, tabagismo, hiperinsulinemia, sedentarismo,
fibrilagao atrial, além de fatores nutricionais e genéticos (Cotman e Berchtold, 2002;
Ritchie e Lovestone, 2002; Gorelick, 2004; Luchsinger e Mayeux, 2004; Mattson,
2004).

Do ponto de vista genético, a DA apresenta um carater heterogéneo, tendo
sido descritas as formas familiar e esporadica. A forma familiar da doenca tem
heranga autossdmica dominante e o inicio dos sintomas clinicos geralmente ocorre
antes dos 65 anos de idade, sendo considerada a forma mais rara (5-10% do total
de casos) (Poirier, 2005). Mutagbes em genes codificadores para a proteina
precursora do peptideo B-amildide (APP), e das proteinas associadas com a
formacdo dos fragmentos toxicos de amildide, como presenilina 1 (PSEN1),
presenilina 2 (PSENZ2), apoliproteina E (especificamente ao alelo €4), e proteina
relacionada ao receptor de LDL, sdo os principais responsaveis pelos casos da
forma familiar da DA (Levy-Lahad, Lahad et al., 1995; Sherrington, Rogaev et al.,
1995; Fox, Kennedy et al., 1997; Blennow, de Leon et al., 2006). Todavia, mutacdes
nesses genes, nos casos de doenga esporadica, ndo estdo descartadas.

As principais alteragdes neuropatolégicas verificadas no cérebro dos
pacientes portadores da DA incluem atrofia cortical difusa, presenga de um grande
numero de placas senis, com acumulo de peptideos AR, e hiperfosforilacdo da
microtubulina tau. Os emaranhados neurofibrilares presentes no cérebro destes
pacientes também apresentam hiperfosforilagdo da proteina tau com consequentes
modificagdes oxidativas, além de degeneragbes granulo-vacuolares associadas a
perda neuronal (Sisodia e Price, 1995; Selkoe, 1999). As placas senis e 0s

emaranhados neurofibrilares estdo presentes, principalmente, nas regides do
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cérebro envolvendo aprendizado, memoéria e comportamento emocional, como o
coértex, hipocampo e amidala (Mattson, 2004).

As placas senis sdo depdsitos extracelulares de fibrilas e agregados amorfos
de peptideo AB, composto essencialmente por 40 ou 42 aminoacidos (Glenner e
Wong, 1984). Acredita-se que a concentracdo desses peptideos nas placas senis
esteja correlacionada ao grau de deméncia dos individuos afetados (Selkoe, 1994).
O peptideo AB é gerado pela clivagem da proteina precursora amildide (Haass e De
Strooper, 1999). A APP é uma proteina transmembranar que, em situagdes
fisiolégicas (ou via nao-amiloidogénica), sofre duas clivagens enzimaticas;
primeiramente pela agdo da enzima a-secretase e, em seguida, pela enzima y-
secretase, com consequente formagcdo do fragmento p3, atdoxico. Na via
amiloidogénica (nao fisioldgica), a APP ¢é inicialmente clivada por uma protease
aspartica, denominada [-secretase, gerando proteinas precursoras amildide f
(sAPPp) e residuos C- terminal (CTFpB) do fragmento B. CTF( é entao clivado pela y-
secretase que produz CTFy e fragmentos AB (Haass, 2004; Mattson, 2004; LaFerla,
Green et al., 2007).

Diversos componentes parecem estar envolvidos no desenvolvimento e na
progressao da doenca, em especial o efeito do peptideo AR nos processos
inflamatorios, na modulacdo das sinapses e indugcdo da potenciacdo de longa
duracao (LTP, Long-term potentiation), nos fendbmenos oxidativos, e na ruptura da
homeostase do metabolismo celular. Os mecanismos responsaveis pela
neurotoxicidade da AP sdo complexos e parecem estar associados com o
desequilibrio nas concentragdes intracelulares dos ions calcio e potassio, perda da
funcdo mitocondrial, redugdo do metabolismo cerebral da glicose, indugdo de

estresse oxidativo, e ativagado da morte celular programada (apoptose) (Gomez-Isla,
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Hollister et al., 1997; Zhu, Su et al., 2007). A ocorréncia de disfungdo na
neurotransmissao colinérgica, incluindo na enzima acetilcolinesterase (responsavel
pela degradacao da acetilcolina), sao freqlientes na doenga de Alzheimer (Blennow,
de Leon et al., 2006). Além disso, tem sido demonstrado que a ocorréncia de um
processo neuro-inflamatoério crénico contribui de maneira decisiva nos fenbmenos
neurodegenerativos da doenga (McGeer e McGeer, 1998; Minghetti, Ajmone-Cat et
al., 2005).

A reducdo do metabolismo cerebral da glicose na DA é um fato marcante
(Gibson, Karuppagounder et al., 2008). Recentemente, Gault e colaboradores
(2008b) descreveram a participacdo direta do GIP na liberagdo de
neurotransmissores e na indugédo da potenciagao de longa duragao (LTP) em fatias
de hipocampo. Adicionalmente, foi demonstrado que o GIP protege as sinapses da
toxicidade induzida pela forma agregada do peptideo AB+.42 (Gault e Holscher, 2008;
Gault e Holscher, 2008), e que as incretinas GLP-1 e GIP apresentam propriedades
neuroprotetoras, sugerindo uma possivel utilizagdo desses peptideos na redugao
dos processos degenerativos caracteristicos da DA (Holscher e Li, 2008). Entretanto,
ndo existem estudos in vivo avaliando o possivel efeito do GIP nos prejuizos
cognitivos e sinapticos, e nos mecanismos inflamatoérios e oxidativos induzidos pela
AB, bem como a quantidade de informagdes sobre o possivel efeito do GIP no SNC,
ainda é limitada.

Diante disso, no presente estudo avaliamos os efeitos do pré-tratamento
com GIP, administrado pela via intracerebroventricular (i.c.v.) nos prejuizos
cognitivos e sinapticos, no aumento da proteina pré-inflamatéria TNF-a, e das
enzimas iINOS e nNOS, induzidos pela administracdo i.c.v. do peptideo AB1.40, €M

camundongos.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a expressao do GIPR em estruturas cerebrais de roedores
submetidos a modelos experimentais de doengas neurolégicas, nas quais
sabidamente existe um processo neurodegenerativo associado. Além disso,
investigar o efeito da administragao intracerebroventricular (i.c.v.) do GIP nos déficits
cognitivos e mecanismos de sinaptotoxicidade induzidos pelo peptideo AB1.40 €m

camundongos.

2.2 Objetivos Especificos

- Avaliar uma possivel modificacdo no padréo de expressdo do GIPR em diferentes
sub-regides do hipocampo e neocortex de animais submetidos ao modelo

experimental de ELTM-EH induzido pela administracio sistémica de pilocarpina.

- Caracterizar a expressdao do GIPR em secgdes histologicas de hipocampo e
neocdortex humano retirados de um paciente portador de ELTM-EH apds o

tratamento cirurgico.

- Analisar a associagdo entre a expressdao do GIPR e a degeneragcéo neuronal,
através da técnica de Fluoro-Jade no hipocampo e neocértex de animais submetidos
ao modelo experimental de ELTM-EH induzido pela administracdo sistémica de

pilocarpina.
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- Analisar a associagao entre a expressao do GIPR e degeneragao neuronal, através
da técnica de Fluoro-Jade no hipocampo e neocoértex de um paciente portador de

ELTM-EH tratado cirurgicamente.

- Avaliar os efeitos da administracdo i.n. de MPTP sobre a expressdo da Caspase-3

clivada e da TH em diferentes regides sub-corticais de ratos.

- Avaliar a existéncia de modificagdes na expressao do GIPR em diferentes regides

sub-corticais do encéfalo de ratos submetidos ao modelo de Parkinson induzido pela

administragao i.n. de MPTP.

- Avaliar o efeito do agonista do GIPR sobre o prejuizo cognitivo e alteragdes

sinapticas induzidas pela administracéo i.c.v. do peptideo AB1-40.

- Avaliar o efeito do agonista do GIPR sobre o aumento na expressédo das enzimas

INOS e nNOS e do TNF-a induzido pela administragao i.c.v. do peptideo AB1.40.
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CAPITULO 1

GLUCOSE-DEPENDENT INSULINOTROPIC PEPTIDE RECEPTOR EXPRESSION
IN THE HIPPOCAMPUS AND NEOCORTEX OF MESIAL TEMPORAL LOBE
EPILEPSY PATIENT AND RATS SUBMITTED TO PILOCARPINE MODEL

Manuscrito submetido a revista Epilepsia.
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Purpose: The glucose-dependent insulinotropic peptide receptor (GIPR) has been implicated
with neuroplasticity and may be related to epilepsy.

Methods: GIPR expression was analyzed by immunohistochemistry in the hippocampus
(HIP) and neocortex (Cx) of rats submitted to pilocarpine induced status epilepticus (Pilo-SE),
and in one patient with mesial temporal lobe epilepsy related to hippocampal sclerosis
(MTLE-HS) treated surgically. A combined GIPR immunohistochemistry and Fluoro-Jade
staining was carried out to investigate the association between the GIPR expression and
neuronal degeneration induced by Pilo-SE.

Results: GIPR was expressed in the cytoplasm of neurons from the HIP CA subfields,
dentate gyrus (DG) and Cx of animals and human samples. The GIPR expression after the
Pilo-SE induction increases significantly in the HIP after 1 h and 5 days, but not after 12 h or
50 days. In the Cx, the GIPR expression increases after 1 h, 12 h and 5 days, but not 50
days after the Pilo-SE. The expression of GIPR noticed 12 h after Pilo-SE was inversely
proportional to the Fluoro-Jade staining intensity. In the human tissue, the GIPR expression
patterns were similar to those observed in chronic Pilo-SE animals. No Fluoro-Jade stained
cells were observed in the human sample.

Conclusions: The GIPR is highly expressed in human HIP and Cx. There was a time and
region dependent increase of GIPR expression in the HIP and Cx after Pilo-SE that was
inversely associated to neuronal degeneration. Our findings suggest a possible role for the

GIPR in the neuroplasticity events of MTLE-HS.

Keywords: Mesial temporal lobe epilepsy; hippocampal sclerosis; glucose-dependent

insulinotropic peptide receptor.
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1. INTRODUCTION

Glucose-dependent insulinotropic peptide (GIP) is a 42-amino acid polypeptide initially
isolated from endocrine cells in porcine small intestine, originally described as a gastric acid
secretion and gastrointestinal motility modulator (Brown et al., 1969, Brown et al., 1975). Its
major physiological role is increasing insulin secretion by pancreatic islet cells (Dupre et al.,
1973, Ross et al., 1977, Gault et al., 2003), but it is also associated with fat metabolism
regulation in adipocytes as well as pancreatic B-cells differentiation, proliferation, and survival
(Yip & Wolfe, 2000, Trumper et al., 2002, Trumper et al., 2001). GIP elicits several
physiologically relevant glucose lowering actions through a variety of extrapancreatic
mechanisms (Irwin et al., 2006). Its actions are mediated through activation of GIP receptor
(GIPR), a seven trans-membrane domain G-protein-coupled receptor widely distributed in the
brain. GIPR mRNA has been detected at high levels in the olfactory bulb, layers 3 and 5 of
the cerebral cortex, hippocampus, and mammilary bodies (Usdin et al., 1993).

The first report demonstrating a possible role of GIP on “non-endocrine” brain function
in vivo came from transgenic animals for the GIPR gene which presented increased
exploratory behavior and motor function (Ding et al., 2006). Recently Gault and Hélscher
(Gault & Holscher, 2008) demonstrated that GIPR agonists infused intracerebroventricularly
increased the long-term potentiation (LTP) in the hippocampal CA1 region of rats (Gault &
Holscher, 2008). The same authors also demonstrated that GIP might protect synapses from
the detrimental effects of beta-amyloid fragments on LTP formation.

The GIP and its receptor are found on neurons and on neuronal progenitor cells in the
dentate gyrus (DG) of the hippocampus where it is markedly upregulated in association with
increased rates of cell proliferation (Nyberg et al., 2005, Nyberg et al., 2007). Experimental
evidences showed that postnatal neurogenesis may be modulated by different physiological
and non-physiological mechanisms, including chronic epileptic conditions such as the mesial
temporal lobe epilepsy associated with hippocampus sclerosis (MTLE-HS) model induced by

pilocarpine status epilepticus in rats (Parent et al., 1997).
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The MTLE-HS is the most common refractory epileptic syndrome in humans and is
associated with complex partial seizures that may evolve to secondarily generalization
(Engel, 1996). Anterior and mesial temporal lobotomy is an effective and safe procedure for
pharmacologically refractory patients with MTLE-HS (Wiebe et al., 2001) and parallel studies
using animal models and human tissue obtained from epilepsy surgery may be useful to
understand the epileptogenesis process. The pilocarpine model is a valid animal model to
investigate the neuroplasticity, neurochemical and neuropathological changes related with
MTLE-HS (Bonan et al., 2000). In this model, a prolonged status epilepticus induced by
systemic pilocarpine (Pilo-SE) causes neuronal loss, synaptic reorganization, mossy fiber
sprouting in hippocampus and spontaneous recurrent seizures initiated in the hippocampus
and propagated to the neocortex (Ben-Ari, 1985, Cavalheiro et al., 1991, Mello et al., 1993).

To date, the role of GIP and GIPR in the brain is not clear, and its expression was
not demonstrated in the central nervous system in humans. We investigated the expression
of GIPR in the hippocampus and neocortex of rats at different times after the Pilo-SE
induction and its association with neuronal degeneration. We also analyzed the GIPR
expression in the hippocampus and temporal neocortex of one male patient with medically

refractory MTLE-HS treated surgically.

2. Materials and Methods
2.1. Animal model

Male Wistar rats (age 70-90 days; weight 200-240 g) from our own colony were
housed under optimum light, temperature, and humidity conditions (12 h light/dark cycle, 22 +
1C, under 60-80% humidity), with food and water pr ovided ad libitum. All procedures within
this study followed the “Principles of Laboratory Animal Care” from the National Institutes of
Health's (NIH) publication number 85-23 and were approved by the Ethics Committee of
UFSC.

The pilocarpine model has been previously described (Leite et al., 1990, Cavalheiro

et al., 1991, Bonan et al., 2000). In summary, thirty minutes after subcutaneous pretreatment
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with scopolamine methyl nitrate 1 mg/kg (to minimize peripheral cholinergic effects), a single
dose of pilocarpine (300 mg/kg, dissolved in saline) was injected intraperitoneally (i.p.). After
the pilocarpine injection, the animal became hypoactive; generalized convulsions and limbic
SE usually occurred 40-80 min after injection. A total of 40 rats were injected with pilocarpine
and monitored behaviorally for at least 6 h. Total mortality was 37%, and 4% of the rats did
not develop status epilepticus (SE). Only animals that evolved to SE were studied. Control
animals received the same amount of saline and scopolamine only and were sacrificed at
similar times after infusions as their respective experimental groups.

The animals were sacrificed at 1 h (acute phase) or 12 h after behavior initiation of
SE (toxic phase), or 5 days (silent period) or 50 days (chronic period) after the SE induction.
After deeply anesthetized with pentobarbital (70 mg/kg i.p.), they were perfused transcardially
with saline followed by 4% paraformaldehyde in phosphate buffer (PBS; 0.1 M, pH 7.4) for 5
min. The brains were rapidly removed, postfixed overnight in 4% paraformaldehyde (Sigma,
CA) and submitted to conventional histological processing. Animals at the silent and chronic
period were behaviorally evaluated 6 h before their sacrifice and had no behavioral

symptoms of spontaneous epileptic seizure during this period.

2.2. Human samples

The GIPR expression was investigated by immunohistochemistry (see below) of the
hippocampus body and middle temporal gyrus of an 18-year-old male patient with medically
refractory MTLE-HS treated surgically. He had a prolonged non-febrile seizure at age 1 year
and 6 months and the recurrent epileptic attacks started at 6 years. The video-EEG showed
all the interictal epileptiform discharges in the left anterior and mesial temporal lobe region
and the ictal onset was characterized by typical teta activity on the left temporal lobe.
Seizures were characterized by olfactory aura followed by abdominal discomfort, behavioral
arrest and impaired consciousness without secondary generalization. A high-resolution
magnetic resonance imaging showed a left unilateral mesial temporal sclerosis that was

confirmed by the pathological examination. The pre-surgical seizure frequency was 4 to 8 per
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month and he remains seizure-free 5 months after surgery. The last seizure occurred 72 h

before the surgical procedure.

2.3. Immunohistochemistry

Paraffin-embedded tissues from rat brain and pancreas (positive control) were
sectioned at 4 um and immunohistochemistry detection was performed using rabbit anti-
GIPR (1:500, kind gift of T.J. Kieffer, University of British Columbia) (Lewis et al., 2000,
Buhren et al., 2009). Following quenching of endogenous peroxidase with 1.5% hydrogen
peroxide in methanol (v/v) for 20 min, high temperature antigen retrieval was performed by
immersion of the slides in a water bath at 95 to 98T in 10 mmol/L trisodium citrate buffer, pH
6.0, for 45 min. The slides were then processed using the Vectastain Elite ABC reagent
(Vector Laboratories, Burlingame, CA) according to the manufacturer’s instructions. After the
appropriate biotinylated secondary antibody, sections were developed with 3,3-
diaminobenzidine (Dako Cytomation, Glostrup, Denmark) in chromogen solution for the exact
amount of time and counterstained with Harris's hematoxylin. Positive control (pancreas) and
experimental tissues were placed on the same slide and processed under the same
conditions. Negative control experiments included omission of primary antibody as well as
substitution of the primary antibody by equivalent dilutions of nonimmune rabbit IgG serum,

using the same staining protocol, and were devoid of specific immunoreaction product.

2.4. Image analysis

The immunostaining was assessed at the 4-pym sections of hippocampus and
adjacent neocortex localized between 4.0 and 4.2 mm posterior to the bregma, according to
the rat brain atlas of Watson and Paxinos (1986). For GIPR quantification, images of stained
hippocampal CA1, CA2, CA3 and dentate gyrus (DG) sub-regions and the neocortex were
acquired using a Sight DS-5M-L1 digital camera (Nikon, Melville, NY, USA) connected to an
optical microscope (Eclipse 50i; Nikon, Melville, NY, USA) at 400x magnification. We

captured one image of each region per section (4 images per section). A threshold optical
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density (O.D.) that best discriminated staining from the background was obtained using the
NIH ImageJ 1.36b imaging software (NIH, Bethesda, MD, USA). The total pixels intensity was
determined and data were expressed as O.D. The data represent the average value obtained

by the analysis of images of hippocampal CA1, CA2, CA3, DG sub-regions, and neocortex.

2.5. Combining Fluoro-Jade B with GIPR immunohistochemistry stains

The Fluoro-Jade (FJ) histochemistry was used as indicative of neuronal degeneration
(Pairier et al., 2000, Schmued et al., 1997, Schmued & Hopkins, 2000, Wang et al., 2008).
The GIPR immunohistochemistry was performed in paraffin-embedded sections from rat
brain as described above. After developing with chromogen solution, the slides with tissues
were immersed in Fluoro-Jade B staining solution (10 mL of 0.01% Fluoro-Jade B dye
aqueous solution to 90 mL of 0.1% acetic acid in distilled water) for 30 min. After staining, the
sections were rinsed three times with distilled water. Excess water was drained off, and the
slides were immersed in xylene and then coversliped with D.P.X. (Aldrich Chem. Co.,
Milwaukee, WI) mounting media. Sections were examined with an epifluorescence
microscope (Eclipse 50i; Nikon, Melville, NY, USA) using a filter system suitable for
visualizing fluorescein (FITC) connected to Sight DS-5M-L1 digital camera (Nikon, Melville,
NY, USA).

Previous studies using Fluoro-Jade staining demonstrated massive degenerative
death of neuronal cells with dense distribution in the hippocampus and cerebral cortex,
reaching peak levels between 12 h and 3 days, and then gradually diminishing 7-14 days
after onset of prolonged seizures (Wang et al., 2008). To further investigate the possible
relation between GIPR expression and neuronal death associated to Pilo-SE, we performed a
double stain of GIPR with Fluoro-Jade B and histochemistry (Schmued et al., 1997) 12 h after

Pilo-SE onset and compared with their respective control group.

2.5. Statistical analysis
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The statistical analysis of the experimental data is expressed as mean + S.E.M. and
was carried out using two-way analysis of variance (ANOVA) with treatment and time as the
independent variables. Following significant ANOVAs, multiple post-hoc comparisons were
performed using the Newman-Keuls test. The accepted level of significance for the tests was
P<0.05. All tests were performed using the Statistica software package (StatSoft Inc., Tulsa,

OK, USA). The findings of the human sample were described qualitatively.

3. RESULTS
3.1. Expression of GIPR in granular cells of the rat hippocampus and neocortex

In accordance to previous studies (Nyberg et al., 2005, Nyberg et al., 2007), the
hippocampal formation contained a large number of GIPR-immunoreactive cells. The
expression was highest in the cytoplasm of cells of the granule cell layer and the polymorph
layer (hilus) of the dentate gyrus (DG) as well as CAl, CA2, and CA3 of control animals. In
the parietal cortex, the highest density of GIPR-immunoreactive neurons is found in layers Il—
V, also with a citoplasmatic distribution pattern. The GIPR immunoreactivity was mostly
localized in the DG of hippocampus, were the optical density was almost double of that of all
the other investigated regions (data not shown).

As showed in Figure 1, Pilo-SE induced a significant increase in the GIPR expression
in the hippocampal CA1 sub-region in comparison to the controls [F(1, 19)=20.95, P<0.001].
Conversely, the time and the interaction factors did not present significant effects [time: F(3,
19)=1.81, P=0.18); interaction factor: F(3, 16)=2.59, P=0.09]. Importantly, post-hoc
comparisons revealed higher GIPR expression in the CAl after 1 h (P<0.05) and 5 days
(P<0.01), but not after 12 h (P = 0.39) following Pilo-SE induction when compared with their
respective control groups (Figure 1B).

In CA2 sub-region, as illustrated in Figure 2, two-way ANOVA revealed a significant
effect on the main factors and their interaction in the GIPR expression [treatment: F(1,
16)=24.81, P<0.001; time: F(3, 16)=4.51, P<0.05; interaction factor: F(3, 16)=4.83, P<0.01].

Subsequent post-hoc comparisons revealed higher GIPR expression in the CA2 after 1 h
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(P<0.05) and 5 days (P<0.05), but not after 12 h (P=0.40) following Pilo-SE induction in
comparison with their respective control groups (Figure 2B).

Moreover, Pilo-SE increased GIPR expression in the CA3 [treatment: F(1, 16)=39.15,
P<0.0001] and DG [F(1, 16)=33.31, P<0.0001] (Figures 3 and 4, respectively). Subsequent
comparisons revealed that in both CA3 and DG, GIPR immunoreactivity was higher after 1 h
(P<0.001 and P<0.001, respectively) and 5 days (P<0.01 and P<0.05, respectively) following
Pilo-SE induction in comparison with their respective control groups (Figure 3B and 4B).

Figure 5 illustrates the expression of GIPR in the neocortex localized over the same
coronal slices containing the dorsal hippocampus of the same controls and Pilo-SE animals
described above. The animals submitted to Pilo-SE showed a notably higher staining
intensity than control animals (Figure 5) [treatment: F(1, 16)=79.93, p<0.001]. The time after
Pilo-SE induction and the interaction factor also demonstrated significant effects [time: F(3,
16)=6.13, P<0.005; interaction factor: F(3, 16)=6.19, P<0.005]. The post-hoc comparisons
revealed higher GIPR expression in the cortex after 1 h (p<0.0001), 12 h (p<0.01) and 5 days
(p< 0.001), but not after 50 days (P=0.40) following Pilo-SE induction in comparison to their
respective control groups (Figure 5B).

Interestingly, at all the analyzed times, the observed increase of GIP expression in the
DG was significantly higher (see the figures 1-5) than CAl, CA2, CA3, CA4 and neocortex (P

< 0.05, analysis details not shown).

3.2. The Fluoro-Jade positive cells did not express the GIPR in rat hippocampus

In accordance to previous studies (Wang et al., 2008), the histochemical analysis
using Fluoro-Jade staining revealed an intense neuronal death during the toxic phase (12 h
after Pilo-SE induction) when compared with the controls. As is clearly demonstrated in
Figure 6, the cells strongly labeled for GIPR were not stained for Fluoro-Jade. A similar

pattern was also observed in the neocortex of the same animals (data not shown).

3.3. The GIPR is expressed in human hippocampus and neocortex of the MTLE-HS patient
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To investigate the presence of GIPR expression in the human brain, we investigated
whether GIPR might be expressed in the hippocampus and temporal neocortex of a MTLE-
HS patient treated surgically. Figure 7 shows representative photomicrographs of GIPR of the
hippocampus granule cell layer of CA1, CA2, CA3 and DG sub-regions (see Figure 7A and
B) and middle gyros of temporal lobe neocortex (see Figure 7C and D). The temporal
neocortex shows a large number of GIPR immunoreactive cells distributed through layers I

to VI (Figure 7C and D).

4. DISCUSSION

The present work demonstrated a time and region dependent increase of GIPR
expression in the hippocampus and neocortex of animals submitted to Pilo-SE. The
expression of GIPR after the Pilo-SE induction increases significantly in all regions of the
hippocampus after 1 h and 5 days, but not after 12 h or 50 days. In the neocortex, the GIPR
expression increases significantly after 1 h, 12 h, and 5 days, but not after 50 days following
the Pilo-SE. Interestingly, at the baseline, DG cells showed double the amount of GIPR
expression than all the other studied regions (data not shown). The increase in the GIPR
expression was also more prominent in the DG (15 to 30 times higher than at the baseline)
than in the other regions (7 times higher than at the baseline). It was demonstrated that Pilo-
SE increases the number of proliferative hippocampal cells in the DG (Parent et al., 1997).
Walter and colleagues (2007) have demonstrated a selective vulnerability of these newly
generated neurons to disruption in epilepsy, relative to their mature neighbors and thus
suggesting that newly generated neurons may contribute significantly to the development of
epilepsy (Walter et al., 2007). Considering that GIP is highly expressed in the DG and
induces cell proliferation in vivo and in vitro in non-epileptic animals (Nyberg et al., 2005), the
more prominent increase in the expression of GIPR in the DG in comparison to other
hippocampal and neocortical regions may be associated with the neurogenesis observed
after prolonged Pilo-SE. The importance of all these findings in the epileptogenicity deserves

further investigation.
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It was demonstrated that GIP is able to protect synapses from the detrimental effects
of beta-amyloid fragments on LTP formation, indicating a neuroprotective role for the GIPR in
an animal model of Alzheimer disease (Gault & Holscher, 2008). A recent work suggests a
critical role of GIP/GIPR in promoting the peripheral nerve recovery after crush (Buhren et al.,
2009). Although the cause-effect relationship between GIPR and neuroprotection remains to
be proven, our findings indicate unequivocally an association between the GIPR expression
and neuronal survival in the Pilo-SE model. Considering the involvement of GIPR with the
metabolic regulation, it is possible that GIPR expression may be associated with the
energetic balance of neurons during the acute phase of the pilocarpine model.

Madifications in the intrinsic physiology of neurons of animals submitted to Pilo-SE
may be critical for the epileptogenic mechanisms in the hippocampus and seizure
propagation in the neocortex. Sanabria and colleagues (Sanabria et al., 2001) demonstrated
that Pilo-SE induced changes in the electrophysiological characteristics in the hippocampus
of the chronic epileptic animals. The CAl region of these animals shows a significant
proportion of neurons with intrinsic burst or spontaneous burst cell characteristics (not
observed in controls) which are likely to be the initiators of spontaneous population bursts in
epileptic slices. The same author also demonstrated a significant increase of intrinsic bursting
neurons in the layer V of neocortex of chronic animals submitted to Pilo-SE (Sanabria et al.,
2002). Considering that GIPR activation modulates positively “in vivo” the Long-Term
Potentiation (LTP) in the CAL region of the hippocampus (Gault & Holscher, 2008), the early
increase of GIPR expression in the hippocampus and neocortex due to Pilo-SE could be
involved with the epileptogenic long-term modifications of the intrinsic neuronal physiology
and network observed in those animals.

Although we analyze only one representative case of MTLE-HS, this is the first report
instance demonstrating the presence of GIPR immunoreactivity in human brain. The
qualitative analysis of the GIPR expression pattern observed in the hippocampus and
neocortex of this single human MTLE-HS sample was similar to that observed in the chronic

animals submitted to Pilo-SE. No pattern of neuronal degeneration was observed using the
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Fluoro-Jade technique in the patient sample. Further studies investigating the association
between GIPR expression and clinical-demographic variables of patients or comparing them
with post-mortem controls may be helpful to clarify the role of GIPR in human MTLE-HS.

In summary, there is a time and region dependent increase of GIPR expression in the
hippocampus and neocortex of animals submitted to Pilo-SE. The GIPR expression is
inversely associated to neuronal degeneration related to Pilo-SE. Human hippocampus and
neocortex of a pharmacologically untreatable MTLE-HS revealed expression of GIPR similar
to that of chronic animals submitted to Pilo-SE. The exact role of GIPR in the neuroprotection

or neuroplasticity events related to epileptogenesis processes deserves further investigation.
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Figure 1 - Expression of GIP receptor in granular cells of the hippocampus CA1l sub region of rat.
Immunohistochemical analysis for GIPR was performed 1 h, 12 h, 5 days and 50 days after
induction of status epilepticus with pilocarpine (300 mg/Kg) or PBS (i.p.). Rats treated with

pilocarpine showed an increased GIPR immunostaining in the hippocampus CA1 sub region after 1 h
and after 5 days following SE. (A) Representative images of GIPR immunostaining in the CA1 sub
region of the hippocampus. Scale bar = 500 um. (B) Graphic representation of the average
immunostaining for GIPR evaluated in the CA1 sub region of the hippocampus. Values represent the
mean = S.E.M. (N = 3 rats per group). *P < 0.05 compared to PBS-treated group.
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Figure 2 - Expression of GIP receptor in granular cells of the hippocampus CA2 sub region of rat.
Immunohistochemical analysis for GIPR was performed 1 h, 12 h, 5 days and 50 days after

32 induction of status epilepticus with pilocarpine (300 mg/Kg) or PBS (i.p.). Rats treated with

33 pilocarpine showed an increased GIPR immunostaining in the hippocampus CA2 sub region after 1 h

34 and after 5 days following SE. (A) Representative images of GIPR immunostaining in the CA2 sub

35 region of the hippocampus. Scale bar = 500 um. (B) Graphic representation of the average

36 immunostaining for GIPR evaluated in the CA2 sub region of the hippocampus. Values represent the

37 mean = S.E.M. (N = 3 rats per group). *P < 0.05 compared to PBS-treated group.
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Figure 3 - Expression of GIP receptor in granular cells of the hippocampus CA3 sub region of rat.
Immunohistochemical analysis for GIPR was performed 1 h, 12 h, 5 days and 50 days after
induction of status epilepticus with pilocarpine (300 mg/Kg) or PBS (i.p.). Rats treated with

pilocarpine showed an increased GIPR immunostaining in the hippocampus CA3 sub region after 1 h
and after 5 days following SE. (A) Representative images of GIPR immunostaining in the CA3 sub
region of the hippocampus. Scale bar = 500 um. (B) Graphic representation of the average
immunostaining for GIPR evaluated in the CA3 sub region of the hippocampus. Values represent the
mean = S.E.M. (N = 3 rats per group). *P < 0.05 compared to PBS-treated group.
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Figure 4 - Expression of GIP receptor in granular cells of the dentate gyrus hippocampus sub region
of rat. Immunohistochemical analysis for GIPR was performed 1 h, 12 h, 5 days and 50 days after
32 induction of status epilepticus with pilocarpine (300 mg/Kg) or PBS (i.p.). Rats treated with

33 pilocarpine showed an increased GIPR immunostaining in the hippocampus DG sub region after 1 h
34 and after 5 days following SE. (A) Representative images of GIPR immunostaining in the DG sub
35 region of the hippocampus. Scale bar = 500 um. (B) Graphic representation of the average

36 immunostaining for GIPR evaluated in the DG sub region of the hippocampus. Values represent the
37 mean = S.E.M. (N = 3 rats per group). *P < 0.05 compared to PBS-treated group.
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Figure 5 - Expression of GIP receptor in neurons of rat cortex. Immunohistochemical analysis for
GIPR was performed 1 h, 12 h, 5 days and 50 days after induction of status epilepticus with
pilocarpine (320 mg/Kg) or PBS (i.p.). Rats treated with pilocarpine showed an increased GIPR
immunostaining in the parietal cortex after 1 h and after 5 days following SE. (A) Representative
images of GIPR immunostaining in the cortex of animals. Scale bar = 500 um. (B) Graphic
representation of the average GIPR immunostaining of four different fields (magnification 40 x) of
the parietal cortex. Values represent the mean = S.E.M. (N = 3 rats per group). *P < 0.05
compared to PBS-treated group.
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Figure 6 — The Fluoro-Jade positive cells did not express the GIP receptor in rat hippocampus.
Double staining of GIPR through immunohistochemistry and Fluoro-Jade histochemistry

23 (degenerative neurons) was performed 12 h after induction of status epilepticus with pilocarpine

24 (300 mg/Kg). (A) Representative image of the Fluoro-Jade histochemically stained CA3 sub region

25 of the hippocampus, and (B) the same field as in (A) immunostained for GIPR. The arrows indicate

26 the inverse correlation of the negative and positive cells for Fluoro-Jade and GIPR. Scale bar = 500

27 um.
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Figure 7 -The GIP receptor is expressed in human neocortex and hippocampus from patient with
mesial temporal lobe epilepsy associated with hippocampus sclerosis (MTLE-HS).
Immunohistochemical analysis for GIPR was performed on slices of human neocortex and
hippocampus from patient with MTLE-HS. (A) Representative images of GIPR immunostaining in the
hippocampus of patient with MTLE-HS (scale bar = 2000 um), and (B) higher magnification of the
GIPR positive neurons in the CA3 sub region of the hippocampus (scale bar = 1000 pum). (C)
Representative images of GIPR immunostaining in layers I-V of neocortex from patient with MTLE-
HS (Scale bar = 3000 um) and (D) higher magnification of the GIPR positive neurons in the CA3 sub
region of the hippocampus (scale bar = 1000 ym).
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INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON OLFACTION AND TASTE

Risk is in the Air

An Intranasal MPTP
(1-Methyl-4-Phenyl-1,2,3,6-Tetrahydropyridine)
Rat Model of Parkinson’s Disease

Rui D. S. Prediger,” Daniel Rial,” Rodrigo Medeiros,*”
Claudia P. Figueiredo,” Richard L. Doty,”
and Reinaldo N. Takahashi“

“Departamento de Farmacologia, Centro de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de
Santa Catarina, UFSC, Florianépolis-SC, Brazil

bSmell and Taste Center, University of Pennsylvania School of Medicine,
Philadelphia, Pennsylvania, USA

The presence of smell loss and the early pathological involvement of the olfactory path-
ways in the early stages of some neurodegenerative disorders are in accord with the
tenants of the olfactory vector hypothesis. This hypothesis postulates that some such
diseases may be caused or catalyzed by agents that enter the brain via the olfactory
mucosa. In this study, rats infused intranasally (i.n.) with a low concentration of the
proneurotoxin 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP) subsequently suf-
fered olfactory, cognitive, and motor function impairments conceivably analogous to
those observed during different stages of the development of Parkinson’s disease (PD).
Such infusion decreased the expression of the enzyme tyrosine hydroxylase in the olfac-
tory bulb and substantia nigra by means of apoptotic mechanisms, reducing dopamine
levels in different brain structures, such as the olfactory bulb, striatum, and prefrontal
cortex. These findings reinforce the suggestion that the olfactory system may be a par-
ticularly sensitive route for the penetration of xenobiotic agents into the central nervous
system and that the i.n. MPTP rat model may provide insight into the underlying mech-
anisms of PD pathogenesis, potentially leading to the development of new therapeutic
strategies for this devastating disease.

Key words: Parkinson’s disease; olfactory system; MPTP; intranasal; dopaminergic
neurodegeneration; rat

Although the cause of Parkinson’s disease (PD)
is presently unknown, epidemiological and ex-
perimental studies suggest that exposure to
several environmental agents, including agri-
cultural chemicals, may contribute to its patho-
genesis.!'? Sometimes such agents may enter
the brain via the olfactory neuroepithelium, a
concept termed the offactory vector hypothesis.>

Address for correspondence: Rui D. S. Prediger, PhD, Departamento
de Farmacologia, Universidade Federal de Santa Catarina, Campus
Trindade, 88049-900, Florianopolis, SC, Brazil. Voice: +55 48 3721 9491;
fax: +55 48 3337 5479. ruidsp@hotmail.com

In accordance with this hypothesis, several
studies have shown that intranasal (i.n.) infu-
sion of viruses* or cadmium,’ or inhalation of
® or manganese,” can result in the
invasion of these agents into the brain, some-
times severely damaging central brain struc-
tures. Also in accordance with this hypothesis
are the observations that approximately 90%
of patients with early-stage PD exhibit olfac-
tory dysfunction unrelated to disease stage or
the use of anti-PD medications (e.g, L-dopa,
dopamine (DA) agonists, anticholinergic com-
pounds)*® and that the olfactory bulb is among

aluminum

International Symposium on Olfaction and Taste: Ann. N.Y. Acad. Sci. 1170: 629-636 (2009).
doi: 10.1111/j.1749-6632.2009.03885.x © 2009 New Y9k Academy of Sciences.
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Figure 1. Time course of olfactory, cognitive, and motor symptoms observed in the in-
tranasal MPTP rat model of Parkinson’s disease.

the first brain structures to exhibit PD-related
pathology, occurring preclinically before the
classic disease motor signs.’

In humans
the pronecurotoxin 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridine (MPTP) causes a severe and
irreversible PD-like syndrome.'® However, un-
like patients with PD, individuals who received
their MPTP intravenously have little or no
smell loss, raising the question of whether the
olfactory loss of PD reflects the transit of a xeno-
biotic agent from the nose to the brain via the
olfactory receptors.!!

In contrast to primates, rodents are less sen-
sitive to MPTP  toxicity.!*> Nevertheless, the
C57BL/6 mouse strain is sensitive to the sys-
temic injection of MPTP and is significantly
more susceptible than other mouse strains in
terms of affecting mesencephalic dopaminergic
neurons.!® Largely because of the economic, lo-
gistic, and ethical constraints related to experi-
mental research in primates, the MPTP mouse
model has become the most commonly used
animal model of PD.!?

In contrast, the MPTP model is not widely
used in rats largely because systemic doses
comparable to those used in mice do not
produce significant dopaminergic degenera-
tion.!*1> Recent work has shown, however, that
infusion of MPTP directly into the rat substan-
tia nigra pars compacta causes a partial loss of
dopaminergic neurons and depletion of striatal
DA, resulting in sensorial and memory deficits
with no major motor impairments, thereby

and nonhuman primates,
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modeling the early phase of PD.!® Hence it is
conceivable that the rat liver and blood-brain
barrier are largely responsible for minimizing
the amount of MPTP that reaches the brain. If
so, then 1.n. administration of MPTP, which is
not constrained by such factors, may be more
effective in getting higher levels of MPTP into
the brain.?®

To date, most studies performed with ani-
mal models of PD have focused on their ability
to induce nigrostriatal dopaminergic pathway
damage and motor alterations associated with
advanced phases of PD. Because PD is accom-
panied by alterations in a variety of functions,
including memory deficits'”*!® and olfactory
dysfunction,>!¥ evaluating whether the pro-
posed animal models of PD alter any of these
functions seems important. We therefore inves-
tigated the occurrence of olfactory, cognitive,
and motor alterations in rats over a 21-day pe-
riod after one bilateral i.n. administration of a
low dose of MPTP (0.1 mg/nostril; for more
protocol details see Prediger et al.>"). The test
battery included tests of odor discrimination,
locomotion, and memory, as measured by step-
down inhibitory avoidance, social recognition,
and three versions of the Morris water maze.

Figure 1 summarizes the time course of per-
formance on the olfactory, cognitive, and mo-
tor test measures. Mimicking the clinical con-
dition, the rats exhibited an early disruption in
olfactory discrimination ability during the first
2 weeks after MPTP treatment. An inability to
discriminate between familiar and unfamiliar
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test cage compartments was not due to
locomotor impairment because no behavioral
alterations in the open field and activity cham-
bers were observed in the first posttreatment
week. Interestingly, 21 days after the MPTP
administration, the olfactory function of the
animals, as well as the expression of tyrosine
hydroxylase (TH) and DA levels in the olfactory
bulb, returned to normal, conceivably reflect-
ing enhanced neurogenesis of bulbar dopamin-
ergic neurons.?!

Our results are in accordance with sev-
eral lines of evidence that strongly suggest
the involvement of DA in olfactory process-
ing. The olfactory bulb of mammals contains
a large population of dopaminergic interneu-
rons, principally periglomerular and external
tufted cells, which are important for the odor
information processing.**?* Most data indicate
that these dopaminergic cells constitute the en-
tire DA content in the bulb, although there is
a report of a minor projection from the ventral
tegmental area.?*?> One systemic injection of
a dopaminergic agonist can reduce odor detec-
tion in vivo?® and can abolish the odor-induced
metabolic activation pattern in the olfactory
bulb.?” Olfactory deprivation, from either uni-
lateral olfactory nerve transection or unilateral
nostril occlusion, reduces olfactory bulb DA
content in the ispsilateral bulb,?® increases DA
receptor density in the olfactory bulb,?? and en-
hances bulb responsiveness to single odors.*-3!
Together, these data indicate that DA might
exert an inhibitory control on olfactory input.
Moreover, DA appears to be necessary for olfac-
tory memory because its release increases dur-
ing olfactory learning,’?%% whereas DA recep-
tor antagonists®* % or treatments that reduce
the dopaminergic neurotransmission, such as
MPTP?” and reserpine,®:3 inhibit olfactory
memory.

However, a possible involvement of nore-
pinephrine (NE) in the MPTP-related olfactory
deficits of this study cannot be ruled out because
the rat olfactory bulb receives a prominent no-
radrenergic input from the locus coeruleus.?®%
Indeed, NE has been implicated as playing
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an important role in olfactory memory, !
and MPTP administration can induce olfac-
tory bulb NE depletion in rodents.*?*3 That
being said, however, 6-hydroxydopamine de-
pletion of olfactory bulb NE has no demon-
strable effect on the rat’s ability to detect
odors.**

In addition to the characteristic motor symp-
toms, subtle cognitive impairments are of-
ten present even during the earlier phases of
PD.!7:!8 Such impairments include a dysexec-
utive syndrome that involves attentional and
working memory deficits accompanied by sec-
ondary deficits in the internal representation of
visuospatial stimuli.!”!8 Skill and habit learn-
ing is also impaired in these patients.* Al-
though there are reports of declarative (or
episodic) memory impairments in PD, they are
less severe than other neurodegenerative dis-
orders, such as Alzheimer’s disease.*® Because
the 1.n. administration of MPTP does not cause
gross motor alterations that would preclude as-
sessment of memory function, we also inves-
tigated what kinds of memory are affected in
these animals. Although the i.n. MPTP rats per-
formed normally in the step-down inhibitory
avoidance task and in the spatial reference
memory version of the water maze, they were
significantly impaired in their ability to locate
the cued platform in the water maze. This find-
ing implies a disruption in habit learning, as
well as poor performance in working memory,
consistent with the cognitive deficits observed
in PD patients.?

We also investigated the influences of in.
MPTP administration on the levels of the en-
zyme TH and the neurotransmitter DA in dif-
ferent structures of the rat brain. As can be
seen in Figure 2, immunohistochemistry re-
vealed a significant reduction in the TH lev-
els in the olfactory bulb and substantia nigra
of MPTP-treated rats. Moreover, the determi-
nation of DA content by reverse-phase high-
performance liquid chromatography revealed
that the olfactory, cognitive, and motor deficits
observed in our i.n. MPTP model were corre-
lated with a pronounced DA depletion in the
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Figure 2. Representative figures of tyrosine hydroxylase (TH) immunostaining detection in the olfactory
bulb (OB) and substantia nigra (SN) of rats treated intranasally with control (A and D, respectively) or
MPTP (B and E, respectively). Immunohistochemical detection of TH-positive cells was assessed using mon-
oclonal mouse anti-TH antibody (MAB318, 1:100; Chemicon International, Cambridge, MA), streptavidin-
horseradish peroxidase defection system, and the visualization was completed by use of chromogen (DAB,
3,3-diaminobenzidine) and Harris’s hematoxylin counterstained. TH-positive cells (dark) were determined
upon visual inspection at the OB (€) and SN (F) by using a counting grid at x400 magnification. (A,B)
Photomicrographs of TH-immunoreactive cells of OB; EPL, external plexiform layer; GL, glomerular layer.
Scale bars, 100 um. (D,E) Photomicrographs of TH-immunoreactive cells of SN; SNc, substantia nigra pars
compacta. Scale bars, 200 um. Values represent the mean + SEM of TH-positive neurons (cells/square
millimeter) of five animals in each group. *P < 0.05 compared with the control group (unpaired Student's
test).

—conrd daily i.n. inoculations with MPTP (30 mg/kg
of body weight) for 30 days developed motor

j:: - deficits that correlated with a progressive and
S0 severe depletion of striatal DA levels and a loss
m 4000 of TH and DA transporter staining in the sub-
m ﬁ o0 stantia nigra and striatum.
o The cellular mechanisms underlying PD-
0 0

Offactory Prefomtal ppocampus Striatum related neurodegeneration are not well under-
bulb riex stood. Nonetheless, considerable evidence ex-
of MPTP (0.1 mg/nostril) on dopamine concentra- %Sts that programmed C.CH death play.S akeyrole
tion in the olfactory bulb, prefrontal cortex, hip- 1 the neurodegeneration observed in both PD
pocampus, and striatum of rats. Values represent the ~ patients and MPTP-treated animals.’ MPTP-
mean + SEM of dopamine levels (nanogram per induced oxidative stress activates a series of cel-
gram of wet fissue) of seven animals in each group.  Jylar factors, which subsequently initiate apop-
P = 005 co,mpored with the control group [un- i cell death. Among them, c-Jun N-terminal
paired Student’s test). . . .
kinase (JNK) signaling cascade and caspase
olfactory bulb, striatum, and prefrontal cortex, activation are recognized as key mediators in
but not the hippocampus, of MPTP-treated rats - MPTP-induced neuronal apoptosis.**?" As il-
(Fig. 3). In support of our findings, Rojo et al.*”  lustrated in Figure 4, the i.n. administration of
recently reported that C57BL/6 mice receiving MPTP causes a sustained activation of JNK
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Figure 3. Effects of intranasal administration
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Figure 4. Effects of intranasal administration of MPTP (0.1 mg/nostril) in the cJun N-

terminal kinase (JNK) and caspase-3 signaling cascade of neuronal apoptosis. Western blot
analysis revealed that the intranasal MPTP treatment causes a pronounced and sustained
activation of JNK in the olfactory bulb (OB) and substantia nigra (SN) of rats (A and B,
respectively). Results were normalized by arbitrarily sefting the densitometry of the control
group and are expressed as mean + SEM of three independent experiments. Representative
figures of caspase-3—cleaved detection in the SN of rats treated intranasally with control (C)
or MPTP (D). Immunohistochemical detection of caspase-3 cleaved—positive cells were as-
sessed using monoclonal mouse anti-TH antibody (#9661, 1:400; Cell Signaling Technology,
Danvers, MA), streptavidin-horseradish peroxidase detfection system, and the visualization
was completed by use of chromogen (DAB, 3,3'-diaminobenzidine) and Harris’s hematoxylin
counterstained. Caspase-3—positive cells (dark) were determined upon visual inspection at
the SN by using a counting grid at x400 magnification (E). Scale bars (C and D), 25 pm.
Values represent the mean &= SEM of caspase-3—positive neurons (cells/square millimeter) of
five animals in each group. *P < 0.05 compared with the control group (unpaired Student's

test).

in the rat olfactory bulb and substantia nigra,
leading to caspase-3 activation. Such activation
may be largely responsible for the dopamin-
ergic degeneration in olfactory bulb and sub-
stantia nigra observed in our in. MPTP rat
model.

Many of the behavioral impairments in-
duced by i.n. administration of MPTP appear
analogous to those observed in PD. For exam-
ple, in the earlier stages of PD, DA neurons in
the substantia nigra pars compacta are moder-
ately lost (40%—70%) and sensory and memory
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deficits are present in the absence of major mo-
tor impairment. As in patients with PD, the rats
of our study exhibited deficits in working mem-
ory with long-term spatial (declarative) memo-
ries largely being spared. However, our PD rat
model does not fully mimic human PD. Thus,
even though the observed sequence of olfactory,
cognitive, and motor impairments is similar to
the sequence of analogous changes seen in PD,
the time frame of development of these prob-
lems is shorter in our rat model and the olfac-
tory dysfunction reverses itself. Such reversal
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might not occur in older rats, something that
requires additional study. Moreover, the human
PD phenotype is associated with twice as many
TH-immunoreactive neurons in the olfactory
bulb than in control subject.’! Whether this
phenomenon, which could reflect extreme at-
tempts to repopulate bulbar dopaminergic cells
via the rostral migratory stream, is associated
with the use of anti-PD medications, age of dis-
ease onset or time of autopsy, or other factors
1s unknown.

In summary, our experimental findings agree
with the olfactory vector hypothesis, as well as
with epidemiological studies implicating xeno-
biotic agents in the induction of PD. We demon-
strate that low concentrations of MPTP can
enter the brain via the olfactory mucosa and
alter dopaminergic function in a range of brain
structures. Because of safety considerations, our
i.n. MPTP model of PD would seem prefer-
able to other rodent models of PD in which
high concentrations of MPTP are needed to
induce alterations in central nervous system
function.
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ABSTRACT
Neuronal progenitor cells (NPCs) are differentiated in new neurons and integrated
into the mature olfactory bulb (OB) circuit throughout life, but the exact molecular
mechanisms controlling this process remain unknown. The glucose-dependent
insulinotropic peptide receptor (GIPR) is highly expressed in the rat brain and has
been implicated with neurogenesis in rodents. In the present study, adult rats infused
with a single intranasal (i.n.) administration of the proneurotoxin 1-methyl-4-phenyl-
1,2,3,6-tetrahydropyridine  (MPTP) (1 mg/nostril) presented early olfactory
impairments (verified at 7 days after MPTP administration) that were correlated with a
significant reduction in the expression of the enzyme tyrosine hydroxylase (TH) in the
OB. Interestingly, 21 days after the i.n. administration of MPTP, the olfactory function
of the animals as well as the expression of TH in the olfactory bulb returned to the
normal condition. We also report, using immunohistochemistry analysis, an increase
in the number of cells undergoing proliferation in the glomerular layer (GL) with a
concomitant reduction in the number of these cells (KI67-positive) in the
subependymal zone (SEZ) of rats OB following neuronal loss induced by MPTP. Our
findings suggest that 7 days after i.n. MPTP administration there is a migration of
NPCs (KI-67 positive) from the SEZ through the granule cell layer (GCL) to the GL. In
the same animals, the GIPR expression was significantly higher in the GCL of the OB
of MPTP-treated rats when compared with controls. The modulation of GIPR
expression might be associated with the mechanism of proliferation and migration of
OB NPCs, but the exact role of GIPR in these processes deserves further

investigation.
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Running title: GIPR expression in an experimental model of Parkinson’s
disease.

1. INTRODUCTION

Parkinson's disease (PD) is a neurodegenerative disorder that affects
approximately 1% of the population older than 50 years (Duvoisin 1991). Classically,
PD is considered to be a motor system disease, and its diagnosis is based upon the
presence of a set of cardinal motor signs (e.g. rigidity, bradykinesia, tremor and
postural reflex disturbance). Unfortunately, the patients only fulfill these clinical
criteria when 60-70% of the neurons of the substantia nigra (SN) are degenerated
and the striatal dopamine (DA) content is reduced by 80% (Riederer and Wuketich
1976; Braak et al. 2004). Recent evidence suggests that areas in the central nervous
system (CNS) processing olfactory information are affected at the early stages of PD,
even before the development of its classical symptoms (Doty et al. 1988; Muller et al.
1998; Braak et al. 2004). Consequently, olfactory dysfunction might be an early
indicator of PD and the development of specific olfactory testing may represent an
important tool in the clinical diagnosis of early stages of this disease (Doty et al.
1995).

On the other hand, experimental models of PD have attempted to reproduce
the pathogenic process and to involve areas of the brain pathologically affected in

humans. Currently, 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP) represents
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an important and frequently neurotoxin applied in animal models of PD, since in
primates (e.g. humans, monkeys and baboons) it causes irreversible and severe
Parkinsonian symptoms that are indistinguishable from those of sporadic PD (Bezard
et al. 1997a; Bezard et al. 1997b; Bezard et al. 2001; Przedborski and Vila 2001).
Although rodents are less sensitive to MPTP toxicity, largely because of the
economic, logistic, and ethical constraints related to experimental research in
primates, MPTP rodent models have become the more commonly used animal
models of PD (Schmidt and Ferger 2001).

A relatively unexplored route of penetration of neurotoxins is the nasal cavity.
The nasal mucosa exhibit a large surface area, porous endothelial membrane,
olfactory receptors are directly exposed to environment chemicals, distribution of
olfactory receptors are contiguous with the CNS, high total blood flow, avoidance of
first-pass metabolism and a weak blood—brain barrier. Surprisingly, few studies
(Dluzen and Kefalas 1996; Prediger et al. 2006; Rojo et al. 2006) have addressing
the possibility that neurotoxins such as MPTP could damage the basal ganglia
following intranasal (i.n.) absorption, despite the fact that olfactory function is
disordered in PD (Doty et al. 1988; Doty et al. 1995). In this context, Rojo et al. (2006)
recently reported that C57BL/6 mice receiving daily i.n. inoculations with MPTP (60
mg/kg of body weight) for 30 days developed motor deficits that correlated with
severe depletion of striatal DA levels and a loss of tyrosine hydroxylase (TH) and DA
transporter staining in the SN and striatum. Moreover, despite the conspicuous
insensitivity of rats to MPTP toxicity (Chiueh et al. 1984; Kalaria et al. 1987), we have
recently demonstrated that a single i.n. infusion of MPTP in rats produces progressive
signs of PD such as impairments in olfactory, cognitive and motor functions (Prediger

et al. 2006). Additionally, the i.n. administration of MPTP causes time-dependent loss
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of TH in the olfactory bulb (OB) and SN of rats, resulting in significant DA depletion in
the OB, prefrontal cortex and striatum (Prediger et al. 2006) which are associated
with alterations in the brain antioxidant status and lipid peroxidation (Franco et al.
2007), and apoptotic cell death mechanisms (Prediger et al. 2009a). Interestingly, we
have previously demonstrated that, 21 days after the i.n. MPTP administration, the
olfactory function of rats, as well as the expression of TH and DA levels in the OB,
returned to normal, which could reflect extreme attempts to repopulate bulbar
dopaminergic cells via the rostral migratory stream (RMS). In this context, previous
studies have demonstrated that the proliferation ratio in the adult OB increases
dramatically following the damage induced by systemic administration of MPTP
(Yamada et al. 2004; Hayakawa et al. 2007), suggesting that new neurons might be
formed through neurogenesis as the injured brain attempts to repair itself.

Neuronal progenitor cells (NPCs) are continuously produced mainly in two
forebrain regions; the subventricular zone (SVZ) (Luskin 1993; Lois and Alvarez-
Buylla 1994; Doetsch et al. 1997) and hippocampal dentate gyrus (Gage 2000).
NPCs in SVZ migrate to the OB via a restricted pathway called RMS. Upon reaching
the subependymal zone (SEZ), which is located in the middle of OB, the majority of
NPCs migrates to the overlying granule cell layer (GCL) while a small fraction of
NPCs reach glomerular layer (GL) and then differentiate into mature neurons in each
region. The GL is the most superficial layer and contains majority dopaminergic
neurons of the OB (Doetsch and Alvarez-Buylla 1996; Lois et al. 1996; Doetsch et al.
1999; Baker et al. 2001; Petreanu and Alvarez-Buylla 2002; Winner et al. 2002;
Yamada et al. 2004).

Recent studies have described high levels of glucose-dependent insulinotropic

peptide (GIP) and its receptor in the OB and hippocampus (Nyberg et al. 2007) and
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where it is robustly up-regulated in association with increased rates of cell
proliferation in dentate gyrus (Nyberg et al. 2005). GIP is a 42-amino acid polypeptide
initially isolated from endocrine cells in porcine small intestine, originally described as
a gastric acid secretion and gastrointestinal motility modulator (Brown et al. 1969;
Brown et al. 1975). Its major physiological role is increasing insulin secretion by
pancreatic islet cells (Dupre et al. 1973; Ross et al. 1977; Gault et al. 2003), but it is
also associated with fat metabolism regulation in adipocytes as well as pancreatic [3-
cells differentiation, proliferation, and survival (Yip and Wolfe 2000; Trumper et al.
2001; Trumper et al. 2002). The GIP actions are mediated through activation of GIP
receptor (GIPR), a seven trans-membrane domain G-protein-coupled receptor widely
distributed in the brain. GIPR mRNA has been detected at high levels in the OB,
layers 3 and 5 of the cerebral cortex, hippocampus, and mammilary bodies (Usdin et
al. 1993).

We therefore investigated in the present study the potential of i.n. MPTP
administration to increase the migration of NPCs to GL in adult rats and the role of
GIPR expression in depletion and subsequently repair of OB dopaminergic neurons
through K167 (a marker of proliferating cells) and TH immunohistochemistry. Finally,
caspase-3 immunoreactivity was analyzed in the SN to investigate the programmed
cell death (apoptosis) as a pathogenic mechanism possibly involved in the

neurodegeneration induced by i.n. administration of MPTP (Prediger et al. 2009b).

64



Page 7 of 27

©CoO~NOUTA,WNPE

Journal of Neurochemistry

Materials and Methods

Chemicals and antibodies

1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP) was acquired from
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Isoflurane was purchased from Abbot
Laboratérios do Brasil Ltda (Rio de Janeiro, RJ, Brazil). Vectastain Elite ABC reagent,
biotinylated secondary antibody and 3,3-diaminobenzidine (DAB) were purchased
from Vector Laboratories (Burlingame, CA, USA). The rabbit anti-TH antibody was
purchased from Chemicon International (Cambridge, MA, USA). Antibody against Kl-
67 was purchased from Acris (Herford, Germany), and rabbit anti-cleaved caspase-3
antibody from Cell Signaling Technology (Beverly, MA, USA). The Antibody rabbit

anti-GIPR was kind gift of T.J. Kieffer from University of British Columbia (Canada).

Animals

A total of 32 male Wistar rats (3 months old, 250-370 g) from our own colony
were used. They were kept in groups of four animals per cage and maintained in a
room under controlled temperature (23 + 1°C). They were subjected to a 12 h light
cycle (lights on 7:00 a.m.) with free access to food and water. All tests were carried
out between 9:00 and 14:00 h. All procedures used in the present study complied
with the guidelines on animal care of the UFSC Ethics Committee on the Use of
Animals which follows the “Principles of laboratory animal care” from NIH publication

No. 85-23.

65



©CoO~NOUTA,WNPE

Journal of Neurochemistry Page 8 of 27

8

Intranasal MPTP administration

MPTP HCI (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) was administered by i.n. route
according to the procedure described by Prediger et al. (2006, 2009). Briefly, rats
were lightly anaesthetized with isoflurane 0.96% (0.75 CAM; Abbot Laboratérios do
Brasil Ltda., RJ, Brazil) using a vaporizer system (SurgiVet Inc., WI, USA) and a 10-
mm piece of PE-50 tubing was inserted through the nostrils. The tubing was
connected to a peristaltic pump set at a flow rate of 12.5 pl/min. The MPTP HCI was
dissolved in 0.9% NaCl (saline) at a concentration of 20 mg/ml, after which it was
infused for 4 min (1 mg/nostril). The control solution consisted of saline. Animals were
given a 1-min interval to regain normal respiratory function and then this procedure

was repeated with infusions administered through the contralateral nostrils.

Olfactory discrimination test

The olfactory discrimination ability of rats was assessed at 7 or 21 days after
i.n. MPTP administration with an olfactory discrimination test that had been previously
evaluated in our laboratory (Prediger et al. 2005; Prediger et al. 2006; Prediger et al.
2009b). The task is based on the fact that rodents usually disclose preference for
places impregnated with their own odor (familiar compartments), in spite of places
with other non-familiar odors. Briefly, each rat was placing for 5 min in a cage divided
in two equal areas separated by an open door, where it could choose between one
compartment with fresh sawdust (non-familiar compartment) and another with
unchanged sawdust (familiar compartment) that the same rat had occupied for 48 h
before the test. Each subject was initially placed in the centre of the non-familiar

compartment and the time (s) spent by the rat in both compartments (familiar vs. non-
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familiar) was monitored with an AnyMaze video-tracking system (Stoelting Co., Wood

Dale, IL).

Immunohistochemistry

The paraffin-embedded tissues from olfactory bulb (OB) and substantia nigra
(SN) of rat brain were sectioned at 4 um and immunohistochemistry detection was
performed as previously described (Passos et al. 2009; Prediger et al. 2009b;
Prediger et al. 2009a), using rabbit anti-GIPR (1:500, kind gift of T.J. Kieffer,
University of British Columbia), rabbit anti-TH (1:100; Chemicon International,
Cambridge, MA), rabbit anti-K167 (1:50, Acris, Herford
Germany), and rabbit anti-cleaved caspase-3 (1:400, Cell Signaling Technology,
Beverly, MA, USA). The slices with the sagital sections of the OB (coordinates
anterior 7.6 mm relative to bregma and lateral 1.0 mm) and coronal sections of SN
(coordinates anteroposterior -5.8 mm relative to bregma and dorsoventral -6.0 mm)
were obtained according to the rat brain atlas of (Paxinos and Watson 1998).

The slices were deparaffinizated and rehydrated using xilene and ethylic
alcohol, respectively. Following quenching of endogenous peroxidase with 1.5%
hydrogen peroxide in methanol for 20 minutes, high temperature antigen retrieval was
performed by immersion of the slides in a water bath at 95 to 98°C in 10 mmol/L
trisodium citrate buffer, pH 6.0, for 45 minutes. The slides were then processed using
the Vectastain Elite ABC reagent according to the manufacturer’s instructions. After
the appropriate biotinylated secondary antibody, sections were developed with 3,3-
diaminobenzidine, all from Vector Laboratories (Burlingame, CA) in chromogen
solution for the exact amount of time and counterstained with Harris’s hematoxylin.

Control (sections of rat pancreas for GIPR) and experimental tissues were placed on
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the same slide and processed under the same conditions. Control experiments
included omission of primary antibody as well as substitution of the primary antibody
by equivalent dilutions of nonimmune rabbit IgG serum, using the same staining

protocol, and were devoid of specific immunoreaction product.

Image analysis

For GIPR quantification, images of stained glomerular layer (GL) of the OB and
SN were acquired using a Sight DS-5M-L1 digital camera (Nikon, Melville, NY, USA)
connected to an optical microscope (Eclipse 50i; Nikon, Melville, NY, USA) at 400x
magnification. We captured four images of each region (GL and GLC of OB and SN)
(12 images per section) for each antibody. A threshold optical density (O.D.) that best
discriminated staining from the background was obtained using the NIH ImagedJ 1.36b
imaging software (NIH, Bethesda, MD, USA). The total pixels intensity was
determined and data were expressed as O.D (Passos et al. 2009). For caspase-3
and TH immunestaining, the data represent the average value obtained by the
analysis of images of GL and GLC of the OB and SN. For the KI-67 analysis we
performed cell counts, which represent the mean of six to eight fields per section
(n=3). Data are expressed as either the number of cells per square millimeter or
percentage of cell stain, when the total number of cells corrected for the change in

OB area, using a calibrate tool of the NIH ImagedJ 1.36b imaging software.

Statistical analysis
All values are expressed as means + S.E.M.. Differences between groups in TH,

KI67 and caspase-3 staining were analyzed using unpaired Student’s ftest.
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Statistical analysis of the olfactory discrimination data was carried out using two-way
analysis of variance (ANOVA) with treatment and day as the independent variables.
Following significant ANOVAs, multiple post-hoc comparisons were performed using
the Newman Keuls test. The accepted level of significance for the tests was P<0.05.
All tests were performed using the Statistica® software package (StatSoft Inc., Tulsa,

OK, USA).

RESULTS

Effects of intranasal MPTP administration on the olfactory discrimination of rats

The results for the effects of intranasal (i.n.) administration of MPTP (1
mg/nostril) on the olfactory discrimination ability of rats are illustrated in Fig.1. Two-
way ANOVA (treatment vs. day) revealed a non-significant effect for the treatment
factor [F(1,28) = 0.13, P=0.72]. However it indicated a significant effect for the day
factor [F(1,28) = 4.36, P<0.05] and for the interaction factor between treatment and

day [F(1,28) = 9.50, P<0.01].

Insert Fig. 1 here.

Subsequent Newman-Keuls tests indicated that adult rats infused with the
MPTP vehicle (i.n.) were able to discriminate between the familiar and the non-
familiar compartments, spending much more time in the familiar compartment.
However, MPTP-infused rats presented an early disruption in olfactory discrimination

ability verified at 7 days after treatment, spending similar time in the familiar and non-
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familiar compartments (Fig. 1A). Also, the group tested in the olfactory discrimination
test 21 days after i.n. administration of MPTP presented a reversion of the olfactory
deficits, since the animals spent much more time in the familiar compartment (in a

similar way to the vehicle-treated rats) (Fig. 1B).

Effects of intranasal MPTP administration on depletion of tyrosine hydroxylase (TH)
and cleaved of caspase-3

We have previously demonstrated through western-blot studies that the i.n.
infusion of MPTP promotes an early reduction in the expression of TH in the OB (1°
day after MPTP administration), a response that was progressively reversed with time
(14-21 days after i.n. MPTP administration) (Prediger, 2006; Prediger, 2009a). On the
other hand, the reduction of TH expression in the SN and ST occurred later (7—-21
days after MPTP administration). As illustrated in Fig. 2, the present data obtained
with immunohistochemistry confirms these early findings showing a marked decrease
of TH-positive neurons in the OB (50% loss) (Fig. 2A and B) and SN (64 % loss) (Fig.
2C and D), but not in ST (P=0.15) (Fig. 2E and F) at 7 days after i.n. MPTP infusion.
Indeed, immunohistochemistry also revealed a marked increase in the number of
caspase-3-cleaved positive cells in the SN of rats treated intranasally with MPTP (7
days after MPTP administration) (Fig. 2G and H), reinforcing the notion that apoptotic

cell death plays a key role in the dopaminergic neurodegeneration observed in the

present i.n. MPTP model.

Insert Fig. 2 here.
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Intranasal MPTP administration increases Kl-67-positive cells in the olfactory bulb
glomerular layer of rats

As described previously, the OB is composed of a superficial layer (GL) which
contains the dopaminergic neurons, a granule cell layer (GCL) and a subependymal
zone (SEZ), located in the middle of OB, where NPCs are concentrated. As showed
in Fig. 3, the i.n. MPTP administration reduced (approximately 16%, P<0.05) the
percentage of KI67-positive cells in SEZ region of OB (at 7 day after MPTP) (Fig. 3B).
Instead, at this time, the number of Kl67-positive cells was significantly increased
(approximately five folds versus control, P<0.01) in the GL of OB in MPTP-treated
rats (Fig. 3D). Moreover, there was no significant difference (P=0.35) in the amount of
cell proliferation in the CGL in animals treated with MPTP when compared with the

vehicle-treated animals (Fig. 3C).

Insert Fig. 3 here.

Effects of intranasal MPTP administration on GIPR expression in olfactory bulb and
substantia nigra of rats

In accordance to previous studies (Usdin et al. 1993; Nyberg et al. 2007), the
OB contained a large number of GIPR-immunoreactive cells. This finding was
confirmed in this study, in which we demonstrated by immunohistochemistry analysis
the wide GIPR expression in cytoplasm of cells in the GL and GCL of the OB, in both
control- and MPTP-treated animals (Fig. 4A). However, at 7 days after MPTP
administration, the expression of GIPR in SEZ (Fig. 4B) and GL (Fig. 4D) of OB and

SN (data not shown) did not differ (P=0.41, P=0.69, and P=0.95, respectively) to that
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observed in control-treated rats. Moreover, as illustrated in Fig. 4A, the i.n. infusion of
MPTP promoted a significant increase (P<0.05) in the GIPR expression in GCL when
compared to the controls.

Interesting, the KI67-positive cells and GIPR are co-localized in glomerular
layer cells of the OB of rats infused intranasally with MPTP. As illustrated in Fig. 4E,
the cell nucleus of strongly labeled for KI67 were stained for GIPR. A similar pattern

was also observed in the GCL (data not shown).

Insert Fig. 4 here.

DISCUSSION

The present findings confirm the presence of olfactory deficits in rats at early
periods (7 days) after i.n. MPTP treatment, which is associated with a decrease in the
expression of enzyme TH in the OB and SN. This data corroborates our previous
findings obtained with western-blot studies that the i.n. infusion of MPTP promotes an
early reduction in the expression of TH in the OB (1% day after MPTP administration),
a response that was progressively reversed with time (14-21 days after i.n. MPTP
administration) (Prediger et al. 2006; Prediger et al. 2009b). The previous findings
from our group using the single i.n. administration of MPTP in rats indicated that it
causes oxidative stress (Franco et al. 2007) and a sustained activation of JNK in the
OB and SN leading to caspase-3 activation (Prediger et al. 2009a). In the present
study, we also further demonstrate a pronounced number of caspase-3-cleaved
positive cells in the SNpc of rat treated intranasally with MPTP, reinforcing the notion
of the involvement of apoptotic cell death mechanisms on dopaminergic

neurodegeneration observed in the i.n. MPTP model.
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One of the main findings of the current study is that, 7 days after i.n. MPTP
administration, the pronounced degeneration of dopaminergic neurons in the OB was
associated with an increase in the number of cells undergoing proliferation (KI67-
positive cells) in the GL with a concomitant reduction in the number of these cells
(KI67-positive) in the SEZ of OB. Therefore, i.n. MPTP administration induced a
pronounced migration of NPCs (KI-67 positive) from the SEZ through the granule cell
layer to the GL.

In the original description of the i.n. MPTP model in rats (Prediger et al.,
2006), we demonstrated that the olfactory function of the animals as well as the levels
of TH and DA in the OB returned to the normal condition 21 days after the i.n.
administration of MPTP. The present study provides further evidence supporting the
hypothesis that MPTP administration increases the neurogenesis ratio of
dopaminergic neurons in the OB. Interestingly, previous studies using systemic
injection of MPTP reported a selective dopaminergic neurogenesis in the mice OB in
response to neuronal damage/loss (Yamada et al. 2004). Following MPTP
administration, the number of neuronal progenitors cells that migrated to GL
increased and the frequency of their dopaminergic differentiation also increased.

Although the exact mechanisms underlying i.n. MPTP administration
increases dopaminergic neurogenesis remain to be determined, many growth factors
may play crucial roles in proliferation and differentiation of NPCs after the MPTP-
induced damage. Considering that GIP and its receptor GIPR are highly expressed in
the rat OB and they have been associated to neuronal proliferation in vivo and in vitro
(Nyberg et al. 2005), we investigated the modulation of GIPR during the migration of
NPCs from the SEZ through the granule cell layer to the glomerular layer after MPTP

infusion. We observed through immunohistochemical analysis an intense expression
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of GIPR in the cytoplasm of cells in the GL and GCL of the OB, in both control- and
MPTP-treated animals (Fig. 4). The expression of GIPR increases significantly in
GCL region, but not in GL or SEZ regions, of the OB following the i.n. MPTP
administration. Moreover, the Kl67-positive cells and GIPR were co-localized in
glomerular layer cells of the OB of the MPTP-treated rats. To our knowledge, this
constitutes the first in vivo evidence suggesting that GIP might represent important
molecular target associated to neurogenesis in an experimental model of PD, and this
constitutes a very interesting field that requires additional research.

In conclusion, the present findings demonstrate an up-regulation of GIPR
expression in the OB, but not in the SN of rats at 7 days after i.n. MPTP infusion. The
GIPR expression may be associated to increase in the number of cells undergoing
proliferation in the GL with a concomitant reduction in the number of these cells
(KI67-positive) in the SEZ of the rat OB. In summary, our findings suggest that one
week after i.n. MPTP administration there is a migration of neurons progenitor cells
(KI-67 positive) from the SEZ through the granule cell layer to the GL that seems to
be responsible for the recovery of the olfactory function in adult rats observed at later

period following i.n. MPTP treatment.
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Figure legends:

Figure 1. The effects of intranasal administration of MPTP (1 mg/nostril) on odor
discrimination ability of rats (n = 8 animals in each group). The animals were placed
for 5 min in a cage, divided into two identical compartments, where it could choose
between one compartment with fresh sawdust (non-familiar; grey) and another with
unchanged sawdust that the same rat had occupied for 48 h before the test (familiar;
white). *P<0.05 compared to the percentage of time spent in the familiar

compartment of the same group (Newman-Keuls test).

Figure 2. The effects of intranasal administration of MPTP (1 mg/nostril) on tyrosine
hydroxylase (TH) expression were demonstrated by immunohistochemistry in the
glomerular layer (GL) and external plexiform layer (EPL) of olfactory bulb (A), SN (C)
and striatum (E) of rats, 7 days after MPTP or vehicle administration. The positive
cells were visualized by DAB staining (brown). A few TH-positive cells are found in
the external plexiform layer (EPL). The semi-quantitative results of TH
immunostaining, in OB (B), SNpc (D) and striatum (F), were obtained by
densitometry. The apoptotic death was evaluated in in substantia nigra pars
compacta (SNpc) (G and H), using anti-cleaved caspase-3 antibody. The values
represent the mean + S.E.M. optical density of 3 animals in each group. *P<0.05
compared to the control group (unpaired Student’s t-test). The magnification of all

images is the same (Scale bar = 100 um).
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Figure 3. The effects of intranasal administration of MPTP (1 mg/nostril) on glucose-
dependent insulinotropic peptide receptor (GIPR) expression were demonstrated by
immunohistochemistry in the subependymal zone (SEZ), granule cell layer (GCL) and
glomerular layer (GL) of olfactory bulb (A), 7 days after MPTP or vehicle
administration. The semi-quantitative results of GIPR immunostaining in different OB
regions (B, C, D) were obtained by densitometry and the values represent the mean
+ S.E.M. optical density of 3 animals in each group. *P<0.05 compared to the control
group (unpaired Student’s t-test). gr, granule cells, m, mitral cells. Scale bars: (OB)

500 ym (SEZ, GCL and GL) 50 pm.

Figure 4. Fig. 2 The effects of intranasal administration of MPTP (1 mg/nostril) on
presumably migrating cells though different regions of olfactory bulb (OB). The
proliferation of cells was evaluated using anti-KI67 antibody, and the positive cells
(arrowhead) were visualized by DAB staining (brown). The number of proliferation
cells in was quantified in subependymal zone (SEZ) (B), granule cell layer (GCL) (C)
and glomerular layer (GL) (D) of OB, 7 days after MPTP or vehicle administration.
Cells co-localized KlI67 and GIPR double positive cells in GL (E). The values
represent the amount of KI67-positive cells per mm? or percentage of positive cells
per field and were expressed by the mean + S.E.M. of 3 animals in each group.
*P<0.05 compared to the control group (unpaired Student’s t-test). The magnification

of all images is the same (Scale bar = 50 um).
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CAPITULO 4

AVALIACAO DO EFEITO DA ADMINISTRAGCAO CENTRAL DO PEPTIDEO
INSULINOTROPICO DEPENDENTE DE GLICOSE (GIP) NOS DEFICITS
COGNITIVOS E MECANISMOS DE SINAPTOXICIDADE INDUZIDOS PELO
PEPTIDEO ApB1-40

Resultados preliminares
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RESULTADOS PRELIMINARES

1. Introducgao

A DA é caracterizada por desordem neurodegenerativa intimamente
associada ao processo de envelhecimento. Os pacientes portadores da DA
apresentam, entre outros sintomas, prejuizo cognitivo, dificuldade para realizar
tarefas habituais e para se comunicar, desorientacdo no tempo e no espaco,
diminuicdo da capacidade de juizo e de critica, dificuldade de raciocinio e alteragdes
frequentes do humor e do comportamento. Estes sintomas parecem ser resultantes
da indugéo da via amiloidogénica, a qual resulta no acumulo de placas compostas
pelo peptideo AB no parénquima extracelular do cérebro. Estas placas sao formadas
pelo acumulo de peptideos amildides causado pela alteracdo na estrutura
conformacional na proteina precursora do peptideo amildide (APP) (Glenner e
Wong, 1984), associado a formacdo de emaranhados neurofibrilares, como
resultado da hiperfosforilagdo da proteina Tau dos microtubulos dos neurdnios
(Grundke-Igbal, Igbal et al., 1986). O acumulo destes marcadores € normalmente
acompanhado pela morte neuronal, principalmente em areas corticais e do
hipocampo, resultando, consequentemente, na perda progressiva das funcoes
cognitivas (Selkoe, 2000). O prejuizo cognitivo caracteristico dessa patologia parece
ser resultante das alteragbes sinapticas induzidas pelo via amiloidogénica que
promovem um prejuizo nos terminais pré-sinapticos dos sistemas de
neurotransmissores, onde o sistema colinérgico parece ser o primeiro afetado,
seguido pelo sistema glutamatérgico e finalmente os terminais gabaérgicos (Bell &
Cuello, 2006).

Os fatores desencadeantes deste processo sdo desconhecidos, o que

dificulta o desenvolvimento de modelos experimentais no qual o acumulo dos
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peptideos AB ocorra de forma espontanea. Prejuizos sensoriais e cognitivos, até
certo ponto semelhantes aos observados na DA, também tém sido documentados
tanto em animais selvagens velhos com idade igual ou superior a 14 meses
(Wallace, Krauter et al., 1980; Wallace, Krauter et al., 1980; Hazzard, 1991; Prediger,
Batista et al.,, 2005), como em camundongos transgénicos que apresentam
expressao aumentada da proteina precursora de amildide (APP) (Hsiao, Chapman et
al., 1996; Westerman, Cooper-Blacketer et al., 2002).

Atualmente, uma das ferramentas mais utilizadas por diferentes grupos de
pesquisa para estudar experimentalmente a DA em animais de laboratério (como
roedores) consiste na utilizagdo de metodologias capazes de induzir o acumulo da
proteina AB no cérebro dos animais. Estudos anteriores do nosso grupo (Medeiros,
Prediger et al., 2007; Prediger, Franco et al., 2007; Prediger, Medeiros et al., 2008),
demonstraram que uma unica administragao i.c.v. do peptideo AB1.40, um peptideo
analogo aos encontrados nas placas senis dos pacientes com a DA, resulta em
prejuizos importantes nas fungdes de aprendizado e de memdéria. Diante disso, no
presente estudo avaliamos os efeitos do pré-tratamento com peptideo insulinotrépico
dependente de glicose (GIP) administrado pela via intracerebroventricular (i.c.v.)
sobre o prejuizo cognitivo, modificagbes sinapticas, no aumento da proteina proé-
inflamatéria TNF-q, e das enzimas iINOS e nNOS, induzidos pela administragao i.c.v.

do peptideo AB140 em camundongos.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Animais

Para a realizagdo dos experimentos in vivo foram utilizados camundongos
Suigcos machos, com 3-4 meses de idade. Ratos Wistar de 7 a 10 dias pds-natal (P7-
P10), de ambos os sexos, foram utilizados para as culturas de células. Os animais
foram criados no Biotério Setorial do LAFEX (Depto. de Farmacologia, CCB, UFSC),
mantidos em camaras ventiladas (ALESCO, Monte Mor, SP, Brasil), em ambiente
controlado a uma temperatura de 22 + 1°C, umidade entre 60 — 80%, ciclo
claro/escuro de 12 h e alimentados com ragcdo comercial e agua ad libitum. O
presente estudo seguiu as recomendagdes do Guia de Uso e Cuidado com Animais
Laboratoriais do National Institutes of Health (NIH) dos Estados Unidos da América
(NIH Publication No. 85-23, revisado em 1996). Os procedimentos empregados no
presente estudo foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais/UFSC

(PP00111; Oficio n° 090/CEUA/PRPe/2007).

2.2 Protocolo experimental

O peptideo AB1.40 (Tocris, Ellisville, MO, USA) foi dissolvido em tampéao fosfato
(PBS; 1 mg/ml) e incubado por 4 dias a 37°C, seguido da confirmacao da agregacao
do mesmo, utilizando método de eletroforese em gel nativo corado com nitrato de
prata. O peptideo GIP1.42 humano (Bachem, Torrance, CA, USA) foi dissolvido em
PBS estéril (1 mM) e administrado via i.c.v. (0,5 nmol/camundongo) 15 min antes da
administracao i.c.v. de AB+.40. O GIP e o peptideo AB1.40 foram sempre administrados
no terceiro ventriculo em hemisférios diferentes, de maneira randomizada. Um grupo

controle recebeu apenas PBS i.c.v. A forma agregada do peptideo AB+1.40 (400
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pmol/camundongo) ou a solugédo veiculo (PBS) também foram administradas via
i.c.v. como descrito anteriormente (Medeiros, Prediger et al., 2007; Prediger, Franco
et al., 2007; Passos, Figueiredo et al., 2009). De maneira sucinta, os animais foram
anestesiados com isoflurano (2,5%; Abbot Laboratérios do Brasil Ltda., Rio de
Janeiro, RJ, Brasil) através de um sistema de vaporizagao (SurgiVet Inc., Waukesha,
WI, USA), e uma agulha 26 gauges de 3 mm de comprimento, acoplada a uma
microseringa (10 pl; Hamilton, Reno, NV, EUA), inserida unilateralmente (1 mm) no
ponto médio equidistante entre os olhos a uma distancia igual entre os olhos e as
orelhas, perpendicular ao plano do cranio. Um volume de 3 ul da solugéo contendo
GIP, AB140 ou PBS foi injetado em um dos ventriculos laterais, nas seguintes
coordenadas, a partir do Bregma: anteroposterior (AP) = -0,22 mm, mediolateral
(ML) = 1 mm, e dorsoventral (DV) = -3 mm (Franklin e Paxinos, 1997). As solugbes
foram injetadas (i.c.v.) gradualmente durante um intervalo de 5 seg. Ao final dos
experimentos os animais foram sacrificados e a correta insercdo da agulha foi
avaliada através de analise histologica.

A anadlise da imunodetecgdo das proteinas sinaptofisina, INOS (6xido nitrico
sintase induzivel) e nNOS (6xido nitrico sintase neuronal) foi realizada em tecidos
obtidos 8 dias apds o tratamento i.c.v. com AB1.40 (Medeiros, Prediger et al., 2007;
Passos, Figueiredo et al., 2009). O teste do Labirinto Aquatico de Morris foi realizado

no 7° e 8° dias apds a administragdo i.c.v. de AB1.4o.

2.3 Labirinto Aquatico de Morris

Os efeitos do pré-tratamento i.c.v com o GIP sobre os prejuizos cognitivos
induzidos pela administragao i.c.v. do peptideo AB140 foram avaliados através do

teste do Labirinto Aquatico de Morris (Morris, Garrud et al., 1982). O labirinto
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aquatico consiste de um tanque circular de cor preta (97 cm de didmetro e 60 cm de
altura), localizado no interior de uma sala com algumas pistas visuais fixadas nas
paredes. O tanque foi preenchido com agua, cuja temperatura foi mantida a 25 +
2°C, através de um sistema automatizado de resisténcia. Foram estabelecidas 4
posicoes de partida (Norte, Sul, Leste e Oeste) que dividiram a superficie do labirinto
em 4 quadrantes (Nordeste, Noroeste, Sudeste e Sudoeste). No interior do tanque
(posicao sudoeste) foi colocada uma plataforma de acrilico transparente (10 x 10
cm), submersa 1 cm da superficie da agua. O protocolo experimental consistiu em
uma sessdo de treino e uma sessdo de teste, conforme descrito anteriormente
(Medeiros, Prediger et al., 2007; Prediger, Franco et al., 2007; Passos, Figueiredo et
al., 2009). Os animais foram submetidos a sesséo de treino 7 dias apds a injecao de
AB1.40. As sessbes de teste foram realizadas 24 h apds o treino. Durante o
treinamento os animais foram colocados para nadar até encontrarem a plataforma,
em um periodo maximo de 60 s. Caso o animal ndo encontrasse a plataforma nesse
intervalo de tempo, o mesmo foi conduzido manualmente até a mesma, onde
permaneceu por 10 s. Apdés os 10 s sobre a plataforma, o animal foi retirado do
labirinto e colocado em uma caixa por 5 min, sendo entdo posicionado no ponto de
partida seguinte. O tempo (laténcia) necessario para o animal encontrar a plataforma
foi registrado. Este procedimento foi realizado 10 vezes durante a sess&o de treino,
onde os animais foram liberados para nadar de pontos de partida diferentes de
forma pseudo-aleatdria, sendo que nesta etapa a plataforma permaneceu na mesma
posicado (quadrante Sudeste). Na sesséo de teste, realizada 24 h apods o treino, a
plataforma foi removida do tanque e os animais foram colocados para nadar (a partir
da posi¢ao Norte) durante 60 s, durante os quais foi contabilizado o tempo (laténcia)

para os camundongos encontrarem a plataforma e o tempo despedido (durag&o) no
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quadrante onde a plataforma estava na sessao treino. Durante as 10 sessdes de
treino para aprendizado da localizagdo da plataforma fixa submersa (posigcéo
sudeste), foi avaliado o tempo (laténcia) para o animal encontrar a plataforma em
cada sessao de treino. Na sessao de teste foi avaliada a % de tempo no quadrante
correto, o tempo de laténcia para o animal localizar a plataforma e a velocidade de

nado (m/s).

2.4 Analise Histologica e Imunoistoquimica

A analise imunoistoquimica no cérebro dos camundongos foi realizada 8 dias
apos o pré-tratamento com GIP e administracdo do peptideo AB1.40, ambos i.c.v,
conforme descrito anteriormente (Passos, Figueiredo et al.,, 2009). Para tal, os
cérebros dos animais foram coletados apds processo de perfusdo com solugao
fisiolégica e paraformaldeido 4% em PBS (P/v), sendo mantidos nessa mesma
solucéo durante 24 h. Posteriormente, foram realizadas secgdes coronais na regiao
central do hipocampo, seguido de processamento histolégico, inclusdo em parafina e
microtomia. Os cortes teciduais de espessura de 3—4 pm foram montados sobre
laminas carregadas positivamente, preparadas através da imersdo das mesmas em
solucdo de ATPS (3-amino-propil-trietoxisilano; Sigma-Aldrich, Sao Paulo, SP,
Brasil) a 5% em acetona (v/v). Em seguida, as laminas de vidro contendo os cortes
histolégicos foram mantidas em estufa, durante 1 h, a uma temperatura de
aproximadamente 50°C, para fixacdo dos mesmos. Apds fixacdo, as secgodes
histolégicas foram desparafinazadas através de imersées consecutivas em xilol e re-

hidratados por passagens sucessivas em etanol, em concentracbes decrescentes
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(etanol absoluto, etanol 90%, 80% e 70%). O bloqueio da peroxidase endégena dos
tecidos foi realizado com o objetivo de eliminar reagdes inespecificas. Para tanto, as
ldaminas foram imersas em solugdo de peroxido de hidrogénio a 1,5% em metanol
absoluto (v/v), durante 20 min, com posterior lavagem em agua destilada.
Previamente a incubagao com o anticorpo primario, as amostras foram submetidas a
reativagdo antigénica, com a finalidade de recuperar os sitios antigénicos
mascarados pela fixacao e inclusao do tecido em formol e parafina. Para este fim, as
laminas foram imersas em tampao citrato 0,01 M, pH 6,0 durante 35 min, em banho-
maria ajustado para 95-98°C. Logo apds, ainda como parte do processo térmico de
reativagao antigénica, as laminas foram retiradas do banho-maria, mantidas durante
20 min a temperatura ambiente e lavadas em &gua destilada e PBS. A
imunodeteccdo das proteinas de interesse foi realizada utilizando os anticorpos
anti—-sinaptofisina (1:400; Novocastra, Newcastle, Reino Unido), anti-6xido nitrico
sintase induzivel (iNOS) (1:200, NeoMarks, Fremont, CA, USA), e anti-6xido nitrico
sintase neuronal (nNOS) (1:100, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA). A
solucao contendo os anticorpos foi adicionada sobre os cortes teciduais e as laminas
foram mantidas em camara umida durante 12—-16 h, a uma temperatura de 2-8°C. A
seguir, as laminas foram lavadas em PBS e os cortes histoldgicos foram incubados
com o anticorpo secundario biotinilado anti-lgG de coelho ou anti-IgG de
camundongo dependendo da natureza do anticorpo primario (Dako Cytomation,
Carpinteria, CA, USA) em camara umida durante 50 min a temperatura ambiente. As
laminas foram lavadas em PBS e a deteccio foi realizada utilizando o sistema da
streptavidina-biotina-peroxidase (Dako Cytomation). Apés 30 min de incubagéo das
ldminas em camara umida com a solucdo de streptavidina-biotina-peroxidase a

temperatura ambiente, as mesmas foram lavadas com PBS e a deteccdo foi
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completada utilizando-se uma solugdo cromoégena contendo 0,03% de 3,3'-
diaminobenzidina (3,3",4,4 -tetraaminobifeniltetrahidrocloreto) (DAB, Sigma-Aldrich)
e 0,3% de peroxido de hidrogénio (Merck). Posteriormente, foi realizada contra-
coloracdo das seccbes histologicas em solugdo de hematoxilina de Harris,
desidratacdo das mesmas através de imersdes em concentracdes crescentes de
etanol (etanol 70%, 80%, 90% e etanol absoluto), diafanizagédo em xilol e montagem
em meio de montagem permanente (Entellan, Merck). Para cada reacgao foi utilizado
um controle negativo, no qual o corte histolégico foi incubado somente com a
solugdo diluente (abolicdo do anticorpo primario). Os resultados foram
documentados utilizando uma camera digital (Sight DS-5ML1), acoplada a um
microscopio optico Eclipse 50i (Nikon, Melville, NY, USA). Para andlise de cada
reacao antigeno-anticorpo, foram obtidas cinco imagens a partir dos cortes
histolégicos do hipocampo dos camundongos, sendo uma imagem para cada sub-
regido do hipocampo (CA1, CA2, CA3, hilus e GD) (25 imagens/animal). A
densidade oOptica que melhor discriminou a imunomarcagao (coloragdo castanha) foi
obtida utilizando o programa NIH Imaged 1.36b. Para a analise dos niveis de
sinaptofisina, INOS e nNOS, a intensidade total de pixels foi determinada e os dados
foram expressos como densidade 6ptica (D.O.). A metodologia utilizada para avaliar
0 prejuizo sinaptico, utilizando a deteccdo dos niveis de sinaptofisina, foi
previamente validada em modelos experimentais de neurodegeneracgéao (Buttini, Orth
et al., 1999) e em cérebros de humanos acometidos por doengas degenerativas

(Masliah, Achim et al., 1992).

2.5 Quantificagao relativa dos transcritos do gene TNF-a e nNOS através da

reacao em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real
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Com o objetivo de avaliar possiveis alteragbes moleculares apds pré-
tratamento com GIP e administracdo do peptideo AB1.40, alguns animais foram
sacrificados por decapitacdo e seus encéfalos foram removidos e lavados com
solucdo salina (NaCl 0,9%) gelada. Imediatamente apds, o cérebro foi dissecado
sobre uma placa de Petri rodeada por pedras de gelo seco, formando assim um
microambiente gelado. Os hipocampos foram dissecados e homogeneizados em
solugédo de TRIzol® (Invitrogen, Sao Paulo, SP, Brasil) para extragdo do RNA total.
Posteriormente, foram adicionados 100 pl de cloroférmio ao homogeneizado, sendo
este posteriormente submetido a agitagcédo e centrifugagao (12.000 x g, 15 min, 4°C).
A fase aquosa contendo o RNA foi transferida para um novo tubo, ao qual foram
adicionados 250 ul de isopropanol. O conteudo do tubo foi misturado por inversao e
posteriormente mantido em repouso a temperatura ambiente por 10 min. A mistura
foi centrifugada (12.000 x g, 15 min, 4°C), sendo o sedimento resultante
ressuspendido em 500 pl de etanol gelado. Apds centrifugacéo (7.000 x g, 5 min,
4°C), o sedimento contendo o RNA foi dissolvido em agua tratada com 0,1% de
dietilpirocarbonato (DEPC), sendo que sua concentragdo e pureza foram
determinadas por leitura espectrofotométrica a 260/280 nm. Na sequéncia, foi
realizado o ensaio de transcricdo reversa com objetivo de determinar o efeito da
administragdo i.c.v. do peptideo GIP e/ou ABi40 sobre a expressdo do RNA
mensageiro (RNAm) para TNF-a ou nNOS. Amostras contendo 2 pg de RNA total
foram incubadas em um volume final de 12,5 pl de reagcdo em presenga de 0,05 ug
de oligo dT, 2U de inibidor de RNase, dNTPs (144 uM), 50 U de enzima
transcriptase reversa (M-MLV) e agua-DEPC para completar o volume, todos da
Invitrogen (S&o Paulo, SP, Brasil). Antes da adicdo da enzima, os tubos foram

aquecidos por 5 min a 70°C, resfriados a 4°C por 5 min e incubados a 25°C durante

95



a adicao da transcriptase reversa. Em seguida, as amostras foram incubadas a 37°C
por 60 min, 70°C por 5 min e resfriadas a 4°C por 5 min. Dos 12,5 ul da reagao de
cDNA, 1 pl foi utilizado para cada reacao de PCR em Tempo Real. As reacdes foram
realizadas utilizando-se da quimica TagMan, que consistiu do TagMan PCR Master
Mix e sondas para nNOS (cdédigo MmO00435175 m1) e para TNF-a (cédigo
MmO00443258 m1) todos da Applied Biosystems (Foster City, CA, USA), em um

volume final de reacao de 10 uL, conforme orientagdes do fabricante.

2.6 Avaliacao do efeito do GIP na citotoxicidade induzida pelo peptideo AB1-40
em cultura primaria de neuronios cerebelares

As culturas de neurdnios granulares do cerebelo foram preparadas conforme
previamente descrito (Thangnipon, Kingsbury et al., 1983), a partir de ratos Wistar de
7 a 10 dias pos-natal. Os cerebelos dissecados foram incubados em solugdo de
2,5% de tripsina por 10 min a 37° C e dissociados mecanicamente na presenga de

10% de inibidor de tripsina (T9129, Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, SP, Brasil). As células

foram semeadas na densidade de 5 Xx 104 células/pogo em meio Neurobasal
acrescido do suplemento B27, em placas de 96 pogos sobre uma camada de lisina
(Poly-L-Lysine) (todos procedentes da GIBCO, Invitrogen Cell Culture, Carlsbad,
California, USA), sendo mantidos por 48 h em estufa a 37°C com atmosfera

umedecia de 95% ar e 5% de COZ. Apds atingir 80 a 90% de confluéncia

(aproximadamente 3-5 dias em cultura). Para investigar o possivel efeito citotoxico
do peptideo AB1.40 em cultura de neurdnios cerebelares, foram utilizadas diferentes
concentragbes da forma agregada e soluvel de ABq40. Depois de estabelecida a

concentracdo toxica do peptideo ABi40 nestas condigdes experimentais, o0s
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neurdnios cerebelares foram tratados com GIP1.42 (10 nM) ou PBS estéril, e 30 min
depois com 10 uM de A1.40 soluvel.

A viabilidade celular foi avaliada por meio do método da captacao de iodeto
de propidio (IP). O IP € um composto polar que penetra apenas em células mortas
ou com a membrana plasmatica bastante danificada. Uma vez dentro das células, o
Pl complexa-se com o DNA e induz uma intensa fluorescéncia vermelha (615 nm)
que é excitada por luz verde (-535 nm) (Boeck, Ganzella et al., 2004). Vinte e quarto
horas apos o tratamento com GIP e/ou AB1.49, as células foram incubadas por 30
min com IP (7 ug/ml) (Sigma-Aldrich), a 37° C e a fluorescéncia foi determinada em
leitor de placas (TECAN, modelo Infinite M200, Mannedorf, Switzerland). Os
resultados foram expressos em unidades arbitrarias de fluorescéncia (UA). Também
foi avaliada, nas mesmas células, a producdo intracelular de espécies reativas de
oxigénio (ROS), utilizando diacetato de 2’,7’-diclorodihidrofluoresceina (DCFH2-DA),
de acordo com o método descrito previamente (Sadun, Borchert et al., 1987; LeBel,
Ali et al.,, 1990), com algumas modificagcbes. O DCFH2-DA é uma sonda né&o
fluorescente que atravessa facilmente a membrana celular, sendo hidrolisada por
esterases intracelulares. A DCFH2-DA hidrolisada € incapaz de atravessar a
membrana celular, acumulando-se assim no interior das células. Na presenca de
ROS, particularmente perdxidos, a DCFH2 é oxidada a 2’,7’-diclorofluoresceina
(DCF) que apresenta fluorescéncia intensa. Conforme realizado no ensaio do IP, 24
h apdés o tratamento com GIP e/ou ABi1.49, as células foram incubadas por 30
minutos com 10 pM 2’,7’-diclorodihidrofluoresceina (DCFH2-DA, Merck, Darmstadt,
Germany) a 37°C. A fluorescéncia da DCF foi posteriormente quantificada utilizando

um leitor de placas (TECAN, modelo Infinite M200, Mannedorf, Switzerland), em
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excitacdo de 488 nm e emissdao de 520 nm. Os resultados foram expressos em

unidades arbitrarias de fluorescéncia (UA).

2.7. Andlise Estatistica

Os dados foram expressos como a média £ erro padrao da média (E.P.M.). A
avaliacao estatistica dos resultados foi realizada através da analise de variancia
(ANOVA) de uma ou duas vias, adequadas ao protocolo experimental.
Posteriormente, os grupos foram comparados entre si empregando-se o teste post-
hoc de Newman-Keuls. Valores de P menores ou iguais a 0,05 (P<0,05) foram
considerados como indicativos de significancia. Todas as comparagdes estatisticas
foram efetuadas utilizando-se o pacote estatistico Statistica (StatSoft Inc., Tulsa, OK,

USA).
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3. Resultados

3.1. Efeito do peptideo insulinotréopico dependente de glicose (GIP) no dano
cognitivo induzido pelo peptideo AB1.40

A DA é caracterizada clinicamente pelo declinio progressivo e irreversivel das
funcdes de aprendizado e memoria (Mattson, 2004). Por esta razdo, avaliamos
inicialmente o efeito per se do GIP sobre os processos de aprendizado e memoria
espacial de camundongos. Os animais foram tratados por i.c.v. com veiculo (PBS),
ou com duas diferentes doses do GIP (GIP1.42, 0,5 ou 2,0 nmol/camundongo), e 15
minutos depois foram submetidos ao teste do labirinto aquatico de Morris. Durante
as 10 sessdes de treino para aprendizado da localizagcdo da plataforma fixa
submersa (posicao sudeste), foi avaliado o tempo (laténcia) para o animal encontrar
a plataforma em cada sessao de treino (Figura 1A). Vinte e quatro horas apds o
treinamento, a plataforma foi retirada e os animais foram submetidos a sessao de
teste para avaliagao da retengao da memoaria (Figura 1B, C e D). Na sessao de teste
foi avaliada a % de tempo no quadrante correto, o tempo de laténcia para o animal
localizar a plataforma e a velocidade de nado (m/s). Nao foi possivel observar
alteragdes significativas em nenhum dos parametros avaliados durante as sessdes
de treinamento [laténcia: F(2,15)=2,05, P=0,16] ou teste [% tempo no quadrante
correto: F(2,15)=0,88, P=0,43; laténcia para encontrar a plataforma: F(2,15)=0,60,

P=0,94; e velocidade de nado: F(2,15)=0,21, P=0,81] (Figura 1).
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Figura 1. Efeito do peptideo insulinotrépico dependente de glicose (GIP) no
aprendizado e memoéria espacial em camundongos. Os animais foram tratados com GIP
(GIP1.42, 0,6 ou 2,0 nmol/camundongo) ou veiculo (PBS), por via intracerebroventricular, e
15 minutos depois os animais foram submetidos ao treino, e 24 h depois ao teste, no
Labirinto Aquatico de Morris. (A) Tempo decorrido (laténcia) para os animais encontrarem a
plataforma submersa durante as sessées de treino; (B) % de tempo gasto no quadrante
correto, (C) laténcia para encontrar a plataforma e (D) velocidade de nado na sessdo de
teste no Labirinto Aquatico de Morris. Os valores representam a média + E.P.M. (N =

5-8/grupo).
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Corroborando resultados prévios do nosso grupo, os resultados apresentados
na Figura 2 mostram que a administracao i.c.v. de AB140 (400 pmol/camundongo)
em camundongos resultou em prejuizos no aprendizado e memdéria espacial, como
demonstrado pelo aumento das laténcias para encontrar a plataforma na sessao de
treino (Figura 2A), pela redug¢ao do tempo gasto no quadrante correto (Figura 2B) e
aumento na laténcia para encontrar a plataforma (Figura 2C) na sessao de teste, em
relagéo aos animais controle (PBS).

Para verificar o efeito do GIP no dano cognitivo induzido pelo AB1.40, 0OS
animais foram pré-tratados com GIP (GIP4142, 0,5 nmol/camundongo) ou veiculo
(PBS) por via i.c.v., 15 minutos antes da injegdo ic.v. do peptideo ABi40, €
submetidos apds 7 dias ao treinamento no labirinto aquatico de Morris. Os animais
pré-tratados com o GIP apresentaram uma redugcdo dos prejuizos cognitivos
induzidos pelo peptideo ABi.40, como indicado pelas menores laténcias para
encontrar a plataforma durante as sessdes de treino [F(2,23)=8,44, P<0,01] (Figura
2A) e teste [F(2,23)=4,12, P<0,05] (Figura 2 C), além de um aumento do tempo
gasto no quadrante correto no dia do teste [F(2,23)=8,87, P<0,01] (Figura 2 B) em
comparagdo aos animais que receberam veiculo e APBi4. E importante ser
ressaltado que nenhum dos tratamentos (com GIP ou AB1.40) alterou a velocidade de
nado dos animais [F(2,23)=0,67, P=0,52], descartando possiveis alteragcbes motoras

induzidas por estes tratamentos.

101



Laténcia (s)

>
w

PBS (i.c.v.) 401

AB140 (400 pmol, i.c.v.)
© GIP (0,5 nmol, i.c.v.) +
AB140 (400 pmol, i.c.v.)

60

30+
45
20+
104
04

30

% Tempo quadrante correto

-_— PBS GIP 0,5
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Treinamentos AB1 -40
C D
© 50 @ 300+
(5]
é
‘§ E 2004
2 % 2
o o
o T 1004
S S
g 8
S o- T o
GIP 0,5 PBS PBS GIPO0,5
AB1-40 AB1-40

Figura 2. Efeito do peptideo insulinotrépico dependente de glicose (GIP) no dano
cognitivo induzido pelo peptideo Afi.4, em camundongos. Os animais foram pre-
fratados com GIP (GIP+4, 0,5 nmol/camundongo) ou veiculo (PBS), por via
intracerebroventricular (i.c.v.), e 15 minutos depois receberam inje¢do i.c.v. do peptideo AB;.
40 (400 pmol/camundongo) ou PBS (veiculo). Apos 7 dias, os animais foram submetidos ao
freino, e 24 h depois ao teste, no Labirinto Aquatico de Morris. (A) Tempo decorrido
(laténcia) para os animais encontrarem a plataforma submersa durante as sessées de
treino, (B) % de tempo gasto no quadrante correto, (C) laténcia para encontrar a plataforma
e (D) velocidade de nado na sessao de teste no Labirinto Aquatico de Morris. Os valores
representam a média + E.P.M. (N = 5-8/grupo). *P < 0,05 comparado ao grupo controle
(PBS) (teste de Newman-Keuls).
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3.2. Efeito do pré-tratamento com o peptideo insulinotrépico dependente de
glicose (GIP) na indugcdao da disfungdo sinaptica pelo peptideo ARi.40.
Envolvimento dos marcadores inflamatoérios fator de necrose tumoral (TNF-a) e
oxido nitrico sintase induzida (iNOS).

Com o objetivo de avaliar o efeito do GIP sobre os prejuizos sinapticos e
sobre o aumento do TNF-a induzidos pelo peptideo ABi.4o, foi realizado um pré-
tratamento dos animais com o GIP (GIP1.42, 0,5 nmol/camundongo, i.c.v.), 15 min
antes da administracdo da AB440 (400 pmol/camundongo, i.c.v.). De forma
interessante, o pré-tratamento com GIP foi capaz de prevenir a redugao dos niveis
de sinaptofisina induzida pela AB140 nas sub-regides CA1, CA2, CA3 e GD do
hipocampo de camundongos (Figura 3 A e B). Em contrapartida, este fendmeno
parece nao estar relacionado com a diminuicdo dos niveis hipocampais da citocina
TNF-a, visto que o pré-tratamento com GIP (0,5 nmol/camundongo, i.c.v.) néo
preveniu 0 aumento da expressdo do RNA mensageiro (mMRNA) para o TNF-q,
verificado por meio do RT-PCR quantitativo 8 dias apds o tratamento com AB1.40
(Figura 3 C). Estes resultados confirmam dados prévios da literatura (Selkoe, 2002;
Selkoe e Schenk, 2003; Medeiros, Prediger et al., 2007; Prediger, Franco et al.,
2007) e sugerem que a administragdo central do GIP & capaz de proteger os
neurdnios da sinaptoxicidade induzida pela ABi.40, independente da proteina pré-

inflamatoria TNF-a.
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Figura 3. A administracao i.c.v. do GIP previne a disfungdo sinaptica induzida pela
ABi.40. Este efeito do GIP é independente da proteina inflamatéria TNF-a. Os animais
foram pré-tratados com GIP (GIPq42, 0,5 nmol/camundongo) ou veiculo (PBS) por via
intracerebroventricular (i.c.v.), 15 minutos antes da administragdo i.c.v. do peptideo AB+.40.
(A) Imagens representativas da reagdo de imunoistoquimica para a proteina pré-sinaptica
sinaptofisina na regido CA1 do hipocampo (aumento de 40 x). (B) Medida da densidade
Optica da imunorreatividade média da sinaptofisina nas regides CA1, CA2, CA3 e giro
denteado do hipocampo. (C) Quantificagcao relativa dos niveis de mRNA para a citocina
TNF-a através da reacdo da polimerase em cadeia em tempo real. Os valores estao
expressos como a média + e.p.m. (n=3-5/grupo) *P < 0,05 comparado ao grupo controle
(veiculo/PBS).
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Neste sentido, foi avaliado no presente estudo o efeito do pré-tratamento com
GIP sobre o aumento na expressdo da iNOS induzido pela AB+.40. Por meio da
técnica de imunoistoquimica, foi verificado que o tratamento com GIP (GIP1.42, 0,5
nmol/camundongo, i.c.v.), 15 minutos antes da administragdo da APBi40 (400
pmo/camundongo, i.c.v.), diminuiu de forma importante a expressao da iNOS nas
regides CA1, CA2, CA3 e GD do hipocampo (Figura 4 A e B). Estes resultados
sugerem que o aumento sustentado da expressao da iINOS, e consequente aumento
na produgédo de o6xido nitrico (NO), pode ser um evento importante no mecanismo
sinaptotoxico induzido pela AB140, assim como o efeito protetor exercido pelo GIP

parece ser dependente da inibicdo da expressio da iNOS.
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Figura 4. A administragdo i.c.v. do GIP previne o aumento da expressdo da enzima
oxido nitrico sintase induzivel (iNOS), 7 dias ap6s o tratamento i.c.v. com o peptideo
AB1s0 em camundongos. Os animais foram pré-tratados com GIP (GIP:4, 0,5
nmol/camundongo) ou veiculo (PBS,) por via intracerebroventricula (i.c.v.), 156 minutos antes
da administragéo i.c.v. do peptideo AB+.40. (A) Imagens representativas da imunodetec¢éo
da iNOS nas regiées CA1, CA2, CA3 e GD do hipocampo (aumento de 40 x). (B) Medida da
densidade optica da imunorreatividade média da iINOS nas regibes CA1, CA2, CA3 e giro
denteado do hipocampo. Os valores estdo expressos como a média + e.p.m. (n=3-5/grupo)
*P < 0,05 comparado ao grupo controle (veiculo/PBS).
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3.3.Efeito do peptideo insulinotrépico dependente de glicose (GIP) no aumento

da expressao da enzima éxido nitrico sintase neuronal (nNOS) induzido pela

AB1.40.

4. Com a finalidade de avaliar o possivel efeito do peptideo AB1.40 na modulagéo da
expressdo da nNOS, e investigar o efeito do pré-tratamento com GIP (GIP .42,
0,5 nmol/camundongo, i.c.v.), avaliamos através da técnica de imunoistoquimica
e da RT-PCR quantitativa, o nivel de expresséo protéica e de expressao génica
da enzima nNOS, respectivamente, 8 dias apds o tratamento com o peptideo
AB1.40 (Figura 5). A Figura 5 demonstra que o tratamento com o peptideo AB1-40
induziu aumento significativo na expressao da nNOS, e que o pré-tratamento
com o GIP (GIP 0,5 mol/camundongo, i.c.v.) foi capaz de prevenir
significativamente este efeito (Figura 5B e C). De maneira semelhante, a indugao
da expressao da iNOS, o aumento da expressao da nNOS, e o consequiente
aumento dos niveis de NO, parecem contribuir de forma importante na
sinaptotoxicidade induzida pelo peptideo AB1.40, € que 0 efeito protetor exercido
pelo GIP parece ser dependente da inibicdo da expressao das duas isoformas da

enzima (iNOS e nNOS) no hipocampo.
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Figura 5. A administracao i.c.v. do GIP previne o aumento da expressdao da enzima
oxido nitrico sintase neuronal (nNOS) 8 dias apés o tratamento i.c.v. com o peptideo
AB140, em camundongos. Os animais foram pré-tratados com GIP (GIPy4,, 0,5
nmol/camundongo) ou veiculo (PBS) por via intracerebroventricular (i.c.v.), 15 minutos antes
da administragao i.c.v. do peptideo AB140. (A) Imagens representativas da imunodeteccao
da nNOS nas regides CA1, CA2, CA3 e GD do hipocampo (aumento de 40 x). (B) Medida da
densidade 6ptica da imunorreatividade média da iINOS nas regides CA1, CA2, CA3 e giro
denteado do hipocampo. (C) Quantificagdo relativa dos niveis de mRNA da enzima nNOS
através da RT-PCR quantitativo. Os valores estao expressos como a média + e.p.m. (n=3-

5/grupo) *P < 0,05 comparado ao grupo controle (veiculo/PBS).
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4.3. Efeito do peptideo insulinotropico dependente de glicose (GIP) na
citotoxicidade induzida pelo peptideo AB1.40, em cultura primaria de neurénios

cerebelares

Como mostra a Figura 6A, o tratamento com diferentes concentracdes de
AB14o agregada ndo alterou o numero de neurdnios viaveis, sugerindo que o
peptideo agregado seja inativado por componentes presentes no meio de cultura
(por exemplo, o soro fetal). Entretanto, o tratamento das células com o peptideo AB+-
40 Soluvel foi capaz de induzir citotoxicidade na concentracdo de 10 uM (Figura 6A).

Na tentativa de identificar algum efeito neuroprotetor do GIP sobre a
citotoxicidade induzida pelo peptideo ABs49 soluvel em cultura de neurbnios
cerebelares, foram determinadas a viabilidade celular e a formacdo de espécies
reativas de oxigénio, através das técnicas de IP e DCFA, respectivamente. De
maneira interessante, o pré-tratamento dos neurénios com GIP (10 nM) foi capaz de
prevenir o aumento da morte celular (Figura 6B) e a formagao de espécies reativas

de oxigénio (Figura 6C), induzidos pelo peptideo AB1.40 soluvel.
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Figura 6 - Avaliagcdao da morte celular e da formagcao de espécies reativas de oxigénio

em cultura primdria de neurénios granulares do cerebelo. Neurbnios cerebelares
obtidos de ratos P7 foram cultivados e tratados durante 24h com GIP (10 nM) e/ou AB4.49 (10

uM). A morte celular foi avaliada pelo método do iodeto de propidio e a formagédo de

espécies reativas de oxigénio pelo método do 2,7 dicloro-fluoresceina. Os valores

representam a média + erro padrdo de um experimento quintuplicado. Em (A) *P < 0,05

comparado ao grupo controle. Em (B) e (C) *P < 0,05 comparado ao grupo veiculo/ A81.4.
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5. Discussao

A DA é caracterizada pela deposi¢céo do peptideo -amildide (AB), associada
a ativagao do processo inflamatorio e dano cognitivo nos individuos acometidos. O
acumulo e a agregacao desse pequeno peptideo hidrofébico iniciam uma lenta mas
potencialmente mortal cascata amiloidogénica que induz alteragbes sinapticas,
ativagdo da microglia e astrocitos, modificagdo da proteina tau soluvel em
oligbmeros formando filamentos insoluveis, e perda neuronal progressiva com
disfungdes sinapticas e prejuizo cognitivo (Haass & Selkoe, 2007). As propriedades
neurotoxicas do peptideo AR de 40 e 42 aminoacidos permitiu aos pesquisadores
que ele fosse usado como um modelo in vivo dos mecanismos patofisiolégicos do
desenvolvimento da DA, provendo uma alternativa aos modelos baseados em
animais transgénicos. (Mcdonald & Overmeyer, 1998).

Nos ultimos anos, nosso grupo de pesquisa vem desenvolvendo uma série
de estudos com o objetivo de caracterizar alguns dos mecanismos celulares e
moleculares envolvidos no modelo experimental da DA induzido pela injegao i.c.v. da
proteina AB. Como demonstrado previamente pelo nosso grupo de pesquisa
(Medeiros, Prediger et al., 2007; Prediger, Franco et al., 2007; Prediger, Medeiros et
al., 2008; Passos, Figueiredo et al., 2009), a administracédo i.c.v. de AB140 (400
pmol/camundongo) resulta no declinio da fungdo cognitiva em camundongos,
associado com prejuizos sinapticos caracterizados pela redugao significativa dos
niveis de sinaptofisina no hipocampo, em comparagao com os animais tratados com
veiculo (PBS) ou o peptideo reverso ABso.1 (Medeiros, Prediger et al., 2007;
Prediger, Franco et al., 2007; Passos, Figueiredo et al., 2009).

Os resultados preliminares demonstrados neste capitulo reforgcam a hipotese

dos possiveis efeitos neuroprotetores do GIP e GIPR proposta em estudos recentes
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(Gault e Holscher, 2008; Gault e Holscher, 2008; Buhren, Gasis et al., 2009) e nos
capitulos anteriores dessa Tese. Inicialmente foi verificado o efeito da administragao
i.c.v. aguda de duas doses distintas do peptideo GIP (GIP142, 0,5 ou 2,0
nmol/camundongo), no aprendizado e memodria de camundongos. Conforme
demonstrado na Figura 1, o tratamento i.c.v. com GIP, 15 min antes da sessao de
treino, ndo apresentou nenhum efeito agudo importante sobre o aprendizado e
memoria dos camundongos, e também ndo foi possivel observar diferenga
significativa entre os animais que receberam as diferentes doses do peptideo.

O tratamento i.c.v. com o fragmento AB4.40, mas ndo com o veiculo, foi capaz
de promover prejuizos no aprendizado e na memdéria espacial de camundongos.
Entretanto, de maneira interessante, o pré-tratamento com 0,5 nmol/camundongo do
peptideo GIP442 (i.c.v.), foi também capaz de prevenir os prejuizos cognitivos
induzidos pelo peptideo ABi1.40, como indicado pela redugdo nas laténcias para
encontrar a plataforma durante as sessdes de treino e pelo aumento do tempo gasto
no quadrante correto durante a sessdao de teste do labirinto aquatico,
respectivamente (Figura 2).

Nossos dados indicam também que o dano cognitivo € acompanhado pela
perda da viabilidade sinaptica, uma vez que também é observada reducdo nos
niveis de uma das proteinas formadoras de vesiculas pré-sinapticas, denominada
sinaptofisina, nos animais tratados com ABi40 (Medeiros, Prediger et al., 2007;
Prediger, Franco et al., 2007; Prediger, Medeiros et al., 2008; Passos, Figueiredo et
al., 2009). O pré-tratamento com o peptideo GIP44, na dose de 0,5
nmol/camundongo, 15 min antes da inje¢do do peptideo a AB1.40 (ambos i.c.v) foi

capaz de prevenir a reducido da expressao da sinaptofisina induzida pelo ARB1-40.
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Estimulos de diferenciagao ou proliferacdo celular, tratamento com fatores de
crescimento neuronal, estimulos nociceptivos, entre outros, alteram a expressio da
NNOS e iNOS no SNC (Blottner, Grozdanovic et al., 1995; Whittle, Laszlo et al.,
1995; Krukoff e Khalili, 1997; Zhu e Herbert, 1997; Rodella, Rezzani et al., 1998).
Alguns estudos associam a toxicidade do peptideo ABi4 com o aumento na
expressdo da nNOS, aumento na sintese de 6xido nitrico (NO), formagédo de
peroxinitrito e consequente nitrosilacédo de proteinas (Hartlage-Rubsamen, Apelt et
al., 2001).

Conforme demonstrado previamente, o pré-tratamento com um agente
inibidor preferencial da enzima 6xido nitrico induzivel (INOS), a aminoguanidina (AG,
100 mg/kg, i.p., 1 x ao dia) é capaz de prevenir a indugdo da expressao da iNOS, e a
reducdo dos niveis de sinaptofisina induzido pela AB140 Nno hipocampo de
camundongos (Medeiros, Prediger et al., 2007). E importante ressaltar que em
condicbes basais somente pequenas quantidades do mRNA para a iINOS podem ser
detectados nessa estrutura, e o tratamento i.c.v. com ABi40 promove um rapido
aumento nos niveis do mRNA desta enzima, sendo que um aumento marcante
ocorre apos 3 h e permanecendo elevado por até 7 dias apos o tratamento com AB+.-
40 (Medeiros, Prediger et al., 2007). Sendo assim, os efeitos benéficos do pré-
tratamento com GIP14, sobre a prevencgdo do declinio da funcéo cognitiva e dos
prejuizos sinapticos observados em camundongos, parecem estar associados com a
capacidade do GIP em reduzir o aumento dos niveis das enzimas produtoras de
oxido nitrico, INOS e nNOS, 7 dias apds a administracao i.c.v. do peptideo AB1.40

Além disso, demonstramos previamente que o pré-tratamento com o
anticorpo especifico contra o TNF-a (AbTNF-a, 10 ng/camundongo, i.c.v.), foi capaz

de prevenir a redugéo dos niveis de sinaptofisina induzido pela AB1.40 no hipocampo
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de camundongos (Medeiros, Prediger et al., 2007). Um aspecto muito importante
observado no presente estudo, foi o de que os efeitos benéficos do pré-tratamento
com o peptideo GIP14, sobre as fungbes cognitivas e a viabilidade sinaptica, nédo
parecem estar relacionados com os mecanismos anti-inflamatorios associados com
a via de sinalizacdo do TNF-a. Visto que o tratamento com o GIP42 nao foi capaz
de prevenir o aumento dos niveis da citocina inflamatéria TNF-a induzido pela
injecao i.c.v. de AB1-40.

Em conjunto, estes dados sugerem que o peptideo GIP42 € capaz de
prevenir a inducdo da expressao das enzimas produtoras de éxido nitrico, INOS e
NNOS, e reverter os prejuizos cognitivos e sinapticos, induzidos pela administragao

i.c.v. do peptideo AB1-4o.
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3. Discussao Geral

Varias evidéncias apontam para a presenca de GIP e GIPR em diferentes
estruturas do SNC de ratos adultos (Usdin, Mezey et al., 1993; Nyberg, Anderson et
al., 2005; Nyberg, Jacobsson et al., 2007). Quantidades elevadas do mRNA do GIP
na regido do GD do hipocampo de roedores foram associadas com
neuroplasticidade e indugao da neurogénese (Nyberg, Anderson et al., 2005). De
maneira importante, estudos recentes sugerem que o GIP possui um efeito protetor
nas disfungdes sinapticas, além de modular positivamente a LTP em fatias de
hipocampo (Gault e Holscher, 2008; Gault e Holscher, 2008). Entretanto, nao
existem relatos na literatura associando o efeito do GIP ou mesmo a variacdo da
expressdao do GIPR com os mecanismos fisiopatolégicos da ELTM-EH, a qual é
caracterizada pela ocorréncia de neurodegeneragcdo, aumento dos processos
oxidativos, neurogénese e alteragdes sinapticas.

O presente estudo demonstrou que a expressao do GIPR no hipocampo de
animais submetidos ao EME, induzido pela pilocarpina, é significativamente maior
que os niveis basais de expressao desse receptor nesta mesma estrutura. Este
aumento ocorre em todas as sub-regides CA1, CA2, CA3 e GD do hipocampo e no
coértex parietal (dados ndo mostrados), e as mudangas observadas variam de acordo
com o tempo de evolugdo do processo de epileptogénese. Existe uma distribuicdo
temporal na expressdo do GIPR nas diferentes regides do hipocampo avaliadas,
com um aumento da sintese dessa proteina na fase ictal, ou seja, na primeira hora
do processo de epileptogénese, seguida de tendéncia a diminuicdo na fase toxica
(12 h ap6és EME), aumento no periodo silente (5 dias apés EME) e diminuigdo no

periodo crénico (50 dias apds EME).
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A fase toxica do modelo da pilocarpina €& caracterizada por intensa
neurodegeneragdo da camada de células granulares do hipocampo (Cavalheiro,
Leite et al.,, 1991). Este estudo demonstrou que grande parte (ou totalidade) das
células fortemente marcadas para o GIPR parecem nao apresentar marcacao para
Fluoro-Jade (marcador de neurodegeneracdo), sugerindo que a indugdo da
expressao do GIPR possa estar associada com mecanismos neuroprotetores. A
diminuigao da expressao do GIPR na fase crénica do modelo pode estar associada,
ao menos parcialmente, pela menor densidade de neurbnios nas camadas
granulares do hipocampo. Eventualmente, uma corregdo para o0 numero de
células/campo evidenciaria que a marcagao relativa por neurbnios poderia
permanecer aumentada.

Como descrito anteriormente, estudos recentes demonstraram que as crises
epilépticas aumentam a neurogénese no hipocampo de ratos adultos (Varodayan,
Zhu et al., 2009; Yang, Liu et al., 2009). Entretanto, as crises prolongadas resultam
em neurogénese aberrante no hipocampo o que, na maioria das vezes, leva a um
circuito excitatério recorrente que contribui para a epileptogénese (Yang, Liu et al.,
2009). Walter e colaboradores (2007) demonstraram que as crises induzidas pela
pilocarpina causam modificacdes, dependentes do tempo, na formacdo de
progenitores neuronais no GD do hipocampo de ratos adultos. Sendo que a
sensibilidade das células granulares recém formadas a excitabilidade poderia
contribuir para a hiperexcitabilidade durante o periodo silente do modelo da
pilocarpina (Walter, Murphy et al., 2007). Desta forma, se 0 aumento da expressao
do GIP e do seu receptor esta associado com a indugéo da neurogénese (Nyberg,
Anderson et al., 2005), e que este fenbmeno pode estar associado com o0s

mecanismos de hiperexcitabilidade (Walter, Murphy et al., 2007), a indugdo da
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expressao do GIPR no modelo da pilocarpina pode contribuir para a fisiopatologia da
epileptogénese. Sugerindo a realizagdo de estudos em modelos experimentais de
hiperexcitabilidade utilizando antagonistas seletivos do GIPR. Entretanto, apesar
destas evidéncias, o sinal especifico que induz o aumento na expressao do GIPR no
modelo experimental da pilocarpina ainda precisa ser melhor esclarecido.

Um aspecto interessante observado no presente estudo foi a demonstragao
da expressdo do GIPR em hipocampos humanos com esclerose, com padrao de
imunomarcacido semelhante ao encontrado nas amostras dos animais que
receberam pilocarpina. Ou seja, as secgdes histolégicas dos hipocampos humanos
apresentaram uma marcagao imunoistoquimica para GIPR predominantemente
citoplasmatica nas camadas CA1, CA2, CA3 e GD do hipocampo. Da mesma forma,
as células positivas para GIPR nao apresentaram marcagcdo histoquimica para
Fluoro-Jade, corroborando com os achados obtidos nas amostras dos animais que
receberam injecgao sistémica de pilocarpina.

O aumento da expectativa de vida da populacdo € um dos maiores triunfos da
humanidade, tendo ocorrido inicialmente em paises desenvolvidos e, mais
recentemente e de forma mais acentuada, em paises em desenvolvimento. Segundo
o National Institute on Aging (NIA) dos Estados Unidos da América, em 2006 havia
quase 500 milhdes de pessoas no mundo com 65 anos de idade ou mais, e estima-
se que até 2030 este numero chegue a um bilhdo de pessoas, representando um em
cada oito habitantes (NIA, 2007). No Brasil, o numero de individuos idosos (65 anos
de idade ou mais) passou de cerca de cinco milhdes em 1980 para
aproximadamente 10 milhdes em 2000, sendo que em 2030 este numero podera
atingir quase 30 milhdes (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica-IBGE, 2000;

2008). Em paises como a Franga, por exemplo, foi necessario mais de um século
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para que a populagao idosa dobrasse de tamanho (NIA, 2007). Estes numeros séo o
reflexo de avancos médicos, sociais e econdmicos, que resultaram em um aumento
expressivo da expectativa de vida da populagao. Embora esses dados demograficos
reflitam um claro avan¢o na qualidade de vida de parte da populagao, eles também
alertam para a possibilidade de que, num futuro préximo, cresga significativamente o
numero de pessoas acometidas pelas doencas associadas ao envelhecimento,
destacando-se a doenga de Parkinson (DP) e a doenga de Alzheimer (DA)
(Sherrington, Rogaev et al., 1995).

O melhor entendimento dos mecanismos fisiopatolégicos das doengas
neurodegenerativas, dos seus sintomas e o desenvolvimento de tratamentos mais
efetivos estdo diretamente relacionados com o desenvolvimento de modelos animais
representativos dessas patologias. A DP é uma das varias doengas humanas que
parece nao ocorrer espontaneamente em outros animais. Entretanto, conforme
detalhado anteriormente, as caracteristicas dessa doenga podem ser mimetizadas,
em maior ou menor escala, em animais roedores, através da administracido de
diferentes compostos (Gerlach e Riederer, 1996; Dawson, 2000; Shimohama,
Sawada et al., 2003).

A maioria dos estudos utilizando modelos animais para DP tem focado nos
efeitos sobre a via dopaminérgica nigrostriatal e na indugcdo de prejuizos motores
nos animais. Entretanto, como a DP esta associada com alteracbes em uma
variedade de fungdes, incluindo alteragdes afetivas, cognitivas (Santamaria, Tolosa
et al., 1986; Owen, Sahakian et al., 1995; Dubois e Pillon, 1997; Goldman, Baty et
al., 1998; Tsang, Pomakian et al., 2007; Tadaiesky, Dombrowski et al., 2008) e

olfatérias (Doty, Deems et al., 1988; Doty, Bromley et al., 1995; Hawkes, Shephard
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et al., 1998; Hawkes, Shephard et al., 1999), torna-se importante avaliar a ocorréncia
destas alteracdes nesses modelos animais.

Nos ultimos anos, nosso grupo de pesquisa tem investigado a existéncia de
prejuizos olfatérios em roedores tratados com doses agudas de MPTP, através de
testes de discriminacao olfatéria (Soffie e Lamberty, 1987; Prediger, Batista et al.,
2005; Prediger, Fernandes et al., 2005; Prediger, Batista et al., 2006; Prediger, De-
Mello et al., 2006; Prediger, Aguiar et al., 2009). A Figura 1 do Capitulo 2 desta tese
ilustra de forma resumida o desempenho dos ratos nos testes de discriminacao
olfatéria, cognitivos e motores, em diferentes periodos (1-21 dias) apds a
administragdo intranasal (i.n.) de MPTP. Mimetizando a condicdo clinica dos
pacientes portadores de DP, os animais exibiram um prejuizo precoce na
capacidade de discriminacdo olfatéria, durante a primeira semana apés o tratamento
com MPTP. Os testes de discriminacéo olfatéria estdo baseados nas observacoes
comportamentais dos animais adultos machos, os quais preferem permanecer em
ambientes impregnados com seu proprio odor, quando comparado com ambientes
inodoros ou com o odor de outros animais (Carr, Yee et al., 1976). Neste estudo, a
administragdo aguda de MPTP (1 mg/narina) induziu um prejuizo significativo na
discriminacdo olfatéria dos animais, apds 1-7 dias de tratamento, nos quais
passaram a explorar os dois compartimentos (familiar e n&o-familiar) de maneira
semelhante. A incapacidade dos animais em discriminar ambos os compartimentos
ndo foi associada com prejuizos motores, visto que ndo foram observadas
alteracbes comportamentais no teste do campo aberto e na caixa de atividade, na
primeira semana apos o tratamento com MPTP.

E importante ressaltar que, 21 dias apés a administragdo i.n. de MPTP, tanto

a fungao olfatéria dos animais como os niveis de dopamina e a expressao de TH no
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bulbo olfatério (BO) retornaram aos niveis basais, possivelmente em decorréncia do
aumento da neurogénese, ou seja, a formagao de novos neurénios dopaminérgicos
no BO. De maneira interessante, no presente estudo demonstramos que 7 dias apos
a administragao i.n. de MPTP em ratos, ocorre um aumento significativo no niumero
de células em proliferacdo na camada glomerular e na expressédo do GIPR na
camada de células granulares do BO. Estes achados reforgam a hipotese de que a
neurogénese no BO, induzida pela administracdo de MPTP (Yamada, Onodera et
al., 2004; Hayakawa, Hayashita-Kinoh et al., 2007), é responsavel pela reversédo do
prejuizo olfatério nesses animais. Nossos resultados corroboram com um estudo
anterior, o qual relata que o aumento da expressdo do GIP e do seu receptor esta
associado com aumento da neurogénese (Nyberg, Anderson et al., 2005), e
confirmam resultados anteriores da literatura sugerindo que a administracdo de
MPTP induz um aumento no numero de células progenitoras na regido da camada
glomerular do BO através de fendmenos de proliferagdo e migragdo celular
(Yamada, Onodera et al., 2004; Hayakawa, Hayashita-Kinoh et al., 2007)

Por outro lado, diferentes linhas de evidéncia sugerem o envolvimento da
dopamina em processos cognitivos e olfatérios, tanto em humanos quanto em
roedores. Em ratos, estruturas cerebrais relacionadas aos processos de aprendizado
€ memoria, como o hipocampo, o cértex pré-frontal e o estriado, sdo inervadas por
neurénios dopaminérgicos (Baulac, Verney et al., 1986; Seamans, Floresco et al.,
1998). A disfuncdo dopaminérgica nestas areas esta relacionada ao prejuizo seletivo
das memorias espacial, operacional e de procedimento (ou habitos),
respectivamente (Gasbarri, Sulli et al., 1996; Da Cunha, Gevaerd et al., 2001;
Miyoshi, Wietzikoski et al., 2002). Além disso, o BO de mamiferos contém um grande

namero de interneurénios dopaminérgicos que sao muito importantes no
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processamento de odores (Halasz, Hokfelt et al., 1977; Halasz, Ljungdahl et al.,
1977; Halasz e Shepherd, 1983; Doty e Risser, 1989; Davila, Blakemore et al.,
2003).

Em roedores, estudos prévios tém demonstrado um prejuizo nas fungdes
olfatérias em consequéncia de tratamentos que reduzem a neurotransmissao
dopaminérgica, como MPTP (Dluzen e Kreutzberg, 1993) e reserpina (Prediger,
Batista et al., 2004). A DA parece ser também importante para os processos de
aprendizado e memodria olfatéria, uma vez que seus niveis cerebrais aumentam
durante o aprendizado olfatério (Kendrick, Keverne et al., 1988; Coopersmith,
Weihmuller et al., 1991; Keverne, Levy et al.,, 1993), enquanto que a deplegao de
dopamina ou a administragdo de antagonistas dopaminérgicos prejudicam a
memoria olfatéria (Weldon, Travis et al., 1991; Dluzen e Kreutzberg, 1993; Prediger,
Batista et al., 2004). Sendo assim, a diminuicdo da expressdo da enzima TH e dos
niveis de dopamina podem ser responsaveis pelos prejuizos olfatérios induzidos
pelo MPTP. O aumento da expressdo do GIPR pode ser um mecanismo
compensatorio, visto que alguns trabalhos descrevem a participacao direta do GIP
na liberacdo de neurotramissores relacionados com fenbmenos cognitivos (Gault e
Holscher, 2008; Gault e Holscher, 2008).

A doengca de Alzheimer (DA) €& caracterizada por desordem
neurodegenerativa intimamente associada ao processo de envelhecimento. Os
sintomas da DA parecem ser resultantes do acumulo de placas compostas pelo
peptideo AB no parénquima extracelular do cérebro, relacionadas com alteragdes na
estrutura conformacional na proteina precursora do peptideo Ap (Glenner e Wong,
1984), associado a formagao de emaranhados neurofibrilares, como resultado da

hiperfosforilacdo da proteina Tau associada aos microtubulos no interior dos
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neurénios (Grundke-lgbal, Igbal et al., 1986). Além disso, o acumulo desses
marcadores € normalmente acompanhado por disfuncao sinaptica e morte neuronal,
principalmente em areas corticais e do hipocampo, resultando, consequentemente,
na perda progressiva das fungdes cognitivas (Selkoe, 2000).

Atualmente, as ferramentas utilizadas por diferentes grupos de pesquisa
para estudar a DA em animais de laboratério (como roedores) consistem na
utilizacdo de metodologias capazes de induzir o acumulo da proteina Ap no cérebro
dos animais. Prejuizos sensoriais e cognitivos, semelhantes aos observados na DA,
também tém sido documentados tanto em animais com idade igual ou superior a 14
meses (Wallace, Krauter et al., 1980; Wallace, Krauter et al., 1980; Hazzard, 1991;
Prediger, Batista et al., 2005), como em camundongos transgénicos que apresentam
expressdo aumentada da proteina precursora de amildide (APP), associada com
deficiéncias nas vias de degradacdo da mesma (Hsiao, Chapman et al., 1996;
Westerman, Cooper-Blacketer et al., 2002). Estudos anteriores do nosso grupo
(Medeiros, Prediger et al., 2007; Prediger, Franco et al., 2007; Prediger, Medeiros et
al., 2008; Passos, Figueiredo et al., 2009) demonstraram que uma Unica
administragédo i.c.v. do peptideo AB1.40, um peptideo analogo aos encontrados nas
placas senis dos pacientes com a doenca de Alzheimer, resulta em prejuizos
importantes nas fun¢des de aprendizado e de memodria.

No SNC, normalmente a INOS esta ausente em situagdes fisiologicas.
Todavia, apds condi¢cdes de estresse, dano cerebral, ou na ocorréncia de processos
neuroinflamatoérios, observa-se um aumento na sua expressido e,
consequentemente, maior producdo de NO, principalmente nos astrocitos e
neurdnios (Boje e Arora, 1992; Koprowski, Zheng et al., 1993; Merrill, van Echten et

al., 1993; Schmidt e Walter, 1994). Por sua vez, o aumento na produgdo de NO
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induz dano e morte neuronal (Adamson, Wildemann et al., 1996). O mecanismo
predominante pelo qual o NO gera a toxicidade neuronal ocorre em fungao da
reaciao com o anion superoxido e a consequente produgao da substancia citotoxica
peroxinitrito (Beckman, Beckman et al., 1990). Durante condigdes fisioldgicas, as
moléculas reativas do oxigénio sao rapidamente eliminadas por enzimas
antioxidantes, dentre elas a glutationa peroxidase (Thannickal, Day et al., 2000;
Thannickal e Fanburg, 2000). Contudo, durante condi¢gbes patoldgicas, a produgéao
excessiva e o consequente acumulo de espécies reativas, devido a limitagdo da
atividade enzimatica, resultam em disfungéo celular (Fiers, Beyaert et al., 1999).

A expressdao da iINOS e o aumento na producdo de NO tém sido
amplamente implicados na DA. Estudos relatam um aumento na expressao da iNOS
e na producédo de peroxinitrito nos cérebros de individuos acometidos por essa
patologia (Smith, Richey Harris et al., 1997; Hensley, Maidt et al., 1998; Tohgi, Abe
et al., 1999; Luth, Munch et al., 2002; Fernandez-Vizarra, Fernandez et al., 2004), e
que a iINOS pode mediar parte dos efeitos deletérios sobre a cogni¢cdo induzidos
pela AB1.40 em roedores (Tran, Yamada et al., 2001; Wang, Walsh et al., 2004).

Os resultados do presente estudo corroboram com trabalhos anteriores do
nosso grupo (Medeiros, Prediger et al., 2007; Prediger, Franco et al., 2007; Prediger,
Medeiros et al., 2008; Passos, Figueiredo et al., 2009) que demonstraram que o
dano cognitivo € acompanhado pela perda da viabilidade sinaptica, uma vez que
também é observada reducdo nos niveis de uma das proteinas que compdem as
vesiculas pré-sinapticas, denominada sinaptofisina, nos cérebros dos animais
tratados com AB+.40. Adicionalmente, foi demonstrado que o pré-tratamento com GIP
por via i.c.v. € capaz de prevenir a reducdo da expressao da sinaptofisina, nos

animais que receberam a injegdo do peptideo ABi.4. Tais efeitos parecem estar
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associados as propriedades do GIP de reduzir o aumento dos niveis das enzimas
produtoras de NO, iINOS e nNOS, induzido pela administragdo i.c.v. do fragmento
AB140, 7 dias ap6s o tratamento. Nossos resultados corroboram com estudos
recentes que demonstram os efeitos benéficos do GIP na inducdo da LTP e na
protecao contra a sinaptotoxicidade induzida pela forma agregada do peptideo AB1.42
(Gault e Holscher, 2008; Gault e Holscher, 2008).

Outro aspecto muito importante observado no presente estudo, esta
relacionado aos resultados sugestivos de que os efeitos benéficos do GIP sobre as
funcdes cognitivas e a viabilidade sinaptica, ndo parecem estar associados com o
aumento do TNF-a induzido pela inje¢do i.c.v. de AB4.40, uma vez que esta resposta
nao foi alterada pelo tratamento com o GIP.

O presente estudo demonstra, pela primeira vez, a expressao do GIPR tanto
no modelo experimental de doenga de Parkinson e ELTM-EH como em uma amostra
de hipocampo com esclerose proveniente de paciente com ELTM-EH, além da
participacdo do GIP na modulagdo e/ou prevengdo do dano sinaptico e cognitivo
induzidos pelo peptideo ABi-40. Estudos adicionais utilizando diferentes modelos
animais e em humanos, visando um melhor entendimento da participacdo do GIP e
GIPR no desenvolvimento de diferentes doengas neuroldgicas, podem estabelecer
alvos potenciais para o desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas para

estas doencas neuroldgicas em que o processo neurodegenerativo esta presente.
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4. Conclusoes

A expressao do GIPR estda aumentada em no hipocampo e no bulbo olfatério de
roedores submetidos a modelos experimentais de epilepsia e doenca de Parkinson,

respectivamente.

Existe uma modulacdo do GIPR positiva na expressdo do GIPR em diferentes
subregides do hipocampo e neocortex de animais submetidos ao modelo

experimental de ELTM-EH induzido pela administracao sistémica de pilocarpina.

Foi possivel caracterizar a presenca do GIPR, por meio da técnica de
imunoistoquimica, no hipocampo e neocortex humano retirados de um paciente

portador de ELTM-EH apéds o tratamento cirurgico.

O aumento da expressdao do GIPR esta negativamente associado com a
degeneragdo neuronal, no hipocampo e neocortex de animais submetidos ao
modelo experimental de ELTM-EH induzido pela administracido sistémica de

pilocarpina.

Nao foi possivel detectar degeneragdo neuronal, através da técnica de Fluoro-Jade,

no hipocampo e neocértex de um paciente portador de ELTM-EH tratado

cirurgicamente.
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A administracdo intranasal de MPTP induz morte celular, possivelmente associada
com fendbmeno apoptdticos, além de diminuir a expressdo da enzima tirosina-

hidroxilase em diferentes regiées subcorticais de ratos.

A administracao intranasal de MPTP um aumento na expressao do GIPR na camada
de células granulares do bulbo olfatério de ratos, porém nédo é capaz de induzir

aumento na expressao deste receptor na substancia nigra destes mesmos animais.

O pré-tratamento com o peptideo insulinotrépico dependente de glicose (GIP1.42) por
via intracerebroventricular (i.c.v.) € capaz de reverter os prejuizos cognitivos e

sinapticos induzidos pelo peptideo AB1.40 em camundongos.

O agonista do GIPR (GIP4.42) previne o aumento na expressido das enzimas iNOS e

NNOS, mas nao da citocina inflamatéria TNF-a, induzido pela administragdo i.c.v. do

peptideo AB1-40.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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