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RESUMO

A adenosina esta presente em todos os tipos celulares e possui uma
importante fungdo na homeostase cerebral. No sistema nervoso central e periférico,
observa-se seu papel neuromodulador; que ocorre com a ativagdo de seus
receptores especificos, classificados em A1, Aza, Azs € As. A adenosina extracelular
surge de duas formas: (i) pela degradacdo dos nucleotideos purinérgicos liberados,
atravées da enzima ecto-5'-nucleotidase; e (ii) pela liberacdo como tal via
transportador bidirecional. Pesquisas demonstram que a ativagédo de receptores de
adenosina influencia a acao de neurotransmissores classicos, como a dopamina,
glutamato, acetilcolina, e de neuromoduladores, como o peptideo intestinal vasoativo
(VIP), o peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) e o neuropeptideo S
(NPS). Dentre todos os neuropeptideos ja descobertos, o NPS se destaca por ter
uma relagdo direta com o sistema adenosinérgico. De maneira geral, este peptideo
atua no sistema nervoso central como mensageiro e, comumente, modulando, assim
como a adenosina, a funcdo de outros neurotransmissores classicos. Além disso, o
NPS estd envolvido na regulagdo da estimulacdo e resposta do medo, e no ciclo
sono/vigilia e na locomocao, assim como a adenosina. Por conseguinte, o presente
estudo teve como objetivo investigar o efeito do NPS sobre a atividade locomotora
de camundongos que receberam ou nao o inibidor da enzima ecto-5-nucleotidase, e
verificar a atividade de ecto-nucleotidases em estriado e hipocampo de animais
tratados ou ndo com NPS. Para tal, foram utilizados camundongos CF-1, machos
adultos, 3 meses de idade, e que tiveram implantada uma canula guia no ventriculo
cerebral lateral direito para infuséo intra-cerebroventricular (i.c.v.) de 0,1 nmoL de
NPS (1pL) com ou sem o pré-tratamento de 1 nmoL de a-B-metileno adenosina
difosfato (AOPCP, 1pL), inibidor da ecto-5'-nucleotidase, para avaliagdo da atividade
locomotora. Outro grupo de animais experimentais recebeu somente o NPS na dose
de 0,1 nmol para posterior avaliagdo da atividade enzimética em fatias de tecido
cerebral. Os animais que constituiram o grupo controle receberam apenas solugéo
salinai.c.v. Os resultados demonstram que o pré-tratamento com AOPCP preveniu 0
efeito hiperlocomotor induzido por NPS em camundongos, sem apresentar efeito per
se. O NPS na dose de 0,1 nmol foi eficiente em causar hiperlocomogéo durante o

periodo de observagdo dos animais na caixa de atividade. Quanto & atividade



enzimatica, verificou-se que a administracio de NPS ndo causou qualquer
modificacdo significativa na hidrolise dos nucleotideos ATP e AMP no estriado e
hipocampo de camundongos. Assim, concluimos que adenosina que é formada
extracelularmente tem funcdo fundamental no efeito hiperlocomotor do NPS. Porém,
NPS ndo altera a atividade das enzimas responsaveis por formar adenosina
extracelular. Estes dados sugerem que os dois moduladores do sistema nervosos
central, adenosina e NPS, agem de forma cooperativa. Em concluséo, pela primeira
vez foi demonstrado que o efeito hiperlocomotor de NPS é dependente da formacéo

extracelular de adenosina.

Palavras — chave: adenosina, neuropeptideo S, ecto-5'-nucleotidase



ABSTRACT

Adenosine is distributed in almost all cells with important function on cellular
homeostasia. In central and peripheric nervous system, adenosine play an important
role on neuromodulation through activation of specific receptors classified as A1, Aza,
Azs and As. Extracellular adenosine originates from (i) release and extracellular
breakdown of nucleotides by ecto-5'-nucleotidase, and (ii) release of intracellular
adenosine via bidirectional transporters of nucleosides. Studies showed that
activation of adenosine receptors modify the action of classic neurotransmitters, such
as dopamine, glutamate, acetylcholine, and the action of others neuromodulators, as
vasoactive intestinal peptide (VIP), calcitonin gene-related peptide (CGRP) and
neuropeptide S (NPS). Among the neuropeptides already discovered, NPS stands
out because its direct relationship with adenosinergic system. NPS acts on central
nervous system as messenger and, ordinarily modulating, such as adenosine, the
function of other classic neurotransmitters. Furthermore, NPS is involved in the
regulation of stimulus and response to fear and arousal, in the same way as
adenosine. Thus, the present study aimed to investigate the effect of NPS on
locomotor activity of mice treated with the inhibitor of ecto-5-nucleotidase, and to
evaluate the ecto-nucleotidase activities in the striatum and hippocampus from mice
treated with NPS. Male adult mice CF-1, 3 months old, received
intracerebrocentricularly injection (i.c.v.) of 0.1 nmol NPS (1uL) with or without pre-
treatment of 1 nmoL a,3-methylene adenosine 5’-diphosphate (AOPCP), the selective
inhibitor of ecto-5’-nucleotidase, to evaluate the locomotor activity of mice. In another
set of experiments, mice received i.c.v. infusion of 0.1 nmol NPS to assay enzymatic
activity in brain slices. The control mice received i.c.v. vehicle (saline solution) in a
constant volume of 1 pL. The results demonstrated that the pre-treatment with
AOPCP prevented the NPS-induced hyperlocomotion in mice, without any effect per
se. The dose of 0.1 nmol NPS was efficient to induce hyperlocomotion during the
period of observation of animals at activity cage. Regarding enzymatic activity, NPS
administration did not induce any significant alterations on ATP and AMP hydrolysis
at striatum and hippocampus slices from mice. In addition, NPS did not modify the
activity of enzymes responsible for generating extracellular adenosine. The present

data suggest that the neuromodulators, adenosine and NPS, act cooperatively. In



conclusion, for the first time our data demonstrated that adenosine formed in the

extracellular space plays an important role on the hyperlocomotor effect of NPS.

Keywords: adenosine, neuropeptide S, ecto-5-nucleotidase
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PARTE |

INTRODUCAO

1. SISTEMA PURINERGICO

1.1. Fungdes da adenosina

O nucleosideo purinérgico adenosina encontra-se presente tanto no meio intra
como no meio extracelular e desempenha um papel fundamental como
neuromodulador e no controle da homeostase (Cunha, 2001). Normalmente, as
concentragdes de adenosina sao maiores no meio intracelular (0,5 a 4uM) do que no
meio extracelular (10 a 50nM). O papel dos nucleotideos e do nucleosideo de
adenina na neurotransmissao e neuromodulacdo do sistema nervoso tem sido bem
estabelecido (Cunha, 2001; Dunwiddie e Masino, 2001). O ATP € um importante
neurotransmissor excitatério nas sinapses nervosas purinérgicas, podendo ser
também co-liberado juntamente com outros neurotransmissores como a acetilcolina
e a noradrenalina (Sperlag e Vizi, 1996; Zimmermann, 1996; llles e Ribeiro, 2004).

A adenosina tem um papel relevante na neuromodulagdo regulando a
liberagd@o de véarios neurotransmissores, agindo tanto pré quanto pos-sinapticamente
(Cunha, 2001; Dunwiddie e Masino, 2001; Ribeiro et al., 2003). A regulacdo da
liberagdo de neurotransmissores excitatorios por esta molécula tem se tornado
importante em muitos processos patoldgicos, pois a adenosina pode limitar o dano
causado pela excitotoxicidade destes neurotransmissores, exercendo assim uma
acao protetora no sistema nervoso (Zimmermann et al., 1998; Dunwiddie e Masino,

2001). A adenosina ndo corresponde a um neurotransmissor classico, uma vez que
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nao existem evidencias de um armazenamento vesicular, tampouco de uma
liberag@o dependente de célcio (Hack e Christie, 2003).

Além das propriedades neurotransmissoras e neuromoduladoras, estudos
colocaram em evidéncia muitas outras a¢des dos nucleotideos e do nucleosideo de
adenina no sistema nervoso. Atualmente, estes reconhecidos por terem fungéo
participativa na formacdo e regulagdo da sinaptogénese, plasticidade neuronal,
proliferacdo de células gliais e na diferenciagdo de células progenitoras de
oligodendradcitos (Cicarelli et al., 2001; Stevens et al., 2002; Wink et al., 2003, Agresti

et al., 2005).

1.2 Formagao da adenosina

O processo de formacdo da adenosina no meio intracelular acontece através
de duas maneiras distintas: (1) pela clivagem as S-adenosil-homocisteina (Lloyd et
al.1993, Dunwiddie e Masino, 2001), e (2) pela degradacdo do nucleotideo
monofosfatado (AMP) pela enzima 5’-nucleotidase (Brundege e Dunwiddie, 1997;
Zimmermann e Braun, 1999) (Figura 1). O ATP é fonte primaria de substrato para
que ocorra a formacdo da adenosina, e € fundamental no meio intracelular como
fonte de energia e no meio extracelular como um neurotransmissor de agao
excitatoria rapida, neuromodulador e fator de crescimento no SNC (Neary et al.1996,
Vizi et al., 1997). A atuagéo do ATP extracelular na célula ocorre através da ativacéo
dos seus receptores especificos: P2Y (P2Y1, 2, 4 6, 11, 12, 13, 14), que SA0 receptores
metabotropicos; e P2X (P2Xi.7), 0s quais sdo receptores ionotropicos (Burnstock,
2004).

Os nucleotideos de adenina extracelulares sdo hidrolisados por enzimas

conhecidas como ecto-nucleotidases. Dentre estas destaca-se a ecto-nucleosideo
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trifosfato difosfoidrolases (EC 3.6.1.5, E-NTPDase 1, apirase, CD39, ATP
difosfoidrolase) e a ecto-5-nucleotidase (EC 3.1.3.5), duas enzimas capazes de
controlar a disponibilidade de ligantes como ATP e adenosina a seus receptores
especificos na superficie da membrana celular (Zimmermann, 2001) (Figura 1).

E-NTPDases é o termo genérico para designar uma familia de enzimas
responsaveis pela hidrélise de nucleotideos tri e difosfatados (Zimmermann, 2001).
Oito membros desta familia j& foram identificados e diferem quanto a especificidade
de substratos, distribuicdo tecidual e localizagdo celular (Shi et al., 2001;
Zimmermann, 2001; Biogennese et al., 2004). Estas enzimas apresentam um alto
grau de similaridade na sua sequéncia de aminoacidos, particularmente dentro de
cinco regides que sao conhecidas como “regides conservadas da apirase”, as quais
sdo de extrema importancia para a atividade catalitica (Zimmermann, 1999).

A NTPDase 1 foi a primeira enzima da familia E-NTPDase a ser descrita, e
estd ancorada na superficie celular através de duas regides transmembranas
proximas ao grupamento amino e carboxi terminal, com o seu sitio catalitico voltado
para o meio extracelular (Zimmermann, 2001). Esta enzima hidrolisa tanto ATP como
ADP formando AMP na presenca de fons Ca®* ou Mg?* (Ziganshin et al., 1994). Esta
enzima vem sendo amplamente estudada nos ultimos anos tanto em condi¢cfes
patolégicas quanto em modelos experimentais (Bonan et al., 2000; Lunkes et al.,
2003; Araujo et al., 2005). A funcdo geral da NTPDase 1 tem sido atribuida a
hidrélise extracelular dos nucleotideos ATP e ADP e, portanto, dependendo da
localizacdo tecidual a atividade enzimatica, possui diferentes papéis fisioldgicos
(Sarkis et al., 1995; Zimmermann, 1999; Bonan et al., 2001).

A ecto-5-nucleotidase € uma enzima ancorada a membrana plasmética via

uma molécula de glicofosfatidil inositol (GPI) com seu sitio catalitico voltado para o
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meio extracelular. Entretanto, formas sollveis e clivadas desta enzima também ja
foram descritas (Zimmermann, 2001; Hunsucker et al., 2005).

Esta enzima catalisa a desfosforilacdo de vérios nucleotideos 5'-
monofosfatados como CMP, IMP, UMP, GMP e AMP a seus respectivos
nucleosideos (Zimmermann, 1996). No entanto, foi demonstrado que a ecto-5'-
nucleotidase hidrolisa mais eficientemente o AMP, sendo por isto considerada a
principal enzima responsavel pela formagdo de adenosina extracelular

(Zimmermann, 1996; Zimmermann et al., 1998; Zimmermann, 2001).

ADP/AMP
ATP {[}357 tm&nucleoﬁdﬂdes
Adenosina
Ll \ TEN
\,_ AK

AMP Adenosina

3 'Nlase

SAHese

Homocisteina

‘_-_________..

Figura 1. Vias de formacdo da adenosina. A adenosina extracelular é derivada da clivagem
sequencial de nucleotideos por ecto-enzimas, incluindo a NTPDase 1 (converte ATP e ADP em AMP)
e a ecto-5-nucleotidase (converte AMP em adenosina). A adenosina pode ainda ser transportada
para 0 meio extracelular por transportadores equilibrativos (TEN). O ATP também pode ser levado
para 0 meio extracelular por transportadores, por exocitose ou ainda pelo rompimento da membrana
plasmatica em situacdes de dano celular. Intracelularmente, a adenosina é formada pela hidrélise do
AMP através da enzima 5-nucleotidase (5'NTase) ou por uma via alternativa através da enzima S-
adenosil homocisteina hidrolase (SAHase), que converte a S-adenosil homocisteina em adenosina e
homocisteina. A adenosina pode ainda ser novamente convertida em AMP pela enzima adenosina
quinase (AK) (Adaptado de Fredholm et al., 2007).
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1.3 Receptores adenosinérgicos

Segundo Burnstock (1972), para que a adenosina execute suas fungdes, deve
ocorrer a ativagdo de receptores de membrana especificos, denominados receptores
purinérgicos P1. Tomando por base caracteristicas morfolégicas, bioquimicas e
farmacoldgicas, os receptores P1 foram divididos em quatro sub-tipos denominados
A1, Aoa, Acs € Az. Além disso, pode-se classificar estes quatro receptores quanto a
afinidade pela adenosina: os receptores A; e A;a apresentam alta afinidade,
enguanto os receptores A, € Az sdo de baixa afinidade (Ribeiro et al., 2003) (Figura
2). Outra forma de classificacdo destes receptores pode ser feita através do tipo de
proteina G ao qual sdo acoplados. Os receptores A; e A; sdo acoplados a Gj e 0s
receptores A, sdo acoplados a Gs. Sabe-se que a ativacdo da proteina G inibitéria
produz efeitos de inibigcdo na neurotransmisséo (principalmente na adenilato ciclase)
e que a ativagdo da proteina G estimulatéria produz um efeito estimulatério na
neurotransmissao (Figura 2).

Os receptores A; sdo 0s que possuem a maior concentragdo no SNC,
ocorrendo principalmente no cortex cerebral, hipocampo, cerebelo, tdlamo, tronco
cerebral e medula espinhal (Fredholm et al., 2001), e localizando-se celularmente na
regido pré-sinaptica, pos-sinaptica e no axénio (Rebola et al., 2003).

Os receptores A2a estdo amplamente distribuidos por tecidos periféricos e
também no SNC (Lee et al., 2003). Centralmente, estdo presentes principalmente no
estriado, nlcleo acumbente e tubérculo olfatério. No entanto, também estdo
presentes em outras areas do encéfalo, incluindo o cértex e o sistema limbico
(Cunha et al., 1994; Svenningsson et al., 1999; Lopes et al., 2002; Rebola et al.,
2002; 2003). Celularmente, localizam-se nas regides pré-sinaptica (hipocampo) e

pds-sinaptica (estriado).
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Os receptores do tipo Azg possuem baixa expressao no sistema nervoso
central, além de ser encontrado em outros 6rgdos, como hipoéfise, pulméo, e intestino
grosso (Fredholm et al., 2001).

Os receptores A3z sdo menos abundantes no SNC e a falta de ligantes
seletivos faz com que eles sejam menos estudados (Cunha et al., 2005). Séo
expressos de forma moderada no cerebelo e hipocampo e com baixa expressédo no

restante do cérebro (Fredholm et al., 2001).

RECEFTORES DE ADEMOSIMAT A1, AZA AZE e AS

ﬁDENDSINﬁ
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Figura 2 — Receptores de adenosina e sua fungéo sobre a adenilato ciclase. Os receptores do tipo A;
e A; sdo ligados a proteina G inibitoria e os receptores A2A e A2B sao ligados a proteina G
estimulatdria. Estas proteinas possuem o papel de estimular ou inibir a enzima adenilato ciclase, e
consequentemente, aumentar ou diminuir a concentracéo de fosfato intracelular.

Estudos sugerem que a adenosina intracelular quando liberada para o meio
extracelular, age preferencialmente nos receptores A; enquanto que a adenosina
extracelular formada pela via das ecto-nucleotidases favorece a ativagdo dos

receptores Aa (Cunha et al., 1996).
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1.4 Adenosina x neurotransmissores

Pesquisas demonstram que ha interacdo de receptores de adenosina com
receptores dopaminérgicos, glutamatérgicos e colinérgicos, e ainda com
neuromoduladores como o peptideo intestinal vasoativo (VIP) (Cunha-Reis et al.,
2008) e o peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) (Sebastido et al.,
2000).

Estudos mostram que existe uma interagdo entre o sistema adenosinérgico e
0 neurotransmissor dopamina (Lindkog et al., 2002), pois os receptores Aza S&0
expressos predominantemente nos neurénios do estriado que também expressam
receptores de dopamina do tipo D, Estes receptores estdo co-localizados e
interagem antagonicamente na membrana pos-siniptica, de maneira que a
estimulacdo dos receptores de Axa faz com que diminua a afinidade dos receptores
D, pela dopamina (Ferré et al.,1991). Por conseguinte, antagonistas Aza, COMo a
cafeina, bloqueiam a atividade da adenosina endégena, aumentando a afinidade dos
receptores D, pela dopamina (Lara & Souza, 2001). Assim provocando aumento da
atividade motora pela interagéo destes receptores (Fisone et al., 2004).

Por outro lado, evidéncias da interagdo entre receptores adenosinérgicos e
glutamatérgicos resultam da potencializagdo dos niveis de AMPc induzidos por
agonistas dos receptores adenosinérgicos A,x, ap0s a ativagdo dos receptores
glutamatérgicos metabotropicos (mGlu) (Cartmell et al.,, 1994). Os receptores
glutamatérgicos do tipo mGluia possuem um papel controverso em neuroprotecéo/
neurodegeneragcdo, o qual parece estar relacionado com a interagdo entre o0s
receptores glutamatérgicos e adenosinérgicos (Ciruela et al., 2003). Os efeitos
inibitérios da adenosina sdo também atribuidos a reducado do influxo dos fons Ca**

na pré-sinapse (Vacas et al., 2003), promovendo assim uma reduc¢éo na liberacédo de
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neurotransmissores, entre eles o glutamato (Poli et al., 1991). Altos niveis de
adenosina sé&o observados no espago extracelular em situagdes de lesé&o ao tecido
cerebral, assim como quando os receptores glutamatérgicos do tipo NMDA s&o
ativados (Hoehn & White, 1990; Craig & White, 1993).

A modulacéo purinérgica sobre a liberac&o de acetilcolina é bem estabelecida
na juncdo neuromuscular, mas existem evidéncias desta modulagdo também no
SNC como em neurdnios colinérgicos ascendentes, que se projetam sobre o cortex e
o tdlamo (Acquas et al., 2002).

A partir das modula¢des adenosinérgicas citadas, sugere-se que a adenosina
atue no SNC promovendo uma acao reguladora fina sobre o funcionamento sinaptico
e esta modulacdo tanto pode ocorrer sobre neurotransmissores classicos quanto
sobre outros moduladores de funcdo neuronal, como é o caso dos neuropeptideos
VIP e CGPR, e recentemente sobre a acdo do neuropeptideo S (NPS) (Xu et al.,

2004; Boeck et al., 2010).

2. SISTEMA PEPTIDERGICO DO NPS

2.1 Estrutura e fungéo

H& mais de 30 anos se descobriu que os peptideos atuam no SNC como
mensageiros e que comumente ocorrem modulando a fungdo de outros
neurotransmissores classicos. Devido a estas caracteristicas, 0s sistemas
peptidérgicos tém sido considerados alvos farmacoldgicos atrativos para o
tratamento de diversos transtornos psiquiatricos, pois abrem novas possibilidades de
descoberta de farmacos com mecanismos de acdo inovadores comparados aos

farmacos disponiveis no mercado (Hokfelt et al., 2003). Atualmente, sdo conhecidos
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mais de 50 peptideos enddgenos, sendo que muitos destes possuem funcao
bioldgica ainda pouco elucidada.

O NPS é um peptideo composto por 20 residuos de aminoacidos. Este
peptideo foi recentemente reconhecido como o ligante endégeno de um receptor
acoplado a proteina G, denominado de receptor NPS (NPSR), que anteriormente era
conhecido como receptor 6rfao GPR154 (Sato et al., 2002). O NPS é expresso por
muitas espécies de mamiferos (homem, chipanzé, cachorro, rato, camundongo) e
também por espécies de aves (galinha), apresentando homologia estrutura elevada
entre as diferentes espécies animais avaliadas (Xu et al., 2004; Reinscheid, 2007)

(Figura 3).

SFRNGVGTGMKKTSFQRAKS tumaro
SFRNGVGTGMEKKTSFRRAKS chinpanzé
SFRNGVGTGMEKNTSFRRAKS maac
SFRNGVGTGMKKTSFRRAKS canno
SFRNGVGTGMEKEKTSFRRAKS i
SFRNGVGSGVEKKTSFRRAKQ 4
SFRNGVGSGAKKTSFRRAKQ conundonge
SFRNGVGSGIKKTSFRRAKS gins

Figura 3 — Estrutura peptidica do NPS em varias espécies animais (adaptado de Xu et al., 2004)

Com o uso da técnica de RT-PCR e hibridizac&o in situ foram reconhecidos os
locais de expressdo do NPS e do seu receptor NPSR no cérebro e nos tecidos
periféricos de ratos (Xu et al., 2004). O RNAm do NPSR se expressa principalmente
em areas do sistema limbico envolvidas com a modulagéo da ansiedade (complexo
amigdaldide e hipotadlamo), sono (tdlamo, hipotalamo e nucleo pré-optico), memoéria
(em regibes parahipocampais e cortex entorrinal) e em menor intensidade em areas

envolvidas no controle motor (ganglios da base) (Xu, et al., 2007). Ja o precursor do
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peptideo NPS encontra-se expresso no SNC em uma area mais restrita comparado
ao seu receptor NPSR, limitando-se praticamente ao l6cus ceruleus, hipotalamo e
amigdala (Reinscheid et al., 2005; Xu et al., 2007). Nos tecidos periféricos, tanto o
NPS quanto o seu receptor NPSR encontram-se expressos principalmente nas
glandulas tireéide, mamaria, salivares e nos testiculos (Xu et al., 2004).

Apesar de o NPS ter sido descoberto em 2002 (Sato et al., 2002), somente
em 2004 foi publicado o primeiro estudo que avaliou as respostas farmacoldgicas e
fisioldgicas produzidas por este peptideo (Xu et al., 2004). Estudos farmacoldgicos
demonstraram que o NPS aumenta a mobilizagdo de Ca*? em células HEK (células
embriondrias de rim humano — human embryonic kidney), que expressam o receptor
NPSR humano, além de produzir aumento dos niveis intracelulares de AMPc e
estimular a fosforilagdo de proteinas quinases ativadas por mitégeno (MAPK) (Xu et
al., 2004; Reinscheid et al., 2005).

Fisiologicamente, em modelos animais a administragéo intracerebroventricular
aguda de NPS causa reducédo do tempo de sono e aumento do tempo de vigilia.
Além disso, possui um efeito do tipo ansiolitico em doses nanomolares quando
injetado em camundongos submetidos a diversos testes comportamentais, tais como
caixa claro-escuro, labirinto em cruz elevado (Xu et al.,, 2004). Todavia, além do
efeito do tipo ansiolitico, o NPS promove hiperlocomog¢do nos camundongos, sendo
que estes efeitos farmacoldgicos foram obtidos com o NPS administrado na faixa de

nanomoles (Xu et al, 2004).
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COMPARACAO DO NPS COM OUTROS FARMACOS QUE MODULAM A
LOCOMOGCAO E A ANSIEDADE

(adaptado de Xu et al., 2005).

Alteracdes no comportamento alimentar também foram observadas em ratos
tratados com NPS. Um efeito do tipo anorexigeno foi observado em ratos e galinhas
tratadas com NPS (Beck et al., 2005; Cline et al., 2007). No entanto, o efeito oposto,
ou seja, aumento da ingestdo de alimentos, também foi relatado para ratos saciados

apdés a administracéo i.c.v. de NPS (Niimi, 2006).

2.2 Modulagao adenosinégica sobre o efeito do NPS

Em estudos recentes do nosso grupo observou-se que o efeito hiperlocomotor
induzido por NPS é bloqueado por antagonistas de receptores de adenosina, como a
cafeina (dados ndo publicados).

A cafeina € a droga psico-estimulante mais utilizada no mundo. Em
concentragdes ndo téxicas, o seu Unico alvo molécular conhecido é o antagonismo

de receptores de adenosina inibitorios A; e facilitatérios Aza, ambos ativados pela

adenosina endogena (Fredholm et al., 1995).
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Uma das complicacdes associadas a compreensdo dos efeitos centrais da
cafeina € a observacdo que alguns dos efeitos agudos dessensibilizam enquanto
outros sdo revertidos apds exposicdo cronica a cafeina. Isto est4d ligado a
capacidade da cafeina modificar os niveis de adenosina e suas respostas obtidas
através dos receptores A; e Az, cuja densidade varia de modo diferente em
diferentes situaces fisiopatologicas. N&o se sabe ao certo como é que 0 consumo
crénico de cafeina modifica o sistema de neuromodulag&o adenosinérgico.

Em 2006, Lage e colaboradores demonstraram haver alteragcdo da expressao
do NPS e do NPSR em ratos expostos aguda e repetidamente (duas exposicdes) a
cafeina. Agudamente, os autores demonstraram que a exposicao a cafeina diminuiu
a expressdo de RNAm para o NPS no tronco cerebral, enquanto ela induziu aumento
na expressdo de RNAm para o NPSR no tronco cerebral de ratos. Em doses
repetidas, a cafeina induziu aumento na expressdo de RNAm para o NPSR no
hipotalamo de ratos, mas néo foram observadas alteracfes na expressdo de RNAm
para o NPSR e para o NPS no tronco cerebral. J4 em 2007, o mesmo grupo de
pesquisadores verificou que estas alteragbes ocorrem ndo somente com a cafeina,
mas também com a nicotina (Lage et al., 2007).

Estes estudos sugerem que o NPS poderia modular algumas das agdes
comportamentais induzidas pela cafeina e/ou pela nicotina. Além disso, parece haver
uma relacdo entre o sistema peptidérgico do NPS e o sistema adenosinérgico
constituido pelos receptores Ai; e Aza, principalmente porque a cafeina atua como
antagonista néo seletivo destes receptores.

Cabe salientar que, de maneira geral, alguns dos efeitos comportamentais
produzidos pela administracdo de NPS sdo comparaveis com as alteracdes

observadas em pacientes que sofrem de transtorno bipolar e também aos efeitos da
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anfetamina, cuja administracdo em animais é considerada um modelo animal de
mania (Einat, 2007). De fato, estudos realizados com ratos tratados com anfetamina
demonstraram que a administracdo desta droga produz hiperlocomocéao, alteracéo
das fases do sono e anorexia, assemelhando-se particularmente as manifestacfes
clinicas da mania (Einat, 2007) e do NPS (Xu et al., 2004). Desde modo, observou-
se que o tratamento com farmacos estabilizadores do humor, tais como litio,
reverteram a hiperlocomogé&o induzida tanto pela anfetamina (Frey et al., 2006) como
pelo NPS (Castro et al., 2009).

Consequentemente, de acordo com o que foi exposto acima, 0 presente
estudo teve por objetivo investigar a interagdo existente entre o sistema
adenosinérgico e o sistema peptidérgico do NPS através da atividade de ecto-
nucleotidases na degradacdo do ATP e do AMP extracelular. Para alcancar tal
objetivo, o estudo foi divido em duas etapas: em uma verificou-se a participacdo das
enzimas na hiperlocomocéo induzida por NPS, e na outra a atividade enzimética foi

avaliada em estriado e hipocampo de camundongos.
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OBJETIVOS

3.1 GERAL
Investigar a participagdo da formagéo de adenosina extracelular pelas ecto-

nucleotidases no efeito do neuropeptideo S na locomog&o de camundongos.

3.2 ESPECIFICOS
3.2.1) Avaliar o efeito do inibidor seletivo da ecto-5-nucleotidase, AOPCP, na

hiperlocomocéo induzida por NPS em camundongos;

3.2.2) Verificar a atividade de ecto-nucleotidases no estriado e hipocampo de

camundongos tratados com NPS.
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Abstract

Activation of adenosine receptors modify the action of classic
neurotransmitters (i.e. dopamine, glutamate and acetylcholine) and the others
neuromodulators, as vasoactive intestinal peptide (VIP), calcitonin gene-related
peptide (CGRP) and neuropeptide S (NPS). NPS is involved in the regulation of
stimulus and response to fear and arousal, as adenosine. Thus, the present study
aims to investigate the effect of NPS on locomotor activity at mice treated with or
without the inhibitor of ecto-5-nucleotidase, and to evaluate the ecto-nucleotidase
activities at the brain of mice treated with or without NPS. Male adult mice CF-1
received i.c.v. injection of 0.1 nmol NPS with or without pre-treatment of 1 nmol a,3-
methylene adenosine 5’-diphosphate (AOPCP), the selective inhibitor of ecto-5'-
nucleotidase, to evaluate the locomotor activity of mice. Other set of experiments,
mice received i.c.v. infusion of 0.1 nmol NPS to assay enzymatic activity at cerebral
slices. The results demonstrated that the pre-treatment with AOPCP prevented the
NPS-induced hyperlocomotion in mice, without any effect per se. The dose of 0.1
nmol NPS was efficient to induce hyperlocomotion during the period of observation of
animals at activity cage. Regarding enzymatic activity, i.c.v. injection of NPS did not
induce any significant alterations at the ATP and AMP hydrolysis at striatum and
hippocampus slices from brain of the mice. The present data showed for the first time
that the hyperlocomotor effect of NPS is dependent on the extracellular generation of

adenosine.



32

1. Introduction

Neuropeptide S (NPS) is a 20-amino acid peptide recently identified in the
brain and peripheral tissues of distinct species of vertebrates (Xu et al., 2004). In cells
expressing the recombinant NPS receptor, NPS increases Ca®* mobilization,
intracellular cAMP formation and phosphorylation of extracellular signal regulated-
kinase (ERK1/2) (Xu et al., 2004; Reinscheid et al., 2005). The NPSR is widely
expressed in the discrete regions of mammalian brain, and higher levels were found
in cortex, hypothalamus, amygdala, endopiriform nucleus, subiculum, and nuclei of
the thalamic midline, while low levels were found in basal ganglia (Xu et al., 2007). In
contrast, NPS precursor mRNA is found highly expressed only in a cluster of neurons
located between the locus coeruleus and Barrington’s nucleus (Xu et al., 2004).

The neuroanatomical expression of NPS and its receptor NPSR supports the
role played by this peptidergic system in physiological functions such as anxiety (Xu
et al., 2004; Jungling et al., 2008; Leonard et al., 2008; Rizzi et al., 2008; Vitale et al.,
2008), arousal (Xu et al., 2004; Rizzi et al., 2008), food intake (Beck et al., 2005;
Smith et al., 2006), locomotion (Xu et al., 2004; Roth et al., 2006; Smith et al., 2006;
Leonard et al., 2008; Okamura et al., 2008; Rizzi et al., 2008; Castro et al., 2009),
nociception (Li et al., 2009), memory (Han et al., 2009; Jungling et al., 2009) and drug
addiction (Cannella et al., 2009, Pafieda et al., 2009).

Recently, studies demonstrated that the effects evoked by NPS are similar
those observed with caffeine in mouse locomotion (Rizzi et al., 2008; Boeck et al.,
2010). Also, NPS and caffeine act in the regulation of wakefulness states (Xu et al.,
2004; Rizzi et al., 2008), and food intake (Beck et al., 2005). Probably, there are an

interaction between the adenosinergic and NPS - NPSR receptor systems because
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was suggested that the inhibitory effects of caffeine on sleep and feeding have
contribution of NPS signaling in the rat brain (Lage et al., 2006). Adenosine,
operating via inhibitory adenosine A; receptors or excitatory adenosine A, receptors,
which has widespread modulatory actions in the nervous system and may interfere
with the action of other neuromodulator/neurotransmitter substances (Ribeiro, 1999).
Extracellular adenosine comes from the release via bi-directional nucleoside
transporter and/or from adenine nucleotides released, whose are degraded by a
chain of ecto-nucleotidases (E-NTPDases) (Hoehn and White, 1990; Craig and
White, 1993; Cunha et al., 1996). The most relevant ecto-enzymes involved in this
chain are the ecto-nucleoside triphosphate diphosphohydrolases family (E-
NTPDases, including ATP-diphosphohydrolase), which hydrolyze nucleoside tri- and
di-phosphates, and the ecto-5-nucleotidase that hydrolyzes nucleoside
monophosphates (Fredholm et al., 2005; Zimmermann, 2006; Robson et al., 2006).
Ecto-5’-nucleotidase activity is a pivotal step in extracellular adenosine production
from the enzymatic chain (James and Richardson, 1993). It is suggested that
adenosine released leads to preferential A; receptor activation, whilst adenosine
formed from the ecto-nucleotidases pathway leads to favored adenosine Az receptor
activation (Cunha et al., 1996; Boeck et al., 2005). In this context, recently our group
demonstrated the inhibitory effect induced by caffeine or selective A,s receptor
antagonist, ZM 241385, on hyperlocomotion induced by NPS in mice (Boeck et al.,
2010). Thus, the present study aimed to investigate if the involvement of adenosine
on hyperlocomotor effect of NPS is due its production via ecto-nucleotidases
pathway. To test our hypothesis we applied the specific inhibitor of the ecto-5-

nucleotidase, a,B3-methylene-adenosine 5’-diphosphate (AOPCP), in mice treated
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intracerebroventricularly (i.c.v.) with NPS. We also investigate if NPS modify E-

NTPDase activities in hippocampus and striatal slices from brain of the mice.

2. Materials and methods

2.1. Materials

Adenosine 5'-triphosphate (ATP), adenosine 5-monophosphate (AMP) and
a,B-methylene adenosine 5-diphosphate (AOPCP), were obtained from Sigma (St
Louis, MO, USA). The human NPS was synthesized by Dr R. Guerrini, Department of
Pharmaceutical Science and Biotechnology Center, University of Ferrara, according
to published methods (Roth et al., 2006). NPS was dissolved in saline solution (NaCl
0.9 g%, wiv) to inject i.c.v. in mice. AOPCP had its pH adjusted with NaOH 0,1 M e
was diluted in saline solution. All other chemicals were of analytical reagent grade

and purchased from local suppliers.

2.2 Animals

Male albino CF-1 mice (2-3 months, 30-35 g) were obtained from our breeding
colony (UNESC). The animals were housed six to cage with food and water freely
available and were maintained on a 12-h light/dark cycle (lights on at 7:00 a.m.). All
experimental procedures involving animals were performed in accordance with the
National Institute of Heath’s Guide for the Care and Use of Laboratory Animals and
the recommendations of the Sociedade Brasileira de Ciéncias em Animais de

Laboratorio (SBCAL) for animal care, designed to minimize suffering and limit the
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number of animals used. To avoid circadian variations all experiments were carried
out between 8:00 a.m. and 1:00 p.m. This study was approved by the local ethics
committee (Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade do Extremo Sul

Catarinense, n° 045/2009).

2.3 Surgical procedure

Surgery and i.c.v. infusion techniques were according to Schmidt et al. (2000).
Naive mice were anesthetized with 7% chloral hydrate (w/v, 10 mL/kg body weight,
i.p.). In a stereotaxic apparatus, the skin of the skull of mouse was removed and a
i.c.v. guide cannula (27-gauge) was unilaterally implanted at 1.0 mm posterior to
bregma, 1.0 mm right from the midline and 1.0 mm above the right lateral brain
ventricle. The guide cannula was implanted 1.5 mm ventral to the superior surface of
the skull and fixed with jeweler’s acrylic cement. In the experiments, performed 48 h
after surgery, we used for i.c.v. infusion a 30-gauge cannula that was fitted into the
implanted guide cannula and connected by a polyethylene tube to a Hamilton micro
syringe. The tip of the infusion cannula protruded 1 mm beyond the guide cannula,
aiming the lateral brain ventricle. After experiments, methylene blue (4 uL) was
injected through the cannula and animals without dye in the lateral brain ventricle

were discarded.

2.4 Treatments

Mice received ic.v. injection of AOPCP (50 nmol; 1 pL) or vehicle (saline

solution; 1 pL) just before testing locomotor activity in the infrared beam array cage.
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Five min following AOPCP mice received i.c.v. injection of NPS (0.1 nmol; 1 pL) or
vehicle and their locomotor activity was evaluated during more 25 min. Previous
study in our laboratory showed that this dose of NPS produce higher stimulatory
effect on locomotion (Boeck et al., 2010). The dose of AOPCP employed in the
present study was selected based on previous studies (Soares et al., 2004).

In other set of experiments, mice received NPS (0.1 nmol) or vehicle into the

lateral ventricle in a constant volume of 1 pL, 5 min before enzymatic assay.

2.5 Locomotor activity assay

An infrared beam array cage (Insight Equipments, Ribeirdo Preto, Brazil)
connected to a PC was used for assessing locomotor activity in mice. The infrared
beam array cage consists of a cubicle made of clear Perspex (48 x 50 cm)
surrounded by 50 cm-high walls. Two facing blocks containing an infrared array
record the horizontal activity, and a similar system assesses the vertical activity. Just
after AOPCP or vehicle i.c.v. injection non-habituated animals were gently placed on
the centre of the arena and they were allowed to explore the apparatus individually
during a period of 5 min. Mice were gently retired from cage and they received ic.v.
injection of NPS or vehicle and returned to explore the apparatus for more 25 min
(total of 30 min of observation). All behavioral experiments were conduct in an
iluminated (300 Ix) and quiet room in the absence of experimenter. After the
behavioral evaluation of each mouse, the arena was cleaned with 10% ethanol
solution. Each mouse was evaluated for the first time to locomotor activity,
individually during a 30-min period. The total distance travelled (in centimeters) by

each animal was accumulated over consecutive 5 min time.
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2.6 Nucleotides hydrolyses assay

Five min after i.c.v. injection of NPS the mice were killed by decapitation and
the brains were rapidly removed into a pre-warmed HEPES-buffered salt solution with
the following composition: 120 mM NaCl, 5 mM KCI, 2 mM CaCl, and 10 mM glucose
(pH 7.4) and gassed with 95% O, and 5% CO, mixture (incubation medium). The
brains were cut longitudinally, their hippocampi and striatum dissected and sliced
transversely cut to 400 um thick on a Mcllwain tissue chopper. Two slices per tube
(approx. 0.15 mg protein) were preincubated for 10 min at 37 °C with 400 pL of the
incubation medium (described above). To measure the ATP and AMP hydrolyses the
slices were incubated with ATP or AMP (1 mM, final concentration) during 20 min at
37 °C. Following incubation, an aliquot of assay medium was removed and mixed
with trichloroacetic (TCA) to a final concentration of 5%. A sample of the supernatant
was taken for the assay of inorganic phosphate (Pi) release by colorimetric
determination (Chan et al., 1986). Non-enzymatic Pi released from nucleotide in the
assay medium without cells and Pi released from cells incubated without nucleotide
were subtracted from the total Pi released during nucleotide hydrolysis, giving values
for enzymatic activity (nmol Pi/mg protein per min). All conditions of this assay were
investigated previously in order to ensure the linearity of enzymatic reaction and
preservation of cellular viability until the end of the experiment (data not show).

Protein was determined using bovine serum albumin as standard (Bradford, 1976).

2.7 Statistical analysis
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Behavioral data are presented as mean values + S.E.M. (standard error of the
mean) and each value reflects the mean of 10-14 animals per group. The effects of
the combined administration of NPS and AOPCP were statistically analyzed by
employing two-way ANOVA with NPS and AOPCP as main factors, followed by the
Tukey’s post hoc test. Enzymatic data are presented as mean values + S.D.
(standard deviation) and each value reflects the mean of samples at triplicate from 9-
12 animals per group. The effect of the NPS was statistically analyzed by employing
Student’s t-test. Differences were considered significant when P < 0.05. Results were

analyzed by STATISTICA® software version 7.0 (StatSoft, Inc., USA).

3. Results

Figure 1 shows the effect of pre-treatment of ecto-5-nucleotidase inhibitor
AOPCP on NPS-induced hyperlocomotion. Non-habituated mice treated with AOPCP
did not show any changes in locomotor activity when compared to saline treated mice
during first 5-min block on arena or during all period (Fig 1A). Mice treated with NPS
displayed increase on locomotion activity, with significant effect began at 10 min
following the NPS injection (F(1,41) = 7.277; P = 0.01) (Fig 1A). However, mice pre-
treated with AOPCP before NPS administration did not displayed the NPS-induced
hyperlocomotion, an effect statistically dependent on interaction of AOPCP and NPS
for all period blocks (20 min - F(1,41) =5.771; P = 0.02; 30 min — F(1,41) = 7,839; P =
0.008). When the activity of mice was evaluated as accumulative distance traveled
during 30 min, AOPCP was effective to induce prevention on NPS-induced

hyperlocomotion (F(1,41) = 7,189; P = 0.015) reaching basal values (Fig 1B).
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The measurement of ecto-NTPDase activities was evaluated in slices from
cerebral areas following NPS injection on mice (Fig 2). ATP or AMP hydrolysis at
striatum (Fig 2A) or hippocampus (Fig 2B) was not altered by NPS (P > 0.05 for all

nucleotides at each cerebral area).

4. Discussion

In the present study, we used the combination of NPS and a selective inhibitor
of the ecto-5'-nucleotidase, responsible to inhibit extracellular adenosine production
from nucleotides released, to investigate the origin of adenosine that contribute to
NPS-induced hyperlocomotion in mice. The i.c.v. injection of NPS 0.1 nmol increased
substantially the mouse spontaneous locomotion. The present data are in line with
our previous findings, thus showing robust and consistent hyperlocomotor effects of
NPS in rodents that can be blunted by adenosine Axa receptor antagonists (Boeck et
al., 2010).

Ecto-nucleotidases break down the adenine nucleotides in stages to produce
free extracellular adenosine at the terminal step (Zimmermann, 2000). For example,
the extrasynaptic enzyme ecto-nucleoside triphosphate diphosphohydrolase 1 (EC
3.6.1.5; E-NTPDasel; previously identified as ecto-ATPDase, ecto-apyrase or CD39)
converts ATP and adenosine diphosphate (ADP) to adenosine monophosphate
(AMP) in cultured hippocampal neurons (Boeck et al., 2002). The final and critical
step of conversion of AMP to adenosine is carried out by ecto-5-nucleotidase
(Zimmermann, 2006). To fully define the roles that individual species play in
purinergic signalling, it would be useful to prevent the extracellular metabolism of

purines such as AMP. AOPCP treatment has been used to affect in vivo behavioral
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responses to guanine-based purines (Soares et al., 2004), which reinforces the
relevance of AOPCP in studies involving purine nucleotides and nucleosides in vivo.

In the present study, we also investigated the participation of adenosine
produced by ecto-5-nucleotidase during the stimulatory effects of NPS in brain of
mice. Our findings demonstrated for first time that the administration of AOPCP did
not alter per se the mouse locomotor activity in a significant manner. However, the
injection of AOPCP combined with NPS blocked the increased distance moved
locomotion induced by the neuropeptide (Fig 1).

Regarding adenosine receptors activation, the ecto-5-nucleotidase activity is
critical. It has been proposed that one way for extracellular adenosine to preferentially
activate either inhibitory or facilitatory receptors would depend on the manner in
which extracellular adenosine was generated: release of adenosine, as such, through
bidirectional non-concentrative adenosine transporters would favour adenosine A;
receptor-mediated inhibition, whereas formation of adenosine from the extracellular
catabolism of ATP would favour adenosine Axa receptor-mediated facilitation (Cunha
et al, 1996), which may be due to the proximal brain distribution of ecto-5'-
nucleotidadase and adenosine A;a receptors. Thus, we have previously
demonstrated that the stimulatory effect of NPS on locomotion is dependent on
activation of adenosine A,a receptor (Boeck et al., 2010), that could be formed by
extracellular catabolism of nucleotides, such as proposed by the present results.

Even so we did not observe a significant modification on ecto-nucleotidase
activities following NPS administration (Fig 2), the participation of this cascade
pathway on the adenosine effect upon NPS can not be excluded. The protocol used
in the present study has the limitation that the assessment of enzyme activities in the

cerebral tissue slices had to be performed at the early period of NPS effect. However,
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it is interesting to note that the AOPCP effect is clear, thus our results demonstrate
that the adenosine conversion is also necessary for the in vivo model of
hyperlomotion induced by NPS.

A recent study verified that NPS suppressed the increase of extracellular
acetylcholine levels induced by MK-801 (NMDA receptor antagonist) in the
retrosplenial cortex (Okamura et al., 2010). Also, adenosine modulates extracellular
acetylcholine levels, because adenosine Aza receptors have been shown to facilitate
the release of most neurotransmitter types, including acetylcholine, in different extra-
striatal brain regions (Jin and Fredholm, 1997). Thus, probably the NPS modulation is
dependent on the activation of adenosine Aa receptors. Further study has extended
this idea, where the peptidergic modulation of excitatory synaptic transmission in the
hippocampus by G-protein coupled receptors, operated by calcitonin gene-related
peptide (CGRP) and vasoactive intestinal peptide (VIP), is strictly dependent on the
activation of Axa receptors (Sebastido et al., 2000; Cunha-Reis et al., 2000).

Thus, adenosine would be fulfilling a role in accordance with the physiological
needs, i.e. to contribute for facilitation of synaptic transmission, possibly through an
Aza receptor-induced A; receptor desensitisation (Lopes et al.,, 1999), probably
contributing to the effect of NPS locomotor activity. We hypothesized that the
modulatory effect of adenosine receptors under NPS-induced stimulation could be
due to a common protein-G signaling pathway shared by both systems, since both
adenosine Aa and NPSR receptors are positively coupled to adenylate cyclase.
However, the interaction of adenosine and NPS in the stress, anxiety, arousal and
sleep, and food intake also modulated by NPS should be investigated.

In conclusion, the present results demonstrated for first time, the NPS-induced

hyperlocomotion in mice is strictly associated to endogenous adenosine via
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adenosine Ay receptors activation. Our findings showed that the pharmacological
inhibition of extracellular adenosine conversion attenuated NPS-induced
hyperlocomotion. Even thought, NPS did not affect ecto-nucleotidase activities,
probably the adenosinergic tonus via each other receptors is essential for locomotor

activity enhanced by NPS that has been observed by our group.
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Legends

Figure 1 — Effect of the i.c.v. injection of NPS (0.1 nmol; 1 pL) with or without AOPCP
(50 nmol; 1 pL) on the spontaneous locomotor activity assessed in infrared beam
array cages in mice for 30 min. After 5 min of saline or AOPCP administration, mice
were treated with saline or NPS and (A) the locomotor activity was recorded for 25
min (B) to evaluated accumulative activity of mice. Data are shown as mean = S.E.M.
(10-14 mice/group). *P<0.05 vs. control group and *P<0.05 vs. NPS group, according

to two-way ANOVA followed by the Tukey’s test.

Figure 2 — Effect of the i.c.v. injection of NPS (0.1 nmol; 1 pL) on the ecto-
nucleotidase activities in slices from hippocampus or striatum of mice. Enzymatic
data are presented as mean values + S.D. and each value reflects the mean of
samples at ftriplicate from 9-12 animals per group. The effect of the NPS was

statistically analyzed by employing Student’s t-test.
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PARTE Il

DISCUSSAO

Considerando que o0 neuropeptideo S € um peptideo recentemente
descoberto (Xu et al.,, 2004) e que possui um papel fundamental na regulagéo e
modulacdo de algumas atividades comportamentais, tais como ciclo sono/vigilia,
hiperlocomogéo, ansiedade, medo, entre outros; e que o sistema adenosinérgico
também atua de forma direta na modulacdo de varias atividades neuroldgicas; o
presente estudo tem como objetivo avaliar a interagéo entre o NPS e a adenosina
sobre a atividade locomotora em camundongos.

Sabe-se que a adenosina produz seus efeitos através da ativagdo de seus
receptores de membrana especificos, denominados receptores purinérgicos P1,
divididos em quatro subtipos denominados Ai, Axa, Azxs e As (Burnstock, 1972),
sendo que os receptores A; e Aza possuem suas fungbes mais bem elucidadas pela
literatura. Recentemente foi demonstrado que a adenosina, através da inibicdo de A;
e excitacdo de Aya € essencial para a vasoativagdo do peptideo VIP (Cunha-Reis et
al., 2008).

Os receptores A1 e A2a S80 expressos em areas estriatais. Porém, os
receptores A1 sdo encontrados em menor quantidade nos ganglios basais, na
maioria pré-sinapticos (Rivkees et al., 1995), exercendo um controle inibitério na
liberacdo de neurotransmissores, como a dopamina, o0 glutamato e a acetilcolina
(Sebastido e Ribeiro, 2000). Ja os receptores A2a sd0 altamente expressos em
regibes dopaminérgicas, tais como o estriado e tubérculo olfatério (Jarvis e Williams,

1989), exercendo um papel de regulacdo na liberagdo de dopamina.
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Os receptores de adenosina sé@o ativados apos a liberacdo de adenosina para
0 meio extracelular, que se d& de duas formas: ou através da degradacdo do ATP
extracelular pela NTPDase 1 (converte ATP e ADP em AMP) e a ecto-5-
nucleotidase (converte AMP em adenosina) ou através do transporte como tal para o
meio extracelular por meio de transportadores equilibrativos. Segundo Cunha (2001),
a adenosina formada extracelularmente atua preferencialmente nos receptores Aza,
enquanto que a adenosina formada intracelularmente e liberada para o meio
extracelular atua preferencialmente nos receptores Ai Estes dois receptores
possuem um antagonista ndo seletivo bastante conhecido em toda a literatura: a
cafeina. Seus efeitos no ciclo sono/vigilia sdo bem conhecidos (Radulovacki, 1985;
Marks et al., 2003), assim como na atividade locomotora (Karcz-Kubicha et al., 2003;
Kuzmin et al., 2006).

Da mesma forma que a adenosina, o neuropeptideo S possui um papel
fundamental na atividade locomotora. Alteragdes significativas na atividade
locomotora dos animais foram percebidas a partir do quinto minuto da administragdo
i.c.v. de NPS. Achados da literatura que mostram que o NPS promove
hiperlocomog¢&o em camundongos (Xu et al., 2004; Roth et al., 2006; Leonard et al.,
2008; Rizzi et al., 2008) e ratos (Smith et al., 2006). De fato, em 2004, Xu e
colaboradores publicaram, pela primeira vez, que o NPS causava aumento na
atividade locomotora em camundongos da linhagem C57BIl/6. Neste estudo, as
doses de NPS 0,01 e 0,1 nmol promoveram efeito hiperlocomotor em camundongos
submetidos a um ambiente ndo-familiar, sendo que este efeito mantido por até 1
hora apds a administracdo do peptideo. Em outro estudo, Leonard e colaboradores
(2008) demonstraram que o NPS na dose de 0,2 e 2 ug (cerca de 0,1 e 1 nmol)

causou efeito hiperlocomotor em camundongos C57BI/6 avaliados por 70 minutos na
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caixa de monitoramento da atividade locomotora. No entanto, recentemente, Rizzi e
colaboradores (2008) observaram que o NPS atenuou o efeito hipolocomotor
causado pela administragdo prévia de diazepam em camundongos, sugerindo que o
NPS produz um efeito psicoestimulante genuino por promover aumento da
locomogé&o em animais sedados.

Novos estudos sugerem que o0s receptores A; e A,n de adenosina
desempenham efeitos opostos sobre a hiperlocomoc¢éao induzida pelo NPS; ou seja,
o receptor A; atenua o efeito hiperlocomotor, enquanto que o receptor Aza contribui
para o efeito hiperlocomotor do NPS (Boeck et al., 2010). Por conseguinte, no
presente estudo avaliamos, através da administracdo de AOPCP (a-B-metileno
ADP), que € um inibidor seletivo da ecto 5-nucleotidase, o efeito hiperlocomotor
exercido pelo NPS.

Sabe-se que a ecto-5-nucleotidase é a enzima marca-passo na formacgéo
extracelular de adenosina, através da degradacao do AMP. Por isso, a administragdo
de AOPCP diminui a formacdo de adenosina e, provavelmente diminui a sua agao
nos receptores Aza.

Os nossos resultados demonstram que o NPS administrado sem a adigéo de
AOPCP provocou o aumento esperado na locomoc¢éo de camundongos. Entretanto,
quando administrado juntamente com o inibidor da enzima ecto-5-nucleotidase, o
NPS perdeu seu efeito,b o que demonstra que a adenosina formada
extracelularmente provavelmente atua nos receptores Ara € que estes receptores
potencializam o efeito obtido pelo NPS. Consequentemente, observa-se que o
sistema adenosinérgico contribui para o efeito hiperlocomotor causado pelo NPS.

Entretanto, ao analisarmos a atividade enziméatica em hipocampo e em

estriado de camundongos, percebemos que ndo houve uma variagdo significativa da
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producdo final de fosfatos proveniente da degradacdo de nucleotideos do grupo de
animais que recebeu NPS quando comparado ao grupo que nao recebeu. Isto nos
leva a pensar que este recém descoberto neuromodulador NPS néo influéncia na

hidrélise do AMP para seu respectivo nucleosideo.

CONCLUSAO

Por fim, concluimos que a adenosina formada extracelularmente possui,
atraveés dos receptores Az, um papel importante no observado efeito hiperlocomotor
oriundo do NPS, conforme previamente descrito pelo nosso grupo (Boeck et al.,
2010). Entretanto, este peptideo ndo tem influéncia direta sobre a enzima
responsavel pela formagéo extracelular de adenosina, o que nos leva a sugerir que
estes dois neuromoduladores atuam de forma conjunta neste parametro

comportamental
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