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RESUMO

Na doenca de Alzheimen grau de deméncia pode ser correlacionado conmo da
dos neurénios colinérgicos, particularmente aqueglesinervam o hipocampo e neocortex.
Lesdes no nucleo basal magnocelular (nbm) s&o neaitmente utilizados para estudar
déficits cognitivos e alteragdes comportamenta®leendo a disfuncéo colinérgica. Neste
modelo, astrogliose cortical € descrita, mas ainéla esta claro se ha ativacdo dos
astrocitos hipocampaisPara tantp este estudo buscou avaliar possiveis alteracbes
astrogliais no hipocampo de ratos Wistar machost@dapos lesdo do nbm através da
infusdo de acido iboténico. Foram investigados astezidos de GFAP (proteina glial
fibrilar acida), S100B (tecido e liquor), GSH (gitibna), atividade da GS (glutamina
sintetase) e da AChE (acetilcolinesterase), aléntagdacdo de glutamato, secrecao de
S100B (com alta e baixa concentracéo dpeKimunoistoquimica para GFAP apos 7 e 28
dias de lesdo. O déficit cognitivo foi confirmadivasés da tarefa de esquiva inibitoria
(parametro deméncia/ndo deméncia). Nossos ressltzaitfirmam alteragbes astrogliais
hipocampais, particularmente uma diminuicdo da s#efantioxidante (diminuicdo do
conteudo de GSH), diminuicdo da captacdo de glutanuaminuicdo do conteudo de
GFAP e S100B (tecido) e diminuicdo da atividadA@&E apos 28 dias de lesdo no nbm.
O conteudo de S100B e GFAP apés 7 dias de lesaeafi@u modificacdes significativas
assim como o contetudo de S100B no liquor. A atdedda GS também nao alterou apos 7
ou 28 dias de lesdo com acido iboténico, bem coseceecdo de S100B, que se manteve
em niveis basais apos 28 dias de lesdo. Esses dadivbbuem para o entendimento de
lesdo no nbm através da infusdo de IBO, particidaten provocando uma disfuncéo
colinérgica no hipocampo acompanhada de hipofuigdiah este procedimento pode ser
considerado um modelo adequado para estudar aggpestos da deméncia, comumente

associada a disfuncao colinérgica.



ABSTRACT

In Alzheimer’s disease, the degree of dementiaccbel correlated with the damage
of cholinergic neurons, particularly with those glypthe hippocampus and neocortex.
Lesions of the nucleus basalis magnocellularis jnlvas extremely used to study cognitive
deficits and behavior alterations involved cholmerdysfunction. In this model cortical
astrogliosis is described, but it is not clearhi tactivation of hippocampal neurons exist.
Despite this, the present study evaluates the lgessstroglial alterations in the
hippocampus of Wistar male rats after lesion inrthen with ibotenic acid infusion. Was
investigate the GFAP, S100B, GSH content and AGIE @S activity, glutamate uptake,
secretion of S100B (with high and low concentratdriK’) and immunohistochemistry of
GFAP after 7 and 28 days of lesion. The cognitiggait was confirmed through the step-
down inhibitory avoidance task (dementia/no denagntur results confirm hippocampal
astroglial alterations, particularly a decreaseantioxidant defense (decrease of GSH
content), decrease of glutamate uptake, decreaS&AP and S100B content and decrease
of AChE activity after 28 days of lesion. The cartef GFAP and S100B after 7 days of
lesion was not modified as well as the S100B cdritethe CSF (cerebrospinal fluid). The
GS activity was not altered after 7 or 28 days esfidn and the S100B secretion was
maintained in basal levels after 28 days of inslitiese data contribute to understand the
nbm lesion with ibotenic acid, particularly a clma&igic dysfunction caused in the
hippocampus together with glial hypofunction; tpr®cedure could be considered a good
model to study some aspects of dementia, commosBociated with cholinergic

dysfunction



ABREVIATURAS
AP — beta amiléide
ACh — acetilcolina
AChE - acetilcolinesterase
AIF — fator indutor de apoptose
APP — proteina precursora de beta amiloide
ATP — adenosina tri-fosfato
ChAT — colina acetil transferase
DA — doenca de Alzheimer
DV — deméncia vascular
EB — encéfalo basal
EO — estresse oxidativo
ERO — espécies reativas de oxigénio
GABA — gama-amino-butirico
GFAP — proteina glial fibrilar acida
GLAST - transportador glutamato/aspartato
GLUT - transportador de glutamato
Gpx — glutationa peroxidase
GS - glutamina sintetase
GSH - glutationa
IBO — &cido iboténico
IL — interleucina

nbm — nlcleo basal magnocelular



nbM — nucleo basal de Meynert

NFkB — fator nuclear k-beta

NGF — fator de crescimento do nervo

NMDA — N-metil-D-aspartato

NO — éxido nitrico

NADH — nicotinamida adenosina di-nucleotideo
RAGE - produtos finais de glicagdo avancada
RL — radical livre

SNC - sistema nervoso central

SOD - superoxido dismutase

TNFa — fator de necrose tumoral
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3. INTRODUCAO

3.1. Deméncia: definicdo, prevaléncia e classificac

Em 1797, Dr. Phillippe Pinel, fundador da psiquétnoderna, foi o primeiro a utilizar
a palavra “deméncia”. O conceito de deméncia, sgmagnostic and Statistical Manual
of the American Psychiatric Association [DSM-IV) é definido como a perda das
habilidades intelectuais (funcdo cognitiva) de seaele suficiente para interferir na vida
social ou ocupacédo funcional. A capacidade inteldcé um complexo de fungdes com
muitos componentes individuais como memodria, aprewdd, atencdo, concentragdo,
orientacdo, capacidade de calcular, compreenséguédgem) e pensamento, entre outros
(Zlokovic, 2005; Pakaski e Kalman, 2008).

O conceito classico de deméncia € a disfuncao@adnprogressiva da funcéo cortical
e subcortical que resulta em complexo declinio itvgn Essas alteragfes sao
normalmente acompanhadas por distirbios de hunwonpartamento e personalidade
(Ritchie e Lovestone, 2002; Nieto-Escamez et D42 Zlokovic, 2005).

Atualmente, a deméncia é considerada um sinal dagdoencefalica, e pode ser
causada por muitas condi¢des que o afetam. TamlEms@erada uma sindrome estando
presente em varios distirbios diferentes e pardo t@presenta trés caracteristicas
principais:

-Prejuizo da memodria. De esquecimentos leves até um prejuizo severo.
-Disturbios de comportamentdlormalmente se caracteriza por agitacdo, insoaroc
personalidade.
-Perda das habilidadedabilidades adquiridas durante a vida e relaciona@saatividades
de vida diaria.

O numero de pessoas afetadas pela deméncia verermlessignificativamente com
o envelhecimento da populagdo. O aumento da lodgdei do ser humano, fenémeno
mundial, é fruto dos avangos sociais e cientifmm#emporaneos. No Brasil, em 1970, os

idosos constituiam 3,1% da populacéo brasileiralB8b, essa taxa subiu para 4,9%.
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Estimam-se para o Brasil indices de 8,8% em 2028,4% em 2050, abrangendo
todas as classes sociais e todas as suas regi@emdWacher, 2005). Estima-se que em
2025 o numero de pessoas demenciadas no mundadesd8fmilhdes (hoje existem cerca
de 18 milhdes de pessoas com deméncia). O aumambaidéncia da deméncia sera maior
nos paises em desenvolvimento, aonde a populagdb dd pessoas com deméncia (11
milhdes) chegara a 24 milhdes em 20R2%(ld Health Organization www.who.int/en).
Atualmente, sua prevaléncia € de 3-11% da populagdie mais de 65 anos e sua
incidéncia € maior em mulher@Ritchie e Lovestone, 2002; Pakaski e Kalman, 2008)

Ainda, estudos de meta andlise realizados em pdésemvolvidos descrevem uma
incidéncia de 1,5% nos individuos com mais de G anque a cada 4 anos, este indice
dobra alcancando uma prevaléncia de 30% aos 8((Ritokie e Lovestone, 2002; Pakaski
e Kalman, 2008). Esta incidéncia € menor em hormeesi pessoas de origem asiatica e
africana. J& nos europeus e norte-americanos,rgaae Alzheimer (DA) é considerada a
deméncia mais comum, e na China, Japdo e Russiaméncia vascular (DV) é mais
prevalente. Outros estudos realizados através tpsaas mostram que a DA ndo ocorre
em Nigerianos (Ritchie e Lovestone, 2002).

A deméncia pode ser classificada como degenerativeio degenerativa, de acordo
com sua causa. As nao degenerativas (potencialmevdesiveis ou evitaveis) sdo a DV
(representando 15-20% dos casos de deméncia) qaeasreriza pela alteracédo de funcbes
operativas com ou sem déficits motores e de lingragom inicio subito e progresséo
escalonada. Decorre de oclusdes de artérias ceréloanca vascular cerebral) que podem
levar ao comprometimento da cognicao suficienteenpata originar um quadro demencial
(Ballone, 2005). Ao contrario da DA, a DV afeta mmaomens do que mulheres. Os fatores
de risco para DV estéo relacionados a idade, se&sculino, hipertensdo arterial, infarto
do miocardio, doenga coronariana, arterioscleresemglizada, fumo, alta concentragédo de
lipidios e historia de acidente vascular cerel8kbbg, 1998; Zlokovic, 2005).

Ainda ha quadros demenciais associadas a depresaaointoxicacdes
medicamentosas, ao alcoolismo, a infeccbes do abKbciadas a hidrocefalia de pressao
normal, associadas a tumores, ao hipotireoidisama@enca de Creutzfeldt-Jacob (Popovic
et al, 2006).
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As degenerativas, normalmente progressivas e mg@eds, caracterizam-se pela
perda insidiosa, lenta e progressiva da memdériaalenge as areas da fala, motricidade e
funcdo operativa (Ritchie e Lovestone, 2002).

Entre elas, a deméncia com corpos de Lewy (cada mai frequente na
populacdo), envolve prejuizo de funcdo cognitivametora com manifestacbes de
Parkinson, alucinacgbes visuais, habilidades cogstiflutuantes e aumento do risco de
guedas. Isto se deve a presenca de corpos de lagrmggados de sinucleina) tanto em
regides corticais como em areas subcorticais défalac(Popovic et al., 2006J.ambém
pode ocorrer deméncia do tipo degenerativa em odtangcas como o Parkinson, doenca
de Pick, doenca de Huntington, paralisia supraeancprogressiva, degeneracdo cortico-
basal, associadas a degeneracao cerebelar e adtweneurénio motor (Ballone, 2005). A

deméncia degenerativa mais comum € a DA represtmtha 60% de todos o0s casos.

3.2. Doenca de Alzheimer (DA):

Alois Alzheimer, médico alemao que viveu entrgegunda metade do século XIX
e o inicio do século XX, publicou, em 1907, o arti§ characteristic serious disease of
the cerebral cortex’em que apresenta os achados clinicos e anatawiégieos de um
caso peculiar. Auguste D. foi atendida inicialmeatss 51 anos, quando passou a
apresentar sintomas delirantes (ciimes intensos)redatdo ao marido. Além de

alteracbes de linguagem e de memoria, apresentadesorientada no tempo e no

espacgo e em seguida, teve piora progressiva. Amacialeceu quatro anos e meio apos
0 inicio dos sintomas, em estagio avancado de deajé&endo encontrada acamada e

em posicao fetal (Parihar e Hemnani, 2004).

Alzheimer observou acumulo de placas caristiess no espaco extracelular (placas
senis) e lesdes neurofilamentares no interior dedméos, distribuidas difusamente pelo
cortex cerebral. Cinco anos apds, em 1912, o redomeofessor alemao de psiquiatria
E. Kraepelin faz pela primeira vez mencéo, em ssupéndio de Psiquiatria, a “esta
doenca descrita por Alzheimer”. A partir dessa apocepdnimo Doenca de Alzheimer
passou a ser utilizado para os casos de deménaieendo na faixa etaria pré-senil
(antes dos 65 anos) e que apresentavam caractwistiinicas e neuropatologicas
semelhantes a paciente inicialmente descrita (Ot@r2602).
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Durante varias décadas, esse diagnéstico feservado a tais casos de deméncia
degenerativa pré-senil, em oposi¢do aos casos lmsfiaquentes - e j& conhecidos no
inicio do século XX - de Deméncia Senil. Foi apemastas décadas apos, no final dos
anos 60, que diferentes estudos demonstraram gmda denominada Doenca de
Alzheimer e a Deméncia Senil eram, na realidageesma condic¢ao clinico-patoldgica,
embora com algumas diferencas de apresentacaoac(i@dkamoto, 2002). A partir da
década de 70, o termo Doenca de Alzheimer passeue@mpregado de forma indistinta
para os casos de deméncia degenerativa que ajpresanas lesdes cerebrais descritas,

independentemente da faixa etéria de inicio ddsmsigs (Parihar e Hemnani, 2004).

Conceitualmente a DA é definida como doenca negertkrativa caracterizada
pela progressiva perda de memoaria, declinio cagniperda neuronal e sinaptica em

diversas areas do encéfalo (Sonkusare e Ramaf@®), 20

Entre as caracteristicas histopatolégicas da DAoeas placas senis (acumulo de
peptideo &), emaranhados neurofibrilares (fibrilas insolivatmmuladas no interior
dos neurdnios contendo a proteina tau na sua fbipeafosforilada), perda neuronal e
sinaptica (sobretudo no encéfalo basal e cortst)pgliose e microgliose (ativacao de

astrocitos e microglia) (Nagele et al., 2004).

O AP é derivado do APP (proteina precursora do pepé#@@@ pode ser processado
de duas maneiras: a forma amiloidogénica, quedibgueptideo (quando este é clivado
pela BACE - enzima de clivagem amiloide, e pelaecretase), e a forma nao
amiloidogénica (quando o peptideo € clivado petecretase) que impede a formagéo
deste e gera uma forma secretada de APP no ounmmréds sitios onde este gene é
clivado (Hardy e Selkoe, 2002; Ritchie e Lovest@@)2; Sonkusare e Ramarao, 2005;
Pakaski e Kalméan, 2008).

A hipétese amildide propbe que a neurodegeneragd®A seria causada pelo
deposito extracelular do peptidef &m placas no tecido encefalico. De acordo com ela,
0 acumulo de B € o primeiro evento na patogenia da DA. O restdotgrocesso
incluindo a formacédo de emaranhados neurofibrilareacelulares, a morte neuronal e
a deméncia séao resultados do desequilibrio emgredacdo/degradacao d¢ fHardy e

Selkoe, 2002; Parihar e Hemnani, 2004). Porém, stoo® eventos moleculares e
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celulares que ocorrem na DA, ndo podem ser expigpdla classica hipotese amildide.
Elegantes estudos realizados demonstraram que dsitteamiléide ndo é o primeiro

evento na neurodegeneracao. Além disso, ndo hacomelacdo com o montante de
placas senis e 0 grau de deméncia nos pacientegetdos pela DA (Hardy e Selkoe,

2002; Tian et al.,2004).

A hipétese amildide levou a uma série de estudoa perificar a toxicidade do
peptideo. Acredita-se que a neurotoxicidade figpéde ser mediada pelo Oxido Nitrico
(NO) ou pela atividade aumentada da Oxido nitrigntase neuronal (NNOSs)
(Stepanichev et al., 2008). A perda da integridiaeitoesqueleto neuronal, o déficit do
transporte associado aos microtubulos e a disfusic@ptica observadas na DA podem
ser devidas a interacdo entr@ A a proteina associada aos microtubulos 1B (Gerork
et al., 2008). Estudas vitro ein vivo sugerem uma associacao entre a perda neuronal e
os efeitos pro-apoptoticos da forma soluvel e otigoca do A (Pakaski e Kalman,
2008). Além disso, tem sido proposta uma interagétbe 0 A e 0S neurdnios
colinérgicos. Para sumarizar todas as alteracGamn@adas na DA, Pakaski e Kalman
(2008) sugeriram que opAcausaria uma diminuicdo da atividade da ChAT reodicetil
tranferase — enzima de sintese de acetilcolinajipdeacdo da Ach (acetilcolina), dos
receptores muscarinicos acoplados a proteina @, @déoutras isoformas ianotropicas
como ml e m2; redistribuiria a AChE (acetilcolimeatse), diminuiria a densidade do
transportador vesicular de ACh além de inibir sexceptores nicotinicos. Com estes
dados, a nova hipotese sugerida pelos autoresigmopma ligacdo entre a toxicidade
amildide e a hipofuncdo colinégica encontrada na KAntudo, embora diversos
estudos tenham sido feitos, a etiologia da DA peasoa desconhecida. Atualmente, o
alvo da industria farmacéutica continua sendo dcitléfolinérgico, um dos primeiros
eventos na génese da DA (Ahmed et al., 2004; Sank@esRamarao, 2005).

3.3. Transmisséao colinérgica encefalica

Um dos primeiros eventos da DA é a perda da trassioi sinaptica colinérgica.
Baseado nesta evidéncia, diversos estudos foraos fea tentativa de elucidar este

mecanismo. A hipétese colinérgica (anterior a adél)) se fundamenta em exanpes-
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mortemde pacientes acometidos pela doenca, que mostremniiensa degeneracao de
marcadores colinérgicos e uma profunda perda dast@®nios em regides especificas
do encéfalo. Sabe-se hoje, que as lesdes nos t@inérgicos levam a sérios déficits

cognitivos e alguns autores apostam que estasslegdiam o inicio da DA. Por algum

motivo, ainda ndo completamente esclarecido, osdn&s do encéfalo basal (maior

fonte colinérgica envolvida na cognicdo), possuena wulnerabilidade seletiva nesta
doenca e sao seriamente comprometidos (Butt e HA9§&; Mesulam, 1998; Harkany

et al., 2001; Mufson et al., 2003; Nieto-Escameal e2004; Sato et al., 2004; Toledano
e Alvarez, 2004; Popovic et al., 2006; Herholzlgt208; Pakaski e Kalman, 2008).

A acetilcolina (ACh) é sintetizada a partir da nalie da acetil coenzima A (aceti-
CoA) através da acéo da colina acetiltransferab& L A hidrélise do transmissor é
realizada pela enzima acetilcolinesterase (AChE). ABhE é encontrada nas
terminacdes nervosas estid ancorada a membranafitasn®s receptores colinérgicos
sao classificados em metabotropicos e ionotropiitss muscarinicos e 0s nicotinicos,

respectivamente. (Kandel et al., 2000).

O encéfalo basal (EB) esta situado entre o septw reesencéfalo abaixo da
comissura anterior. Na area posterior, os nucléodateralmente dispersos, as células
caracterizam-se por entremear-se com estrutunaataist e hipotalamicas. Lateralmente
eles estdo em intima relacdo com a amigdala eaar@dial do lobo temporal. O arranjo
geral do EB varia conforme espécies. Classicamdatarea antero-medial para postero-
lateral, 3 grupos colinérgicos sdo consideradosepto medial, o ndcleo basal de
Meynert (nbM), as porc¢oes vertical e horizontabdada diagonal de Broca. Para alguns
autores, a substancia inonimata € considerada péegrante do EB (Harkany et al.,
2001; Sato e Uchida, 2004). Para outros, ela naaia éndo que o nucleo basal de
Meynert (Mufson et al., 2003; Toledano e Alvare2)4).

O septo medial e a banda de Broca sao centros nasiroelativamente bem
definidos, mas o nbM é extremamente dificil derdi¢dir, tanto em primatas quanto em
roedores. Theodore Meynert em 1872 foi o primeirodescrever 0s neurbnios
magnocelulares no telencéfalo. Este agregado démes foi chamado por Kolliker em

1886 de nucleo basal. Em 1929, Kodama mostra esi@€ida projecdo destas células



18

para o cortex e em 1976, Mesulam e Van Holsen dstrasam que estas projecdes
eram ricas em acetilcolinesterase (AChE) (Sath,e2@04). O nucleo basal de Meynert
€ uma estrutura telencefalica situada medial eraleménte nos hemisférios cerebrais
compondo o prosencéfalo dos primatas. Cerca ded#8tias células sao colinérgicas e
enviam projecdes para o cortex e amigdala. Ele peddividido em subsetores, porém
esta subdivisdo ainda nédo é clara. O nbM é corsldehomdlogo ao nucleo basal
magnocelular (nbm) de ratos e por isto, tem recebrdnde atencdo dos pesquisadores.
Animais com lesdes nesta estrutura tém sido cor&lde modelo experimental de
aprendizado e memaria e, portanto, um classico lngidea estudar alguns aspectos da
DA. Embora ndo exista nenhum agente isolado qudugeoesta doenca em animais,
este modelo é usado no intuito de examinar aslpldades de prevencéo, cessamento
ou reversado da neurodegeneracdo e déficits cogmitausados (Harkany et al., 2001;
Toledano e Alvarez, 2004; Mufson et al., 2004; Teaal., 2004; Popovic et al., 2006).

O nbm recebe projecbes gabaérgicas, aminérgicsgrgicas, glutamatérgicas e
neuropeptidérgicas de diferentes aferentes, cortrat@ss limbicas e paralimbicas,
incluindo a amigdala. Também contém neurbnios r@mergicos, em sua maioria
gabaérgicos, que se projetam para os interneur@oidigais (Mesulam, 1998). Cabe
ressaltar que todos os nucleos do EB séo intertames e assim, suas ac¢fes podem
sofrer influencias de todos os nucleos (Alhei entégj 1988). Contudo, projecdes deste
ndcleo para o coértex ja estdo bem estabelecidaditaratura. O que permanece

controverso é a interacdo deste com outras esteut@mo o hipocampo, por exemplo.
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Fig.1: Desenho do encéfalo do rato mostrando aagéo colinérgica (resumo), secgao sagital.
NB, nbm, AMG, amigdala, H, hipocampo, VDB e HDBnta de Broca porgéo horizontal e
vertical respectivamente, MS, septo medial, OBpdwalfatorio, NC, neocértex, TH, tAlamo.

Note as projecBes ascendentes do NB para amigdatées.

3.4. Lesdo do nbm como modelo de deméncia

Ja esta bem determinado na literatura o envolviondot sistema colinérgico nas
diversas tarefas comportamentais. Nesta linhagéesdvolvendo o nbm afetam uma
variedade de comportamentos, incluindo processogniteas, principalmente,
aprendizado e memoria (Nieto-Escamez, et al., 20@Hntudo, ndo esta bem
esclarecida em quais tarefas comportamentais esttaituga estaria diretamente
envolvida. Uma série de experimentos tem sido dgii@ra demonstrar o envolvimento
direto deste nucleo, como por exemplo, no Labiraaatico de Morris, T e Y-maze,
discriminac&do de objetos, entre outros. E consense os autores que o aprendizado e
memoria dependem de diversas estruturas enceféligae o nbm € apenas uma destas
estruturas e sua proje¢cdo ascendente cortical gimpies, porém importante, elemento
que atua em conjunto com outras areas (Toledarigagek, 2004). Macacos com les&o
no nbm, apresentam déficit na discriminacdo deta®j@orém, melhoram com o tempo
atingindo o desempenho dos animais controle. Taddesdes adicionais na CAl do
hipocampo, prejudicam o desempenho dos animaiss Elstdos provém evidéncias de
gue em caso de lesdo no nbm, o hipocampo podéaiasesstituindo algumas funcoes
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desta estrutura, corroborando com a idéia de glastas estruturas agem conjuntamente
(Ridley et al., 1999).

O modelo animal de lesdo no nbm é considerado urdelmoexperimental
colinérgico de DA. O que difere, sao as diversamas utilizadas para produzir a lesao,
0s parametros medidos, além dos paradigmas companrtais analisados, o que muitas
vezes pode trazer resultados conflitantes (Toledardvarez, 2004). As mais usadas
sdo substancias que atuam em diferentes receflotasnatérgicos, como agonistas e
antagonistas NMDA (acido iboténico, acido quisqu@liacidos NMDA e AMPA).
Outros modelos utilizam acido quindlico, colchicmautras substancias alcal6ides com
acado colinérgica inespecifica, porém similaresxag@oxinas. Normalmente, estas sdo
injetadas utilizando uma seringa de Hamilton e puadas no aparelho estereotaxico,
utilizando infusdes unilaterais ou bilaterais, avnfe o objetivo do estudo (Butt e
Hodge, 1997; Harkany et al., 2001; Toledano e AzaR2004; Nieto-Escamez et al.,
2004; Tian et al., 2004; Parihar e Hemnani, 20@aBki e Kalman, 2008).

‘ Figure 25

Bregma -1.60 mm |

Fig.2. Corte coronal do encéfalo do rato (hemisefd@ireito). Em B, nbm. Adaptado de
Paxinos, 1997.

Lesbes no EB utilizando colinotoxinas, como por negl®, a AF64A, séao
considerados 6timos modelos de DA, pois afetam odgmenente neurbnios

colinérgicos, preservando os demais neurdnios lmmoas fibras de passagem. Esta
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colinotoxina se liga ao sistema de captacédo ddaateta com grande afinidade levando
ao déficit colinérgico (Hanin, 1996). No intuito @mcontrar uma toxina colinérgica
seletiva, estudos analisaram mecanismos celulamsciéicos dos neurénios do EB,
onde encontraram um sistema celular extremamemendente do fator neurotrofico
NGF (fator de crescimento neural), que exerce $eitpeatravés do receptor de baixa
afinidade p75 (p75NGFr). Com isto, foi desenvolvidaa imunotoxina especifica, a
1921gG saporina que liga-se irreversivelmente etiseimente ao p75NGFr. As células
colinérgicas sao destruidas e/ou lesionadas depeodta dose administrada e rota de

administracao (Toledano e Alvarez, 2004).

Modelos animais transgénicos também tém sido angpitandesenvolvidos para
estudar os déficits colinérgicos, incluindo a ag&€ou super expressdo do NGF ou seu
receptor (p75NGFr). Ambos os animarsock-outpara NGF ou p75NGFr tém um
tempo de vida muito curto e por isso ndo sao maededaais. Provavelmente, a auséncia
de ambos seria 0 ponto inicial para uma via apmatdteste modelo genético (Van der
Zee et al., 1996).

Dois grandes modelos colinérgicos tém sido utilizsadara tentar produzir alguns
aspectos da DA em animais. A infusdo de e acido iboténico no EB, sobretudo no
nbm (Toledano e Alvarez, 2004; Pakaski e Kalmarg§820A administracdo de (A
provoca diferentes graus de leséo ou disfuncamaosdnios colinérgicos do EB, assim
como provoca modificacées na liberacdo de acatil@olQuando injetado diretamente
no nbm, torna os neurdnios colinérgicos hipofuraitas (Pavia et al., 2002; Chacon et
al., 2003; Li et al.,, 2005). J& a infusdo de acidoténico, tanto no EB quanto
especificamente no nbm, provoca alteracbfes em sdisetarefas comportamentais e

prejuizo da funcéo colinérgica.

O acido iboténico (IBO) é uma neurotoxina encordram uma espécie de
cogumelo do génerdAmanita muscaria Quando ingerido causa delirio, aparente
inebriacdo, comportamento maniaco, confusdo meditgtlorcdo visual e convulsdes.
Seus efeitos aparecem de 30 min a 2 h apds ingegi@dem durar por no minimo 4 h
(North American Mycological Associatienwww.nama.com). O IBO é um agonista do

receptor glutamatérgico NMDA (N-metil-D-aspartatm) portanto, € considerada uma
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excitotoxina. Sua acao se restringe a estimulagg&oreceptores NMDA resultando no
aumento da liberacdo de glutamato, o que afetdadiente a homeostasia do calcio,
levando a excitotoxicidade. Nas células gliais,eh@éncias que sugerem que o IBO
atue nos receptores de glutamato presentes na&citsr e tanicitos (GIuR5-7 e
GIuR6/7). Porém os mecanismos envolvendo a ativgtiabem animais lesionados

com IBO ainda nédo estdo completamente esclarefidosed et al., 2004).

Em altas concentragcdes (10 mM ou mais) a admig&brale IBO pode causar
danos irreversiveis ao tecido encefalico bem comigal concentracdes sao utilizadas
como modelo de lesdo reversivel. Quando injetadwoga alteracdes morfolégicas nas
células, como por exemplo, edema agudo nos desdrisbma e degeneragdo neuronal
(Metzner e Juranek, 1997). Também ha evidénciasmpstram que lesées com IBO no
nbm causam alteracdes nos niveis de peptideosirmaanem determinadas regides do

encéfalo (Yamamoto et al., 2003).

A administrac@o local do IBO é considerada um howodelo para destruir as
células do nbm sem dano as fibras de passagem.rem&o seja uma toxina colinérgica
especifica, também afeta os neurbnios colinérgigasja disto, sédo os resultados que
mostram uma diminuicdo das fibras que contém AChEdGrtex e amigdala. Todavia,
nao pode ser excluido que o dano possa ocorrereemdmios ndo colinérgicos bem
como na glia (Nieto-Escamez et al., 2004; Toledanalvarez, 2004; Ahmed et al.,
2004). Estas lesdes “combinadas”, obtidas atramésfdsdo do IBO, sdo consideradas
um aceitavel modelo de estudo do nbm durante aeidadorocessos normais de
aprendizado e memoria. Experimentos utilizando IB®PA e &cido quisqudlico,
demonstraram que enquanto o AMPA e o acido quismugtejudicam o desempenho
em tarefas comportamentais, o IBO causa grandeitdéfis mesmas, causando menos
alteracdes no coértex do que as outras toxinas dante e Alvarez, 2004). Além disso,
diversos pesquisadores sugerem que lesbes cotiagrgiozinhas ndo prejudicam a
performance em tarefas comportamentais realizadbs @nimais e sim, que outros

sistemas neurotransmissores devem estar envolhie®-Escamez et al., 2004).

Diversos modelos de lesdo no nbm tém demonstradoagbes de marcadores

colinérgicos como a colina acetil tranferase (ChAf)alteragcbes na expressao e
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distribuicdo de AChE (diminuicdo de cerca de 75%)lddano e Alvarez, 2004). A
AChE é a enzima responsével pela hidrolise dalealktia (ACh) e esta diminuida ou é
“perdida” em regides especificas durante a DA, camagdala, cortex, hipocampo e
nbM. Esta enzima pode ser encontrada em sitios pis-sinapticos (além das paredes
dos vasos) e possui diversas isoformas. Na doércama diminuicdo da isoforma
tetramérica globular G4, aumento da isoforma mommaé&s1 e assimetria da isoforma
Al6, que sugerem um envolvimento no processo patogéa DA. Aléem disso, estudos
mostram que depdsitos de AChE estédo colocalizanlosAf (placas senis e vasos) na
DA (Chacon et al., 2003; Pakaski e Kalméan, 2008hble e Kalbe, 2008).

A AChE também esta envolvida em diversas acdescoliwergicas incluindo
resposta aguda ao estresse e estimulacdo domweesos de neuritos (Kaufer et al.,
1998). Experimentos utilizando a injecdo de AChEhipmcampan vivo demonstraram
gue seu aumento esta diretamente relacionado aenémitia neurotoxicidade e que seu
contetdo também reflete a maior ou menor acéo mgtidbcal da lesdo (Chacon et al.,
2003). Ja em experimentos utilizando a infusdo fA#-42 no nbm demonstram uma
reducao significativa na atividade da enzima (Rédl&&alman, 2008). Estes resultados

fornecem mais dados para comprovar o envolvimeatdChE na DA.

3.5. Astrécitos e doencas neurodegenerativas

Na maioria das desordens encefalicas, alteracOesstaolo funcional das células
gliais s@o encontradas. Astrocitos, as célulagsgiais abundantes, tém uma série de
funcbes fisioldgicas e estruturais importantes ML SEstas células estendem longos
processos citoplasmaticos e encapsulam os vasgsisans (pé€s terminais), contribuem
para a integridade da barreira hemato-encefaliém ale participar das trocas entre
sangue e parénguima encefalico. Também fazem oartat a superficie dos neurénios
adjacentes, envolvem sinapses, mantém a homeosbaéita extracelular, mantém
normais os niveis de glutamato e potassid),(Kontrolando a excitotoxicidade,

participam da plasticidade sinaptica além de dstadas (Nagele et al., 2004).

Sao células dinamicas que expressam numerososoexegue permitem com que
respondam a compostos neuroativos, incluindo neunsmissores, neuropeptideos,

citocinas, fatores de crescimento, pequenas malge@utoxinas (Liberto et al., 2004). O
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suprimento energético para seu funcionamento émhbtravés da glicose, e 0 processo
glicolitico no astrocito é necessario para tramséor glutamato em glutamina no seu
citosol, além da manutencédo do gradiente dé dtimvés da atividade NK* ATPase
(Cotter et al., 2001).

3.5.1. Metabolismo do glutamato

A captacdo de glutamato pelos astrocitos € umatupgimaria destas células e é
realizada através de transportadores especificpendentes de Na(GLAST —
transportador glutamato/aspartato e GLT-1 — tramiador de glutamato). Alguns
autores sugerem que o suprimento energético peaptacdo de glutamato € oriundo da
glicose enquanto outros sugerem que o préprio roksaio oxidativo do glutamato

fornece energia para a captacdo do mesmo pelaigstfBwanson, 2005).

O glutamato captado pelos astrdocitos, tem diveitsginos metabdlicos. Um muito
importante € a sintese de glutamina, que senibigtrato nos neurénios para sintese
de glutamato (ciclo do glutamato-glutamina entreréeios e astrocitos). A formacao de
glutamina é catalizada pela Glutamina sintetase,(&&ima localizada nos astrécitos,
presente em pequena quantidade nos oligodendré@céasente nos neurénios (Cotter et
al., 2001; Robinson, 2001; Swanson, 2005). A glitang entédo levada ao neurdnio
onde novamente é transformada em glutamato ou G&8Alo gama-amino-butirico)

para retornar apool de neurotransmissor.

Sonkusare e Ramarao (2005) propuseram uma hipddesex patogenia da DA que
inclui a excitotoxicidade glutamatérgica como resid do blogueio da captacdo de
glutamato pelos astrocitos em funcdo da presencagoigados de A pelo estresse
oxidativo e peroxidacao lipidica da membrana. Tamlém sido atribuido a GS um
papel importante na DA, pois estudos mostram umaindicdo da atividade desta
enzima no cortex (Robinson, 2001). Mas, nenhunedessultados apresentados refere-
se a modelos de lesdo com IBO no nbm.
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3.5.2. Defesa antioxidante

Numerosos estudos demonstram que o estresse waidB(D) tem envolvimento
direto na DA, bem como em doencas neurodegenesafWan Eldik e Wainwright,
2003; Migliore et al., 2005). Recentes observagdestram que a producéo de radicais
livres (RL) estd aumentada na neurodegeneracaopaeientes com DA, h& a presenca
de marcadores de EO na urina bem como em moddlosiarde placas senis (Gibson e
Huang, 2005). Estudos clinicos mostram niveis elevale peroxidacéo lipidica e das
enzimas catalase, SOD (superéxido dismutase) e(@&tationa peroxidase) em varias

regides no encéfalo de pacientes com DA (Miglidral.e 2005).

O encéfalo por utilizar grande quantidade de oxméh particularmente suscetivel
ao EO (Feeney e Stys, 2005). O metabolismo derghita por exemplo, gera espécies
reativas de oxigénio (ERO) (superoxido e peroxiddhitirogénio), que sdo capazes de
consumir as defesas antioxidantes, em menor qaaetiém regides especificas do
encéfalo. J& as membranas neuronais contém baigbdd lipidios poliinsaturados, o
gue as torna mais sucetivel a peroxidacéo lipiddsaastrocitos sdo menos vulneraveis
gue os neurdnios aos efeitos do EO, mas algumasatefuncdes sdo comprometidas
durante esta condicdo. Em experimentos em culteségs células demonstraram
capacidade para remover o peréxido de hidrogérniEmAlisso, demonstram ser mais
resistentes ao peroxinitrito do que os neurbniasa Enaior resisténcia dos astrocitos
deve-se a ao maior conteudo de glutationa (GSH)amrmatividade da GPx, dois
importantes sistemas antioxidantes utilizados cparé@metro para o EO (Feeney e Stys,
2005; Gibson e Huang, 2005). Em modelos animaigsio no nbm com IBO, ndo ha

na literatura resultados descritos.
3.5.3. Ativacao glial e gliose

Uma das caracteristicas da DA é a ativacdo gliahstedcitos e microglia, nas
proximidades ou envolvendo as placas senis (Nagedd, 2004). Dados mostram um
sério comprometimento da funcao glial na neurodegsdo, levando estas células a
apresentarem alteracfes na expressao de variasnpytincluindo proteinas de adesao
celular, citoesqueleto, proteases e inibidores dweases, citocinas e fatores de

crescimento (Van Eldik, 2001). A GFAP é uma praeimarcadora de astrocitos,
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componente principal dos filamentos intermediarids tipo I, que tém sua
atividade/plasticidade modulada por fosforilacadesfosforilagdo (Pekny et al., 1998;
Monzén-Mayor et al., 2000; Rakic, 2005).

Sabe-se que a injuria neuronal leva a ativacédd gleegundo Van Eldik (2001),
esta ativacdo pode ser benéfica ao encéfalo, gderyiara que esta estrutura possa
responder aos sinais que Ihe sdo potencialmentesdarfAhmed et al., 2004). Mas o
gue significa a ativacdo glial? Liberto e cols @0Qoropuseram 2 formas de gliose
conforme o tipo de lesdo sofrida pelo tecido: a@midrfica e a isomérfica. Ambas tém
como caracteristica a hipertrofia celular, modi&a da forma e aumento da expressao
de filamentos intermediarios (sobretudo GFAP). @ difere uma da outra é o tipo de
insulto e a resposta glial final. A anisomorficauka em uma escara ou cicatriz glial e
esta relacionada a insultos mais graves. A isoo®&carreta na producao de citocinas e

fatores de crescimento e sdo consideradas respastprativas e benéficas.

Poucos estudos correlacionam lesées no nbm e astasplial. Ahmed e cols
(2004) mostram que ha um aumento da expressao A€ @rdicativo de gliose) no
estriado, mas ndo no hipocampo apos infusdo den@@bm. A maioria dos autores
relata um aumento na expressao desta proteinangliebrtex , assim como em exames
pos-mortentde pacientes com DA, porém os resultados ainda®@dtooversos e muitos
estudos nao informam a metodologia de quantificagdGFAP (Monzon-Mayor et al.,
2000; Van Eldik, 2001; Ahmed et al., 2004, ParibaHemnani, 2004; Toledano e
Alvarez, 2004).

3.5.4. Expressao e secrecao de S100B

O envolvimento da S100B na DA foi sugerido em diwsrestudos, ja que ha um
aumento no conteudo desta proteina astrociticaorm e fluido cerebroespinhal em
condicdes de dano encefélico. Além disso, o aumetdosua expressdo esta
correlacionado com a formacao e progresséao daagptsmnis (Van Eldik e Wainwright,
2003). A S100B é um membro da familia de proteligamtes de CZ, caracterizadas
por dois sitios ligantes para este ion do tipf-hand” e esta relacionada a outras
proteinas com mesma estrutura como a calmoduto@grina C e a parvalbumina (Van

Eldik e Wainwright, 2003; Donato, 2009). Ela pa# encontrada em muitas células
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além dos astrocitos como, por exemplo, hepatéditdscitos, adipdcitos, condrécitos,
mioblastos entre outros, sendo considerado um baroador de leséo (Gongalves et al.,
2008).

A S100B esta localizada no citoplasma dos ast®icdnde € encontrada na forma
soluvel, e em associacdo com membranas intracedulaentrossomos, microtubulos e
com o filamento intermediario do tipo Il (GFAP)tu& como um “sensor” de ae
apos sua ligacdo com este ion, modifica sua comighiin e expde seus residuos para
proteinas intracelulares alvos (Donato et al., 2088n muitos casos, a S100B exerce
seus efeitos intracelulares interagindo com oupraseinas atuando na proliferagéo,
diferenciacdo e forma celular, homeostasia d&,Gasforilacdo, transcricéo, atividade
enzimatica e metabolismo, além de interagir cormandica dos microtubulos e com os
filamentos intermediarios do tipo Il (Donato, 2Q0@onato, 2003, Van Eldik, 2003).

Esta proteina também tem alvos extracelulares sextracao pelos astrécitos pode
ser modulada pela serotonina, acido lisofosfatjdicitocinas proé-inflamatérias e
também em situacfes de estresse metabdlico (evgqdels niveis de glicose, glutamato
ou amonia)Tramontina et al., 2006; Leite et al., 2006; Narel al., 2007; Tramontina
et al., 2008; Donato, 2009). Ja esta bem determimadliteratura, que esta proteina,
dependendo dos niveis, pode ser tdxica ou tréfioa SNC. Em quantidades
nanomolares, exerce efeitos troficos ao tecido.ddsimecanismos propostos para esta
acao neuroprotetora é a interacdo da S100B com®@ER@eceptor para produtos finais
de glicagdo avancada), estimulacado do fator desdrgg@o NikB e regulacdo sobre a
proteina anti-apoptética Bcl-2 nos neurdnios (Vddikee Wainwright, 2003). Em
concentracbes micromolares, produz efeitos toxats/és da inducdo da expressao de
citocinas proé-inflamatérias (como a interleucina 1L-1), TNF-o (fator de necrose
tumoral) e IL-6 nos neurdnios (Mrak e Griffin, 200&abe ressaltar que os resultados
descritos sobre os efeitos tréficos e toxicos d20BIsdo em estudos realizadowitro.

Em resumo, embora a glia esteja envolvida nos psoseneurodegenerativos, 0s
mecanismos envolvidos ndo estdo completamente cedbs pois uma vez ativadas
estas células podem produzir tanto efeitos bergfjcanto deletérios ao tecido (Ahmed
et al., 2004; Van Eldik e Wainwright, 2003; Dona609). Isto refor¢ca a necessidade de
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mais estudos para esclarecer a ativagao glial tu@processos neurodegenerativos.
Muitos aspectos do modelo de lesdo no nbm atrevésuséo do IBO permanecem por

ser elucidados. Interacdes desta estrutura conpardnnpo e seu papel nas diferentes
tarefas comportamentais nao estdo bem caractesizadmda ha resultados conflitantes

na literatura sobre estes paradigmas.

Com base nos dados apresentados, este trabalhoubasgaliar e padronizar o
modelo de lesdo no nbm através da infusdo de IB@ta Wistar machos adultos para

investigar a resposta glial no hipocampo destanani
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4. OBJETIVOS
Objetivo geral

Identificar as alteracbes astrogliais, particularteeno hipocampo, de ratos Wistar
machos adultos submetidos a lesdo do nbm 7 e 28agiés infusdo de acido

iboténico.

Objetivos especificos

Padronizar o modelo de indugédo de deméncia em Kfistar machos adultos
através de parametros comportamentais (déficititeaga esquiva inibitoria) 7 e
28 dias ap0os insulto com &cido iboténico;

Quantificar o imunocontetdo de GFAP no hipocam@oZB dias apos insulto com
acido iboténico;

Quantificar o imunocontetdo de S100B no hipocampd8 dias apés insulto com
acido iboténico;

Quantificar o imunocontetudo de S100B no liquorZBalias apos infusdo de acido
iboténico no nbm;

Medir a atividade da GS no hipocampo 28 dias apsdgto com acido iboténico;
Quantificar a secrecao de S100B apos insulto caanealbaixa concentracdo de
potassio no hipocampo apds 28 dias da infusdoide #éoténico no nbm;

Investigar a captacdo de glutamato no hipocampe apdias da infusdo de acido
iboténico no nbm;

Medir o conteudo de GSH total no hipocampo aposlia8 da infusdo de acido
iboténico no nbm;

Medir a atividade da AChE no hipocampo apdés 28 diasinfusdo de acido

iboténico no nbm.
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5. RESULTADOS

5.1. Artigo 1: Glial alterations in the hippocampus of rats suliedt to ibotenic-

induced lesion of the nucleus basalis magnocelisilar
Behavioral Brain Research, 190(2008):206-211.
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5.2. Artigo 2: S100B content, but not its secretion, decreaséseimippocampus of  rats
submitted to ibotenic-induced lesion of the nucleasalis magnocellularis.

(A SER SUBMETIDO)
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Abstract

In Alzheimer’s disease, the most prevalent typdeshentia, severity of cognitive deficit is
correlated to cholinergic neuron damage, partitplaf those supplying the hippocampus
and neocortex. One animal model used to study désnemsists of the induction of direct
damage with ibotenic acid to cholinergic neurongh& nucleus basalis magnocellularis.
Recently, using this model of dementia, we didfimat any classical sign of astrogliosis in
the hippocampus at four weeks after the lesion, taiher, a reduced astroglial activity
based on GFAP content. In the present study, westigated the hippocampal content of
GSH, acetyl cholinesterase activity and S100B $ecrén acute slices. Our results confirm
the hippocampal astroglial alterations, particylarlidecrease in the antioxidant defense, by
measurement of glutathione content, and a deficitcholinergic communication, as
indicated by a reduced acetyl cholinesterase &gtiMoreover, we observed a decrease in
hippocampal S100B content in ibotenic-treated rditat was not accompanied by
alterations in its secretion (basal and K+-regulpti@ acute hippocampal slices. These
findings contribute to the understanding of disead®t are accompanied by cognitive

deficits dependent on hippocampal integrity.
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Introduction

In Alzheimer’s disease, the most prevalent typel@hentia, severity of cognitive
deficits correlates best with synaptic loss andnfaton of neurofibrillary tangles [17],
particularly in cholinergic neurons supplying neder, hippocampus, the olfactory bulb
and the amygdala. Loss of cholinergic neurons s abserved in other brain disorders,
including chronic ethanol intake traumatic braijuig (e.g. dementia pugilistic), however,
the reasons for cholinergic vulnerability are neflwnderstood [see[18] for a review].

One animal model used to study dementia consistiseoinduction of direct damage with
ibotenic acid to cholinergic neurons of the nucleasalis magnocellularis (nbm, equivalent
to the human Meynert’'s nucleus) [26]. Recentlyngghis model in rats, we did not find
any classical sign of astrogliosis in the hippocasfbut rather a reduced

astroglial activity in the hippocampus [31]. Cogret deficit, dependent on hippocampus
integrity, was confirmed by the step-down inhibjt@voidance task. Beyond a decrease in
GFAP content, we found a decrease in S100B coatahiglutamate uptake activity in the
hippocampus on the $&day after nbm lesion. No alterations were obseimeglutamine
synthetase activity or in the cerebrospinal fluid@B content.

All these parameters (GFAP, S100B protein, glutemaptake and glutamate
synthetase activity) are useful to characterizeogbal activity. In fact, glutamate uptake
and glutamine synthetase are, respectively, reggen®r the removal of glutamate from
the synaptic clef and synthesis/ replacement dahgiine to neurons [38]. Other important
roles of astrocytes in the brain tissue includéoaidant defense (e.g. synthesis and release
of glutathione) and secretion of neurotrophic fex{82].

Among neurotrophic factors, the extracellular S1@d&ein has been proposed not only as
an astrocyte-derived neurotrophic factor, but @sa peripheral marker of brain damage
[8]. Much evidence suggests the involvement of phtein in neurodegenerative diseases,
particularly Alzheimer's disease [see [5] for a iesw]. Moreover, S100B has been

proposed to be involved in the hippocampal neuregisninduced by antidepressants [16,
35] and cognitive activity dependent on hippocamjdis 19]. Based on assays in neuron
cultures, nanomolar concentrations of S100B inrtfeglium are considered neurotrophic,

while micromolar concentrations are toxic and apbp{5]. However, somén vivo studies
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have suggested that acute elevations of extraaellBILOOB (considered toxic in cell
cultures) could be beneficial for neuronal actiyvgrticularly in the hippocampus [14].

In brain tissue, S100B is not restricted to astieg){30] and some cholinergic neurons
could be expressing S100B and/or depend on ithicaxtivity [40]. Questions remain as
to whether the decrease in hippocampal S100B cbigeassociated with a decrease in
S100B secretion in the hippocampus of rats subdhittenbm lesion with ibotenic acid?
Furthermore, the possibility that cholinergic hippmpal neurons are less active in this
experimental model should be examined.

As such, this study aims to investigate whetherldle hippocampal glial activity
that has been previously observed in rats submibedotenic-induced lesion of the
nucleus basalis magnocellularis, is accompanied lgcrease in cholinergic activity (as
measured by acetyl cholinesterase activity) ancclignges in basal and K+-stimulated
S100B secretion in acute hippocampal slices. Hippgaal glial activity was evaluated, in
addition to S100B content and secretion, by meagurontent of glutathione.

Material and methods

Material. Sodium carbonate, barbital, albumin, Tween-20, otebic acid,
glutamylhydroxamate, 3,3-diaminobenzidine (DAB), pleenylenediamine (OPD),
acetylthiocholine iodide, 5,5-ditio-bis-(2-nitrolmc) (DTNB), o-phthaldialdeyde and
monoclonal anti-S100B antibody were purchased fr8igma. Anti-S100 antibody
conjugated with peroxidase was from Dako and peease-conjugated secondary
antibodies from Amersham.

Animals and SurgeryTwenty four male Wistar rats, weighing 250 — 3f)0and housed
with free access to food and water were maintaored 12-h light/dark cycle, with lights
on at 6:00 am, and at constant temperaturgQR5 he animals were divided into 2 groups:
control and ibotenic acid (IBO). On the day of ®rg the animals were anesthetized with
ketamine/xylazine (50 mg/kg, i.p.) and placed stexeotaxic apparatus (Kopf). The incisor
bar was set —0.16 mm posterior atidd.40 mm lateral to the bregma and —0.55 mm below
the top of the skull ([1, 23, 39] to reach the rws basalis magnocellularis (nbm). Rats
received bilateral infusions of 045 volume of vehicle (NaCl 0.9%) or ibotenic acid
(8ug/uL) using a 5uL Hamilton syringe. The injection was made overegigud of 5 min

and theneedle was left in the injection site for a furtiermin [31]. The protocol
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concerning this research was used according tgultelines of the Committee on the Care
and Use of Experimental Animal Resources, SchodVeterinary Medicine and Animal
Science of the University of Sdo Paulo, Brazil.

Preparation and incubation of hippocampal slices $100B secretianFour weeks after
surgery, rats were decapitated, their hippocampeweickly dissected out and transverse
sections (30@um) were rapidly obtained using a Mcllwain tissueomper. For S100B
secretion assay, one slice was placed into eadhoival 24-well culture plate. Slices were
incubated in oxygenated physiological medium (120 MaCl, 2 mM KCI, 1 mM CaGl 1
mM MgSQ,, 25 mM HEPES, 1 mM KEPO, and 10 mM glucose, pH 7.4) at room
temperature, and the medium was changed every a5wuth fresh medium. After a 120
min equilibration period, slices were incubated 8@ min in saline medium with high
potassium (30mM KCI), or with low potassium (0.2miClI). Hippocampal slices and
collected media were stored at “ZDuntil S100B measurement [21].

S100B measuremenELISA for S100B was carried out, as describedvipresly [15].
Briefly, 50 puL of sample plus 50 pL of Tris buffeere incubated for 2 h on a microtiter
plate previously coated with monoclonal anti-S108Blyclonal anti-S100 was incubated
for 30 min and then peroxidase-conjugated antidtadotiibody was added for a further 30
min. The color reaction witle-phenylenediamine was measured at 492 nm. Theathnd
S100B curve ranged from 0.002 to 1 ng/mL.

Acetyl cholinesterase activity assaynmediately after decapitation, hippocampi were
dissected out and homogenized in ten volumes of t@MM Tris-HCI buffer (pH 7.2) and
centrifuged at 1000 g for 15 min at 4°C; supernatéor acetylcholinesterase assays were
stored at - 20°C. Acetylcholinesterase activity waesasured by the principle of the Ellman
method [6]. Enzyme samples in 20mM phosphate bubidr7.4 were incubated 150 s with
0.8 mM acetylthiocholine iodide in the presencel@fmM DTNB for color development.
Production of the yellow color was measured atd®5in a plate reader.

Glutathione contentGSH content was determined as described by Br@amdeArmstrong
[3, 28]. Briefly, immediately after decapitationppocampi were homogenized in sodium
phosphate buffer (0.1 M, pH 8.0) containing 5 mMTADand protein was precipitated
with 1.7% meta-phosphoric acid. Supernatant wasayass with o-phthaldialdeyde
(Img/mL of methanol) at room temperature for 15 .nkilnorescence was measured using
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excitation and emission wavelengths of 350 and @20 respectively. A calibration curve
was performed with standard GSH solutions (0-500).uf8SH concentrations were
calculated as nmol/mg protein.
Protein concentration was measured with the Lowsthmd modified [24] using bovine
serum albumin as standard
Results and Discussion

Hippocampal glutathione content decreased at 4 svaft&r ibotenic-induced lesion
in the nbm (Fig 1A, Student’'s t test, p < 0.01)nfaoning the low glial activity and,
particularly, reflecting the low antioxidant defengd his could explain, in part, the reduced
glutamate uptake previously observed in these edsuming that this activity is very
sensitive to oxidative stress [33]. In fact, glbtahe content affects and depends on
glutamate transporters [2]. Moreover, using ounvjmes data, we investigated a possible
correlation between glutamate uptake and S100BeabiiTable 1). Pearson’s correlation is
0.29 in control rats and increases to 0.70 in iboteeated rats, however, these
correlations are not statistically non-significanthis apparent change is due to a
differentiated decrease in glutamate uptake andOBl@ontent. However, since
extracellular S100B stimulates glutamate uptake],[36 may be hypothesized that
decreased S100B content could, somehow, impairamlate uptake. This possibility

reinforces the necessity of measuring S100B secreti

Confirming an impairment of cholinergic communicatiin the hippocampus of
ibotenic-treated rats, we found a significant daseein acetylcholinesterase (Fig 1B,
Student’s t test, p < 0.01). Damage of cholinergathways in hippocampus can be
evaluated by a decrease of choline acetyltranseaad/or acetyl cholinesterase activities
[25]. AChE-staining indicates that nbm lesion, gsi®2 IgG-saporine, induced neocortical
(preferentially) and hippocampal denervation [1&though the nbm lesion has helped in
our understanding of central cholinergic dysfunctighis model has also provided
conflicting results with regard to biochemical aoehavioral alterations, which could be
justified, in part, by different models of injurgge of animals and post-lesion time
analyzed [see [34] for a review]. Regardless of,thwe confirmed a hippocampal
cholinergic dysfunction, as evaluated by an acelyllinesterase enzymatic assay, in our
injury model, i.e., at 4 weeks after ibotenic-indddesion of nbm of adult Wistar rats.
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Several changes in neurotransmitter systems arengdss in Alzheimer's disease
and at least three of these have been investigatéed model of dementia by nbm injury;
acetylcholine [20, 22], glutamate [27, 31] and samo [11, 29]. Synaptic communication
involving these transmitters can be affected byraeellular S100B [5, 35]. High
extracellular levels of this protein are able tduoe neuronal apoptosis, vitro. In fact,
elevated levels of S100B have been found in neyslaques [10], putatively accompanied
by elevated local extracellular levels of the pimtebut no measurement has been
performed. It is important to mention that we didt mbserve changes in CSF S100B
content in this model of injury [31], in contrasi the decrease observed in dementia
models that employ chronic brain hypoperfusion [8@§l intracerebroventricular infusion
of streptozotocin [28].

A significant decrease in hippocampal S100B immontent (Fig 2, Student’s t
test, p < 0.05) was found in ibotenic-treated ratg,no changes were observed in the basal
secretion of S100B in acute hippocampal slices hadsé rats (Two-way ANOVA).
Moreover, changes in K+ concentration of incubatisedium caused alterations in S100B
secretion, but these changes were not differentdmt ibotenic and control rats. In fact,
we have described that low concentrations of K+uaed an increase in S100B in
hippocampal slices [21], possibly mediated by ninailon of intracellular stores of €an
astrocytes [4]. On the other hand, high conceminatiof K+ induce a decrease in S100B
secretion, possibly secondary to a influx of tlwa [21]. These data indicate that S100B
secretion (basal and K+-regulated) in hippocamfiats does not change in ibotenic-
treated rats, suggesting that extracellular lewsdlghis protein are not altered in the
hippocampus during nbm injury. However, we cannge rout alterations in neuronal
signaling, mediated by S100B protein in this caodit Moreover, as occurs with NGF,
extracellular S100B levels alone do not indicate attivity. In fact, NGF levels are
apparently normal in Alzheimer’'s disease, but thelioergic impairment mediated by
NGF occurs via impairment of NGF signaling [e.d. [.7Apparently, extracellular S100B
effect depends on the redox state of this prot@]n Ih agreement, Donato’s group has
suggested that oxidative stress changes the traplidoxic effects of this protein, at least
those mediated by the receptor for advanced glgcated products (RAGE) [5]. In
addition, fluoxetine has been reported to improggnitive behavior in rats submitted to



45

nbm injury [11], which we know is able to incre&8800B secretion in acute hippocampal
slices [35]. Exogenous addition of S100B appeardniprove cognitive performance
dependent upon the hippocampus [14, 19], but actdirerolvement of this protein in
cognitive performance in this model of injury rem&to be characterized.

Some limitations and perspectives of this studyughbe mentioned. Firstly, much
evidence suggests that S100B is trophic for hipmped neurons, but further studies
involving exogenous addition of this S100B in nlbmjury could be very useful. Secondly,
extracellular S100B is possibly one neurotrophictda for hippocampal neurons and its
activity must be evaluated not alone, but integratéth other factors such as NGF and
BDNF. Thirdly, it would be interesting to charadter, by immunohistochemistry, S100B-
positive astrocyte populations and RAGE—positivelidergic neurons in the hippocampus
of rats submitted to nbm injury. These aspectsthmyevould appropriately allow the study
of a possible correlation between hippocampal dogndamage and neurotrophic activity
mediated by S100B protein, in nbm injury and otinedels of dementia.

In summary, results acquired with the ibotenic-icetll lesion of nbm of rats
confirm the hippocampal astroglial alterationshistlesion and, particularly, a decrease in
the antioxidant defense, as measured by glutathcorgent, as well as a deficit in
cholinergic communication, as determined by thetyhasholinesterase enzymatic assay.
Moreover, we observed a decrease in hippocampaEst0Ontent in ibotenic-treated rats
that was not accompanied by alterations in itsetgxr (basal and K+-regulated) in acute
hippocampal slices, in agreement with the idea ittaacellular S100B accumulation (or
decrease in this case) and S100B secretion aranmependent events. These findings
contribute to the understanding of diseases thatamcompanied by cognitive deficits

dependent on hippocampal integrity.
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Table 1 Pearson’s correlation between glutamate uptake &I®OB content in the
hippocampus of rats submitted to ibotenic-indu@sibin of nbm

R p
Control 0.29 0.16
IBO 0.70 0.09

Data for glutamate uptake (expressed in pumol/mdeprth) and S100B (expressed in
ng/pg protein) in hippocampal slices from 6 rawdgr were previously published by our

laboratory[31].
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Figure legends

Fig 1. Glutathione content and acetyl cholinesterase in hippocampus of rats submitted to
ibotenic-induced lesion of nbm. Adult rats were submitted to ibotenic-induced desi
(IBO) of nucleus basalis magnocellularis (nbm). pdipampi were dissected out and the
content of glutathione (in A) and activity of adetyolineaterase (in B) were measured at
28 days after nbm lesion. Values are meastandard error of 6 rats in each group. *

Significantly different from controls (Student test, p < 0.05).

Fig 2. S100B secretion in acute hippocampal slices of rats submitted to ibotenic-induced
lesion of nbm. Adult rats were submitted to ibotenic-induced des(IBO) of nucleus
basalis magnocellularis (nbm). Acute hippocampiaes| were obtained with a Mcllwain
chopper at 28 days after nbm lesion, and S100Besenrwas measured in HEPES-
buffered media containing 3 mM KCI (basal secréti@dh3 mM KCI (Low-K+ modulated
secretion) and 30 mM KCI ( High-K+ modulated seior@t Values are mea#a standard
error of 6 rats in each group. * Significantly @ifént from controls (Student’s t test, p <
0.05);%and” Statistically different groups (Two-way ANOVA, folved by Tukey’s test,

p<0.05)
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Fig 1. Glutathione content and acetyl cholinesterase in hippocampus of rats submitted to
ibotenic-induced lesion of nbm.
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Fig 2. S100B secretion in acute hippocampal slices of rats submitted to ibotenic-induced
lesion of nbm.
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6. DISCUSSAO
6.1. Sumério dos resultados

Embora a glia esteja envolvida nos processos negeperativos, seus mecanismos de
acdo ainda nao estdo completamente esclarecidoa. t@ato, medimos alguns

parametros astrogliais no hipocampo 7 e 28 dias lgsdo no nbm com infusdo de IBO.

| redugéo significativa; - n&o modificado.

Parametros hipocampais avaliados 7 dias apos infusd@e IBO no
nbm
GFAP -

S100B -
S100B liquor -
Cognicao, dependente de hipocampo (Esquiva ini@)tor !

Parametros hipocampais avaliados 28 dias apos infis de IBO no
nbm
GFAP |

S100B !
S100B liquor -
Secrecdo de S100B fatigskK” e | K*) -
Captacéo de glutamato l
GS -
GSH

AChE

Cognicédo, dependente de hipocampo (Esquiva ini@jtor

— |« |«

6.2. Lesdo do nbm causa gliose hipocampal?

Uma importante caracteristica dos astrocitos é mesposta em condi¢cdes
patologicas. Alteragbes no seu estado funcional s&o observadas na maioria das
injarias encefalicas (Van Eldik, 2001; Ahmed et, &004). Nestas condi¢cdes, 0s
astrocitos se proliferam e/ou alteram sua morfalogi caracteristicas funcionais,

originando um conjunto de elementos caracterizgolela hipertrofia da célula e
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aumento das organelas citoplasmaticas, além do rdanda sintese de proteinas
especificas (Monzon-Mayor et al., 2000).

Del Rio-Hortega (1927) e Penfield (1932) caracsam classicamente a gliose por
hipertrofia, hiperplasia e producdo aumentada defilgilas. Atualmente, além do
conceito de Liberto e cols (2004) (gliose anisomaré isomoérfica), Wilhelmsson e cols
(2006) prop6em uma redefinicdo do termo “astréciteativos” em funcdo dos
resultados encontrados. Em experimentos utilizdes@&o elétrica do cortex entorrinal
de ratos, os autores demonstraram que 4 dias afdto, ha aumento do diametro dos
processos GFAP positivos que partem do soma, semerda de volume (sem
hipertrofia celular), e sem aumento de interdigitscentre os astrocitos reativos quando
comparados aos nao reativos. Ou seja, sugerem&uma mudanca na morfologia do
astrocito, tomando um aspecto espongiforme, semragho do citoesqueleto de

filamentos intermediarios (Wilhelmsson et al., 2006

Estudos demonstram que ha gliose na DA e quesestamprovaria pelo aumento
principalmente do conteddo de GFAP (Van Eldik, 2Q0kerto et al., 2004; Toledano e
Alvarez, 2004; Monzén-Mayor et al., 2004; Ahmedaét 2004; Parihar e Hemnani,
2004). Ahmed e cols (2004) realizaram infusbegdidas de IBO (1pL - 8ug/pul ) no
nbm e encontraram aumento da imunorreatividadeFrPG10 estriado e cortex frontal,
mas nao no hipocampo apdés 1 semana de lesdo. P@@menciona o método de
guantificacdo utilizado. Este mesmo autor mensaraiividade d#-D-glucoronidase
(enzima lisossomal associada a gliose e quandordad#indica proliferacdo glial) e
encontrou alteracdes significativas no estriadog¢mondo no cortex frontal nem no
hipocampo, mostrando que embora ndo haja alteragdeseas mais remotas a lesao, o

IBO produz efeitos na expressao dos astrocitos.

Monzdon-Mayor e cols (2000) utilizaram infusbes atglais de IBO e de &cido
quisquélico no nbm em diferentes concentracdes raodgtram um aumento da
imunorreatividade da GFAP na area da lesdo (nbm}@reas proximas (capsula interna
e globo palido) e em areas remotas (cortex frorgaipatosensorial e motor), em
diferentes janelas de tempo, porém nao quantifid@daco de maxima gliose foi aos 45

dias, observada no nbm e no cértex frontoparietaldiscordancia com outros estudos
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gue mostram aumento de ativacdo glial entre os4diadl4 de leséo (Arendash et al.,
1987; Eddleston et al., 1992). Diversos autorestasl o inicio da resposta glial com o
inicio do dano/morte neuronal. Dados mostram qus dpdia de lesdo os marcadores
colinérgicos apresentam-se diminuidos significatieate, porém apenas alguns
astricitos estdo alterados em sua morfologia, dstraomo o quao heterogénea pode ser
a resposta glial (Monzén-Mayor et al., 2000).

Nossos resultados demonstram uma diminuicdo, pomé@m significativa do
imunoconteudo de GFAP no hipocampo apds 7diassidtane significativa (p< 0,05)
apos 28 dias da infusdo de IBO (0,5 pL - 8pug/pLniom.

Dados na literatura demonstram que ha uma dimiaudgdimunorreatividade e do
RNAmM da GFAP em pacientes com disturbios de hummoalgumas regides encefalicas
além de reducdo no numero de astrocitos GFAP posigm pacientes com depresséo
maior (Webster et al., 2001). Em experimentos zaildo modelo de depressdo em
roedores, ha uma diminui¢do significativa do naneaastrocitos no hipocampo apos
28 dias (quantificado por cromatografia - HPLCyalde mudancas na sua morfologia
(Banasr e Duman, 2008). Lesbes no estriado produmemresposta glial local de mais
de 6 meses de duracdo, mas ndo em areas de prlgaémon et al., 1987). Estudos
com modelo de lesdo no nbm (com infusédo de IBO)odga duracdo mostram que
apenas uma gliose restrita ocorre no nbm 14 mggesiasulto ou ndo gliose apos 12
meses, sem mencionar alteracdes gliais no cortekpm houvesse uma involucéo
neuronal significativa nesta regido (Mahy et é#094). H& ainda outro aspecto que deve
ser levado em conta. Wang e Bardey (2008) sugetenbajxos niveis de GFAP podem
nao ser detectaveis nas técnicas de imunoistocuieidemonstrou ser possivel uma

célula ndo expressar GFAP mesmo tendo caractadste astrocito.

Apesar de demonstrar déficit cognitivo aos 7 eia8 dpo6s lesdo no nbm com IBO,
em tarefa comportamental que depende da integrid@adigpocampo, nossos resultados
nao o correlacionam com a astrogliose nesta regjaao contrario, sugerem uma
hipofuncao celular, ndo descartando a possibilidk$ta ser momentanea. Mas qual o
objetivo da e para a célula? Sugerimos que oscisisthuma tentativa de defesa contra

o insulto “regrediriam” seus mecanismos intracelgda passando a expressar menos
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GFAP, além de S100B. Esta diminuicdo da expreds@FAP pode caracterizar esta
célula como imatura, em estado indiferenciado, @ explicaria em parte os resultados
encontrados. Astrgcitos também tem intima ligacdm @s células endoteliais que
expressam fatores que podem induzir a expressdoFdd® (através da ativacdo da
Janus cinase - JAK), tornando o astrocito madur@an@gisawa et al., 2001).
Possivelmente, este processo também poderia asametificagbes na morfologia do
astrocito, porém, estes dados ndo foram analis&®dotanto seria interessante analisar a
morfologia dos astrocitos no hipocampo, particuemta em CAl e Giro denteado
através de imunoistoquimica com dupla marcagédo GEA/imentina). Em dados néo
publicados em nosso laboratério, lesdes no nbm @ apdés 70 dias de insulto
apresentam niveis de GFAP iguais ao controle. 8ugserduas hipéteses para os
resultados encontrados: ou os astrécitos se ddier@m nesta janela de tempo (28 — 70
dias) e passaram a expressar GFAP em niveis noomaisda a lesdo com IBO no nbm
poderia ser reversivel, como mostram diversos ltnabadescritos por Toledano e
Alvarez (2004). Embora concordando com os autocegjéficit cognitivo ainda
permanece aos 70 dias apds lesédo. Esta respositaegia um carater adaptativo e
poderia ser considerado um indicio de apoptoselacektom reversdo da funcgéo

astrocitaria.

Concordando com Monzon-Mayor e cols (2000), se womemto da
imunorreatividade da GFAP fosse uma simples corésengé da liberacdo de fatores
necroticos pelas células vizinhas, todas as regidesfalicas iriam responder da mesma
maneira assim como células em cultura. Porém, todcies respondem de uma forma
muito heterogénea em diferentes regides e situai@essulto, provando que ha grupos
de células com diferentes graus de reatividade deuliferentes fatores que regulam o
estado funcional do astrdcito (repouso — ativaslice-versa). Esses dados se somam a
outros que apontam a necessidade de revisar oittdecgliose, se esta € realmente
uma resposta glial prejudicial, tanto para neu®mjoanto para a propria glia como é

mais comumente descrito na literatura.
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6.3. Lesao no nbm leva a hipofunc¢éo astroglialipodampo?

O pico de resposta glial encontrada em nosso mofbel@os 28 dias, onde
encontramos diminuicdo de todos os parametrossadals (GFAP, S100B, GSH e
captacdo de glutamato). Além disso, o déficit ciigmiaos 28 dias tem uma maior
significancia do que aos 7, embora ambos sejamifisgtivos (p<0,01 e p<0,05
respectivamente). Ou seja, o déficit cognitivo pareacompanhar a hipofuncao

astrocitica sugerida no nosso trabalho.

Outra hipotese possivel para a hipofuncdo dosdists) que explicaria em parte
todos os resultados encontrados em relagdo aome@od astrocitarios, seria a via
apoptotica. Pensamos que esta hipofungcédo podgriesentar uma via de morte celular
para os astrocitos. Em experimentos realizados Gemcia-Caceres e cols (2008)
utilizando infuséo de estreptozotocina i.p, denmanatn que astrécitos do hipotalamo
(GFAP positivos) expressam mais caspase-3, emlbf@wahaja fragmentacédo de seu
nacleo. Porém, a translocagdo nuclear do fatortéamdde apoptose (AIF) aumenta
significativamente nos astrécitos 1 semana apdsltingorrelacionando-se com o
aumento de morte destas células. Os autores augaesn que a caspase-3 poderia
estar envolvida com as mudancas morfolégicas safetlos astrocitos hipotalamicos e

0 AlIF com o aumento da morte celular.

Estudos realizados por Raghupathi (2004), demangjtee tanto a leséo excitatoria
guanto o aumento de ERO podem levar as células apoptotica e que de certa
maneira, pode ter um papel protetor em situacéinjdea encefalica. Sulejczak e cols
(2008) em estudos realizados demonstram que emlonadanal de lesdo cirurgica,
observaram dano macico de células corticais esatastrogliose. Apés 4 dias de leséo a
apoptose prevaleceu, com envolvimento de fatoresoca Bax e a caspase-3 e
sugeriram a possibilidade de ocorrer apoptose siwdcitos analisados. Em modelo de
isquemia focal transitéria em ratos, Matsuda e @968) demonstraram que ap0s 3 dias
de lesédo, astrocitos e microglia sofrem um danalaikio no seu DNA no estriado
ipsilateral a lesdo. Dano este observado pelo mtant&a imunorreatividade a 8-hidroxi-
2’-deoxiguanosina (8-OHdG), um marcador de danDNA, em astrocitos e microglia,

além de em neurbnios, que demonstram caractesislieanorte celular por apoptose.
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Nao ha dados na literatura que correlacionem higdfo ou morte de astrocitos por
apoptose em modelo de lesdo no nbm através damfies IBO, por isso a necessidade
de dar continuidade a estudos envolvendo este mopetlendo ser realizado a dupla
marcacao de caspase-3 e GFAP em astrocitos hipammm CAl e Giro Denteado

como sinal de apoptose para fundamentar e hipptepesta.

Corroborando com esta hipétese, estao os resulsdositrados em relagdo a GSH,
gue diminuiu significativamente no hipocampo ap8sdias de lesdo no nbm. Este
resultado significa que houve uma diminuicdo ddesds antioxidantes dos astrocitos,
que poderia ser causada pela lesédo excitotoxicagada pelo IBO (agonista NMDA),
causando aumento do estresse oxidativo (com aurderpooducdo de espécies reativas
de oxigénio — ERO) além do aumento da quantidad@atfantracelular. Ha evidéncias
gue sugerem que o IBO atue nos receptores de g@ltdapmesentes nos astrocitos e
tanicitos (GluR5-7 e GIuR6/7). Porém os mecanisemglvendo a resposta glial em
animais lesionados com IBO ainda ndo estdo conmpéatee esclarecidos (Ahmed et al.,
2004). Alem disso, pensamos que os efeitos do kidfPesos receptores glutamatérgicos
astrocitarios seriam locais (no nbm) e ndo no®eists do hipocampo. Outra hipotese,
mais evidente em fungcé&o das correlacdes anatonsesis, a diminuicdo de fatores
troficos ocasionado pela perda neuronal colinérgicanbm (ja& bem descrita na
literatura). Uma vez interrompida a via nbm-amigd@pocampo, haveria uma
diminuicdo de fatores troficos, sobretudo de NGFapa hipocampo, o que também
poderia influenciar o metabolismo de glutamato egesistrocitos e até mesmo iniciar a
via apoptotica, como ocorre eknock-outpara NGF e p75NGFr (Toledano e Alvarez,
2004). Segundo Friedman e Dreyfus (2004) os astdclo EB séo fontes locais de
neurotrofinas para os neurdnios colinérgicos enteacdes entre neurbnio e glia séo

fundamentais para o funcionamento destes neuréni@s ascendentes colinérgicas.

O astrdcito capta glutamato através de transpadadespecificos (GLAST e
GLT1) acompanhado da entrada de um ioh Raglutamato dentro da célula pode ter
pelo menos 4 vias de metabolizacdo: ou é transfionesn glutamina pela GS para
voltar ao neurénio; ou volta ao espaco extracejuairum trocador de membrana (troca
cisteina pelo glutamato); ou é transformado em GSsieina + glicina + glutamato)
para defesa antioxidante; ou ainda € utilizado mmtoGle Krebs para formar NADH e
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ATP (Nedergard et al., 2002). Todos estes mecamsissAo sensiveis ao aumento de
ERO, além deste aumento também influenciar diretéenas células a tomarem a via
apoptoética numa tentativa de adaptacédo ao indtdtias mudancas também corroboram
para explicar a diminuicdo de GSH e da captacagletamato encontrada em nosso
trabalho. Ainda, situacdes de insulto podem altaraxpressao de GLAST e GLT1 e
podem ser regulados por citocinas liberadas pealtvécitos e células vizinhas (Liberto
et al., 2004). Quanto a atividade da GS mensurad&®8@ dias, ndo foram encontradas
diferencas significativas. Correlacionando a dingaa significativa da captacdo de
glutamato (também aos 28 dias) com a atividade 8apg@deriamos pensar que se a
captacdo diminuiu, a GS também poderia estar dicenuPorém, pensamos que o
glutamato captado pelo astrocito pode seguir owtea de metabolizacdo e néo
transformar-se em glutamina para suprir os neusdritonbora Liberto e cols (2004)
citem trabalhos que demonstram a regulacdo dosrdeeGS através de fatores como o
NGF, por exemplo, que pensamos estar diminuidosfugrgdo do prejuizo da via
colinérgica nbm-amigdala-hipocampo, sobre estanena lesdo com IBO parece néo

provocar efeito.

Outro parametro glial investigado foi a S100B. AO8R é produzida e secretada
pelos astrocitos e estd envolvida na regulacacgretitiacdo e plasticidade do
citoesqueleto celular. Além disso, atua como fat@urotréfico para neurdnios,
protegendo-os contra a excitotoxicidade, dano ¢ixiolaestresse e toxicidade beta-
amiléide (Nardin et al., 2009). Nossos resultademahstram que apos 7 dias de lesdo
com IBO no nbm, houve uma tendéncia de aumento,Ip¥®o imunoconteudo desta
proteina no hipocampo, embora néo significativonsBemos que esta tendéncia de
aumento de S100B poés-lesdo possa ter um carati@t@rotanto para os astrocitos,
guanto para os neurdnios hipocampais, objetivamparar neurbnios e até mesmo
astrocitos. J4 aos 28 dias, quando had uma dimmw@hificativa do conteudo de
S100B, que acompanha a diminuicdo de GFAP, pensasta relacionadas a
hipofuncdo celular e mudancas adaptativas no astrd@abemos que a S100B esta
localizada no citoplasma celular (na forma solUuwelassociada com a membrana
intracelular, centrossomos, microtibulos e filamasnbhtermediarios do tipo 11l (GFAP)

e podem influenciar diretamente a expressao destaipa (Donato et al., 2009). Além
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disso, a S100B induz a expressdo de IL-6 e IL-figcitias pré-inflamatérias que
poderiam aumentar o dano sofrido (Li et al., 2000).

Embora descrito na literatura por varios autorage Q aumento de S100B é
deletéria ao tecido e a diminuicdo é benéfica, ggaos que esta correlacdo é
dependente do meio e do tipo de insulto sofrido petido. Em situagbes de estresse
oxidativo, podem ocorrer mudancas nos efeitosciéfie toxicos da S100B, mediados
pelo RAGE e a diminuicdo de S100B poderia signifimaa diminuicdo do controle de
fatores tréficos para as demais células ou poderigositiva, ja que 0 aumento cronico
dos niveis desta proteina tende a ser prejudiBieskind et al., 2001; Donato et al.,
2009). No caso do nosso modelo, pensamos que iestautao nesta janela de tempo
tende a ser prejudicial, se correlacionarmos awrdatgliais mensurados e o déficit
cognitivo encontrado. Donato e cols (2009) sugerera mesmo em concentracoes
consideradas neuroprotetoras, a S100B pode tetoetéikico em quantidades
aumentadas de ERO. Embora ndo tenhamos medideess dé ERO em nosso modelo,
sugerimos que eles estejam aumentados, ja quefemasi@ntioxidantes dos astrocitos

estao diminuidas.

Uma das hipoteses para explicar o envolvimentol@®B na hipofuncéo celular ou
apoptose supostamente sofrida pelo astrocito, @odsr a diminuicdo da supra-
regulacéo exercida por esta proteina no controléathy anti-apoptotico Bcl-2. Van
Eldik e Wainwright (2003) descrevem que um dos miscaos pelo qual a S100B
exerce atividade neuroprotetora é através da g@#eracom o RAGE, além da
estimulacdo do fator de transcricdodBFe do Bcl-2. Estes mesmos autores descrevem
gue esta proteina pode induzir apoptose em cudii@@lulas tipo PC12, possivelmente
pela regulacdo dos genes apoptéticos e regulac@ardes de C4 de maneira S100B

dependentes quando este processo esta desregulado.

Gongalves e cols (2008) sugerem que o contetdol@6BSno liquor pode ser
usado como marcador para varios tipos de insult.fddo, Peskind e cols (2001)
demonstraram um aumento significativo dos niveisS@60B no liquor de pacientes
com Alzheimer, numa primeira fase da doenca. Erpath®s realizados em nosso

laboratorio utilizando modelo de hipoperfuséo arar(iVicente et al., 2008) e infusédo de
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estreptozotocina i.c.v (Rodriguesh pres§ em ratos, houve uma diminuicdo
significativa no conteido de S100B no liquor dessemais. Porém, em nosso modelo
animal, ndo houve diferencas neste parametro.t®aii@ mais estudos devem ser feitos,

ja que nédo ha na literatura dados sobre a S100@Bum em nosso modelo.

hY

Em relagcdo a secrecdo hipocampal de S100B, dadesramo que ndo houve
diferencas significativas tanto apds insulto cotasabu baixas concentracbes de K
Nardin e cols (2009) demonstraram aumento da semrete S100B em fatias
hipocampais em meio com alta concentracdo tg¢s&cundario ao influxo de K e
diminuicdo da secrecdo quando baixa concentrag&gsi(elmente pela mobilizagéo do
Ca'? intracelular). Talvez o dano causado pela infu$&dBO no nbm no hipocampo
seja s6 em funcéo da diminuicdo de NGF e outrosdsittroficos causados pelo prejuizo
da via nbm-amigdala-hpc e ndo pelo dano excitabog@m consequente aumento da
entrada de C4

Estes dois mecanismos (secrecdo e expressao deB)S$3A0 completamente
distintos. Donato e cols (2009) sugerem que a s@&écrde S100B pode ter um efeito
benéfico aos neurénios numa fase inicial de ins@no ndo encontramos diferenca na
quantidade secretada pelo astrécito, sugerimosegte mecanismo ou funcéo esta
preservado em nosso modelo. A secre¢cdo de S108B=eeblvida com a melhora do
desempenho de animais em tarefas envolvendo meeapeendizado, e parece afetar a
atividade elétrica da célula pela modulacio dasntes de K porém, embora nio haja
diferencas em relacdo ao controle, o déficit comapoental € bem significativo.
Sugerimos que apesar do mecanismo de secrecactaficakerado em nosso modelo,
estudos adicionais devem ser feitos em difereareslgs de tempo, para tentar elucidar

seu envolvimento nas tarefas comportamentais e nestielo animal.
6.4. Lesao no nbm serve como modelo de deméncia?

Buscando validar nosso modelo, como sendo um modeldéesdo colinérgica,
avaliamos seu comprometimento através da medidaatdédade da AChE no
hipocampo. Embora ja bem descrito na literaturaso® resultados concordam com o0s
demais, mostrando uma diminuicéo significativa @esizima apds 28 dias de leséo.

Embora muitos estudos afirmem que o grau de congtioranto colinérgico nédo se
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correlaciona com o grau de deméncia, sugerimos ligegdo entre o déficit
comportamental e a diminuicdo desta no hipocamm@s &8 dias de lesdo. Segundo
Toledano e Alvarez (2004), utilizando leséo no rdam IBO e acido quisqualico do 1°
ao 14° dia é dificil de inferir se ha uma involug@ular ou hipofuncéo colinérgica ou
os dois. Sugerimos que esta diminuigédo de ativigadsultado do prejuizo da via nbm-
amigdala-hipocampo e também da possivel diminuigisinapses utilizando a ACh
nesta regido, com possivel involu¢do colinérgicgue a AChE poderia assumir outra
funcdo que ndo a de degradacao enzimatica. Pompéxenalesa e cols (2001) sugerem
gue a AChE possa estar envolvida na resposta asvpios de insulto, proliferacao
celular, além da formacao de placas amiléides na DA

Em véarios modelos animais para DA, todos os redodt@ncontrados dependem do
grau de prejuizo celular, adaptacao e plasticidedi@da pela célula ou grupo celular,
em cada animal e em cada modelo de lesdo. As tasposulares tém caracteristicas
espaciais e temporais e temos que considerar aatatilizada e a dose, 0 que pode
aumentar ou diminuir os niveis de resposta. Eslesfatores importantes a serem
considerados neste modelo de leséo ja que o nbré néxa regido anatomicamente bem
definida (Toledano e Alvarez, 2004). Nenhum modeéo lesdo no nbm, apresenta
formacgdo de placa amildide em ratos. Embora algessitados encontrados no nosso
estudo ndo corroboram com os descritos na litexapgnsamos que este € um bom
modelo para estudar as altera¢cGes resultantesnooddinérgico que sugerimos poder

preceder a formacgéo de placas amildides na doengézteimer.
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7. CONCLUSOES

No modelo de lesdo com IBO no nbm em ratos Wistachos adultos hd uma
diminuicdo de varios parametros gliais no hipocarf§i00B, GFAP, GSH e captacéo
de glutamato) apos 28 dias. Além disso, ha umandiigéio significativa da atividade da
AChE no hipocampo destes animais através destenpa@ pode ser considerado um
modelo animal de disfuncéo colinérgica. Quanto éficil cognitivo, este também foi
confirmado através da realizacdo da tarefa de #sduibitéria apdés 7 e 28 dias da
infusdo de IBO no nbm, demonstrando que este malgelesdo pode satilizado como

modelo de deméncia.
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