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RESUMO

A hipoxantina, principal oxipurina envolvida na via de salvagdo das
purinas no cérebro, acumula-se na doenca de Lesch-Nyhan, um erro inato do
metabolismo das purinas. Os sinfomas clinicos manifestam-se precocemente
na vida dos pacientes, incluindo alteragbes motoras e cognitivas, retardo
mental e automutilacdo. Embora 0os mecanismos subjacentes da disfuncéo
cerebral na doenga de Lesch-Nyhan sejam pouco compreendidos, o acumulo
de hipoxantina parece contribuir para os danos neurolégicos. O objetivo deste
estudo foi investigar os efeitos da administracdo intraestriatal de hipoxantina
em ratos infantis e adultos jovens submetidos a cirurgia estereotaxica. Neste
estudo, analisamos primeiramente o efeito da hipoxantina sobre os parametros
neuroinflamatorios e oxidativos em estriados de ratos infantis e adultos jovens.
Foram avaliados também alguns parametros neuroenergéticos. Ratos Wistar
de 21 e 60 dias de vida foram submetidos a cirurgia estereotaxica e foram
divididos em dois grupos: controle (infusdo de solugdo salina 0,9%) e
hipoxantina (10 uM). A administragéo intraestriatal de hipoxantina aumentou os
niveis de IL-6 e TNF-a e ¢ imunocontetdo da subunidade NF-kB / p65 nuclear
em estriado de ambas as idades de ratos. A ativacdo microglial e astrocitaria
foram observadas pelo aumento do imunoconteido de Ibal e GFAP,
respectivamente, no estriado de ratos de 21 dias. Todos os parametros
oxidativos foram alterados, sugerindo uma forte relagdo neurotoxica de
hipoxantina e estresse oxidativo. Em ratos de 60 dias de vida, a hipoxantina
aumentou a atividade da succinato desidrogenase e do complexo Il e diminuiu
a atividade da citocromo ¢ oxidase e seu imunoconteddo. A injecdo de
hipoxantina diminuiu a porcentagem marcagdo de membrana mitocondrial e
aumentou marcacgéo de potencial mitocondrial. A hipoxantina também diminuiu
o namero de células vivas e aumentou o nimero de células apoptdticas. Em
ratos de 21 dias de vida, a hipoxantina alterou alguns parametros do
metabolismo energético e diminui a atividade de Na'K'-ATPase,
provavelmente por danos as proteinas, visto pela redug¢do de contetudo de
sulfidrilas. Nossos achados mostram que a administragdo de hipoxantina
alterou parametros neuroinflamatérios e neuroenergéticos, possivelmente por
meio de desequilibrio oxidativo, sugerindo que esses processos podem estar
envolvidos, pelo menos em parte, com os disturbios neurolégicos encontrados
em pacientes com doenca de Lesch-Nyhan.

Palavras-chave: hipoxantina; neuroinflamagdo; estresse oxidativo;
neuroenergética; apoptose; Na*,K'-ATPase



ABSTRACT

Hypoxanthine, the major oxypurine metabolite involved in purine’s salvage
pathway in the brain, is accumulated in Lesch-Nyhan disease, an inborn error of
metabolism of purine. The clinical symptoms manifest early in the patients’ lives,
including motor and cognitive alterations, mental retardation and self-mutilation.
Although the underlying mechanisms of brain dysfunction in Lesch-Nyhan
disease are poorly understood, the accumulation of hypoxanthine appears to
contribute to neurological damage. The purpose of this study was to investigate
the effects of hypoxanthine intrastriatal administration in infant and young adult
rats submitted to stereotactic surgery. We firstly analyzed the effect of
hypoxanthine on neuroinflammatory and oxidative parameters in striatum of
infant and young adult rats. We also evaluated some neuroenergetic
parameters. Wistar rats of 21 and 60 days of life underwent stereotactic surgery
and were divided into two groups: control (infusion of saline 0.9%) and
hypoxanthine (10 uM). Intrastriatal administration of hypoxanthine increased IL-
6 and TNF-a levels and nuclear immunocontent of NF-kB/p65 subunit in
striatum of rats of both ages. Microglial and astrocyte activation was seen by
the increase in Ilbal and GFAP immunocontent, respectively, in striatum of
infant rats. All oxidative parameters were altered, suggesting a strong
neurotoxic hypoxanthine role on oxidative stress. In 60-day-old rats
hypoxanthine increased succinate dehydrogenase and complex Il activities and
diminished cytochrome c¢ oxidase activity and immunocontent. Hypoxanthine
injection decreased the percentage of cells with mitochondrial membrane label
and increased mitochondrial mass potential labeling. Hypoxanthine also
diminished the number of live cells and increased the number of apoptotic cells.
In 21-days-old rats hypoxanthine altered some energy metabolism parameters
and decreased Na*,K'-ATPase activity probably by protein damage, seen in the
reduction of sulfhydryl content. Our findings show that the administration of
hypoxanthine altered neuroinflammatory and neuroenergetic parameters,
possibly through oxidative imbalance, suggesting that these processes may be
involved, at least in part, with the neurological disorders found in patients with
Lesch-Nyhan disease.

Keywords: hypoxanthine; neurocinflammation; oxidative stress;
neuroenergetic; apoptosis; Na*,K'-ATPase
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1. INTRODUCAO

1.1.Erros inatos do metabolismo

Erros inatos do metabolismo (EIM) sdo doengas hereditarias, multifatoriais,
caracterizadas por defeitos genéticos que promovem a sintese andmala de
uma proteina, geralmente uma enzima, com atividade parcial ou totalmente
reduzida, resultando na alteragéo da via metabdlica com consequente acimulo
de substrato e diminuigdo da sintese de produto. Outras substéncias toxicas
podem ser originadas por esse bloqueio metabdlico através de rotas
metabdlicas alternativas (Scriver, 2008).

Correspondendo a cerca de 10% de todas as doengas genéticas, os EIM
somam aproximadamente 1000 doencas diferentes identificadas até o
momento (Mak et al., 2013). As doencas decorrentes dos EIM sdo
consideradas raras, quando analisadas individualmente. Porém, em conjunto,
apresentam alta frequéncia, acometendo aproximadamente 1:1000 recém-
nascidos vivos (Scriver, 2008). Outro aspecto importante a ressaltar é a
prevaléncia de EIM em grupos étnicos, podendo qualquer um ser acometido
(Mak et al., 2013), contudo a frequéncia de determinado EIM pode variar em
populagbes especificas, especialmente devido aoc numero de casamentos
dentro da familia, uma vez que um quinto dos casais da populagdo mundial é
formado por matrimdénios consanguineos {(Hamamy, 2012).

As manifestagdes clinicas dessas doengas séo diversas e geralmente
inespecificas, como por exemplo, vomitos, odores peculiares, letargia, atraso

no desenvolvimento psicomotor, acidose metabdlica, convulsbes e coma,



sendo que esses sintomas podem aparecer desde as primeiras horas de vida
até alguns meses apos o nascimento (Kasper et al., 2010). No entanto, alguns
EIM podem ser absolutamente assintomaticos (Raghuveer et al., 2006). Essa
diversidade sintomatologica deve-se principalmente as diferencas no espectro
da deficiéncia enzimatica, area do metabolismo e/ou tecido afetados.

A classificagdo dos EIM é determinada pela area do metabolismo afetada,
gue podem ser: de aminoacidos, de acidos orgénicos, de glicidios, de lipidios,
de glicosaminoglicanos, de glicoproteinas, de enzimas eritrocitarias, de metais,
de lipoproteinas, de horménios, de proteinas plasmaticas e de purinas e
pirimidinas. Dentre os EIM das purinas, destaca-se a doencga de Lesch-Nyhan,
caracterizada pelo acumulo tecidual de hipoxantina, xantina e acido dUrico

(Lesch and Nyhan, 1964).

1.2. Metabolismo de purinas

As purinas s&o moléculas heterociclicas nitrogenadas que ocorre mais
amplamente na natureza. Além do papel essencial na estrutura do DNA e do
RNA, os numerosos derivados purinicos séo importantes a diversos processos
metabédlicos. Por exemplo, Adenosina 5'-trifosfato {(ATP) & a principal molécula
energética celular, Adenosina 3'.5'-ciclofosfato (cAMP) é um segundo
mensageirc capaz de controlar a ativacio de proteinas quinases na célula;
nicotinamida adenina dinucleotidec (NADH) e flavina adenina dinucleotideo
(FADH;) sdo coenzimas que participam nos processos de redugdo-oxidagdo
celular e geracéo de energia. Adenina e guanina séo principais bases puricas
encontradas nas células, as quais podem formar nucleosideos através da

incorporacdo de ribose ou 2-desoxirribose ao anel purinico. Nucleotideos



purinicos, 0s quais desempenham importantes papéis no metabolismo celular,
resultam da adi¢do de ésteres de fosfato nos nucleosideos (Rosemeyer, 2004).

Paralelamente, outra classe de derivados purinicos, as oxipurinas, tais
como hipoxantina e xantina, apresentam um importante papel no metabolismo
celular. O fornecimento de purinas para o reservatério celular depende das vias
de sintese de novo, recuperagéo ou através da degradacéo de nucleosideos
exdgenos. A via de sintese de novo das purinas consiste em diversos passos
metabélicos, utilizando grande quantidade de ATP celular para fornecimento de
energia (Nelson and Cox, 2013).

A sintese de novo das purinas é composta por uma série de reagdes
enzimaticas as quais requerem a hidrolise de ATP, resultando na formacéo de
inosina monofosfato (IMP) (Henderson et al., 2008). Por outro lado, a via de
recuperacdo utiliza hipoxantina, guanina e adenina como substrato para a agéo
de enzimas fosforribosiltransferases. Essas enzimas transferem a ribose
fosfato do fosforribosilpirofosfato para a base purinica na presenca de
magnésio. Adenina fosforribosiltransferase converte adenina em adenina
monofosfato  (AMP), enquanto a enzima  Hipoxantina—guanina
fosforribosiltransferase (HPRT) age sobre hipoxantina e guanina para formar
IMP e guanosina monofosfato (GMP), respectivamente. Essa rota de
recuperagio conserva energia e permite que as células formem nucleotideos a
partir de bases pré-existentes, tendo em vista que 90% das purinas livres
geradas durante o metabolismo intracelular provém da rota de salvacéo {Kelley
and Andersson, 2014).

A manutengdo dos niveis intracelulares de purinas também pode ser

realizada através da incorporagéo de purinas livres e nucleosideos produzidos



no meio extracelular. A incorporagéo desses compostos depende da atividade
das enzimas envolvidas na rota de regeneragdo das purinas. A via de
degradagdo das purinas envolve as enzimas 5'-nucleotidase, purina
nucleosideo fosforilase, xantina oxidase, guanase e adenosina desaminase,
sendo &cido Urico o produto final, o qual pode ser facilmente excretado (Jinnah
and Friedmann, 2001; Visser et al., 2000).

A hipoxantina € uma das maiores fontes de purinas passiveis de
reutilizagdo nos tecidos de mamiferos, ela atua como um intermediario ativo
nas células, podendo ser degradada pela enzima xantina oxidase, formando
xantina, ou IMP pela acdo da enzima HPRT (figura 1). Esta reagdo &
responsavel pela manutencéo da quantidade de hipoxantina intracelular, o qual
sera utilizade na conversdo de produtos Uteis para as células (Visser et al.,
2000).

A HPRT apresenta-se amplamente distribuida nos tecidos, especialmente
no sistema nervoso central (SNC), sendo que os génglios da base,
particularmente, séo dependentes da atividade dessa enzima para manutencéo
dos niveis de purinas teciduais através da via de reutilizagdo (Visser et al.,
2000). Tendo em vista a vital importdncia dos compostos purinicos e da
atividade da enzima HPRT para o metabolismo das purinas, defeitos nessa
enzima (perda parcial ou total da atividade), reduzem a afinidade da enzima
pela hipoxantina, guanina e PP-ribose-P, com consequente acimulo desses
compostos, caracterizando a doenga de Lesch-Nyhan, apresentando actiimulo
tecidual de oxipurinas, especialmente a hipoxantina, e pronunciadas altera¢des

no SNC (Nvhan, 2008).
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Figura 1. Metabolismo da hipoxantina na doenga de Laesch-Nyhan.
Abreviactes utlizadas: ADP, adenosina difosfato; AMP, adenosina
monofosfato; ATP, adenosina firifosfato; GDP, guanocsina difosfato; GMP,
guanosina monofosfato; GTP, guanosina trifosTato; GA, guanase; HGPRT,
hipoxantina-guanina fosforribositransferase; IMP, Inosiha monofosfato.

1.3. Doenga de Lesch-Nyhan

A doenca de Lesch-Nyhan & um EIM assoclado & heranca autossdmica
recessiva ligada ao sexo. Caracterizase pela defici8ncia na atividade da
enzima HPRT a qual catalisa a convers@o de hipoxantina e guanina em seus
respectivos nucleotideos IMP ¢ GMP {(Jinnah et al, 2013; Nyhan, 1978). Além
disao, ocome um aumento da via de sintese de novo das purinas decomante da
inefici8ncia na rota de regenseragao (Torres and Puig, 2007). Essas alteragbes
acarretam o acimulo tecidual de xantina, acldo Crice e, princlpalments,
hipoxantina. O primeiro da doenga foi publicado por Lesch e Nyhan
(Lesch and Nyhan, 1964). Atualmente, essa doenga apresenta prevaléncia a
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nivel mundial aproximada de 1/ 380.000 nascidos vivos, sendo 1/ 235.000
nascidos vivos na Espanha (Torres and Puig, 2007).

Pacientes portadores da doenca de Lesch-Nyhan geralmente apresentam
atividade da HPRT inferior a 1,5%. Diversos estudos apontam para as
marcantes caracteristicas genéticas (Torres and Puig, 2015), metabdlicas
(Jinnah et al., 2013), cognitivas (Schretlen et al., 2015) e comportamentais
(Cauwels and Martens, 2005) associadas a esta doenca. Pacientes afetados
apresentam proeminentes alteragbes motoras e cognitivas, aliado a
hiperuricemia, gota e automutilacédo, a qual é caracterizada por mordeduras de
labios, lingua e dedos, com aparente perda tecidual (Cauwels and Martens,
2005; Jinnah et al., 1990). Individuos com a doenca tipicamente tém um curso
normal pré-natal e perinatal. A caracteristica mais comum é o atraso no
desenvolvimento durante o primeiro ano de vida, com hipotonia e atraso de
habilidades motoras normalmente evidentes nos trés a seis meses de idade.
Nos primeiros anos de vida, os pacientes apresentam movimentos involuntarios
anormais indicativos de envolvimento extrapiramidal (Schretlen et al., 2005).
Com a manutengdo do controle dos sintomas de forma eficaz, a maioria de
individuos sobrevive até a segunda ou terceira década de vida (Nyhan et al.,
2014).

Estudos histopatolégicos demonstraram que os pacientes com a doenga
de Lesch-Nyhan apresentam diminuigdo do volume cerebral da substancia
branca mais pronunciado do que da substincia cinzenta, provavelmente
causada por uma deficiéncia no desenvolvimento e nao por uma alteragéo
neurodegenerativa (Schretlen et al., 2015). Estudos neuroquimicos

demonstraram uma reduc¢éo do contetdo dopaminérgico no estriado, similares



aqueles encontrados em pacientes portadores da doenca de Parkinson (Géttle
et al., 2014, Visser et al., 2002). Segundo alguns autores o estresse oxidativo
poderia estar envolvido no processo de deterioragdo estriatal (Blesa et al.,
2015; Géttle et al., 2014). Além disso, a dependéncia estriatal da atividade da
HPRT para a manutengdo dos niveis de purinas, aliada a diminuicédo dos
prolongamentos dos neurdnios dopaminérgicos poderiam contribuir para o
aparecimento de disfungéo dopaminérgica (Gottle et al., 2014).

A analise dos niveis séricos de hipoxantina também contribui para a
determinagdo do diagnéstico definitivo (Harkness et al., 1988; Puig et al.,
1989). Os valores obtidos para esta oxipurina em plasma de individuos normais
correspondem a 1,7 UM para hipoxantina, entretanto, em pacientes com a
doenga de Lesch-Nyhan estas concentragbes podem atingir valores de 10 uM.
As concentractes de hipoxantina também se encontram elevadas similarmente
no liquido cefalorraquidiano dos individuos portadores da doenca (Puig et al.,
1989).

O tratamento para controlar a superproducéo de acido urico em pacientes
com doenga de Lesch-Nyhan é feito pela administragdo de alopurinol, que inibe
a conversdo de hipoxantina e guanina em acido Urico pela enzima xantina
oxidase. Uma vez que o alopurinol aumenta simultaneamente os metabdlitos
relacionados da oxipurina, € hecessaria uma hidratagéo generosa para manter
um fluxo de urina ativo, eliminando continuamente todos os metabdlitos de
purina. Infelizmente, controlar a superprodugéo de acido drico ndo melhora os
outros sintomas clinicos, que tém uma patogénese independente (Jinnah,

2009).



Estudos realizados em nosso grupo demonstram que a hipoxantina inibe
significativamente a atividade da Na',K'-ATPase e altera alguns parametros de
estresse oxidativo em estriado de ratos de 60 dias de vida {(Bavaresco et al.,
2007a; Caren Serra Bavaresco et al., 2008). Entretanto, os mecanismos pelos
quais a hipoxantina atua no SNC e ¢ exato papel desta oxipurina no dano
neurolégico presente na doenga de Lesch-Nyhan ainda permanecem

desconhecidos.

1.4. Modelos experimentais da doeng¢a de Lesch-Nyhan

Os modelos experimentais s8o essenciais para 0 melhor entendimento da
doenca de Lesch-Nyhan uma vez que essa doenga € rara, o que torna os
estudos com pacientes muito desafiadores, pois mesmo se um numero
suficiente de pacientes fosse examinado, os tipos de estudos necessarios para
elucidar a base biolégica para a disfungcdo comportamental ndo poderiam ser
realizados com seres humanos (Jinnah and Friedmann, 2001).

O uso de camundongos geneticamente modificados é uma importante
ferramenta, na obtencdo de informacbes para a compreensdo de doencgas
metabédlicas. Porém em alguns modelos o fenétipo desenvolvido pelos animais
ndo mimetizam plenamente a patologia humana (Elsea and Lucas, 2002). Na
tentativa de estudar a causa subjacente do complexo fené6tipo observado em
pessoas com a doenga de Lesch-Nyhan, foram criados pelo menos dois
modelos com camundongos que exibem deficiéncia no gene Hprt que codifica
a enzima HPRT, no entanto, os camundongos apresentam comportamento

normal, sem fendtipo aparente (Hooper et al., 1987; Kuehn et al., 1987).



Outro modelo animal desenvolvido para abordar o significado funcional da
perda de dopamina na doenga de Lesch-Nyhan implica em administragéao da
neurotoxina 6-hidroxidopamina, uma vez que pacientes afetados apresentam
uma grave perda dopaminérgica e uma reducdo na mobilidade que se
assemelha a doenca de Parkinson. A principal limitagdio desse modelo é que
ndo é possivel explorar os mecanismos pelos quais a deficiéncia de HPRT
pode desencadear o defeito dopaminérgico (Jinnah, 2009).

Modelos celulares de células neurais e ndo-neurais também foram
desenvolvidos para explorar aspectos especificos do metabolismo e da biologia
celular em um ambiente experimental muito controlado. Contudo, os modelos
celulares também tém suas limitagbes. Uma limitagédc € que os resultados
obtidos em condi¢Bes artificiais in vitro podem ndo se aplicar in vivo. Uma
solugcéo para este problema seria tentar replicar as principais conclusdes de
modelos celulares usando modelos in vivo mais complexos ou pacientes. Outra
limitagdo dos modelos celulares é que os resultados obtidos com um tipo de

célula podem néo se aplicar a outros tipos celulares (Jinnah, 2009).

1.5. Neurcinflamagdo

A inflamacdo &, essencialmente, uma resposta protetora cujo propésito
final & eliminar o agente indutor de injaria. O agente danoso € primeiramente
reconhecido pelo sistema imune do organismo, seguido da liberagio de
mediadores quimicos e ativacdo de diversos tipos celulares que se acumulam
no sitio inflamatdrio. Dentre os mediadores podemos citar histamina,
serotonina, prostaglandinas, leucotrienos, fator de ativagdo plaquetario,
espécies reativas de oxigénio (ERO), éxido nitrico (NO), citocinas, quimiocinas,

proteinas de fase aguda, fator de transcrigdo nuclear kappa B (NF«B) e o
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sistema complemento. Embora a inflamag¢éo tenha uma funcgéo protetora no
controle de infecgdes e promova a reparacao tecidual, também pode causar
danos nos tecidos e doengas (Abbas et al., 2010).

Neuroinflamacgéo ¢ inflamacdo associada ao tecido nervoso, incluindo
cérebro e medula espinhal. Pode ter inicic em resposta a diversos sinais,
incluindo infecgé@o, lesdo cerebral traumatica, metabolitos t6xicos ou auto-
imunidade. No cérebro, diferentemente dos outros tecidos, a inflamagéo &
caracterizada pela ativagéo de microglia e astrocitos, principalmente a primeira
(Xanthos and Sandkiihler, 2014).

O SNC ¢ tipicamente um local imunologicamente privilegiado, uma vez
que as células imunes periféricas sdo geralmente blogueadas pela barreira
hemato-encefalica (BHE) (Das Samma, 2014). No entanto, como pode ser visto
na figura 2, a ativagdo microglial e astrécitaria promove a liberagdo de uma
série de fatores que modulam mediadores pré- e anti-inflamatérios (citocinas,
guimiocinas, NO, fatores de crescimento e ERQ), que, por sua vez, regulam
positivamente moléculas de ades&o, aumentando a permeabilidade da barreira
hematoencefalica, facilitando a invas@o de células imunes periféricas, que
induzem a liberagdo de moléculas potencialmente téxicas, podendo
comprometer células cerebrais (Lucas et al., 2006). Assim, o SNC pode ser
influenciado nédo sé por mediadores pré- e anti-inflamatérios produzidos dentro
do cérebro, mas também através das agdes de mediadores oriundos da
periferia (Xanthos and Sandkilhler, 2014). Além disso, embora a inflamac&o
seja uma resposta iniciada para proteger o sistema nervoso central de agentes
infecciosos, o resultado pode ser uma inflamagéo téxica e generalizada, bem

como migracgéo adicional de leucdcitos através da BHE (Gendelman, 2002).
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1.6.Radlcals livres & sstresse oxidative

O radlcal Ivre deflne-se por ser qualquer sspécle quimica que contdm um
ol mals elétron{s) desemparaeihadofs) no seu orbital mals externo, levando a
uma elsvada reatividade e Instabliidade da molécula. Eles s#io gerados
Tisiologicamente nos sistemas vivos quando aproximadamente 5% do oxigénio
molecular (O2) & incompletamente reduzido 4 formaglo de dgua na cadeia
transportadora de elétrons. Existern diversas espocies reativas, dentre as
principals estic o &nlon superbxido (Cs+), perddide de hidrognio (Ha02),
radical hidroxla (OH+} & penradnitrito {ONOQ'), o qual 6 formado a partir da
reagfio do NO com o Oz~ (Halllwell, 2012).
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As espécies reativas também estdo associada a muitos processos
fisiolégicos, executando fungdes biolégicas importantes. Evidéncias apontam
para a participagdo destas espécies reativas em processos de sinalizagédo
celular (Schieber and Chandel, 2014), sintese e regulac&o proteica (Dasuri et
al., 2013), nos processos inflamatérios {El Assar et al.,, 2013) e em eventos
mitogénicos (Valko et al., 2007). Contudo, em altas concentragdes, as espécies
reativas apresentam um papel téxico para as células. Neste contexto, séo
amplamente discutidas na literatura as alteragbes nocivas provocadas por
espécies reativas em lipidios, proteinas e também no DNA e que podem levar a
perda da fung¢do celular. Além disso, enzimas, proteinas transportadoras e
receptores podem ter sua estrutura alterada quando oxidadas por espécies
reativas com consequente prejuizo das suas fungdes (Halliwell, 2012; Valko et
al., 2007).

Fisiologicamente as espécies reativas sao mantidas em equilibrio devido,
em grande parte, & capacidade de neutralizagido do sistema de defesa
antioxidante enzimatico e ndo enzimatico. Dentre as defesas antioxidantes
enzimaticas estdo a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a
glutationa peroxidase (GPx). Dentre os antioxidantes néo enzimaticos podemos
citar acido ascérbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), glutationa,
carotendides, flavondides, entre outros (Halliwell, 2011). A SOD é uma
metaloenzima responsavel pela dismutagio do &nion superdxido gerando
peroxido de hidrogénio e oxigénio. Nesta perspectiva, o peroxido de hidrogénio,
formado pela agdo da SOD, é removido pela agdo das enzimas CAT e GPX,
resultando em H;O e Oz (Abreu and Cabelli, 2010). A CAT & mais comumente

encontrada nos peroxissomos da maioria dos tecidos em humanos, mas
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também é encontrada na mitocdndria. A catalase mitocondrial tem um papel
preventivo principalmente contra as alteragbes lipidicas da membrana,
inativagdo de componentes da cadeia respiratéria, mutacbes e rupturas do
DNA mitocondrial e abertura de poros de transicdo de permeabilidade pelo
perdxido de hidrogénio (Zamocky et al., 2008). A GPx, localizada nas
membranas celulares, converte © peroxido de hidrogénio através do
acoplamento de sua reducéo a agua com concomitante oxidag¢éo da glutationa
ao dissulfeto de glutationa (Margis et al., 2008).

O processo denominado como estresse oxidativo & caracterizado pelo
desequilibrio entre a producgao de espécies reativas e as defesas antioxidantes,
e pode estar associado a diversas patologias. O cérebro, por sua vez, é
particularmente suscetivel ao estresse oxidativo. Alguns fatores que tornam o
SNC altamente vulneravel as espécies reativas incluem: alto consumo de
oxigénio; presenca de neurotransmissores que sofrem auto-oxidagdo como
dopamina, serotonina e noradrenalina; alta concentragéo de ferro; lipidios de
membrana ricos em acidos graxos insaturados. Além disso, o cérebro
apresenta baixos niveis de defesas antioxidantes enzimaticas e néo-
enzimaticas (Halliwell, 2012). Evidéncias tém sugerido o envolvimento do
estresse oxidativo na patogénese de doencgas neurodegenerativas como
Huntington, Alzheimer e Parkinson (Blesa et al., 2015; Gil-Mohapel et al., 2014;

Wang et al., 2014) e erros inatos do metabolismo {Olsen et al., 2015).

1.7.Metabolismo energético

Comparada a sua elevada atividade metabdlica, o cérebro possui pouca

reserva energética, necessitando de um suprimento continuo energético,
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principalmente glicose. A glicolise em conjunto com o ciclo do acido citrico e a
fosforilagdo oxidativa séo as rotas essenciais para a produgdo de energia
cerebral (Vaishnavi et al., 2010).

A glictlise & composta por uma série de reactes que ocorrem no citosol,
tendo como produto final o piruvato. O ciclo do acido citrico ocorre na matriz
mitocondrial e consiste em uma sequéncia de reagdes em que, cada volta do
ciclo, sdo formadas trés moléculas de NADH, uma de FADH,, duas de CO; e
uma de guanosina trifosfato (GTP). O NADH e FADH; produzidos no ciclo sdo
carreadores de elétrons e séo utilizados na cadeia transportadora de elétrons
para a produc¢éo de ATP na fosforilacdo oxidativa (Vuoristo et al., 2016).

A cadeia transportadora de elétrons é composta por quatro complexos
enzimaticos e dois transportadores méveis de elétrons (coenzima Q e
citocromo ¢) os quais realizam a transferéncia dos elétrons desde as
coenzimas reduzidas até o aceptor final, o oxigénio. Os elétrons provenientes
do NADH sdo entregues ac complexo | (NADH desidrogenase ou NADH:
ubiquinona oxirredutase) que transfere esses elétrons para a ubiquinona,
formando ubiquinol. O complexo Il (ou succinato:ubiquinona oxirredutase, Cll) &
formado pela enzima succinato desidrogenase (SDH) e trés subunidades
hidrofobicas. Esse complexo reduz a ubiquinona a ubiquinol com elétrons do
FADH,, proveniente da oxidagdo do succinato a fumarato no ciclo do &cido
citrico. O complexc lll (ubiquinona-citocromo ¢ oxirredutase) transfere elétrons
do ubiquinol para o citocromo c¢. O complexo IV, também denominado
citocromo ¢ oxidase (COX), catalisa a transferéncia dos elétrons do citocromo ¢
reduzido para o O, reduzindo-o a HO. O fluxo de elétrons através dos

complexos da cadeia respiratdéria € acompanhado pelo bombeamento de
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prétons da matriz mitocondral para o espago intermembranas, pelos
complexos |, Il & IV {Figura 4). Com isso, cria-se um gradiente sletroquimico
transmembrana que & utilizado como forga prdton-motriz pele complexo V
{ATP sintase) para sintese de ATP partir de ADP a Pi, processo denominade
fosforlag#o oxidativa (Navarmo and Boverls, 2007).

Alteracties no funclonamentoc normal da cadela resplratéria mitocondrial
levam & diminulgfo da sintese de ATP. Nessa contexto, dados da Iteratura
sugerem que uma diminulgio do metabollsmo energétlco pode estar Impllcada
na figiopatologia de alguns dishirbios neurologicos, como deméncia, isquemia
cerebral e as doengas de Alzheimer e Parkingon (Beal, 2008; Gibgon et al,
2010; Kowaltowski et al., 2009; Schumr, 2002).
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Figura 3. Fesforilagio exddativa (Nelson and Cox, 2008).
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1.8.Na’,K*-ATPase

A Na" K'-ATPase & uma proteina integral de membrana que utiliza
energia da hidrélise da molécula de ATP para translocar, simultaneamente, 3
jons Na* para o compartimento extracelular em troca do transporte de 2 ions K*
para dentro da célula, gerando um gradiente eletroquimico através da
membrana. Diversas fungdes celulares estdo acopladas a manutengéo das
concentragdes intracelulares e extracelulares de Na* e K, tais como controle
do volume celular, excitabilidade neuronal, atividade de enzimas citosdlicas,
contragéo muscular, além de auxiliar no movimento de outros ions e compostos
através da membrana, como, por exemplo, neurotransmissores (Kaplan, 2002;
Ogawa et al., 2009). Essa enzima funcional &€ composta por duas subunidades
a e duas subunidades menores 3, sendo gque a subunidade a é responsavel
pela atividade catalitica da enzima e sofre fosforilagdo e mudanga
conformacional acoplada & hidrélise de ATP e ao transporte dos ions Na* e K.
Essa subunidade também contém o sitioc de ligagdo da ouabaina (glicosideo
cardiaco e inibidor especifico da enzima). A subunidade B € uma proteina
glicosilada de adesao intercelular necessaria para direcionar a subunidade a
para a membrana plasmatica. Outra subunidade ainda menor (y) tem sido

implicada na regulagéo da atividade dessa enzima (Geering, 2008) (Figura 3).
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Figura 4. Estrutura da Na*,K"-ATPase (Modificado de Suhail, 2010).

Foram identificados em mamiferos genes que codificam quatro isoformas
da subunidade catalitica a (a4, 0z, 03 € 04), sendo que as isoformas a4, 02 € O3
encontram-se em diferentes tipos celulares do SNC. A isoforma a4 caracteriza-
se por ser ubiquamente expressa enquanto a a; € expressa em pequenos
subconjuntos de neurdnios, porém em muitos astrdcitos. A isoforma oz é
exclusivamente expressa em neurdnios de varias estruturas cerebrais (Battger
et al., 2011). Em mamiferos existem trés isoformas da subunidade B (B, Bz €
Bs), sendo que a isoforma B é expressa em neurbnios enquanto a Bz é
encontrada em astrécitos (Benarroch, 2011; Geering, 2008).

A atividade da enzima Na' K'-ATPase é regulada por diversos fatores
como disponibilidade de substrato, componentes da membrana celular,
horménios e fosforilagdo (Hatou, 2011; Poulsen et al., 2010). Além disso, essa
enzima é sensivel ao ataque de radicais livres (Liu et al., 2012), podendo ser

inibida por metabdlitos formados durante a peroxidacdo lipidica e por

alteragcdes na membrana plasmatica (Banerjee et al., 2012).
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A inibicdo da atividade da Na’,K'-ATPase esta relacionada a diversas
patologias do SNC tais como depressdo {Goldstein et al., 2006), epilepsia
(Marquezan et al., 2013), doenga de Parkinson e doenca de Alzheimer (Arnaiz
and Ordieres, 2014; Vitvitsky et al., 2012). Estudos mostram também que a
atividade da Na"K'-ATPase também est4 alterada em EIM (Bavaresco et al.,
2007a; Ferreira et al., 2011; Kolling et al., 2016; Wyse et al., 2002). No entanto,
mais estudos s&o necessarios para compreender os efeitos da hipoxantina
sobre a fungdo da Na',K'-ATPase, especialmente durante o desenvolvimento

cerebral.
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2. OBJETIVOS

2.10bjetivo geral

A fim de investigar e compreender as alteragdes cerebrais promovidas pela
hipoxantina, o objetivo geral do presente trabalho foi avaliar o efeito dessa
purina sobre o perfil neuroinflamatério e estado redox em estriado de ratos
submetidos ao modelo de injegdo intraestriatal de hipoxantina. Além disso,
investigamos os possiveis efeitos da administragdo de hipoxantina sobre a
bioenergética cerebral, bem como possiveis mecanismos de morte celular em

diferentes idades de ratos.

2.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos encontram-se subdivididos, os quais seréo

apresentados na forma de artigos cientificos, como segue:
Capitulo |

e Avaliar o efeito da hipoxantina scbre o perfil inflamatério, determinando o
imunoconteiddo de NF-kB, niveis de citocinas (interleucina 6 (IL-6) e fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a)), bem como o imunoconteido de éxido nitrico
sintase induzivel (iNOS) e niveis de nitritos em estriado de ratos infantis e
adultos jovens submetidos ao modelo de administragfio intraestriatal de
hipoxantina;

¢ Analisar uma possivel neuroinflamacéo, avaliando a ativagéo microglial e
astrécitaria através do imunocontetdo de Iba1 (molécula adaptadora de ligagcéo

de célcio ionizado 1) e GFAP (proteina glial fibrilar acida), respectivamente, em
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estriado de ratos infantis e adultos jovens submetidos a administragédo
intraestriatal de hipoxantina;

s Avaliar alguns parametros de estresse oxidativo, a saber: os niveis de
espécies reativas, a atividade de enzimas antioxidantes (SOD, CAT e GPXx),
bem como dano ao DNA em estriado de ratos infantis e adultos jovens
submetidos ao modelo de administragdo intraestriatal de hipoxantina;

Capitulo 1l

eInvestigar o efeito da hipoxantina sobre a bioenergética, avaliando a
atividade da piruvato quinase, enzimas da fosforilagdo oxidativa, niveis de ATP,
bem como a regulagdo de creatina quinase (CK) citosélica e mitocondrial em
estriado de ratos de 60 dias submetidos ao modelo de administragdo
intraestriatal de hipoxantina;

s Analisar a funcionalidade da mitocdndria pelo método de MitoTracker,
determinando a massa e o potencial mitocondrial, além de investigar morte
celular por Anexina-Pl em estriado de ratos de 60 dias submetidos ao modelo
de administracdo intraestriatal de hipoxantina;

Capitulo lll

eDeterminar a atividade da Na',K'-ATPase e o imunoconteido das
subunidades cataliticas (a4, a2 € as) em estriado de ratos de 21 dias tratados
com hipoxantina;

s Investigar o efeito da hipoxantina sobre a bioenergética, avaliando a
atividade da piruvato quinase, enzimas da fosforilagdo oxidativa, niveis de ATP
e regulacdo de creatina quinase citosolica e mitocondrial em estriado de ratos

de 21 dias submetidos ao modelo.
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3. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS E

RESULTADOS

Os procedimentos experimentais e resultados serdo apresentados na
forma de artigos cientificos. Todas as informagGes referentes ao desenho

experimental estéo contidas nos capitulos I, Il e lll.
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3.1 Capitulo |

Hypoxanthine Intrastriatal Administration Alters Neuroinflammatory

Profile and Redox Status in Striatum of Infant and Young Adult Rats

Helena Biasibetti, Paula Pierozan, André Felipe Rodrigues,

Vanusa Manfredini, Angela T. S. Wyse

Periédico: Molecular Neurobiology
Status: Publicado em margo de 2016

DOI: 10.1007/s12035-016-9866-6
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3.2 Capitulo/ I

Hypoxanthine Induces Neuroenergetic Impairment and Cell Death in

Striatum of Young Adult Wistar Rats

Helena Biasibetti Brendler, Felipe Schmitz, Paula Pierozan, Bruna S. Zanotto,

Rodrigo B. de Andrade, Clovis M.D. Wannmacher, Angela T.S Wyse

Status: a ser submetido
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3.3 Capituloe I

Intrastriatal Hypoxanthine Administration Alters Energy Metabolism,
Creatine Kinase and Na*,K*-ATPase in Striatum of Infant Rats

Helena Biasibetti Brendler, Felipe Schmitz, Paula Pierozan, Fernanda S.
Ferreira, Ana Paula Tagliari, Caroline Acauan Prezzi, Rodrigo Binkowski de
Andrade, Clovis M.D. Wannmacher, Angela T.S Wyse

Status: a ser submetido
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4. DISCUSSAO

A hipoxantina, principal metabdlitc de purina envolvido na via de
salvagéo de purinas no cérebro, encontra-se aumentada no plasma de
pacientes com doenga de Lesch-Nyhan cinco vezes mais do que em individuos
normais. Essa desordem e suas variantes menos severas sdo causadas por
mutagdes no gene HPRT1, que codifica a enzima de reciclagem de purinas
HPRT (Jinnah et al., 2013, 2004). Os pacientes com essa doenga apresentam
varios sinais e sintomas, incluindo retardo mental, comportamento de
automutilagdo além de disfungdo do sistema dopaminérgico nos ganglios da
base (Géttle et al., 2014; Jinnah, 2009). Considerando que o acumulo de
hipoxantina esta relacionado com a fisiopatologia do dano cerebral encontrado
nos pacientes com a doengca de Lesch-Nyhan, no presente estudo
investigamos o efeito da injegdo intraestriatal de hipoxantina sobre o perfil
inflamatério, parametros energéticos e atividade da Na* K*-ATPase, analisando
um possivel envolvimento oxidativo para melhor compreender os mecanismos
envolvidos na neurotoxicidade dessa purina.

No capitulo | dessa dissertagdo analisamos primeiramente o efeito da
hipoxantina sobre o perfil neuroinflamatério. Durante muito tempo, o SNC foi
considerado imunologicamente privilegiado. Acreditava-se que ndo havia
relagdo entre o SNC e processos inflamatérios. Atualmente, sabe-se que o
SNC tem um papel na inflamagéo e na resposta a lesdes, infecgdes ou
doencas. Células do SNC, principalmente a microglia, geram mediadores
inflamatérios (citocinas, quimiocinas, oxido nitrico, prostaglandinas, fatores de
crescimento e as espécies reativas de oxigénio) modulando entre pré- e anti-
inflamatérios (Heneka et al., 2015). Estes mediadores agregam as moléculas
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de adesdo, aumentam a permeabilidade da barreira hemato-encefalica,
facilitando a invasédo de células de resposta imune e induzindo a liberagao de
moléculas potencialmente tdxicas que podem comprometer as células
cerebrais (Lucas et al., 2006). Estudos sugerem uma relacdo entre
neuroinflamacéo, estresse oxidativo, e erros inatos do metabolismo (Donida et
al., 2017; Olsen et al., 2015; Ribeiro et al., 2013; Schweinberger and Wyse,
2016). Visto isso, 0 objetive do primeiro capitulo foi avaliar o imunoconte(do da
subunidade p65 de NF-kB, os niveis de citocinas pré-inflamatérias, os niveis de
nitritos, o imunocontetdo de iINOS, bem como avaliar o imunocontetdo de Iba1
e GFAP em estriado de ratos de 21 e 60 dias de vida submetidos a
administragdo intraestriatal de hipoxantina. Alguns parametros oxidativos, como
geragao de espécies reativas, atividades de enzimas antioxidantes e analise de
dano ao DNA também foram avaliados.

Sabe-se que ¢ NF-kB é ativado em consequéncia de sinalizagdo
inflamatéria. O NF-kB situa-se no citoplasma ligado a proteinas inibidoras {IkB),
dessa forma permanecendo inativado. A ativacéo induz a translocac&o nuclear
de NF-kB, seguida pela ativagdo transcricional de genes alvo especificos
(Hoesel and Schmid, 2013). Esse fator de transcrigdo tem sido associado a
varios mediadores inflamatérios tais como IL-6 (Son et al., 2008), TNF-a (Zhao
et al., 2015) e INOS (Arias-Salvatierra et al., 2011). Em nosso estudo, a
administragao de hipoxantina aumentou o imunocontetdo nuclear de NF-kB em
estriado de ratos de 21 e 60 dias de vida.

As citocinas séo moléculas envolvidas na transmisséo de sinais entre as
células durante o inicio de respostas imunes (Zhang and An, 2007). Nossos

resultados mostram que a administrag&o intraestriatal de hipoxantina provocou
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um aumento nos niveis de citocinas pré-inflamatérias, incluindo IL-6 e TNF-q,
em estriado de ratos de 21 dias de idade. Nos animais de 60 dias de vida ha
um aumento apenas de IL-6. Em acordo com nossos resultados, Gudbjérnsson
e colaboradores demonstraram que a hipoxantina esta relacionada a
inflamacgédo presente na artrite reumatoide, em que ha maior metabolismo e
difusdo de purinas (Gudbjérnsson et al., 1991). Embora o mecanismo pelo qual
a hipoxantina atua sobre a resposta inflamatéria ndo esta totalmente elucidado,
nossos achados sugerem que o aumento nos niveis de citocinas pode estar
estreitamente relacionado com a ativagéo do NF-kB.

O O6xido nitrico (NO) é outro mediador importante para a resposta
inflamatéria. Os produtos da oxidagdo, nitritos e nitratos, sdo os principais
metabdlitos utilizados como indicadores da produgdo de NO (Lo Faro et al.,
2014). O NO é produzido por conversdo do aminoacido L-arginina em L-
citrulina através da acgéo da enzima éxido nitrico sintase (NOS). A éxido nitrico
sintase induzivel (iNOS) é uma isoforma que € expressa através de citocinas,
endotoxinas e outras vias inflamatérias (Habib and Ali, 2011). Para entender a
influéncia da hipoxantina sobre a inflamagéo, também avaliamos os niveis de
nitritos em ratos submetidos a administragéo de hipoxantina. Observamos que
a hipoxantina diminui os niveis de nitritos no estriado de ratos de 21 dias de
idade. Estudos mostram uma relagéo entre a formacéo de NO e a sintese de
espécies reativas, como o anion superoxido e perdxido de hidrogénio. O anion
superoxido também pode reagir com NO gerando peroxinitrito, uma substéncia
citotéxica, sugerindo uma diminui¢do da biodisponibilidade de NO {Brown and

Neher, 2010; El Assar et al., 2013).
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Uma vez que a enzima iNOS ¢é responsavel por catalisar a formacédo de
NO através de estimulos inflamatérios e a mesma estd intimamente
relacionada com a ativagido de NF-kB, também analisamos seu
imunocontetdo. Os resultados revelam um aumento no imunoconteido de
INOS em estriado de ratos de 21 e 60 dias de vida submetidos & administragéo
de hipoxantina. Estudos mostram que o aumento na expressdo proteica de
iINOS é um indicativo de neuroinflamac&o e neurodegeneragéo, e que parece
estar relacionado também com a ativag&o microglial (Brown and Neher, 2010;
Ribeiro et al., 2013).

Além disso, analisamos a ativagdo microglial e astrocitaria através da
medida do imunoconteldo de Ibal e GFAP, respectivamente. Sabe-se que a
ativagdo microglial excessiva corrobora a doengas do SNC pela liberagdo de
fatores citotoxicos que conduzem aos danos celulares (Magni et al., 2012; Xu
et al., 2016). Nossos resultados mostram que a administragdo de hipoxantina
aumentou o imunoconteido de |Ibal somente em ratos de 21 dias de idade.
N&o houve alteracéo de Iba1l em estriado de ratos de 60 dias de idade, isso
pode ser explicado pela estreita relagéo entre TNF-a e a ativagdo microglial
(Takeuchi et al., 2006).

Juntamente com a microglia, o astrécito contribui para a regulagdo da
neuroinflamacgdo, sendo também responsavel pelo papel imune do SNC
(Guizzetti et al., 2014). Perda de fungdes fisiolégicas sdo consequéncias da
ativagdo astrocitaria, uma caracteristica de diversos processos patologicos
(Sofroniew, 2009). O aumento de proteinas de filamentos intermediarios,
particularmente a GFAP, caracteriza a ativagdo astrocitaria, também conhecida

como astrogliose (Pekny et al., 2014). No presente estudo, vimos que a
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hipoxantina foi capaz de aumentar a imunorreatividade de GFAP em estriado
de ratos de 21 dias, sugerindo uma astrogliose. Nenhuma alteragdo foi
observada em ratos adultos jovens, talvez por diferenga na fase de
desenvolvimento neurolégico, o que significa que os ratos de 21 dias de vida
s&0 mais suscetiveis a sofrer pela administracdo de hipoxantina e seus efeitos
neuroinflamatérios.

Visto que um dos possiveis mecanismos de ativacéo de NF-kB & através
de estresse oxidativo (Morgan and Liu, 2011) e que a hipoxantina pode ter um
efeito oxidativo (Bavaresco et al., 2008), decidimos analisar alguns parédmetros
oxidativos em ambas as idades de ratos. Nossos resultados mostraram um
aumento na produgao de espécies reativas observada pela oxidacdo de H.DCF
e desregulagdo de enzimas antioxidante em estriado de ratos de 21 dias de
idade, ja visto no modelo de 60 dias (Bavaresco et al., 2008). Sabendo que
espécies reativas de oxigénio podem atacar diretamente biomoléculas como o
DNA (Kryston et al., 2011); em nosso estudo, observamos dano ao DNA, o que
pode relacionar fortemente a hipoxantina com a geragéo de estresse oxidativo.
Esse mecanismo poderia explicar, em parte, a alteragéo do perfil inflamatério
causado pela hipoxantina.

No capitulo I, a fim de analisar o possivel envolvimento neurenergético
em alteragdes causadas pela hipoxantina, avaliamos algumas enzimas do
metabolismo energético em estriado de ratos de 60 dias. Inicialmente,
investigamos o efeito da administracdo de hipoxantina sobre a atividade de
piruvato quinase (PK). PK é uma enzima glicolitica que catalisa a converséo
irreversivel de fosfoenolpiruvato em piruvato, sintetizando uma molécula de

ATP (Liu and Vander Heiden, 2015). Vimos que a administra¢éo de hipoxantina
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ndo alterou a atividade de PK em estriado de ratos de 60 dias. Ampliando
nossa investigacdo para o ciclo de acido tricarboxilico (TCA), avaliamos a
atividade da enzima succinato desidrogenase (SDH), uma enzima localizada na
membrana mitocondrial interna, onde transfere elétrons diretamente para a
cadeia transportadora de elétrons. Observamos um aumento significativo na
atividade de SDH em estriado de ratos de 60 dias submetidos a4 administragao
de hipoxantina. Essa condi¢gdo também foi observada em outros distirbios
como hiperprolinemia, sarcosinemia, doenga de Huntington e doenga de
Alzheimer (Bubber et al., 2005; de Andrade et al., 2016; Ferreira et al., 2010;
Naseri et al., 2016).

Em seguida investigamos o efeito da administracdo de hipoxantina sobre
a atividade do complexo Il mitocondrial da cadeia transportadora de elétrons,
que & um componente essencial da fosforilagdo oxidativa e & acoplado a
sintese de ATP de ADP e Pi (Hoekstra and Bayley, 2013). Observamos que a
administracdo intraestriatal de hipoxantina aumentou a atividade do complexo
Il. A regulacéo da atividade do complexo Il ndo esta totalmente compreendida,
apesar do envolvimento desta enzima a diversas condigbes, emergindo
recentemente como ponto de investigacdo importante na sinalizagéo celular,
biologia do cancer, imunologia, doengas cardiovasculares e neurodegeneragio
(Hoekstra and Bayley, 2013; Stepanova et al., 2016). Uma possivel explicacéo
para ¢ aumento da atividade de SDH e complexo Il poderia ser por vias
anapleroticas, uma vez que a enzima PK ndo esta alterada.

Considerando que a cadeia respiratéria mitocondrial e a fosforilagéo
oxidativa sdo cruciais para o metabolismo e fungdo energética cerebral,

analisamos ainda a atividade e o imunoconteido da enzima citocromo ¢
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oxidase, uma enzima limitante da cadeia respiratéria mitocondrial. A
administracdo de hipoxantina diminuiu significativamente ambos parametros
avaliados. Nossos achados sdo semelhantes aos encontrados em estudos pré-
clinicos e clinicos que mostram um aumento na atividade da SDH, e diminuigdo
da atividade da citocromo ¢ oxidase em cértex cerebral de ratos expostos a
hipéxia cronica (Caceda et al., 2001) e no cérebro de pacientes com doenca de
Alzheimer (Bubber et al., 2005). Ademais, 0 aumento das atividades de SDH e
complexo Il e a inibigdo da atividade da citocromo c oxidase podem,
potencialmente, levar a redugdo incompleta do oxigénio e consequentemente
aumentar a formacgéaoc de radicais livres, além de reduzir a sintese de ATP (Li et
al., 2006; Stowe and Camara, 2009). Visto isso, no presente estudo, avaliamos
os niveis de ATP e pudemos observar que a administrag@o de hipoxantina foi
capaz de diminuir os niveis de ATP intracelular.

A regulacdo da relagdo espacial intracelular entre ATP produzido e ATP
consumido &€ um processo fundamental para a fungdo celular. A enzima
creatina quinase (CK) faz parte de um importante sistema de fosfotransferéncia
em células com alta demanda energética. A CK é responsavel pela
relocalizagéo do grupo ATP fosforil de onde é produzido {principalmente nas
mitocdndrias) até onde é consumido (principalmente no citosol) (Wallimann et
al., 2011). No nosso trabalho, a administragdo de hipoxantina diminuiu as
atividades das isoformas citosélica e mitocondrial da CK. Nosso achados sdo
um indicativo da agdo oxidativa da hipoxantina, possivelmente agindo através
da diminuigdo grupos tibis presentes nas enzimas, necessarios para o

funcionamento normal das mesmas.
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A disfunc¢do mitocondrial pode afetar o metabolismo através do aumento
da formagéo de radicais livres, dessa maneira contribuindo para o estresse
oxidativo e indugdo de apoptose (Olsen et al., 2015). Estudos sugerem que
anormalidades mitocondriais estédo envolvidas ndo s6 com o envelhecimento,
doengas neurodegenerativas e céncer (Jain et al., 2016; Reddy and Reddy,
2011), mas também com erros inatos do metabolismo (Ferreira et al., 2010;
Kolling et al., 2012; Seminotti et al., 2016). Para melhor compreender o efeito
da hipoxantina sobre a fungdo mitocondrial analisamos massa mitocondrial e
potencial de membrana mitocondrial (Ay), vistos pela marcagdo com
MitoTracker Green e MitoTracker Red respectivamente. A administracdo de
hipoxantina diminuiu a porcentagem de células marcadas com MitoTracker
Green (MTG) e aumentou a marcagdo com MitoTracker Red (MTR) quando
comparada com os grupos controles. O potencial da membrana mitocondrial é
considerado um indicador da fungdo mitocondrial (Distelmaier et al., 2008), e o
aumento visto pela administragdo de hipoxantina esta de acordo com o
aumento das atividades de SDH e complexo Il visto no mesmo modelo.
Contudo modificagbes nesses parametros indicam uma disfungdo mitocondrial
(lijima et al., 2006).

Considerande que disfungbes mitocondriais podem iniciar vias de
sinalizagédo de apoptose intrinseca/extrinseca e necrose (Gottlieb and Carreira,
2010), analisamos o efeito da hipoxantina sobre células estriatais através da
marcagdoc com anexina V e iodeto de propideo (Pl). A administragdo de
hipoxantina diminuiu o namero de células vivas, consequentemente
aumentando os eventos apoptoticos no estriado. O nomero de células

necroticas néo foi alterado em estriado de ratos de 60 dias de idade. A possivel
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alteracdo no estado redox celular, causada pela hipoxantina, pode colaborar
para a apoptose, uma vez que as espécies reativas produzidas pelas
mitocondrias estdo envolvidas no dano celular (Delmas et al., 2011),

No capitulo Ill, analisamos alteracbes energéticas, bem como a atividade
da enzima Na',K'-ATPase em estriado de ratos de 21 dias submetidos &
administragdo intraestriatal de hipoxantina. Em condicdes normais, a
necessidade energética cerebral é atingida quase que exclusivamente pela
metabolizagdo da glicose. O piruvato, sintetizado pela piruvato quinase, é o
produto final da glicélise, que é convertido em acetil CoA entrando no ciclo do
TCA quando ha oxigénio suficiente disponivel (Liu and Vander Heiden, 2015).
A administracdo de hipoxantina diminuiu a atividade da piruvato quinase em
estriado de ratos de 21 dias de vida. A deficiéncia na utilizagdo de glicose no
SNC tem sido proposta como uma possivel base patofisiolégica de desordens
cerebrais (Mergenthaler et al., 2013).

Quanto ao ciclo de TCA, medimos a atividade da succinato
desidrogenase. Os resultados mostram um aumento significativo na atividade
da succinato desidrogenase em estriado de ratos de 21 dias sujeitos a
administragdo de hipoxantina. Essa condigdo pode ocorrer como resposta
compensatoria, através de reagdes anaplerdticas (Owen et al.,, 2002). O
aumento da atividade da succinato desidrogenase esta também presente em
outras patologias, como a doenga de Huntington, a doenga de Alzheimer, e
também em erros inatos do metabolismo como hiperprolinemia e sarcosinemia
(de Andrade et al., 2016; Ferreira et al., 2010; Naseri et al., 2016).

Observamos também que a administrag@o de hipoxantina provocou um

aumento na atividade do complexo Il em estriado de ratos de 21 dias de vida.
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Essa enzima mitocondrial da cadeia respiratéria esta diretamente envolvida no
ciclo TCA. O complexo Il fornece elétrons para o complexo Il catalisando a
oxidagdo do succinato a fumarato (Hoekstra and Bayley, 2013). Em seguida
analisamos a atividade e imunoconteudo da enzima citocromo ¢ oxidase, uma
vez que a rede enzimatica de transferéncia de elétrons é vital para o
metabolismo e fungéo da energia cerebral (Srinivasan and Avadhani, 2012). Os
resultados mostram que a administragdo de hipoxantina ndo alterou
significativamente a atividade e o imunoconteido da enzima citocromo ¢
oxidase. Contudo, o0 aumento das atividades da succinato desidrogenase e do
complexo Il e a inalteragédo da atividade da citocromo ¢ oxidase podem levar a
uma reducdo incompleta de oxigénio aumentando, dessa forma, a geragéo de
radicais livres como discutido anteriormente (Stowe and Camara, 2009).
Embora os radicais livres possam ter origem em varias fontes nas células, mais
de 90% das espécies reativas de oxigénio s&o produzidas dentro da
mitocondria. Essas espécies podem ser originadas pela redugao incompleta de
oxigénio ou por vazamentc de elétrons da cadeia transportadora de elétrons
(Halliwell, 2012; Olsen et al., 2015). Além disso, estudos prévios de nosso
grupo ja associaram a administragéio de hipoxantina a produgéo de espécies
reativas e estresse oxidativo (Bavaresco et al., 2008; Biasibetti et al., 2016).
Uma vez que 0s hiveis de ATP s&o essenciais para a atividade neuronal
fisiologica, avaliamos o produto energético final da fosforilagao oxidativa (Owen
and Sunram-Lea, 2011), determinando os niveis intracelulares de ATP. A
administragdo de hipoxantina ndo alterou os niveis de ATP em estriado de
ratos de 21 dias, quando comparados com o grupo controle. Avaliando o efeito

da administracdo de hipoxantina sobre a atividade da enzima creatina quinase,
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observamos uma diminuicio na atividade de ambas isoformas, citosélica e
mitocondrial em estriado de ratos de 21 dias de idade.

A fim de analisar o impacto da alteragdo de algumas enzimas do
metabolismo energético causado pela agdo da hipoxantina, investigamos
também a atividade da Na',K'-ATPase. Essa enzima & crucial para a
excitabilidade neuronal, uma vez que é responsavel pela geragdo do potencial
de membrana, consumindo nesse processo aproximadamente 50% do ATP
gerado no SNC (Kaplan, 2002; Mobasheri et al., 2000). No presente trabalho
observamos que a administracdo de hipoxantina reduziu a atividade dessa
enzima. Os resultados confirmam o mesmo efeito de estudos anteriores que
mostram que a inje¢do intraestriatal de hipoxantina reduz a atividade Na',K'-
ATPase em estriade de ratos de 60 dias de vida (Bavaresco et al., 2007b).
Na*,K'-ATPase é uma enzima de membrana altamente suscetivel ao insulto
por espécies reativas e a diminuicdo de sua atividade tem sido associada a
excitotoxicidade e dano neuronal (Arnaiz and Ordieres, 2014; Srikanthan et al.,
2016). Avaliamos também o imunccontetado das subunidades cataliticas a1, a2
e a3 da Na* K'-ATPase para melhor compreender os mecanismos envolvidos
na diminuigdo da atividade enzimatica em estriado de ratos de 21 dias de
idade. Contudo, a administracdo de hipoxantina ndo alterou o imunocontetdo
das subunidades a1, a2 e a3 de Na',K'-ATPase quando comparado ao grupo
controle.

Visto que a Na’ K'-ATPase & uma enzima transmembrana e vulneravel
ao estresse oxidativo, também avaliamos a peroxidagao lipidica pela técnica de
TBARS e o dano proteico pelo teor de tidis para melhor elucidar o efeito da

hipoxantina sobre a diminuicéo da atividade de Na* K'-ATPase. Devido ao alto
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conteudo lipidico e maior taxa de utilizacdo de oxigénio o cérebro possui
grande susceptibilidade a peroxidagao lipidica e formagao de radicais livres. A
peroxidacao lipidica pode causar alteracbes significativas na permeabilidade,
fluidez e integridade das biomembranas, resultando em alteragdo na
sinalizagéo celular (Halliwell, 2011). Além disso, esse processo parece estar
relacionadc a varios disturbios neuropsiquiatricos, por exemplo, transtorno
bipolar e esquizofrenia (Romano et al., 2017). No entanto, observamos que a
administragdo intraestriatal de hipoxantina nac teve alteragdo sobre a
peroxidagdo lipidica, 0 que pode sugerir que modificagdes na membrana
lipidica n&o estdo envolvidas na inibicdo da atividade Na* K'-ATPase pela
hipoxantina.

Considerandc que algumas enzimas envolvidas no metabolismo
energético apresentam grupos tidis em suas estruturas e que a perda desses
grupos é um dos principais alvos do dano oxidativo (Rahal et al., 2014),
também analisamos o conteudo de grupos tidis em estrado de ratos de 21 dias
de vida. Neste estudo, a injecdo intraestriatal de hipoxantina diminuiu o
conteudo de grupamentos tidis de proteinas. Portanto, o estresse oxidativo
provocado pela hipoxantina pode induzir diminuicdo desses grupos,
possivelmente pela formacdo de pontes dissulfeto, modificando a estrutura
secundaria da Na*,K'-ATPase, responsével pela inibigdo enzimatica.

Em resumo, os presentes resultados esclarecem alguns mecanismos de
neurotoxicidade induzida pela hipoxantina em estriado de ratos de 21 e 60 dias
de idade. A administrag@o intraestriatal de hipoxantina aumentou os niveis de
citocinas pré-inflamatérias, o imunoconteudo de NF-kB nuclear e iNOS,

diminuiu os niveis de nitrito, bem como ativou microglia e astrécitos. Além
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disso, a administracdo intraestriatal de hipoxantina causou comprometimento
neuroenergético resultando em deplegdo de ATP, disfungdo mitocondrial e
apoptose em estriado de ratos de 60 dias. Em ratos de 21 dias, a
administragdo intraestriatal de hipoxantina também provocou desequilibrio
neuroenergético além de reduzir a atividade de Na',K'-ATPase, via dano a
proteinas por influéncia do estresse oxidativo causado pela hipoxantina. Estes
estudos sugerem alguns mecanismos de toxicidade da hipoxantina sobre
parametros inflamatérios, neuroenergéticos e oxidativos, sugerindo que esses
processos podem estar envolvidos, pelo menos em parte, com distlrbios

encontrados em pacientes com a doeng¢a de Lesch-Nyhan.
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5. CONCLUSOES

A administrag@o intraestriatal de hipoxantina em ratos:

» Modificou o perfil inflamatério, visto pela alteragéo no imunoconteiido de
NF-kB, niveis de citocinas (IL-6 @ TNF-a), bem como o imunocontetdo de iNOS
e niveis de nitritos;

¢ Provocou ativag@o microglial e astrocitaria através do imunoconteado de
Iba1 e GFAP, respectivamente;

e Alterou pardmetros de estresse oxidativo, como: niveis de espécies
reativas e atividade de enzimas antioxidantes (SOD, CAT e GPx) causando
dano ao DNA;

» Modificou a bioenergética estriatal visto pela alteracdo na atividade de
enzimas da fosforilagdo oxidativa, niveis de ATP, bem como a regulagdo de
creatina quinase citosélica e mitocondrial em estriado de ratos de 60 dias;

eAlterou a funcionalidade mitocondrial visto pela massa e o potencial
mitocondrial, além de causar morte celular em estriado de ratos de 60 dias;

» Modificou a bioenergética estriatal visto pela alteragdo na atividade da
piruvato quinase e enzimas da fosforilagdo oxidativa, bem como na regulagéo
de creatina quinase citosotlica e mitocondrial em estriado de ratos de 21 dias;

¢ Diminuiu a atividade da Na*,K-ATPase e o contetido de grupos tidis em

estriado de ratos de 21 dias;
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6. PERSPECTIVAS

A fim de melhor compreender os mecanismos pelos quais a hipoxantina
pode estar relacionada com alteragdes patologicas e melhor mimetizar com as
condi¢cbes apresentadas pela doenga, temos como perspectivas:

e Desenvolver um modelo de administragdo cronica de hipoxantina em
ratos Wistar;

sInvestigar os efeitos do modelo sobre parametros comportamentais
cognitivos e motores através das tarefas de campo aberto, reconhecimento de
objetos, teste da trave, teste da escada e teste do cilindro;

o Verificar o efeito da administragdo cronica intraestriatal de hipoxantina
sobre a histologia estriatal, analisande GFAP, NeuN e Tirosina hidroxilase, bem
como o imunocontetido dos mesmos;

eInvestigar parametros de viabilidade celular por citometria de fluxo
através de marcagdo com Anexina-Pl e cascatas de sinalizagdo de
sobrevivéncia e morte celular em estriado de ratos submetidos ao modelo;

s Avaliar o efeito da administragdo crdnica intraestriatal de hipoxantina
sobre a fungdo mitocondrial, como: massa mitocondrial e potencial de
membrana, MitoTracker Green e MitoTracker Red, respectivamente, bem como
a atividade dos complexos da cadeia respiratoria e os niveis de ATP

intracelular em estriado de ratos.
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