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1. INTRODUCAO

A doenca de Alzheimer (DA) é um disturbio neurodegenerativo relacionado a
perda progressiva de memoria e da capacidade cognitiva (JAHN et al., 2013;
WOODS et al., 2016). A DA é reconhecida como uma prioridade global de saude
publica e ainda que ndo existem terapias curativas para esta doenca (LANE et al.,
2018).

Os receptores adenosinérgicos Al e A2A (A1R e A2AR) estdo localizados
principalmente nas sinapses, participando do controle e da liberagdo de
neurotransmissores como 0 glutamato e a acetilcolina, e estdo envolvidos no
processamento da memoaria e outros disturbios cognitivos. As evidéncias sugerem
mudancas na densidade desses receptores nas regifes do cérebro afetadas pela
DA. Com o avanco da idade, h4 uma reducdo na expressao/densidade de A1R e
um aumento em A2AR em regibes como coértex e hipocampo (REBOLA et al.,
2003; CUNHA, 2005).

Os farmacos usados atualmente no tratamento da DA além de apresentarem
efeitos colaterais indesejaveis limitam-se apenas a estabilizacdo ou uma melhora
temporaria do paciente. Desta forma, é relevante a busca de novos agentes que
possam interagir de forma mais especifica com componentes fisiopatoldgicos
dessa doenca, contribuindo assim para o desenvolvimento de terapéuticas mais
eficazes (KUMAR et al., 2018).

A inosina, um nucleosideo formado pela desaminacdo da adenosina, tém
apresentado importantes propriedades terapéuticas em modelos de doencas
neurodegenerativas como Parkinson (CIPRIANI et al., 2014) e Esclerose Mdltipla
(VICENZI et al.,, 2013). Considerando que a acdo da inosina se da,
principalmente, através de sua ligagdo com receptores de adenosina Al, A2A e
A3 (JIN et al., 1988), este estudo teve como objetivo verificar o efeito deste
nucleosideo na memoria e na expressao dos receptores Al, A2A em hipocampo e
cortex cerebral de ratos em um modelo experimental de DA.

2. METODOLOGIA

2.1  Protocolo experimental: Ratos wistar machos (60 dias) foram divididos em
grupos: | - controle, Il - STZ, lll - STZ + INOSINA 50 mg/kg e IV - STZ + INOSINA
100 mg/kg. Os grupos I, 11l e IV foram submetidos ao modelo de DA por meio da
injecdo intracerebroventricular de STZ (3 mg/kg). Apés trés dias desse
procedimento, os animais dos grupos lll e IV do grupo receberam inosina, por via
intraperitoneal por 25 dias, enquanto os grupos | e Il receberam solucdo salina
(CEEA/UFPel:4808). Na ultima semana de tratamento, foram realizado os testes
comportamentais. Apos o término do periodo de tratamento, os animais foram
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submetidos a eutanasia onde o hipocampo e o cortex cerebral foram separados
para analise da expressao dos receptores adenosinérgicos.

2.2 Testes comportamentais: O teste do campo aberto foi realizado segundo
GUTIERRES et al., (2012). Os animais foram colocados individualmente em um
dos quatro cantos do aparato permanecendo no mesmo por 5 minutos,
registrando o numero de cruzamentos totais. No teste de reconhecimento de
objetos os animais foram colocados individualmente na caixa com dois objetos
idénticos (objetos A e B) por cinco minutos e explorar livremente (treinamento).
ApOs duas horas, os animais foram colocados novamente na caixa por cinco
minutos, mas um dos objetos anteriores (B) foi substituido por um novo objeto
(objeto C). O tempo gasto explorando o objeto familiar e novo foi registrado. Os
resultados foram calculados conforme o indice de reconhecimento = TC / (TA +
TC) (Da SILVA et al., 2007).

2.2 Andlise da expressdo dos receptores adenosinérgicos: A
imunorreatividade/expressdo do receptor adenosinérgico Al foi avaliada por
andlise de Western blot, conforme descrito anteriormente por REBOLA et al.,
2005.

2.4 Analise estatistica: Os dados foram analisados por analise de variancia
(ANOVA) seguidas de post hoc de Tukey e considerados significativos com
valores P<0,05. Os valores foram expressos com média + erro padrao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados encontrados no teste de campo aberto demostraram que
nem o STZ, nem o tratamento com a inosina alteraram a locomocao dos animais
P>0.05). Na tarefa de reconhecimento de objeto, que avalia a memoria de curto
prazo, a porcentagem de preferéncia exploratoria do novo objeto no grupo STZ foi
significativamente diminuida quando comparada com o grupo controle (P <0,01)
indicando prejuizo de memoaria. O tratamento com inosina 100 mg/kg aumentou o
percentual de preferéncia exploratéria do novo objeto quando comparado ao
grupo STZ, demonstrando que a inosina que a inosina foi capaz de restaurar 0s
déficits de memoria induzidos por este modelo experimental (Figura 1).
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Fig. 1. Efeito do tratamento com inosina (ip 50 mg/kg ou 100 mg/kg) no teste de campo aberto e
reconhecimento de objetos de animais submetidos ao modelo de deméncia esporadica do tipo
Alzheimer. ## significa diferenga do grupo controle P<0.01 e ** significa diferenca do grupo STZ
P<0.01.

Em relacdo a densidade de receptores adenosinérgicos (figura 2), o A2AR
apresenta niveis aumentados no grupo STZ quando comparado ao grupo
controle, no hipocampo (P <0,001) e cortex cerebral (P <0,001). No hipocampo, o
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tratamento com inosina em ambas as doses foi capaz de reverter essa alteracao
(P <0,001; P <0,01), enquanto no cortex cerebral apenas a dose de 50mg/kg foi
efetiva. Em contraste, observa-se que o STZ foi responsavel pelo aumento da
densidade de A1R (P<0,05), no hipocampo, e apenas o tratamento com inosina
na maior dose foi capaz de reverter essa alteracdo. Entretando, o STZ néo
causou alteracdes na densidade de A1R no cOrtex cerebral, embora o tratamento
com inosina na maior dose, se mostrou diferente do grupo STZ (P<0,001).

Segundo Pagnussat et al.,, (2015) a ativacdo de A2AR € necesséria e
suficiente para diminuir a memoria de curto prazo. Anteriormente, foi observado
gue o tratamento com inosina evitou a regulacao positiva de A2A no modelo de
encefalomielite autoimune (JUNQUEIRA et al., 2015) e no modelo de doenca de
Parkinson (EL-SHAMARKA et al., 2020). Nossos resultados demonstram que a
inosina reduziu a expressao de A2AR, corroborando com a literatura, podendo ser
um dos mecanismos responsaveis pela melhora da memdria observada no teste
de reconhecimento de objetos (memaria de curto prazo).

Conforme descrito na literatura as implicagbes dos receptores de
adenosina Al e A2A na neuroprotecao parecem diferentes, sendo desejavel que
uma molécula apresente efeito agonista sobre A1R e efeito antagonista sobre
A2AR (ALBASANZ et al., 2008). Embasados nos resultados apresentados,
sugerimos que a modulacdo dos receptores adenosinérgicos seja um dos
mecanismos responsaveis pelas acfes terapéuticas da inosina, conferindo a
neuroprotecao observada no comportamento dos animais no modelo de deméncia
esporadica do tipo Alzheimer, induzida por STZ.
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Fig. 2. Analise de Western blot de A1R, A2AR em hipocampo e cortex cerebral de ratos
submetidos ao modelo de deméncia esporadica tipo Alzheimer tratados com inosina (ip 50 mg/kg
ou 100 mg/kg). # (P<0,05) e ### (P <0,001), em comparacdo com o grupo controle. * (P<0,05), **
(P <0,01) e *** (P <0,001) em comparag&do com o grupo STZ (n = 4-6 por grupo).

4. CONCLUSOES

Estudos prévios do nosso grupo vem demonstrando efeitos promissores da
inosina em diversos parametros comportametais, bioquimicos e moleculares em
modelos experimentais de DA. Assim, esses achados juntamente com acao da
inosina em receptores adenosinérgicos sugerem que esta purina pode ser uma
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estratégia terapéutica inovadora e promissora no tratamento de patologias
neurodegenerativas, como a DA.
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