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RESUMO

De acordo com dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), atualmente o estresse
afeta mais de 90% da populacdo mundial, sendo considerado uma epidemia global. O
estresse tornou-se parte integrante da vida humana e os organismos sdo constantemente
submetidos a estimulos estressantes que alteram varios processos fisioldgicos, sendo um
fator de risco para diversas patologias, como cancer, doencas cardiovasculares,
metabdlicas, infecciosas, gastrointestinais e depressdo. O peixe-zebra (Danio rerio) tem
muitas semelhancas com mamiferos em termos de organizacdo geral e o funcionamento
dos respectivos sistemas reguladores do estresse. O eixo hipotalamo-pituitaria-interrenal
(HPI), um sistema analogo ao eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), foi descrito em
zebrafish e a ativagcdo desta via é essencial para a manutencdo das funcdes vitais como
resposta a eventos estressantes. Apesar do amplo conhecimento das respostas do estresse
em mamiferos, os dados sobre a relacdo entre o estresse cronico imprevisivel e seus
efeitos na sinalizacdo purinérgica sdo limitados. A sinalizac¢do purinérgica é mediada por
ATP e adenosina por meio da ativacdo dos receptores P2 e P1, respectivamente. O
catabolismo de ATP extracelular até adenosina é promovido pelas ectonucleotidases,
como as Ecto-nucleosideo trifosfato difosfoidrolases (E-NTPDases) e Ecto-5-
nucleotidases (E-5'NT). A adenosina produzida pode ser desaminada pela adenosina
desaminase (ADA), produzindo inosina. Assim, estas enzimas controlam os niveis de
nucleosideos e nucleotideos extracelulares, exercendo uma influéncia na sinalizacéo
purinérgica. Considerando que alguns modelos de estresse podem afetar os sistemas de
sinalizacdo, o objetivo deste estudo foi verificar se o estresse crénico imprevisivel altera
as atividades ectonucleotidasicas e adenosina desaminase em cérebro de zebrafish. Além
disso, analisamos o metabolismo do ATP, bem como a expressao de genes relacionados a
ADA, adal, ada2.1, ada2.2, adalL, adaasi e os efeitos de agonistas e antagonistas de
receptores de adenosina em zebrafish submetidos a um modelo de estresse crbnico
imprevisivel. Nossos resultados demonstraram que nao ha alteraces na hidrélise de ATP
(P = 0.1499), ADP (P = 0.3615) e AMP (P = 0.8987) em membranas cerebrais de
zebrafish submetidos ao estresse cronico imprevisivel. Em contraste, a atividade da ecto-
ADA diminuiu significativamente (26,8%:; 8.164 + 0,78 NH; min* mg™* de proteina; p <
0,05; n = 5) em membranas de cérebro de animais expostos ao estresse cronico
imprevisivel quando comparado ao grupo controle (11.15 + 2,16 NH; min™' mg™' de
proteina; p < 0,05; n = 5). No entanto, a atividade da ADA citosoélica ndo foi alterada. A
analise quantitativa por RT-gPCR ndo apresentou alteracdes significativas apds a
exposicao do estresse cronico imprevisivel na expressdo génica nos genes adal, ada2.1,
ada2.2, adal, adaasi. O metabolismo do ATP em preparaces de membrana de cérebro
de zebrafish no grupo controle e estressado foi medido por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) e mostrou um aumento significativo de adenosina nos animais
estressados. Considerando que os agonistas de receptores A; tém uma atividade ansiolitica
e 0s antagonistas dos receptores A, podem exercer efeitos neuroprotetores, investigamos
o efeito da administracdo de um agonista do receptor A1, N°-ciclopentiladenosina (CPA),
e de um antagonista de receptores A2A, (ZM241385) em parametros comportamentais de
animais submetidos ao estresse crénico imprevisivel, para verificar uma possivel relagcdo
entre o sistema adenosinérgico e o estresse. Como resultado, observamos que esses
compostos ndo foram capazes de reverter o efeito ansiogénico causado pelo estresse
crénico imprevisivel. Uma vez que a adenosina tem efeitos neuromodulatorios, as
alteracbes nos niveis de adenosina podem desempenhar um papel nos mecanismos
relacionados ao estresse, representando um mecanismo de compensacao a fim de restaurar
a homeostase.
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ABSTRACT

According to data from the World Health Organization (WHO), stress affects more than 90%
of the world's population and is considered a global epidemy. Stress has become an integral
part of human life and organisms are constantly subjected to stressful stimuli that change
various physiological processes, representing a risk factor for many diseases, such as cancer,
cardiovascular, metabolic, infectious and gastrointestinal deseases and depression. The
zebrafish (Danio rerio) has many similarities with mammalian in terms of overall
organization and the functioning of their stress regulatory systems. The zebrafish
hypothalamic-pituitary-interrenal (HPI), analogous to the mammalian hypothalamic-pituitary-
adrenal (HPA), has been found in zebrafish and the activation of this pathway is essential for
the maintenance of vital functions in response to stressful events. Despite extensive
knowledge regarding stress responses in mammals, data on the relationship between chronic
unpredictable stress and its effects on purinergic signaling is limited. Purinergic signaling is
mediated by ATP and adenosine receptor activation through P2 and P1, respectively. The
catabolism of extracellular ATP to adenosine is promoted by the ectonucleotidases, such as
Ecto-nucleoside triphosphate diphosphohydrolases (E-NTPDases) and ecto-5 '-nucleotidases
(E-5"NT). Adenosine is deaminated by adenosine deaminase (ADA) producing inosine. Thus,
these enzymes control the levels of extracellular nucleotides and nucleosides, exerting an
influence on purinergic signaling. Considering some models of stress can affect the signalling
systems, the objective of this study was to verify whether the unpredictable chronic stress
changes ectonucleotidases and adenosine deaminase activities in zebrafish brain. In addition,
we analyzed the metabolism of ATP as well as the expression of genes related to ADA, adal,
ada2.1, ada2.2, adal, adaasi and the effects of agonists and antagonists of adenosine
receptors in an unpredictable chronic stress model in zebrafish. Our results demonstrated that
there are no changes on ATP (P = 0.1499), ADP (P = 0.3615) and AMP (P = 0.8987)
hydrolysis in zebrafish brain membranes submitted to unpredictable chronic stress. In
contrast, ecto-ADA activity significantly decreased (26.8%:; 8,164 + 0.78 NHz; min ~' mg™ ' of
protein; p 0.05; n =5 <) in brain membranes of animals exposed to the unpredictable chronic
stress when compared to the control group (11.15 + 2.16 NHs min ~ ' mg ~ ' of protein; p 0.05;
n = 5). However, the activity of cytosolic ADA was not changed after the unpredictable
chronic stress. Quantitative analysis by RT-gPCR did not show significant changes after
chronic unpredictable stress exposure on gene expression in the genes adal, ada2.1, ada2.2,
adalL, adaasi. ATP metabolism in brain membrane preparations of zebrafish in the control
group and stressed was measured by high-performance liquid chromatography (HPLC) and
showed a significant increase of adenosine in stressed animals. Considering adenosine A;
receptor agonists have an anxyolitic activity and the A,a receptor antagonists can exert
neuroprotective effects, we investigated the effect of administration of an agonist of A;
receptor, N°-ciclopentiladenosine (CPA), and an antagonist of A, receptors, (ZM241385) on
behavioral parameters of animals submitted to unpredictable chronic stress to check a possible
relationship between the adenosinergic system and the stress. As a result we showed that these
compounds have not been able to reverse the anxiogenic effect caused by unpredictable
chronic stress. Since adenosine has neuromodulatory and anxiolytic effects, changes in its
levels could play a role in counteracting the stress, which could be related to a compensatory
mechanism in order to restore the homeostasis.

Keywords:

Adenosine; Adenosine deaminase; Ectonucleotidases; Unpredictable chronic stress;
Zebrafish.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO E OBJETIVOS



1. INTRODUCAO

1.1 ESTRESSE

Os primeiros estudos sobre estresse foram evidenciados no final do século XIX pelo
cientista Louis Pasteur, o qual demonstrou, experimentalmente, que galinhas expostas a
condicdes estressantes eram mais suscetiveis a infeccdes bacterianas que galinhas néo
estressadas. Hans Selye € considerado pioneiro nos estudos sobre estresse, pois deu origem a
diversas teorias e definicdes sobre o assunto (Szabo et al., 2012). Desde entdo, 0 estresse é
considerado um fator de risco para diversas patologias, como cancer, doencas
cardiovasculares, metabolicas, infecciosas, gastrointestinais e depressdo (Lee et al., 2002;
Juruena et al., 2003). De acordo com dados da Organizacdo Mundial de Saiude (OMS, 2012),
atualmente o estresse afeta mais de 90% da populacdo mundial, sendo considerado uma
epidemia global. O estresse se tornou uma parte integrante da vida humana e os organismos
sdo constantemente submetidos a estimulos estressantes que afetam Vvarios processos
fisioldgicos. Estresse € definido como um estado onde a homeostase € ameacada, apos a
exposicao a fatores extrinsecos ou intrinsecos. A fim de reestabelecer o equilibrio perturbado
pelo agente estressor, um repertério de respostas fisioldgicas e comportamentais €
rapidamente mobilizado, constituindo a resposta do esforco adaptativo ou resposta adaptativa
ao estresse (Chrousos, 2009; Kyrou & Tsigos, 2009; Groeneweg et al., 2011). Goldstein
(2010) divide o termo “stress” em trés componentes principais: estressores, que sao 0S
estimulos que perturbam a homeostase; estresse, sendo o que o cérebro percebe quando é
confrontado com uma alteragdo da homeostase; e a resposta ao estresse, que é eliciada pelo

cérebro como resposta a alteracdo observada (Goldstein, 2010).
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Hans Selye popularizou o estresse como uma ideia cientifica médica e definiu como
“uma resposta inespecifica do corpo a qualquer demanda sobre ele” (Selye, 1976). A
inespecifica, foi descrita pelo autor como um elemento compartilhado, independentemente da
natureza da demanda ou estressor. Selye propés trés estagios universais de lidar com um
estressor - a “sindrome de adaptacdo geral” - uma fase inicial de alarme, analoga a resposta de
“luta ou fuga” proposta por Cannon (1929), uma fase de adaptacdo, com resisténcia ao
estressor e, eventualmente, um estagio de exaustdo, podendo até mesmo levar a morte.
Chrousos & Gold (1992) modificaram a teoria de Selye da ndo-especificidade, propondo que,
acima de uma intensidade limiar, qualquer estressor provoca a sindrome de estresse.
Atualmente, o estresse € conceituado como uma ameaca para a homeostase (McEwen &
Stellar, 1993; Goldstein & McEwen, 2002), em que a resposta tem um grau de especificidade,
dependendo do desafio para reestabelecer a homeostase e do significado do estressor, de que
forma é percebido pelo organismo e da capacidade de lidar com o estressor (Goldstein, 2001).
Uma visdo alternativa, mais recente do estresse esta relacionada com o conceito de alostase e
carga alostatica (Karatsoreos & McEwen, 2011). Alostase é o processo de manutencdo da
estabilidade (homesostase) por acdo dos hormdnios e mediadores do estresse, enquanto que
carga alostatica é quando ocorre o desgaste do corpo e cérebro, causado pelo uso da alostase,
particularmente quando os mediadores estdo desregulados (McEwen, 2007). Selye
demonstrou que esses eventos estdo associados a ativacdo do eixo hipotalamo-pituitaria-
adrenal (HPA) em animais e humanos (Selye, 1976; Szabo et al., 2012). O eixo HPA e 0
sistema nervoso simpatico (SNS) constituem as principais vias efetoras do sistema de
estresse, mediando as funcOes adaptativas. Neste contexto, a atencéo é reforcada e as funcoes
do cérebro se concentram principalmente na ameaca percebida. Somaticamente, o débito
cardiaco e a respiracdo estdo acelerados, o catabolismo é aumentado e o fluxo do sangue €

redirecionado para, temporariamente, prestar maior perfusdo aos locais ameacados e estimular
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0 cérebro, coracdo e musculos (Hirsch & Zukowska, 2012). Essas respostas sdo normalmente
transitdrias e visam maximizar as chances do individuo sobreviver. No entanto, quando
cronicamente estimulada, a resposta adaptativa ao estresse pode tornar-se inadequada com
consequéncias potencialmente prejudiciais (McEwen, 1998). De fato, agentes estressores
excessivos e/ou cronicamente expostos podem prejudicar uma serie de funcgdes fisiologicas
essenciais, tais como o metabolismo, crescimento, reproducdo e imunocompeténcia, bem
como o desenvolvimento da personalidade e do comportamento (Kyrou & Tsigos, 2009).

De modo geral, a resposta ao estresse € benéfica ao organismo, em um curto periodo,
porque a energia armazenada € mobilizada e redistribuida para enfrentar o agente estressor.
No entanto, por um longo periodo, a resposta ao estresse prejudica as func@es vitais, como
crescimento, reproducado e sistema imune. Como foi proposto por Selye em 1936, o estresse
intenso superativa 0 eixo HPA, promovendo um estado de exaustdo que leva a desregulagédo
de mediadores do estresse, patologias e até mesmo morte (Selye, 1936; Kvetnansky et al.,
2009).

O estresse cronico induz uma liberacdo excessiva de glicocorticdides que pertuba a
homeostase do organismo e esta implicado na etiopatogenia de uma variedade de doencas,
incluindo hipertensdo, doencas cardiacas coronarianas, Ulcera gastrica, diabetes,
imunossupressao, depressdo e perda da memoria (Fitzpatrick et al., 1992; Yadin & Thomas,
1993; Purret, 2001, Roy et al., 2001; Bhatia et al., 2011). O estresse promove uma variedade
de alteraces fisioldgicas (Ruys et al., 2004; Levine, 2005; Bao et al., 2008; Harvey et al.,
2008; Gorzalka et al., 2008; Tabarin et al., 2007), imunologicas (Swaab et al., 2005),
enddcrinas (Lemaire et al., 2000), em processos de desenvolvimento (Canu et al., 2007) e
patologias psicossociais em humanos (Joéls & Baram, 2009). A exposicdo a situacdes
estressantes ativa sistemas hormonais que ajudam o organismo a se adaptar. Os hormonios do

estresse, principalmente os glicocorticoides, levam a adaptacéo, afetando 6rgéos periféricos e
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a funcéo e as estruturas cerebrais (Joéls, 2011; de Kloet, 2005). Uma das maneiras pelas quais
esses horménios modulam a funcdo cerebral é alterando as estruturas neuronais (McEwen,
2008). O estresse cronico exerce efeitos profundos sobre a estrutura e a funcéo dos neurénios,
como por exemplo, do sistema limbico. O impacto do estresse crénico ndo é simplesmente um
efeito cumulativo do que é visto apds exposicdo ao estresse agudo. Arvores dendriticas s&o
expandidas em algumas regides, mas reduzidas em outras (Joéls et al, 2007). Magarinos &
McEwen (1995) demonstraram que o tratamento prolongado com corticosterona ou a
exposicao ao estresse resulta em alteracdes estruturais das células dendriticas hipocampais na
regido CA3. Outro estudo demonstrou que, de forma geral, as células sdo expostas a uma
maior carga de calcio apds a despolarizacdo (Karst e Joéls, 2007), mas mostram respostas
atenuadas a serotonina (Karten et al, 1999). Esses efeitos celulares, apds o estresse cronico,
podem ser adaptativos e poderiam contribuir para o desenvolvimento de psicopatologias e
alteracbes em diversos sistemas de neurotransmissdo, como ocorre na transmissdo
glutamatérgica, que é alterada apds o estresse (Kole et al, 2002). O envolvimento de varios
sistemas de neurotransmissores ja foi estudado em diversos modelos animais submetidos ao
estresse em diferentes protocolos (Das et al., 2005; Buynitsky & Mostofsky, 2009; Griffiths et

al., 2012).

1.2 ZEBRAFISH (Danio rerio)

O zebrafish estd firmemente estabelecido como um organismo modelo de pesquisa
para muitas areas da biologia, genética, biologia do desenvolvimento, neurofisiologia,
medicina, investigacdo de doengas humanas e para a descoberta e desenvolvimento de
medicamentos (Rubinstein, 2003; Amsterdam & Hopkins, 2006; Beliaeva et al., 2010; Liu &

Leach, 2011), oncologia, imunologia, farmacologia e toxicologia (Jia & Meng, 2012). E um
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dos mais importantes modelos de vertebrados e tem um papel cada vez mais expressivo na
area da pesquisa (Xin et al.,, 2012). O zebrafish, também conhecido como paulistinha ou
peixe-zebra, € um pequeno teledsteo (3-4 cm) que pertence a familia Cyprinidae, que foi
originalmente encontrado em plantagbes de arroz adjacentes ao rio Ganges na India (Liu &
Leach, 2011). O foco da pesquisa com zebrafish inicialmente estava na area de biologia do
desenvolvimento, refletindo as diversas vantagens que o tornam interessante para a realizacdo
de pesquisas, tais como: um ciclo de vida curto, rapido desenvolvimento, embrides
transparentes, fecundacdo e reproducdo externas, requer pouco espago para manutencao,
baixo custo e facil observacdo comportamental (Beliaeva et al., 2010; Fleming & Rubinsztein,
2011; Liu etal., 2011).

O genoma do zebrafish foi totalmente sequenciado sendo comparativamente mais facil
0 rastreio genético em grande escala para investigar doencas humanas relevantes, como a
epilepsia, doenca de Alzheimer e doenca de Parkinson, doenca renal policistica e cancer
quando comparado com outros modelos animais, como ratos (Xia et al., 2012). Além disso,
mostrou-se que o0 genoma do zebrafish possui semelhangas com o genoma humano (Barbazuk
et al., 2000). Novas tecnologias e o conhecimento sobre o genoma do zebrafish permitem o
desenvolvimento e melhoria de estratégias sofisticadas como a geracdo de mutantes,
manipulacdo genética e tecidual, morfolinos e tecnologia de microarranjos (Rico et al, 2011;
Xia et al., 2012). Para tais pesquisas, a utilizacdo deste modelo que absorve os componentes
diretamente da agua pelas suas branquias e acumula-os em diferentes tecidos, principalmente
no SNC (Grosell & Wood, 2002) vem ganhando importancia significativa (Froehlicher et al.,
2009; Yang et al., 2009), bem como para estudos toxicoldgicos (Hill et al., 2005). Além disso,
0 zebrafish tem sido utilizado como modelo para estudo de varias doencas neurodegenerativas

humanas (Fleming & Rubinsztein, 2011).
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As caracteristicas unicas do zebrafish permitem sua utilizacdo em areas como a
neurociéncia, pois esta espécie € uma excelente ferramenta para a analise dos complexos
mecanismos do sistema nervoso central, ja que o zebrafish apresenta um sistema nervoso
desenvolvido (Panula et al.,, 2006). Durante a ultima década, muitos sistemas de
neurotransmissao excitatorios e inibitorios foram mapeados no sistema nervoso do zebrafish,
tais como, sistemas dopaminérgico, serotoninérgico, colinérgico, purinérgico, histaminérgico,
nitrérgico, glutamatérgico, glicinérgico e gabaérgico, enfatizando suas caracteristicas como
alvos farmacoldgicos e toxicoldgicos (Panula et al., 2010; Rico et al., 2011).

A arquitetura dos principais sistemas cerebrais do zebrafish se assemelha a dos
mamiferos, apesar das diferencas no desenvolvimento do telencéfalo e diencéfalo (Panula et
al., 2010). Ha um interesse crescente em utiliza-lo em estudos comportamentais, visando a
compreensdo da base genética do comportamento (Gerlai, 2003; Guo, 2004; Miklosi &
Andrew, 2006). O repertorio comportamental do zebrafish € diversificado e permite a analise
de uma série de parametros (Gerlai et al., 2000; Miklési & Andrew, 2006) que podem ser
facilmente observados e quantificados. Os aspectos comportamentais incluem alteragdes na
locomogdo, como movimentos erraticos, interacdo social, distdncia percorrida, tempo de
permanéncia e laténcia em distintos compartimento (Rico et al., 2011). Além disso, foi
caracterizada uma série de comportamentos relacionados a ansiedade que podem ser
associados ao estresse (Levin et al., 2007; Bencan et al., 2009; Champagne et al., 2010). O
zebrafish tem uma tendéncia natural para inicialmente permanecer na parte inferior de um
ambiente novo e, subsequentemente de forma gradual, explorar as partes superiores na coluna
d’agua do tanque teste (Egan et al., 2009). A coesdo do cardume, diminui¢do do tempo na
parte superior do tanque, aumento dos movimentos erraticos e freezing estdo relacionados

com a resposta a ansiedade do zebrafish (Egan et al., 2009).
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1.3 ESTRESSE EM ZEBRAFISH

O zebrafish possui alto grau de similaridades com vertebrados terrestres em termos de
genoma, padrdo cerebral, estrutura, fungdes neuroquimicas e sistemas comportamentais, bem
como a organizacdo e funcionamento de seu sistema de regulacdo de estresse (Champagne et
al., 2010).

O eixo hipotalamo-pituitaria constitui uma relacdo fisioldgica e anatémica entre o
sistema nervoso central (SNC), representado pelo hipotdlamo, e o sistema enddcrino,
representado pela pituitaria. A pituitaria regula processos fisioldgicos béasicos, como a
homeostase corporal e reproducéo. Este eixo pode envolver outras glandulas, como a adrenal
em mamiferos (Alsop & Vijayan, 2009a). Em zebrafish, o sistema de estresse é descrito pelo
eixo hipotalamo-pituitéaria-interrenal (HPI), o qual ja foi caracterizado em detalhes (Alsop &
Vijayan, 2008; 2009a,b; Alderman & Bernier, 2009). Similarmente ao eixo hipotalamo-
pituitaria-adrenal (HPA) de mamiferos, o eixo HPI em zebrafish é responsavel por controlar
os niveis de cortisol na circulacdo. De modo diferente da clara separacdo do cértex e medula
adrenal, no peixe as células esteroidogénicas e cromafins da glandula interrenal estdo
misturadas e fixadas na cabegca do rim. Apesar destas diferencas anatdmicas no
posicionamento e organizacdo da glandula, o desenvolvimento da linhagem de células
esteroidogénicas é bem conservado (Grassi Milano et al., 1997; Léhr & Hammerschmidt,
2011). Este sistema de sinalizacdo assemelha-se ao sistema neuroenddcrino humano em
complexidade e utilizacdo do cortisol (ao contrario da corticosterona em roedores), 0 que
reforca a contribuicdo do zebrafish nos estudos sobre neurobiologia do estresse (Alsop &
Vijayan, 2008).

A ativacdo deste eixo inicia no hipotalamo, o qual recebe sinais transmitidos do
sistema nervoso central e periférico. Sinais estressores estimulam os nervos hipotalamicos na
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area pré-optica para secretar o hormonio de liberacdo de corticotrofina (CRH). Em resposta ao
CRH, a pituitaria libera o hormonio adrenocorticotréfico (ACTH) na corrente sanguinea que
alcanca os rins do peixe. Em seguida, o cortisol é secretado e liga-se ao seu receptor
glicocorticéide (GR), ativado pelo fator de transcricdo nuclear (Mommsen et al., 1999)
(Figura 1). Os efeitos das catecolaminas, indiretamente, incluem a mobilizacéo de glicose do
figado e musculos, aumento da captacdo de oxigénio pelas branquias e aumento da
transferéncia de oxigénio para os tecidos; todos esses efeitos fisiologicos proporcionam
energia extra para enfrentar os agentes estressores (Lohr et al., 2011).
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Figura 1: Representacdo esquematica do eixo HPI. Ap0s a exposicao a um estressor, 0
hipotdlamo segrega CRH na &rea da hipdfise anterior. Em resposta, ocorre a liberacdo de
ACTH para a circulacdo, o que estimula a sintese de cortisol e secrecdo pelas células
interrenais do rim do peixe. O cortisol se liga ao receptor de glicocorticoide (GR) e regula a

expressdo de genes-alvo. Figura obtida de Alsop & Vijayan, 2009.
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O estresse pode ser caracterizado por induzir alteracbes nos niveis de ansiedade,
comportamento exploratério e memoria. Esses parametros comportamentais simples
possibilitam analisar alteracbes comportamentais induzidas por diferentes tratamentos
farmacologicos. O zebrafish apresenta um elaborado conjunto comportamental de respostas
ao estresse por contencdo (agudo). Ghisleni et al. (2012) demonstraram que, apds o estresse
por contencdo (agudo), ocorre um aumento na atividade locomotora, alteracdo no padrdo do
nado, ansiedade, mudancas nos niveis de cortisol correspondentes as alteracfes
comportamentais e mudancas na expressdo do hormonio de liberacdo de corticotrofina
hipotaldmico (CHR). Piato et al. (2011b) desenvolveram um protocolo que permite avaliar
simultaneamente a coesdo do cardume, cor do peixe, altura do tanque e locomocao, que sdo
parametros relacionados com a ansiedade no zebrafish. Verificou-se um aumento na
ansiedade e uma coloracdo mais escura nos animais estressados quando comparados aos
animais do grupo controle, mas ndo houve alteracdes na locomocéo e cognicdo. Além de este
modelo induzir um comportamento do tipo ansioso, apos 14 dias de estresse podem ser
observadas caracteristicas de um comportamento depressivo. O modelo de estresse cronico é
classicamente utilizado como um modelo de depressdo, pois eventos cronicamente
estressantes podem ter um impacto substancial sobre as fungbes e estruturas cerebrais,
podendo resultar no desenvolvimento de desordens psiquiatricas, como a depressao (Wu et
al., 2013). A depressdo é uma doenca que pode ser induzida por estresse e ha evidéncias do
envolvimento do eixo HPA na doenga. Uma hiperatividade cronica do eixo HPA e a liberagéo
excessiva de glicocorticéides (hipercortisolismo) pode induzir a depressdao (Kunugi et al.,
2012).

Além dos modelos de estresse agudo, existem modelos animais de estresse cronico,
principalmente em roedores (Yalcin et al., 2008; Hong et al., 2013; Liu et al., 2013; Smirnov

et al., 2013). Nesses modelos de estresse cronico, 0s ratos podem desenvolver uma adaptacédo
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qguando sdo repetidamente expostos a um estressor previsivel. No entanto, isso ndo ocorre
guando os animais sao expostos ao estresse cronico imprevisivel (Wu et al., 2012). O estudo
desta condicdo utilizando o protocolo de estresse crénico imprevisivel no zebrafish ainda é
superficial. Piato et al. (2011a) apresentou um protocolo de estresse crénico imprevisivel
(UCS) que mimetiza algumas modificagdes comportamentais e fisioldgicas, desencadeadas
em roedores e seres humanos. O protocolo de estresse crénico imprevisivel apresenta
vantagens como modelo de estresse, pois produz claramente alteragdes comportamentais e
neuroendocrinas, tais como: aumento nos niveis de ansiedade, altera a interacdo social, ativa o
eixo HPI e aumenta os niveis de cortisol. Além disso, causa um prejuizo na funcdo cognitiva,
aumento do CRH, enquanto ha diminuicao da expressdo do receptor de glicocorticoide (GR).
Portanto, ap0s a exposicdo a estressores, ocorrem alteracdes neuroquimicas no cérebro do
zebrafish, sendo que diversos sistemas de neurotransmissdo podem ser afetados pelo estresse,
como o sistema glutamatérgico, purinérgico e colinérgico (Valadas et al., 2012; Piato et al.,

2011a,b; Horvat et al., 2010; Aisa et al., 2009).
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1.4. SISTEMA PURINERGICO

No sistema purinérgico, o ATP e seus metabdlitos, ADP, AMP e adenosina, produzem
uma grande variedade de efeitos fisiologicos que ndo estdo necessariamente relacionadas com
0 seu papel no metabolismo energético.

Drury e Szent-Gyo6rgyi, em 1929, demonstraram pela primeira vez as potentes ac6es
extracelulares do ATP e adenosina sobre o coragéo e vasos sanguineos corondrios (Drury &
Szent-Gyorgyi, 1929). A hipotese da sinalizagdo purinérgica, com o ATP como molécula
responsavel pela transmissdo ndo-adrenérgica e ndo-colinérgica no musculo liso do intestino e
da bexiga foi proposta por Burnstock em 1972 (Burnstock, 1972).

Quando proposto, o termo "purinérgico” causou uma consideravel resisténcia por
muitos anos. Em parte porque para os bioquimicos o ATP foi estabelecido como uma fonte de
energia intracelular e parecia improvavel que uma molécula tdo onipresente estivesse
envolvida na sinalizacdo extracelular (Burnstock, 2006).

Os nucleosideos e nucleotideos derivados de purinas atuam como moléculas
sinalizadoras extracelulares em varios tecidos e estdo envolvidos em eventos de curta e longa
duracdo, incluindo respostas imunes, inflamacdo, dor, agregacdo plaquetaria, vasodilatacdo
mediada pelo endotélio, proliferacdo e morte celular (Abbracchio & Burnstock, 1998;
Burnstock & Verkhratsky, 2010). A sinalizacdo purinérgica esta envolvida na patofisiologia
do SNC, como trauma, epilepsia, doencas neurodegenerativas, desordens neuropsiquiatricas e
do humor e cancer (Burnstock, 2012). A transmissdo de sinais via ATP desempenha papéis
complexos, tais como a neurotransmissdo excitatdria ou inibitéria, além de atuar como um
fator tréfico com efeitos em longo prazo sobre a proliferacdo celular, crescimento e
desenvolvimento, em situacGes patoldgicas e citotoxicidade (Abbracchio & Burnstock, 1998).

O ATP pode ser liberado nos terminais pré- e pds-sinapticos. Esta liberacdo pode ocorrer
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tanto como um mecanismo fisiolégico ou em resposta a danos celulares, como hipdxia,
injarias e deformacéo celular (Burnstock, 2008).

A acdo dos derivados das purinas se da por meio da ativacdo dos receptores
purinérgicos. A base para distinguir dois tipos de purinoceptores, identificados como P1 (para
adenosina) e P2 (para ATP e ADP) foi descrita por Burnstock em 1978 (Burnstock, 1978).

O ATP é reconhecido como um neurotransmissor, pois é sintetizado e armazenado em
terminais sinapticos e liberado apos estimulo destes terminais. Além disso, esse nucleotideo é
considerado uma molécula chave na sinalizacdo presente no SNC, e recebe maior atencdo
devido ao seu papel como mensageiro durante diferentes eventos fisioldgicos e patoldgicos
(Tu & Wang, 2009). O ATP também atua como um co-transmissor sendo liberado com outros
neurotransmissores classicos na maioria dos nervos do SNP e SNC, apesar das propor¢des
apresentarem variacdo entre as espécies e tecidos e em diferentes condicGes de
desenvolvimento, processos fisiologicos e patoldgicos. Esse nucleotideo € liberado
juntamente com a noradrenalina, neuropeptideo Y, acetilcolina, 6xido nitrico, glutamato,
dopamina e serotonina (Burnstock, 1990; Hoyle, 1996; Belai & Burnstock, 1994; Krigel et
al., 2003).

O ATP exerce suas a¢des por meio da ativacdo de receptores purinérgicos do tipo P2.
Este grupo de purinoreceptores é subdividido em duas familias distintas de acordo com a base
do mecanismo de agéo, farmacologia e clonagem molecular (Burnstock & Kennedy, 1985;
2011). A primeira familia é constituida pelos receptores P2X, os quais sdo ionotrdpicos e
estdo distribuidos em neurdnios, células gliais e no musculo liso (Valera et al., 1994,
Burnstock, 2006). Os receptores do tipo P2X estdo divididos em sete membros (P2X;.7) que
sdo ligados a canais ionicos, e quando ativados levam a abertura de um poro na membrana
celular que permite a passagem dos fons Na*, K*, Ca*?. Estes receptores interagem com varios

receptores ionotrépicos, incluindo receptores colinérgicos nicotinicos, receptores GABAA €
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receptores NMDA. Os mecanismos para estas interacdes parecem ser mediados pela
fosforilacdo destes receptores, pela acdo de cinases ativadas por Ca* intracelular (Burnstock,
2004, 2010; Pankratov et al., 2009; Abbracchio et al., 2009). A segunda familia é constituida
pelos receptores metabotrépicos P2Y, acoplados a proteina G e apresentam uma ampla
distribuicdo nos tecidos e sistemas, tais como: vascular, nervoso e cardiaco (Abbracchio &
Burnstock, 1994; Burnstock, 2010). Até o presente momento, foram descritos oito membros
na familia de receptores P2Y (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13 e P2Y14)
(Burnstock, 2006).

A clonagem e caracterizacdo molecular dos receptores P2X em zebrafish ja foram
realizadas (Diaz-Hernandez et al., 2002). Kucenas e colaboradores (2003) mostraram que a
subunidade P2X possui nove membros, sendo seis ortdlogos a genes dos receptores P2X de
mamiferos, dois paradlogos e um gene que ainda precisa ser devidamente classificado
(Kucenas et al., 2003). Os subtipos dos receptores P2X do zebrafish contém residuos
altamente conservados, 0s quais sdo encontrados em subunidades de mamiferos.

Apos ser liberado no espaco extracelular e exercer suas acOes via receptores
especificos, o ATP pode ser metabolizado pela acdo de ecto-enzimas que fazem a converséo
deste nucleotideo até adenosina (Zimmermann, 2001; Kukulski et al., 2005; Robson et al.,
2006; Fredholm, 2011). A acdo da adenosina se da por meio da ativacdo de receptores
purinérgicos do tipo P1 acoplados a proteinas G. Estes receptores sao divididos em 4 subtipos
de acordo com suas caracteristicas, tais como estrutura molecular, distribui¢do tecidual e
afinidade pelo seu ligante. S&o eles: o receptor A1, Aza, Azs € Az. Os receptores A; e Az se
ligam a familia das proteinas Gj,, responsaveis pela inibicdo da producdo do segundo
mensageiro AMP ciclico (AMPc). Os receptores Aoa € Ag estimulam a producdo de AMPc
via ativacdo de proteinas Gs. A porcdo N-terminal do receptor esta voltada para 0 meio

extracelular e a por¢do C-terminal esta voltada para o lado citosolico da membrana plasmatica
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(Daly, 1985; Fredholm et al., 2001; Fredholm, 2011). Recentemente, foi realizada a
caracterizacdo molecular e farmacoldgica dos receptores A, em zebrafish (Boehmler et al.,
2009). Além disso, Capiotti et al. (2011) identificou a presenca de receptores de adenosina A;
e Aya1 em encéfalo de zebrafish.

A adenosina pode inibir ou facilitar a atividade neuronal pela ativacdo de receptores
metabotropicos A; (inibitoria) ou receptores Aya (facilitatorio), ambos os quais estdo
predominantemente localizados em sinapses no sistema limbico e neocortex (Rebola et al.,
2003, 2005; Fredholm et al. 2005). A adenosina atua em receptores A; e pode inibir a
atividade neuronal e o uso da energia por induzir uma hiperpolarizacdo e por reduzir a
liberacdo de neurotransmissores. Além disso, é bem estabelecido que a ativacdo de receptores
A; confere uma neuroprotecdo contra estimulos cerebrais nocivos agudos, enquanto que o
bloqueio dos receptores A,a proporciona uma neuroprotecdo em condi¢es nocivas cronicas
em cérebro adulto (Cunha et al., 2005; 2006). Por essas acdes, a adenosina é capaz de
proteger os neurdnios que estdo sob condi¢cdes que desequilibram o balanco energético
neuronal, os quais podem ocorrer em situacdes de hipdxia e excesso de atividade neuronal
(Roman et al., 2008). Estudos mostraram que em condi¢des nocivas, como durante 0 estresse,
ocorre um aumento da concentracao extracelular de adenosina no cérebro (Scaccianoce et al.,
1989; Fredholm et al., 2005).

Os receptores Aya sd0 alvos modulatérios, sendo que antagonistas desses receptores
podem exercer efeitos neuroprotetores contra insultos neurolégicos (Mendonca et al., 2000).
Além disso, o bloqueio destes receptores pode prevenir uma neurotoxicidade induzida, por
exemplo, pela liberacdo de glutamato em resposta ao estresse (Monopoli et al., 1998; Valadas
etal., 2012).

Muitos estudos tém sido realizados utilizando agonistas e antagonistas dos receptores

P1, pois a manipulagdo dos receptores de adenosina pode influenciar diversos processos
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fisioldgicos e patologicos, como o sono, cognicdo, memoria, dano e maturacdo neuronal
(Burnstock et al., 2011; Gao & Jacobson 2011). Além disso, existem implicacfes terapéuticas
para doencas neurodegenerativas, como a doenca de Parkinson, Alzheimer, epilepsia e
esclerose mdaltipla (Ribeiro et al., 2003; Burnstock, 2008). No entanto, pouco é conhecido
sobre a influéncia dos receptores de adenosina em relacdo ao estresse. Nos modelos de
estresse, como ja foi descrito anteriormente, a ansiedade € um dos padrdes que o caracterizam.
Os agonistas de receptores A; tem uma atividade ansiolitica em modelos de ansiedade em
ratos, enquanto que a cafeina e antagonistas seletivos de receptores A; tém propriedades
ansiogénicas (Florio et al., 1998). Johansson et al. (2001) confirmaram o envolvimento dos
receptores de adenosina A; na ansiedade pelo achado de que ratos knockout para esse receptor
apresentaram um aumento no comportamento de ansiedade. Dessa forma, drogas que
facilitem as acGes mediadas pelos receptores A; podem estar envolvidas no tratamento da
ansiedade (Ribeiro et al., 2002).

Evidéncias demonstram que os receptores de adenosina estdo envolvidos com estados
de ansiedade e ativagdo autonémica (Fredholm et al., 1995; 1999). De forma geral, os
receptores A; modulam a ansiedade, enquanto que receptores A,a modulam o comportamento
motor e regulam a atividade dos receptores A;. Maximino et al. (2011) demonstraram que 0
bloqueio dos receptores de adenosina Aj;, mas ndo dos receptores A,, induz ansiedade e
ativacdo autonémica, enquanto que o bloqueio de receptores A, induz hiperlocomocao. Khor
et al. (2012) mostraram que a exposicdo ao estresse durante o inicio da vida leva a um
comportamento do tipo ansioso em zebrafish adulto, mas o pré-tratamento com cafeina (em
determinadas doses) protege da ansiedade induzida por estresse. Esse efeito neuroprotetor
pode ser devido a cafeina atuar como um antagonista do receptor de adenosina A,a (Arendash

et al., 2010; Dall’lgna et al., 2003).
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Diversos compostos sdo utilizados como agonistas e antagonistas adenosinérgicos,

conforme demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1. Agonistas e antagonistas de receptores adenosinérgicos

Receptor

LN Agonistas Antagonistas
adenosinérgico

CPA, CHA, CCPA, DPCPX, CPT, MRS1754, N-0840,

Ay S-ENBA, GR79236, o)
CVT-510
CGS21680, NECA, CGS

Pon 21680, HENECA. ZM 241385, SCH58261, KF17837,

ATL-146e, CVT-3146 KW-6002

MRS1754, MRS170, PSB1115,

Az Bay60-6583, MRS3997 Enprofylline, MRS2029-F20

2-Cl-IB-MECA, IB-MECA, | MRS1220,VUF5574,MRS1523,

As DBXRM, VT160 MRS119, L-268605, VUF8504

Adaptada de Fredholm et al., 2011; Burnstock, 2008.

1.5 ECTONUCLEOTIDASES

Os nucleotideos extracelulares podem ser hidrolisados por uma variedade de enzimas
sollveis ou localizadas na superficie da célula, possuindo seu sitio ativo voltado para 0 meio
extracelular denominadas ectonucleotidases (Zimmermann et al., 1998). Diversas enzimas
compdem o grupo das ectonucleotidases, constituido por quatro familias de enzimas: Ecto-
nucleosideo trifosfato difosfoidrolases (E-NTPDases), Ecto-nucleotideo
pirofosfatase/fosfodiesterase (E-NPPs), fosfatases alcalinas e Ecto-5’-nucleotidases (E- 5°'NT)
(Robson et al., 2006; Abbracchio et al. 2009). Desta forma, as ectonucleotidases controlam a
disponibilidade de ligantes (ATP, ADP, AMP e adenosina) para 0S purinoreceptores e,
conseqiientemente, a extensdo e a duracdo da ativacdo destes receptores (Chen & Guidotti,

2001).
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As E-NTPDases podem hidrolisar nucleosideos 5 -trifosfatados e nucleosideos 5°-
difosfatados com ampla preferéncia, distribuicdo em diferentes tecidos e localizacdo celular
(Robson et al., 2006; Bonan, 2012). A familia das NTPDases possuem oito diferentes
membros (NTPDases 1-8) que foram clonados e sdo funcionalmente caracterizados. Os
membros da familia das NTPDases sdo codificados por oito genes diferentes, chamados de
genes ENTP (Robson et al., 2006; Knowles, 2011). Dos oito membros descritos até o
momento, quatro estdo localizados na membrana celular com o sitio ativo voltado para 0 meio
extracelular (NTPDases 1, 2, 3 e 8) (lvanenkov et al., 2005; Bonan, 2012). As NTPDases 5 e
6 se localizam intracelularmente, porém sdo secretadas apds expressao heter6loga. As
NTPDases 4 e 7 apresentam localizacdo intracelular com o sitio ativo voltado para o limen de
organelas citoplasmaticas (Zimmermann, 2000; Robson et al., 2006). Os membros desta
familia diferem em relacdo a preferéncia pelo substrato; neste caso, nucleosideos 5 -tri e
difosfatados.

As Ecto-5-NT sdo uma familia de enzimas que desfosforilam nucleosideos
monofosfatados ndo ciclicos, por meio da hidrolise da ligagdo fosfodiéster de 5°-
ribonucleotideos, levando a formacdo do correspondente ribonucleosideo e fosfato. A
principal funcdo em animais € a hidrolise de AMP até adenosina (Yegutkin, 2008; Bonan,
2012). As Ecto-5"-NT apresentam uma ampla distribuicdo tecidual e fazem parte da cascata
para finalizar a acdo de nucleotideos como ATP e moléculas sinalizadoras que agem em
receptores P2X e P2Y, sendo a principal enzima responsavel pela formacdo extracelular de

adenosina (Zimmermann, 2000).
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Ectonucleotidases

P2Y12.4,6,11,12,13,14

Receptors

Depolarization

-

Metabotropic responses C32+ influx
vietac piC responses Na* influx
- g K* efflux
Phospholipase C Adenylate cyclase
Inositol trisphosphate Protein kinase A
+ a a2t aaca A
Intracellular Ca® " increase cAMP

Figura 2: Familia de receptores purinérgicos. ATP extracelular € um agonista de
receptores P2X e P2Y e um substrato das ectonucleotidases, que degradam ATP a adenosina,
gerando transitoriamente ADP, um agonista de receptores P2Y. Adenosina, o produto final da
hidrélise de nucleotideos de adenina, ativa receptores P1 ou receptores de adenosina. Figura

obtida de Baroja-Mazo et al., 2013.

No zebrafish, estudos demonstraram a presenca de uma NTPDase e uma Ecto-5-NT
em membranas cerebrais. Estas duas enzimas foram caracterizadas como cation-dependentes,
apresentando atividade maxima a temperatura de 37 °C, pH 6timo entre 7,2 e 8,0, Km na faixa
do micromolar e uma ampla especificidade por outros nucleotideos (Rico et al., 2003; Senger
et al., 2004). Estudos do nosso laboratério identificaram a presenca de trés isoformas
diferentes de NTPDase 2 (NTPDase2mv, NTPDase2mg, NTPDase2mqg) em encéfalo de
zebrafish (Rico et al., 2006). A co-localizacdo da NTPDases 1 e 2 ja foi descrita em células de
retina de zebrafish (Ricatti et al.,, 2009) e a NTPDase 3 foi caracterizada em neurdnios
sensoriais desta espécie (Appelbaum et al., 2007). A NTPDase4, duas isoformas da NTPDase5,
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sendo NTPDase5_ms e NTPDase5_me, NTPDase6 e NTPDase8 também ja foram identificadas
nesta espécie (Rosemberg et al., 2010). A hidrolise dos nucleotideos em zebrafish adultos
aumenta em funcgédo da concentracdo de proteina e a formacao de produto mostra-se linear na
taxa de 3-10 pg de proteina para cerebro e figado e, de 3-5 pg de proteina para coracdo. O
perfil da expressdo génica foi realizado, demonstrando a presenca de diferentes niveis de
transcritos das NTPDases em cérebro, coracdo e figado desta espécie (Rosemberg et al.,
2010).

Horvat e colaboradores examinaram o efeito do estresse agudo por contencdo em
sinaptossoma cerebral de ratos e a atividade ecto-nucleotidasica em fases especificas do
desenvolvimento pds-natal e observaram que ha diferencas na resposta do sistema purinérgico
ao estresse agudo entre ratos jovens e adultos (Horvat et al., 2010).

Burnstock (2012) relata que parece haver um aumento de ATP na co-transmissao em
condicdes patologicas, particularmente durante a inflamacao e estresse.

Alguns estudos relatam que apds a exposicdo a estressores ocorrem alteracbes nas
concentracdes de ATP extracelular (Kennedy et al., 1997) e adenosina (Latini & Pedata,
2001). Alteracdes nas atividades de enzimas envolvidas na hidrélise dos nucleotideos também
foram relatadas na medula espinhal e no soro apds o estresse por contencdo (Torres et al.,
2002a,b,c). Piato e colaboradores (2011b) avaliaram os efeitos do estresse agudo por
contencdo sobre pardmetros comportamentais, bioquimicos e moleculares em cérebro de

zebrafish e observaram que o estresse agudo aumentou significativamente a hidrélise de ATP
e a expressdo do gene membro da NTPDase (entpdl, entpd2 e entpd2.al). Além disso, a

avaliacdo dos receptores de adenosina no cérebro de zebrafish demonstrou que os niveis de
RNAmM de adora;, adoray, 1, adoray,» € adoray, aumentaram significativamente (Piato et al.,
2011b). No entanto, apesar do conhecimento das respostas de estresse em mamiferos, 0s
dados sobre a relagdo entre o estresse crénico imprevisivel e seus efeitos sobre o sistema
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purinérgico sdo limitadas. Além disso, a resposta cronica ao estresse em zebrafish ainda é

pouco conhecida.

1.6 ADENOSINA DEAMINASE

O controle da sinalizacdo adenosinérgica pode ser exercido pela captacdo de adenosina
via transportadores bidirecionais, seguida pela fosforilagio de AMP intracelular pela
adenosina quinase (AK) ou deaminacdo pela adenosina deaminase (ADA) (Fredholm et al.,
2005).

O nivel intracelular é regulado pelo equilibrio de diversas enzimas. A adenosina é
formada pela agdo de uma 5’-nucleotidase seletiva para AMP, sendo que esta via é controlada
principalmente pela quantidade de AMP. Portanto, um fator importante para determinar a taxa
de formacédo de adenosina atraves deste caminho é a taxa relativa de quebra de ATP e sintese
de adenosina (Fredholm & Lerner, 1982). Estas sdo determinadas, por sua vez, pela taxa de
utilizacdo da energia e da disponibilidade de substrato, principalmente o oxigénio, usado na
sintese de ATP. A adenosina quinase e adenosina desaminase sdo as duas enzimas que
constituem as principais vias de eliminacdo da adenosina. A Ultima enzima estd presente
predominantemente no meio intracelular, mas também ¢é encontrada em alguns
compartimentos extracelulares (Fredholm & Lerner, 1982; Fredholm et al., 2007).

Dessa forma, a adenosina deaminase (ADA) é uma enzima envolvida no metabolismo
de purinas, responsavel pela desaminacdo hidrolitica de adenosina a inosina e amdnia. Como
resultado de sua atividade enzimética, a ecto-ADA regula a concentracdo de adenosina na

fenda sindptica (Martinez-Navio et al., 2010). Existem diferentes membros de ADA que
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incluem ADA1L, ADA2, e uma sequencia de aminoacidos similar, chamada de adenosina
deaminase-like (ADAL) (Maier et al., 2005).

Em relacdo aos diferentes membros de proteinas relacionados a ADA, tem sido
demonstrado que quase todas as atividades da ADA em humanos sdo atribuidas a ADAL
(Zavialov & Engstrom, 2005). Apesar da sua localizacdo intracelular, ADA1 também atua
como uma ecto-ADA, clivando adenosina extracelular (Franco et al., 1997).

Rosemberg e colaboradores (2007) demonstraram a existéncia de diferentes genes
relacionados a adenosina deaminase, com um padrao de expressao ubiquo em zebrafish. Além
disso, outro trabalho descreveu a cinética enzimatica e propriedades da desaminacdo de
adenosina a partir do cérebro de zebrafish e a presenca de atividade da ADA nas membranas
cerebrais sugerindo a existéncia de uma ecto-ADA em zebrafish (Rosemberg et al., 2008).
Assim, sugeriu-se que a desaminacdo da adenosina no SNC de zebrafish promovida por
diferentes membros da familia da ADA pode ser um elemento-chave para o controle da
adenosina/inosina no meio intracelular e extracelular (Rosemberg et al., 2008).

Conforme observado por Piato et al. (2011b), o estresse agudo por contencdo diminuiu
a atividade da ADA citosélica e alterou a expressdo dos receptores de adenosina, ja que
aumentou os niveis de RNAm de adora;, adoraz,;, adoray,, e adoray,. Essa alteracdo na
sinalizacdo da adenosina pode ser parte das respostas do estresse como uma tentativa de

reestabelecer a homeostase e o comportamento normal apés um evento estressante.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o papel do sistema purinérgico, por meio da analise das atividades ectonucleotidasicas
e adenosina deaminase e os efeitos de agonistas e antagonistas de receptores de adenosina, em

zebrafish submetidos a um modelo de estresse cronico imprevisivel.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar a atividade da hidrélise de ATP, ADP e AMP em membranas de encéfalo de
zebrafish submetidos a um modelo de estresse crénico imprevisivel;

- Determinar a atividade enzimatica da ADA em membranas de encéfalo de zebrafish
submetidos a um modelo de estresse cronico imprevisivel,

- Determinar a expressdo génica das E-NTPDases, ecto-5’-nucleotidase e ADA em SNC de
zebrafish submetidos ao modelo de estresse crénico imprevisivel, por RT-PCR quantitativo;

- Analisar o metabolismo do ATP em encéfalo de zebrafish submetidos ao modelo de estresse
crénico imprevisivel, por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC);

- Investigar os efeitos do agonista adenosinérgico de receptores A; (CPA) e do antagonista
adenosinérgico de receptores A,a (ZM) sobre a atividade locomotora e ansiedade em

zebrafish submetidos a um modelo de estresse cronico imprevisivel.
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Highlights
e Brain ATP metabolism showed an increase in adenosine levels after UCS exposure.
e There are no changes on ADA gene expression after the UCS exposure.
e Soluble ADA activity was not altered after the UCS exposure.
e Ecto-ADA activity was significantly decreased in brain membranes of animals.

e There are no changes on ectonucleotidase in zebrafish brain after UCS exposure.
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Abstract

Stress has become an integral part of human life and organisms are being constantly
submitted to stressful stimuli that alter numerous physiological processes. Despite the broad
knowledge of stress responses in mammals, data on the relationship between unpredictable
chronic stress (UCS) and its effects on purinergic signaling are limited. The ATP hydrolysis
by ectonucleotidases is an important source of adenosine and adenosine deaminase (ADA)
contributes to the regulation of the nucleoside concentrations through its deamination.
Considering that some stress models can affect signaling systems, the objective of this study
was to investigate whether UCS alters ectonucleotidases and ADA pathway in zebrafish
brain. Additionally, we analyzed ATP metabolism as well as adal, ada2.1, ada2.2, adal, and
adaasi gene expression in zebrafish brain. Our results have demonstrated that UCS did not
alter ectonucleotidase and soluble ADA activities. However, ecto-ADA activity was
significantly decreased (26.8%) in brain membranes of animals exposed to UCS when
compared to the control group. Quantitative RT-PCR analysis did not show significant
changes on ADA gene expression after the UCS exposure. The brain ATP metabolism
showed a marked increase in adenosine levels (ADO) in animals exposed to UCS. These data
suggest an increase on extracellular adenosine levels in zebrafish brain. Since this nucleoside
has neuromodulatory and anxiolytic effects, changes in adenosine levels could play a role in
counteracting the stress, which could be related to a compensatory mechanism in order to

restore the homeostasis.

Keywords:

Adenosine; Adenosine deaminase; Ectonucleotidases; Unpredictable chronic stress;

Zebrafish.
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1. Introduction

Stress has become an integral part of human life and organisms are constantly submitted
to stressful stimuli that affect numerous physiological processes (Bhatia et al., 2011). Stress
mobilizes a complex spectrum of adaptive physiological and behavioral responses that aim to
re-establish the challenged body homeostasis (Kyrou and Tsigos, 2009). The short-term
period stress response is beneficial to an organism, because energy stores are mobilized and
redistributed to cope with the stressor (Léhr and Hammerschmidt, 2011). However, chronic or
repeated stress has been shown to affect physiological (Hirsch and Zukowska, 2012)
immunological (Swaab et al., 2005), endocrine (Lemaire et al., 2006), and developmental
processes (Canu et al., 2007) as well as induce depressive-like behaviors (Harvey et al.,
2008). In mammalians, the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis and the sympathetic
nervous system (SNS) constitute the main effector pathways of the stress system, mediating
its adaptive functions (Kyrou and Tsigos, 2009).

Zebrafish is emerging as a promising model for experimental studies of stress and
anxiety (Egan et al., 2009) and is useful for studying behavioral and molecular mechanisms of
brain disorders (Maximino et al., 2010; Rico et al., 2011), developmental biology, disease
processes, and  neurodegeneration (Fleming and Rubinsztein, 2011;Ingham, 2009).
Analogues of the HPA axis have been found in zebrafish, corresponding to the hypothalamic—
pituitary—interregnal (HPI) axis, which controls the levels of circulating cortisol, involved in
restoring homoeostasis that is disrupted in response to stressor exposure (Alsop and Vijayan,
2008; 2009a). The activation of the HPI axis begins at the hypothalamus, which secrets
corticotrophin releasing hormone (CRH). In response to CRH, the pituitary releases
adrenocorticotropic hormone (ACTH) into the bloodstream, which reaches the head kidney of

fish (Alsop and Vijayan, 2009a), leading to corticosteroid biosynthesis. The functions of
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different endocrine and neurotransmitter systems were compared between zebrafish and other
vertebrates, including humans, and major aspects are conserved (L6hr and Hammerschmidt,
2011; Rico et al., 2011) and are physiologically homologous to humans (Alsop and Vijayan,
2008; 2009a). In addition, zebrafish, like humans, employ cortisol (rather than corticosterone,
as do rodents) as a primary stress response hormone (Barcellos et al., 2007), which makes
them a useful animal model relevant to human stress physiology.

Studies have reported changes in the concentrations of extracellular ATP (Kennedy et
al., 1997) and adenosine in rodents (Latini and Pedata, 2001) after exposure to stressors.
However, the relationship between chronic stress and its effects on purinergic signaling in
zebrafish are limited. Extracellular adenosine 5 -triphosphate (ATP) is a
key signaling molecule present in the central nervous system (CNS) and plays a role as a
messenger in the CNS during different physiological and pathological events (Tu and Wang,
2009). Extracellular nucleotides and adenosine act on two classes of purinergic receptors: P2
and P1, respectively. Adenosine mediates its action through activation of the P1 receptors,
which are G protein-coupled receptors (GPCRs) while ATP activates ionotropic P2X
receptors and GPCRs P2Y receptors (Burnstock, 1978; Burnstock et al., 2011).

ATP is catabolized by a cascade of enzyme families located on the cell surface called
ectonucleotidases. These enzymes mediate nucleotide-mediated signaling, controlling the rate,
amount, and timing of nucleotide degradation and adenosine production (Bonan, 2012;
Robson et al., 2006). Tri- and diphosphonucleosides may be hydrolyzed by ectonucleoside
triphosphate diphosphohydrolase (E-NTPDase), whereas ecto-5"-nucleotidase hydrolyzes
nucleoside monophosphates producing adenosine (Bonan, 2012; Zimmermann, 2001).
Adenosine levels can be controlled by adenosine deaminase (ADA), which is responsible for
cleaving the neuromodulator adenosine into inosine. Two members of the ADA subfamily,

ADAL and ADA2, were described and evidence showed another similar protein group, called
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ADAL (adenosine deaminase-like) (Rosemberg et al., 2007).The NTPDase, ecto-5'-
nucleotidase, and ADA activities were described in zebrafish brain membranes and share
several kinetic properties with the enzymes previously identified in mammals (Rico et al.,
2003; Rosemberg et al., 2008; Senger et al., 2004). Studies have already demonstrated that
acute restraint stress alters ADA activities in zebrafish brain (Piato et al., 2011b). Considering
that adenine nucleotides and nucleoside are involved in the modulation of several
physiological and pathological processes, and their levels may be altered by stress, it is
important to investigate the interaction between extracellular nucleotide and nucleoside
catabolism and unpredictable chronic stress. Therefore, the aim of this study was to verify
whether UCS alters ectonucleotidase and ADA pathway in zebrafish brain. Additionally, we
analyzed ATP metabolism as well as adal, ada2.1, ada2.2, adal, and adaasi gene expression

in zebrafish brain.

2. Material and methods

2.1. Animals and housing

Adult male “wild type” (short fin) zebrafish (Danio rerio) were obtained from a commercial
supplier (Red Fish, Porto Alegre, Brazil). All fish were acclimated for at least two weeks in
the experimental room and housed in groups of 20 fish in 15 | heated (28+2 °C) tanks with
constant aerated water. Fish were kept on a 14-10 h day/night cycle and fed three times a day
with commercial flakes (TetraMin®) and supplemented with live brine shrimp. All protocols
were approved by the Institutional Animal Care Committee (11/00249-CEUA) and followed

Brazilian legislation, the guidelines of the Brazilian Collegium of Animal Experimentation
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(COBEA), and the Canadian Council for Animal Care (CCAC) guide on the care and use of

fish in research, teaching, and testing.

2.2 Chemicals

ATP, ADP, AMP, Adenosine, Trizma Base, ammonium molybdate, polyvinyl alcohol,
Malachite Green, EDTA, EGTA, sodium citrate, calcium chloride were purchased from
Sigma (St. Louis, MO, USA). Phenol, sodium nitroprusside, and magnesium chloride were
purchased from Merck (Darmstadt, Germany). Trizol® Reagent, dNTPs, oligonucleotides,
Tag polymerase, SYBR® Green | Low DNA Mass Ladder were purchased from Invitrogen
(Carlsbad, California, USA) and ImProm-II"™ Reverse Transcription System was obtained
from Promega (Sdo Paulo, SP, Brazil). Primers were obtained from Integrated DNA

Technologies (Coralville, IA, USA). All other reagents used were of analytical grade.

2.3 Unpredictable chronic stress protocol (UCS)

The animals were divided into two groups: stressed and control. UCS was applied according
to the protocol established by Piato et al. (2011a) described below. Following a two-week
habituation period, fish were submitted twice a day to one of the following stressors either
during 7 days (Table 1): restraint stress, consisting of maintaining each animal for 90 min
inside a small 2 ml microcentrifuge tube open in both ends to allow water flow; heating tank
water up to 33 °C for 30 min; social isolation, maintaining animals alone for 45 min in a 250
ml beaker; cooling tank water up to 23 °C for 30 min; crowding of 10 animals for 50 min in a
250 ml beaker; exposition to predator (Archocentrus nigrofasciatus fish) in close proximity

for 50 min but avoiding direct contact; low water level on housing tanks until animal’s dorsal
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body wall were exposed for 2 min; tank water replacement, three consecutive times with
animals inside; tank change, three consecutive times; and chasing animals for 8 min with a
net. Aeration and temperature were controlled during each stressor presentation (except
during heating and cooling stress). To prevent habituation and maintain unpredictability, time
and sequence of stressor's presentation were changed daily. A non-stressed control group
remained in the same room during the equivalent 7-day period. Despite the stressful

conditions intermittently presented to the fish, no extreme suffering was caused or observed.

2.4 Preparation of soluble and membrane fractions

Immediately after the UCS, control and stressed fish were cryoanaesthetized and euthanized
(Wilson et al., 2009). The brains were removed by dissection and added to 60 volumes (v/w)
of chilled Tris-citrate buffer (50 mM Tris citrate, 2 mM EDTA, 2 mM EGTA, pH 7.4,
adjusted with citric acid) for NTPDase and ecto-5’-nucleotidase assays (Rico et al., 2003;
Senger et al., 2004). For ADA activity experiments, brains were homogenized in 20 volumes
(v/w) of chilled phosphate buffered saline (PBS), with 2 mM EDTA and 2 mM EGTA, pH
7.4 (Rosemberg et al., 2008). Each independent experiment was performed using biological
preparations consisted by a ‘‘pool’’ of five whole brains. The preparation of brain membranes
was according to a previously described method (Barnes et al., 1993). Briefly, samples were
homogenized on ice in a motor-driven Teflon- glass homogenizer. The preparations were
centrifuged at 800 g for 10 min at 4°C to remove the nuclei and cell debris and the supernatant
fractions were subsequently centrifuged at 40.000 g for 25 min. The resultant supernatant and
the pellet obtained corresponded to the cytosolic and membrane fractions, respectively. For
soluble ADA activity experiments, the supernatant was collected and kept on ice for enzyme

assays. The pellets of both membrane preparations were frozen in liquid nitrogen, thawed,
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resuspended with the respective buffers and centrifuged at 40.000 g for 20 min. This freeze—
thaw-wash procedure was used to ensure the lysis of the brain vesicles membranes. The final
pellets were resuspended and used for the measurements of ectonucleotidase and ecto-ADA
activities. All cellular fractions were maintained at 2-4°C throughout preparation and they

were immediately used for enzyme assays.

2.5 Nucleotide Hydrolysis Assays

Ectonucleotidase activities were determined as previously described (Rico et al., 2003; Senger
et al., 2004). Brain membranes (3-5 pg protein) were added to the reaction mixture containing
50 mM Tris—HCI (pH 8.0) and 5 mM CacCl, (for NTPDase activities) and 50 mM Tris—HCI
(pH 7.2) and 5 mM MgCI; (for ecto-5’- nucleotidase activity) in a final volume of 200 pl. The
samples were preincubated for 10 min at 37°C before starting the reaction with the addition of
substrate (ATP, ADP or AMP) to a final concentration of 1 mM. The reactions were stopped
after 30 min with the addition of trichloroacetic acid at a final concentration of 5% and
immediately placed on ice for 10 min. The inorganic phosphate (Pi) released was determined
by colorimetric assay using Malachite Green reagent (Chan et al., 1986) and KH,PO, as
standard. To ensure that the concentration of Pi was within the linear range, dilutions of 1:8
and 1:2 to a volume of 400 pl were performed for the assessment of ATP and ADP
hydrolysis, respectively. Samples were mixed to 1 ml of Malachite Green solution and
nucleotide hydrolysis was determined spectrophotometrically at 630 nm after 20 min.
Controls with the addition of the enzyme preparation after incubation period were used to
correct non-enzymatic hydrolysis of substrates. Incubation times and protein concentrations
were chosen to ensure the linearity of the reactions. NTPDase and ecto-5’-nucleotidase

activities were expressed as nmol Pi min™ mg protein™.
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2.6 Adenosine deaminase Assay

Ecto- and cytosolic ADA activities were determined spectrophotometrically by measuring the
ammonia produced over a fixed time using a Berthelot reaction as previously reported
(Weisman et al., 1988). After the preparation of soluble and membrane fractions, the optimum
conditions for adenosine hydrolysis were determined. The membrane and cytosolic fractions
(5-10 png protein) were added to the reaction mixture containing 50 mM sodium acetate buffer
(pH 5.0) and 50 mM sodium phosphate buffer (pH 7.0), respectively, in a final volume of 200
ul .The samples were preincubated for 10 min at 37 °C and the reaction was initiated by the
addition of substrate adenosine to a final concentration of 1.5 mM. After incubated for 75 min
(soluble fraction) and 120 min (membranes), the reaction was stopped by adding the samples
on a 500 pL of phenol-nitroprusside reagent (50.4 mg of phenol and 0.4 mg of sodium
nitroprusside/mL). Controls with the addition of the enzyme preparation after mixing with
phenol-nitroprusside reagent were used to correct non-enzymatic hydrolysis of substrates. The
reaction mixtures were immediately mixed to 500 pL of alkaline-hypochlorite reagent
(sodium hypochlorite to 0.125% available chlorine, in 0.6MNaOH) and vortexed. Samples
were incubated at 37 °C for 15 min and the colorimetric assay was carried out at 635 nm.
Incubation times and protein concentrations were chosen in order to ensure the linearity of the
reactions. Both ecto- and cytosolic ADA activities were expressed as nmol NHz min™ mg

protein™.
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2.7 Gene expression analysis by quantitative real time RT-PCR (RT-gPCR)

Analysis of the adal, ada2.1, ada2.2, adal, and adaasi gene expression was performed by a
quantitative real-time reverse transcription polymerase chain reaction (RT-gPCR) assay. RT-
gPCR was performed on a 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems) with SYBR
green fluorescent label. The adal, ada2.1, ada2.2, adalL, and adaasi primers were designed
using the Oligos 9.6 program. The EFla, Rpll3a and B-actin primers were used as
constitutive genes for data analysis, as described previously (Tang et al., 2007) (Table 2).
Gene expression analysis was carried out only when kinetic alteration occurred. Immediately
after the UCS, groups of animals (control and stressed fish) were euthanized and the brains
were removed for total RNA extraction with Trizol® Reagent in accordance with the
manufacturer’s instructions. Four independent assays for each tested group were performed
and a pool of five whole zebrafish brains was used for each independent experiment. Total
RNA was isolated with Trizol® reagent (Invitrogen, Carlsbad, California, USA) in accordance
with the manufacturer’s instructions. The total RNA was quantified by spectrophotometry and
the cDNA was synthesized with ImProm-II™ Reverse Transcription System (Promega) from
1 pg of total RNA, following the manufacturer’s instructions. Quantitative PCR was
performed using SYBR® Green | (Invitrogen) to detect double-strand cDNA synthesis.
Reactions were done in a volume of 25 pL using 12.5 puL of diluted cDNA (1:50 for EFla,
Ripl3a, p-actin, adal, ada2.1, adalL, adaasi, and 1:20 ada2.2), containing a final
concentration of 0.2 x SYBR® Green I (Invitrogen), 100 uM dNTP, 1 x PCR Buffer, 3 mM
MgCl,, 0.25 U Platinum® Tag DNA Polymerase (Invitrogen) and 200 nM of each reverse and
forward primers (Table 2). Samples were run in quadruplicate in optically clear 96-well plates
(Applied Biosystems). For each qPCR set, a negative control was included. The PCR cycling

conditions were: an initial polymerase activation step for 5 min at 95°C, 40 cycles of 15 s at
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95°C for denaturation, 35 s at 60 °C for annealing and 15 s at 72°C for elongation. At the end
of cycling protocol, a melting-curve analysis was included and fluorescence measured from
60 to 99 °C. Relative expression levels were determined with 7500 Real-Time Software
v.2.0.5 (Applied Biosystems). The efficiency per sample was calculated using LinRegPCR
11.0 Software (http://LinRegPCR.nl) and the stability of the references genes, EFla, Ripl3a
and p-actin (M-value) and the optimal number of reference genes according to the pairwise
variation (V) were analyzed by GeNorm 3.5 Software (http://medgen.ugent.be/genorm/).

Relative RNA expression levels were determined using the 2*““T method.

2.8 Analysis of ATP metabolism by high performance liquid chromatography (HPLC) in

zebrafish brain

Membrane samples were obtained as described in the subsection 2.4. The reaction medium
contained 50 mM Tris—HCI (pH 8.0) and 5 mM CaCl, (for NTPDase activities) in a final
volume of 200 pl. The membrane preparation (3-5 pg protein) was added to the reaction
mixture and preincubated for 10 min at 37 °C. To start the reaction, ATP was added to the
medium in a final concentration of 0.1 mM at 37 °C. Aliquots of the sample were collected at
different incubation times (0-180 min), with the reaction being stopped on ice. All samples
were centrifuged 14.000 g for 15 min. An HPLC system equipped with an isocratic pump, a
diode array detector (DAD), a degasser, and a manual injection system was used (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA). Aliguots of 20 ul were applied into HPLC system and
chromatographic separations were performed using a reverse-phase column (150 mm x 4 mm,
5 um Agilent® 100 RP-18 ec). The flow rate of the 60 mM KH;PO; 5 mM
tetrabutylammonium chloride, pH 6.0, in 13% methanol mobile phase was 1.2 mL/min. The

absorbance was monitored at 260 nm, according to a method previously described, with few
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modifications (Voelter et al., 1980). The peaks of purines (ATP, ADP, AMP, adenosine, and
inosine) were identified by their retention times and quantified by comparison with standards.
The results are expressed as pumol of the different compounds for each different incubation
time. All incubations were carried out in triplicate and the controls to correct nonenzymatic
hydrolysis of nucleotides were performed by measuring the peaks present into the same
reaction medium without membrane. The control for intrinsic membrane purines was

performed by incubation of the preparation without the substrate under the same conditions.

2.9 Statistical analysis

For enzyme assays, the data are shown as mean £ S.D of five experiments. For molecular and
HPLC analysis, the results are expressed as mean + S.E.M of four experiments. Statistical
analysis was performed by one-way analysis of variance (ANOVA), followed by a Tukey
multiple range test. Statistically significant differences between groups were considered for a

P<0.05. All data were evaluated by GraphPad Prism 5 for Windows.

3. Results

In this study, we verified the effects of UCS protocol on ectonucleotidases (NTPDase
and ecto-5"-nucleotidase) and ADA activities, which are responsible for regulating the
extracellular concentrations of purine and pyrimidine nucleotides.

Our results have demonstrated no changes on ATP, ADP, and AMP hydrolysis in brain
membranes of zebrafish submitted to UCS (Table 3). In contrast, ecto-ADA activity was
significantly decreased (26.8%; 8.164 + 0.78 NH; min* mg ™ of protein; P<0.05; n=5) in

brain membranes of animals exposed to UCS when compared to the control group (11.15 +
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2.16 NHs min* mg™ of protein; P<0.05; n=5) (Fig. 1A, B). However, the soluble ADA
activity was not altered after the UCS protocol (Fig. 1A, B).

Since we have observed significant changes on ADA activity, we investigated whether
UCS has any effect in the expression of ADA genes. Quantitative RT-gPCR analysis did not
show significant changes on adal, ada2.1, ada2.2, adalL, adaasi gene expression after the
UCS exposure (n=4; Fig. 2).

Measurements of nucleotide and nucleoside levels can constitute an important
contribution to the knowledge of the role of purines in stress. The ATP metabolism in the
brain membrane preparations from control and stressed group was measured by HPLC and is
presented in Fig.3. The results showed a marked increase in adenosine levels (ADO), such as
1.32 and 1.1.17 times higher (from 5 and 180 min of incubation) in animals exposed to UCS
when compared to the control group (Fig 3D). We also have observed that the enhancement
in adenosine levels was not accompanied by change in ATP, ADP, AMP and inosine levels in

animals exposed to UCS when compared to control group (Fig. 3A, B, C, and E).

4. Discussion

The findings of the present study have demonstrated that brain ecto-ADA activity was
altered in zebrafish submitted to UCS protocol. Soluble ADA, NTPDase, and 5 -nucleotidase
activities have not shown significant changes after UCS. However, the analysis of nucleotide
and nucleoside metabolism showed a marked increase in adenosine levels in brain membranes
of animals exposed to UCS when compared to the control group.

Piato et al (2011a) showed that UCS protocol increased the anxiety levels, impaired
cognitive function, increased CRH while decreased GR expression and increased cortisol

levels in zebrafish. After cortisol is released to the circulation, it could be metabolized to
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cortisone (Alsop and Vijayan, 2009b), a known glucocorticoid, which were found to have an
important neuromodulatory role in the regulation of neuronal function in the brain
(Abrahamet al., 2000). Recent studies have demonstrated that corticosteroid hormones
interact with various neurotransmitter systems, including purinergic system, in which the
expression of adenosine A; receptors is modified in presence of high levels of glucocorticoids
(Ren and Stiles, 1999). In addition, several studies have demonstrated the existence of
different stress effects on ATP, ADP, and AMP hydrolysis depending on synaptosomal source
and stress duration (Fontella et al., 2004; Horvat et al., 2010; Souza et al., 2011). In brain
synaptosomes (frontal cortex and hypothalamus), there were no changes on ATP or ADP
hydrolysis after chronic stress (Torres et al., 2002). Meanwhile, the same stress protocol was
able to induce an increase on ATP hydrolysis, without changes in the ADP or AMP
hydrolysis in rat hippocampal synaptosomes (Fontella et al., 2004). In our study, no effect
was observed on the ectonucleotidases (NTPDase and ecto-5"-nucleotidase) after the exposure
to UCS protocol in zebrafish brain. Such findings could indicate that there is an adaptive
response in order to maintain nucleotide levels in chronic stress, since this condition did not
alter significantly the ectonucleotidase activities.

The hypothesis of enzyme adaptive response after chronic stress is reinforced by the
previous evidence that ectonucleotidase activities are modulated after induction of acute
stress. Horvat et al. (2010) examined the effect of acute restraint stress on rat brain
synaptosomal ectonucleotidase activities at specific stages of postnatal development (15-,30-
,60- and 90-day-old rats) by measuring the rates of ATP, ADP, and AMP hydrolysis at 1, 24,
and 72 h post-stress. The authors observed the developmental dependence of brain
ectonucleotidase susceptibility to acute stress and the possible existence of different
mechanisms involved in time-dependent modulation of ectonucleotidase activities following

stress exposure. Souza et al. (2011) investigated the influence of acute stress exposure upon
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temporal patterns of NTPDase and 5’-nucleotidase activities in rat blood serum and verified a
time-dependent decrease in nucleotidase activities, persisting for at least 24 hours. Fontella et
al. (2004) observed an increased ATP, ADP, and AMP hydrolysis in rat hippocampal
synaptosomes induced by acute stress. Piato et al. (2011b) showed that zebrafish submitted to
a 90 min of acute restraint stress (ARS) significantly increased ATP hydrolysis.
Glucocorticoids have already been reported to alter the activity of other enzymes involved in
the hydrolysis of ATP. High levels of glucocorticoids or exposure to acute stress have been
reported to increase Na *, K™ -ATPase activity in brain and other tissues (Rodrigo et al., 2002;
Shaheen et al., 1996), while decreasing Ca®* -ATPase activity (Bhargava et al., 2000, 2002),
although other nonglucocorticoid-dependent factors appear also to be involved in the response
of these enzymes to stress (Bhargava et al., 2000). Torres et al. (2001) mentioned that
chronically stressed animals do not experience all the hormonal consequences that animals
exposed to one single-stress episode do and this phenomenon of adaptation to chronic stress
may be reflected in several biochemical and physiological processes (Hashiguchi et al., 1997).
Therefore, the differences observed on ectonucleotidase activities after acute restraint stress
and UCS suggests an adaptation of purinergic system to these conditions in zebrafish brain.
Adenosine deamination is an important mechanism able to promote tissue homeostasis
and adenosine signaling in brain (Franco et al., 1997; Sun et al., 2005). In the present study,
we demonstrated that UCS decreased ecto-ADA activity in the zebrafish brain. RT-gPCR
results showed that UCS did not interfere in the expression of ADA-related genes, indicating
that chronic stress did not modulate the mRNA synthesis of enzymes able to deaminate
adenosine. Therefore, it is possible to suggest that the significant decrease in adenosine
deamination promoted by UCS is not due to changes in the transcriptional control. The
evaluation of purine metabolism performed by HPLC corroborates this hypothesis, since we

observed that adenosine levels were markedly increased on stressed group when compared to
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control group. The increase in adenosine levels is in agreement with the data obtained for
ecto-ADA activity.

Adenosine has several functions within the CNS, including the inhibitory tone of
neurotransmission and neuroprotective actions in pathological conditions (de Mendonga et al.,
2000). In the brain, adenosine released under stress conditions counteracts the release and
damaging effects of excitatory neurotransmitters, such as glutamate, by activation of the
adenosine A; receptors, which reduces neurotransmitter release and depresses the neuronal
activity in the CNS (Jacobson and Gao, 2006). Glutamate is the most widespread excitatory
neurotransmitter and may be potently toxic, when present in high concentrations in the
synaptic cleft (Tzingounis and Wadiche, 2007), and it has been shown that this excitotoxic
effect is involved in various neurological disorders (Maragakis and Rothstein, 2004;
Struzynska, 2009). Magarinos et al. (1997) suggests that chronic restraint stress increases the
release of glutamate. The neuroprotective effects of adenosine ma y prevent a possible
neurotoxicicty induced by stress, specially associated to activation of adenosine A; receptors
(de Mendonca et al., 2000). Therefore, the decreased ecto-ADA activity observed in our
results leads to an increase on extracellular adenosine levels. These findings support the
hypothesis that the modulatory effect on ecto-ADA could be related to a compensatory
mechanism in order to reestablish the homeostasis and a change in the adenosine pool, which
can influence the neuroprotective effects produced by this nucleoside in zebrafish brain.

In conclusion, this study demonstrated that UCS inhibited the ecto-ADA activity, an
important enzyme in purinergic metabolism, leading to altered brain adenosine/inosine levels
in zebrafish submitted to UCS. The observed change in adenosine levels could induce a
physiological response able to protect from damage caused by exposure to stressors. In
addition, our findings indicate differences between extracellular nucleotide and nucleoside

metabolism after UCS and the previously reported acute stress exposure in zebrafish.
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Figure legends

Fig. 1. Effect of unpredictable chronic stress on membrane-bound (A) and soluble (B) ADA
activity from zebrafish brain. Bars represent the mean + S.D (n=5). The symbol (*) represents
a significant difference from control group (one-way ANOVA, followed by Tukey test as post

hoc, P< 0.05). The specific enzyme activity is reported as nmol of NHz min™* mg™ of protein.

Fig. 2. Effect of unpredictable chronic stress on ADA gene expression in zebrafish brain. Data
are expressed as mean + SEM of four independent experiments (n=4) performed in
quadruplicate. Data were analyzed statistically by oneway ANOVA followed by Tukey test as
post hoc test. Asterisk indicates statistically significant difference from control group

(P<0.05).

Fig. 3. Purine metabolites in brain membranes from control and stressed zebrafish.
Membranes were incubated with 0.1 mM ATP. ATP(A), ADP(B), AMP(C), adenosine
(ADO)(D) and inosine (INO)(E) contents in control (black circles) and stressed (black
triangles) groups. The results are presented as the mean (umol) + SEM. Data represents a

typical result of three independent experiments.
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Figure 3
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Table 1. Procedure of the unpredictable chronic stress in zebrafish

Monday Tuesday Wednesday Thursday Friday Saturday Sunday

9:00 am 10:00 am 10:30 am 9:00 am 8:00 am 11:00 am 8:00 am

Restraint Social Crowding Low water Cooling Tank change Heating

stress isolation level

2:00 pm 4:00 pm 1:30 pm 3:00 pm 2:00 pm 5:30 pm 12:00 pm

Heating Cooling Predator Tank change Crowding Chasing Social

isolation
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Table 2. PCR primers design

Enzymes Primer sequences (5°-3°) GenBank accession number (MRNA)

F - CTGGAGGCCAGCTCAAACAT

EFle™ B ATCAAGAAGAGTAGTACCGCTAGCATTAC NSDART00000023156
BlI3a® L O CACAATCTTGAGAGCAG NM_212784

o BT o
s E[ICEAAEIICORCEE

o ECTTISTSSTACTIGMERACEETTIS sy

o ETECTISTICNCAICCEOUSE

npaL | FCTCTAATGTGAAAGGTCAAACCGTGC NM._001033744.1

R-AAGACGCCCTTATCATCCGTGC

* According to Tang et al. (2007).
** Designed by authors.

Table 3. Effect of unpredictable chronic stress on ectonucleotidase activities in adult

zebrafish brain membranes.

Group n ATP hydrolysis n ADP hydrolysis n AMP hydrolysis

Control 8 580.4+76.7 5 658+145 5 18.65+34

Estressed 8 527.2+62.2 5 581+10.3 5 18.25+39

The nucleotide hydrolysis was expressed as nmol Pi min " mg " protein.

Data are expressed as mean + S.D.
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CAPITULO 3

RESULTADOS ADICIONAIS



Além dos experimentos incluidos no manuscrito do Capitulo 2, experimentos
adicionais foram realizados. Considerando o0 importante efeito neuroprotetor e
neuromodulatorio da adenosina e seu envolvimento com a ansiedade, evidéncias sugerem que
agonistas de receptores A; tem uma atividade ansiolitica e que antagonistas dos receptores

Aza podem exercer efeitos neuroprotetores (Fredholm et al., 2011; Cunha, 2005). Portanto,

torna-se importante investigar o efeito da administragdo de um agonista do receptor A;, N®-

ciclopentiladenosina (CPA), e de um antagonista de receptor A;a ZM241385, em pardmetros
comportamentais de animais submetidos ao estresse crénico imprevisivel, a fim de verificar
uma possivel relacdo entre o sistema purinérgico e 0 estresse, bem como uma maior
compreensdo da funcdo da adenosina na modulacdo do estresse e ansiedade. Portanto, uma
interessante estratégia farmacologica envolve o bloqueio dos receptores Aa € a ativacao dos
receptores A; como forma de promover a neuroprotecdo baseada na modulacdo do sistema
adenosinérgico.

O protocolo de estresse cronico imprevisel padronizado em zebrafish é uma
importante ferramenta para avaliar os efeitos do estresse cronico neste modelo (Piato et al,
2011a).

No modelo de estresse imprevisivel, os animais foram submetidos duas vezes ao dia a

tarefas estressoras durante 7 dias, como mostra a tabela 2, abaixo:
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Tabela 2: Esquema das tarefas do modelo de estresse cronico imprevisivel.

Segunda Terca Quarta Quinta Sexta Sabado Domingo
Tarefas 1 9:00 10:00 10:30 9:00 Baixo 8:00 11:00 8:00
Contengdo | Isolamento Excesso nivel de gua | Exposicdo ao Mudanga de Exposicao
Social populacional frio Tanque ao calor
Tarefas 2 14:00 16:00 13:30 15:00 Troca 14:00 17:30 Caca 12:00
Exposi¢ao Exposi¢do Predador de agua Excesso Isolamento
ao calor ao frio populacional Social

As tarefas estressoras consistiram de:

1. Contencdo: onde cada animal ser& acondicionado durante 90 min dentro de um
pequeno tubo de microcentrifuga de 2 ml aberto nas duas extremidades com
fluxo constante de agua e temperatura controlada;

2. Exposicdo ao calor: os animais serdo mantidos em um aquario com agua na
temperatura de 33 °C durante 30 min;

3. Isolamento social: cada animal sera mantido sozinho em um Becker de 250 ml
por 45 min;

4. Exposicdo ao frio: os animais serdo mantidos em um aquario com agua na
temperatura de 23 °C durante 30 min;

5. Excesso populacional: um nimero de 10 peixes serda mantido por 50 min em
um Becker de 250 ml;

6. Exposicdo ao predador: um peixe, Archocentrus nigrofasciatus, sera exposto
préximo aos animais, mas sem contato direto, durante 50 min;

7. Baixo nivel de 4gua: em um aquario os peixes ficardo durante 2 min em baixo
nivel de agua, aproximadamente 3 cm;

8. Mudanca de tanque: serdo realizadas trés trocas consecutivas em tanques
diferentes permanecendo 8 min em cada tanque;

9. Troca de &gua do aquario: a agua do aquario serd trocada trés vezes

consecutivas, e

10. Caca: com o auxilio de uma rede os animais serdo cagados durante 8 min.

Vinte e quatro horas ap6s o término do protocolo do estresse cronico imprevisivel as

drogas foram administradas via i.p em um volume de 10uL. Os compostos utilizados foram
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CPA (10 pg/kg) e ZM241385 (100 ug/kg). CPA foi dissolvido em uma solucéo salina (0.9%)
e ZM241385 em DMSO (0.08%). Logo apos, os animais tratados foram cuidadosamente
colocados individualmente no tanque novo (30 cm x 15 cm x 10 cm, comprimento x altura x
largura). Primeiramente, foram habituados ao aparato por 30 s e entdo a atividade
comportamental foi gravada ao longo de um periodo de 5 min. O tanque de teste foi dividido
em quatro areas igualmente verticais e uma horizontal, e os padrées comportamentais a seguir
foram medidos: numero de cruzamentos (linhas verticais e horizontais), distancia total
percorrida, velocidade maxima e tempo gasto no quadrante superior. O tempo despendido em
cada posicao do aquério (niveis inferiores versus superiores) foi considerado como o indice de
ansiedade. Esta tarefa explora a tendéncia natural que o zebrafish tem para, inicialmente,
permanecer na parte inferior de um ambiente novo e, em seguida, gradualmente explorar as
partes superiores do tanque teste (Egan et al., 2009; Levin et al., 2007). Desta forma, um
aumento no tempo em gue o animal permanece no fundo do tanque indica um comportamento
do tipo ansioso elevado (Levin et al., 2007). Os videos foram gravados com uma webcam
digital (Quick cam Pro 9000, LOGITECH) e o movimento de cada animal foi monitorado
pelo software ANY-Maze (Stoelting co., Wood Dale, IL, EUA). Os dados foram expressos
como média * erro padrédo, sendo que foram analisados por analise de variancia de duas vias,
seguida pelo teste de Bonferroni.

Os resultados obtidos mostram a atividade locomotora e comportamento do tipo

ansioso apos a administracdo de CPA em animais submetidos ao UCS (Fig. 1).
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Fig. 1. Efeito da administracdo de CPA sobre a atividade locomotora e comportamento do
tipo ansioso em animais submetidos ao UCS. (A) numero de cruzamentos, (B) distancia
percorrida (m), (C) velocidade méxima (m/s) e (D) tempo permanecido na regido superior (s).
Os resultados sdo expressos em média +SEM. Valores de no minimo 10 animais por grupo. A
andlise estatistica foi realizada utilizando a andlise de variancia de duas vias. Mdltiplas
comparacOes foram realizadas pelo método de Bonferroni com UCS e drogas como fatores.
*P < 0.05 indica diferenca significativa entre o respectivo controle e UCS-salina e #

representa diferenca significativa entre UCS-drogas.

Conforme mostra a Fig.1 (A, B, C) a atividade locomotora ndo foi alterada nos
animais submetidos ao UCS, pois ndo houve uma mudanca significativa, respectivamente, no
numero de cruzamentos [F(3;45=0,6107, (p=0,4386)]; distancia percorrida [F(3;45)=1,344,

(p= 0,2523)] e velocidade maxima [F(3;45)=1,260, (p= 0,2675)].
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No entanto, apds a administracdo do agonista de receptor de adenosina A;, CPA, no

grupo de animais estressados, houve uma diminuicio no numero de cruzamentos

[F(3;45)=5,895, (p=0,0192)], indicando que esse agonista diminui a atividade locomotora em

animais estressados (Fig. 1.A). Portanto, a reducdo da atividade locomotora, provocada pelo

CPA parece ser relacionada a efeitos especificos da droga na condicdo estudada. Na Fig. 1.D,

pode ser observado um aumento no tempo de permanéncia na parte inferior do tanque nos

animais estressados [F(3;45)4,200 (p= 0,0463)], sugerindo um comportamento do tipo

ansioso que nao foi revertido pela administracdo de CPA.

A atividade locomotora e 0 comportamento do tipo ansioso foram avaliados apds a

administracdo de ZM241385 em animais submetidos ao UCS (Fig. 2).
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Fig. 2. Efeito da administracdo de ZM sobre a atividade locomotora e comportamento do tipo

ansioso em animais submetidos ao UCS. (A) numero de cruzamentos, (B) distancia percorrida
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(m), (C) velocidade maxima (m/s) e (D) tempo permanecido na regido superior (s). Os
resultados séo expressos em média +SEM. Valores de no minimo 7 animais por grupo. A
analise estatistica foi realizada utilizando a analise de variancia de duas vias. Multiplas
comparagOes foram realizadas pelo método de Bonferroni com UCS e drogas como fatores.
*P < 0.05 indica diferenca significativa entre o respectivo controle e UCS-salina.

Conforme mostra a Fig.2 (A, B, C), a atividade locomotora ndo foi alterada nos
animais submetidos ao UCS, pois ndo houve uma mudanca significativa, respectivamente, no
namero de cruzamentos [F(3;32)=1,526, p= 0,2256)]; distancia percorrida [F(3;32=3,283, p=
0,0794)] e velocidade maxima [F(3;32)=3,209, p= 0,0827)].

A Fig. 2.D mostra que o UCS causou um aumento no tempo de permanéncia na parte
inferior do tanque nos animais estressados, sem administracdo dos compostos
[(F(3;33)=5,055, p= 0,0314)] indicando assim um aumento no comportamento do tipo
ansioso.

Estudos realizados em ratos mostram que ha o envolvimento de receptor de adenosina
A; na atividade motora, comportamento exploratério, ansiedade e agressividade (Giménez-
Llort et al., 2002). Portanto, a reducéo da atividade locomotora provocada pelo CPA parece
ser relacionada aos efeitos especificos do agonista na condi¢do estudada. J& que os animais
estressados sdo submetidos a diversos estimulos estressores capazes de modificar o
metabolismo da adenosina (conforme dados do capitulo 2), 0 SNC desses animais pode ser
mais suscetivel a alteracfes neuroquimicas e comportamentais.

Esses resultados preliminares sugerem que nas condicOes testadas 0os compostos néo
foram capazes de reverter o efeito ansiogénico causado pelo UCS, ndo havendo assim uma
modulacéo direta do sistema adenosinérgico sobre a ansiedade causada pelo UCS.

Alguns trabalhos demonstram que sob condic¢Bes nocivas, como hipdxia e isquemia,

pode ocorrer uma rapida dessensibilizacdo dos receptores de adenosina A; - mediada pela
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inibicdo da transmisséo sindptica provavelmente devido a uma internalizacdo dos receptores
de adenosina A; em terminais nervosos (Coelho et al., 2006). O curso de tempo de
dessensibilizacdo dos receptores de adenosina A; é particularmente critico para entender se a
adenosina mantém sua eficiéncia neuroprotetora em situacdes nocivas crénicas no cérebro
(Cunha et al., 2005).

Cunha (2005) sugere que a ativacao dos receptores A; é proeminente em situacdes de
estresse agudo, mas pode ter uma diminuicdo na eficiéncia apds longos periodos de tempo de
insultos, como o que ocorre com 0 estresse cronico. Parece que a ativacdo dos receptores de
adenosina A; € um sistema de neuroprotecdo enddgena, mas sua utilidade é limitada as
condic¢des nocivas agudas no cérebro, ou seja, para controlar o aparecimento ou aumentar o
limite de dano neuronal.

Torres et al., (2003) sugere que a exposicdo repetitiva ao estresse por contencao
poderia induzir uma resposta adaptativa em animais cronicamente estressados, 0 que poderia
levar a essa dessensibilizacdo dos receptores de adenosina. Portanto, a auséncia de efeito, em
relacdo a ansiedade, dos compostos testados em animais estressados pode ser devido a uma
diminuicdo da eficiéncia dos receptores de adenosina A;. Além disso, é possivel que o
estresse diminua a expressao de receptores A;, promovendo uma diminui¢do da locomocéo,
sendo que este feito se torna mais evidente na presenca de CPA, que é um agonista seletivo
dos receptores A;. Na auséncia do CPA, este efeito ndo é observado, pois 0 aumento nos
niveis de adenosina induzidos pelo estresse poderia promover uma acdo combinada dos
receptores A; e Aya, nNdo sendo observada esta reducdo na locomogdo. Como mostram 0s
resultados encontrados no capitulo 2 referente ao metabolismo de ATP, ha um aumento nos
niveis de adenosina nos animais estressados. Dessa forma, podemos sugerir que este aumento

nos niveis de adenosina pode interferi na funcao dos receptores adenosinérgicos.
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Com a finalidade de complementar esse estudo e aprofundar o conhecimento sobre a
modulacdo adenosinérgica, pretendemos ainda investigar os efeitos de antagonistas do
receptor A;, como o DPCPX (8-ciclopentil-1,3-dipropilxantina), e agonistas do receptor de
adenosina Aza, entre eles o CGS21680 (2-[p-2-(carboniletil)feniletilamino]-5"-N-
etillcarboxamidoadenosina) e possiveis associacdes entre esses compostos para analisar
estratégias farmacoldgicas. Com base nos resultados preliminares encontrados € interessante
verificar se a expressdo génica dos receptores Az a A,a em encéfalo de zebrafish esta alterada
pelo UCS, uma vez que o CPA e 0 ZM241385 parecem ndo exercer efeito sobre a ansiedade

em animais submetidos a esse protocolo.
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CAPITULO 4

CONSIDERACOES FINAIS



O protocolo de UCS aumenta os niveis de ansiedade, prejudica a fungdo cognitiva,
aumenta o CR, diminui a expressdo de GR e aumenta os niveis de cortisol no zebrafish (Piato
et al., 201la). Além disso, estudos recentes tém demonstrado que o0s horménios
corticosteroides interagem com varios sistemas de neurotransmissores, incluindo o sistema
purinérgico, em que a expressao de receptores de adenosina A; é modificada (Ren & Stiles,
1999). A relacdo entre o estresse cronico e seus efeitos na sinalizacdo purinérgica no
zebrafish foram estudados nesta dissertacao.

Considerando que os nucleosideos e nucleotideos de adenina estdo envolvidos na
modulacdo de varios processos fisiologicos e patoldgicos, e seus niveis podem ser alterados
pelo estresse em algumas situac@es, foi importante investigar a interacdo entre o catabolismo
extracelular de nucleotideos e nucleosideos e o0 UCS. No Capitulo 2, o protocolo de UCS foi
utilizado a fim de verificar seu efeito sobre a via das ectonucleotidases e ADA em cérebro de
zebrafish. Além disso, foi realizada uma analise sobre o metabolismo do ATP, bem como a
expressdo dos genes ada;, ada,;, ada,,, ada, e adas; no cérebro de zebrafish.
Posteriormente, considerando que estudos demonstram que 0s agonistas de receptores A; tém

uma atividade ansiolitica e os antagonistas dos receptores A, podem exercer efeitos

neuroprotetores, investigamos o efeito da administracdo de um agonista do receptor A;, Neé-

ciclopentiladenosina (CPA), e de um antagonista de receptores Aza, (ZM241385) em
parametros comportamentais de animais submetidos ao estresse cronico imprevisivel, para
verificar uma possivel relacdo entre o sistema adenosinérgico e o estresse. Nossos resultados
preliminares demonstraram que 0s receptores A; e Aza Ndo promoveram um efeito ansiolitico
nos animais estressados, uma vez que 0S mesmos continuaram apresentando um
comportamento do tipo ansioso apds a administracdo de agonistas destes receptores.

Nossos resultados demonstraram que a atividade da ecto-ADA foi alterada em cérebro

de zebrafish submetidos ao protocolo de UCS. As atividades da ADA citosélica, NTPDase e
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5 -nucleotidase ndo demonstraram alteracGes significativas ap6s UCS. No entanto, a anélise
do metabolismo de nucleotideos e nucleosideos mostrou um aumento marcante nos niveis de
adenosina nas membranas de cérebro dos animais expostos a UCS quando comparado ao
grupo controle. Vérios trabalhos mostram as atividades ectonucleotidasicas estdo alteradas
apos o estresse agudo (Fontella et al., 2004; Horvat et al., 2010; Souza et al., 2011). Souza et
al. (2011) verificaram uma diminuicdo tempo-dependente nas atividades das NTPDases e 5'-
nucleotidase em soro de ratos apds exposicdo ao estresse agudo, sendo que esse efeito parece
persistir por pelo menos 24 horas. Fontella et al. (2004) observaram uma maior hidrélise de
ATP, ADP e AMP em sinaptossomas hipocampais de ratos induzida por estresse agudo. Piato
et al. (2011b) mostraram que zebrafish submetidos ao estresse agudo por contencdo (ARS)
tiveram um aumento significativo na hidrélise de ATP. E bem descrita a influéncia dos
glicocorticoides no cérebro, sendo que podem alterar a atividade de outras enzimas envolvidas
na hidrélise do ATP, ja que os niveis elevados de glicocorticoides ou a exposi¢cdo ao estresse
agudo aumentou a atividade da Na*, K*- ATPase no cérebro e outros tecidos (Sousa et al.,
1996; Rodrigo et al., 2002), e diminuiu a atividade da Ca?*” ATPase em hipocampo de ratos
(Bhargava et al., 2000, 2002). Bohmer et al., (2003) também demonstraram aumento na
atividade das ectonucleotidades em estresse agudo. No entanto, nossos resultados
demonstram que a atividade de hidrélise das ectonucleotidades ndo foi alterada apds o
protocolo de UCS. A diferenca entre os resultados apresentados nesta dissertacdo (modelo de
estresse cronico imprevisivel) e os encontrados na literatura (modelos de estresse agudo) pode
ser justificada conforme Torres et al. (2001). Neste estudo, animais cronicamente estressados
ndo tiveram as consequéncias hormonais que animais expostos a um unico episodio de
estresse apresentaram (Torres et al., 2001) e este fendbmeno de adaptacdo ao estresse cronico
pode refletir em diversos processos bioquimicos e fisiologicos (Hashiguchi et al., 1997),

incluindo a hidrélise de nucleotideos.
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NoOs demonstramos que o UCS diminuiu a atividade da ecto-ADA no cérebro de
zebrafish, mas ndo houve alteracbes no controle transcricional, ja que expressao dos genes
relacionados a ADA néo foi alterada. Piato et al. (2011a) encontrou um resultado similar aos
encontrados nessa dissertacdo com relacdo a atividade da enzima ADA. Esse estudo
demonstrou que apos o estresse agudo por contencdo houve uma diminuicdo da atividade da
ADA citosolica. Além disso, a analise no metabolismo do ATP mostra que ha um aumento
nos niveis de adenosina, corroborando com os dados obtidos para a atividade da ecto-ADA.
Juntos, estes achados podem indicar que o estresse é capaz de alterar os niveis de adenosina.
Conforme Jacobson & Gao (2006) a adenosina cerebral é liberada sob condigdes de estresse,
podendo neutralizar os efeitos prejudiciais de neurotransmissores excitatorios, como 0
glutamato, pela ativacdo dos receptores de adenosina Aj;, que reduz a liberacdo de
neurotransmissores e deprime a atividade neuronal no SNC. Magarinos et al. (1997) sugere
que o estresse cronico por contencdo aumenta a liberagdo de glutamato. Sendo assim, uma
possivel neurotoxicidade induzida pelo estresse pode ser minimizada pelos efeitos
neuroprotetores da adenosina, especialmente associado a ativacéo de receptores de adenosina
A; (de Mendonga et al., 2000). Portanto, a diminui¢do da atividade da ecto-ADA observada
em nossos resultados pode levar a um aumento nos niveis de adenosina extracelular. Estes
achados suportam a hipotese de que o efeito modulatério sobre ecto-ADA pode estar
relacionado com um mecanismo de compensacédo a fim de restabelecer a homeostase e uma
mudanga no pool de adenosina, que pode influenciar 0s efeitos neuroprotetores produzidos
por este nucleosideo no encéfalo de zebrafish.

No capitulo 3, os resultados preliminares sugerem que nas condicdes testadas 0s
compostos CPA, agonista de receptor A; e ZM241385, antagonista de receptor Aza, ndo
foram capazes de reverter o efeito ansiogénico causado pelo UCS. De acordo com Coelho et

al. (2006) sob condi¢Bes nocivas, como hipOxia e isquemia, pode ocorrer uma rapida
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dessensibilizacdo dos receptores de adenosina A; - mediada pela inibicdo da transmissdo
sinaptica provavelmente devido a uma internalizacdo dos receptores de adenosina A; em
terminais nervosos. Essa internalizagdo dos receptores Al poderia levar a ineficiencia do
possivel efeito ansiolitico do CPA, observada nesta dissertacdo. O aumento dos niveis de
adenosina, conforme observado no capitulo 2, poderia levar a uma saturacéo dos receptores de
adenosina A;, causando a sua internalizacéo.

Os resultados apresentados nesta dissertacdo revelam que a alteracdo nos niveis de
adenosina faz parte da resposta patofisiolégica induzida pelo modelo de UCS. Além disso,
nossos resultados indicam que ha diferencas entre o metabolismo de nucleotideos e
nucleosideos extracelulares apds a exposicdo ao estresse cronico, diferindo dos efeitos

descritos previamente ap06s inducéo do estresse agudo em zebrafish.
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