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RESUMO
Dissertacao de Mestrado
Programa de P6s-Graduacdo em Farmacologia
Universidade Federal de Santa Maria

ESPERMINA REVERTE O DANO DE MEMORIA INDUZIDO POR
LIPOPOLISSACARIDEO EM CAMUNDONGOS

Autora: Pamella Karina Santana Fruhauf
Orientadora: Maribel Antonello Rubin
Local e Data da Defesa: Santa Maria, 21 de Agosto de 2014

A inflamacao periférica desencadeia a producédo central de citocinas inflamatorias,
gerando um gquadro de neuroinflamacédo. Essa condicdo altera as transmissdes no
receptor N-Metil-D-Aspartato (NMDA) o que prejudica a memodria e a plasticidade
singptica. A injecdo de Lipopolissacarideo (LPS) induz a neuroinflamacéo e
prejudica a memoria. A espermina e a espermidina sdo poliaminas enddégenas que
modulam fisiologicamente o receptor NMDA em mamiferos. Uma vez que as
poliaminas melhoram a memodria em tarefas cognitivas, investigamos se a
administracdo pos-treino de espermina reverte o prejuizo de memoria induzido por
LPS sistémico na tarefa de reconhecimento de objetos em camundongos. Enquanto
a espermina (1 mg/kg, ip) aumentou, o ifenprodil (10 mg/kg, ip), antagonista ndo
competitivo do receptor NMDA contendo GIuN2B, diminuiu a discriminacéo na tarefa
de reconhecimento de objetos. A espermina, em doses que ndo alteram a memoria
(0,3 mgl/kg, ip), reverteu o dano cognitivo induzido por LPS (250 ug/kg, ip). O
ifenprodil (0,3 mg/kg, ip) impediu o efeito protetor da espermina contra o prejuizo de
memoria induzido por LPS na tarefa de reconhecimento de objetos. No entanto, a
espermina ndo reverteu o aumento dos niveis de citocinas pré-inflamatorias induzido
por LPS no hipocampo e cortex cerebral. Os resultados do presente estudo indicam
gue a espermina protege a piora da memoria induzida por LPS em camundongos. O
mecanismo desta protecdo envolve o sitio de ligacdo das poliaminas no receptor
NMDA, e nao envolve mecanismos anti-inflamatorios.

Palavras-chave: Memoria. Neuroinflamacdo. Receptor NMDA. Espermina.
Ifenprodil. Reconhecimento de objetos. Lipopolissacarideo.



ABSTRACT
Dissertation of Master’s degree
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SPERMINE REVERSES LIPOPOLYSACCHARIDE-INDUCED
MEMORY DEFICIT IN MICE

Author: Pamella Karina Santana Frihauf
Advisor: Maribel Antonello Rubin
Place and date of defense: Santa Maria, August 21, 2014

Neuroinflammation is a neuropathological finding in a number of neurodegenerative
diseases. Intraperitoneal injection of lipopolysaccharide (LPS) induces
neuroinflammation and memory deficit. Spermine and spermidine are endogenous
polyamines that physiologically modulate the N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor
in mammals by binding to the polyamine-binding site at the NMDA receptor. Since
polyamines improve memory in cognitive tasks, we tested whether the post-training
administration of spermine reverses the deficits of memory induced by LPS in the
object recognition task in mice. While spermine (1 mg/kg, i.p.) increased, ifenprodil
(10 mg/kg, i.p.), a noncompetitive GluN2B-containing NMDA receptor antagonist,
decreased the discrimination score on novel object recognition task. Spermine, at
dose that did not alter memory (0.3 mg/kg, i.p.), reversed the cognitive impairment
induced by LPS (250 ug/kg, i.p.). Ifenprodil (0.3 mg/kg, i.p.) reversed the protective
effect of spermine against LPS-induced memory deficits in the novel object
recognition task. However, spermine failed to reverse the LPS-induced increased of
cortical and hippocampal cytokines levels. The results indicate that spermine protects
from LPS-induced memory deficits in mice by mechanisms other than decreasing
LPS-induced cytokine production.

Keywords: Polyamines; spermine; ifenprodil; NMDA receptor; memory; object
recognition, lipopolisacaride.
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1. INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

1.1 Comunicacao entre sistema nervoso central e sistema imune

A comunicacdo entre o sistema nervoso central (SNC) e o sistema imune (SI) &,
atualmente, alvo de diversos estudos cientificos, 0s quais investigam as interacdes
mutuas entre esses dois importantes sistemas. Todos nos, possivelmente, ja
experenciamos mudancgas de humor, emocéao e cogni¢cao associados a uma infec¢ao
sistémica. Isso mostra que existe comunicacao entre a periferia e o encéfalo durante
uma infeccdo. Esses dois grandes sistemas possuem uma relacdo bidirecional em
gue um exerce um papel regulador sobre o outro (NGUYEN ET AL,2002; PERRY,2010).
Ambos desempenham uma importante funcdo na fisiologia e nas respostas a
invasdo de patdgenos, possuindo, portanto, uma interacdo adaptativa entre si
(NGUYEN ET AL,2002; PERRY,2010). Na década de 1970 descreveu-se que a imu-
nizacdo de animais com diferentes antigenos produzia mudancas neuroenddécrinas
no SNC (BESEDOVSKY & SORKIN,1977). Nesse momento, iniciava-se uma segunda
etapa no estudo da neuroiminomodulacdo, a qual buscava investigar os efeitos
originarios do Sl sobre a atividade do SNC. Segundo (BESEDOVSKY & SORKIN,1977),
o SNC percebe e responde a sinais oriundos da ativacdo imune em resposta a
estimulos imunogénicos, sugerindo que o Sl atuaria como um “6rgéo sensorial”. Um
exemplo da comunicagao entre esses dois sistemas € o chamado “comportamento
doentio”, descrito por (HART,1988), que em modelos animais, € o conjunto de
alteracdes metabdlicas e comportamentais induzidas por estimulos imunogénicos,
auxiliando no combate a infeccdo. Alguns desses sintomas englobam alteracbes
adaptativas que preservam a energia do organismo. Essas condi¢cdes auxiliam na
recuperagdo e no combate a infecgdo: diminuicdo da atividade locomotora, reducéo
do comportamento sexual, perda do apetite, alteracbes de humor, reducédo da
regulacdo do sono e febre. Entretanto, concomitante a isso, surgem as reacoes
aparentemente nao adaptativas, relacionadas com a resposta imune, destacando
nesse contexto os déficits de aprendizagem e memoria (BARRIENTOS ET AL,2009;

BARRIENTOS ET AL,2002; BILBO ET AL,2008; PUGH ET AL,1998). Sabendo que a
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homeostasia do SNC é de fundamental importancia para o funcionamento das
células neuronais, 0 SNC possui uma reacdo imune inata bem organizada em
resposta a uma infeccdo bacteriana sistémica ou lesdo cerebral. Para isso conta
com a barreira hematoencefalica (BHE), que € uma barreira protetora formada por
células endoteliais altamente especializadas, as quais inibem o trafego transcelular
de moléculas, pela baixa atividade de pinocitose e difusdo restrita paracelular de
moléculas hidrofilicas por causa da rede elaborada de juncbes de ocluséo inter-
endotelial complexa (Fox ET AL,2000). Logo, alteracdo na integridade da BHE e
migracao de leucocitos para dentro do SNC (consequéncia da neuroinflamacgéo) séo
eventos iniciais na patogenia de doengas inflamatérias, neurodegenerativas,
infecciosas e neoplasicas do SNC (WEISS ET AL,2009).

Entretanto ndo é apenas através do rompimento da BHE que ha comunicacao
entre o0 SNC e o Sl. As vias de comunicacgdo entre locais de inflamacédo periférica
para o encéfalo tém sido investigadas em diversos trabalhos (CUNNINGHAM ET
AL,2007; CUNNINGHAM ET AL,2005; DUNN,2006; KONSMAN ET AL,2002; QUAN &
HERKENHAM,2002). Esses estudos mostram as vias pelas quais as citocinas atingem
o0 SNC e fornecem evidéncias que mediadores inflamatérios, produzidos
sistemicamente, sinalizam informagdes ao encéfalo por rotas humorais e neurais.
Uma importante via de acesso € o nervo vago (Figura 1) que é a principal via
aferente da cavidade toracico-abdominal para o encéfalo. Quando as citocinas
entram em contato com receptores especificos nas terminagcfes vagais, € emitido
um impulso nervoso até o nucleo vagal do encéfalo, que terminam no nucleo do trato
solitario, que por sua vez, sinaliza a regides do encéfalo envolvidas com humor e
motivacdo (QUAN & HERKENHAM,2002). Sinais humorais, em particular citocinas como
interleucina 1B (IL-1B), fator de necrose tumoral a (TNF-a), interleucina 6 (IL-6) sao
tipicamente pequenas, mas grande demais para atravessar a BHE (CUNNINGHAM ET
AL,2007; CUNNINGHAM ET AL,2005; DUNN,2006; KONSMAN ET AL,2002; QUAN &
HERKENHAM,2002). Estas citocinas chegam ao SNC via 6érgdos circunventriculares
(OCV) que sao regides encefalicas com auséncia de BHE. Outra forma de sinalizar
inflamacéo ao SNC ¢ sintetizar moléculas que possam atravessar a BHE. As células
endoteliais possuem receptores para citocinas, que uma vez ativados secretam
eicosanoides, moléculas que sdo mediadores inflamatorios lipidicos, como as
prostaglandinas. Esses eicosanoides tém propriedades fisico-quimicas que o0s

possibilitam, via corrente sanguinea, acessar o encéfalo através da BHE, induzindo



13

processos fisiopatologicos. A sinalizagdo da inflamagdo para o encéfalo atraves
dessas vias evoca uma resposta dos macrofagos perivasculares e da micréglia, que
uma vez ativados sintetizam mediadores inflamatorios dentro do SNC, incluindo
citocinas, prostaglandinas e oxido nitrico (DUNN,2006; PERRY,2010; QUAN &
HERKENHAM,2002). A presenca de diversas vias redundantes do Sl periférico para o

encéfalo denota a importancia deste processo de sinalizagéo.

IL-1B >

Macréfago \

¥ co14
—|PS

Sangue
TLR4

Bacteria

Figura 1 Comunicacéo do Sl periférico e SNC. O lipopolissacarideo (LPS) liga-se ao receptor Toll
Like - 4 (TLR4) em macrofagos periféricos e estimula a liberagéo de interleucina 13 (IL-1B). A IL-18
no sangue pode entrar no encéfalo através de érgaos circunventriculares, mecanismos de transporte

ativo ou ainda através do nervo vago. Fonte: Adaptado de (BAGANZ & BLAKELY,2013)

1.2 LPS e Neuroinflamacéo

Existem fortes evidéncias da ocorréncia de um complexo processo
inflamatorio no tecido neuronal associado a varias patologias no SNC. Assim, a

doenca de Alzheimer (LEE ET AL,2008), lesé@o cerebral traumatica (YAKA ET AL,2007),
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autismo (VARGAS ET AL,2005), doenca de Parkinson (HERNANDEZ-ROMERO ET
AL,2012), esclerose multipla (WEiss ET AL,2009) sdo doencas associadas a
neuroinflamacédo a qual contribui para a progressao e o agravamento dos quadros
patolégicos. As reacdes inflamatérias do SNC diferem substancialmente daquelas
ocorridas em outros tecidos do organismo. Em primeiro lugar o parénquima do SNC
é desprovido de células dendriticas residentes, os macréfagos perivasculares
assumem funcédo de células dendriticas maduras no SNC (BALABANOV ET AL,1999;
Hickey & KIMURA,1988). Segundo, os astrocitos e a microglia sdo as ceélulas
parenquimais imunes do SNC, sua ativacdo é diminuida em condicdes né&o
patologicas. Estas células fagociticas constituem cerca de 10% de todas as células
do sistema nervoso e representam a primeira linha de defesa contra patdgenos
invasores, servindo também de sensores especiais para ocorréncia de dano tecidual
no encéfalo (HENEKA & O'BANION,2007).

A resposta inflamatéria no SNC ¢é caracterizada pela infiltracdo de
granulécitos, macrofagos/monadcitos no parénquima cerebral, ativacdo da microglia,
expansdo dos astrocitos, expressdo de citocinas, moléculas de adesdo, e outros
mediadores inflamatorios (DIRNAGL ET AL,1999; FEUERSTEIN ET AL,1998). As células
da glia podem ser ativadas diretamente por substancias que sao liberadas a partir
das fibras nervosas aferentes apds estimulacdo, o que inclui substancia P,
adenosina trifosfato e glutamato. Uma vez ativada, a microglia libera uma série de
mediadores pro-inflamatdrios, incluindo citocinas, fatores do sistema complemento,
varias espécies radicalares, produtos secretérios téxicos e 6xido nitrico (NO), todos
capazes de contribuir para disfuncdo e morte neuronal (Figura 2) (NGUYEN ET
AL,2002), bem como a sua ativacdo aciona as vias de sinalizacdo pro-inflamatorias
do fator de transcricdo nuclear kB (NFKB) (XANTHOS & SANDKUHLER,2014). As células
da micréglia quando ativadas, também tém a capacidade de fagocitar células mortas
ou danificadas, promovendo a eliminacdo destes fragmentos celulares da area
afetada, de modo semelhante ao que ocorre nos macréfagos fagociticos no sistema

imune periférico (SMITH ET AL,2012).
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Figura 2 Mecanismos envolvidos na patologia neurodegenerativa, em processos de neuroinflamacéo.
Fonte: Adaptado de (SMITH ET AL,2012)

Os eventos imunes que sucedem a invasdo de um patégeno causador de
inflamacéo podem ser reproduzidos com a administracdo de um constituinte isolado
da parede bacteriana, o lipopolissacarideo (LPS). Por isso, a administracdo de LPS
tem sido adotada em diversos modelos experimentais para induzir processos
inflamatorios e ativar o Sl através da liberacao de citocinas pro-inflamatoérias no SNC
(KOENIG ET AL,2014; LEE ET AL,2008; MIWA ET AL,2011).

O LPS é um dos mais potentes indutores de resposta do Sl. O sistema imune
inato é capaz de detectar concentracdes picomolares desta molécula e desencadear
resposta celular (GIOANNINI ET AL,2004), em macrofagos o LPS afeta a transcricdo de
mais de 1000 genes diferentes (BJORKBACKA ET AL,2004). O LPS é um componente
biologicamente ativo da membrana de bactérias gram-negativas e é responsavel por
sua estrutura e estabilidade; constitui trés quartos da superficie bacteriana, e é

liberado continuamente, ndo apenas quando a bactéria morre, mas durante seu
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crescimento e divisdo. A Escherichia coli possui cerca de dois milhdes de moléculas
de LPS (GORBET & SEFTON,2005; PETSCH & ANSPACH,2000).

O LPS é composto por trés partes, sendo uma parte polissacaridica
hidrofilica, que é covalentemente ligada a uma parte lipidica hidrofébica (Lipideo A),
a qual esta inserida na membrana, e a regido do antigeno-O. A regido lipidica,
lipideo-A, é a fracdo mais conservada da endotoxina e é responsavel por suas
atividades bioldgicas, como por exemplo, a sua viruléncia, toxicidade e a
estimulacdo do Sl (Lu ET AL,2008; PETSCH & ANSPACH,2000). O lipideo-A age na
ativagcdo do Sl, podendo atuar em diferentes células, como macrofagos, monacitos,
neutrdfilos, plaquetas sanguineas, células endoteliais.

O reconhecimento dos patdogenos € uma das propriedades mais basicas e
importantes dos SI. Os organismos pluricelulares possuem um sistema de
reconhecimento e defesa contra patdgenos invasores, para iSso possuem receptores
especificos, como os “Toll Like Receptors” (TLR). Esses receptores sdo um bom
exemplo de receptores de reconhecimento padrdo, estimulados por estruturas
caracteristicas expressas por bactérias, virus, e fungos chamadas de padrbes
moleculares associados a patdgenos (PAMPs) (NGUYEN ET AL,2002; O'NEILL ET
AL,2013). Um desses PAMPs é o LPS (O'NEILL ET AL,2013). A interagdo dos TLR
com os PAMPs desencadeia a expressdo de citocinas inflamatérias. Os TLR
reconhecem um amplo espectro de ligantes incluindo LPS, proteinas (flagelina) e
acidos nucleicos (DNA e RNA dupla fita), e ativam uma via de sinalizagdo comum
gue culmina na ativacdo de fatores de transcricio como o fator de transcricdo
nuclear kappa B (NF- KB)(AKIRA & TAKEDA,2004; BJORKBACKA ET AL,2004; LU ET
AL,2008). A ativacdo do NF- KB leva a alteracbes na expressao génica, tais como
regulacdo positiva da expressdo de moléculas co-estimulatérias de superficie, e a
secrecéo de citocinas, como a IL-1, IL-6,IL-8,IL-12 e TNF-a (LU ET AL,2008).

Muitos PAMPs foram descritos como ativadores de determinados TLR.
Assim, TLR2/TLR6 podem ser estimulados por uma série de componentes
bacterianos como o peptideoglicano e o acido lipéico. O DNA viral interage com o
TLR9, enquanto que o RNA viral pode ativar o TLR7 e TLR8 (LU ET AL,2008;
PICHLMAIR & REIS E SOUSA,2007). Os TLR4 podem ser ativados por diversos PAMPs.
Poltorak (1998)(POLTORAK ET AL,1998) demonstrou que o TLR4 é um importante
sensor para o LPS (POLTORAK ET AL,1998). De fato, pequenas quantidades de LPS,

ou mais propriamente do lipideo A, sdo detectadas pelo TLR4 e sdo capazes de



17

induzir os macrofagos a sintetizar mediadores inflamatérios como o TNF-a, e a IL-13
(LU ET AL,2008). O reconhecimento do LPS é mediado ainda por outras moléculas
como a proteina ligadora de lipopolissacéaride (LBP), a proteina CD14 e ainda a
proteina mieldide diferenciadora 2 (MD-2). As proteinas LBP, MD-2 e CD14 atuam
como proteinas auxiliares, responsaveis por transferir LPS para o receptor TLR4 ou
para o complexo formado entre o receptor TLR4 e a proteina MD-2 (Figura 3) (AKIRA
& TAKEDA,2004; SHIMAZU ET AL,1999). Esse complexo é considerado como a principal
forma de reconhecimento do LPS. A ativacdo dos receptores TLR4 pode
desencadear diversas vias de sinalizacdo, sendo uma das principais vias ativadas
pelo LPS a do fator de transcricdo NF-KB que ao se translocar ao nucleo, promove a
transcricdo de diversos genes que participam de processos fisiolégicos e
fisiopatoldgicos (ARROYO ET AL,2011; RAETZ & WHITFIELD,2002).

A sinalizacao intracelular induzida pela interagcdo do LPS com seus receptores
desencadeia o0 recrutamento de diversas proteinas citoplasmaticas, através de
interacbes dominio-dominio especificas através de vias dependente ou
independente do fator de diferenciacdo mieldide 88 (Myd88), chamada de proteina
adaptadora. Ambas as vias que podem ser ativadas convergem para ativagao do
complexo de cinases IKKs, que por sua vez ativam a fosforilagdo, ubiquitinacdo e
degradacdo proteoss6mica da proteina inibitéria IkB-a. Essa proteina é responsavel
por manter o NF-KB retido no citoplasma e sua degradagao permite a liberagdo do
fator de transcricdo e sua translocacdo ao nucleo da célula (ARROYO ET AL,2011; Lu
ET AL,2008; O'NEILL ET AL,2013). Portanto, estimulos inflamatérios como o LPS
culminam na transcricdo de varios genes, responsaveis pela sintese de proteinas
pré-inflamatérias como TNF, IL-6, IL-1, enzimas como oxido nitrico sintase (iNOS) e
ciclooxigenase-2 (COX-2) (NGUYEN ET AL,2002; O'NEILL ET AL,2013). Devido a
producdo dessas proteinas inflamatérias a administracdo sistémica de LPS é um

método amplamente utilizado para induzir resposta imune.
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Figura 3 Visdo geral do complexo Lipopolissacarideo/ Receptor Toll Like-4 (LPS/TLR-4) que é
facilitado pelas proteinas ligadoras de LPS (LBP) e CD14 que medeiam a ativagdo de citocinas pro-
inflamatérias. FONTE: Adaptado de (OUBURG ET AL,2005).

Diversos estudos tém demonstrado as ac¢des centrais do LPS quando
administrado sistemicamente. Lee e colaboradores (2008) demonstraram que a
administracao sistémica de LPS resulta no acumulo do peptideo B amildide 1-42
(encontrado nos depdsitos das placas senis no encéfalo de pacientes com Doenca
de Alzheimer) no hipocampo e cértex cerebral de camundongos (LEE ET AL,2008).
Estes resultados sugerem que um estimulo neuroinflamatorio contribui para quadros
clinicos semelhantes as condicbes patolégicas da doenca de Alzheimer. Ainda, a
administracao sistémica de LPS induz a ativacdo da microglia (QIN ET AL,2007), bem
como aumento da expressao de diversos mediadores pro-inflamatérias como NF-KB
(CHoI ET AL,2012), citocinas (KONSMAN ET AL,1999; KRANJAC ET AL,2012; QIN ET
AL,2007), INOS (CHoI ET AL,2012; KONSMAN ET AL,1999; LEE ET AL,2012), COX-2,
(CHoI ET AL,2012; LEE ET AL,2013; LEE ET AL,2012), EROs (LEE ET AL,2013) GFAP
(CHoOI ET AL,2012; LEE ET AL,2012), Caspase-3 (ZARIFKAR ET AL,2010), e ainda induz a
diminuicdo da expressdo do fatores neurotréficos, como o derivado do encéfalo
(BDNF) (GUAN & FANG,2006; KRANJAC ET AL,2012; SCHNYDRIG ET AL,2007).
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1.3 LPS e Membéria

Como relatado anteriormente, a administracdo sistémica de LPS produz
neuroinflamacédo. H4 mais de uma década, diversos estudos (CHol ET AL,2012;
KRANJAC ET AL,2012; SHAW ET AL,2001) tém intensificado a investigacdo sobre o0s
efeitos da neuroinflamagdo na memoéria e o possivel mecanismo pelo qual a
resposta inflamatodria central pode levar a prejuizos cognitivos, para entdo tentar
reverter esses danos por meio de intervencdes farmacologicas.

Em conformidade com isso, tem-se demonstrado que a administracéo de LPS
prejudica a memadria na tarefa de medo condicionado ao contexto (BILBO ET AL,2005;
KRANJAC ET AL,2012; PUGH ET AL,1998; THOMSON & SUTHERLAND,2005), labirinto
aguatico de Morris (CHOI ET AL,2012; SHAW ET AL,2001; SPARKMAN ET AL,2005b;
ZARIFKAR ET AL,2010), bem como na tarefa de esquiva inibitéria (KOHMAN ET AL,2007;
LIN ET AL,2012; SPARKMAN ET AL,2005a; TARR ET AL,2011) em ratos e camundongos.
Além disso, o LPS diminui a preferéncia por objeto novo no teste de reconhecimento
de objetos, em camundongos (MIWA ET AL,2011; YAKA ET AL,2007).

Em vista disso, varias substancias vém sendo testadas para reverter os danos
cognitivos causados pela neuroinflamacdo. Grande parte das drogas que revertem
0S prejuizos cognitivos possui acdo anti-inflamatéria, suprimindo a ativacao de NF-
KB (CHoI ET AL,2012; MiwA ET AL,2011), reduzindo a ativacéo das células da glia (Cul
ET AL,2008; PARK ET AL,2012), inibindo a sintese de TNF-a, ou por efeitos anti-
amiloidogénicos (LEE ET AL,2012; LIN ET AL,2012). No entanto existem mais
mecanismos a serem estudados que envolvem memoria e neuroinflamacao, como
por exemplo, efeitos de moduladores do receptor NMDA (YAKA ET AL,2007; ZARIFKAR
ET AL,2010), o qual possui papel chave na plasticidade sinaptica. Neste sentido,
indaga-se sobre as poliaminas que se ligam no receptor NMDA e melhoram a
memoria em diversos modelos animais (BERLESE ET AL,2005; CAMERA ET AL,2007,

RIBEIRO ET AL,2013; RUBIN ET AL,2001; SIGNOR ET AL,2014; VELLOSO ET AL,2009).
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1.4 Poliaminas

As poliaminas putrescina, espermidina (SPD) e espermina, sao aminas
alifaticas presentes em quase todas as células incluindo células procarioticas,
eucariodticas, plantas e animais (THOMAS & THOMAS,2001). Essas aminas alifaticas
estdo amplamente distribuidas no sistema nervoso central, sendo encontradas
principalmente em regibes do encéfalo como: hipotalamo, bulbo, hipocampo e
cerebelo.

Quanto a caracterizacdo estrutural das poliaminas sabe-se que a putrescina
uma di-amina primaria (1,4 — diaminobutano), espermidina € uma tri-amina (mono-N-
3-aminopropil-1,4-diaminobutano) e a espermina é uma tetra-amina (bis-N-3-
aminopropil-1,4-diaminobutano) (Figura 4) (TeTI ET AL,2002). Estas aminas alifaticas
simples sdo conectadas por &tomos de nitrogénio e possuem respectivamente uma,

duas ou trés cadeias carbonadas flexiveis (CARTER,1994a; WILLIAMS,1997).
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Figura 4- Estrutura quimica das poliaminas (TETI ET AL,2002).
As poliaminas podem se ligar a varias macromoléculas, como o DNA e

RNA, proteinas e lipidios de membrana, devido a sua carga positiva, sendo estas
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interacdes eletrostaticas responsaveis pela maioria de suas fungbes (HM,20083;
OUAMEUR ET AL,2004; Ruiz-CHICA ET AL,2003). Estudos também mostram que elas
podem agir como neurotransmissores e neuromoduladores, devido ao fato delas
serem armazenadas em vesiculas sinapticas e liberadas de maneira calcio-
dependente, através de um estimulo quimico ou elétrico (CARTER,1994b; WILLIAMS ET
AL,1991).

As poliaminas estdo relacionadas com inumeros processos celulares,
incluindo a regulacao de traducao e expressao de gene, a proliferacao celular, morte
celular por apoptose, a modulagao da sinalizagéo e estabilizagdo da membrana da
célula. Ainda, elas interagem com diversos canais i6nicos, tais como canais de K*
retificadores de entrada, receptores AMPA permeaveis ao Ca®*, receptores cainato e
o receptor NMDA (HM,2003; IGARASHI & KASHIWAGI,2000; SEILER & RAUL,2005;
TABOR & TABOR,1984; THOMAS & THOMAS,2001). O enfoque dos estudos envolvendo
as poliaminas se d4 em sua interacdo com o sitio de ligacdo das poliaminas do
receptor NMDA (COUGHENOUR & BARR,2001).

1.4.1 Metabolismo das Poliaminas

As poliaminas encontradas nos seres humanos sao sintetizadas no organismo
ou provém da flora gastrintestinal capaz de metabolizar os aminoacidos
provenientes da dieta (TETI ET AL,2002). Distinguem-se duas maiores rotas de
metabolismo das poliaminas: a via da producdo (sinteses de novo) ou da
interconversao e a via do catabolismo final das poliaminas. O aminoéacido ornitina é
o principal precursor das poliaminas endégenas (figura 5).

No encéfalo, a ornitina € formada a partir da clivagem hidrolitica do
aminoacido arginina, através da enzima arginase formando putrescina
(SEILER,1981). Uma vez sintetizada, a putrescina serve como precursor para a
espermina e espermidina, para isso deve haver a doagcdo de um grupamento
aminopropil para a putrescina, o qual é derivado da descarboxilacdo da S-
adenosilmetionina através da acdo da enzima S-adenosilmetionina descarboxilase.
A enzima espermidina sintase, uma enzima aminopropil transferase, catalisa a
transferéncia do grupamento aminopropil para a putrescina, formando a

espermidina. A espermina é formada pela doacdo de um segundo grupamento
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aminopropil para a espermidina, catalisada pela espermina sintase, formando entéao
a espermina (MOINARD ET AL,2005; TABOR & TABOR,1984).

A rota de interconversao permite que essa reacao seja reversivel, isto é, a
espermina e a espermidina podem ser convertidas em espermidina e putrescina,
respectivamente. A enzima espermidina/espermina acetiltransferase (SSAT),
presente no encéfalo, acetila a espermina ou espermidina na posicdo N1,
transformando as poliaminas em derivados monoacetil. Através da acdo da SSAT, a
espermina é transformada em N1l-acetilespermina e a espermidina em N1-
acetilespermidina. As poliaminas acetiladas sofrem, por fim, uma clivagem oxidativa,
catalisada pela enzima poliamina oxidase (PAO), liberando os grupamentos
aminopropil, e formando a espermidina e putrescina, respectivamente (PEGG,2009;
SEILER,1987; URDIALES ET AL,2001).

O catabolismo das poliaminas é realizado por amino-oxidases dependentes
de cobre. Cada intermediario da rota de interconversao pode ser transformado em
um aldeido, através da desaminacdo oxidativa do grupamento amino primario, o
qual é posteriormente oxidado em um aminoacido ou em um grupamento gama-
lactamico. Os produtos finais do catabolismo das poliaminas ndo podem ser
reconvertidos em poliaminas novamente, sendo entdo excretados através da urina
como poliaminas inalteradas, na forma de produtos acetilados e oxidados
(CARTER,1994b; SEILER ET AL,1996; SEILER & KNODGEN,1983; TETI ET AL,2002;
URDIALES ET AL,2001).

As trés enzimas que regulam a biossintese das poliaminas sdo a ornitina
descarboxilase, a S-adenosilmetionina descarboxilase e a espermidina/espermina N-
acetiltransferase. Essas enzimas regulam o0s mecanismos envolvendo os trés
passos do metabolismo das poliaminas, que sédo a sintese, a rota de interconversao
e o0 catabolismo, os quais regulam os niveis de poliaminas no organismo
(MORGAN,1999; SEILER,2004).
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Figura 5 Metabolismo das poliaminas. Arginina descarboxilase (ADC); ornitina descarboxilase (ODC);
S-adenosil-metionina descarboxilase (SAMDC); espermidina/espermina N1 acetil-transferase (SSAT);

poliamina oxidase (PAO); metiltioadenosina (MTA) adaptado de (URDIALES ET AL,2001).

1.5 Receptor NMDA, Poliaminas e Memoria

Desde a sua descoberta, o receptor NMDA tem fascinado os neurocinetistas
devido as suas intrigantes funcées no SNC. Esses canais ibnicos nos quais o
glutamato se liga, sdo mediadores essenciais da plasticidade do encéfalo e séo
capazes de converter padrdes especificos da atividade neuronal em mudangas a
longo prazo na estrutura e fungdo das sinapses o0 que parece ser a base da
cognicao (PAOLETTIET AL,2013).

As disfuncdes do receptor NMDA estdo envolvidas em diversas doencgas
neuroldgicas e psiquiatricas, incluindo acidente vascular cerebral, dor neurogénica,
doencgas neurodegenerativas e esquizofrenia (LAU & ZUKIN,2007; MONY ET AL,2011,;
TRAYNELIS ET AL,2010). Por isso ha o interesse em novas drogas que tenham como
alvo esses receptores.
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Existem varios subtipos de receptor NMDA, distinguindo-se entre si de acordo
com as subunidades que possuem. Foram identificadas sete diferentes subunidades
deste receptor, pertencentes a trés diferentes subfamilias de acordo com a
sequéncia de homologia: a subunidade GIluN1, quatro subunidades distintas GIuN2
(GIuN2A, GIuN2B, GIuN2C e GIluN2D), que sdo codificadas por quatro genes
diferentes, e um par de subunidades GIuN3 (GIUN3A e GIuN3B), decorrentes de dois
genes separados. O numero total de aminoacidos por subunidade varia entre 900 a
mais de 1480 (PAOLETTI ET AL,2013).

Os receptores NMDA apresentam propriedades notaveis que os distinguem
de outros tipos de receptores ionotrépicos ativados por ligantes (CuLL-CANDY &
LESzKIEWICZ,2004; PAOLETTI ET AL,2013). Em primeiro lugar, o seu canal idnico esta
sujeito a um bloqueio voltagem dependente por Mg®"; segundo, seus canais S&o0
altamente permedveis ao Ca**; em terceiro lugar, eles exibem cinética lenta devido
ao lento desligamento do glutamato; quarto, sua ativacdo requer a presenca nao sé
de glutamato, mas também de um co-agonista (glicina-serina); e em quinto lugar,
eles sdo equipados com uma grande variedade de sitios modulatérios o que confere
uma sensibilidade apurada para o microambiente extracelular (PAOLETTI ET AL,2013).
Um desses sitios é aquele das poliaminas.

Conforme pode ser visto na figura 6, as poliaminas funcionam como
moduladores alostéricos positivos do receptor NMDA, ligando-se na interface
formada pelos I6bulos inferiores do dominio N-terminal (NTD) das subunidades
GIluN1 e GIuN2B do receptor (MONY ET AL,2011). O dimero formado pelo NTD das
subunidades GIuN1/GIuN2B, que possuem formato de concha, pode alternar entre
dois estados conformacionais, um estado ativo e outro estado “tipo-
dessensibilizado”. No estado ativado, as regides NTD das duas subunidades estao
abertas, o que mantém os l6bulos inferiores proximos e aumenta a probabilidade de
ligagdo do agonista. JA4 no estado tipo-dessensibilizado, cargas eletrostaticas
mantém os lobulos inferiores de GIuN1 e GIuN2B separados, o que provoca o
fechamento da regido NTD. A espermina e a espermidina agem estabilizando o
receptor em um estado ativado, aliviando a repulsdo eletrostatica que separa 0s
|6bulos inferiores das subunidades GIuN1 e GIuN2B (MONY ET AL,2011).

O ifenprodil € um modulador alostérico negativo do receptor NMDA, seletivo
para os receptores contendo GIuN2B. O mecanismo pelo qual o ifenprodil inibe as

respostas do receptor NMDA ainda ndo esta bem elucidado, sendo a inibicdo nao
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competitiva (AMICO-RuUVIO ET AL,2012), ja que o ifenprodil se liga a fenda do dominio
N - terminal da subunidade GIuN2B, promovendo o afastamento dos lobos inferiores

do receptor (Figura 6) (MONY ET AL,2011).

Sitio de ligagdo das poliaminas no receptor NMDA

Modulagéo
? alostérica positiva
®

—_—e e ® >
Estado ativo @ Estado dessensibilizado

A GluN1 GIuN2B

Espermidina/Espermina
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é > Modulagdo
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Figura 6- Sitios de modulacgdo alostérica no receptor NMDA. A) Visdo esquematica do heterodimero

C

formado pelas subunidades GIuN1 e GIuN2B. B) Sitio de ligagdo das poliaminas no receptor NMDA.
C) Sitio de ligacdo de antagonistas da subunidade GIuN2B do receptor NMDA. gly: Glicina; glu:
glutamato. Adaptado de (MONY ET AL,2011).

Alguns estudos tém mostrado que a superexpressao de gene da subunidade
GIuN2B do receptor NMDA melhora a memdéria utilizando as tarefas de
reconhecimento de objetos, medo condicionada ao contexto e ao som, a extingao
do medo, e transmissdo social de preferéncia alimentar mas ndo a memoéria de
reconhecimento de odor (CAO0 ET AL,2007; TANG ET AL1999; WHITE &
YOUNGENTOB,2004). Também tem sido descrito que as poliaminas melhoram a
memoéria de roedores em diferentes tarefas, bem como atenuam o déficit de
memoéria induzido por diferentes agentes amnésicos (BERLESE ET AL,2005; CAMERA
ET AL,2007; KISHI ET AL,1998; MEYER ET AL,1998; MIKOLAJCZAK ET AL,2002; RIBEIRO ET
AL,2013; RUBIN ET AL,2004; RuUBIN ET AL,2001; SHIMADA ET AL,1994; SIGNOR ET
AL,2014; TADANO ET AL,2004; VELLOSO ET AL,2009).

Tem sido descrito que o efeito facilitatério das poliaminas sobre a memaria envolve o
receptor NMDA uma vez que o MK 801, antagonista NMDA, reverte a melhora da
memoria induzida por espermidina (CAMERA ET AL,2007). Além disso, outros

trabalhos mostram que a administracdo intra-amigdala (RuUBIN ET AL,2004) e
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sistémica (CAMERA ET AL,2007) de arcaina, atagonista do sitio das poliaminas do
receptor NMDA, em uma dose que nao apresenta efeito per se, reverte o efeito
facilitatorio da espermidina sobre a memdéria na tarefa de medo condicionado,
mostrando o envolvimento do sitio de ligacdo das poliaminas no receptor NMDA no
efeito das poliaminas. Velloso e colaboradores (2009) descrevem que a
administracdo intraestriatal de espermina pos-treino reverte o prejuizo de memoaria
induzido por &cido quinolinico, um modelo da doenca de Huntington, na tarefa de
reconhecimento do objetos. Evidéncias recentes também sugerem que a facilitacdo
da memoria induzida pela espermidina na tarefa de esquiva inibitéria envolve
ativacdo sequencial das vias da PKC e PKA/CREB no hipocampo (GUERRA ET
AL,2011; GUERRAET AL,2012).

1.6 Relacgéo entre receptor NMDA, Neuroinflamac&o e Memoéria

O declinio de meméria que ocorre com o envelhecimento € geralmente ligada
a plasticidade sinaptica deficiente, que poderia ser causada por uma alteracdo na
funcdo e/ou expressao do receptor NMDA. Esses receptores parecem ser mais
vulneraveis ao processo de envelhecimento do que outros receptores de glutamato e
mostram declinios em suas densidades de ligacdo, funcbes eletrofisioldgicas, e
influéncia em outros sistemas transmissore (MAGNUSSON ET AL,2002; MAGNUSSON ET
AL,2007). O funcionamento alterado do receptor NMDA envolve a expresséo
reduzida de determinadas subunidades deste receptor (MAGNUSSON ET AL,2002;
MAGNUSSON ET AL,2007). Assim, macacos e ratos idosos apresentam déficits na
expresséo da subunidade GIUN2B (BAI ET AL,2004; CLAYTON & BROWNING,2001), as
quais se relacionam com a reducdo da aprendizagem e memodria. Sendo assim, 0s
tratamentos destinados a prevenir ou reverter os efeitos do envelhecimento nos
receptores NMDA podem ajudar na reversdo do declinio da memodria que esta
associado com o envelhecimento e doencgas relacionadas a idade (MAGNUSSON ET
AL,2010).

A neuroinflamacdo desempenha um papel importante na progressdo das
patologias associadas ao envelhecimento, como por exemplo da doenca de
Alzheimer (AKIYAMA ET AL,2000; McGEER & MCGEER,1998). Regides do encéfalo

especialmente envolvidas na aprendizagem e na memoria demonstram grau mais
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elevado de ativagdo das células da microglia e mostram maior taxa de atrofia
(CAGNIN ET AL,2001). Os neurdnios do cortex entorrinal e hipocampo sé&o
particularmente mais vulneraveis as consequéncias de neuroinflamacéo crénica e
envelhecimento (HAUSs,1981; WENK,2003).

O receptor NMDA é altamente concentrado na regido cortical e hipocampal do
encéfalo e sua ativacdo tem um duplo papel, jA que esta envolvido tanto na
neuroplasticidade quanto na neurodegeneracdo. Portanto, danos nas funcdes deste
receptor podem contribuir para os declinios cognitivos observados na Doenca de
Alzheimer (B1,2010). A neuroinflamacao induzida por LPS causa redugcdo no numero
de receptores NMDA, principalmente das subunidades GIuUN2A e GIuN2B (MA ET
AL,2014), no hipocampo e no cértex cerebral, que sdo regides do encéfalo
particularmente envolvidas com a memoria (BIEGON ET AL,2002; ROSI ET AL,2004). A
perda da funcdo dos receptores NMDA em regides corticais e hipocampais pode
contribuir para os déficits cognitivos subsequentes as doencgas neuroinflamatérias
(BIEGON ET AL,2002; MA ET AL,2014). Desse modo, tem sido mostrada, em diversos
estudos, a seguinte sequencia de eventos que levam a neurodegeneracdo, e
consequente perda dos receptores NMDA no processo de neuroinflamacgao
(WENK,2003):

1- A administracdo de LPS leva a liberacéo de citocinas inflamatérias por astrécitos
e microglias ativadas (QUAN ET AL,1994);

2- Essas citocinas estimulam a producdo de outros mediadores inflamatorios, tais

como prostaglandinas (KATSUURA ET AL,1989);

3- As prostaglandinas podem induzir a liberacao de glutamato de astrocitos (BEzzl ET
AL,1998; BEzzI ET AL,2001);

4- O aumento dos niveis de glutamato extracelular e da estimulacdo dos receptores
de glutamato, leva ao desbloqueio dependente de despolarizacdo e de Mg?*, e a
entrada de quantidades téxicas de Ca®* em neurbnios, por meio desses

receptores.(BAL-PRICE & BROWN,2001) ;

5- A glia ativada pode potencializar a toxicidade mediada pelo NMDA via producéo e
liberacdo de oxido nitrico (MORIMOTO ET AL,2002) e interleucinas (VIVIANI ET AL,2003),

sugerindo que a neuroinflamacao pode exacerbar a excitotoxicidade neuronal;
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6- As prostaglandinas e as citocinas podem também elevar indiretamente a
concentracdo extracelular do glutamato, inibindo a sua recaptacdo pelos astrécitos

(ROBINSON ET AL,1993; ROTHSTEIN ET AL,1993);

7- O bloqueio da captacdo de glutamato por astrécitos resulta em significativa

neurodegeneracao (ROBINSON ET AL,1993; ROTHSTEIN ET AL,1993).

8- O aumento de glutamato extracelular e a superestimulacdo dos receptores
glutamatérgicos pode regular negativamente a expressao génica dos receptores de
glutamato, levando a internalizacdo (PARK ET AL,2009) e perda (MA ET AL,2014; RosI
ET AL,2004) dos receptores NMDA. Isto sugere que 0S neur0nios que expressam
esses receptores de glutamato no hipocampo e cértex cerebral podem estar em
maior risco de degeneracdo na presenca de neuroinflamacdo (BAL-PRICE &
BROWN,2001).

Biegon e colaboradores (2004), tem relatado uma diminui¢cdo progressiva na
densidade dos receptores NMDA entre 1 e 24 horas apés o trauma cerebral em
camundongos. Esta diminuicdo dura pelo menos uma semana, e a administracéo de
um agente anti-oxidante 1 e 2 dias apds a lesdo, melhora significativamente a
funcdo neuroldgica e cognitiva. Ja, Yaka e coelgas (2007) mostraram que a injecéo
i.p. de D-cicloserina, um agonista do sitio da glicina no receptor NMDA, reverte 0s
déficits cognitivos induzidos por trauma cerebral, na tarefa de reconhecimento de
objetos, bem como, reverte a diminuicdo da LTP, e ainda recupera os niveis de
BDNF hipocampais. Estes resultados sugerem que a estimulacdo do receptor
NMDA, em vez da inibicdo do receptor NMDA, poderia ser benéfica para a reverséo
dos danos cognitivos que ocorrem com a neuroinflamacéao.

Sendo assim, questiona-se se as poliaminas, além de serem agonistas do
receptor NMDA, como relatado anteriormente, poderiam ainda ter efeito
antiinflamatério e com isso proteger o encéfalo dos danos induzidos por LPS.
Porém, na literatura existem dados conflitantes relacionando os efeitos das
poliaminas na resposta inflamatoria. Diversos estudos tém demonstrado que a
espermina inibe a resposta inflamatdria inata(ZHANG ET AL,1999; ZHANG ET AL,1997;
ZHU ET AL,2009) e restringe a atividade dos macréfagos, diminuindo com isso a
liberacdo de citocinas inflamatérias (ZHANG ET AL,1999). J& € conhecido que as

concentragcbes de espermina estdo significativamente elevadas nos tecidos durante
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uma doenca inflamatoéria ou processos neoplasicos, o que sugere um papel direto da
espermina para limitar o crescimento ou a dissemina¢do de um agente infeccioso ou
tumoral. (BJELAKOVIC ET AL,2010; ZHANG ET AL,1997; ZHANG ET AL,2000). No entanto,
(SOULET & RIVEST,2003) mostraram atividade pré-inflamatéria das poliaminas, apés
constatar exacerbagdo da resposta imune inata pela administracao intra-cerebro-
ventricular de espermina. Também (PUNTAMBEKAR ET AL,2011), utilizando modelo in
vivo, mostrou que as poliaminas promovem o influxo de macréfagos para o SNC de
murinos apods insulto patogénico, demonstrando acdo pro-inflamatoria das
poliaminas. Portanto, ha necessidade de maior investigacdo sobre os efeitos das
poliaminas nas respostas inflamatorias no SNC e seu envolvimento na cognigdo

durante um quadro de neuroinflamacao.

1.7 Tarefa de Reconhecimento de Objetos

A tarefa de reconhecimento de objetos é um teste comportamental utilizado
para acessar memoria declarativa em roedores, que se baseia na tendéncia natural
do animal em explorar mais o objeto novo em detrimento ao familiar, num contexto
conhecido. Essa preferéncia incondicionada por objetos novos € considerada um
indicativo de que o objeto familiar existe na memoria (ENNACEUR,2010). Nesse
paradigma de aprendizagem, a diferenca na exploragdo entre um objeto
previamente conhecido e um objeto novo é dada como um indice de desempenho
de memoria (MAZARATI ET AL,2011). Em contraste com a maioria dos paradigmas de
memoria e aprendizado classicamente usados que requerem longos periodos de
treinamento do animal, a tarefa de reconhecimento de objetos oferece a
possibilidade de se obter a informacéo rapida, além de ndo requerer a exposicao a
um estimulo aversivo e nem restricdo hidrica ou alimentar. Esta tarefa tem sido
utilizada para avaliar o efeito das poliaminas sobre a memadria em modelo da doenca
de Huntington (VELLOSO ET AL,2009), ainda foi utilizado para avaliar a memaria em
modelo de trauma cerebral (YAKA ET AL,2007), e também em modelos de

neuroinflamacéo induzido por LPS (MiwA ET AL,2011).
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1.8 Justificativa

Apesar da existéncia de varias evidéncia sugerindo um papel facilitador para
poliaminas no aprendizado e na memoaria, nenhum estudo abordou se as poliaminas
melhoram o prejuizo de memdria induzida por LPS. Portanto, no presente estudo,
investigou-se o efeito de espermina na piora de memoria induzida por LPS no teste
de reconhecimento de objetos. Além disso, foi investigado se a espermina altera o
aumento dos niveis de citocinas corticais e hipocampais induzido por LPS em
camundongos, uma vez que tanto a atividade anti- como proé-inflamatoria também

tém sido relatados para estas aminas alifaticas
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2. OBJETIVOS

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Verificar o efeito da administracdo sistémica de espermina sobre a
memoria e sobre o contelido de citocinas inflamatdrias e anti-inflamatérias

de camundongos administrados sistemicamente com LPS.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 — Avaliar o efeito da administracdo de espermina e ifenprodil sobre a
memoria da tarefa de reconhecimento de objetos.

2.2.2 - Avaliar o efeito da espermina sobre a piora da memdéria causada
por LPS.

2.2.3 - Avaliar o efeito do ifenprodil sobre a piora da memdéria causada por
LPS.

2.2.4 — Avaliar o envolvimento do sitio de ligacdo das poliaminas no
receptor NMDA no efeito da espermina sobre a piora da meméria induzida
por LPS.

2.2.5 — Avaliar o efeito da espermina sobre os niveis de citocinas
inflamatorias e anti-inflamatérias no cértex cerebral e hipocampo de

animais tratados com LPS.
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Abstract

Background

Lipopolysaccharide (LPS) induces neuroinflammation and memory deficit. Since polyamines
improve memory in various cognitive tasks, we hypothesized that spermine administration
reverses LPS-induced memory deficits in the object recognition task in mice. The
involvement of the polyamine binding site at the NMDA receptor and cytokine production in
the promnestic effect of spermine were investigated.

Methods

Adult male mice were injected with LPS (250 pg/kg, i.p.) and spermine (0.3 - 1 mg/kg, i.p.)
and/or ifenprodil (0.3- 10 mg/kg, i.p.) and their memory function was evaluated using the
novel object recognition task. In addition, cortical and hippocampal cytokines levels were
measured by ELISA four hours after LPS injection.

Results



33

While spermine increased, ifenprodil decreased the discrimination score in the novel object
recognition task. Spermine at dose that did not alter memory (0.3 mg/kg, i.p.), reversing
the cognitive impairment induced by LPS. Ifenprodil (0.3 mg/kg, i.p.), a GIuN2B-containing
NMDA receptor antagonist, reversed the protective effect of spermine against LPS-induced
memory deficits. However, spermine failed to reverse the LPS-induced increase of cortical
and hippocampal cytokines levels.

Conclusions
The results indicate that spermine protects from LPS-induced memory deficits in mice by a
mechanism that involves GIUN2B receptors.

Keywords
Neuroinflammation, polyamines, spermine, ifenprodil, NMDA receptor, memory, object
recognition

Background

Neuroinflammation is implicated in several neurodegenerative diseases, such as Alzheimer's
disease [1], autism [2], head injury [3], Parkinson disease [4] and multiple sclerosis [5]. It has
been shown that intraperitoneal injection of lipopolysaccharide (LPS), a cell wall component
of gram-negative bacteria induces neuroinflammation, hippocampal cell loss, cognitive
impairment, learning deficits and even beta amyloid plaque generation in the hippocampus [1,
6]. A number of studies have shown that upon exposure to LPS, microglia become activated
and produce proinflammatory mediators such as cytokines, chemokines, prostanoids, and
reactive oxygen species [1, 7-9]. Current evidence indicates that these products are key
mediators of the neuroinflammatory process and contribute to LPS-induced neuronal damage
and subsequent cognitive impairment [1, 7-12]. In line with this view, it has been shown that
LPS administration impairs contextual fear conditioning [12-14], spatial memory [6, 15-18]
and avoidance learning [19-23], in rats and mice. In addition, LPS decreases the preference
for a novel object in the novel object recognition test, in mice [24].

The N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptors seem to be particularly susceptible to
the neuroinflammatory challenge, since inflammation decreases the expression of GIuN1 [25],
GIuN2A and GIuN2B [26] subunits and NMDA-dependent long-term potentiation [27] in the
hippocampus. This finding is in agreement with previous reports that showed that
neuroinflammation decreases total NMDA receptors (NR1 immunoreactivity) in the
hippocampus and entorhinal cortex [28] and that LPS-treated animals present decreased
MK801 binding [29]. Accordingly, the partial NMDA receptor agonist d-cycloserine
prevents the deleterious effects of LPS [30] and closed head injury [3] on memory
consolidation. Therefore, it sounds possible that other positive allosteric modulators of the
NMDA receptor attenuate LPS-induced cognitive deficits.

Polyamines, such as putrescine, spermidine and spermine (SPM), allosterically
activate NMDA receptors by binding at the lower lobe of the N-terminal domain of GIluN1
and GIuN2B dimer interface [31]. Functionally, polyamines are involved in growth and
differentiation, but they also regulate a broad array of cellular functions in both neurons and
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inflammatory cells [32-34]. Numerous reports have indicated that polyamines improve
memory in several tasks and attenuate memory deficits induced by different amnesic agents
[35-44]. In fact, agonists and antagonists of the polyamine binding site at the NMDA receptor
facilitate and impair memory in various tasks respectively [36, 37, 39, 42, 43, 45, 46], and the
sequential activation of PKC and PKA/CREB pathways in the hippocampus has been
implicated in the promnestic effect of polyamines [47, 48].

Despite the growing evidence suggesting a facilitatory role for polyamines in learning
and memory, no study has addressed whether polyamines improve LPS-induced memory
deficits. Therefore, in the current study we investigated the effect of spermine on LPS-
induced impairment of memory in the novel object recognition test. In addition, we
investigated whether spermine alters LPS-induced increase of cortical and hippocampal
cytokine levels in mice, since both anti- and proinflammatory activity have also been reported
for these aliphatic amines [32, 49-52].

Methods

Animals

Male Swiss mice (30-35 g) from the animal house of the Federal University of Santa
Maria were used. The animals had free access to water and food (Guabi, Santa Maria, Rio
Grande do Sul, Brazil), and were maintained in a humidity and temperature-controlled room
(22 £ 2 °C) under a 12-h light-dark cycle. Behavioral experiments were conducted in a sound-
attenuated and air-regulated room, where the animals were habituated 1 hour prior to
experiments. Behavioral tests were conducted during the light phase of the cycle (between
9:00 A.M. and 5:00 P.M.). All animal procedures were carried out in accordance with
Brazilian law no. 11.794/2008, which is in agreement with the Policies on the Use of Animals
and Humans in Neuroscience research, revised and approved by the Society for Neuroscience
Research in January 1995 and with the Institutional and National regulations for animal
research (process 068/2011). All experimental protocols were designed aiming to keep the
number of animals used to a minimum, as well as their suffering.

Drug administration

Lipopolysaccharide (LPS - Escherichia coli, serotype 055:B5), spermine (N, N’-bis [3-
aminopropyl] 1,4-butanediamine) and ifenprodil (alpha-[4-Hydroxyphenyl]-beta-methyl- 4-
benzyl-1-piperidineethanol tartrate salt) were obtained from Sigma (St. Louis, MO, USA). All
drugs solutions were prepared daily in saline (0.9% NaCl) and injections were performed
intraperitoneally (i.p.) in a 10 ml/kg injection volume. Doses were selected based on previous
studies [12], and pilot experiments.

Behavioral testing

Novel Object Recognition Task

Novel object recognition task was carried out as described previously [53]. The task was
performed in a 30 x 30 x 30 cm wooden chamber, with walls painted black and the front wall
made of Plexiglas and the floor covered with ethyl vinyl acetate sheet. A light bulb, hanging
60 cm above the behavioral apparatus, provided constant illumination of about 40 lux, and an
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air-conditioner provided constant background sound isolation. The objects used were plastic
mounting bricks, each of them with different shapes and colors, but same size. Throughout
the experiments objects were used in a counterbalanced manner and animals did not display
previously preference for any of the objects. Chambers and objects were cleaned with 30%
ethanol immediately before and at the end of each behavioral evaluation. The task consisted
of habituation, training and testing sessions, each of them with the duration of 8 minutes. In
the first session, mice were individually habituated to the behavioral apparatus and then
returned to their home cages. Twenty-four hours later the animals were subjected to a training
session in which the animals were exposed to two of the same objects (object A), and the
exploration time was recorded with two stopwatches. Exploration was recorded when the
animal touched or reached the object with the nose at a distance of less than 2 cm. Climbing
or sitting on the object was not consider exploration. The test session was carried out 24 hours
after training. Mice was placed back in the behavioral chamber and one of the familiar objects
(i.e. object A) was replaced by a novel object (i.e. object B). The time spent exploring the
familiar and the novel object was recorded. The discrimination score was then calculated,
taking into account the difference of time spent exploring the novel (B) and the familiar (A)
objects (Tnovel — Ttamitiar), @nd used as a memory parameter.

Open field

Immediately after the object recognition-test session, the animals were transferred to a 30 x
30-cm open field, with the floor divided into four squares. During the 5-min open field
session, the number of crossing responses was recorded. The open field was used to identify
motor disabilities, which might influence the object recognition performance.

Quantification of cytokines

Cytokine quantification was assessed by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) using
commercial kits for mouse IFN-y, TNF-a, IL-1B, IL-6 and IL-10 (eBIO-SCIENCE, San
Diego, CA, USA), according to the manufacturer’s instructions. The presence and
concentration of the cytokines were determined by the intensity of the color measured by
spectrometry in a microplate reader.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using Student’s t-test, one, two or three -way ANOVA
followed by post hoc analyses (Student-Newman—-Keuls test). A P < 0.05 was considered
significant. F and P values are shown only if P < 0.05.

Experimental design

Experiment 1

This experiment was designated to investigate the effect of LPS on the object recognition task
performance. Animals were habituated and trained, as described above. Immediately after
training, the animals were injected with saline or LPS (250 pg/kg). Twenty-four hours after
training, the animals were subjected to the novel object recognition test session and open
field, as described above.
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Experiment 2

This experiment was designated to investigate the effect of spermine or ifenprodil on the
object recognition task performance. Animals were habituated and trained, as described
above. Immediately after training, the animals were injected with saline, spermine (0.1- 10
mg/kg) or ifenprodil (0.3- 10 mg/kg). Twenty-four hours after training, the animals were
subjected to the novel object recognition test session and open field, as described above.

Experiment 3

This experiment was designed to investigate the involvement of polyamine-binding sites in
the impairment of memory induced by LPS. Animals were habituated and trained, as
described above. Immediately after training, the animals were injected with saline or LPS
(250 pg/kg) and 5 minutes later with saline or the polyaminergic agonist, spermine (at doses
that have no effect per se on memory, 0.3 mg/kg, as determined by the dose-effect curve
shown in Fig. 2A) in different flanks. Twenty-four hours after training, the animals were
subjected to the novel object recognition test session and open field, as described above.

Experiment 4

This experiment was designed to investigate the involvement of polyamine-binding sites on
the NMDA receptor in the reversion of the LPS-induced impairment of memory by spermine
on the object recognition task performance. Animals were habituated and trained, as described
above. Immediately after training, the animals were injected with saline or LPS (250 pg/kg), 5
min later they were injected with saline or the polyaminergic agonist, spermine (0.3 mg/kg,
the dose that reverses the LPS-induced impairment of memory shown in Fig. 3) and 5 minutes
later they were injected with saline or ifenprodil (at doses that have no effect per se on
memory, 0.3 mg/kg, as determined by the dose-effect curve shown in Fig. 2B) in different
flanks. Twenty-four hours after training, the animals were submitted to the novel object
recognition test and open field, as described above.

Experiment 5

This experiment was designated to investigate whether spermine prevents LPS-induced
increases in levels of proinflammatory cytokines, IL-1fB, IL-6, TNF-a, ITF-y, and anti-
inflammatory cytokine, IL-10. Immediately after the training session of the object recognition
task, animals received saline, LPS (250 pg/kg), spermine (0.3 mg/kg) or a combination of
LPS (250 pg/kg) and spermine (0.3 mg/kg). Four hours after drug administration the animals
were anesthetized with ketamine (100 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg), transcardially
perfused with cold saline and the cerebral cortex and the hippocampi were dissected and
homogenized in appropriated buffer (PBS containing 1 mM ethylenediamine tetraacetic acid
(EDTA), 0.1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) and 0.5% bovine serum albumin,
pH 7.4). Samples were centrifuged at 25,000 g for 10 min and the supernatant was used to
measure IL-1B, IL-6, TNF-a, ITF-y and IL-10 levels, which were corrected for total protein
content. Protein concentration was determined for each brain region by the Bradford method
(Bradford, 1976) enabling cytokine levels to be expressed as pg/mg protein. The cytokines
quantification was assessed as described above.
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Results

LPS decreased the discrimination score in novel object recognition task.

Figure 1 shows the effect of the post-training intraperitoneal administration of LPS or saline
on discrimination score in the object recognition task. Statistical analysis (Student’s t-test)
revealed that LPS (250 pg/kg) decreased the discrimination score (t;4=4.3; P<0.01), compared
with control group, indicating a memory impairment in LPS-treated animals.

Spermine increased and ifenprodil decreased the discrimination score on novel object
recognition task.

Figure 2A shows the effect of post-training administration of spermine (0.1-10 mg/kg) on the
discrimination score in the object recognition task. Statistical analysis (one-way ANOVA)
revealed a significant effect of spermine (Fs44= 2.51; P<0.05). Post hoc analysis revealed that
spermine (1 mg/kg) increased discrimination score, indicating that spermine improved
memory.

Figure 2B shows the effect of post-training administration of ifenprodil (0.3-10 mg/kg) on the
discrimination score in the object recognition task. Statistical analysis (one-way ANOVA)
revealed a significant effect of ifenprodil (F316= 6.60; P<0.05). Post hoc analysis revealed
that ifenprodil (10 mg/kg) decreased discrimination score, indicating that ifenprodil impaired
memory.

Spermine attenuates LPS-induced discrimination impairments on novel object
recognition task.

Figure 3 shows the effect of post-training administration of spermine on LPS-induced
impairment of memory on novel object recognition task. Statistical analysis (two-way
ANOVA) revealed a significant treatment (saline or LPS) versus polyamine agonist (saline or
spermine) interaction (Fys6= 9.03; P<0.05), revealing that spermine reversed the impairment
of memory induced by LPS.

Ifenprodil reverses the effect of spermine in LPS-treated animals.

Figure 4 shows the effect of ifenprodil (0.3 mg/kg) on the spermine-induced reversion of the
impairment of memory induced by LPS in the object recognition task. Statistical analysis
(three-way ANOVA) revealed a significant treatment (saline or LPS) versus polyamine
agonist (saline or spermine) versus NMDA receptor antagonist (saline or ifenprodil)
interaction (F11:= 3.97; P<0.05). Post hoc analysis (SNK) revealed that ifenprodil reversed
the effect of spermine in attenuating the impairment of memory induced by LPS on the novel
object recognition task.

Treatments did not alter crossing responses.

Since the discrimination score may be affected by locomotor alterations unrelated to the
mnemonic component of the task, we monitored the number of crossing responses in the open
field task. Treatments did not alter locomotor activity measured by crossing responses (data
not shown). Therefore, the reported effects in this study are unlikely to be associated with
changes in locomotion and coordination.
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Spermine did not reverts LPS-induced increase of cytokines levels

Figures 5 and 6 shows the effect of post-training administration of spermine and LPS on the
levels of proinflammatory and antiinflammatory cytokines in the hippocampi and cerebral
cortex, respectively. Statistical analysis (two-way ANOVA) revealed only a significant effect
of treatment (saline or LPS) on IL-1B (F115= 21.35; P<0.001), IL-6 (F115= 21.49; P<0.001)
and TNF-a (F115= 14.65; P<0.01) levels in the hippocampi (figure 5); and on IL-1B (F1 15=
21.86; P<0.001), IL-6 (F115= 22.47; P<0.001), TNF-o (F115= 12.20; P<0.01) and IL-10
(F115= 21.28; P<0.001) levels in the cerebral cortex (Figure 6). Spermine (0.3 mg/kg) did
not alter cytokine levels. LPS and SPM did not alter the levels of IFN-y in the hippocampi
(Figure 5) and in cerebral cortex (Figure 6).

Discussion

The current study showed that a polyaminergic agonist, spermine, reverses post-
training bacterial endotoxin-induced memory impairment in the novel object recognition task.
In addition, it showed that spermine, at doses higher than those capable of reversing the
deleterious effect of LPS, increases the discrimination score in the novel object recognition
task. It also revealed that ifenprodil decreases the discrimination score in the novel object
recognition task, and a non-effective dose of ifenprodil reverses the memory improving effect
of spermine in LPS-treated animals, providing pharmacological evidence that the promnestic
effect of spermine involves the polyamine binding site at the NMDA receptor. However,
spermine failed to reverse the LPS-induced increase of cytokine levels in the cerebral cortex
and hippocampi.

The currently described ability of spermine to reverse LPS-induced memory deficits is
in agreement with a number of studies that have isolatedly shown that while LPS disrupts [1,
12, 17, 19, 54], polyamines improve memory [35-42, 55].

Several mechanisms have been implicated in LPS-induced alterations of neural
functions. It has been suggested that memory impairment is triggered by direct stimulation of
Toll-like receptor (TLR)4 by LPS. TLR4 activation recruits myeloid differentiation adaptor
protein (MyD88) and ultimately activates the nuclear factor xB signalling pathway,
increasing the production of proinflammatory cytokines by macrophages [56], microglia [57-
59] and astrocytes [57, 60]. LPS-induced activation of glial cells results in neurotoxic
substances release, including nitric oxide, glutamate, cytotoxic cytokines, and superoxide
radicals [12, 57, 61, 62] and suppression of neurotrophic factors secretion, impairing
neuroplasticity and, consequently, learning and memory [12, 13, 15, 21, 63, 64]. In addition,
TLR, activates Src family kinases, which phosphorylate GIuN2B subunit or NMDA
receptor and enhance GIluN2B-dependent Ca?* influx [65, 66], promoting excitotoxicity.
Indeed, LPS induces progressive and cumulative neuronal loss over time [67-69].

On the other hand, there is a large body of evidence indicating that the promnestic
effects of polyamines involve the activation of NMDA receptors, which have been critically
implicated in learning and memory processes [39, 43, 47, 48, 70-72]. In the current study
ifenprodil, a noncompetitive GIluN2B-containing NMDA receptor antagonist, not only
impaired the consolidation of the memory of novel object recognition task, but also reversed
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(at a dose that did not alter memory per se in our study) the improving effect of spermine on
the memory of LPS-treated animals, supporting a role for NMDA receptors in this effect of
spermine [73-75]. Interestingly, these results are in agreement with the study by Kranjac and
colleagues (2013) [30], who have shown that partial NMDA receptor agonist d-cycloserine
rescues memory consolidation following systemic bacterial endotoxin exposure. Furthemore,
Velloso and colleagues (2009) [44] have found that post-training intrastriatal administration
of spermine reverses the recognition memory deficits in the novel object recognition task
induced by quinolinic acid (QA), a model of Huntington’s disease. It is worth noting that
spermine improved memory per se in the novel object recognition task. To our knowledge,
this is the first study showing that spermine improves memory. The finding that ifenprodil
prevents the promnestic effect of spermine tempt us to propose that it may involve the same
molecular targets proposed for spermidine [36, 37, 39, 41]. However, further studies are
necessary to clarify this point.

In vivo and in vitro studies have suggested that polyamines may have a dual role in
inflammation, eliciting both anti- and proinflammatory responses. For instance, spermine
decreases monocyte proinflammatory cytokine response in vitro [49, 50, 76-78]. On the other
hand, Puntambekar and colleagues (2011) [52] have shown that polyamines promote
macrophage influx into the murine central nervous system following pathogenic insult, in an
in vivo model of secondary central nervous system (CNS) inflammation. Soulet and Rivest
(2003) [79] have shown that systemic LPS increases ornithine decarboxylase expression
throughout the CNS and that this finding precedes an increase in the expression of
proinflammatory molecules TLR, and TNF-o, in mice. Moreover, treatment with a
difluoromethylornithine, an irreversible inhibitor of ornithine decarboxylase, decreases LPS-
induced TNF-a and TLR2 expression, proving evidence that the LPS-induced increase of
proinflammatory molecules is polyamine-dependent. The intracerebral injection of spermine
prior to LPS also increases the number of cells expressing both TNF-a and TLR2 in the CNS
[79]. Interestingly, LPS exposure stimulates IL-1 release from astrocytes (in vitro) through a
mechanism that requires NMDA receptor stimulation [80]. However, we have found that
spermine does not alter IL1-B, IL-6, TNF-o and IFN-y levels in the cerebral cortex and
hippocampus, a finding that does not support an anti-inflammatory role for this polyamine in
our experimental conditions.

Conclusion

Spermine improves memory per se and attenuates LPS-induced memory impairment. Our
results also suggest that spermine protects against LPS-induced memory impairment
by mechanisms that involve the polyamine binding site at the NMDA receptor, since it is
reverted by ifenprodil. Spermine, however, does not prevent LPS-induced increase of
proinflammatory molecules, suggesting that the effect of spermine on memory does not
involve anti-inflammatory mechanisms.
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Figure 1 Effects of LPS on the discrimination score in novel object recognition task.
Post-training administration of LPS (250 pg/kg, i.p.) decreased the discrimination score in the
object recognition task. Data are expressed as mean £ SEM for 8 animals in each group.
*P<0.001 compared with saline group (Student’s t-test).
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Figure 2 Effect of administration of spermine or ifenprodil on memory. Immediately after
training, the animals were injected with saline, spermine (0.1- 10 mg/kg, i.p) or ifenprodil
(0.3- 10 mg/kg, i.p). Twenty-four hours after training, the animals were subjected to the novel
object recognition test session. (A) Spermine increased and (B) ifenprodil decreased the
discrimination score on novel object recognition task. Date are expressed as mean £ SEM for
6-9 animals in each group. * P<0.05 compared with saline group (one-way ANOVA followed
by the Student-Newman-Keuls post hoc test).



24h 24h
Habituation Training T » Testing
LPS/SPM

© 15,
© O SAL
o 1 B Spermine
o 10+
7))
S
=
£ "
E o -
@ SAL LPS
a -54

47

Figure 3 Effect of spermine in LPS-induced memory impairment. Post-training
administration of spermine (0.3 mg/kg, i.p.) attenuates LPS-induced (250 pg/kg, i.p.)
discrimination impairments on novel object recognition task. Data are expressed as mean +
SEM for 15 animals in each group. *P<0.001 compared with saline group (two-way ANOVA
followed by the Student-Newman-Keuls post hoc test).
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Figure 4 Effect of agonist and/or antagonist of the NMDA receptor on LPS-treated
animal memory. Immediately after training, the animals were injected with saline or LPS
(250 pg/kg, i.p.), 5 min later they were injected with saline or spermine (0.3 mg/kg, i.p.) and 5
minutes later they were injected with saline or ifenprodil (0.3 mg/kg, i.p.) in different flanks.
Ifenprodil reversed the effect of spermine in LPS-treated animals. Data are the mean + SEM
of 13-15 animals per group. *P<0.05 compared to control group Sal/Sal/Sal, #P<0.05
compared to LPS/Sal/Sal group (three-way ANOVA followed by the Student—-Newman-Keuls
post hoc test).
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Figure 5: Effects of post-training administration of spermine and LPS in the levels of
proinflammatory and anti inflammatory cytokines in hippocampi. Immediately after the
training session of the object recognition task, animals received saline, LPS (250 pg/kg, i.p),
spermine (0.3 mg/kg, i.p) or a combination of LPS (250 pg/kg, i.p) and spermine (0.3 mg/kg,
I.p), and were euthanized 4 hours after injections to measure the levels of IL-13 (A), IL-6

(B), TNF-a (C), ITF-y (D) and

IL-10 (E) in hippocampi. Spermine did not reverting the

increase of cytokines levels LPS-induced. Data are the mean £ SEM of 4-5 animals per group.
*P<0.05, compared with vehicle (two-way ANOVA followed by the Student—Newman-Keuls

post hoc test).
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Figure 6 Effects of post-training administration of spermine and LPS on the levels of
proinflammatory and anti inflammatory cytokines in cerebral cortex. Immediately after
the training session of the object recognition task, animals received saline, LPS (250 pg/kg,
I.p), spermine (0.3 mg/kg, i.p) or a combination of LPS (250 ng/kg, i.p) and spermine (0.3
mg/kg, i.p), and were euthanized 4 hours after injections to measure the levels of IL-1B (A),
IL-6 (B), TNF-a (C), ITF- y (D) and IL-10 (E) in cerebral cortex. Spermine did not reverting
the increase of cytokines levels LPS-induced. Data are the mean + SEM of 4-5 animals per

group. * P<0.05 compared with vehicle (two-way ANOVA followed by the Student-
Newman-Keuls post hoc test).
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4. CONCLUSOES

Com os resultados do presente estudo podemos concluir que:

1 A espermina melhorou e o ifenprodil causou um déficit de memoria na tarefa de
reconhecimento de objetos.

2 A espermina reverteu o déficit de memdria induzida por LPS.
3 O ifenprodil ndo alterou o efeito amnésico do LPS.
4 O ifenprodil impediu a espermina de reverter o dano ha memoaria induzido por LPS.

5 A espermina ndo reverteu o aumento dos niveis de citocinas inflamatorias
induzidos por LPS.

4.1 Concluséo geral

A espermina possui papel protetor sobre os danos de meméria induzidos por
LPS, por mecanismos que envolvem o sitio de ligacdo das poliaminas no receptor
NMDA, nao abrangendo mecanismos anti-inflamatérios.

5. PERSPECTIVAS DE CONTINUIDADE DE ESTUDO

Os autores deste trabalho pretendem investigar o mecanismo pelo qual as
poliaminas estéo revertendo a piora da memdria induzida por LPS. Para isso serao
realizados ensaios de Western Blot da cascata PKA e CREB, proteinas cuja
fosforilacdo, € comprovadamente necesséria para a formacdo da memdria, bem
como a expressdo de BDNF, jA mencionado neste trabalho. Ainda pretende-se
estudar o envolvimento da administragdo cronica de LPS e poliaminas.
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