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"A ciéncia nunca resolve um problema sem criar pelo menos outros dez".

(George Bernard Shaw)



RESUMO

O mecanismo de agdo do LPS ainda ndo é completamente elucidado em vertebrados
como os peixes, e se diferencia dos vertebrados superiores. Em zebrafish, o LPS é capaz de
aumentar o recrutamento de células imunes e a expressdo de genes relacionados com a resposta
imune. O sistema purinérgico tem uma grande relacdo com a regulacdo do sistema imune e as
respostas inflamatérias. O ATP é um nucleotideo importante na secrecdo de citocinas e no
recrutamento e diferenciacdo de células imunes, podendo ser sequencialmente desfosforilado
gerando adenosina. No contexto da inflamacdo, a adenosina atua como uma molécula
imunomodulatoria inata. Participam do controle dos niveis extracelulares da adenosina, 0s
transportadores de nucleosideos e a ecto-5’-nucleotidase. A ecto-5’-nucleotidase é uma enzima
com papel de marcapasso na producao de adenosina e constitui um dos focos do presente estudo.
Considerando a contribuicdo da abordagem de anélise de imagens no contexto do estudo da
inflamagdo, é sabido que a captacdo do radiofarmaco '®F-FDG, um analogo da glicoseesta
aumentada em roedores submetidos a inflamacdo, o que gera uma imagem diferenciada. O
micro Tomdgrafo por Emissdo de Positron/Tomografia Computadorizada (UPET/CT) é utilizado
para pesquisas em animais de pequeno porte e obtém imagens utilizando um radiofarmaco. O
uso da WPET/CT contribui com informac6es a nivel molecular, funcional e estrutural em tempo
real e permite acompanhar o efeito de farmacos em situages fisiologicas/patolégicas na escala
de um animal diminuto como o zebrafish. A tecnologia do uPET/CT ¢ relativamente nova e até
0 momento ndo existem estudos cientificos publicados aplicando radiofarmacos em zebrafish.
Neste contexto, 0 objetivo do projeto foi estudar o envolvimento da enzima ecto-5’-nucleotidase
no desenvolvimento de inflamagéo induzida por LPS utilizando-se de parametros citoldgicos,
bioquimicos, moleculares e de imagem por UPET em diferentes tecidos de zebrafish adulto
(Danio rerio). Para induzir inflamagdo no zebrafish, os animais foram injetados com uma
solucdo de LPS (10 pg/g de peso corporal; i.p) apos terem sido submetidos a anestesia (tricaina
0.1 g/L). Os animais permaneceram por 2 h ou 24 h neste tratamento. Para confirmacéo da
inflamacdo foram analisadas a expressdo génica de marcadores especificos (tnf-a e cox-2) em
encéfalo, coracdo, rim e intestino e contagem diferencial de células do sistema imune. A
atividade e expressao da enzima ecto-5’-nucleotidase foi analisada no encéfalo, coracédo, rim e
intestino dos animais controle e tratados. Para manter os animais no UPET/CT foi realizada uma
curva de concentracdo de anestésico MS-222 (0.1, 0. 12, 0.15 g/L) e determinado um aparato
para manter o peixe na presenca de dgua mas, ainda imovel. Uma curva de tempo apds a injecdo
de ®F-FDG foi realizada para a obtencdo de imagens em PPET/CT (0, 10, 20 e 30 min) e para a
padronizacdo da quantificacdo de radiagdo em um Gamma counter (15, 30, 60, 90 e 120 min).
A exposicdo ao LPS foi capaz de aumentar a expressdo de tnf-o em quase todos os tecidos
estudados (coracdo, rim e intestino) e de cox-2 no rim. O nimero de células brancas ativas do
sangue periférico também foi aumentado, confirmando a inducdo da resposta inflamatoria. A
hidrolise de AMP em animais injetados com LPS foi aumentada no coragdo em 24 hpi [72% em
relacdo ao controle] com nenhuma alteragdo na expressdo génica da ecto-5’-nucleotidase. A
expressdo génica do ecto-5’-nucleotidase foi ajustada temporalmente no rim e intestino sem
alteracdo da atividade enziméatica. Apds a padronizagdo de imagens com PPET/CT e da
quantificacdo de radiacdo por Gamma counter para cada orgdo analisado, definiu-se 30 min
como o melhor tempo para a biodistribuicdo do *F-FDG. Apés a aquisicdo de imagens em
MPET de animais inflamados néo se identificou alteragcdes na captacdo do BE-FDG comparado
com o controle. A quantificacdo tecidual de radiacéo registrou uma queda nas amostras de 0ss0s
nos animais tratados com LPS, embora os demais tecidos ndo tenham sido alterados. Estes dados
indicam que o zebrafish responde ao LPS alterando expressdao génica de marcadores especificos,
especialmente no rim e ativando células brancas do sangue. A inflamacdo induzida parece estar
acompanhada por um ténue ajuste tecido-especifico da atividade e expressdo da ecto-5’-



nucleotidase em resposta ao processo inflamatério. Ainda que a inflamagdo tenha sido
confirmada, o registro de imagens por UPET e a determinacéo de radiacdo nos diferentes tecidos
ndo foram capazes de registrar diferencas na atividade metabdlica em animais tratados com LPS.
Entretanto, a padronizacdo destas técnicas oferece um avan¢o no uso de radiofarmacos em
animais de pequeno porte, como o zebrafish.



ABSTRACT

The LPS mechanism of action is still not completely elucidated on vertebrates like fish, and
indeed differs from higher vertebrates. In zebrafish, LPS is capable of increasing the recruitment
of immune cells and the expression of genes related to the immune response. The purinergic
system has a great relation to the regulation of the immune system and inflammatory responses.
The nucleotide ATP is able to induce cytokine secretion, recruitment and differentiation of
immune cells. ATP can be dephosphorylated sequentially generating adenosine. In the context
of inflammation adenosine serves as an innate immunomodulatory molecule. The control of
adenosine extracellular levels is performed by nucleoside transporters and ecto-5'-nucleotidase.
The ecto-5'-nucelotidase is an ectonucleotidase with pacemaker role in the production of
adenosine and is one of the focuses of this study. Considering the analysis of the input images
approach to the study of inflammation context, it is known that in rodents the uptake of *°F-
FDG, an analogue of glucose, is increased under inflammation, which generates a differential
image. The micro Positron Emission Tomography/ Computed Tomography (WPET /CT) is used
for research in small animals and take images using a radiopharmaceutical. The use of uPET/CT
contributes with information at the molecular, structural and functional level and allows too
monitor the effect of drugs in physiological / pathological situations in the range of a small
animal as the zebrafish. The technology pPET/CT is relatively new and so far there are no
published scientific studies applying radiopharmaceuticals in zebrafish. In this context, the aim
of the project was to study the involvement of the enzyme ecto-5-nucleotidase in the
development of inflammation induced by LPS using the cytological, biochemical, molecular and
image (WPET) in different tissues of adult zebrafish (Danio rerio). To induce inflammation in
zebrafish, the animals were injected with a solution of LPS (10 ug/g body weight, i.p) after
being subjected to anesthesia (tricaine 0.1 g/L). The animals were kept for 2 hours or 24 hours in
this treatment. For confirmation of inflammation were analyzed the gene expression of specific
markers (tnf-o. and cox-2) in encephalon, heart, kidney and intestine and differential counts of
cells of the immune system. The activity and expression of ecto-5'-nucleotidase enzyme was
analyzed in the encephalon, heart, kidney and intestine of control and treated animals. To keep
the animals in uPET/CT was performed anesthetic concentration curve (tricaine - 0.1, 0.12, 0.15
g/L) and standardized an apparatus to keep the fish in the presence of water, but yet still. A
curve of time after injection of *F-FDG was performed to obtain images in pPET/CT (0, 10, 20
and 30 min) for standardizing the radiation quantitation in a gamma counter (15, 30, 60 90 and
120 min). Exposure to the LPS was able to increase the tnf-o. expression in nearly all tissues
studied (heart, kidney and intestine) and cox-2 in the kidney. The number of active peripheral
blood white cells was also increased, confirming the induction of the inflammatory response.
Hydrolysis of AMP in animals injected with LPS was increased in the heart in 24 hpi [72%
compared to control] with no change in gene expression of ecto-5'-nucleotidase. The gene
expression of ecto-5'-nucleotidase was adjusted temporarily in the kidney and intestine without
altering the enzyme activity. After patterning images with uPET/ CT and quantitation radiation
by gamma counter for each organ examined, 30 minutes was defined as the best time for the
biodistribution of ®F-FDG. After acquiring inflamed animal wPET images it was not identified
changes in the uptake of '®F-FDG compared to the control. Tissue quantification radiation



registered a decrease in bone samples in animals treated with LPS, while other tissues have not
changed. These data indicate that zebrafish responds to LPS by altering gene expression of
specific markers, especially in kidney, and activation of white blood cells. The inflammation
appears to be accompanied by a fine adjustment tissue-specific expression and activity of ecto-
5'-nucleotidase in response to the inflammatory process. Although inflammation has been
confirmed, the registration images by uPET and radiation determination in different tissues have
not been able to register differences in metabolic activity in animals treated with LPS. However,
standardization of these techniques provides an advance in the use of radiopharmaceuticals in
small animals, such as zebrafish.
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1. INTRODUCAO

1.1 Inflamagéo e Sistema Purinérgico

A resposta inflamatdria compreende reacGes vasculares e celulares, reguladas por varios
mediadores, tais como, fatores quimicos derivados de proteinas do plasma (Condie et al., 1968).
O lipopolissacarideo (LPS), também conhecido como endotoxina, € uma molécula tdxica
derivada da membrana celular externa de bactérias gram-negativas (Tuin et al., 2006). Essa
substancia ativa macréfagos e células dendriticas no sistema imune inato e por este motivo € um
consolidado modelo de inducdo de inflamacdo (Meng and Lowel 1997; Abdi et al 2012) . O
sistema purinérgico tem uma grande relacdo com a regulacdo do sistema imune e as respostas
inflamatdrias, em especial nas interacdes célula-célula, secrecdo de citocinas e quimiocinas,
remocao de patdgenos intracelulares e geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Hasko et
al., 2008; Trautmann, 2009; Junger, 2011).

A adenosina trifosfato (ATP) é um nucleotideo importante na secrecdo de citocinas e no
recrutamento e diferenciacdo de células imunes (Bours et al, 2006). Este pode ser liberado por
mecanismos fisiolégicos ou em resposta a danos celulares, atuando em receptores especificos,
denominados purinoreceptores, como esta demostrado na figura 1 (Burnstock, 1972; 1976; 2008;
Ralevic e Burnstock, 1998). Estudos demonstram que células inflamatdrias podem liberar ATP
via hemicanais de panexina (proteinas transmembrana que conectam o meio intracelular com o
extracelular) ou conexina (proteinas de juncdes gap) (Eltzschig et al., 2006, 2008; Chekeni et al.,
2010). O ATP pode atuar nos purinoreceptores P2 que sdo subdivididos em duas familias, os
receptores ionotrépicos P2X (P2X;.7) e metabotropicos P2Y (P2Y1,24611-14). O controle dos
niveis extracelulares de ATP ocorre pela hidrolise deste realizada pelas ectonucleotidases, as

quais incluem as ecto-nucleosideo-trifosfo-difosfohidrolases (E-NTPDases/CD39), as
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ectonucleotide pirofosfatase/fosfodiesterases (E-NPP), as fosfatases alcalinas e as ecto-5’-
nucleotidases (CD73) (Zimmermann, 2001). O AMP, ao ser hidrolisado pela CD73, gera
adenosina. A adenosina, por sua vez, atua nos receptores P1 que sdo subdivididos em Aj, Aga,
Aos e Az (Zimmermann, 2011; Burnstock, 2004; Robson et al., 2006), sendo um importante
modulador que exerce atividades estimulatdrias através dos receptores Axa e Aypg € atividades
inibitorias através dos receptores A; e As (Burnstock, 2004).

Ainda, as concentracbes de adenosina podem sofrer impacto de transportadores de
nucleosideos que atuam sobre o controle dos niveis extracelulares de adenosina. Transportadores
concentrativos transportam adenosina contra o gradiente de concentragdo de maneira sodio-
dependente, enquanto os transportadores equilibrativos, transportam adenosina bidirecionalmente
através da membrana de maneira sédio-independente (Yao et al., 1997; Kiss et al., 2000; Ward et
al., 2000). A concentracdo de adenosina pode ser afetada a partir de sua hidrélise pela adenosina
deaminase (ADA), que converte a adenosina e a deoxiadenosina a inosina e deoxiinosina,
respectivamente (Franco et al., 1998; Romanowska et al., 2007), possuindo um papel importante
no sistema imune durante processos inflamatérios (Zavialov e Engstrom, 2005). Esta enzima
pode ser encontrada em duas formas: enzima citosélica e também expressa na superficie celular

como uma ecto-enzima. (Hirschhorn e Ratech, 1980; Zavialov e Engstrom, 2005; Boison, 2012).
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Figura 1: Diagrama mostrando alguns dos principais componentes intra e extracelulares do
Sistema Purinérgico. CD39: Ecto-ATPase; CD73: ecto-5"-nucleotidase; ecto-ADA: ecto
adenosina deaminase; AK: adenosina-quinase; ADA: adenosina deaminase; NT: Transportadores
de nucleosideo; ATP: Trifosfato de adenosina; ADP: difosfato de adenosina; AMP: Monofosfato

de adenosina; IMP, Monofosfato de inosina. (Antonioli et al., 2014).

No contexto da inflamacdo, a adenosina atua como uma molécula imunomodulatéria
inata, aumentando suas concentracGes extracelulares de forma dramética durante o estado
inflamatério (Fredholm et al., 2001). Em roedores, linfécitos T possuem a capacidade de gerar
adenosina gracas a alta expressao de ecto-ATPases e ecto-5’-nucleotidase (Longhi et al., 2013).
A enzima ecto-5’-nucleotidase parece elevar sua expressdo génica e funcdo na presenca de
mediadores inflamatorios, tais como transforming growth factor (TGF-B), interferons (IFNs),

tumor necrosis factor (TNF-a), interleucinas (exemplo IL-1B) e prostaglandina E2, o que sugere



0 envolvimento desta enzima nos processos inflamatorios. De fato, a descricdo original da ecto-
5’-nucleotidase corresponde a sua funcdo de marcador para a identificacdo de linfocitos B em
diferentes estagios de maturacdo. Em linfocitos de camundongos, a exposicdo ao LPS promoveu
0 aumento da hidrélise de nucleotideos, a qual foi previnida pela coadministracdo com um
agonista de receptores A,a (Vuaden et al., 2011). O controle dos niveis extracelulares de ATP e
adenosina, exercido especialmente pelas ecto-nucleotidases, promove um ajuste fino entre os
mecanismos pré-inflamatorios exercidos pelo ATP e os anti-inflamatorios exercidos pela
adenosina. A expressao das familias de ectonucleotidases em linfocitos, mondcitos, macréfagos,
neutrofilos, células dendriticas e endoteliais € parte essencial do mecanismo de controle dos
niveis destes nucleosideos e nucleotideos no ambiente pericelular e da progressdo dos processos
inflamatorios (Antonioli et al., 2014).

A importancia dos receptores adenosinérgicos no contexto da inflamacéo, em especial o
subtipo Aa, tem sido intensamente estudada, entretanto a participacdo dos demais subtipos de
receptores ainda permanece pouco elucidada. Em linfocitos B, os receptores adenosinérgicos séo
intensamente expressos, embora a ativacao de receptores do subtipo Aj iniba a proliferacdo deste
tipo celular (Saze et al., 2013). Em linfocitos T, a ativacdo de receptores do tipo Aya é capaz de
previnir a apoptose deste tipo celular por um mecanismo mediado pela subunidade regulatéria da
proteina quinase A (Himer et al., 2010). Em células endoteliais, a ativagdo de NFkp (fator
nuclear kappa B) induzida por LPS ¢ reduzida na presenga de antagonistas de receptores A; e
Aza (Yang et al. 2014). Em macrofagos, a adenosina é capaz de aumentar a producgéo de citocinas
anti-inflamatoérias por um mecanismo dependente de receptores A,a (Hasko e Crosntein, 2013).
Estudos sobre a dindmica de microglia em direcdo a tecidos danificados ap0s exposi¢do ao LPS
demonstraram que o antagonismo dos receptores A, € capaz de previnir a retracdo de microglias

ativadas, sugerindo que, pelo menos em parte, as propriedades neuroprotetivas de antagonistas de



receptores A, poderiam ser explicadas pela inibi¢do destes receptores em microglia (Gyoneva et
al., 2014). O receptor A, parece estar envolvido na inibi¢do da produgdo de TNF-a induzido por
LPS, o que foi confirmado em estudos com camundongos sem a expressao de receptores Aja
(Kara et al., 2010). Receptores A; e Az sdo intensamente expressos em macrofagos, apesar da
funcdo destes receptores neste tipo celular ndo ser completamente elucidada (Hasko e Crosntein,
2013). Em células dendriticas humanas, a exposicdo ao LPS foi capaz de aumentar a expressao
génica dos receptores Aa (Novitskiy et al., 2008). Em situagdes de neuroinflamacdo, a exposicao
ao LPS promove o aumento na expressdo de receptores A,a em neuroglia de ratos (Smith et al.,
2014).

O ajuste na expressao dos receptores adenosinérgicos em células envolvidas na resposta
imune durante um evento inflamatorio vem de encontro com a regulacdo da atividade das
ectonucleotidases a fim de estabelecer a modulacdo adenosinérgica adequada. Entretanto, a
contribuicdo da triade formada pela acdo enzimatica da ecto-5’-nucleotidase, a liberacdo de
adenosina por transportadores especificos e a atuacdo desta nos diferentes subtipos de receptores
ainda carece de informacdes, considerando a importancia dos niveis de adenosina no controle de

proliferacdo de células envolvidas nos processos inflamatdrios.

1.2 Radiofarmacos, PET/CT e inflamacéo

A Medicina Nuclear pode identificar alteragdes na fisiologia e na morfologia de
determinados tecidos e ser definida como uma especialidade médica que utiliza compostos
radioativos com o objetivo de obter imagens para diagnosticar, tratar doencas (Araujo et al.,
2008), utilizar em pesquisas clinicas (Jacobs et al., 2003) e contribuir para o desenvolvimento de

novas drogas (Lee e Farde, 2006). Cerca de 95% da aplicacdo da Medicina Nuclear é utilizada



para o diagnostico clinico e apenas 5% para tratamento (Saha et al., 2010). Mesmo assim, no
Brasil, esta técnica ndo é muito utilizada comparando com outros paises mais desenvolvidos.
Entretanto, esta lacuna apresenta-se como um importante alvo de investimentos para o
desenvolvimento cientifico do pais.

Um radiofarmaco pode ser definido como um composto radioativo que consiste em dois
componentes, um radionuclideo (radioativo) e uma molécula farmacéutica ligada a ele, este
material é administrado no individuo e pode ser detectado conforme sua afinidade pelas
moléculas do organismo de interesse por um equipamento chamado Tomaografo por Emissao de
Pdsitrons (PET, do inglés Positron Emission Tomography), o qual € capaz de obter imagens in
vivo de pequenos animais ou humanos por um método n&o invasivo (Khalil, 2011). Para obtencéo
da imagem em PET/CT é necessaria a administragdo de uma substidncia marcada com uma
molécula radioativa emissora de positrons que serd captada por alguma estrutura organica de
acordo com a sua afinidade. O PET tem a capacidade de detectar a biodistribuicdo em
concentragfes picomolares de biomoléculas radioligantes que, juntamente com a Tomografia
Computadorizada (CT, do inglés Computadorized Tomography), obtém essa imagem a nivel
molecular, funcional e estrutural, o que facilita a identificacdo da localizacdo exata do
radiofarmaco ligado ao alvo de interesse (Kersemans et al., 2011). Estas duas abordagens, quando
utilizadas de forma integrada, formam o PET/CT (Beyer et al., 2000). Em um aparelho PET/CT,
utilizado na clinica, as imagens sdo captadas em sequéncia, o qual é igual ao utilizado na
pesquisa com animais, porém em escala menor, denominado PPET/CT (Figura 2). A combinagéo
das duas técnicas reduz o tempo de captura da imagem, resultando numa imagem com

caracteristicas funcionais, anatomicas e de melhor resolugéo (Townsend, 2004).



Figura 2: Foto do WPET/CT localizado no InsCer. Fonte: Foto tirada pelo autor.

O tempo de meia vida curta da maioria dos radiofarmacos emissores de positrons pode
ser uma desvantagem para a utilizacdo deste método, pois a localiza¢do do ciclotron deve ser
proxima ao local de aplicacdo do marcador. Por outro lado, seu rapido decaimento pode ser
considerado como uma vantagem, pois doses maiores podem ser administradas com o objetivo
de obter uma boa imagem (Elsinga et al., 2012). Os radiofarmacos utilizados para técnicas com
PET/CT sado chamamos de short-lived positron-emitting radionuclide, ou seja, aqueles que tém
um tempo de meia-vida curto, sendo este considerado o tempo necessario para reduzir sua
atividade inicial pela metade (t%2). Com isso, sé podem ser utilizados se a instituicdo onde se
realizam os exames for proxima a localizacdo de um ciclotron (Saha et al., 2010).

Como exemplo de radioisétopos frequentemente usados na clinica e pesquisa, pode-se
citar: *'C (t, = 20.38 min), N (t, = 9.96 min), 0 (t¥2 = 122.2 s) e *F (t, = 109.8 min)
(Schiepers, 2006). O '®F é um dos melhores radiois6topos para ser utilizado, isto se deve a

diversas razOes, tais como: (1) emite uma baixa energia, 0 que gera uma imagem de alta
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resolucdo; (2) pode ser produzido com atividade especifica e em grandes quantidades; (3) pode
reagir com varias moléculas inorganicas e organicas; (4) gera radiacao aceitavel para se utilizar
em pacientes; e (5) a meia vida é relativamente curta (Vallabhajosula, 2009). O ‘®F-FDG
(fluorodesoxiglicose) é um analogo da glicose em que o grupo hidroxila do carbono 2 de uma
molécula de glicose é substituido por um atomo de flior. Como a glicose, o ®F-FDG é
incorporado em células vivas por transporte facilitado e em seguida, fosforilado por hexoquinase.
Ao contrario da glicose, 0 *®F-FDG ndo pode ser submetido ao metabolismo subsequente, visto
que o grupo hidroxila do carbono 2 é um requisito para tal processo (Figura 3). No entanto, a *°F-
FDG é um bom indicador da taxa de captacdo celular de glicose e da viabilidade celular
(Silverman et al. 1970; Gallagher et al. 1978).
Considerando a contribuicdo da abordagem de anélise de imagens ao contexto do estudo
da inflamacdo, é sabido que a captacdo do '|F-FDG estd aumentada em roedores submetidos a
inflamacdo quando comparados com um grupo controle (Entok et al., 2014). Na resposta
inflamatoria o consumo de glicose é aumentado, 0 que permite a captacdo de uma imagem
diferenciada. O acimulo de '®F-FDG na inflamacdo e doencas infecciosas baseia-se na elevada
captacdo de glicose realizada pelos granuldcitos ativados. Este acimulo é baseado no fato de que
estas células usam glicose como fonte de energia somente apo6s a ativacdo, durante a explosédo
metabdlica ocorrente no processo inflamatério (Signore e Glaudemans, 2011). Embora tal captacao
possa produzir resultados falso-positivos em pacientes com cancer, pois nesta doencga existe um
aumento do numero de transportadores de glicose nas células malignas (Mochizuki T et al., 2001),
em modelos animais o ®F-FDG tem se demonstrado um marcador com uma 6tima resposta (Wu
et al., 2013; Entok et al., 2014). Na figura 3 esta representado a cascata inflamatoria e a captacao

celular de FDG.
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Figure 3: A cascata inflamatoria e a captacdo do FDG. GLUT, transportador de glicose; TLR, toll-
like receptor; HIF, hipoxia receptor indutor de, G-6P, glicose-6-fosfato; FDG, fluorodesoxiglicose.

(Vaidyanathan et al., 2015)

Na pesquisa basica, estudos utilizando animais de pequeno porte, como roedores, ao
utilizarem o WPET/CT geram uma melhor resolucdo ao capturar as imagens, as quais podem
possuir dimensdes de 10 um ou menos (Ritman, 2007; Rowland e Cherry, 2008). A busca por
modelos animais alternativos que reduzam o uso de radiacao através da técnica de UPET/CT tem
sido encorajada. Neste contexto, o zebrafish (Danio rerio) tem se apresentado como um

interessante modelo.
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1.3 Zebrafish

O zebrafish € um pequeno peixe teledsteo de agua doce originario do sul da Asia, o qual
exibe grande adaptabilidade para a criacdo em cativeiro. O individuo adulto mede de 3 a 4 cm,
exibe dimorfismo sexual marcante, expectativa de vida entre 2 a 4 anos, fecundacéo externa, alta
producéo de ovos por fémea (aproximadamente 200 ovos/postura) e o embrido se desenvolve de
forma rapida em um ovo transllcido. Tais caracteristicas foram de grande importancia para a
popularizacdo inicial do zebrafish como modelo para estudos cientificos, em especial estudos
sobre bioquimica, farmacologia, toxicologia, neurobiologia, fisiologia (Zon & Peterson, 2005;
Senger et al., 2006; Seibt et al., 2009; Egan et al., 2009; Grossman et al., 2010; Lee et al., 2010).
Pode-se salientar trés das grandes vantagens do uso do zebrafish na pesquisa, sendo estas: o baixo
custo, o rapido desenvolvimento e o repertério de ferramentas desenvolvidas que descrevem
atributos importantes da biologia desta espécie (Goldsmith, 2004; Karlovich et al., 1998, Spence,
2008).

O sequenciamento do genoma do zebrafish, concluido em 2013, instituiu uma das mais
importantes ferramentas. Tal estudo demonstrou que 71% dos genes que codificam proteinas no
genoma humano sdo relacionados a genes encontrados no genoma do zebrafish, e que destes,
84% daqueles genes conhecidos por serem associados a doencas humanas possuem um gene

homologo em zebrafish (Howe et al., 2013).

1.3.1 Zebrafish e Métodos de detec¢do de imagem
Experimentos realizados com 5 diferentes espécies de peixes de grande porte (acima de
500g) determinaram que o padrdo de captacdo do **F-FDG em diferentes 6rgdos nio se difere

entre as especies (Browning et al., 2013). Adicionalmente, neste mesmo estudo uma comparagao
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entre peixes, roedores e humanos demostrou que 0s peixes exibem uma maior similaridade com
humanos com relacio a captacdo de ®F-FDG nos 6rgdos observados por analise com PET/CT,
evidenciando a importancia do desenvolvimento deste tipo de abordagem (Browning et al.,
2013). Considerando o zebrafish, este tem a possibilidade de ser visualizado por inteiro utilizando
UCT, devido ao fato de ser um animal pequeno e de facil manipulacdo comparado com outros
modelos animais (Cheng et al. 2011). Outras técnicas de imagem ja foram adotadas para obter
imagens do zebrafish, como a uMRI (Microressonancia Magnética), sendo este o primeiro estudo
para detectar os locais de invasédo, estado e caracteristicas dos melanomas internos no zebrafish,
sugerindo que técnicas nao invasivas podem ser aplicadas a estudos longitudinais para controlar o
desenvolvimento do tumor e avaliar em tempo real os efeitos terapéuticos em modelos de tumor
em zebrafish (Kabli et al. 2006, 2010). A figura 4 é uma imagem retirada do artigo de Kabli et
al. 2006, a qual apresenta o aparato utilizado e as imagens de um zebrafish em pMRI. Imagens
com *8F-FDG em outros modelos de peixes como o goldfish ja foram realizadas demostrando um
padrdo de distribuicdo que oferece informacBes interessantes sobre a taxa metabdlica dos
diferentes tecidos (Figura 5) (Koba et al. 2013). Entretanto, ndo ha estudos cientificos relatando o

uso do zebrafish utilizando a técnica de imagem com pPET/CT.
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Figure 4: Aparato utilizado por Kabli et al. (2006) (A) Projeto de camara de fluxo para medigcoes
de UMRI in vivo. (B) Tubo para pMRI (C) Imagens de uMRI de zebrafish adultos anestesiados.
Legenda: a) olho; b) cérebro; ¢) branquias; d) coracdo; e) bexiga natatéria; f) intestino; g) ovos;

h) myoseptum horizontal. Kabli et al., 2006.

Figura 5: Imagem de PET utilizando **F-FDG como radiofarmaco em Goldfish (Coronal (A),

sagital (B), e axial imagem (C)). Retirado de Koba et al. (2013).
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1.3.2 Zebrafish e o estudo da adenosina na inflamacgéo

No que se refere ao estudo dos receptores adenosinérgicos e da atividade de hidrélise de
nucleotideos, muito nosso grupo tem contribuido para o estabelecimento do zebrafish como um
modelo para o estudo do sistema purinérgico. Em zebrafish, os receptores A;, Aoa € Agg ja foram
descritos, sendo 0 A,a 0 produto de dois genes descritos em zebrafish como: adoraz,; e adorazs,
(Capiotti et al., 2011; Boehmler et al., 2009). A hidrdlise de nucleotideos, bem como a
degradacdo de adenosina, em membranas cerebrais de zebrafish também foram caracterizadas
pelo nosso grupo de pesquisa (Rico et al., 2003, Senger et al., 2004, Rosemberg et al., 2007).

O sistema imune do zebrafish pouco difere do de mamiferos porém, o baco e o rim
assumem um papel importante na hematopoiese de forma semelhante a medula 6ssea em
mamiferos, pois 0s peixes ndo possuem cavidade medular (Menke et al., 2011). O zebrafish
apresenta linfécitos B e T, presenca de antigenos, células fagociticas e imunidade humoral
(Loynes et al., 2010; Vojtech et al., 2009). As células brancas possuem um aspecto diferente,
tendo os linfocitos uma prevaléncia de 71-92% e os mondcitos de 5-15% dos leucdcitos
circulantes em zebrafish (Murtha et al., 2003).

Embora o mecanismo de acdo do LPS néo seja elucidado em vertebrados como os peixes,
e de fato se diferencie dos vertebrados superiores, a avaliacdo de uma curva dose resposta ao LPS
em zebrafish adultos demonstrou 0 aumento na expressao génica de genes relacionados com a
resposta imune, tais como o serum amyloid A (SAA) e o leukocyte cell-derived chemotaxin 2
(LECT2) (Gongalves et al., 2012). Estudos com larvas de zebrafish demontram que a injecéo de
LPS no saco vitelinico foi capaz de aumentar a expressao de citocinas pré-inflamatérias (il-6, tnf-
a and il-14) causando migracdo de neutréfilos e macréfagos para o local da injecdo, o que ndo

ocorreu quando a larva foi imersa em uma solucdo de LPS (YYang et al. 2014). Entretanto, a
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imersdo em uma alta concentracdo de LPS por mais de 84 hpe (horas pds exposi¢do) causou uma
alta mortalidade em larvas de zebrafish (Leite et al. 2012).

Estudos utilizando o zebrafish como modelo de inflamac&o, verificaram que receptores
purinérgicos podem mediar a ativacdo da enzima conversora de IL-1 e a liberagdo de IL-1,
resultante de diferentes vias de sinalizacdo celular, sugerindo que, embora os mecanismos da
secrecdo de IL-1 estejam mantidos durante a evolugdo, sinais inflamatdrios distintos séo
selecionados para a secrecdo desta citocina em diferentes vertebrados (LOpez-Castejon et al.,
2007). Adicionalmente, modelos de inflamacdo através da exposicdo de larvas de zebrafish ao
cobre identificaram uma reducdo na hidrolise de AMP e adenosina, acompanhada de alteragdes

na expressdo das enzimas responsaveis pela degradacao destes (Leite et al., 2013).
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2. JUSTIFICATIVA

O uso do Zebrafish na pesquisa tem promovido contribui¢cdes consideraveis nas uUltimas
décadas. O conjunto de informacfes da biologia deste animal aliado ao numero de técnicas
adaptadas para o seu uso fazem do zebrafish um modelo animal em plena ascensdo. No Brasil,
nosso grupo de pesquisa foi um dos pioneiros na implementacdo da criacdo do zebrafish para fins
de pesquisa e, atualmente, possuimos uma coldnia de animais com estratégias de manejo
estabelecidas, as quais tem servido de referéncia ndo s6 em nosso pais, mas para grupos de
pesquisa de outros paises da América Latina. O laboratério de Neuroquimica e
Pscicofarmacologia da PUCRS esta, ha 15 anos, investigando a participagdo do Sistema
Purinérgico em diferentes situacdes fisioldgicas e patologicas. O presente trabalho teve como
foco a analise da atividade e expressdo tecido-especifica da enzima ecto-5’-nucleotidase em um
modelo de inflamacdo em zebrafish, associada ao uso das técnicas de detec¢do de imagens por
UPET/CT, andlise citolégica de amostras sanguineas e analise da expressdo de marcadores
inflamatorios.

Existem poucos estudos relatando a relagdo tecido-especifica da atividade e expressdo da
ecto-5’-nucleotidase com relacdo a inflamacdo. Entretanto, o estudo do envolvimento do controle
dos niveis de adenosina € um importante contribuidor para a pesquisa dos mecanismos da
inflamacéo e da resolucdo da mesma, especialmente ao se analisar como cada tecido responde ao
modelo de inflamagdo e qual o efeito sobre a ecto-5’-nucleotidase nos diferentes tecidos. O
acréscimo de andlises de imagem com o uso do PPET/CT contribuem para o estudo com
informagdes da atividade metabdlica global em uma situacéo de inflamacéo .

Na literatura ndo se encontra nenhum estudo utilizando o zebrafish como modelo para

imagens com UPET/CT. A adaptacao do HWPET/CT para o uso em zebrafish torna-se atrativa em
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diferentes niveis, em especial no que se refere a: (1) Contribuicdo aos estudos pre-clinicos atraves
de imagens longitudinais em animal inteiro, (2) Adaptacdo de uma técnica de alto refinamento, a
qual é pouco invasiva, em um modelo ja bem estabelecido, e (3) Contribuicdo para a cadeia de
procedimentos disponiveis para a avaliacdo de agentes terapéuticos e diagndsticos, em especial
no que se refere ao estudo da biodistribuicdo e farmacodinamica em fase pré-clinica. Uma vez
estabelecido o modelo de anélise de imagens em zebrafish através do WPET/CT utilizando o *F-
FDG, considerando seu consolidado uso na clinica e na pesquisa basica, sera possivel ampliar o

uso deste protocolo para outros radiofarmacos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:
Estudar o envolvimento da enzima ecto-5’-nucleotidase no desenvolvimento de
inflamac&o induzida por LPS utilizando-se de pardmetros citoldgicos, bioquimicos, moleculares e

de imagem por UPET/CT em diferentes tecidos de zebrafish adulto (Danio rerio).

3.2 Objetivos Especificos:

- Caracterizar a inducdo de inflamagéo por LPS em zebrafish adulto através da contagem
diferencial de células brancas e da expressdo de marcadores inflamatorios (tnf-a e cox;) em
coracdo, rim, intestino e encéfalo de zebrafish;

- Padronizar a atividade enzimatica da ecto-5’-nucleotidase em coracdo, rim e intestino de
zebrafish;

- Avaliar a atividade enzimatica e a expressdo génica da ecto-5’-nucleotidase em coracéo,
rim, intestino e encéfalo de zebrafish submetidos ao LPS por 2 ou 24 horas;

- Padronizar o tempo de permanéncia no aparato e a curva dose/resposta do zebrafish ao
BE_FDG para aquisicao de imagens em UPET/CT;

- Adquirir imagens com PPET em um modelo de inflamacdo induzido por LPS em
zebrafish;

- Padronizar a quantificacdo de radiagdo em coracdo, rim, intestino, sangue, musculo,
figado, 0ssos, encéfalo e carcaca de zebrafish ap6s injecio de **F-FDG:

- Quantificar a radiacdo em coragdo, rim, intestino, sangue, masculo, figado, 0ssos,

encéfalo e carcaca de zebrafish ap6s injecio de **F-FDG em animais submetidos ao LPS; e
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- Avaliar a existéncia de correlacdo entre o padréo de imagens geradas pelo *F-FDG e a
atividade de hidrdlise e expressdo génica da ecto-5’-nucleotidase em zebrafish adulto submetido

ao LPS.
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CAPITULO 2

DISCUSSAO E CONSIDERACOES FINAIS

Muitos estudos tém demonstrado que o mecanismo de acdo do LPS em mamiferos é
diferente daquele encontrado em outros grupos, tais como, 0s peixes. Em mamiferos, o LPS age
através dos receptores TLR e em peixes, mesmo estes possuindo todos os ortlogos destes
receptores, 0 mecanismo de acdo desta endotoxina ainda ndo est4 bem estabelecido (Jault et al.,
2004; Meiyer et al., 2004; Novoa et al., 2009; Yang et al., 2014). Os resultados apresentados no
Capitulo 2 confirmaram, através de métodos citol6gicos e moleculares, o desenvolvimento de
resposta inflamatoria em zebrafish adulto 2 horas pds-injecdo (hpi) e 24 hpi intraperitoneal de
LPS. O desenvolvimento de inflamacéo foi verificado pelo aumento de neutréfilos e mondcitos e
pelo aumento na expressdo de marcadores especificos como tnf-a e cox-2, especialmente 2hpi.
Observou-se que o rim foi 0 6rgdo com maior resposta inflamatéria, o que esta de acordo com a
funcdo imune que este 6rgdo desempenha junto ao baco em peixes adultos, produzindo linfdcitos
B e T assim como a medula o faz em mamiferos (Trede et al., 2004).

Considerando o papel da adenosina na modulagéo da inflamacao, a avaliacdo da atividade
e expressao da ecto-5’-nucleotidase ap0s exposicdo ao LPS apresentou um aumento da atividade
enzimatica mas, ndo da expressdo em coracdo de zebrafish apos 24 hpi de LPS. Sabe-se que a
ecto-5’-nucleotidase pode promover mecanismos anti-inflamatorios através do controle dos
niveis de adenosina (Fredholm et al., 2001), tal alteracdo pode estar relacionada com a resolucao
da inflamacdo no coracgdo, visto que a expressdo de tnf-« reduziu apos 24 hpi. A ativacdo de
receptores A, € conhecida por inibir o processo inflamatério ao atenuar a liberacéo de citocinas
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pré-inflamatorias, embora, nos demais tecidos avaliados este ajuste na producdo de adenosina
possa ser diferenciado.

Como observado no Capitulo 3 realizamos analises funcionais em animais submetidos a
inflamacéo. Para a obtencdo de imagens em UPET realizamos diversas padronizacdes, tais como:
0 tempo para imobilizacdo, o tempo de imobilizacdo e o tempo de recuperacdo do animal na
anestesia, bem como, o tempo de biodistribuicdo do radiofarmaco com o auxilio do Gamma
counter e do uCT .

A biodistribuicdo do *®F-FDG analisada no WPET/CT demonstrou que ap6s a injecéo
intraperitoneal, o radiofarmaco se acumulou na parte inferior do animal, proxima ao local da
injecdo. Aproximadamente 20 minutos ap6s a administracdo, o radiofarmaco se difundiu até a
area encefélica, o que apresenta vantagem em relacdo a modelos animais como o rato, onde a
distribuicdo do '®F-FDG na regido cerebral leva cerca de 40 minutos (Schiffer et al.,
2007). Estudos com roedores comprovam que a via de administracdo intravenosa, inicialmente,
promove biodistribuicdo mais rapida do ®F-FDG do que a administragdo intraperitoneal, mas ao
final de 40 minutos alcangam perfis similares (Shiffer et al 2006).

A andlise de biodistribuicio do ®F-FDG através da quantificacdo de radiacdo nos tecidos
do zebrafish demonstrou que a partir de 30 minutos apo6s a inje¢cdo houve uma diminucdo dos
niveis de radiacdo na maioria das amostras teciduais estudadas, exceto nos rins e no sangue. Nos
rins, observou-se que a radiacdo aumenta em 30 minutos e depois diminui, o que provavelmente
esta relacionado com a fungdo de excrecdo deste drgdo (Qiao et al. 2007). A elevacdo da radiacdo
nas amostras de sangue aos 60 minutos deve estar relacionada ao fato da injecéo intraperitoneal
proporcionar uma demora no alcance do radiofarmaco ndo metabolizado aos vasos sanguineos de

grande porte.
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No Capitulo 3, a avaliacdo da resposta inflamatoria através das imagens em YUPET e da
quantificacdo dos niveis teciduais de ®F-FDG através do Gamma Counter ndo foi capaz de
detectar alteracdes na captacdo do radiofarmaco nos animais submetidos ao LPS. Estudos que
registram a captacdo de radiofarmacos mais especificos para as células imunes podem ser
melhores marcadores para o estudo da inflamag&o, como o ®**Cu-DOTA-etanercept que permite a
avaliacdo da expressao de TNF-a. Em estudos com roedores, apds a inducdo da inflamacéo foi
encontrado um aumento da captagdo de ®*Cu-DOTA-etanercept na regido lesionada em uma
resposta aguda e ndo na cronica (Cao et al., 2007), o que esta de acordo com o observado no
modelo de inflamacao utilizado neste estudo, o qual foi capaz de induzir a elevacdo da expressao
do tnf-a (Capitulo 2).

Mais estudos devem ser realizados para a oprimorar uso do modelo animal zebrafish em
tecnologias da Medicina Nuclear, em especial em imagens com YUPET, através do teste de outros
parametros com a obtencdo de imagens simultaneas com PPET/CT ou HPET/MRI, bem como, a

avaliacdo de outros radiofarmacos mais especificos para o estudo da inflamacao.
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ANEXOS

PARECER DE APROVACAO DA COMISSAO DE EXPERIMENTACAO E USO DE

ANIMAIS

@ E Pantificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul
PRO-REITORIA DE PESQUISA, INOVACAD E DESENVOLVIMENTO
PUICRS Mﬂlﬂ DE ETICA NO USO DE AKBAIS

Oficio 27/2015 - CEUA Porto Alegre, 27 de margo de 2015.
Senhor({a) Pesquisador(a),

A Comisséo de Etica no Uso de Animais informa que apreciou e aprovou sua
solicitacdo datada de 11 de margo de 2015, referents ao acréscimo de 2B6 animais
para execudio do projelo de pesquisa 14/00417, infitulado: “Adaptagiio do zebrafish
ao MicroPETICT: Avaliagdo de imagens para o estudo do papel do sistema
purinérgico no contexto da inflamagéo”.

Alenciosameanis,

Prof. Dr. Jodo-Batista Blessmann Weber
Coordenador da CEUA/PUCRS

lima. Sra.

Profa. Dra. Rosane Souza da Silva
Faculdade de Biociéncias

Nesta Universidade

Campus Central
HK:RS Av. Ipirangs, 5881 - B, 59 - Portal Tecnopuc - sals 1512

CEP: 9061%9-900 = Porta Alegre/RS

Fone: (51} 3353-6365
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Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul

PRO-REITORLA DE PESQUISA, INOVACAD B DESENVOLVIMENTO
COMSSAD DF ETICA MO US0D DE ANINAIS

PUCRS
Oficio 83/2014 - CEUA Porto Alegre, 28 de novembro de 2014,

Prezado Sr(a). Pesquisador(a),

A Comissao de Etica no Uso de Animais da PUCRS apreciou & aprovou seu
Protocolo de Pesquisa, registro CEUA 14/00417, intitulado “Adaptacio do rebrafish
a0 MicroaPETICT: Avaliagdo de imagens para o estudo do papel do sistema
purinérgice no contexto da inflamagéo”.

Sua investigagdo, respeitando com detalhe as descrigbes contidas no projeto &
formularios avaliados pela CEUA, astd autorizada a partir da presente data.

Informamos que & necessdrio o encaminhamento de relatdrio final guando
finalizar esta investigacdo. Adicionalmente, ressaltamos que confarme previsto na Lei
no. 11.7%4, de 08 de outubro de 2008 (Lei Arouca), que regulamenta os
procedimentos para o uso clentifico de animais, & fungio da CEUA zelar pelo
cumprimento dos procedimentos informados, realizando inspegfes periddicas nos

locais de pesquisa.
|r N° de Animais Espécie | Duracio do Projeto
200 Danio renio 112014 — 1172016
Atenciosamente,
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lima. Sra.
Profa. Dra. Rosane Souza da Silva
FABIO
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