FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE COIMBRA

TRABALHO FINAL DO 6° ANO MEDICO COM VISTA A ATRIBUICAO DO
GRAU DE MESTRE NO AMBITO DO CICLO DE ESTUDOS DE MESTRADO
INTEGRADO EM MEDICINA

BRUNO PEREIRA CARREIRA

REGULACAO DA NEUROGENESE
PELO OXIDO NITRICO

ARTIGO DE REVISAO

AREA CIENTIFICA DE BIOLOGIA CELULAR

TRABALHO REALIZADO SOB A ORIENTACAO DE:
PROFESSORA DOUTORA INES MARIA POMBINHO DE ARAUJO
PROFESSORA DOUTORA CATARINA RESENDE OLIVEIRA

MARCO/2014



REGULACAO DA NEUROGENESE PELO
OXIDO NITRICO

ARTIGO DE REVISAO

Bruno Pereira Carreira

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Medicina da Universidade de Coimbra para

obtengdo do grau de Mestre em Medicina.

Universidade de Coimbra

-2014 -



Agradecimentos

Agradeco a Professora Doutora Inés Aradjo o apoio e a orientagdo do trabalho aqui apresentado.
Agradeco todos os momentos de amizade, de partilha de vivéncias, ora pessoais, ora profissionais,
obrigado. Obrigado pela confianca que sempre depositou em mim e acima de tudo pela sua

amizade.

Agradeco a Professora Doutora Catarina Oliveira pelo apoio e orientacdo na execucdo deste
trabalho. Obrigado pela prontiddo com que aceitou ser minha orientadora. Agradeco ainda o apoio
e encorajamento que sempre senti da sua parte todas as vezes que recorri a si. Pelo seu exemplo,

obrigado!

A Professora Doutora Caetana Carvalho e a Dra. Ana Isabel Santos agradeco toda a
disponibilidade e ajuda ao longo destes anos. Sem a sua ajuda este trabalho teria sido mais

complicado de concretizar.

Aos meus colegas e amigos, agradego a companhia, a entreajuda, a partilha e a boa disposi¢do que
contribuiram para que esta longa jornada chamada Medicina passasse sem que o tempo se fizesse
sentir, em particular ao Anténio, 2 Analia, a Estela, a Gi, ao Fabio, aos Fernandos, a Fi, ao
Emanuel, ao Nuno Pais, ao Pedro, ao Gustavo... Um agradecimento especial para aqueles que
sempre me acolheram nas inlimeras turmas por onde passei e que tiveram especial importancia
nesta caminhada que agora termina. Agradeco ainda a todos os professores e tutores que tive ao

longo do curso, aos excelentes e aos... menos bons!

Aos meus pais, porque a eles devo tudo o que sou hoje! Eles que sempre acreditaram em mim e
me apoiaram em todas as escolhas e decisdes. Obrigado pelo vosso amor, que tanta forca me tem

dado quando a “montanha” parece impossivel de escalar. Obrigado pela vossa alegria de viver!

Ao meu irmdo Jodo...obrigado! Es um exemplo para mim a todos os niveis, na integridade, na

honestidade e, acima de tudo, na forga de viver.

A Inés... obrigado por seres especial e por teres estado sempre 14 nesta caminhada que se iniciou a
dois...mas que terd em breve um novo elemento nesta viagem que decidimos fazer juntos!

Obrigado por fazeres parte da minha vida! Obrigado...



Para ti,

porti...



Indice

Lista de abreviaturas ........eeieeeneecninnneennecnnecniisissecsesissseseesseessssssssss 5
ADSIEACE ccuuiiieiiieeinenseinsnensneensnessnesssesssesssessssssssessssssssnsssassssessssssssasssassssassssessaases 8
RESUIMO c..cueeniicniinieiiennticnenseecneisnesssessnesssesssassssesssassssesssassssessssssssssssassssesssases 10
L. INEEOAUCAO . .eeeeeeeereeeeecerrrcnnneeereceessssssnnsassesecssssssssanssssescssssssonnasssssesssssssssnnsassssees 12
2. Neurogénese no cérebro de mamiferos adultos............eeeecercrcuercssneccscnnecnns 13
3. OXIA0 NILFICO ceunrvencrrnscsnscssescssescssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 15
3.1 Mecanismos de ac¢do do oxido RIFICO...............ccc..ooeeeeeeeeeeiiiieeeiieeeen 16
3.2 OXido NItFICO € NEUFOZENESE ................eeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee. 18
3.2.1 Acgdo anti-neurogénica do 0Xido NItriCo ......ccevveevverienieriienieieeienene 20
3.2.2 Accdo pro-neurogénica do 0Xido NitriCo.......cceeveveeevieriierieeniieeieeiene 21

4. NeuroinflamAGCAO ....ccccceeeeeeeeecrcsscssaneereececssssssnnsssseecsssssssssasssssesssssssssnsssssssssssssses 23
4.1 Neuroinflamagao € NeUFrOZENESE. ..............ccccceereeeieiaiieaeeeieeeeeee s 24
4.1.1 Acgdo anti-neurogénica da inflamagao ..........ccceeeveerieniieniinienieniennne 27
4.1.2 Acgdo pro-neurogénica da inflamagao..........ccceeeeveerieniienienieenieniee 27

4.2 ESTUAOS fUTUFOS ...t 28

5. Potencial terapéutico da modulacio da ac¢ao do NO........cccueevverecniesercnnens 29
5.1 Anti-inflamatorios ndo esterdides dadores de NO................ccccccecveeeeenn... 32
5.2 Inibidores da fosSfodieSterase-J3.............cccocouvoiamiiniiianieeiiienieeeeee e 35
5.3 OUras @SIFAIEGIAS ...........ceceeeaeieeeee et 38
6. EStratégias fULULIAS ......ccovverievveriniserisssnninssnncsssncsssiossssnosssssosssssssssssssssssssssssssans 39

e REECIEIICIAS . uurerrrrirerererirersrerssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssse 42



Lista de abreviaturas

BDNF
bFGF
BHE
cGMP
COX
DG
EGF
eNOS
ERK
GDNF
GI

IFN

IL
iNOS
LPS
MAP
MCP-1
MHC
NO
NO;
N,O;
NO-AINEs
nNOS
NOS
NONOates
NSC
OB
ONOO’
PDE
PDES

Factor neurotréfico derivado do cérebro
Factor de crescimento de fibroblastos basico
Barreira hemato-encefalica

Guanosina 3', 5'-monofosfato ciclica
Ciclooxigenase

Giro dentado

Factor de crescimento epidérmico

Sintase do 6xido nitrico endotelial

Cinase regulada por sinais extracelulares
Factor neurotrofico derivado de linha celular de glia
Gastrointestinal

Interferao

Interleucina

Sintase do 6xido nitrico indutivel
Lipopolissacarideo

Proteina cinase activada por mitogénio
Proteina quimiotatica de mondcitos
Complexo de histocompatibilidade major
Oxido nitrico

Dioxido de azoto

Triéxido de diazoto

Anti-inflamatérios ndo-esterdides libertadores do NO
Sintase do 6xido nitrico neuronal

Sintase do 6xido nitrico

Diazeniodiolatos

Células estaminais neurais

Bolbo olfactivo

Peroxinitrito

Fosfodiesterase

Fosfodiesterase tipo 5



PI3-K
PKG
PRRs
RMS
RNS
ROS
SDF
SE
sGC
SGZ
SNC
SNP
7-NI
SVZ
TNF

Fosfoinositideo 3-cinase

Proteina cinase dependente de cGMP
Receptores de reconhecimento de padroes
Fluxo migratdrio rostral

Espécies reactivas de nitrogénio
Espécies reactivas de oxigénio
Factor derivado do estroma

Status epilepticus

Guanilato ciclase soltvel

Zona subgranular

Sistema nervoso central
Nitroprussiato de sodio
7-nitroindazol

Zona subventricular

Factor de necrose tumoral



Regulacio da neurogénese pelo 0xido nitrico

.1 . .. A
Bruno P. Carreira ’2, Catarina Ohvelral’z, Caetana Carvalhoz, Anal. Santos3’4, Inés M.

Aratjo™*

'Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra, Universidade de Coimbra, Portugal

’Centro de Neurociéncias e Biologia Celular, Universidade de Coimbra, Portugal

*Programa de Medicina Regenerativa, Departamento de Ciéncias Biomédicas e Medicina,
Universidade do Algarve, Faro, Portugal

*IBB-Instituto de Biotecnologia e Bioengenharia, Centro de Biomedicina molecular e Estrutural,

Universidade do Algarve, Faro, Portugal

Email: bruno.p.carreira@gmail.com



Regulagio da neurogénese pelo 6xido nitrico

Abstract

Nitric oxide (NO) is a gaseous molecule with an important biological role
in intercellular communication and in intracellular signaling in various systems. In
the central nervous system (CNS). NO has been linked to the regulation of
synaptic plasticity and cognitive functions, controling several biological functions
including sleep-wake cycle, appetite, body temperature and modulation of
hormone release. NO is synthesized by the nitric oxide synthase (NOS) family of
enzymes. There are three isoforms of NOS: a) neuronal NOS (nNOS or NOS 1),
b) endothelial NOS (eNOS or NOS III) and ¢) inducible NOS (iNOS or NOS 1I).

Recently there has been a growing interest in the study of the role of NO
in neurogenesis, the process by which new neurons are generated in the brain.
There is evidence that NO regulates neurogenesis in diverse ways, and NOS are
important players in the different effects on the formation of new neurons. Thus,
in physiological conditions, NO synthesized from nNOS acts as a negative
regulator of neurogenesis, while in inflammatory conditions, such as acute brain
injury or neurodegenerative diseases, a decrease in nNOS levels and increased
levels of iNOS may enhance neurogenesis. In fact, depending on the source, NO
has a pro-neurogenic effect, promoting the proliferation of neural stem cells, as
recently described, but also by favouring other steps for neurogenesis, such as
migration, differentiation and cell survival. Although the molecular mechanisms
underlying this dual effect of NO on neurogenesis are not fully clarified, the
modulation of the nitrergic system seems to be a good target for the development
of strategies to enhance endogenous neurogenesis after brain injury.

In this work, we describe the use of two different strategies for the
potentiation of endogenous neurogenesis by modulating the nitrergic system: 1)
Phosphodiesterase type 5 (PDES) inhibitor drugs, that elevate cGMP levels; 2)
NO-releasing non-steroidal anti-inflammatory (NO-NSAID) drugs which elevate
NO levels as reduce inflammation.

Although little is known about the use of these drugs for the treatment of
CNS disorders, the evidence so far on its use are encouraging. Several studies

describe the use of these drugs as a strategy to promote regeneration of injured
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areas or as an adjuvant therapy in cell replacement since they favor endogenous
neurogenesis. Thus, the design of therapeutic strategies using these drugs to
improve the efficiency of neurogenesis in the injured CNS appears to be a

promising approach to improve brain repair.

Keywords: Nitric oxide, neuroinflammation, neurogenesis, NSAID-NO, PDES5

inhibitor.
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Regulagio da neurogénese pelo 6xido nitrico

Resumo

O monodxido de azoto, também designado por 6xido nitrico (NO), ¢ uma
molécula gasosa com um importante papel bioldgico ao nivel da comunicagdo
intercelular e da sinalizag@o intracelular em varios sistemas. No sistema nervoso
central (SNC), o NO tem sido associado a regulagdo da plasticidade sinaptica e
das fungdes cognitivas, bem como ao controle de fungdes bioldgicas, incluindo o
ciclo sono-vigilia, apetite, temperatura do corpo e regulacdo da libertacdo de
hormonas. O NO ¢ sintetizado pela familia de enzimas sintases do ¢xido nitrico
(NOS), existindo trés isoformas: a) NOS neuronal (nNOS ou NOS 1), b) NOS
endotelial (eNOS ou NOS III) e ¢) NOS indutivel (iNOS ou NOS II).

Recentemente tem havido um crescente interesse no estudo da fungao do
NO na neurogénese, o processo pelo qual sdo formados novos neurdénios no
cérebro. Ha evidéncias de que o NO regula a neurogénese de diversas maneiras,
sendo as diferentes NOS determinantes para os diferentes efeitos observados.
Deste modo, sob condi¢des fisioldgicas, o NO sintetizado a partir de nNOS actua
como um regulador negativo da neurogénese, sendo que em condi¢des
inflamatorias, tais como doengas neurodegenerativas agudas ou lesdo cerebral,
uma diminui¢do nos niveis de nNOS e aumento dos niveis de iINOS podem
melhorar a neurogénese. De facto, dependendo da origem, o NO tem um efeito
pro-neurogénico, promovendo a proliferagdo de células estaminais neurais, como
foi recentemente descrito, podendo também favorecer outros passos da
neurogénese, como a migracdo, diferenciagdo e sobrevivéncia celulares. Embora
os mecanismos moleculares subjacentes a este duplo efeito do NO sobre a
neurogénese ndo estejam totalmente esclarecidos, a modulacdo do sistema
nitrérgico parece ser um bom alvo para o desenvolvimento de estratégias para
melhorar a neurogénese endogena ap6s lesao cerebral.

Neste artigo, descreve-se a utilizagdo de duas estratégias diferentes para a
potenciacdo da neurogénese enddgena pela modulagdo do sistema nitrérgico: 1)
Inibidores da fosfodiesterase tipo 5 (PDES), que elevam os niveis de cGMP, um

mediador da ac¢do do NO, 2) Anti-inflamatérios nado-esteroides libertadores de
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NO (NO-AINEs) que, além de reduzirem a inflamacdo, elevam os niveis do
proprio NO.

Embora pouco se saiba acerca da utilizagdo destes farmacos para o
tratamento de patologias do SNC, as actuais evidéncias sobre o seu uso sdo
encorajadoras. Varios trabalhos descrevem o uso destes farmacos como uma boa
estratégia para a promogao da regeneracdo de areas lesadas ou como adjuvante em
terapias de substituicdo celular, dado que potenciam a neurogénese enddgena.
Assim, a concepg¢do de estratégias terapéuticas que utilizem estes fdrmacos no
sentido de melhorar a eficiéncia da neurogénese no SNC lesado parece ser uma

abordagem promissora para melhorar a reparacdo cerebral.

Palavras-chave: Oxido nitrico, neuroinflama¢do, neurogénese, NO-AINEs,

inibidores da PDES5.
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1. Introduciao

O monoxido de azoto, também designado por 6xido nitrico (NO), é um
radical livre gasoso com um importante papel bioldogico na comunicagdo
intercelular, bem como na sinalizagdo intracelular em muitos tecidos,
nomeadamente ao nivel do sistema nervoso central (SNC), em particular no
cérebro (revisto por [1]). O NO ¢ sintetizado pela familia de enzimas sintases do
oxido nitrico (NOS), que convertem o aminoacido L-arginina em L-citrulina e NO
(revisto por [2]).

No sistema nervoso central, o NO tem sido associado a regulacdo da
plasticidade sindptica e das funcgdes cognitivas, mas também ao controlo de
fungdes biologicas como o ciclo de sono-vigilia, o apetite, a temperatura corporal
ou a modula¢do do sistema endocrino (revisto em [3]). Na ultima década, tem
havido um crescente interesse no estudo do papel do NO na neurogénese, o
processo pelo qual sdo formados novos neurdnios no cérebro. O papel do NO
enquanto regulador do processo neurogénico surge na dependéncia das diferentes
enzimas responsaveis pela sua formagdo. Deste modo, em condicdes fisiologicas,
o NO sintetizado pela nNOS actua como um regulador negativo da neurogénese
[4-9], enquanto que em condi¢des inflamatérias, como em doengas
neurodegenerativas ou na lesdo cerebral aguda, uma diminui¢do nos niveis de
nNOS e um aumento na expressao de iINOS actuam como um mecanismo
potenciador da neurogénese [8, 10-13]. De facto, dependendo da origem, o NO
tem um efeito pré-neurogénico, quer promovendo a proliferagdo de células
estaminais neurais, tal como foi recentemente descrito pelo nosso grupo [13-14],
mas também favorecendo outras etapas da neurogénese, tais como a migragao
[15]; diferenciacdo e sobrevivéncia das células recém-formadas [10, 16]. Embora
os mecanismos moleculares exactos, subjacentes a este duplo efeito do NO na
regulagdo da neurogénese, ndo estejam totalmente esclarecidos, a modulaciao do
sistema nitrérgico emerge como um bom alvo para o desenvolvimento de
estratégias com vista a potenciacdo da neurogénese endogena, particularmente

apos lesao cerebral.
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Neste artigo, descreve-se a utilizagdo de duas estratégias diferentes para a
potenciacdo da neurogénese endogena utilizando farmacos cuja acgdo surge ligada
ao sistema nitrérgico: 1) anti-inflamatorios ndo esterdides libertadores de 6xido
nitrico (NO-AINE), 2) inibidores da fosfodiesterase tipo 5 (PDES). Os inibidores
da PDES sdo utilizados na pratica clinica para o tratamento de diversas patologias,
nomeadamente disfun¢do eréctil [17] e hipertensdo arterial pulmonar [18],
enquanto os NO-AINE estdo ainda em estudo como uma alternativa aos AINEs no
tratamento de condic¢des inflamatdrias sistémicas [19]. Embora se saiba pouco
acerca da utilizacdo destes farmacos para o tratamento de doencas do SNC, as
evidéncias até a data sdo encorajadoras. Vérios relatorios descrevem estes
farmacos como uma boa estratégia para a promocao da regeneragdo de areas
cerebrais lesadas, ou como adjuvantes em terapias de substituicdo celular, uma
vez que favorecem a neurogénese endogena [20-22]. Assim, a concepgdo de
estratégias terapéuticas que utilizem estes medicamentos para melhorar
eficientemente as diferentes etapas da neurogénese, tais como: a) a proliferagdo,
b) a migracdo, ¢) a diferenciagdo, d) a integracdo e, e) a sobrevivéncia de NSC
pos-lesdao do SNC, parece ser uma abordagem terapéutica promissora para

melhorar a reparacgao do cérebro.

2. Neurogénese no cérebro de mamiferos adultos

A descoberta das células estaminais neurais (NSC) no cérebro de
mamiferos adultos contribuiu de forma inquestionavel para a compreensdo da
plasticidade do SNC adulto. Sdo duas as regides que tém sido classicamente
descritas como tendo as caracteristicas necessarias para a manutencao das NSC: a)
a zona subgranular (SGZ) do giro dentado (DG) do hipocampo [23-24], ¢ b) a
zona subventricular (SVZ) ao nivel dos ventriculos laterais [25]. As NSC podem
ser isoladas a partir da SVZ e SGZ e mantidas em cultura in vitro [26], uma vez
que algumas das caracteristicas destas regides podem ser mimetizadas em cultura,
nomeadamente a presenca de factores de crescimento tais como o factor de
crescimento epidérmico (EGF) [27] e/ou factor de crescimento de fibroblastos

basico (bFGF) [28].
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In vivo, as NSC formadas ao nivel da SVZ e SGZ incorrem num complexo
processo que conduz, em ultima instdncia, a formacdo de novos neurénios, um
fenomeno designado por neurogénese, € que permite a producdo continua de
células neuronais ao longo da vida adulta dos mamiferos, incluindo os seres
humanos. Genericamente, o processo neurogénico pode ser resumido em seis
etapas principais: 1) proliferacdo de células precursoras, 2) determinac¢do do
destino destas células; 3) migracdo; 4) diferenciagdo; 5) integracdo funcional no
circuito neuronal, e 6) sobrevivéncia a longo prazo de novos neurénios. Cada uma
dessas etapas ¢ finamente regulada localmente, e varios agentes t€ém sido descritos
como responsaveis pela regulacdo fisioldgica da neurogénese, tais como: EGF,
bFGF, Numb, Notch, Sox, Sonic hedgehog, Noggin, entre outros (para revisao ver
[29-30]).

A lesdo do sistema nervoso central promove a libertacdo de diferentes
sinais a partir das areas afectadas, num processo associado a tentativa de
reparacdo destas estruturas lesadas e que influencia o ambiente dos nichos
neurogénicos e, subsequentemente, o comportamento das NSC, que podem migrar
para os locais afectados. A lesdo cerebral pode classificar-se em: a) aguda, como
um traumatismo cranio-encefalico, acidente vascular cerebral isquémico ou crises
epilépticas prolongadas, ou b) cronica, como doengas neurodegenerativas, cuja
progressdo ¢ geralmente lenta. Invariavelmente, todas estas condi¢des levam a
uma resposta inflamatéria [31]. De facto, varios estudos tém demonstrado que a
neurogénese no adulto ¢ influenciada por varias condigdes patologicas [32], como
discutido anteriormente [33]. Sdo varios os modelos de lesdo cerebral que foram
utilizados para demonstrar que a neurogénese ¢ potenciada apds lesdo,
particularmente lesdo aguda, o que ¢ geralmente aceite como uma tentativa de
reparacdo do cérebro [33]. Por outro lado, a capacidade neurogénica esta
diminuida quando em contexto de lesdo cerebral crénica, como no caso das
doengas neurodegenerativas, tais como a doenca de Alzheimer, doenca de
Huntington ou a doenca de Parkinson [34-36].

No entanto, varias questdes permanecem ainda por clarificar,

nomeadamente: a) quais os factores que regulam a neurogénese durante a resposta
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inflamatoria, b) quais as vias de sinalizagdo envolvidas no recrutamento de NSC
para os locais lesados, ¢) de que forma os neurdnios recém-formados sao
integrados e sdo capazes de sobreviver a longo prazo, d) como pode a
neurogénese ser modulada com o intuito de melhorar a sua eficiéncia em contexto
inflamatorio. A resposta para algumas destas questdes ¢ o desafio da Medicina
regenerativa e alvo de inimeros estudos pela comunidade cientifica nos dias de

hoje.

3. Oxido Nitrico

O NO ¢ um radical livre gasoso sintetizado por diferentes membros da
familia de enzimas da sintese do 6xido nitrico (NOS). As NOS estdo presentes na
maioria dos tecidos do corpo, catalisando a conversdo de L-arginina em L-
citrulina e NO [2, 37]. A familia de enzimas NOS ¢ caracterizada pela existéncia
de trés isoformas distintas nas células dos mamiferos: a) a NOS neuronal (nNOS,
tipo I), constitutivamente expressa em neuronios, activada por calcio/calmodulina,
apos a activagao de receptores glutamatérgicos; b) a NOS endotelial (eNOS, tipo
III), constitutivamente expressa em células endoteliais e astrocitos, regulada pela
fosforilagao/desfosforilagdo e/ou por célcio/calmodulina; e ¢) a NOS indutivel
(INOS, tipo II), que pode ser expressa em varias células do sistema imunitario,
nomeadamente microglia, macréfagos e neutrofilos, cuja regulagdo estad
dependente da sintese de novo da enzima, particularmente em condigdes
inflamatorias [2, 38-39].

O NO tem sido descrito como estando envolvido numa variedade de
processos fisiologicos, como referido na seccdo 1 deste artigo, nomeadamente na
regulacdo dos sistemas cardiovascular, imunitario e nervoso (para revisao ver [3]).
De referir que o principal mecanismo de regulagdo da actividade do NO ¢ ao nivel
da sua sintese. No SNC, o NO tem uma acc¢do distinta quando comparado aos
neurotransmissores classicos, dado que ¢ sintetizado on demand, difundindo desde
os terminais sinapticos, actuando ndo s6 nas células onde ¢ produzido, mas
também em células vizinhas [40]. Inicialmente descrito como um mensageiro

intracelular, o NO também tem sido associado a plasticidade sindptica, que esta
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ligada a funcdo cognitiva, ao desenvolvimento neuronal e a modulacdo da
libertagdo hormonal [41]. Neste contexto, a accdo do NO como mensageiro
intracelular ¢ mediada pela producdo guanosina 3', 5'-monofosfato ciclica
(cGMP), apds a activacdo dos receptores de glutamato do tipo NMDA [42]. Ao
contrario dos neurotransmissores classicos, que sdo armazenados em vesiculas ou
libertados por exocitose e inactivados por recaptagdo ou degradagdo enzimatica, o
NO termina a sua acc¢do apos reagir com substratos intracelulares [1]. De acordo
com a literatura, a ac¢do do NO no cérebro associa-se a dois resultados diferentes:
a) regulacdo de processos fisiologicos, pela sua accdo como mensageiro
intracelular [41], ou b) regulagdo dos mecanismos de morte celular, devido a sua
accdo como agente citotoxico [43-44]. Este assunto serd abordado na préxima

seccao 3.1.

3.1 Mecanismos de accao do 6xido nitrico

O NO tem sido descrito como estando envolvido na regulagdo de vérias
fungdes fisiologicas, mas também de varios processos fisiopatologicos [2, 37]. A
ac¢do do NO, em particular no SNC, ¢ caracterizada pela interac¢do com varios
alvos intracelulares, activando ou inibindo varias vias de sinalizagao.
Aparentemente, esta dupla accdo depende isoforma da NOS que catalisa a
formagdo de NO: a) o NO formado pela reacgdo catalizada pela nNOS, ou pela
eNOS, esta sobretudo envolvido na regulagdo de fungdes fisiologicas; e b) o NO
derivado da iNOS mais envolvido em processos fisiopatologicos. Na verdade, a
iINOS nao ¢ normalmente expressa no cérebro saudavel, contudo na presenca de
estimulos pro-inflamatorios tais como: a) citoquinas; b) agentes patogénicos
externos, como bactérias ou virus; ou ¢) stress, como a hipoxia, a iNOS pode ser
expressa em macrofagos, astrocitos, microglia e células endoteliais [3,86,94,95],
mas também em neurénios [45-46]. No entanto, deve ser mencionado que a
presenca do neurotransmissor excitatorio glutamato durante a resposta
inflamatoria tem sido associada a activacdo da nNOS, com a subsequente
producdo excessiva de NO, consequéncia também da expressdo de iNOS como ja

foi referido [3]. Uma vez expressa, a iNOS produz NO continuamente, atingindo-
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se elevadas concentracdes, num processo que pode durar varios dias, que podem
ter um efeito citotoxico através da inibicdo de enzimas da cadeia respiratoria
mitocondrial e, em ultima analise, induzindo a apoptose em varias células [47-51].
Um factor essencial para o efeito local do NO ¢ a concentragdo atingida. Assim,
em condicdes fisioldgicas, as concentragdes de NO podem variar de 0,1 e 100 nM,
valores mais baixos que os detectados em condi¢gdes que envolvam uma resposta
inflamatoria [52]. Nestas condigdes, a ac¢do do NO assenta principalmente na sua
ligacdo ao grupo heme da guanilato ciclase soluvel (sGC), cuja activagdo conduz a
subsequente producao de cGMP [53].

O aumento dos niveis de NO foram ainda relacionados com fenémenos de
stress oxidativo e nitrosativo, que tém sido descritos como envolvidos no
desenvolvimento de varias doengas neurodegenerativas [2, 37]. Uma libertacao
macica de NO pode conduzir a producdo de didxido de azoto (NO,), apds a
reac¢do directa entre NO e oxigénio. O NO, ¢ altamente reactivo, podendo
originar trioxido de diazoto (N,O3), ap6s reagir com o NO. Para além disso, o
NO; também pode oxidar ou nitrar uma vasta variedade de moléculas, sendo a
nitra¢do de tirosina, a 3-nitrotirosina, um exemplo classico [54]. O N,Os, por sua
vez, esta envolvido noutros fenémenos, tais como nitrosacao, apds reaccdo com
grupos amina ou tiol, sendo um bom exemplo a cisteina, que pode ser nitrosada a
S-nitrosocisteina [54]. Além disso, 0 NO também pode reagir com o superoxido
para produzir peroxinitrito (ONOO-), outra molécula extremamente reactiva que
pode oxidar ou nitrar outras moléculas, cujo envolvimento na patogénese de
diversas doencas neurodegenerativas, tais como a doenca de Parkinson, doenca de
Alzheimer, doenca de Huntington, esclerose multipla e esclerose lateral
amiotrofica, tem sido descrito [2, 55-57]. Tanto a S-nitrosacdo como a nitracao
sdo considerados fenémenos de regulacdo da actividade e funcdo de proteinas
[54]. Deste modo, a compreensdo do envolvimento destes fendmenos na etiologia
de doencas que afectam o SNC podera assumir um papel de destaque, dado o

potencial terapéutico que a modulagdo desses processos parece ter.
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3.2 Oxido nitrico e neurogénese

O envolvimento do NO na regulacdo da neurogénese tem sido alvo de
intenso debate, dada a discrepancia de observagdes relatadas na literatura. Na
verdade, so recentemente o papel do NO na neurogénese foi identificado [4-5, 58].
Dependendo da fonte e concentragdo atingida localmente no cérebro, o NO tem
uma dupla influéncia na neurogénese, inibindo ou estimulando este processo.

Com base na distribui¢do das células produtoras de NO relativamente aos
nichos de células estaminais, vdarios trabalhos tém proposto estudar o
envolvimento do NO produzido por células/estruturas perivasculares - pericitos e
fibroblastos da musculatura lisa, células endoteliais, microglia e células
progenitoras gliais e terminacgdes astrociticas - na regulacdo da neurogénese. A
maioria destes trabalhos reforcam o envolvimento do NO na regulagdo das
diferentes vias de sinalizacdo da angiogénese e neurogénese [4, 59]. Na verdade, a
descoberta da expressao de eNOS ao nivel de vasos sanguineos e de nNOS em
neurénios, perto da SVZ e SGZ, foi essencial para o estabelecimento de uma
relacdo causal entre a importancia da formag¢do do NO e a formagdo de novos
neurénios. Além disso, também foi demonstrada a fungdo citostatica do NO ao
nivel do SNC, dado que o NO derivado da nNOS esta envolvido na regulacdo da
neurogénese, especialmente pela regulacao da fungdo de NSC [4-5, 58]. Assim, a
produgcdo de NO ocorre em estreita proximidade com os nichos neurogénicos,
onde se encontram as NCS. Outros autores mostraram ainda que os neurénios que
expressam nNOS se dispdem ao longo de todo o fluxo migratdrio rostral (RMS),
em estreita relacdo, atribuindo por isso uma ac¢do reguladora do NO na migracao
de células progenitoras derivadas da SVZ ao longo do RMS [60].

Embora a maioria dos estudos realizados inicialmente descrevessem o NO
como um agente anti-neurogénico no cérebro adulto normal, em condi¢des de
stress, nomeadamente na isquémia ou na hipoxia, o seu efeito pode ser
radicalmente diferente, favorecendo a proliferacdo de células estaminais, como
demonstrado em estudos mais recentes [4, 12-13, 59, 61-62]. De facto, a tensao do
oxigénio no ar ambiente parece modular o efeito do NO perivascular na

neurogénese [62-63], que pode variar desde: a) uma ac¢do pro-neurogénica,
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dependente da expressao de eNOS e nNOS, em condigdes fisioldgicas [59]; a b)
uma accdo anti-neurogénica, dependente da expressdo de iNOS em condicdes
extremas, tais como hipdxia ou isquémia [12-13, 64-65]. No entanto, para que se
possa entender claramente o envolvimento do NO produzido pelas diferentes
células do nicho perivascular na regulacdo da neurogénese, sdo necessarios mais
estudos. De facto, continua por esclarecer qual o limite de stress oxidativo, e/ou
outros estados redox, que levam a producao de NO por cada isoforma da NOS -
nNOS, eNOS e iNOS — e deste modo se possa entender o envolvimento do NO
produzido a nivel perivascular na neurogénese.

Durante o desenvolvimento embrionario, o NO ¢ produzido no cérebro em
diferentes regides [66-68]. Na verdade, no cortex, existem dois tipos de neurdénios
com NOS cuja distribui¢do ¢ de particular interesse devido a relagdo entre os
locais de produ¢do de NO e o desenvolvimento de determinadas patologias [69].
De facto, a localizagdo da nNOS no SNC pode explicar as diferentes fungdes do
NO produzido por esta enzima [69]. Como exemplo, refira-se que a expressdo pré
ou pos-sinaptica da nNOS determina diferentes fungdes do NO ai produzido [70-
71]. Outro exemplo € o bolbo olfactivo (OB), onde a nNOS ¢ altamente expressa
em neuronios do epitélio olfactivo em desenvolvimento, durante a embriogénese
[70, 72], e nas células periglomerulares e granulares no OB no adulto [70, 73],
sendo necessaria para o desenvolvimento pds-natal e para a organizagdo
glomerular do OB, respectivamente [73-74]. Além disso, apds lesdo do OB, o
aumento da expressdo de nNOS foi descrito como envolvido na reparacdo da area
afectada [67, 72-73].

A produgdo de NO pode ser induzida por factores neurotréficos, o que
resulta num efeito antiproliferativo em células alvo pela inducdo da paragem ciclo
celular, favorecendo a diferenciagdo celular [75-77]. A maioria dos estudos sobre
o envolvimento do NO na neurogénese adulta tem vindo a caracterizar o seu efeito
na proliferacdo celular. No entanto, a avaliagdo da sobrevivéncia de neurdnios e
integracdo dos neurdnios recém-formados no circuito neuronal ¢ também
importante, dado que o NO ¢é conhecido por ser um importante regulador da

apoptose [78]. Neste contexto, varios estudos tém demonstrado que o NO
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aumenta a sobrevivéncia a curto prazo da progenia de células progenitoras ao
nivel do DG de ratos adultos, por inibicdo da apoptose depois de SE [79],

prevenindo a activagdo de caspase-3 [80].

3.2.1 Accao anti-neurogénica do 0xido nitrico

O efeito anti-neurogénico do NO tem sido atribuido a sua produgdo através
de nNOS, tal como demonstrado em varios estudos in vitro e in vivo. Assim,
varios autores descreveram um efeito anti-proliferativo do NO derivado da nNOS,
o qual parece estar também envolvido na diferenciacdo neuronal, plasticidade
sinaptica e sobrevivéncia celular [4-6, 81-82]. Este efeito anti-proliferativo do NO
foi confirmado por vérios autores, que mostraram que a inibi¢do da produgdo de
NO por infusdo intra-ventricular de um inibidor de NOS, ou pelo silenciamento de
nNOS, resultou num aumento da proliferagdo celular no DG ou na zona
subependimal do OB de roedores [4, 6-7, 59]. Outros estudos foram realizados,
em que a inibi¢do selectiva de nNOS com 7-nitroindazol (7-NI) mostrou aumentar
a proliferacdo celular na SVZ, RMS e OB de ratos adultos, mas ndo no DG [5].
Além disso, inibindo a nNOS, demonstrou-se o aumento da neurogénese e
subsequente reducdo da area lesada, ap6s um acidente vascular cerebral [83]. A
presenga de neurénios diferenciados, produtores de NO, na periferia dos nichos
contendo NSC, principalmente em torno do SVZ, contribui para a regulacio
fisiologica inibitoria da neurogénese [5, 60]. Por outro lado, a ac¢do inibitoria do
NO produzido pela nNOS na neurogénese foi também demonstrado no DG, apds
isquémia cerebral [83]. No DG, os precursores neurais da SGZ estdo em estreita
proximidade com os neurdnios produtores de NO do hilus, sugerindo assim uma
accdo do NO no controlo da neurogénese adulta, nesta regido [84]. Estes estudos
mostraram que a inibi¢do cronica da nNOS aumenta a neurogénese, apoiando a
ideia de que, fisiologicamente, o NO produzido pela nNOS tem um efeito anti-
neurogénico. Recentemente, varios estudos tém sugerido um mecanismo para este
efeito negativo do NO sobre a neurogénese. Os autores destes trabalhos sugeriram
a inibicdo do receptor do EGF [82], através de um mecanismo dependente da

nitrosagdo de residuos de cisteina especificos, e a activagdo da via de sinalizagdo
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do fosfoinositideo 3-cinase (PI3-K)/Akt [9], como os principais mecanismos pelos
quais o NO regula negativamente a neurogénese na SVZ (Tabela I). Além disso,
estes autores descreveram o efeito anti-mitdtico do NO como estando relacionado

com a presenc¢a do inibidor da cinase nuclear dependente de ciclina p27Kip1 [9].

3.2.2 Accao pro-neurogénica do 0xido nitrico

A acgdo pro-neurogénica do NO foi avaliada em diversos estudos
utilizando abordagens genéticas ou farmacoldgicas, mostrando que os niveis
aumentados de iNOS apo6s lesdo do cérebro estdo relacionados com o aumento da
neurogénese no hipocampo, o que se correlaciona com a diminuicdo simultdnea
dos niveis de nNOS [8, 85-87] (Tabela I). No entanto, num estudo acerca do efeito
do NO sobre a proliferagao celular, foi descrito o envolvimento do NO derivado
de ambas as nNOS e iNOS na melhoria da neurogénese no DG de ratos adultos,
apos convulsdes [88]. Outros estudos também demonstraram que o NO
sintetizado pela iNOS, ap6s isquémia, ou pela eNOS estimula a neurogénese na
SVZ ou no DG, respectivamente [12, 61]. Além disso, o nosso grupo
recentemente mostrou que o NO derivado da iNOS promove a proliferacdo de
NSC no hipocampo de ratos adultos, apos status epilepticus (SE) [13]. Apos lesao
cerebral aguda, a resposta neuroinflamatdria caracteriza-se pela activacdo de
células da microglia, que expressam continuamente iNOS, levando a producao de
grandes quantidades de NO, o que se demonstrou ser favoravel a neurogénese
[89].

Embora algumas questdes permanegam por responder, varios estudos tém
procurado explorar as vias de sinalizagdo envolvidas na ac¢do pro-neurogénica do
NO de origem inflamatdria, particularmente, na regulacdo da proliferacdo de
NSC. Recentemente, o nosso grupo mostrou que as concentracdes de NO
suprafisiologicas induzem a proliferacdo de NSC da SVZ através da activagao de,
pelo menos, duas vias de sinalizagdo: a) a via da proteina cinase activada por
mitogénio (MAP), nomeadamente da cinase regulada por sinais extracelulares
(ERK) 1 e 2; e/ou b) a via da proteina cinase dependente de cGMP (PKG) (Figura

1). O efeito proliferativo do NO parece ser inicialmente mediado pela activagdo
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directa da via de sinalizagdo da ERK 1/2 [13]. O aumento da activacdo desta via
de sinalizacdo apoOs exposi¢do ao NO, leva a activagdo de varios efectores a
jusante, nomeadamente a cinase p90RSK, levando subsequentemente a
diminui¢do dos niveis nucleares da p27Kipl, o que permite a progressao do ciclo
celular e divisdo celular (Figura 1A) [13]. Por outro lado, a activagdo da PKG
parece ocorrer na sequéncia de um periodo de exposicdo mais prolongado (24

horas) a altas concentra¢des de NO (Figura 1B) [14].
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Figura 1 Regulacio da proliferacio de NSC pelo NO [13]. A) O efeito proliferativo do NO pode ser
mediado pela activagdo directa da via de sinalizagdo da ERK 1/2. A activagdo desta via de sinalizagdo pelo
NO, leva a activagdo da cinase p90RSK, levando subsequentemente a diminui¢ao dos niveis nucleares da
p27Kipl, permitindo a progressdo do ciclo celular e divisio celular. B) O efeito proliferativo do NO pode ser
mediado também pela activagdo da via da PKG, que ocorre na sequéncia de periodos de exposi¢do mais
prolongados a altas concentragdes de NO.

De referir, que o envolvimento do NO na regulacdo de outras etapas da
neurogénese também foi investigado por outros autores. De acordo com a
literatura, o NO libertado em condi¢des inflamatérias esta igualmente envolvido

na diferenciagdo de NSC, nomeadamente em astrocitos. Este processo, também
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denominado como astrogliogénese, ocorre por intermédio de um mecanismo
dependente da activagdo da via de transducdo de sinal JAK/STAT-1 [52]. Em
conjunto, estes trabalhos mostram que o NO ¢ um importante regulador de
neurogénese. O efeito do NO sobre a neurogénese parece ser dependente do
tempo de exposi¢cdo, bem como da fonte de NO. Além disso, dependendo da
concentragdo local e meio ambiente circundante, o NO pode regular a
neurogénese de duas formas opostas: favorecendo-a, ou reduzindo-a [84, 90-91].
Como referido anteriormente, o efeito do NO dependente dos niveis
atingidos localmente no cérebro. Assim, em condigdes fisioldgicas, o0 NO inibe a
neurogénese [4-5, 58], ao passo que em condic¢des inflamatorias, pela diminuicao
na expressdo da nNOS e o aumento da iNOS, melhora a neurogénese [12-13, 82,
92-93]. No entanto, os mecanismos moleculares exactos e subjacentes a esta dupla
accdo do NO nio s3o totalmente conhecidos e sdo necessarios mais estudos para
determinar os alvos intracelulares do NO, com o intuito de identificar potenciais
alvos terapéuticos avaliando se a modulagcdo da actividade destas moléculas
melhora a neurogénese. A maioria dos farmacos utilizados em estudos de
caracterizacdo do envolvimento do NO na neurogénese sdo utilizados com outros
fins terap€uticos, que ndo o tratamento duma lesdo cerebral. Assim, a sua
utilizagdo enquanto estratégia terapéutica para melhorar a neurogénese deve ser
explorada. De seguida, algumas das mais promissoras abordagens farmacoldgicas

destinadas a modular as vias de sinalizagdo dependentes de NO serao discutidas.

4. Neuroinflamac¢ao

A neuroinflamagdo ¢ uma resposta bioldgica a estimulos nocivos que
afectam o SNC, tais como stress, lesdo ou infeccdo por agentes patogénicos
externos [94-95]. O principal papel da resposta inflamatoria é o de proporcionar
um ambiente prejudicial para os agentes externos que causam lesdes num
determinado organismo ou estrutura orgéanica e recuperar a sua homeostasia. Ao
nivel do SNC, a resposta inflamatoria ¢ mediada pela activacdo de dois grandes
grupos de células do sistema imunitario: a) células residentes no SNC - microglia

e astrocitos e, b) células do sistema hematopoiético que migram para o SNC -

Bruno P. Carreira|2014 23



Regulagio da neurogénese pelo 6xido nitrico

linfocitos, monocitos e macréfagos [96-97]. A activagdo destas células ¢
caracterizada pela libertagdo de diversas substancias reguladoras, incluindo:
quimiocinas, tais como o factor derivado do estroma (SDF)-1alfa; moléculas do
complemento; proteina quimiotdtica de monocitos-1 (MCP-1); citocinas, tais
como o interferdo (IFN)-gama, factor de necrose tumoral (TNF)-alfa), interleucina
(IL)-1beta, IL-18 e IL-6; glutamato; espécies reactivas de oxigénio (ROS) e
espécies reactivas de nitrogénio (RNS), onde se inclui o NO (para revisdo ver
[33]). Embora a fungdo principal da neuroinflamagao seja a de proteger o cérebro
promovendo a remog¢do de estimulos nocivos e células comprometidas/mortas,
restabelecendo assim a homeostasia do tecido cerebral, esta pode também assumir
um papel nocivo quando desregulada e contribuir para a perpetuagdo do dano
tecidular secundario, como relatado anteriormente [98]. Na verdade, a geragdo de
um ciclo vicioso onde ocorre um feeedback positivo que leva a activagdo
constante da resposta inflamatdria pelos agentes por si formados pode resultar na
perda neuronal e/ou lesdo neuronal.

Em suma, a neuroinflamagdo pode ter um duplo efeito sobre o ambiente
celular, sendo benéfica ou prejudicial, dependendo do tempo e do estado de
activacao das células que medeiam a resposta inflamatdria [99].

Deste modo, a resposta inflamatdria tem sido associada aos mecanismos
subjacentes a varias doengas do sistema nervoso central, interferindo igualmente
na homeostasia das regides SVZ e SGZ, comprometendo em tultima instancia a
neurogénese [100]. Se isso significa que a inflamacdo ¢ sempre prejudicial para a
neurogénese, ou se ¢ prejudicial apenas quando a homeostasia da SVZ e / ou SGZ

estd comprometida, sera discutida na sec¢@o seguinte.

4.1 Neuroinflamacio e neurogénese
Como mencionado na sec¢do anterior, ¢ agora amplamente aceite que a
neuroinflamagdo regula a neurogénese de forma ambigua [101]. Assim,
dependendo da gravidade e da complexidade da resposta inflamatoria, que pode
variar desde uma leve resposta aguda a um processo cronico descontrolado, a

neurogénese podem ser duplamente reguldvel sendo favorecida ou,
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alternativamente, prejudicada. Factores como a) o tipo de estimulo inflamatdrio,
b) o tipo de células inflamatorias, ¢) o tipo de mediador inflamatério, d) a area de
tecido afectada e e€) o tempo que as células inflamatdrias, particularmente
microglia, permanecerdo activadas, sdo determinantes para a mudanga de um
estado inflamatdrio pro-neurogénico a um estado inflamatdrio anti-neurogénico
[102].

Neste contexto, o envolvimento de um tipo particular de células
inflamatorias, tais como as células da microglia, cuja activacdo ¢ considerada um
marcador da neuroinflamagao, parece ser de grande importancia para a regulacio
da neurogénese. A microglia deriva da mesoderme, sendo uma representante do
sistema mononuclear fagocitario, ou sistema reticulo-endotelial, ao nivel do SNC.
As principais caracteristicas da microglia sdo: a) apresentagdo de receptores do
tipo Toll; b) moléculas de apresentagdo de antigénios do MHC (classe II); ¢)
apresentacdo de receptores scavenger; d) apresentacdo de receptores de
reconhecimento de padrdes (PRRs); e e) producdo de véarias citocinas e outros
factores inflamatorios (ROS e RNS) [103].

Durante muito tempo, as células da microglia foram consideradas como os
agentes nocivos da resposta inflamatéria, com um padrio de resposta que
conduzia invariavelmente a um efeito prejudicial sobre o ambiente neuronal
circundante. No entanto, estudos recentes descrevem a actividade da microglia
como sendo “plastica” (para revisdo ver [101]. Na verdade, a plasticidade da
actividade microglial parece ser um factor determinante para a dupla regulagdo da
neurogénese, uma vez que esta pode assumir diferentes morfologias e diferentes
fenotipos e, subsequentemente, libertar diferentes mediadores quimicos no
decorrer de uma resposta inflamatoria que podem influenciar a fisiologia das NSC

[13, 101, 104].
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Tabela I Regulacao da neurogénese adulta dependente de 6xido nitrico.

Regulacdo da neurogénese pelo 0xido nitrico

Proliferagao Diferencia¢iao Sobrevivéncia
Fonte de NSC de NCS de NSC . L L
de NO Via de sinalizacio Referéncias
Svz DG Svz DG SvzZ DG
- 0 = 0 = 0 Nitrosagéo do receptor EGF [9]
aNOS - 0 = 0 0 0 Via da (PI3-K)/Akt [9, 82]
0 - 0 - 0 0 PSA-NCAM e CREB [105]
0 - 0 - 0 - Fosforilagdo do cAMP [6]
+ 0 + 0 0 0 BDNF ¢ VEGF [106]
eNOS
0 + 0 + 0 = VEGF [61]
Via da ERK 1/2 [13]
+ 0 0 0 = 0
Via do cGMP/PKG [14]
INOS + + + + 0 = Receptor NMDA [107-109]
+ + + + 0 0 L-VGCC [110]
+ 0 +* 0 = 0 Via da JAK/STAT-1 [52]

Os efeitos elencados na tabela I podem ser indirectos. +, aumenta; -, diminui; =, ndo altera; 0, sem descrigdo na literatura; Polysialylated-neuronal cell adhesion molecule, PSA-
NCAM; cAMP response element-binding, CREB; Brain-derived neurotrophic factor, BDNF; Vascular endothelial growth factor, VEGF; L-type voltage-gated Ca®" channel, L-

VGCC. * - astrogliogenese.
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Vérios estudos tém relatado o envolvimento de diferentes mediadores
inflamatoérios derivados da microglia na regulagdo da neurogénese e/ou
neuroprotec¢do [33, 111-112]. Além disso, tem sido descrito que a activagdo
cronica da microglia pode estimular uma ou mais fases da neurogénese, como a
proliferacdo, migracdo e diferenciagdo de NSC, afectando contudo a

sobrevivéncia a longo prazo dos neurdnios recém-formados [33].

4.1.1 Accao anti-neurogénica da inflamacao

A neuroinflamag¢do, em particular a activagdo da microglia, foi descrita
inicialmente como sendo prejudicial para a neurogénese [113-114]. Diversos
estudos demonstraram que a activagdo da microglia apds exposi¢do ao
lipopolissacarideo (LPS) afecta a neurogénese em ratos adultos [113], através de
um mecanismo mediado pelo aumento da producdo de TNF-alfa [115-116].
Outros estudos relacionaram este efeito anti-neurogénico da inflamac¢do com o
aumento da produ¢do de outros mediadores pro-inflamatdrios, tais como as
interleucinas IL-1 beta e IL-6, ou citocinas [FN-gama e TNF-alfa [117-120]. Além
disso, as ROS e RNS, em particular o NO, tém sido descritos como envolvidos no
efeito prejudicial da neuroinflamagao na formacao de novos neur6nios no cérebro
de roedores adultos, como referido anteriormente [114, 121-122]. Na Tabela II,
resumem-se as principais conclusdes sobre o efeito dos mais importantes
mediadores pro-inflamatdrios na neurogénese.

Além disso, o papel deletério da inflamacdo na neurogénese foi
corroborado por numerosos estudos que demonstraram que a neurogénese pode
ser restabelecida quando a resposta inflamatoria ¢ controlada através da
administracao de: a) antibiodticos, tais como a minociclina [113, 123-124], ou b)

anti-inflamatorios nao-esteroides, tais como a indometacina [113-114, 125-126].

4.1.2 Accio pro-neurogénica da inflamacao
Contrariamente as observagdes inicialmente publicadas, estudos recentes
indicam que a neuroinflamagdo também pode suportar diferentes fases da

neurogénese, favorecendo assim a formagdo de novos neurdnios apds lesdo do
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SNC [103]. Assim, o microambiente gerado pela resposta inflamatoria ¢é
responsavel pelo envio de "sinais de activacdo" das NSC, residentes em nichos
neurogénicos, como a SVZ ou a SGZ, que depois migram para as areas lesadas
onde se diferenciam e passam a integrar a rede neuronal [109, 127]. Neste
contexto, as células da microglia sdo descritas como centrais na regulagcdo deste
processo, o que sugere uma ac¢do ambigua da microglia na regulacdo da
neurogénese aquando duma resposta inflamatoéria [128].

Embora a microglia possa ser prejudicial para a formagdo de novos
neurdnios em fases iniciais da resposta inflamatoria apds lesdo aguda, uma
resposta inflamatoria prolongada, também referida como inflamacdo croénica,
parece ter um efeito protector ao regular a substitui¢ao das células danificadas ou
perdidas [104, 129-132]. Assim, foi demonstrado em varios estudos que a inibi¢ao
da activagdo da microglia resulta na produ¢do continua de novos neurdnios a
partir de NSC adultas [133-134]. Além disso, a activacdo cronica da microglia ¢
concomitante com uma maior sobrevivéncia a longo prazo dos neur6nios recém-
formados [135-136].

Diversos mediadores pro-inflamatérios tém sido relacionadas com o efeito
préo-neurogénico da inflamagdo, incluindo: a) citocinas, tais como IFN-gama e
TNF-alfa; b) quimiocinas, tais como SDF-1alfa e seu receptor CXCR4 [133, 137];
ou c¢) factores troficos tais como BDNF ¢ GDNF, envolvidos na remog¢ao de
sinapses danificadas [136] (Tabela II). Além do efeito pro-neurogénico, estes
estudos também sugerem um papel neuroprotector das células da microglia nas

células neuronais recém-formadas.

4.2 Estudos futuros
No geral, parece claro que ¢ necessario mais conhecimento sobre o
crosstalk entre a inflamagdo e a neurogénese. Serd porventura necessaria uma
melhor caracterizacdo genética e protedmica da microglia aquando duma resposta
inflamatoria, bem como estudos mais especificos para esclarecer de que forma a
neuroinflamag¢do regula cada uma das etapas da neurogénese. Identificar quais os

genes expressos, e, posteriormente, que tipo de proteinas estdo presentes durante
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uma resposta inflamatdria permitird o desenvolvimento de diferentes estratégias

para controlar ou mitigar os efeitos deletérios da neuroinflamagdo na neurogénese.

5. Potencial terapéutico da modulagio da ac¢dao do NO

Em condicdes fisiologicas, as células e tecidos lesados sdo continuamente
reparados, a fim de manter a homeostasia e o funcionamento normal do
organismo. A desregulacdo e/ou mau funcionamento dos mecanismos de auto-
regeneragdo tecidular, pode levar a diversas patologias, como referido nas secc¢des
3 e 4. No SNC adulto, a principal limitagdo que os investigadores enfrentam ¢ a
capacidade limitada de regeneracdo. Além disso, este processo ¢ ainda mais
limitado durante condi¢des inflamatorias, onde o microambiente circundante ¢
prejudicial a sobrevivéncia das células recém-formadas [102]. As lesdes cerebrais
agudas, como os acidentes vasculares cerebrais, lesdes medulares, trauma e
convulsdes, sdo acompanhados de uma resposta inflamatdria, resultando numa
significativa perda neuronal [102]. A neuroinflama¢do ¢ também uma
caracteristica marcante de varias patologias cronicas, tais como doenca de
Alzheimer, doenca de Huntington e doenga de Parkinson [33]. Assim, para
superar a capacidade limitada de reparacdo do cérebro e, como tentativa de
reverter a perda neuronal em contexto inflamatdrio, t€ém sido estudadas algumas
estratégias terapéuticas. Neste contexto, as estratégias mais promissoras incluem:
a) a estimulacdo da neurogénese endogena; ou b) o transplante de células
estaminais/precursoras neurais. De facto, o transplante de células estaminais
exdgenas ¢ uma abordagem complexa, com vdarias desvantagens, incluindo
questdes éticas. Além disso, o risco de rejeicdo e a proliferacdo descontrolada das
células transplantadas, que podem levar a formagdo de tumores, levanta algumas
preocupagdes sobre a sua verdadeira aplicabilidade terapéutica.

No entanto e apesar da potenciacdo da neurogénese enddgena parecer ser
uma abordagem melhor, com maior possibilidade de aplicagdo terap€utica, ha que
ter em linha de conta algumas desvantagens/limitagdes, tais como: a) o baixo
rendimento da formagdo de novos neurénios; b) a baixa taxa de sobrevivéncia a

longo prazo de novos neurénios; e ¢) a pouca especificidade desta abordagem para
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que a neurogénese seja potenciada na area lesada. Nesta sec¢do, sera abordada a
potenciagdo da neurogénese enddgena, nomeadamente ao nivel da SVZ e SGZ,
recorrendo as vias de sinalizacdo envolvidas na bioactividade do NO.

Como discutido na sec¢do 3.2, o NO tem sido amplamente descrito como
um duplo regulador da neurogénese adulta, podendo estar envolvido na regulagao
da proliferacdo, migracdo, diferenciacdo neuronal e sobrevivéncia da NSC (ver
Tabela II). A grande maioria dos estudos encontrados na literatura, caracterizou o
envolvimento do NO na regulagdo da proliferacdo de NSC. De facto, conforme
relatado pelo nosso grupo, o NO de origem inflamatoria tem um efeito
proliferativo na SVZ e SGZ [13]. No entanto, a fim de compreender como as
diferentes etapas do processo neurogénico sdo reguladas em contexto
inflamatorio, sdo necessarios mais estudos acerca do envolvimento do NO na
regulacdo da: a) migragdo; b) diferenciacdo em neurdnios funcionais que devem
integrar correctamente os circuitos neuronais existentes; ¢) e sobrevivéncia destes
neurénios recém-formados. Embora pouco se saiba sobre a aplicabilidade in vivo
desta estratégia, as evidéncias mais recentes sdo encorajadoras, demonstrando que
a modulagdo farmacoldgica do sistema nitrérgico pode favorecer a neurogénese
[138-139]. No entanto, esta abordagem nao deve ser considerada isoladamente
regenerativa em contexto regenerativo, mas sim como estratégia adjuvante para
assegurar uma terapia eficaz. Por conseguinte, duas estratégias diferentes devem
ser consideradas para a potenciacdo da neurogénese: a) aumento dos niveis de
NO, com recurso a farmacos dadores de NO, particularmente anti-inflamatérios
ndo esterdides dadores de NO (NO-AINEs); e b) prevencdo da degradacdo de
cGMP pela utilizagdo de inibidores da fosfodiesterase-5 (PDES). Em seguida,

estas abordagens terapéuticas serdo discutidas.
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Tabela II Regulacdo da neurogénese adulta pelos mediadores da resposta inflamatoria.

Proliferacio de Diferenciagdo Sobrevivéncia
: NSC de NCS de NSC
. Medlad,o r Via de sinalizacao Referéncias
inflamatorio
Svz DG Svz DG SvzZ DG
IL-1 beta - - 0 0 + + SAPK/JNK [140-141]
IL-6 - - - - - - JAK/STAT and MAPK [113, 121, 131]
- 0 + + - 0 ERK 1/2 pathway [117, 128, 142-144]
IFN-gama
+ 0 0 0 = 0 NF-kappaB [145-146]
+ 0 0 - 0 - 0 [115]
0 0 0 0 - - TNF-R1 and TNF-R2 [118, 142]
+ 0 - 0 = 0 TNF-R1 [147]
TNF-alfa n + + + + + TNF-R2 [148]
+ 0 + 0 + 0 TNF-R1 [149]
0 - 0 - + 0 TNR-R1 [119]
+ + + + + + TNF-R2 [102, 119]
SDEF-1alfa + + + 0 + 0 CXC-R4 [133, 137, 150]

Os efeitos listados na Tabela II poderdo ser indirectos. +, aumenta; -, diminui; =, ndo altera; 0, sem descrigdo na literatura.
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5.1 Anti-inflamatorios nio esterdides dadores de NO

Os farmacos libertadores de NO tém sido amplamente utilizados em varios
estudos de caracterizagdo do envolvimento do NO na regulagdo das diferentes
etapas da neurogénese enddgena. Estas ferramentas farmacologicas foram
essenciais para entender que os efeitos mediados pelo NO ao nivel da neurogénese
sdo dependentes do tempo de exposi¢do e da concentracdo [14, 52]. Esta
disponivel uma grande variedade de compostos libertadores de NO, sendo os mais
comuns os diazeniodiolatos, também conhecidos como NONOates (tais como o
DEA/NO, SPER/NO ou DETA/NO), que libertam espontaneamente o NO em
condi¢des fisiologicas [151]. Os NONOates também foram utilizados em varios
estudos para investigar o efeito das concentracdes suprafisioldgicas do NO na
neurogénese, mimetizando assim as elevadas concentracdo de NO atingidas no
cérebro em condigdes inflamatorias [13, 52]. No entanto, os farmacos libertadores
de NO sdo quimicamente distintos, com tempos de semi-vida diferentes,
libertando quantidades diferentes de NO in vitro. As principais desvantagens da
utilizagdo destes farmacos relacionam-se com a incapacidade de controlar a
quantidade de NO libertado in vivo, mas também na incapacidade de libertar NO
especificamente no tecido/células pretendidas. Além disso, factores como o pH, a
temperatura e a luz, podem alterar a libertagdo de NO por estes compostos [151-
152]. Como descrito acima, dado que diferentes quantidades de NO tém diferentes
efeitos sobre a neurogénese, ¢ essencial controlar a libertacdo de NO, de modo a
manté-lo em niveis que favorecam o processo neurogénico. Assim, a necessidade
de desenvolver novos farmacos libertadores de NO, com o intuito de superar estas
desvantagens, torna-se evidente.

Mais recentemente, uma nova classe de compostos libertadores de NO for
desenvolvida, os NO-AINEs. Estes farmacos sdo sintetizados por adicdo de um
grupo dador de 6xido nitrico a um AINE cléssico e apresentam algumas vantagens
sobre eles, como se indica a seguir. Os AINEs convencionais sdo compostos de
largo espectro utilizados devido as suas propriedades como analgésicas,
antipiréticas e, em doses mais elevadas, anti-inflamatérias. No entanto, o uso

cronico de AINEs tem implicagdes clinicas, principalmente devido ao aumento
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dos efeitos colaterais no tracto gastrointestinal (GI), no sistema cardiovascular e
sistema renal (para revisdao ver [153-155]). Os AINEs tradicionais exercem o seu
efeito através da inibi¢do de ambas as isoformas da enzima ciclooxigenase (COX-
1 e COX-2), bloqueando assim a sintese de prostaglandinas. A maioria dos efeitos
colaterais associados a utilizagdo destes farmacos estdo associados com a inibi¢ao
da via da COX-1 e subsequente diminui¢ao das prostaglandinas gastroprotectoras.

Com o intuito de melhorar estes efeitos medicamentosos adversos e
melhorar a seguranca dos AINEs, foram desenvolvidos novos farmacos: a) os
coxibes, inibidores selectivos da COX-2, e b) pro-farmacos hibridos, que incluem
os NO-AINEs. Estes ultimos, tiram partido de algumas caracteristicas do NO, tais
como o seu potente efeito vasodilatador, a inibi¢do da adesdo de leucdcitos ao
endotélio vascular géstrico e inibicdo da actividade de caspases, mimetizando
assim, os efeitos bioldgicos das prostaglandinas no tracto GI [19, 156-157]. Neste
ambito, varios estudos in vivo mostraram que o NO libertado pelos NO-AINEs
possui um perfil de toxicidade gastrointestinal reduzido, quando comparado com
AINEs classicos, sem afectar a sua eficacia anti-inflamatoéria [158-160]. Doses
baixas de dadores de NO convencionais inibem a apoptose in vivo, através da
inibicdo da actividade das caspases e, consequentemente, poupam a mucosa
gastrica do efeito pro-apoptdtico induzido pelo TNF-alfa, um efeito que parece ser
dependente da formagdo de cGMP [160-163]. O NO libertado pelos NO-AINEs
inactiva as caspases, contribuindo para o efeito protector da mucosa géstrica.
Além disso, estes farmacos libertam NO em quantidades similares as obtidas in
vivo pela ac¢do da NOS constitutiva, o que parece estar ligado a uma toxicidade
reduzida quando comparada com o AINE isoladamente [19, 164]. A velocidade
relativamente lenta de libertagdo do NO pelos NO-AINEs classicos, quando
comparado com os dadores de NO convencionais, tais como o nitroprussiato de
sodio (SNP) [165], permite uma libertacdo mais controlada de NO e um efeito
protector de longa duracdo, o qual deve ser considerado uma das principais
vantagens da utilizacdo destes farmacos. Deste modo, o facto de ndo ocorrer uma
libertacdo massiva e abrupta de NO com a utilizacdo destes farmacos, ¢ evitada a

excitotoxicidade quando comparados com os farmacos classicos. A doenca de
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Alzheimer caracteriza-se pela existéncia de um ambiente inflamatorio cronico, em
que varios mediadores pré-inflamatorios sdo libertados, tais como as citocinas IL-
Ibeta e TNF-alfa [166], sendo a concomitante activacdo de caspases responsavel
por processos de morte neuronal [167]. Observou-se que a administragdo cronica
de AINEs podera reduzir o risco de desenvolver doenca de Alzheimer [168-171],
melhorando também o decréscimo nas fungdes cognitivas de doentes com esta
patologia (revisto em [172]). Outros estudos foram realizados para estudar o efeito
de farmacos anti-inflamatérios no tratamento de lesdes cerebrais agudas, tais
como status epilepticus e isquémia. Neste contexto, os medicamentos anti-
inflamatorios, tais como a indometacina, t€ém sido descritos como responsaveis
pela reducdo da activacdo da microglia, promovendo a proliferagdo de células
estaminais neurais ¢ melhorando também a migragdo e sobrevivéncia das células
recém-formadas, restaurando, assim, a neurogénese apos irradiacdo craniana ou
isquémia focal [114, 173]. Por isso, embora os efeitos neuroprotectores dos
AINEs tenham sido recentemente descritos na literatura, apos estudos em modelos
animais de inflamagdo crénica do cérebro, os efeitos adversos dos AINEs noutros
sistemas biologicos ndo deve ser ignorado. Dadas as vantagens dos NO-AINEs, e
dada a sua capacidade de atravessar rapidamente a barreira hemato-encefalica
(BHE) [174], estes farmacos tém sido considerados para o tratamento de
patologias do SNC, em particular para o controlo da neuroinflamagdo que, como
j& discutido, pode afectar a neurogénese [164]. No entanto, at¢é ao momento,
pouco se sabe sobre o efeito dos NO-AINEs na neurogénese apods lesdo cerebral
aguda ou croénica. Estudos em modelos de inflamagdo crénica do cérebro,
mostraram que a administragdo cronica de NO-flurbiprofeno atenua
significativamente a inflamacdo cerebral pela diminui¢do da densidade e do
estado reactivo da microglia [175-176]. Um trabalho em particular, demonstrou
que o tratamento com o NO-flurbiprofeno reduz a neuroinflamagdo em ratos
adultos jovens, atenuando os efeitos da activagdo da microglia, mas ndo em ratos
idosos [177]. Com base nestes resultados, os autores deste estudo sugerem a
hipotese do uso deste medicamento em estadios precoces da doenga de Alzheimer,

antes do desenvolvimento de eventos inflamatorios cronicos associados a idade e
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envelhecimento [177]. Embora a maioria dos trabalhos refira os AINEs como
agentes que diminuem os niveis de iNOS, o NO-flurbiprofeno parece aumentar a
expressdo desta enzima em células da microglia activadas pelo LPS [178]. Este
efeito conduz a um aumento ainda maior nos niveis de NO, o que tem sido
atribuido ao NO libertado a partir do NO-flurbiprofeno, uma vez que com dadores
de NO classicos se obtiveram resultados semelhantes. Curiosamente, a presenca
de iNOS, em células da microglia, na sequéncia de uma lesdo cerebral
correlaciona-se com o aumento da proliferagio de NSC na SGZ apos SE,
promovendo assim a etapa inicial da neurogénese [13].

Em suma, os efeitos benéficos dos NO-AINEs observados em modelos
experimentais de doencas neurodegenerativas sdo encorajadores para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas com recurso a esses fairmacos, com
vista ao controlo da neuroinflamagdo e potenciacdo da neurogénese endogena
[164]. No entanto, sdo necessarios mais estudos a fim de compreender os

mecanismos e quais as doses de NO-AINEs que podem promover a neurogénese.

5.2 Inibidores da fosfodiesterase-5

O principal alvo intracelular do NO ¢ o grupo heme da enzima sGC.
Activagao da sGC leva a da produgdo de cGMP [53, 179], que subsequentemente
activa a PKG [180-181]. A PKG regula diversos processos fisioldgicos, como a
plasticidade sinaptica ou a sintese e libertacdo de neurotransmissores (revisto por
[182]). Em condigdes fisiologicas, os niveis intracelulares de cGMP sao
controlados por intermédio de fosfodiesterases (PDE), enzimas que hidrolisam a
ligacdo 3'-fosfodiéster de nucledtidos ciclicos, tais como o AMP ciclico (cAMP)
ou o cGMP, originando os nucledtidos inactivos 5-AMP e 5'-GMP,
respectivamente. As PDE sdo enzimas ubiquas, classificadas em 11 familias, de
acordo com a sua especificidade para substratos, propriedades cinéticas e
distribuicdo intracelular (para revisdo ver [183]). Como as diferentes familias de
PDE apresentam uma distribuicdo extensa por varios tecidos, incluindo o cérebro,
a inibicdo de uma ou mais PDE tem sido estudada como estratégia para o

tratamento de diversas doengas, principalmente por intermédio do controlo dos
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niveis de cAMP e/ou cGMP, importantes mensageiros secunddrios em diferentes
vias de sinalizacdo. As fungdes fisioldgicas dependentes de cGMP, podem ser
reguladas pelo controlo da actividade da isoenzima PDE tipo 5 (PDES), que
hidrolisa especificamente cGMP. Assim, uma boa estratégia para aumentar os
niveis intracelulares de cGMP sera através de inibicdo desta enzima [184]. A
PDES ¢ uma enzima citos6lica amplamente expressa, cuja actividade foi descrita
no pulmao, musculo liso da traqueia e vasos sanguineos, baco, plaquetas, corpos
cavernosos [185-187], bem como em varias regides do cérebro, incluindo células
de Purkinje e SVZ [188-190]. A PDES e o efeito da sua inibi¢do tém sido
extensivamente estudados nas ultimas décadas e varios farmacos tém sido
desenvolvidos. Neste contexto, o inibidor da PDE5 mais bem caracterizado ¢é o
sildenafil, disponivel comercialmente como Viagra, um medicamento utilizado
para o tratamento da disfuncdo eréctil e da hipertensdo arterial pulmonar. No
entanto, além da PDES5, o sildenafil também inibe a PDE1 e 6, embora em menor
extensdo [191]. A fim de colmatar esta inespecificidade na ac¢do do sildenafil,
outros inibidores mais selectivos da PDES foram desenvolvidos para o tratamento
da disfuncdo eréctil: vardenafil (Levitra), tadalafil (Cialis) e, mais recentemente,
avanafil (Stendra). Além disso, um novo composto com maior selectividade para a
PDES também foi desenvolvido, o TO156 [192].

A diminui¢do dos niveis de ¢cGMP parece ser uma das causas para a
diminuicdo da neurogénese durante o envelhecimento, o que normalmente esta
correlacionado com o desenvolvimento de doencgas neurodegenerativas [193].
Embora a neurogénese se encontre aumentada em estadios iniciais de doencas
neurodegenerativas, como se de um mecanismo compensatorio se tratasse, 0s
estadios mais avangados ou graves caracterizam-se por uma acentuada diminuicao
da neurogénese [194]. No cérebro envelhecido, hd uma diminui¢do dos niveis de
NO com um concomitante declinio nos niveis de cGMP, resultando na supressao
da proliferagdo celular e em compromisso da aprendizagem e memoria [193]. A
procura de uma enzima especifica e selectiva para a hidrélise do cGMP, tal como
a PDES, provou ser uma boa estratégia para inverter este processo e, assim,

potenciar a neurogénese apos lesdo cerebral aguda ou crénica [195]. De facto, os
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inibidores da PDES sdo conhecidos por influenciar diversas fung¢des do cérebro
adulto. Diversos trabalhos mostraram que os inibidores da PDES, tais como o
sildenafil, tém uma accdo neuroprotectora, melhorando a memoria e
aprendizagem [20, 196-201]. Além do importante papel na memoria e cognigdo,
os inibidores da PDES5 podem também ser utilizados para potenciar a neurogénese
endogena no cérebro adulto [195]. Nas doengas neurodegenerativas, como a
doengca de Alzheimer, a neurodegeneracdo progressiva resulta em disfuncao
cognitiva, com perda de memodria e alteragdes comportamentais. Deste modo, a
administracdo de inibidores da PDE5 tem sido estudada como um possivel
tratamento para este tipo de patologia, em particular devido a sua capacidade para
reverter os défices de memoria ao longo do tempo [202-203]. O sildenafil tem
sido associado também a melhoria dos sintomas da esclerose multipla [22],
enquanto que a administracdo cronica de sildenafil ou tadalafil parece ter um
efeito ansiolitico [204]. Além disso, os inibidores da PDES foram descritos como
potenciadores da neurogénese enddgena [205] e recuperacdo da fun¢do neuronal
em varios modelos de lesdo cerebral aguda, como acidente vascular cerebral
isquémico [195, 206-209]. Além disso, foi demonstrado que o sildenafil estimula
a proliferagdo de NSC da SVZ, um efeito que parece ser dependente da activacao
da via de sinalizagao PI3-K/Akt [190].

No geral, para além de ligeiras diferencas na sua selectividade, a maioria
dos inibidores da PDES5 tém efeitos semelhantes no que concerne a elevacao dos
niveis de cGMP e activagdo subsequente das vias dependentes do NO. Apesar da
inibicdo da PDES nao ter um efeito anti-inflamatorio como os NO-AINEs, o seu
efeito neuroprotector parece ser consensual. Contudo, no SNC, o efeito dos
inibidores da PDES ¢ altamente dependente da sua permeabilidade pela BBB, e
mais estudos devem ser realizados a fim de caracterizar correctamente a cinética
destes farmacos ao nivel do CNS. Neste contexto, a modulagdo da actividade da
PDES parece ser, de facto, um bom método para controlar os niveis de cGMP, que
poderia ser utilizado no tratamento de diversas patologias em que os niveis de
cGMP estdo alterados. Embora existam alguns estudos focados na estimulagao da

neurogénese endodgena, o uso de inibidores da PDES merece uma investigagdo
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mais aprofundada, com o intuito de esclarecer o seu efeito nos diferentes estadios
da neurogénese, nomeadamente na migragdo, diferenciacdo, integragdo funcional
e sobrevivéncia dos neuronios recém-formados, e, deste modo, entender melhor os

mecanismos subjacentes a esse efeito.

5.3 Outras estratégias

O envolvimento do NO numa ampla variedade de processos fisioldgicos,
bem como na fun¢do de diferentes tipos de células, torna-o numa molécula
desejavel para uso clinico, sendo um dos principais alvos da industria
farmacéutica. Além das estratégias acima mencionadas, muitos compostos tém
sido desenvolvidos com vérias modificagdes quimicas e biologicas, a fim de
colmatar algumas limitacdes do NO, tais como a sua semi-vida curta, a sua
instabilidade e a sua potencial toxicidade. Deste modo, as recentes inovagdes no
campo da nanotecnologia, tendo em conta o desenvolvimento de novos farmacos
dadores de NO no sentido de aumentar a utilidade e a seguranca destes
compostos, tém como o intuito final estes poderem ser utilizados clinicamente,
como descrito de seguida.

Existe uma grande variedade de dadores de NO capazes de libertar NO
espontaneamente ou de uma forma controlada em determinados tecidos. O grande
desafio assenta na faculdade destes farmacos libertarem NO numa concentraciao
Optima, localmente no cérebro, promovendo assim um efeito terapéutico com
toxicidade minima [210]. Estudos recentes visam a incorporagdo de dadores de
NO em biopolimeros, mimetizando a producdo enddégena de NO [211]. Desta
forma, sistemas de distribuicdo concebidos com nanomateriais surgem como uma
promissora estratégia terapcutica. Estes novos sistemas sdo vantajosos devido a(s)
sua(s): a) reduzidas dimensdes; b) capacidade para atingir tecidos ou células
especificas, possuindo ainda a capacidade de atravessar varias barreiras
biologicas, tais como a BHE, atingindo assim tecidos inacessiveis aos
medicamentos classicos; ¢) capacidade de atingir elevadas concentracdes; d)

melhor biodisponibilidade e solubilidade; e) facilidade em ser administrada;
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f) redug¢do da dose necessaria para exercer um efeito terapéutico eficiente; e g)
baixa toxicidade local e menores efeitos secundarios (revisto em [212]).

A aplicacdo de nanomateriais em dadores de NO cléassicos pode ser uma
boa estratégia no sentido de melhorar a sua estabilidade e libertar niveis
terapéuticos de NO de foram controlada e sustentada. No entanto, hd uma falta de
conhecimento relativo a aplicagdo destas estratégias no SNC. Até ao momento,
nenhum nanossistema estd disponivel comercialmente e sdo necessarios mais
estudos no sentido de desenvolver farmacos eficazes na libertacdo de NO. Com a
adopcao destas estratégias, as limitagdes tradicionais dos dadores de NO classicos
podem ser resolvidas, permitindo assim o controlo dos niveis de NO em regides

especificas do cérebro adulto, na tentativa de reparar areas lesionadas.

6. Estratégias futuras

A maioria dos distarbios cerebrais tém caracteristicas comuns, tais como a
neurodegeneragdo e a neuroinflamacdo. A compreensdo dos mecanismos
subjacentes a evolugdo dessas patologias, os factores que conduzem ao seu inicio
e a biologia da lesdo neuronal ¢ de extrema importancia para o desenvolvimento
de terapias eficazes, permitindo assim actuar sobre os grupos de risco, a fim de
prevenir a sua ocorréncia. A neurogénese ¢ uma importante faculdade do cérebro
adulto, particularmente se considerado o seu potencial enquanto mecanismo de
reparagdo, sendo desta forma um alvo fundamental para neutralizar a perda de
neurénios associada a vérias patologias. Como discutido acima, duas estratégias
promissoras podem ser consideradas com o intuito de melhorar a neurogénese,
que incluem: a) o transplante de células estaminais e/ou precursoras neurais; ou b)
a estimulacdo da neurogénese endogena. No entanto, ambas as estratégias para
potenciar a eficiéncia da neurogénese tém sido associadas a uma resposta
inflamatoria por parte do cérebro.

O transplante de células estaminais ¢ uma abordagem complexa e invasiva
com varias desvantagens, levantando questdes quanto a sua aplicabilidade
terapéutica, tais como: a) a proliferacao descontrolada das células transplantadas,

que pode levar a formagao de tumores; b) o risco de rejeicao; e ¢) questdes éticas.
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No entanto, a potenciacdo da neurogénese enddgena parece ser uma abordagem
melhor, embora com algumas limitagdes/desvantagens, tais como: a) o baixo
rendimento na formagdo de novos neurénios; b) a baixa taxa de sobrevivéncia a
longo prazo dos neurdnios recém formados, e ¢) a pouca especificidade das
abordagens conhecidas para o aumento da neurogénese para as areas afectadas.
Em geral, a estimulagdo da neurogénese enddgena parece ter um potencial mais
elevado quando considerada a sua aplicagdo terapéutica, ¢ embora seja uma
estratégia menos eficiente, tem sido considerada mais segura quando comparada
com o transplante celular.

Desta forma, esclarecendo de que forma a resposta inflamatoria interfere
com a neurogénese € quais os factores envolvidos neste efeito, apds uma lesdo
cerebral, permitird a modulagdo de determinadas vias de sinalizacdo envolvidas na
regulacdo da formacao de novos neurdnios.

A modulagdo do sistema nitrérgico surge assim como uma estratégia de
enorme potencial no sentido de potenciar a neurogénese enddgena. Neste
contexto, o desenvolvimento de novos farmacos que possam modular a actividade
das vias de sinalizacdo reguladas pelo NO sdo um desafio crescente para a
industria farmacéutica. Actualmente, estdo a ser estudadas varias estratégias para
o tratamento das patologias do SNC, algumas delas voltadas precisamente para o
sistema nitrérgico. O desenvolvimento de NO-AINEs assume particular interesse,
uma vez que estes farmacos combinam o efeito anti-inflamatorio com a libertagao
de NO, reduzindo assim os efeitos deletérios da neuroinflamacdo na neurogénese
e, simultaneamente, o efeito pro-neurogénico do NO [164]. Além disso, os
inibidores da PDES também parecem ser uma boa estratégia para potenciar a
neurogénese, embora a falta de um efeito anti-inflamatorio pareca ser uma
desvantagem, se comparados aos NO-AINEs [213]. Embora pouco se saiba sobre
a aplicabilidade destas estratégias terapéuticas com vista a regeneragao neuronal,
as recentes evidéncias entretanto descritas na literatura sdo encorajadoras. Deste
modo, os inibidores da PDE5 e os NO-AINEs devem ser considerados como
estratégias terap€uticas vidveis para potenciar a neurogénese, como discutido

nesta revisao.
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Apesar de todas as evidéncias que mostram o importante papel do sistema
nitrérgico na regulacdo da neurogénese, sem divida que sdo necessarios mais
estudos. Na verdade, mais estudos sobre a regulacdo da migracdo, diferenciagdo,
integracdo funcional e sobrevivéncia dos neurdnios recém-formados deverdo ser
realizados, com o intuito de se compreender como estes diferentes estadios da
neurogénese sdo regulados em contexto inflamatério, dado o grande nimero de
agentes envolvidos além do NO. A modulacdo das vias reguladas pelo NO deve
assim ser considerada no campo da medicina regenerativa, ndo isoladamente, mas
em vez disso, como estratégia adjuvante na terapia de vdarias patologias agudas

e/ou cronicas que levam a perda neuronal.
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