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RESUMO

As lectinas sGo um grupo estruturalmente heterogéneo de proteinas, presentes em animais,
plantas e microorganismos. Algumas lectinas isoladas das sementes da Canavalia
brasiliensis (ConBr) e da Canavalia ensiformes (ConA) apresentam sua estrutura cristal e
alguns efeitos biologicos em células de mamiferos caracterizados. Este estudo investiga a
acao da administracéo central das lectinas ConBr e ConA no teste do nado forcado (TNF) e
o envolvimento da proteina ERK1/2 e CREB no hipocampo e cortex pré-frontal de
camundongos. A ConBr (1 — 50 pg/sitio, i.c.v.), mas ndo a ConA, produziu uma
diminuicéo no tempo de imobilidade no TNF (efeito observado de 15 min até 120 min apds
a injecado), sem alterar a atividade locomotora nas doses de 1 — 10 pg/sitio, sendo que na
dose de 50 pg/sitio, houve um aumento na locomocao no teste do campo aberto. O efeito
de ConBr no TNF foi dependente da integridade da estrutura terciéria/lquartenaria da
proteina e da sua capacidade de reconhecimento e ligacéo a residuos de aclucares. ConBr
(0,1 pg/sitio, i.c.v.) causou uma potencializacdo da acdo da fluoxetina. O efeito de ConBr
sobre o TNF (10 pg/sitio, i.c.v.) foi revertido pelo pré-tratamento dos camundongos com
pindolol (32 mg/Kg, um blogueador [3-adrenérgico com atividade antagonista 5-HT14/5-
HTig), NAN-190 (0,5 mg/Kg, um antagonista 5-HTja), cetanserina (5 mg/Kg, um
antagonista 5-HTazc), sulpirida (50 mg/Kg, um antagonista dopaminérgico D2) ou
ioimbina (1 mg/Kg, um antagonista a2-adrenérgico), mas ndo com SCH 23390 (0,05
mg/Kg, um antagonista dopaminérgico D1) ou prazosim (62,5 pug/Kg, antagonista al-
adrenérgico). A ConBr (10 pg/sitio, i.c.v.) promoveu um aumento na fosforilacdo de
CREB, mas néo de ERK1/2 no hipocampo de camundongos. A fluoxetina (1 nmol/sitio)
aumentou a fosforilagdo de CREB e ERK1/2 no hipocampo. Nenhuma alteracdo foi
observada ap0s o tratamento com ConBr (10 pg/sitio, i.c.v.) ou fluoxetina (1 nmol/sitio) na
fosforilagdo de CREB e ERK1/2 no cortex pré-frontal. Estes resultados indicam que o
efeito de ConBr em diminuir o tempo de imobilidade dos animais no TNF € dependente da
sua interacdo com 0s sistemas serotoninérgico (via 5-HT1a € 5-HT24), noradrenérgico (via
receptor a2-adrenérgico) e dopaminérgico (via receptores D,) e esta relacionado com a
fosforilagdo do fator de transcricdo CREB no hipocampo. Considerando a presenca de
lectinas endégenas no cérebro de humanos e baseado nestes resultados, sera importante
investigar um possivel papel destas lectinas enddgenas na modulagdo das funcbes do
sistema nervoso central.



11

ABSTRACT

Glycan binding proteins (lectins) are structurally heterogeneous group of reversible
carbohydrate-binding proteins, ubiquitous in animals, plants and microorganisms. The
crystal structure and some biological effects of lectins isolated from Canavalia brasiliensis
seeds (ConBr) and from Canavalia ensiformes seeds, Concanavalin A (ConA), on
mammalian cells, have been well characterized. This study investigates the action of the
central administration of ConBr and ConA lectins in the forced swimming test (FST) in
mice and the involvement in ERK1/2 and CREB phosphorylation in mice hippocampus
and pre-frontal cortex. ConBr (1 — 10 pg/site, i.c.v.), but not ConA, produced a decreased
in the immobility timein the FST (observed at the time points 15, 30, 60 and 120 min after
the injection), without changing the locomotor activity in the open-field test. The effect of
ConBr in the FST was dependent on its protein structure integrity and carbohydrate-
binding property. ConBr (0,1 pg/site, i.c.v.) caused a potentiation of the action of
fluoxetine, a selective 5-HT reuptake inhibitor, in the FST. The anti-immobility effect
elicited by ConBr (10 pg/site, i.c.v.) in the FST was prevented by the pretreatment of mice
with pindolol (32 mg/Kg, a5-HT1a/18 receptor/p-adrenoceptor antagonist), NAN-190 (0,54
mg/Kg, a 5-HTia receptor antagonist), ketanserin (5 mg/Kg, a 5-HToapc receptor
antagonist), sulpiride (50 mg/Kg, a D, receptor antagonist) or yohimbine (1 mg/Kg, an a»-
adrenoceptor antagonist), but not with SCH 23390 (0,05 mg/Kg, a D; receptor antagonist)
or prazosim (1 mg/Kg, an ai-adrenoceptor antagonist). ConBr (10 pg/site, i.c.v.) increased
CREB phosphorylation, but not ERK1/2 phosphorylation in mice hippocampus. Fluoxetine
(12 nmol/site) increased CREB and ERK 1/2 phosphorylation in mice hippocampus. ConBr
(10 pg/site, i.c.v.) or fluoxetine (1 nmol/site) treatment did not improve CREB and ERK 1/2
phosphorylation in mice pre-frontal cortex. These results indicate that the antidepressant-
like effect of ConBr in the FST is dependent on its interaction with the serotoninergic (via
5-HT1a and 5-HT,), noradrenergic (via a,-adrenoceptors) and dopaminergic (via D3
receptors) systems and is likely dependent on CREB phosphorylation in hippocampus.
Considering the presence of lectins in the brain and based on the results, it will be
important to determine a possible role of endogenous lectins in the modulation of central
nervous system function.
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1 INTRODUCAO

1.1 Lectinas

Toxinas animais e vegetais tém sido frequentemente utilizadas no estudo do sistema
nervoso central (SNC), pois sdo ferramentas extremamente Uteis na compreensdo dos
mecanismos moleculares envolvidos na fisiologia e patologia do SNC (Gutman e
Lazarovici, 1997; Lined et al., 1998).

Carboidratos, isoladamente ou associados a proteinas e lipidios, atuam como
intermedi&rios na comunicacdo celular em vé&ios sistemas bioldgicos, regulando
diferenciacdo, proliferacdo e interacbes entre céulas em condigbes fisiolégicas e
patol bgicas (Liu e Rabinovich, 2005).

As informagbes presentes na estrutura dos oligossacarideos, normamente
conjugados a proteinas ou lipidios na superficie das células, podem ser reconhecidas por
um grupo especializado de proteinas, as lectinas (Sanz-Aparicio et al., 1997; Liu e
Rabinovich, 2005). Portanto, as lectinas representam um grupo estruturalmente
heterogéneo de proteinas ligadoras de carboidratos ou glicoconjugados, sendo encontradas
em plantas, animais e microorganismos. Nas células animais as lectinas podem modular a
comunicagdo celular, regulando diversos eventos relacionados ao desenvolvimento,
diferenciacéo e proliferagdo celular, bem como inflamagéo e metéstase tumoral (Cavada et
al., 2001). Apesar de sua abundancia em muitas plantas, as lectinas vegetais ndo possuem
sua verdadeira funcdo fisiolégica claramente definida. Entre algumas fungdes propostas
para lectinas de plantas estéo incluidas: armazenamento ou transporte de carboidratos em
sementes, inibicdo do crescimento de fungos ou alimentagdo de insetos (Trigueiros et al.,

2003).
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Algumas das classes mais conhecidas de lectinas tém sido isoladas de plantas da
familia Leguminosae. Lectinas provenientes dessa familia representam um grupo de
proteinas similares estruturalmente, porém com diferentes especificidades a carboidratos.
Na subtribo Diocleinae observa-se pelo menos 13 géneros, incluindo Canavalia, Cratylia e
Dioclea, dos quais | ectinas tém sido isoladas e caracterizadas (Cavada et al., 2001).

A Concanavalina A (ConA), lectina proveniente das sementes de Canavalia
ensiformis (subtribo Diocleinae), tem sido muito estudada e caracterizada quanto a sua
estrutura e efeitos biol 6gicos sobre células de mamiferos. Entretanto, outras lectinas, com
similaridade estrutural em relacdo a ConA, tém sido isoladas das sementes de outras
espécies da subtribo Diocleinae. Entre estas se destacam: ConBr extraida da semente de
Canavalia brasiliensis (Moreira e Cavada, 1984); Dviol, extraida da semente de Dioclea
violacea (Moreira et al., 1996); CABO, extraida da semente de Canavalia bonariensis
(Cavada et al., 2001); CFL, extraida da semente de Cratylia floribunda (Oliveira et al.,
1991); DGuiL, extraida da semente de Dioclea guianensis (Vasconcelos et al., 1991).
Embora tenham similaridade estrutural e na afinidade por determinados agUcares, as
lectinas podem apresentar efeitos biol 6gicos diferenciados (Cavada et al., 2001).

Algumas lectinas pertencentes a subtribo Diocleinae sdo metaloproteinas que

+

necessitam dos fons Ca®* e Mn*" para exibir sua atividade completa, uma vez que
apresentam em sua estrutura sitios de ligacdo para estes ions divalentes. Cada subunidade
apresenta uma cavidade hidrofébica que parece estar envolvida com o transporte de fito-
hormoénios em plantas (Sanz-Aparicio et al., 1997). As lectinas Diocleinae apresentam

estruturas multiméricas compostas de monémeros de 25,5 kDa e sdo especificas no

reconhecimento dos carboidratos D-glicose e D-manose (Cavadaet al., 2001).
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No SNC a lectina ConA tém sido utilizada como ferramenta no isolamento de
glicoproteinas (Helmholz et al., 2003), no estudo de receptores glutamatérgicos,
especialmente AMPA e Cainato (Partin et al., 1993; Yue, et al., 1995; Everts et al., 1997,
Hoffman et al., 1998), na determinacdo do papel de neurexinas na liberagdo de
transmissores (Boehm e Huck, 1998) e da propria plasticidade no SNC (Lin e Levitan,
1991; Scherer e Udin, 1994). Apesar destas evidéncias ndo existe determinacdo dos
mecani Smos molecul ares pel os quai s estes eventos podem ser modul ados.

Os mamiferos apresentam uma grande variedade de proteinas cerebrais (enddgenas)
ligadoras de glicanos (lectinas) (Cebo et al., 2002). Entretanto, apenas um pequeno nUMero
tém sido isolado e caracterizado quanto aos possiveis papéis fisioldgicos (Cebo, et al.,
2002; Endo, 2005). Entre as lectinas isoladas do cérebro de mamiferos salientam-se as
Galectinas (lectinas ligadoras de galactose), lectinas ligadoras de manose e as Siglec
(superfamilia de lectinas imunoglobulinas ligadoras do acido sidico). As galectinas
desempenham um importante papel durante o desenvolvimento cerebral, incluindo o
crescimento de neuritos, diferenciacdo de astrécitos, aumentando a liberacdo de fator
neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) de astrocitos diferenciados. As lectinas ligadoras
de manose estdo envolvidas em processos de adesdo, migracdo neuronal e na
sinaptogénese, tendo sido isoladas principamente de cerebelo (Endo, 2005). Ja as Siglecs

estdo envolvidas naformacéo da bainha de mielina (Endo, 2005).

1.1.1 Lectina das sementes de Canavalia brasiliensis (ConBr)

A lectina extraida das sementes da Canavalia brasiliensis, ConBr, apresenta muitas
similaridades em relacéo a lectina da Canavalia ensiformes, ConA. Estas duas lectinas da

subtribo Diocleinae apresentam 99% de similaridade na sequiéncia de aminoacidos e a
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mesma especificidade por glicose/manose e seus derivados. Apenas dois aminoacidos séo
diferentes na estrutura de ConBr em relacdo a ConA, sendo que nenhum destes esta
proximo ao sitio de ligacdo a carboidratos em ambas lectinas (Fig. 1). Entretanto, as
lectinas Dioclainae podem apresentar diferencas em relagdo a afinidade de ligacéo aos
acucares, devido a substituicdes de aminoécidos fora do sitio de ligagdo aos carboidratos

(Sanz-Aparicio et al., 1997).

Figura 1. Estrutura cristalogréfica da lectina de ConBr. As posi¢fes dos residuos de
Gly 58 e Gly 70 em ConBr sdo substituidas por Asp e Alaem ConA. As esferas cinza e
pretas representam os sitios de ligacdes dos metais de transicd Mn*e Ca*,
respectivamente. (Adaptado de Sanz-Aparicio et al., 1997).

ConA e ConBr apresentam comportamento de oligomerizacéo diferentes, enquanto
ConA é um tetramero, ConBr exibe uma mistura de dimeros (31%) e tetrémeros (69%), em
pH 7,0. Nas formas dimérica e tetramérica, a ligacdo de lectinas sobre as células leva a
ligacdo cruzada dos receptores de membrana, a qual pode estar associada com uma

variedade de processos de transducdo de sinal (Cavadaet al., 2001).

1.2 Depressao

A depresséo é uma doenca severa e crénica que muitas vezes pode levar ao suicidio.

Ela se caracteriza como sendo um transtorno do humor com varios sintomas, 0s quais
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incluem alteragbes sométicas e cognitivas como humor deprimido; anedonia (perda de
interesse ou satisfacdo em quase todas as atividades); perda ou ganho de peso ou de apetite;
insbnia ou hipersonia; retardo ou agitacdo psicomotora; fadiga ou perda de energia;
sentimentos de desvalia ou culpa; diminuicdo da concentracdo e pensamentos recorrentes
de morte ou suicidio. Para o diagndstico de um episddio depressivo € necessaria a
constatacdo de no minimo cinco entre estes nove sintomas, sendo um deles
obrigatoriamente humor deprimido ou anedonia, presentes na maior parte do tempo, com
uma duracdo minima de duas semanas (American Psychiatric Association, 1994).

Os transtornos de humor estédo entre as formas mais prevaentes de doencas
psiquidtricas em todo o mundo. De acordo com a OMS (Organizacdo Mundial da Salde)
cerca de 15% da populagdo mundia € atingida pelo transtorno depressivo em pelo menos
um momento da vida, sendo que metade desses precisara de tratamento continuo. Afeta
duas vezes mais mulheres do que homens, com uma expectativa de que 10% a 30% das
mulheres e de 7% a 15% dos homens sofreréo de depresséo durante a vida (Nestler et al.,
2002; Malberg e Blendy, 2005).

A depressdo maior ndo tem uma causa identificavel na maioria dos casos.
Entretanto, existem fatores de risco que podem desencadear um episodio depressivo em
determinadas pessoas. Cerca de 40% a 50% dos casos de depressdo apresenta um
componente genético (Fava e Kendler, 2000). Os genes relacionados a este processo ndo
sd0 conhecidos, talvez porque a depressdo € um fendmeno complexo com muitos genes
envolvidos. Um estudo recente tem apontado canais de K* do tipo TREK-1 (que podem ser
regulados por serotonina), como um dos possiveis alvos moleculares envolvidos no

processo depressivo (Heurteaux et al., 2004).
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A vulnerabilidade a depressdo inclui também fatores ndo genéticos, como estresse e
trauma emocional (Akiskal, 2000). Além disso, diversas condi¢des patologicas como
distarbios enddcrinos, doenca de Parkinson, cancer, asma e diabetes podem gerar um
quadro depressivo. A depressdo ndo deve ser vista como uma unica doenga, mas uma
sindrome que compreende numerosas doencas de distintas causas e patofisiologias
(Nestler, et al., 2002).

A depressdo resulta da disfuncdo de varios sistemas de neurotransmissores ou
sistemas metabdlicos. Os primeiros farmacos com efeitos comprovadamente benéficos
sobre o humor agiam primariamente sobre 0 sistema monoaminérgico, como inibidores da
enzima monoamina oxidase (MAO), ou inibidores da recaptagdo de monoaminas
(Nemeroff e Owens, 2002). Esta constatacdo sugeriu que 0s antidepressivos atuassem por
aumento da transmissdo serotoninérgica e noradrenérgica, compensando um possivel
estado de deficiéncia de neurotransmissores. Assim surgiu a Hipotese Monoaminérgica da
Depressdo, que postula que a depressdo resulta de uma deficiéncia de serotonina ou
noradrenalina, ou ainda de receptores deficientes (Mann et al., 1996; Wong e Licinio,
2001). Esta hipotese € evidenciada por diversos fatores como o aumento na concentracéo
de serotonina ou noradrenalina na fenda sindptica durante o tratamento com
antidepressivos, devido ao bloqueio da recaptacéo destes neurotransmissores (Baldessarini,
1996); baixos niveis plasmaticos de serotonina observados em pacientes com depressao
maior (Nestler et al., 2002); reduzido nivel do acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA), um
metabdlito da serotonina, encontrado no liquor de pacientes com depressdo (Ricci e
Wellmen, 1990). No entanto esta hipotese é bastante simplista e falha ao ndo explicar a
acao de alguns antidepressivos que ndo agem sobre o sistema monoaminérgico além da

discrepancia temporal entre 0 aumento na concentragdo de monoaminas 1ogo apos o inicio
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do tratamento com farmacos antidepressivos e os efeitos clinicos dos mesmos, que sao bem
mais tardios (Baldessarini, 1996).

Atualmente outras hipdteses tém sido postuladas tais como a hipotese Neurotrofica
da Depressdo, a qual sugere que uma deficiéncia nas neurotrofinas cerebrais pode
contribuir para uma ateracdo hipocampa e desenvolvimento da depressdo. Um dos mais
abundantes fatores neurotréficos do cérebro adulto, o fator neurotrofico derivado do
cérebro (BDNF), apresenta niveis diminuidos no hipocampo e giro denteado apds um
periodo de estresse cronico ou agudo (Smith et al., 1995). O tratamento crénico com
antidepressivos aumenta a expressdo de BDNF nestas regides (Chen et al., 2001). A
inducdo de BDNF mediada pelo tratamento com antidepressivos € parcialmente mediada
viao fator de transcricdo CREB (Figura 2).

O mecanismo celular preciso das alteragOes estruturais em transtornos depressivos
ndo esta completamente compreendido, porém a caracterizacdo de cascatas de transducdo
de sinais que controlam a atrofia neuronal, morte celular programada e a neuroplasticidade
tem contribuido para a compreensdo deste processo ao nivel molecular (Bailey et al.,
2004).

AlteracOes morfol 6gicas tém sido apontadas em regides especificas do SNC durante
a depressdo. Estudos de imagem de pacientes com depressao tém demonstrado alteractes
no fluxo sanguineo de algumas regides do cérebro como os cortices pré-frontal e cingulado,
hipocampo, estriado, amigdala e tdamo (Drevets, 2001; Liotti e Mayberg, 2001). Os
transtornos de humor tém sido associados com redugdes regionais no volume do SNC e no
numero e tamanho das células gliais e neurénios em algumas areas do cérebro (Manji et al.,

2001). Outros estudos post-mortem demonstram uma reducéo no tamanho do hipocampo
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em individuos deprimidos, quando comparado ao hipocampo de individuos normais

(Sheline et al., 2003).

Monoamines

©)
£

Glucocorticoids

Normal state Depressed state Treated state

Figura 2. Mecanismo neurotréfico da depressdo. A figura da esquerda esta
demonstrando um neurénio piramidal do hipocampo normal e suainervagéo por neurénios
glutamatérgicos, monoaminérgicos, aém de sua regulacio pelo BDNF. Os
neurotransmissores € BDNF podem ativar o fator de transcricdo CREB, que estimula a
transcricdo de diversos genes incluindo o de BDNF. Isso reforca os contatos sinapticos,
favorecendo a manutencdo de espinhas dendriticas. O estresse ou aumento na liberacdo de
glicocorticoides interfere na ativacdo de CREB, levando a reducdo nos niveis de BDNF,
diminuicdo da arborizacdo dendritica e contatos sinapticos (figura do meio). O tratamento
com antidepressivos, ativa os sistemas de neurotransmisséo, ativa CREB, reforcando a
producdo de BDNF e recuperando os contatos sinapticos e a arborizacdo dendritica (figura
dadireita) (Nestler et al., 2002).

A funcdo de algumas regides do cérebro em condicdes normais indica a possivel
contribuicdo de cada uma delas nos diversos aspectos comportamentais e emocionais da

depressdo. O neocortex e o hipocampo podem mediar aspectos cognitivos relacionados a
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depressdo, como déficit de memdria e pensamentos suicidas. O estriado e a amigdala séo
importantes na memaria emocional e poderiam estar envolvidos na anedonia, ansiedade e
diminuicdo da motivacdo. Adicionalmente, tem sido especulado um papel do hipotdamo
em relacdo aos sintomas neurovegetativos que incluem insdnia ou hipersonia, alteragdes do

apetite e diminuicdo do interesse sexual (Nestler et al., 2002).

1.2.1 Modelos Animais Preditivos de Drogas com Acédo Antidepressiva

Os modelos animais sdo ferramentas necessarias na identificagdo de novas drogas
que possam atuar como antidepressivos. Existem diversos modelos comumente usados,
mas o Teste do Nado Forcado (TNF), em particular, € muito Util pela facilidade de uso e
por ser sensivel ao tratamento agudo com antidepressivos. O TNF foi desenvolvido por
Porsolt et al. (1977). Este modelo baseia-se no fato de que os animais submetidos ao
estresse lutam inicialmente com movimentos orientados para a fuga, seguidos de periodos
de postura imével quando colocados em um cilindro de agua (Petit-Demouliere et al.,
2005). Os antidepressivos atuam através da diminuicdo do tempo de imobilidade dos

animais neste modelo (Porsolt et al., 1977).

1.2.2 Tratamentos

Em meados do século XX ocorreu uma grande inovacdo na pesquisa sobre o
tratamento farmacoldgico para a depressdo, quando foi verificado que a iproniazida,
medicamento desenvolvido para o tratamento da tuberculose, elevava 0 humor em
pacientes com tuberculose. Um ano depois, verificou-se que a iproniazida era capaz de

inibir a enzima monoamino oxidase (MAQO) (Delay et al., 1952). Alguns anos mais tarde,
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acidentalmente, foi verificada a acdo antidepressiva da imipramina, um antidepressivo
triciclico (Kuhn, 1958).

Atualmente, apesar da limitada compreensdo dos mecanismos envolvidos na
depressdo, o tratamento desta patologia tem sido aperfeicoado e mostra uma relativa
eficiéncia. Tanto a terapia eetroconvulsiva (ECT) quanto certas psicoterapias e
medicamentos antidepressivos tém demonstrado alguma eficacia no tratamento da
depresséo (Nemeroff e Owens, 2002). Os antidepressivos também tem sido Gteis na
correcdo de outros disturbios como, anorexia, bulimia, ansiedade, catalepsia, narcolepsia,
déficit de atencdo, hiperatividade, distirbio obsessivo compulsivo, distirbio do panico,
distirbio do estresse pés-traumatico, enurese, enxaqueca, tabagismo, nauseas (na
quimioterapia) e dor cronica (Matos e Sousa, 1999).

Recentemente, as pesquisas sobre 0 mecanismo de acdo dos antidepressivos tém
identificado a modulacdo de proteinas de sinalizacdo intracelular e de genes que podem
contribuir na resposta ao tratamento (Duman et a., 2000; Wong e Licinio, 2001).

Os antidepressivos podem agir por mecanismos distintos. Alguns atuam inibindo a
acéo da MAO, outros sobre os sistemas de recaptacdo das monoaminas (noradrenalina,
serotonina e dopamina). Podem ainda ser inibidores seletivos da recaptacéo de serotonina.
Ouitras drogas dotadas de acéo antidepressiva atuam como agonistas de receptores 5-HT 14,
ou ainda como antagonistas de receptores 5-HT, e da substéncia P (Maubach, 1999). Os
receptores N-metil D-aspartato (NMDA) e avia da L-arginina-0xido nitrico (NO) também
estdo implicados na patofisiologia da depressdo. Antagonistas de receptores NMDA, como
o MK-801, e compostos que reduzem a transmissdo glutamatérgica apresentam
propriedades antidepressivas (Skolnick et al., 1999; Petrie et a., 2000). Além disso, tem

sido sugerido que o Oxido nitrico esta envolvido na regulacdo de varios processos



22

comportamentais e cognitivos, incluindo aprendizado, agressdo, ansiedade e depressdo
(Harkin et al., 2003). Inibidores da enzima Oxido nitrico sintase (NOS) apresentam efeito
antidepressivo no teste do nado forcado (TNF) (da Silva et al., 2000; Harkin et al., 2003,

Volkeet al., 2003).

1.3 Sinalizagéo Celular

A sinadlizagdo celular é um evento onde um ligante externo (por exemplo, um
neurotransmissor) € capaz de produzir uma resposta especifica da célula As células
respondem a sinais extracelulares através de mecanismos como, transducdo de sinais
iniciados pela interacdo de ligantes extracelulares (horménios, citocinas,
neurotransmissores, fatores de crescimento e outras moléculas de sinaizacdo) com
receptores especificos ancorados principalmente na membrana plasmética, ou também no
citoplasma ou nucleo. Os sinais sao transduzidos da superficie celular para o interior da
célula através da interacdo proteina-proteina ou pela geracéo de segundos mensageiros
como o calcio, diacilglicerol, inositol 1,4,5-trifosfato, AMPc e GMPc, que levam a
ativacdo de proteinas cinases especificas. O resultado fina da ativacdo de uma via de
sindizacdo € a fosforilagdo de proteinas avo especificas que ateram sua funcdo
modulando a funcéo celular (Hunter, 2000; Greengard, 2001; Thomas e Huganir, 2004).

A fosforilagdo de proteinas € um mecanismo fundamental naregulacéo das diversas
funcOes celulares em resposta aos sinais extracelulares via receptores (Greengard, 2001;
Lea et al., 2002). Um sistema de fosforilagdo consiste de uma proteina cinase, uma
proteina fosfatase e uma proteina aceptora de fosfato (proteina substrato). A proteina
substrato é convertida da forma defosforilada para a forma fosforilada pela proteina cinase,

e o retorno para aforma defosforilada é realizado pela proteina fosfatase.
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1.3.1 Proteinas Cinases Ativadas por Mitogeno (MAPKS)

Proteinas cinases ativadas por mitogenos (MAPKS) representam uma familia de
serina-treonina cinases que medeiam a transducdo de sina intracelular em resposta a
diversos estimulos. As MAPKs regulam diversas atividades, incluindo respostas de
estresse, adteracdo morfologica, diferenciagdo e proliferacdo celular, apoptose,
transformacéo celular e regulacdo da plasticidade sinaptica (Chang e Karin, 2001; Chen et
al., 2001; Thomas e Huganir, 2004; Schenk et al., 2005).

A ativacdo das MAPKSs é dependente de outras cinases colocadas anteriormente a
elas na via de sinaizagdo, sendo chamadas cinases das MAPKs (MAPKK) (Hagemann e
Blank, 2001). Desta forma, a fosforilacéo reversivel das MAPKs sobre um residuo de
treonina e um residuo de tirosina, conduz a sua ativacdo (Chang e Karin, 2001; Chen et al.,
2001). A cascata de sinalizacéo das MAPK s esta representada na figura 3.
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Figura 3. Cascata de sinalizagdo das MAPKs.
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Trés MAPKSs principais tém sido caracterizadas. proteina cinase regulada por sina
extracelular 1/2 (ERK 1/2), c-Jun amino-terminal kinase (JNK) e p38MA7¢. INK e p38MA™
s80 ativadas por diversos estimulos ambientais de estresse e citocinas (Mielk e Herdegen,
2000; Nebreda e Porras, 2000), enquanto ERK 1/2 estdo geralmente envolvidas na resposta
a fatores de crescimento (ex. PDGF, EGF, BDNF), mediando proliferacdo e diferenciacdo
celular entre outras respostas (Wang e Bonner, 2000). As ERKs também participam da
formacdo de memoria hipocampal e da plasticidade sinaptica (Swestt, 2004; Thomas e
Huganir, 2004). A JNK apresenta funcbes fisiologicas relevantes para o cérebro em
desenvolvimento, tais como neurodegeneracdo e ativacdo microglial (Kuan et al., 1999;
Bonny et al., 2005). As MAPKSs possuem diversos alvos, como fatores de transcricéo,
entre estes destacam-se ELK, CREB, c-Jun, c-Fos (Chen et al., 2001).

A ativacdo da ERK pode ocorrer por vias distintas. Quando um ligante se une ao
receptor tirosina cinase, varios modul os de sinalizacdo sdo ativados, incluindo a cascata das
proteinas cinases, onde Ras, Raf, MEK e ERK sdo ativadas consecutivamente (Thomas e
Huganir, 2004). Ap0s a ativacao de receptores acoplados a proteina G, ou em resposta a
despolarizacdo ou a estimulacdo de receptores glutamatérgicos ocorre um aumento da
concentragdo intracelular de calcio [Ca®™]i que pode também induzir ativacéo de ERK1/2
(Dolmetsch et al., 2001), possivelmente através de proteinas cinases Ca®*/calmodulina
dependentes. A resultante deste processo € a estimulacdo de genes que sdo essenciais a
sobrevivéncia e plasticidade neuronal (Dolmetsch et al., 2001).

Grande parte dos receptores, canais iOnicos, proteinas de matriz extracelular e
transportadores de neurotransmissores, sdo de natureza glicoprotéica e podem de forma
direta ou indireta modular uma diversidade de cascatas de sinalizagdo, incluindo as vias

dependentes de MAPKSs. Os residuos de aclucar presentes sdo alvos potenciais de lectinas
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(Partin et al., 1993; Yue, et al., 1995; Everts et al., 1997; Hoffman et al., 1998). Algumas
evidéncias da acéo das lectinas, especialmente ConA, sobre a via de MAPKS, tém sido
demonstradas, tais como: estimulo de tirosina cinases e de ERK 1/2 em neutrofilos (Ohta et
al., 1992); estimulo de JNK-1, através da modulacdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) em timacitos (Pani et al., 2000); ativacéo de INK na apoptose de células leucémicas
humanas (U937) (Park et al., 2000); producdo de ROS em neutrofilos (Liang et al., 1990),
que também pode modular as via de MAPKSs, especiamente INK e p38¥A™ . Apesar disso,
existem poucos trabalhos na literatura que caracterizem a modulagéo das vias de MAPKs
por lectinas. Recentemente, nosso grupo mostrou alguns efeitos de ConBr sobre a
modulacdo de MAPK em sinaptossomas e em células de glioma da linhagem C6 que
sugerem a possibilidade de sua aplicacdo como ferramenta de estudo e/ou deteccéo de
novos alvos capazes de modular as vias dependentes de MAPK s (Pereira, 2005).

Varios estudos tém demonstrado uma relacdo na modulacdo de ERK1/2 com
diversas drogas que apresentam efeito antidepressivo. A memantina, uma droga que,
quando injetada em ratos e camundongos, apresenta acao antidepressiva no modelo do teste
do nado forcado (TNF) (Rogoz et al., 2002; Almeida et al., 2006), pode envolver a
modulacdo da via de ERK1/2 (Almeida et al., 2006). O litio e o valproato, dois
estabilizadores de humor, levam a um aumento da fosforilagdo de ERK 1/2 no hipocampo e
cortex frontal de ratos tratados cronicamente com doses terapéuticas destes compostos
(Einat et al., 2003). O valproato parece também aumentar os niveis de fosfo-ERK (p-ERK)
em culturas de células (Yuan et al, 2001). A exposi¢éo neonatal de ratos a clomipramina,
um modelo animal de depresséo, levou a uma diminuicdo nos nivels de p-ERK1/2 no
hipocampo e cortex pré-frontal de ratos adultos (Feng et al., 2003). Outros trabalhos tém

demonstrado uma diminuicéo na fosforilagdo de ERK1/2 no hipocampo de ratos apos o
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tratamento crénico com fluoxetina, enquanto que a imipramina, um antidepressivo
triciclico, ndo alterou os niveis de pERK1/2 no hipocampo e promoveu um aumento de
PERK no cortex pré-frontal (Fumagalli et al., 2005). Estudos post-mortem de pacientes
com depressdo e individuos suicidas demonstram uma diminuicéo nos niveis totais de ERK
e aumentados niveis de CREB em pacientes que estavam fazendo uso de algum
antidepressivo (Dwivedi et al., 2001; D"Sa e Duman, 2002).

A acdo de muitos antidepressivos estd relacionada com receptores do tipo
serotoninérgico, ou por aumentar a concentragcdo de 5-HT na fenda ou por diminuir sua
recaptacdo. A unido de ligantes especificos as subunidades 5-HT,4 € 5-HT7a do receptor
serotoninérgico, acopladas a proteina Gq e Gs respectivamente, leva a um aumento na
fosforilagdo de ERK1/2 dependente de Ca?*, em um modelo de cultura de células PC12
(Johnson-Farley et al., 2005).

Varios antidepressivos que aumentam as concentracdes sinapticas de 5-HT ou NA,
parecem estimular a cascata de MAPK/ERK devido a ativacdo de um receptor acoplado a
proteina G. A ativacdo de fatores de transcricdo pela ERK, como CREB, pode levar ao
aumento na expresséo de BDNF, promovendo aumento da neurogénese, plasticidade

singptica e alteragdes comportamentai s em model os de depresséo (Coyle e Duman, 2003).

1.3.2 Proteina de Ligacao ao Elemento Responsivo ao AMPc (CREB)

CREB € um fator de transcricao, localizado no nucleo das células, sendo abundante
no sistema nervoso. A modulacdo da atividade dos fatores de transcri¢éo € crucia para que
os estimulos sobre os receptores de membrana da célula causem ateracbes na expressao
génica, regulando a expressdo de proteinas e com isso sgam capazes de produzir as

alteracOes neurais, essenciais nos processos de modul acdo sindptica (Carlezon et al., 2005).
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A transcricao génica mediada pelo CREB ocorre pela sualigacdo ao CRE (elemento
de resposta ao AMPc), na forma de dimero (Yamoto et al., 1988). Esta ligacao ocorre sob
condic¢des basais, em um estado inativo. No processo de transducéo de sinal intracelular os
dimeros de CREB s&o fosforilados, por diversas proteinas cinases, e iniciam o0 processo de
transcricdo (Mayr e Montminy, 2001). CREB é ativado quando a fosforilacdo ocorre em
um residuo especifico de serina, a serina 133 (Ser-133), promovendo a associacdo do
CREB a CBP (proteina de ligagdo ao CREB) (Chriviaet al., 1993).

Vérias vias de sinalizacdio envolvendo adenilato ciclase (AC) e AMPc, Ca®* e
MAPKs culminam com a ativacdo de CREB. A ativacdo de receptores noradrenérgicos e
serotoninérgicos por antidepressivos pode aumentar os niveis intracelulares de AMPc. O
AMPc leva a ativagéo da PKA devido a dissociacdo das subunidades cataliticas, que uma
vez dissociadas entram no nucleo e fosforilam Ser-133 sobre CREB (Carlezon et al.,
2005). A fosforilagio de CREB pode ocorrer também via Ca®*-calmodulina cinase
(CaMK)-II e -IV (Braun e Shulman, 1995). A fosforilacdo via CaMKs ocorre em alguns
subtipos de receptores, como a-1 noradrenérgico e 5-HT3 serotoninérgico, que sdo
receptoes aclopados ao fosfatidil inositol e canais ionicos seletivos a Na' e K,
respectivamente. Através do influxo de Ca?* ocorre a ativacdo de CaMK (Sheng et al.,
1990). Além disso, outras vias como Ras-Raf-MEK-ERK podem fosforilar Ser-133 de
CREB, viaRSK 2 (Xing et al., 1996) (Fig. 4).

Tem sido demonstrado que o tratamento com antidepressivos (inibidores seletivos
da recaptacdo de serotonina ou os triciclicos) produz efeitos neurotroficos/protetores contra
varios insultos e pode modular diversos fatores envolvidos na sobrevivéncia e crescimento
celular, tais como; fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), proteinas citoprotetoras,

como a proteina antiapoptoética Bel-2 (Manji et a., 2000; D’ Sae Duman, 2002).
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Figura 4. Algumas vias de transducdo do sinal intracelular envolvidas na regulacdo
do CREB. Alguns neurotransmissores e neurotrofinas agem em receptores |localizados na
membrana celular para desencadear a cascata de sinalizacdo celular que culminam na
fosforilagdo de CREB. A fosforilagdo de CREB no residuo 133 de serina ativa a transcricéo
génica mediada pelo CREB. As vias demonstradas na figura apontam para as diversas
interacbes que ocorrem entre as cascatas de sinalizacdo, demonstradas pelas linhas
pontilhadas. As proteinas produtos de numerosos alvos de CREB sdo demonstradas em
verde. As setas pretas indicam ativacdo e as cinzas inibicéo (Carlezon et al., 2005).
Dependendo da regido, aumento ou diminuicdo dos niveis de CREB pode
apresentar diferentes efeitos. No hipocampo, um aumento na atividade de CREB parece
estar relacionado com atividade antidepressiva (Chen et al., 2001; Tiraboschi et al., 2004).
No nucleo accumbens, a atividade aumentada de CREB esta envolvida com sintomas
depressivos (Pandey et al., 2003). A super-expresséo de CREB no giro denteado de ratos
diminui o tempo de imobilidade destes animais no teste do nado forcado (TNF),

comportamento semelhante ao observado em animais tratados com antidepressivos. Na

regidao CA1 do hipocampo ou no cortex pré-frontal o tempo de imobilidade dos animais no
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TNF n&o é dterado (Chen et al., 2001). No nucleo accumbens e na amigdala, a super-
expresséo de CREB produz efeitos semelhantes a depresséo no TNF (Pliakas et al., 2001,
Wallace et al., 2004).

O tratamento com diversos antidepressivos, como inibidores da recaptacdo de
serotonina e de noradrenalina, aumentam a atividade de CREB no hipocampo (Thome, et
al., 2000). A fluoxetina, inibidor da recaptacéo de serotonina, parece aumentar a atividade
de CREB no cortex pré-frontal e hipocampo de ratos, via CaMK IV e MEK/ERK
(Tiraboschi et al., 2004). Niveis aumentados de pCREB no hipocampo e cortex frontal de
ratos foi observado apds o tratamento crénico com doses terapéuticas de litio e valproato,
dois estabilizadores de humor utilizados frequentemente na clinica (Einat et al., 2003).
Um recente estudo demonstrou que a expresséo de CREB néo foi aterada no hipocampo
de ratos que receberam tratamento crénico com fluoxetina, mas no cortex pré-fronta
ocorre um aumento de pCREB (Lainfenfeld et al., 2005). As variagdes nos niveis de
pPCREB apds o tratamento com antidepressivos mencionados parecem ser dependentes do
tipo de célula e da regido do cérebro examinada, bem como o tempo para a coleta da

amostra apos o tratamento com antidepressivos (Blendy, 2006).
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2 JUSTIFICATIVA

Tendo em vista a quantidade de efeitos biol 6gicos das lectinas vegetais em diversos
model os e sua propriedade de ligac&o a residuos de carboidratos, parece promissor avaliar
sua agdo como uma possivel ferramenta no estudo da neurotransmisséo envolvida com a
depressdo, buscando compreender os mecanismos moleculares envolvidos, incluindo as
vias de sinalizagdo implicadas nos efeitos comportamentai s observados.

Devido a sua natureza glicoprotéica, varias proteinas de sinalizagdo celular sdo
alvos potenciais de ligagOes de lectinas. Dentre as vias de sindlizagdo mais estudadas, a
cascata das MAPK's merece especia atencdo, uma vez gque essas proteinas estdo envolvidas
em inUmeras atividades celulares, incluindo proliferacdo, diferenciagdo e respostas ao
estresse.

Adicionamente, considerando a existéncia de lectinas enddgenas no cérebro de
mamiferos, é pertinente o estudo da acdo de lectinas de origem vegetal, sobre os sistemas
neurais e de comunicagdo intracelular envolvidos em determinados comportamentos

animais, como os rel acionados a depressao.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar a agdo antidepressiva da lectina ConBr em um modelo animal preditivo
de atividade antidepressiva e seu efeito sobre a fosforilac8o da proteina MAPK/ERK1/2 e

do fator de transcricéo CREB.

3.2 Objetivos Especificos

» Veificar o eventua efeito antidepressivo da lectina ConBr no teste de nado forcado
(TNF) eavaliar seu efeito sobre a atividade locomotora em camundongos,

» Comparar o efeito antidepressivo de ConBr com outras lectinas da mesma familia com
estrutura quimica similar;

* Investigar a participacdo dos sistemas serotoninérgico, noradrenérgico e dopaminérgico
sobre os efeitos antidepressivos da lectina ConBr no TNF

o Caracterizar a modulacdo da proteina MAPK/ERK1/2 e do fator de transcricdo CREB
em resposta a ConBr;

» Veificar adistribuicéo intracerebral de ConBr, apos a suainjecdo viai.c.v.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos da linhagem Swiss com idade aproximada
de 50 dias, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina. Os
animais foram mantidos a 22-27°C com agua e comida ad libidum, em ciclo claro/escuro
12:12 hs (iluminagédo das 7:00 as 19:00h), sendo manipulados e mortos de acordo com o
codigo de ética de utilizagcdo de animais para pesquisa, conforme protocolos aprovados

pelo CEUA (297/CEUA; Processo No. 23080.012517/2004-36).

4.2 Drogas e Reagentes

Acrilamida, bis-acrilamida, acido borico, B-mercaptoetanol, comassie blue R-250,
kit de ECL, glicina, membrana de nitrocelulose, padréo de peso molecular, persulfato de
amonia, ponceau, SDS, TEMED, Tris, Tween-20 e anticorpos secundarios (anti-mouse e
anti-rabbit) conjugados & peroxidase, foram obtidos da Amersham Pharmacia Biotech®.
Alcool metilico, &cido acético, EDTA e sacarose foram obtidos da Nuclear®. Glicerol,
Hidrato de Cloral e Paraformoldeido foram obtidos da Vetec®. Anticorpos anti-fosfo
CREB (rabbit) e anti-CREB (rabbit) foram obtidos da Cell Signaling®. Hidréxido de sadio
foi adquirido da Merck®. Reagente de Folin, abumina de soro bovina (BSA), anticorpos
anti-fosfo ERK (mouse) e anti-ERK (rabbit), Fluoxetina, loimbina, Prazosim, SCH 23390,
Cetanserina, Pindolol, NAN-190, Sulpirida foram obtidos da Sigma®. Solucdes fixadora e
reveladora para filmes de raio-x (GBx) e filmes radiograficos (ECL) sensiveis a

quimiluminescéncia eram da KODAK®.
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4.3 Purificagao das Lectinas e Produg&o da ConBr Marcada com FITC e

ConBr Conjugada a Manose

A lectina ConBr (Moreira e Cavada, 1984) e a lectina ConA (Summer e Howell,
1936) foram isoladas por cromatografia de afinidade.

Para produzir a lectina ConBr conjugada a FITC, a lectina foi dissolvida
separadamente em uma solucdo 0,1 M de a-metil-D-manose e entdo misturada com 2 ml
de uma solucéo de conjugacédo (1,5 ml de tampéo carbonato/bicarbonato de sddio 0,2 M,
pH 9,3 com 0,5 ml de etileno glicol). Apés agitacdo (vortex), 500 ul da solucéo de
isotiocianato de fluoreceina (FITC) (0,05 mg dissolvido em etileno glicol) foi adicionada e
o material foi submetido a agitagdo constante por 5 hs a 4°C no escuro. Depois da
incubacdo o complexo lectina — FITC foi separado da FITC ndo conjugada por
cromatografia de exclusdo molecular com o0 uso de uma coluna P10 previamente
equilibrada com égua Milli-Q, saturada com 5 % de n-butanol mantida em fluxo constante.
Logo apods a cromatografia, 450 pl de solucéo de equilibrio foi adicionada a fracéo lectina—
FITC e liberada da coluna. O complexo foi eluido com 3,5 ml de n-butanol, enquanto que a
FITC ndo conjugadafoi eluidacom 10 ml.

Para produzir a lectina conjugada a seu agucar especifico (ConBr — Man), pesou-se
a lectina de sementes de Canavalia brasiliensisem um tubo de ensaio e diluiu-se em
tampédo PBS-0,1M com NaCl 0,15M na propor¢do de 1:10 (p/v). Em seguida adicionou-se
0 acUcar especifico (alfa-metil manosideo) na concentracdo de 0,1M. Agitou-se a solugdo
por 1 hora a 37°C, favorecendo dessa forma a conjugacdo. Apds esse tempo a solucéo foi
dialisada contra agua destilada para a remocao do agucar livre e depois liofilizada a fim de
se obter o pd da lectina conjugada com o aglcar especifico para ser utilizada nos ensaios

biol 6gicos.
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4.4 Tratamento

Os animais foram anestesiados com éter etilico e entdo tratados com a lectina
ConBr (0,5 — 50 pg/sitio, 5ul) ou com a fluoxetina (0,1 nmol/sitio e 1 nmol/sitio), ambas
diluidas em tamp&o HEPES-salina sem glicose, a méo livre viai.c.v. com uma agulha de
26G conectada a uma microseringa Hamilton no ventriculo lateral direito ou esquerdo (ndo
foram observadas diferencas entre os dois) (Figura 5). Apos 8 minutos do tratamento os
animais foram avaliados no campo aberto e em seguida, no teste do nado forcado (TNF). O
grupo controle foi tratado com tampéo HEPES salina sem glicose (124mM de NaCl, 4mM
de KCL, 1,2mM deMgSQO,, 25mM de HEPES, 1mM de CaCl,, pH 7,4). Ao término dos
experimentos, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e os cérebros foram
removidos para verificacdo do sitio de injegdo. Os animais em que 0 sitio de injecdo ndo

foi claramente visivel, ou ndo atingiu corretamente o ventricul o lateral, foram descartados.

Coordenadas: + 0,74 mm anterior

+ 4,54 mm laterd

Figura 5. Corte histologico coronal do cérebro de camundongo demonstrando o local
dainjecdoviai.c.v. noventriculo lateral (seta).

Para avaliar a agdo da lectina ConBr sobre receptores especificos, os animais foram
pré-tratados com antagonistas de receptores monoaminérgicos via intraperitonea (i.p.).
Apbés 30 min receberam a lectina via i.c.v. (conforme especificado acima) e foram

submetidos ao TNF (ver esquema geral dos tratamentos na Figura 6).



35

30’ 15’ 6’
I 1 11 1
| | | |
; ; U oTNE !
Drogas Lectina
i.p. i.C.V.

Figura 6. Esquema da administracdo da lectina e das drogas.

4.5 Testes Comportamentais

4.5.1 Teste do Nado Forgado

O TNF foi desenvolvido por Porsolt et al. (1977) para auxiliar a pesquisa com
drogas antidepressivas. O objetivo era criar um modelo animal que reproduzisse
comportamento semel hante a depresséo e que fosse sensivel a drogas clinicamente efetivas
utilizadas no tratamento desta doenca. O modelo se baseou na observacdo de que ratos e
camundongos quando forcados ao hado numa situacdo da qual eles ndo poderiam escapar,
apos um periodo de agitacdo, adotam uma postura de imobilidade. Um camundongo é
considerado imovel quando ele flutua ou faz movimentos necessarios apenas para manter a
sua cabega acima da agua.

O teste foi redlizado durante um periodo de 6 minutos em um cilindro pléastico
(altura 24 cm, didmetro 10 cm) contendo 19 cm de agua a 25°C. O tempo de imobilidade
foi cronometrado, conforme descrito anteriormente (Eckeli et al., 2000; Zomkowski et al.,
2004). Os antidepressivos reduzem o tempo de imobilidade neste teste (Porsolt et al.,

1977).
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4.5.2 Atividade Locomotora no Campo Aberto

A fim de excluir a possibilidade de que uma reducéo da imobilidade no teste do
nado forcado (TNF) sgja devida apenas a um aumento na atividade locomotora, 0s
camundongos foram submetidos a uma sesséo no teste do campo aberto, como descrito por
Rodrigues et a. (1996). O teste foi realizado em uma caixa de madeira medindo 40 x 60 x
50 cm altura, no qual o chéo é dividido em 12 quadrados iguais. O nimero de quadrados

cruzados com as quatro patas (cruzamentos) foi registrado em uma sessao de 6 minutos.

4.6 Analise do Mecanismo de Acao Através de Estudos Farmacoldgicos

in vivo

De acordo com os resultados obtidos com a lectina ConBr foi analisado o
mecanismo de acdo utilizando ferramentas farmacolOgicas (agonistas e antagonistas

especificos).

4.6.1 Influéncia do Sistema Serotoninérgico

Para investigar o envolvimento do sistema serotoninérgico na agéo antidepressiva
da lectina ConBr, os camundongos foram tratados com a fluoxetina, um inibidor seletivo
da recaptacdo de serotonina. Foi injetada, viai.c.v., uma unicainjecdo com doses subativas
de ConBr (0,1 nug/sitio) e fluoxetina (0,1 nmol/sitio) ou veiculo. Apés 15 minutos os
animais foram submetidos ao TNF.

A fim de investigar a participacdo de sub-tipos de receptores serotoninérgicos no
efeito antidepressivo da droga em estudo, os camundongos foram pré-tratados com
cetanserina (antagonista 5-HT,a; 5 mg/Kg, i.p.), pindolol (blogueador (3-adrenérgico com

atividade antagonista 5-HT1a/5-HT15; 32 mg/Kg, i.p.) ou NAN-190 (antagonista 5-HTa,;
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0,5 mg/Kg, i.p.) conforme descrito por Zomkowski et a. (2004). Apos 30 minutos, 0s
animais receberam uma injecdo i.c.v de ConBr (10 pg/sitio) ou veiculo e entdo (depois de
15 minutos) foram submetidos ao TNF (ver Tabela 1, onde é apresentado resumidamente

os diversos antagonistas utilizados).

4.6.2 Influéncia dos Sistemas Dopaminérgico e Noradrenérgico

Os camundongos foram tratados com sulpirida (antagonista dopaminérgico D; 50
mg/Kg, i.p.), SCH 23390 (antagonista dopaminérgico D4; 0,05 mg/Kg, s.c.), prazosim
(antagonista aj-adrenérgico; 62,5 pg/Kg, i.p.) e ioimbina (antagonista a,-adrenérgico; 1
mg/Kg, i.p.) e apds 30 minutos foram injetados por viai.c.v. (Rodrigues et a., 2002) com a

lectina ConBr. Apos 15 minutos da injegdo i.c.v., os camundongos foram submetidos ao

TNF (Tabela 1).
DROGA ACAO DOSE
CETANSERINA ANTAG. 5-HT2n 5mg/Kg, i.p.
SIST. SEROTON. PINDOLOL ANTAG. 5-HT1a 32 mg/Kg, i.p.
NAN-190 ANTAG. 5-HT1a 0,5 mg/Kg, i.p.
SULPIRIDA ANTAG. D 50 mg/Kg, i.p.
SIST. DOPAMIN. SCH 23390 ANTAG. D, 0,05 mg/Kg, s.c.
PRAZOSIM ANTAG. a; 62,5 ug/Kg, i.p.
SIST. NORADREN. IOIMBINA ANTAG. a; 1 mg/Kg, i.p.

Tabela 1. Resumo geral das drogas antagonistas dos sistemas serotoninérgico,
dopaminérgico e noradr enérgico.




38

4.7 Obtencédo dos Cortices e Hipocampos

As estruturas foram dissecadas e mantidas a 4°C em solugdo isosmolar de sacarose
0,32M diluida em Tampéo Fosfato (PBS; 5 mM NaHPO,, 1,7 mM KH,PO,, 2,6 mM KCl,
pH 7,4).

Para a dissecacdo dos hipocampos e cortices pré-frontal, os cérebros foram
colocados sobre uma placa de Petri invertida (4°C) recoberta com papel filtro umedecido
com tampéo PBS (200 mM NaCl, 5 mM NaHPO,, 1,7 mM KH,PO,, 2,6 mM KCI, pH
7,4). Para retirada do cortice pré-frontal foi feita uma seccéo de cerca de 2 mm do cortex
frontal com o auxilio de um bisturi, apos prévia retirada dos bulbos olfatorios. Em seguida
os cérebros foram seccionados |ongitudinalmente e os hipocampos foram removidos com o
auxilio de pincéis finos de pélo de marta. A seguir as estruturas foram homogeneizadas

individua mente.

4.8 Preparo dos Homogeneizados

Cada homogeneizado foi preparado a partir de um animal controle ou tratado com
ConBr (n= 4-11) seguindo basicamente o protocolo descrito por Calloni et al, 2005. Os
cortices cerebrais e hipocampos foram homogeneizados em microtubos de polipropileno
(volume de 1,5 ml) com pistilo de teflon utilizando tamp&o de homogeneizacéo (50 mM de
Tris, 1 mM de EDTA, 2ug/ml de Aprotinina, 2mM de benzamidina, 0,1 mM de PMSF, 2
mM de NagVVO,4, 100 mM de NaF, pH 7,0), narelacdo de 0,15 g de tecido/ml de tampéo. O
homogeneizado foi centrifugado a 13.000 rpm, por 10 min, 4°C, utilizando microcentrifuga
refrigerada. O sobrenadante foi coletado e o0 “pellet” descartado.

Aliquotas de 10pl foram recolhidas para dosagem de proteinas. O sobrenadante foi

solubilizado em tampéo de eletroforese relacéo (v/v) de 1/1 (concentragéo final — 4% de
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SDS, 50 mM de Tris, 100 mM de EDTA e 8% de B-mercaptoetanol, pH 6,8) e a seguir
fervido por 3 minutos. Posteriormente foi adicionada uma solucdo de glicerol (40% de
glicerol, 25 mM de TRIS e Azul de Bromofenol; pH 6,8) numa proporcdo de (v/v) 25 ul

solucéo de glicerol/100pl solucdo de amostra.
4.9 Dosagem de Proteina

O contetdo protéico dos homogeneizados de cortices e hipocampo foi determinado
pelo método de Peterson (1977). Resumidamente, sobre aliquotas de 3 pl das amostras
foram adicionados 397 pul de égua e 400 pl do Reagente de Lowry (0,2 N de naOH, 2,5 %
de SDS, 5 % de Na,COs3, 0,2 % de CuSO, e 0,1 % de tartarato duplo de sodio e potassio).
Apbs 10 minutos foi adicionado 200 pl do Reagente de Folin 0,4 N e as proteinas
incubadas por 30 minutos. A leitura foi realizada em um espectrofotdmetro com um
comprimento de onda de 750 nm, utilizando albumina de soro bovino (BSA) para a

construcéo da curva padréo.
4.10 “Western Blot”

4.10.1 Separacéao de Proteinas (eletroforese)

As proteinas (75 pg/poco) foram separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE), usando gel de separacdo 10 % e gel de entrada
com 4 % de acrilamida/bis-acrilamida (relagdo 37,5:1) (Cordova et al., 2004).

Para o0 preparo dos géis foi utilizado um sistema de eletroforese em mini-gel
Amershan Pharmacia Biotech®, na espessura de 1 mm, contendo 10 pocos. Em cada placa
adicionava-se 0 gel de separacdo composto por 10 % de acrilamida/bis-acrilamida (37,5:1;

wiw), 375 mM de Tris, 0,1 % de SDS, 0,06 % de TEMED e 0,036 % de presulfato de
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amonia; pH 8,8. Apos a polimerizacdo do gel de separacéo, era adicionado o gel de entrada
composto por 4 % de acrilamida/bis-acrilamida (37,5:1; w/w), 125 mM de Tris, 0,1 % de
SDS, 0,05 % de TEMED e 0,1 % de persulfato de aménia; pH 6,8. Apds uma hora eram
aplicadas as amostras para separacdo. A eletroforese foi realizada com corrente fixa de 20
mMA por placa e voltagem maxima de 140 V durante aproximadamente 2h e 30 min, em
temperatura ambiente. Foram utilizados 250 ml de tamp&o superior por cuba (190 mM de
glicina, 25 mM de Tris e 0,1 % de SDS; pH 8,3) e 800 ml de tampé&o inferior (50 mM de
Tris, pH 8,3). Ap0s a corrida, foi realizada eletrotransferéncia das proteinas do gel para

uma membrana de nitrocel ul ose.

4.10.2 Eletrotransferéncia

A eletrotransferéncia foi realizada através de uma cuba horizontal semi-dry da
Amershan Pharmacia, modelo TE-70. Apos a eletroforese o gel foi equilibrado em tampéo
de pré-transferéncia (25 mM de Tris, 192 mM de glicina, 10 % de metanol e 10 % de SDS)
sob agitacdo durante 30 min. As proteinas foram transferidas do gel para a membrana de
nitrocelulose, utilizando um “sanduiche” montado por 4 papéis filtro embebidos em
tampdo de transferéncia (25 mM de Tris, 192 mM de glicina e 10 % de metanol), gel,
membrana de nitrocelulose e novamente 4 papéis filtro embebidos em tampdo de
transferéncia. A eletro-transferéncia foi realizada em temperatura ambiente com uma
corrente de 1,2 mA/cm? de gel e voltagem méaxima de 40 V (Bjerrum e Heegaard, 1988).
Apés a eetrotransferéncia, as membranas e os géis foram coradas com solucéo de ponceau
(solucéo 0,5% de Ponceau e 1% de écido acético) e solugdo de comassie blue (comassie
blue R-250 0,1%, &cido acético 7% e metanol 50%), respectivamente, para controle da

eficiénciadatransferéncia (Cordovaet al., 2004; Led et al., 2002).
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4.10.3 Imunodetecc¢éo

Ao fina da eletrotransferéncia as membranas foram lavadas com TBS (10 mM de
Tris, 150 mM de NaCl; pH 7,5) durante 5 min para retirar a coloragdo do ponceau. As
membranas foram ent&o bloqueadas por 1h com leite desnatado Molico® 5 % em TBS a
temperatura ambiente e a seguir lavadas (trés vezes de 5 min) com TBS-T (0,05 % de
Tween-20, 10 mM de Tris, 150 mM de NaCl; pH 7,5). Ap0s, era realizado um segundo
bloqueio de 1h, com 2,5 % de gelatina em TBS, seguido de trés lavagens (5 min) com
TBS-T (Bobrovskaya et al., 2001; Cordova et al., 2004). Apos as lavagens as membranas
foram incubadas com os anticorpos primarios sob agitacdo continua. Anti-fosfo ERK1/2
(Cell Signaling), 1:1.000 (4°C , 12 h); anti-ERK1/2 (Sigma), 1:40.000 (temperatura
ambiente; 2 h); anti-fosfo-CREB e anti-CREB (Cell Signaling), 1:1.000 (4°C, 48 h). Apo6s
aincubagdo com o anticorpo priméario as membranas foram novamente lavadas com TBS-T
por 3 vezes de 5 min cada e incubadas com o anticorpo secundario (conjugado a
peroxidase) por 1 h sob agitacdo e temperatura ambiente. Para a deteccdo as membranas
foram lavadas com TBS-T (3 vezes de 5 min cada) seguidas da lavagem com TBS (2 vezes
de 5 min cada). Os complexos imunes foram revelados através de kit ECL
(quimiluminescéncia). A quantificagdo do imunoconteldo das proteinas foi realizada

através de densitometria com o auxilio do software Scion Image verséo Beta 3.

4.11 Histologia

Os camundongos foram injetados via i.c.v. com ConBr FITC ou veiculo. Apos 15
minutos os animais foram anestesiados via i.p. com hidrato de clora (15% em salina, 20

pl/g) e perfundidos com salina, seguido por paraformoldeido 4% em PBS (50-100 ml). Os
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cérebros foram retirados, pos-fixados por 24h em paraformoldeido 4%, crioprotegidos em
sacarose 30% e congelados em gelo seco. Fatias de 40 um foram obtidas em criostato e
montadas em |aminas gelatinizadas. As laminas foram montadas com PBS/glicerol 1:1 e

observadas com um microscopio de epifluorescéncia.

4.12 Andlise Estatistica

Os resultados obtidos foram avaliados através de ANOVA de uma ou duas vias,
seguida do teste de Newman-Keuls ou Duncan, quando apropriado. Os resultados foram

considerados significativos quando obtido um valor de p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Curva dose resposta das Lectinas ConBr e ConA sobre o Teste do
Nado Forcado (TNF) e atividade locomotora no campo aberto em

camundongos

Considerando que lectinas pertencentes a subtribo Diocleinae apresentam
similaridades em suas estruturas multiméricas (Sanz-Aparicio et a., 1997), neste trabalho
analisamos o efeito biolégico de duas lectinas desta subtribo, ConBr e ConA, sobre o
tempo de imobilidade de camundongos no TNF e sua atividade locomotora no campo
aberto.

Os camundongos receberam, via intracerebroventricular (i.c.v.), dosesde 1, 5, 10 e
50 pg/sitio dalectina ConBr ou ConA ou veiculo (tampéao HEPES sem glicose) 15 minutos
antes da realizagdo do TNF. O efeito das lectinas ConBr e ConA sobre o TNF e atividade
locomotora de camundongos esta apresentado na figura 7. O teste ANOVA de uma via
revelou efeito significativo de ConBr sobre o tempo de imobilidade dos animais quando
comparado ao grupo controle. As doses de 5, 10 e 50 ug/sitio foram mais efetivas na
diminuicdo do tempo de imobilidade dos animais (Fig. 7 A). A lectina ConBr, nas doses de
1 — 10 pg/sitio ndo aterou significativamente a locomogdo dos animais no campo aberto.
Entretanto, a dose de 50 pg/sitio causou um aumento na locomogdo dos animais quando
comparado ao grupo controle, caracteristico de um efeito psicostimulante (Fig. 7 B). A
lectina ConA em todas as doses testadas (1 — 50 pg/sitio) ndo aterou de maneira
significativa o tempo de imobilidade dos camundongos no TNF quando comparado com o

controle (Fig. 7 C). Da mesma forma, no campo aberto, ndo ocorreram mudancas
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significativas na locomocéo dos animais nas doses testadas quando comparado com o

grupo controle (Fig. 7 D).
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Figura 7. Efeito das lectinas ConBr e ConA sobre o Teste do Nado Forc¢ado (TNF) (A,
C) e atividade locomotora no campo aberto (B, D) em camundongos (n=5 — 8). ConBr
e ConA foram administradas 15 minutos antes dos testes via i.c.v. Os resultados
representam a meédia dos experimentos * erro padréo, *p<0,05; **p<0,01 comparado com
0 grupo controle (C).

Varias evidéncias tém demonstrado que apesar de terem alta homologia, ConA e
outras lectinas desta mesma subtribo apresentam importantes variagbes em termos de

atividade biol6gica (Cavada et al., 2001).
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5.2 Verificacao da distribuicdo intracerebral da lectina ConBr marcada com

fluorescente (FITC) em camundongos.

Com o objetivo de verificar o local da injecéo (ventriculo lateral) e a distribuicdo
cerebral dalectina apds a mesma ser injetadaviai.c.v., foi utilizada uma lectina conjugada
aum fluoroforo, em particular FITC (isotiocianato de fluoresceina).

A figura 8 A mostra uma seccao de cérebro ao nivel do terceiro ventriculo
ipsilateral a injecdo da lectina, onde se pode claramente observar uma forte fluorescéncia
localizada nas bordas do ventriculo. Uma coloracéo menos intensa foi observada também
no ventriculo contralateral (dados ndo mostrados). Nenhuma fluorescéncia foi encontrada
em animais injetados com veiculo (Fig 8 B). As figuras 8 C (ConBr — FITC) e 8 D
(veiculo) mostram uma seccdo do mesmo animal da figura 8 A, ao nivel do hipocampo

dorsal.
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Figura 8. Imagem representativa da distribuicdo da ConBr — FITC no cérebro de
camundongos (n=3). A lectina ConBr — FITC ou tampdo HEPES — sdina (veiculo) foi
injetado via i.c.v. e ap6s 21 min os camundongos foram perfundidos. Fatias de 40 pum
foram obtidas e observadas com um microscopio de epifluorecéncia. Secgbes cerebrais
transversais a nivel do ventriculo lateral dos camundongos injetados com ConBr — FITC

(A) ou com veiculo (B) e sec¢Bes anivel do hipocampo (C — D). Escala= 40 pm e 100 pm.

5.3 Avaliagcdo da curva de tempo da lectina ConBr sobre o teste do nado

forcado (TNF) e atividade locomotora no campo aberto em camundongos.

Para verificar o tempo de permanéncia do efeito da lecting, realizamos uma curva
de tempo da lectina ConBr sobre o TNF e atividade locomotora no campo aberto. Os
animais receberam, viai.c.v., 10 pg/sitio de ConBr. O TNF foi realizado 15, 30, 60 e 120

min apos a administracdo da lectina. O teste ANOVA de duas vias revelou que em todos 0s
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tempos testados (15 — 120 min) ocorreu diminuicdo significativa do tempo de imobilidade
dos animais quando comparado com o grupo tratado com veiculo (Fig. 9 A). Por outro
lado, ndo houve mudancas significativas na locomog¢éo dos camundongos nos tempos

testados quando comparado ao grupo tratado com veiculo (Fig. 9 B).
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Figura 9. Efeito da curva de tempo da lectina ConBr sobre o Teste do Nado Forcado
(TNF) (A) e atividade locomotora no campo aberto (B) em camundongos (n=5 — 9).
ConBr (10 pg/sitio) foi administradas 15, 30, 60 e 120 minutos antes dos testes viai.c.v.
Os resultados representam a média dos experimentos + erro padréo, Tp<0,05 comparado
com os tempos de 15 e 30 min; **p<0,01 comparado com o grupo tratado com veiculo
(controle, C).

Tendo em vista que diversos estudos da acdo de antidepressivos tém realizado o
TNF 15 min ap0s a injegdo via i.c.v. (Zomkowski et al., 2002 e Rosa et a., 2003), em

nosso estudo optamos por realizar o TNF 15 min apos a injecdo da lectina ou veiculo via

i.C.V.

5.4 Acdes da lectina ConBr desnaturada e da lectina ConBr conjugada a
manose sobre o teste do nado forcado (TNF) e atividade locomotora no

campo aberto em camundongos.

Com o intuito de verificar se o0 efeito produzido pela lectina ConBr sobre o TNF

depende da integridade de sua estrutura terciaria, alectina (2 pg/ul) foi mantida por 5 min
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em &gua a temperatura de 90°C, afim de promover a sua desnaturagdo. O teste ANOVA de
uma via revelou que a ConBr desnaturada (10 A) néo foi capaz de causar ateracdo no
tempo de imobilidade dos animais no TNF, sendo similar aos animais controle.
Adicionalmente, foi testado a dependéncia do sitio de ligacéo a acUcar para o efeito de
ConBr sobre o TNF. Para isso foi utilizado ConBr conjugada ao acUcar ligante manose
(ConBr—man; 2 pg/ul). A administracdo de 10 pg/sitio de ConBr-man, ndo causou
alteracdo significativa no tempo de imobilidade dos animais no TNF quando comparado
com o controle (10 C). A lectina ConBr desnaturada ou conjugada a manose ndo mostrou
alteracdo na atividade locomotora dos animais no campo aberto (Fig. 10 B e 10 D).
Portanto, aparentemente a acdo modulatéria de ConBr sobre a mobilidade dos animais no

TNF depende daintegridade estrutural e do sitio de ligacéo a acUcar.
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Figura 10. Efeito dalectina ConBr desnaturada e da lectina ConBr-man sobre o Teste
do Nado Forc¢ado (TNF) (A, C) e atividade locomotora no campo aberto (B, D) (n=5 —
6). ConBr desnaturada ou ConBr-man e ConBr foram administradas 15 minutos antes dos
testes via i.c.v. Os resultados representam a média dos experimentos + erro padréo,
*p<0,05; **p<0,01 quando comparado com o grupo tratado com veiculo; # reversdo do
efeito comparado com o grupo tratado com ConBr.

5.5 Efeito do co-tratamento com doses subativas de fluoxetina e ConBr no

Teste do Nado Forcado (TNF)

Com a proposta de investigar se o efeito antidepressivo de ConBr no TNF poderia
estar associado a0 sistema serotoninérgico e dessa forma interferir com a acdo de

antidepressivos classicos que atuam neste sistema, os camundongos foram co-
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administrados via i.c.v. com doses subativas de fluoxetina (0,1 nmol/sitio) e com doses
subativas de ConBr (0,1 pg/sitio). Os resultados mostraram uma diminuicdo significativa
no tempo de imobilidade do grupo tratado com fluoxetina mais ConBr quando comparado
com o grupo veiculo (Fig. 11). Estes dados sugerem um efeito sinérgico entre a fluoxetina

eaConBr.
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Figura 11. Efeito do tratamento com doses sub-ativas de fluoxetina e ConBr no Teste
do Nado Forgado (TNF) (n=6 — 7). Os camundongos foram tratados com fluoxetina (0,1
nmol/sitio) mais ConBr (0,1 pg/sitio) 15 minutos antes do teste. Os resultados representam
a média dos experimentos = erro padrdo, *p<0,05; **p<0,01 comparado com 0 grupo
tratado com veiculo (controle, C).

5.6. Influéncia da lectina ConBr sobre o0s sistemas serotoninérgico,

dopaminérgico e noradrenérgico (monoaminas) no Teste do Nado Forcado

(TNF) em camundongos

Com o objetivo de verificar se a ConBr estava atuando sobre algum dos sistemas
das monoaminas (serotoninérgico, dopaminérgico ou noradrenérgico) foram utilizados

antagonistas destes trés sistemas.
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Na figura 12 estdo representados os resultados obtidos apds o pré-tratamento via
intra-peritonia (i.p.) com NAN-190 (0,5 mg/Kg, um antagonista de receptor 5-HT4),
pindolol (32 mg/Kg, bloqueador B-adrenérgico com atividade antagonista 5-HT1a/5-HT15),
cetanserina (5 mg/Kg, um antagonista de receptor 5-HT2a), sulpirida (50mg/Kg, um
antagonista dopaminérgico D2), SCH 23390 (0,05 mg/Kg, um antagonista dopamineérgico
D1), ioimbina (1 mg/Kg, antagonista a2-adrenérgico), prazosim (62,5 pg/Kg, antagonista
al-adrenérgico) ou veiculo (tampdo HEPES sem glicose). O teste ANOVA de duas vias
demonstrou que o pré-tratamento com NAN-190 reverteu significativamente o efeito de
ConBr quando comparado com o controle (Fig. 12 A). Da mesma maneira, os resultados
demonstraram que o pré-tratamento com pindolol (Fig. 12 B), cetanserina (Fig. 12 C),
sulpirida (Fig. 12 D) e ioimbina (Fig. 12 F) reverteram de forma significativa o efeito de
ConBr quando comparado com o controle. Entretanto, o pré-tratamento com SCH 23390
(Fig. 12 E) e prazosim (FIG. 12 G) ndo reverteu significativamente o efeito de ConBr

guando comparado com o controle.



A B
0 3507 — 3507
o 3004 # > 300-
g ' 3 ] #
© 2507 S 250-
S 2007 S 200-
E 4501 E 1504
T ® %]
o 100- S 100~
o b o o
£ 504 € 50
. S
0- o4
Veiculo + + + - Veiculo + + + i,
ConBr - - + + ConBr - - + +
NAN-190 - + - + Pindolol - + - +
c D
3501 -
0 ) — 3507
£ 3007 o 3001
© 8 ]
2 2507 S 2501
o] a = o
o 200- é 200°
o 1507 = 150-
o] h % i
g 1007 o 1001
§ 501 £ 501
= I ) i
0 F ol
Veiculo + Veiculo
ConBr . - ConBr
Cetanserina - Sulpirida
E F
- 301 _ 3501
in/ h in/ A
= 30, @ 3001 ,
S S 2504
g é 200-
Piad < 1507
=]
o 1001 S 100-
3 ]
£ 90 £ 501
e o ]
0 o
\eiculo + Veiculo
ConBr - ConBr +
SCH2339%0 - loimbina +



53

350-
300-
2501
2001
1501
1001
50-
]

Veiculo + + + -
ConBr - - + +
Prazosim - + - +

Tempo de Imobilidade (s) ®

Figura 12. Efeito do pré-tratamento com os antagonistas dos sistemas ser otoninér gico,
NAN-190 (A), pindolol (B) e Cetanserina (C); dopaminérgico, sulpirida (D) e SCH
23390 (E); noradrenérgico, ioimbina (F) e prazosim (G) (n=6). Os animais foram pré-
tratados com os antagonistas via i.p., exceto SCH 23390, que foi administrado via
subcuténea (s.c.), 30 min antes da injecdo de ConBr viai.c.v. O TNF foi realizado 15 min
apos a administracdo de ConBr. Os resultados representam a média dos experimentos +
erro padrdo, *p<0,05; **p<0,01 gquando comparado com 0 grupo tratado com veiculo; #
reversdo do efeito comparado com o mesmo grupo pré-tratado com veiculo (controle, C).

5.7. Analise da fosforilacdo de ERK1/2 e CREB no hipocampo de

camundongos tratados com ConBr

Vé&ios estudos tém demonstrado a participacdo, no hipocampo, da via de
sinalizagdo dependente de ERK1/2 (Dwivedi et al., 2001; Yuan et al, 2001; D"Sa e Duman,
2002; Einat et al., 2003 ; Feng et al., 2003; Fumagalli et al., 2005; Almeida et al., 2006) e
do fator de transcricdo CREB (Manji et a., 2000; Chen et al., 2001; Tiraboschi et al.,
2004) no efeito antidepressivo de diversas drogas. Além disso, tem sido postulado que
estas vias podem ser modul adas durante o TNF em camundongos (Blendy, 2006).

Neste trabal ho avaliamos a possivel modulagdo de ERK1/2 e do fator de transcricéo

CREB pela lectina ConBr, nas concentragOes ativas e subativas, quanto a sua agdo
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antidepressiva no TNF em camundongos. Desta forma foi verificado as agBes de ConBr
sobre essas vias no hipocampo de camundongos submetidos ou n&o ao TNF.

Os animais foram injetados via i.c.v. com a lectina ConBr em uma dose ativa (10
pg/sitio), ou com uma dose sub-ativa (0,1 pg/sitio) ou com veiculo. Os parametros
bioquimicos foram avaliados no hipocampo, 21 min apés a injecdo de ConBr ou veiculo,
tanto em animais ndo submetidos como em animais submetidos a0 TNF. Nas figuras 13 A
(animais ndo submetidos ao TNF) e 13 B (animais submetidos ao TNF) sdo demonstrados
“imunoblottings’ representativos da fosforilacdo e do contelido total de ERK1/2, bem
como sua quantificacdo. As figuras 13 C (animais ndo submetidos ao TNF) e 13 D
(animais submetidos a0 TNF) mostram os “imunoblottings’ representativos da fosforilagdo
e do contetido total de CREB, bem como sua quantificacdo. A fosforilacdo de ERK1/2 e
CREB foram expressas em porcentagem do controle (considerado 100%). O teste ANOVA
de uma via revelou que a lectina nas duas doses testadas (0,1 pg/sitio e 10 pg/sitio) ndo
alterou significativamente a fosforilacdo de ERK1/2 tanto nos animais ndo submetidos ao
TNF (Fig. 13 A) quanto nos animais submetidos ao TNF (Fig. 13 B). Por outro lado, a
fosforilagdo de CREB foi aumentada na dose ativa da ConBr (10 pg/sitio) tanto nos
animais ndo submetidos ao TNF (Fig. 13 C) quanto nos animais submetidos ao TNF (Fig.
13 D). Os animais submetidos ao TNF n&o apresentaram alteracéo significativa no nivel de
fosforilagdo de ERK1/2 ou CREB quando comparados a0 grupo de animais somente
injetados com veiculo, e ndo submetidos a0 TNF (Figs. 13 B e 13 D). Estes dados

demonstram que aparentemente o TNF per se ndo interfere nafosforilagdo destas proteinas.
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Figura 13. Efeito da lectina ConBr sobre a fosforilagdo da proteina ERK1/2 (A, B) e
do fator detranscricdo CREB (C, D) no hipocampo de camundongos injetados com a
lectina (n=4, B eD; 8, A; 11, C). Os animais foram tratados com alectina ConBr viai.c.v.
na dose subativa (0,1 pg/sitio) ou na dose ativa (10 pg/sitio). Os hipocampos foram
analisados 21 min apods a injecdo de ConBr em animais ndo submetidos ao TNF (A e C) ou
submetidos a0 TNF (B e D). Os resultados representam a média dos experimentos + erro
padréo, **p<0,01 quando comparado com o grupo tratado com veiculo.
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5.8. Andlise da fosforilagdo de ERK1/2 e CREB no hipocampo de

camundongos tratados com Fluoxetina.

Um dos mecanismos pelos quais a fluoxetina exerce seu efeito antidepressivo
parece ser através da modulacdo da via ERK1/2 (Fumagalli et al., 2005) e do fator de
transcricdo CREB no hipocampo (Manji et a., 2000; Thome, et al., 2000; D’ Sa e Duman,
2002).

Com o objetivo de comparar o efeito da fluoxetina com o efeito de ConBr foi
verificado a fosforilacdo de ERK1/2 e CREB em resposta ao tratamento com fluoxetina,
um antidepressivo classico. Fluoxeting, foi injetada em camundongos viai.c.v., em uma
dose ativa de (1 nmol/sitio) ou uma dose sub-ativa (0,1 nmol/sitio). Nos grupos controle foi
injetado veiculo. O hipocampo dos animais foi dissecado 21 min apés a injecdo da
fluoxetina em animais submetidos ou ndo ao TNF. As figuras 14 A (animais néo
submetidos a0 TNF) e 14 B (animais submetidos ao TNF) demonstram 0s
“imunoblottings’ representativos da fosforilacdo e do contelido total de ERK1/2, bem
como a quantificacdo da fosforilagdo. As figuras 14 C (animais ndo submetidos ao TNF) e
14 D (animais submetidos ao TNF) demonstram os “imunoblottings’ representativos da
fosforilagdo do residuo de Ser-133 e do conteldo total de CREB, bem como a
quantificacéo da fosforilacdo. A fosforilagdo de ERK1/2 e CREB foram expressas em
porcentagem do controle (considerado 100%). O teste ANOVA de uma via revelou que a
fluoxetina (1 nmol/sitio) alterou significativamente a fosforilagcdo de ERK1/2 em relacéo
ao veiculo em animais ndo submetidos ao TNF (Figs. 14 A). Nos animais submetidos ao
TNF (Fig. 14 B) afluoxetina ndo causou aumento dafosforilacdo de ERK 1/2 em relacéo ao
veiculo submetido ao TNF. A fosforilacdo do fator de transcricdo CREB foi aumentada

significativamente no grupo injetado com a fluoxetina (1 nmol/sitio) tanto nos animais n&o
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submetidos a0 TNF (Fig. 14 C) quanto nos animais submetidos ao TNF (Fig. 14 D) em
relacdo aos seus respectivos veiculos. Aparentemente o TNF ndo atera per se a
fosforilagdo de ERK1/2 ou CREB, desde que ndo foram observadas diferencas
significativas entre os grupos veiculo de animais submetido ao TNF quando comparado

com o grupo veiculo dos animais ndo submetidos ao TNF (Figs. 14 B e 14 D).
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Figura 14. Efeito da fluoxetina sobre a fosforilacdo da proteina ERK1/2 (A, B) e do
fator de transcricdo CREB (C, D) no hipocampo de camundongos injetados com este
antidepressivo (n=4, B e D; n=8 A e C). Os animais foram tratados com a fluoxetina via
i.c.v. nadose ativa (1 nmol/sitio) ou na dose subativa (0,1 nmol/sitio) ou com veiculo. Os
hipocampos foram analisados 21 min apos a injecdo de ConBr em animais ndo submetidos
a0 TNF (A e C) ou submetidos a0 TNF (B e D). Os resultados representam a média dos
experimentos + erro padréo, *p<0,05; **p<0,01 quando comparado com o grupo tratado

com veiculo.
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5.9. Analise da fosforilagdo de ERK1/2 e CREB no cortex pré-frontal de

camundongos injetados com ConBr.

Assim como o hipocampo, 0 cortex pré-frontal € uma estrutura que esta bastante
envolvida com a depressdo (Drevets, 2001; Liotti e Mayberg, 2001). A modulacdo de
algumas proteinas, como ERK1/2 (Einat et al., 2003; Feng et al., 2003) e o fator de
transcricdo CREB (Tiraboschi et al., 2004) podem ocorrer no cortex prée-frontal apos
tratamento com antidepressivos.

Para investigar se a lectina ConBr estaria modulando a proteina ERK1/2 e o fator
de transcricdo CREB no cotex pré-frontal de camundongos, os animais foram tratados via
i.c.v. com duas doses diferentes de lectina, uma ativa (10 pg/sitio) e uma sub-ativa (0,1
pg/sitio), ou veiculo. Os parametros bioquimicos foram avaliados, 21 min apos ainjecdo de
ConBr ou veiculo, tanto em animais ndo submetidos como em animais submetidos ao TNF.
Nas figuras 15 A (animais ndo submetidos a0 TNF) e 15 B (animais submetidos ao TNF)
sd0 demonstrados “imunoblottings’ representativos da fosforilacéo e do contetdo total de
ERK1/2, bem como sua quantificagdo. As figuras 15 C (animais ndo submetidos ao TNF) e
15 D (animais submetidos a0 TNF) mostram os “imunaoblottings’ representativos da
fosforilagdo e do contetdo total de CREB, bem como sua quantificagdo. A fosforilacéo de
ERK1/2 e CREB foram expressas em porcentagem do controle (considerado 100%).

O teste ANOVA de umaviarevelou que alectina ConBr nas duas doses 0,1 pg/sitio
ou 10 pg/sitio ndo causou ateracéo significativa na fosforilacdo de ERK1/2 e de CREB
tanto nos animais nd submetidos a0 TNF (Fig. 15 A e 15 C) quanto nos animais
submetidos a0 TNF (Fig. 15 B e 15 D). O TNF n&o dterou significativamente a

fosforilagdo das proteinas avaliadas nesta estrutura.
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Figura 15. Efeito da lectina ConBr sobre a fosforilacdo da proteina ERK1/2 (A, B) e
do fator detranscricdo CREB (C, D) no cortex pré-frontal de camundongos injetados
com a lectina (n=4, B e D; n=8, A e C). Os animais foram tratados com a lectina ConBr
viai.c.v. na dose ativa (10 pg/sitio) ou na dose subativa (0,1 pg/sitio) ou com veiculo. O
cortex préfrontal foi analisado 21 min apds a injecdo de ConBr em animais ndo
submetidos ao TNF (A e C) ou submetidos ao TNF (B e D). Os resultados representam a
média dos experimentos + erro padrao.
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5.10. Anélise da fosforilagdo de ERK1/2 e CREB no cortex pré-frontal de

camundongos tratados com Fluoxetina.

A fluoxetina, além de modular as proteinas ERK1/2 e o fator de transcricdo CREB
no hipocampo, també, pode modular a fosforilacdo desta proteinas no cortex pré-frontal
(Tiraboschi et al., 2004).

Com o objetivo de verificar se a fluoxetina estaria modulando a proteina ERK1/2 e
o fator de transcricdo CREB no cortex pré-frontal no modelo utilizado neste estudo, e no
sentido de comparar estes efeitos com os observados com a administracéo de ConBr, foram
injetadas, via i.c.v., doses ativas (1 nmol/sitio) e doses sub-ativas (0,1 nmol/sitio) de
fluoxetina. No controle foi administrado veiculo. O cortex pré-frontal dos animais foi
dissecado 21 min apds os tratamentos em animais submetidos ou ndo ao TNF.

O teste ANOVA de uma via revelou que tanto doses ativas como subativas de
fluoxetina ndo causaram alteracdo significativa na fosforilagdo de ERK1/2 ou de CREB
tanto nos animais ndo submetidos a0 TNF (Fig. 16 A e 16 C) quanto nos animais
submetidos a0 TNF (Fig. 16 B e 16 D). O TNF n&o aterou significativamente a

fosforilagdo das proteinas avaliadas nesta estrutura.
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Figura 16. Efeito da fluoxetina sobre a fosforilagdo de ERK1/2 (A, B) e do fator de
transcricdo CREB (C, D) no cortex pré-frontal de camundongos tratados com este
antidepressivo (n=4, B e D; n=8 A e C). Os animais foram tratados com a fluoxetina via
i.c.v. nadose ativa (1 nmol/sitio) ou na dose subativa (0,1 nmol/sitio). O cortex pré-frontal
foi analisado 21 min apds ainjecdo de ConBr em animais ndo submetidos a0 TNF (A e C)
ou submetidos ao TNF (B e D). Os resultados representam a média dos experimentos +

erro padréo.
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6 DISCUSSAO

Este trabalho demonstra pela primeira vez que a ConBr, uma lectina com alta
afinidade pelos aglcares D-manose e D-glicose, quando administrada via i.c.v. em
camundongos, leva a uma diminui¢do do tempo de imobilidade no TNF (efeito observado
de 15 min a 120 min apo6s a injecdo da lectina), um efeito consistente com uma acdo
antidepressiva (Porsolt et al., 1977; Petit-Demouliere et al., 2005). Este teste € sensivel e
relativamente especifico a diversas classes de antidepressivos, incluindo os triciclicos,
inibidores da recaptacdo de serotonina e inibidores da MAO. Todas essas classes de drogas
reduzem o tempo de imobilidade no TNF quando administradas agudamente (Porsolt et al .,
1977; Cryan et al., 2002; Petit-Demouliere et al., 2005).

A reducéo no tempo de imobilidade no TNF observada pelo tratamento com ConBr
ndo foi acompanhada por mudangas na atividade locomotora dos animais quando
submetidos ao teste do campo aberto, com excegdo na dose mais ata (50 pg/sitio), na qua
foi observado um efeito psicoestimulante. Este resultado indica que a ConBr exerce uma
acdo antidepressiva especifica (ndo devido a um aumento da atividade locomotora) sobre o
TNF quando administrada em doses mais baixas (1 — 10 pg/sitio, i.c.v.).

Ao utilizar ConBr e ConA, lectinas pertencentes a subtribo Diocleinae, para
investigar possiveis similaridades em suas agdes sobre 0 SNC, observamos que a lectina
ConA, em todas as doses utilizadas, ndo alterou o tempo de imobilidade dos animais no
TNF, enguanto que a lectina ConBr nas doses de 1 — 50 ug/sitio diminuiu o tempo de
imobilidade dos camundongos no TNF. Todas as lectinas Diocleinae apresentam estruturas
multiméricas compostas de mondmeros de 25.5 KDa, aém de exibirem a caracteristica de

equilibrio dimero-tetramero dependente de pH. Elas séo metal oproteinas que requerem ions
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divalentes (Ca®* e Mn®") para exibir atividade biolégica completa (Sanz-Aparicio et al.,
1997). Ambas lectinas apresentam como especificidade principal de reconhecimento os
carboidratos D-manose e D-glicose (Cavadaet al., 2001).

Varias evidéncias tém demonstrado que apesar de terem ata homologia, ConA e
outras lectinas desta mesma subtribo apresentam importantes variagbes em termos de
atividade biolégica (Cavada et al., 2001) no que se refere a capacidade de: estimular a
proliferacdo de linfocitos e producdo de interferon-y (Barral-Netto et al., 1992), estimular
macrofagos peritoneais e reagdes de inflamagdo (Rodriguez et al., 1992), induzir edema de
pata em ratos e migracao de células peritoneais (Bento et al., 1993) e promover aliberacdo
de histamina de mastécitos peritoneais de ratos (Gomes et al., 1994).

Apesar de sua ata homologia e capacidade de reconhecimento dos mesmos
residuos de carboidrato (D-glicose e D-manose), ConBr e ConA apresentam diferencas
quanto a sua estrutura tridimensional. ConA possui duas pontes de hidrogénio a mais, o
que torna sua estrutura mais fechada do que a de ConBr (Sanz-Aparicio et al., 1997,
Cavadaet al., 2001).

O efeito de ConBr foi dependente da integridade de sua estrutura
tercidrialquartendria, tendo em vista que a desnaturacéo da proteina pela alta temperatura
tornou ConBr inativa em termos de sua acdo sobre o TNF. Da mesma forma, a lectina
ConBr blogueada com 0 agUcar de seu reconhecimento, D-manose (ConBr — Man), ndo
alterou o comportamento dos animais submetidos ao TNF, demonstrando que o efeito de
ConBr sobre o TNF esta relacionado a sua capacidade de reconhecimento e ligacdo a
glicoconjugados.

ConA néo demonstrou a mesma acao que ConBr sobre o TNF. Embora ndo se tenha

uma explicacéo para este fato podem-se especular alguns fatores que possam justificar as
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diferencas de acdo entre as duas lectinas, tais como: diferencas narelacdo dimero/tetramero
nas condicdes utilizadas, ou diferenca estrutural (uma vez que ConBr tem sua estrutura
mais aberta), isso poderia repercutir com a eficiéncia de ConBr na modulacdo dos avos
envolvidos no TNF (ex. receptores, transportadores de NT, vias de sinalizacéo, etc). Em
estudos realizados no sistema imune, tém-se observado que ConA, apos 18h aumenta o
numero de receptores ativos de serotonina na superficie de linfocitos (Sempere et al.,
2003). Em cultura de células PC12, a ConA levou a um aumento no nuimero de
transportadores para dopamina por inibir sua internalizacdo (Dai et al., 2002). A lectina
ConA tem sido utilizada no estudo da funcdo do SNC e de neuroplasticidade (Lin &
Levitan, 1991; Scherer e Udin, 1994; Kirner et a., 2003). Desta forma, tem sido
demonstrado inibicdo de dessensibilizacdo de receptores glutamatérgicos do tipo cainato
por ConA (Dai et a., 2004; Fay e Bowie, 2006). Além disso, um aumento da ligagdo de
[*H]-AMPA a0 seu receptor apds o pré-tratamento de membranas cerebrais de ratos com
ConA, principalmente na regido do hipocampo tem sido também descrito (Hoffman et al.,
1998). Apesar destas acbes de ConA sobre 0 SNC, em nosso estudo ndo foi observada
nenhuma acdo de ConA sobre o TNF.

Alguns efeitos bioldgicos de ConBr tem sido demonstrados, especialmente em
sistema imune e mastocitos, incluindo liberagdo de histamina, producdo de NO e inducéo
de apoptose em linfocitos (Ferreiraet al., 1996; Andrade et al., 1999; Cavadaet al., 2001),
entretanto inexistem na literatura estudos sisteméaticos de ConBr sobre o SNC. Nosso
laboratorio tem colaborado na compreenséo da agdo de ConBr no SNC (Pereira, 2005).

A lectina ConBr quando administrada em uma dose sub-ativa causou uma
potencializacdo da acdo da fluoxetina. Este resultado sugere que a ConBr e a fluoxetina

podem atuar por um mecanismo semel hante de acdo paralevar a uma diminui¢do do tempo



66

de imobilidade no TNF. Além disso, esta acdo de ConBr sobre o TNF, um modelo
preditivo de atividade antidepressiva, e sua capacidade de potencializar a acdo da
fluoxetina, um antidepressivo classico utilizado na clinica (Blier e Montigny, 1994; Wong
et al., 1995; Malberg e Blendy, 2005; Berton e Nestler, 2006), reforca a idéia de que a
lectina ConBr produz um efeito antidepressivo no modelo do TNF quando administrada via
I.C.V.

A administracdo de ConBr — FITC via i.c.v. levou a uma distribuicdo da lectina
pelo ventriculo lateral até a parte mais caudal, préximo ao hipocampo dorsal, estrutura alvo
para a acdo de antidepressivos (Maberg e Blendy, 2005; Berton e Nestler, 2006). Com
base nesta informagdo, ndo é possivel estabelecer se 0 efeito de ConBr no TNF € uma
consequéncia da sua acdo nas paredes do ventriculo ou sua difusdo para estruturas
adjacentes ou ainda uma eventual entrada na corrente sanguinea. Entretanto, os dados
permitem sugerir a possibilidade de que este efeito no TNF sgja devido a discreta difusdo
de ConBr nas proximidades do hipocampo, uma estrutura cerebral relacionada a
patofisiologia da depressdo (Santarelli et al., 2003).

Como os sistemas monoaminérgicos sao importantes avos na patofisiologia e
tratamento da depressdo (Elhwuegi, 2004; Millan, 2004; Berton e Nestler, 2006), nos
investigamos 0 envolvimento dos sistemas serotoninérgico, noradrenérgico e
dopaminérgico no efeito de ConBr sobre o TNF para revelar alguns dos possiveis
mecanismos envolvidos neste efeito. N6s verificamos os efeitos de alguns antagonistas
farmacologicos sobre a acdo de ConBr (10 pg/sitio) no TNF em camundongos. O
envolvimento do sistema serotoninérgico na acdo de ConBr sobre o TNF € sugerida por
duas evidéncias. A primeira € o efeito sinérgico sobre o tempo de imobilidade nos

camundongos tratados com ConBr e fluoxeting, citado anteriormente. A segunda € a
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reversdo da acdo de ConBr sobre o TNF apés o pré-tratamento dos camundongos com
pindolol (blogueador (-adrenérgico com atividade antagonista 5-HT14/5-HT15; 32 mg/Kg,
i.p.), NAN — 190 (antagonista 5-HT1a; 0,5 mg/Kg, i.p.) e cetanserina (antagonista 5-HTza;
5 mg/Kg, i.p.) que agem sobre receptores que parecem estar envolvidos no mecanismo de
acao de drogas com efeito antidepressivo (Cryan et al., 2002, Millan, 2004).

Nosso estudo também indica que a ConBr pode interagir com 0s receptores -
adrenérgicos e D, dopaminérgicos para produzir seu efeito sobre o TNF, uma vez que o
efeito dalectina foi revertido apds o pré-tratamento dos animais com ioimbina (antagonista
ap-adrenérgico; 1 mg/Kg, i.p.) e sulpirida (antagonista dopaminérgico D,; 50 mg/Kg, i.p.).
Alguns estudos tém mostrado que estes receptores estdo implicados nas respostas
comportamentais de algumas drogas no TNF (Zomkowski et al., 2002; Yamada et al.,
2004). Mesmo demonstrando um envolvimento nas acbes de alguns agentes
antidepressivos, os receptores a;-adrenérgico e D, dopaminérgicos (Millan, 2004; Y amada
et a., 2004; Dailly et al., 2004) parecem ndo estar envolvidos na acdo antidepressiva de
ConBr observada neste estudo.

Como vé&rios estudos apontam para o envolvimento da via de sinaizacdo
dependente de ERK1/2 (Dwivedi et al., 2001; Yuan et al, 2001; D"Sa e Duman, 2002,
Einat et al., 2003 ; Feng et al., 2003; Fumagalli et al., 2005; Almeida et al., 2006) e do
fator de transcricdo CREB (Manji et al., 2000; Chen et al., 2001; Tiraboschi et al., 2004)
no efeito antidepressivo de diversas drogas em algumas regioes do SNC, nos investigamos
a modulacdo de ERK1/2 e CREB no hipocampo de camundongos ap0s o tratamento com
ConBr para elucidar alguns dos possivels mecanismos intracelulares envolvidos no efeito
antidepressivo da ConBr. Nosso estudo demonstrou um envolvimento do fator de

transcricdo CREB na acdo de ConBr no hipocampo. Apesar de ERK1/2 modular
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intracelularmente a resposta de alguns antidepressivos (D”Sa e Duman, 2002; Einat et al.,
2003), nosso trabalho ndo demonstrou uma modulacdo de ERK1/2 no hipocampo de
camundongos apos o tratamento com ConBr viai.c.v.

Apesar de ter sido demonstrado que o efeito de algumas drogas em diminuir o
tempo de imobilidade dos animais no TNF € dependente da ativacéo de ERK1/2 e CREB
(Blendy, 2006), nos observamos que ERK1/2 e CREB ndo sdo aterados pelo TNF no
hipocampo.

Aparentemente o fator de transcricdo CREB foi fosforilado mais intensamente no
hipocampo de animais tratados com ConBr e submetidos ao TNF do que no hipocampo de
animais ndo submetidos ao teste. Este fato pode ser devido a uma potencializacéo do efeito
da ConBr sobre este parametro pela exposicao ao TNF.

Nosso trabalho demonstrou que a lectina ConBr e a fluoxetina ndo séo capazes de
modular a fosforilagdo de ERK1/2 bem como CREB no cortex pré-frontal. Apesar de o
cortex préfrontal ser apontado como uma regido envolvida na acdo de alguns
antidepressivos (Einat et al., 2003; Fumagalli et al., 2005), nossos resultados nédo
demonstraram modulacdo destes alvos moleculares nesta estrutura. Isto pode ser explicado
pelo fato de que algumas variagdes nos niveis de fosforilacdo de CREB ap0s o tratamento
com antidepressivos parecem ser dependentes do tipo de célula e da regido do cérebro
examinada, bem como do tempo para a coleta da amostra ap0s o tratamento com
antidepressivos (Blendy, 2006).

Os efeitos de ConBr sobre o TNF apresentados neste estudo parecem muito
similares aos da fluoxetina. Como discutido anteriormente, nds observamos um efeito
sinérgico da fluoxetina com a ConBr. Da mesma forma a ConBr também parece bastante

similar a fluoxetina em relacéo a capacidade de modular vias intracel ulares importantes na
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resposta antidepressiva. Alguns estudos demonstram que o tratamento com fluoxetina
aumenta a atividade de CREB no hipocampo (Thome et al., 2000; Tiraboschi et al., 2004).
Nosso estudo confirma o estimulo de fosforilagdo de CREB pela ConBr, sugerindo um
mecanismo de acao da lectina comum entre ConBr e fluoxetina.

Em relacéo ao envolvimento da ERK1/2 no efeito antidepressivo da fluoxeting, os
estudos existentes parecem bastante contraditorios. Um trabalho recente demonstrou uma
diminuicdo na fosforilacdo de ERK1/2 no hipocampo de ratos apds o tratamento cronico
com fluoxetina (Fumagalli et al., 2005). Outro trabalho aponta para um aumento na
atividade de CREB dependente da via MEK/ERK1/2 no hipocampo de ratos tratados com
fluoxetina (Tiraboschi et al., 2004). Entretanto deve ser considerado que existe uma
diversidade de vias de sinalizagdo que convergem para a fosforilacdo do sitio serina-133 de
CREB, causando como consequéncia a ativacdo deste importante fator de transcricéo.

Tem sido demonstrado que a ativacdo de receptores serotoninérgicos e
dopaminérgicos por alguns antidepressivos leva a ativacéo da via PKA, podendo causar
uma fosforilagcéo de CREB (Carlezon et al., 2005). Uma vez que nds demonstramos neste
estudo que a ConBr pode interagir com alguns subtipos de receptores serotoninérgicos (5-
HT1a, 5-HT1s € 5-HT24) € noradrenérgicos (), € possivel que a PKA estga sendo
ativada. Outro estudo demonstra que os receptores 5-HT3 serotoninérgicos quando ativados
promovem um aumento no influxo de Ca?*, gerando a ativacdo de CaMKIl e CaMKIV
(Braun e Shulman, 1995). Nosso estudo demonstrou que a ConBr parece ndo atuar via
receptor o-1 noradrenérgico, mas ndo sabemos se ela poderia atuar via receptores 5-HT3
serotoninérgicos, levando a uma ativacéo da via CaMK. Destaforma, deve ser considerado
gue é mais provavel uma convergéncia de vias, mais do que a ativacdo de um dos

elementos isoladamente para obtencdo de uma plena ativacao de CREB. Desta forma sera
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importante investigar o papel de PKA e CaMKs na resposta de ConBr na modulacéo de
CREB. Além disso, seria interessante averiguar 0 papel de todas estas vias incluindo

MEK/ERK 1/2 na acdo antidepressiva dalectina ConBr no TNF (Fig. 17).
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Figura 17. Hipdtese do mecanismo pelo qual a ConBr pode levar a ativacdo do
residuo ser-133 de CREB. O mecanismo pelo qua alectina ConBr promove um aumento
na fosforilacdo de CREB nos ndo identificamos. Verificamos que este aumento parece ndo
estar relacionado com a via da ERK1/2. Quando receptores do tipo 5-HT1 e 5-HT2 sdo
ativados, podem ativar a PLC, promovendo um aumento no Ca’™" intracelular, que pode
ativar CaMKs e esta fosforilar CREB. O aumento no Ca’™" e o DAG podem ativar a PKC
que pode fosforilar CREB. As CaMKs podem ainda levar a formacéo de AC, levando a
ativacdo da PKA e esta pode também fosforilar CREB. Tanto as CaMKs como a PKC e a
PKA podem ativar a ERK.
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7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabal ho nos permitem concluir que;

A administragdo da lectina ConBr (10 pg/sitio) via i.c.v. apresenta efeito
antidepressivo no modelo do TNF, que persiste por até 120 min apds o tratamento. Nesta
concentragdo a ConBr ndo altera a atividade locomotora de camundongos, o que indicaum

efeito antidepressivo especifico desta lectina neste modelo animal.

* A lectina ConBr quando administrada com a fluoxetina, em doses sub-ativas, 0,1
ug/sitio e 0,1 nmol/sitio respectivamente, potencializa o efeito antidepressivo da

fluoxetina.

» O efeito antidepressivo de ConBr sobre o TNF € dependente da sua interacdo
com o0s sistemas serotoninérgico (via receptores 5-HT1a € 5-HT3a), noradrenérgico (via

receptores o,-adrenérgicos) e dopaminérgico (viareceptores D, dopaminérgicos).

* O TNF per se ndo dterou a fosforilagdo de CREB e ERK1/2 no hipocampo e

cortex pré-frontal de camundongos tratados com veiculo.

* A ConBr quando administrada via i.c.v. aumenta a fosforilacdo de CREB no
hipocampo de camundongos, sendo que ERK1/2 ndo parece ser a proteina cinase
responsavel pela fosforilacdo no residuo de Serina-133 de CREB no hipocampo de
camundongos tratados com ConBr. Este efeito de ConBr néo € observado no cértex, onde

nenhum dos pardmetros biogquimicos estudados foram alterados.

* A lectina ConBr apresentou efeitos similares aos da fluoxetina sobre a

fosforilagdo de CREB no hipocampo de camundongos. Entretanto, diferentemente da
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ConBr, a fluoxetina ativa ERK1/2 no hipocampo. De forma similar a ConBr, fluoxetina

também néo causou alteracéo dafosforilacdo de CREB ou ERK 1/2 no cortex pré-frontal.
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8 PERSPECTIVAS

Este trabalho apresenta algumas perspectivas a serem consideradas como:

* Avadiar um possivel envolvimento das principais vias que fosforilam o residuo

serina-133 de CREB (PKA e CAMK |l elV);

* Testar aagdo do inibidor da proteina ERK1/2 no efeito antidepressivo de ConBr

no TNF;

* Veificar a expressdo do fator de transcricdo c-fos e do fator neurotrofico

derivado do cérebro (BDNF) apds o tratamento com ConBr;

* Andisar o efeito do tratamento cronico com ConBr sobre a fosforilagdo de

proteinas cinases envolvidas com a depress&o.
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