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RESUMO

As lectinas sdo proteinas que reconhecem e se ligam reversivelmente a
carboidratos ligados a proteinas e lipideos. ConBr é uma lectina
purificado a partir das sementes de Canavalia brasiliensis com afinidade
por manose/glucose. Previamente mostramos que ConBr injetada i.c.v.
pode produzir uma acdo do tipo antidepressiva similar a fluoxetina.
ConBr também apresenta efeito neuroprotetor contra a excitotoxicidade
glutamatérgica em fatias de hipocampo e em modelo de convulsdes
induzidas por &cido quinolinico. No presente estudo investigamos o
envolvimento do receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) e da via L-
arginina-6xido nitrico (NO-) na acéo tipo antidepressiva de ConBr no
teste do nado for¢ado (TNF). Para esse objetivo, camundongos machos
adultos foram pré-tratados com NMDA (0,1 pmol/sitio, i.c.v), D-serina
(30 mg/sitio, i.c.v. co-agonista de receptores NMDA), L-arginina (750
mg/kg, i.p. precursor de NO-) e sildenafil (5 mg/kg, i.p. inibidor de
fosfodiesterase isoforma 5), os tratamentos bloquearam o efeito
antidepressivo de ConBr. Do mesmo modo, a administracdo de ConBr em
uma dose sub-ativa (0,1 pg/sitio, i.c.v.) combinada com doses sub-ativas
de antagonistas de receptores NMDA, MK-801 (0,001 mg/kg, i.p.) e
cetamina (0,1 mg/kg, i.p.) ou do inibidor da guanilato ciclase soltvel, 1H-
[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one (ODQ; 30 pmol/sitio, i.c.v.)
foram capazes de produzir um efeito sinérgico do tipo antidepressivo.
Esses resultados sugerem que o efeito antidepressivo de ConBr no TNF
envolve a inibi¢do do receptor NMDA, a reducdo de NO- e diminuicdo
da sintese de GMPc. Adicionalmente, realizamos um estudo sistematico
de vias de sinalizagdo intracelular reguladas por ConBr e que podem estar
associadas com os efeitos antidepressivos e neuroprotetores. ConBr (10
ug/sitio) foi injetada no ventriculo lateral (i.c.v.) de camundongos e os
hipocampos foram retirados 0,5, 1, 3, 6, 8, 12, 18 e 24 h ap6s o tratamento
para analise por Western Blot e gRT-PCR. Os resultados mostraram que
ConBr induziu a ativacdo das proteinas cinases Akt, ERK1 e PKA, bem
como induziu aumento da fosforilacdo de CREB e da expressdo do fator
neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF). Esses dados sugerem que a
ativacdo destas vias poderia estar envolvida nos efeitos neuroprotetores e
antidepressivos de ConBr. Por fim, avaliamos o potencial neuroprotetor
de ConBr em um modelo de isquemia utilizando culturas organotipicas
hipocampais (COH) submetidas a privagdo de oxigénio e glicose (POG).
O tratamento com ConBr (0,1 pg/mL), preveniu a morte celular, reverteu
0 estresse oxidativo e impediu a reducdo na fosforilagdo de Akt e ERK1
induzidos por POG. Em culturas primarias de neurénios hipocampais,



utilizando a sonda fluorescente Fluo-4/AM, ConBr bloqueou a entrada de
Ca?* dependente da despolarizacéo por K*. Corroborando com este dado
COHs submetidas a POG foram coincubadas com doses sub-ativas de
ConBr e nifedipina, um inibidor dos canais de Ca* voltagem dependentes
(CCDV) do tipo L. Os resultados demonstraram um efeito sinérgico de
nifedipina e ConBr na reducdo da morte celular provocada por POG,
sugerindo os CCDV como alvo do mecanismo neuroprotetor do ConBr.
Dessa forma, em conjunto os resultados indicam a aplicacéo de lectinas
de plantas como estratégia para neuroprotecdo e modulacdo da
neuroplasticidade através da regulagdo de glicoproteinas da superficie
celular e regulacdo da sinalizacéo intracelular.

Palavras-chave: ConBr. Lectinas. Depresséo. Isquemia. NMDA. CREB.
BDNF. Neuroprotecdo. Canais de calcio.



ABSTRACT

Lectins are proteins that recognize and reversibly bind to carbohydrates
attached to proteins and lipids. ConBr is a lectin purified from Canavalia
brasiliensis seeds that displays high affinity for mannose/glucose. We
have previously shown that ConBr produced antidepressant-like effect
and blocked hippocampal neurotoxicity induced by quinolinic acid and
glutamate. The present study was undertaken to investigate the
involvement of the N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor and the L-
arginine-nitric oxide (NO-) pathway in the antidepressant-like action
displayed by ConBr in the forced swimming test (FST). Moreover, it was
evauated the intracellular signaling pathways regulated by ConBr that
could be potentially associated with the antidepressant and
neuroprotective effects. Finally, neuroprotective activity of ConBr was
analised in a model of ischemia in vitro using organotypic hippocampal
cultures (OHCs) submitted to oxygen/glucose deprivation (OGD). With
the aim of verifying the involvement of NMDA receptors in the
antidepressant-like effect of ConBr (10 pg/site, i.c.v.), a pretreatment with
NMDA (0.1 pmol/site, i.c.v.), D-serine (30 ug/site, i.c.v.), L-arginine
(750 mg/kg, i.p.) or sildenafil (5 mg/kg, i.p.) was carried out. The results
show that all treatments blocked the effect of ConBr. Furthermore, the
coadministration of subeffective doses of MK-801 (0.001 mg/kg, i.p.),
ketamine (0.1 mg/kg, i.p.) or 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-
one (ODQ; 30 pmolf/site, i.c.v.) and ConBr (0.1 pg/site, i.c.v.), produced
a synergistic antidepressant-like effect in the FST. Taken together, the
results suggest that the antidepressant-like effect of ConBr involves
NMDA receptor inhibition, reduction in NO- and cGMP synthesis. In
order to elucidate intracellular signaling pathways regulated by ConBr
that may be potentially associated with the antidepressant and
neuroprotective effects previously reported, ConBr (10 pg/site) was
injected into the ventricle (i.c.v.) of mice, and the hippocampi were
removed 0.5, 1, 3, 6, 8, 12, 18 and 24 h after treatment. Our results
indicate that centrally administered ConBr is able to activate the
hippocampal neurotrophic pathway PKA/AKV/ERK1-CREB(Ser133)-
BDNF, suggesting that these signaling pathways might be involved in the
neuroprotective and antidepressant-like effects of ConBr. Finally, the
potential neuroprotective activity of ConBr was assessed in OHCs
submitted to OGD for 15 min, followed by 24 h of recovery when cell
viability and neurochemical parameters were analyzed. In addition, the
ability of ConBr to modulate intracellular Ca*" was evaluated by a Ca?*-
sensitive fluorescent dye (Fluo-4/AM) in primary cultures of



hippocampal neurons. Treatment with ConBr (0.1 ug/mL) prevented cell
death, mitigated the oxidative stress and prevented the reduction of Akt
and ERK1 phosphorylation induced by OGD. Furthermore, ConBr
blocked K*-induced Ca?* entrance in hippocampal neurons. To examine
the role of voltage dependent Ca?* channels (VDCC) in the
neuroprotective effect of ConBr, OHCs subjected to OGD were submitted
to a coincubation of sub-effectives doses of ConBr and nifedipine, an
inhibitor of L-type VDCC. The results showed a synergistic effect of
nifedipine plus ConBr counteracting the impairment of cell viability
induced by OGD, suggesting VDCC as a target of neuroprotective
mechanism of ConBr. These results corroborate with previous data that
indicate the application of plant lectins for neuroprotective strategies
through the regulation of cell surface glycoproteins and intracellular
signaling.

Keywords: ConBr. Lectins. Depression. Ischemia. NMDA. CREB.
BDNF. Neuroprotection. Calcium channel.
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1 INTRODUCAO

1.1  Glicosilacdo

A glicosilacéo é uma das mais comuns e mais complexas formas
de modificagdo pds-traducéo de proteinas e lipideos. Através do processo
de glicosilacdo s&o produzidos diferentes tipos de glicanos (ou
glicoconjugados). Glicanos, aqui referidos como monossacarideos,
oligossacarideos, e polissacarideos livres ou ligados a proteinas e
lipideos. Os glicanos sdo um dos quatro componentes basicos das células
e constituem os mais abundantes e diversificados biopolimeros da
natureza (Ohtsubo e Marth, 2006).

A glicosilacdo de proteinas forma glicanos do tipo N-glicanos,
O-glicanos e glicosaminoglicanos (conhecidos como proteoglicanos). N-
glicanos sdo ligados a residuos de asparagina das proteinas, enquanto que
os O-glicanos séo ligados a serina e treonina (Schachter, 2000; Yan e
Lennarz, 2005). Embora os glicosaminoglicanos também estejam ligados
a serina e treonina, sdo produzidos por diferentes vias biossintéticas, e sdo
muitas vezes sulfatados (Esko e Selleck, 2002). Glicosilagcdo de lipideos
também é uma forma de modificagdo pds-traducdo bastante prevalente,
através da qual se formam os glicolipideos. Esta variedade de estruturas
de sacarideos complexos é regulada pela atividade das enzimas
glicosiltransferases e glicosidases, que atuam sequencialmente
determinando a "assinatura de glicosilacdo" de diferentes células e tecidos
(Spiro, 2002).

A multiplicidade de papéis que os carboidratos e seus
glicoconjugados apresentam nos processos bioldgicos tem estimulado o
crescente nimero de estudos na area de glicobiologia, principalmente
para determinar a natureza de suas interacfes em condicdes fisioldgicas,
bem como em condicdes patolégicas (Lis e Sharon, 1993; Kleene e
Schachner, 2004; Dube e Bertozzi, 2005; Ohtsubo e Marth, 2006;
Ghazarian et al., 2010).

Glicanos presentes em glicoconjugados participam de muitos
mecanismos celulares. Uma das funcdes iniciais da glicosilagdo de uma
proteina é dirigir esta proteina para a sua localizacdo subcelular
apropriada, por exemplo, muitas proteinas lisossémicas contém uma
unidade de manose, que funciona como uma molécula de sinalizacdo para
o lisossoma  (Varki e Kornfeld, 1980). Os glicanos também
desempenham um papel essencial em muitos processos fisioldgicos como
adesdo célula-célula, crescimento celular (Kariya e Gu, 2011),
fertilizacdo (Dell et al., 1999), infec¢cdo por parasitas (Fauquenoy et al.,
2011) e interacdo de receptores e seus ligantes, interferindo assim na
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transducdo do sinal e na modulacdo do desenvolvimento de varios
sistemas (Cobb e Kasper, 2005). Alteracdes no padrdo de glicosilacdo
podem ocorrer em diversas patologias inclusive no cancer, onde as células
cancerosas frequentemente exibem diferencas nos niveis e estrutura dos
glicanos expressos na superficie celular em relagdo as células normais
(Ghazarian et al., 2010). Desta forma, a glicosilagdo aberrante de proteina
estd relacionada com muitas doengas, incluindo doengas
neurodegenerativas (Saez-Valero et al., 2003).

1.1.1  Glicosilagéo no sistema nervoso central (SNC)

No SNC os glicanos tém sido reconhecidos como participantes
das interacdes celulares, desempenhando atividades regulatérias em
diversos niveis. Receptores para proteinas de matriz extracelular,
receptores para fatores neurotrdficos, receptores glutamatérgicos,
transportadores de neurotransmissores e canais ibnicos possuem natureza
glicoprotéica e as cadeias de agUicares presentes nestas proteinas parecem
estar envolvidas em diversas fungdes nas células neuronais, tais como:
migracdo celular, crescimento de neuritos e fasciculagdo, formacdo de
sinapses e sua estabilizacdo, modulacdo da eficicia sindptica e da
neuroplasticidade (Kleene e Schachner, 2004; Ghazarian et al., 2010). A
importancia de glicanos para o sistema nervoso é destacado por doengas
congénitas de glicosilacdo, que resultam em dificuldades psicomotoras,
retardo mental e outros sintomas neuropatoldgicos (Kleene e Schachner,
2004).

Muitos estudos demonstram que a glicosilacéo é importante para
a funcdo de receptores de neurotransmissores. As cadeias laterais de
oligossacarideos presentes nestes receptores participam ou afetam uma
grande variedade das suas fun¢des, modulando as interacBes entre
receptores e seus ligantes, a montagem correta das subunidades do
receptor na membrana, seu transporte intracelular e a sua expressdo na
superficie celular, a protecdo contra proteases, o reconhecimento célula-
célula e outras interacdes proteina-proteina (Martin, 2002).

Através do uso de inibidores de N-glicosilagio como a
tunicamicina ou a mutagénese direta dos sitios de glicosilagdo nos
receptores nicotinicos de acetilcolina (NAChRs) foi demonstrado que N-
glicanos presentes nas subunidades do nAChRs sdo importantes para a
estabilidade do receptor na membrana (Merlie et al., 1982; Ramanathan
e Hall, 1999; Nishizaki, 2003). Em um estudo estrutural do receptor
nAChR, foi demonstrado que os residuos de aclcares presentes na
estrutura do receptor participavam da ligacdo com a a-bungarotoxina,
uma toxina moduladora do receptor (Dellisanti et al., 2007).
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Sinapses glutamatérgicas excitatorias no cérebro também foram
estudadas quanto a importancia da glicosilagdo. Ambos receptores,
AMPA  (Acido-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropiénico) e
NMDA (N-metil-D-aspartato) apresentam varios sitios de glicosilagcdo
(Everts et al., 1997). Também nestes receptores a inibi¢do da glicosilagdo
apresenta um efeito sobre a expressdo na superficie celular de algumas
subunidades dos receptores (NR1, em particular). Além disso, o papel da
glicosilagdo na atividade do receptor de NMDA tem sido relatado em
estudos onde o tratamento com tunicamicina causou uma redugdo
significativa da amplitude das correntes de excitacdo e aboliu as correntes
evocadas por glutamato (Everts et al., 1997).

As cadeias de glicano também desempenham um papel essencial
na atividade de transportadores como o transportador de dopamina
(DAT), uma vez que a auséncia de cadeias de glicanos no DAT reduziu a
sua atividade e alterou a sua sensibilidade para a inibi¢do (Li et al., 2004).

Portanto, compreender o papel funcional dos glicanos e suas
interacBes poderd aprimorar nosso conhecimento sobre os eventos
envolvidos na sinalizacdo do SNC, e estes podem se tornar novos alvos
para intervencdes no tratamento de doengas (Kleene e Schachner, 2004;
Ohtsubo e Marth, 2006).

1.2 Aslectinas

As moléculas mais estudadas na glicobiologia e com interesse
farmacol6gico sdo as lectinas. As lectinas sdo um grupo heterogéneo de
proteinas que reconhecem e se ligam reversivelmente a carboidratos
livres e carboidratos presentes em glicoconjugados. As lectinas foram
inicialmente descobertas em plantas, como proteinas que apresentavam
habilidade de aglutinar eritrdcitos de diferentes tipos sanguineos e de
modo seletivo (Sharon e Lis, 2004), mas posteriormente também foram
identificadas em bactérias, virus, vertebrados e mamiferos (Reina e
Bernardi, 2012). Muitas das estruturas primarias e tridimensionais de
lectinas ja estdo elucidadas (Brewer, 2001; Cavada et al., 2001; Ambrosi
et al., 2005; Gabius et al., 2011).

Estudos estruturais realizados em lectinas sugerem que a
atividade de ligacdo a carboidratos da maioria das lectinas é determinado
por residuos de aminoacidos limitados designados como o dominio de
reconhecimento de carboidrato (CRD) (Sharon e Lis, 2004). O CRD
tipicamente reconhece residuos de carboidratos das glicoproteinas e
glicolipideos de membrana celular (Mody et al., 1995). A intera¢do entre
0 carboidrato e as lectinas é impulsionado por ligagdes de hidrogénio,
associacdo de residuos de monossacarideos com metais (lectinas do tipo-
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C e dependentes de Ca?*) ou ainda interacdes idnicas e hidrofobicas, que
contribuem para a afinidade de ligacdo. As lectinas ndo apresentam
atividade enzimatica e embora a afinidade das lectinas por
monossacarideos seja geralmente fraca, € uma ligacdo altamente seletiva
(Sharon e Lis, 2004).

1.2.1  Lectinas presentes no organismo dos mamiferos

A decodificagdo da informacdo biolégica presente em
glicoconjugados é atribuida, em parte, as lectinas presentes no organismo
dos mamiferos. Lectinas enddgenas estdo envolvidas em uma enorme
variedade de processos bioldgicos, tais como reconhecimento e interacdo
célula-célula e célula-matriz extracelular, fertilizacdo, desenvolvimento
embrionario, crescimento e diferenciacdo celular, sinalizacdo celular,
adesdo e migracdo celular, apoptose, imunomodulagdo e inflamagdo,
interacdes patdgeno-hospedeiro e inducdo mitogénica (Mody et al., 1995;
Gorelik et al., 2001; Minko, 2004; Sharon e Lis, 2004; Rabinovich e
Toscano, 2009). Embora os animais apresentem uma grande variedade de
lectinas, apenas algumas delas foram isoladas e caracterizadas em relagéo
aos seus papéis no organismo (Gabius et al., 2011).

No SNC é crescente 0 nimero de evidéncias da presenca de
diferentes lectinas em diferentes tipos celulares. Algumas das lectinas tém
uma localiza¢do nuclear/citosélica, sugerindo que estdo envolvidos no
trafego entre citosol e no nucleo. Algumas das lectinas sdo
transitoriamente externalizadas durante o desenvolvimento cerebral para
processos de adesdo/reconhecimento e para a transducdo de sinal. No
SNC podem ser encontradas lectinas com afinidade por diversos agucares
incluindo manose/glicose, N-acetil glicosamina e galactose (Marschal et
al., 1989; Almkvist e Karlsson, 2004; Endo, 2005; Dani e Broadie, 2011).
Essas moléculas sdo capazes de interferir na atividade cerebral e dentre
elas as galectinas tem se destacado como importantes moléculas
moduladoras da funcdo neural (Sakaguchi et al., 2007; Starossom et al.,
2012).

1.2.2  Galectinas

Galectinas representam uma familia de lectinas amplamente
distribuidas no reino animal definidas pela sua especificidade por B-
galactosideos. A estrutura cristalografica da maioria das galectinas mostra
que estas proteinas contém pelo menos um dominio conservado de cerca
de 130 aminoacidos designado como o dominio lectinico (CRD), que é
responsavel pelas suas propriedades de ligacdo a carboidratos. Até o
momento sdo conhecidas 15 galectinas diferentes. Com base na sua
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estrutura as galectinas séo classificadas em diferentes grupos: (a) “Proto-
type” (galectinas -1, -2, -5, -7, -10, -11, -13, -14 e -15) que contém um
CRD; (b) “tandem-repeat-type” (galectinas -4, -6, -8, -9, e -12), que
contém dois CRD; (¢) “Quimera” (galectina - 3) que é composta de um
CRD e um dominio ndo lectinico envolvido em sua oligomerizagdo
(Barondes et al., 1994; Di Lella et al., 2011).

As galectinas estdo distribuidas dentro e fora das células, em
geral sdo proteinas solUveis que apresentam caracteristicas tipicas de
moléculas citoplasmaticas. No entanto, a sua localizagéo precisa ndo é
limitada ao citosol, elas também sdo encontradas no ndcleo, sobre as
superficies das células, e até mesmo no espaco extracelular (Yang, R. Y.
et al., 2008). No entanto, independentemente da sua localizacdo, estas
proteinas amplamente distribuidas estdo envolvidas na regulagdo de
diversos processos celulares em ambos os ambientes intra e
extracelulares, como processos de homeostase, apoptose e embriogénese,
e em condigdes patologicas como pré-eclampsia, inflamagéo, diabetes,
arterosclerose e cancer (Hughes, 2001; Wada e Makino, 2001; Almkvist
e Karlsson, 2004; Le Mercier et al., 2009; Blois e Barrientos, 2013).
Dentre as galectinas estudadas, a galectina-1 tem se destacado como
importante molécula moduladora da funcdo neural (Sakaguchi et al.,
2010; Starossom et al., 2012).

1221 Galectina 1

Galectina-1 (gal-1) foi a primeira proteina descoberta na familia
das galectinas. Gal-1 é uma pequena proteina de 14 kDa, que na sua forma
dimérica (reduzida) interage com os carboidratos, e esta interacdo
direciona a sua atividade bioldgica (Horie et al., 2004; Di Lella et al.,
2011). Mas a perda da capacidade de ligacdo aos carboidratos (Gal-1
oxidada) ndo implica na perda da sua atividade bioldgica. Uma vez que a
forma oxidada da gal-1 apresenta uma atividade potente de regeneracao
axonal (Horie et al., 2004). Gal-1 tem se destacado pelos seus efeitos no
SNC, especialmente pela aparente atividade neuroprotetora (Kajitani et
al., 2009; Qu et al., 2010; Qu et al., 2011).

Alguns estudos demonstram que a gal-1 é amplamente expressa
no SNC, tanto em neurdnios, quando nas células gliais (Akazawa et al.,
2004; Sakaguchi et al.,, 2007). Essa lectina apresenta atividade
neuroprotetora contra a neurotoxicidade produzida por glutamato a
medida que é capaz de sinalizar as células e alterar a composicédo das
subunidades do receptor NMDA e por consequéncia sua condutancia
(Lekishvili et al., 2006). Além disso, ela pode exercer outras acOes
neuroprotetoras e sobre a neuroplasticidade que incluem: inducdo de
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diferenciacdo de astrocitos (Sasaki et al., 2004); efeito neuroprotetor pelo
estimulo na expressdo astrocitaria do fator neurotrofico derivado do
encéfalo (BDNF) in vitro e em modelo animal de isquemia (Endo, 2005;
Qu et al., 2010); inibicdo da astrogliose e protecdo dos danos celulares e
funcionais pés-isquémicos (Qu et al., 2011); estimulo da proliferacdo de
progenitores neurais (Sakaguchi et al., 2006; Ishibashi et al., 2007;
Kajitani et al., 2009; Sakaguchi et al., 2010). O mecanismo molecular
exato que conduz os diversos efeitos neuroprotetores promovidos por gal-
1 e outras lectinas ainda ndo estdo bem elucidados. Entretanto, a
participacdo de receptores de B-integrinas, glicoproteinas ricas em [-
galactosideos na sua estrutura, parece estar envolvida nas repostas
celulares promovidas por gal-1 (Sakaguchi et al., 2010).

1.2.3  Lectinas de Plantas

As lectinas de origem vegetal tém sido utilizadas como
ferramentas na elucidagdo das fungdes das cadeias de aglcares em uma
variedade de fenémenos bioldgicos das células animais. As lectinas de
plantas podem ser utilizadas com facilidade e com baixo custo ndo apenas
como moléculas de reconhecimento de agUcares especificos expressos na
superficie celular, mas também como ferramentas para modulagdo de
diversas atividades bioldgicas, incluindo: atividades antitumorais,
através de segmentagdo e morte celular programada, como apoptose e
autofagia (Fu et al., 2011); atividade estimuladora da producéao de 6xido
nitrico (NO-) (Andrade et al., 1999); acdo anti-inflamatoria através da
inibicdo da producdo de citocinas pro-inflamatérias e migracdo de
leucécitos (Cavada et al., 2001); atividade antinociceptiva via modulacéo
do sistema opidide (De Freitas Pires et al., 2011), papel gastroprotetor
contra lesdo da mucosa gastrica induzida por etanol e indometacina (De
Vasconcellos Abdon et al., 2012).

Entre as lectinas mais estudadas estdo as da familia Fabaceae
(Leguminosae). Lectinas dessa familia representam um grupo de
proteinas  similares  estruturalmente, porém com  diferentes
especificidades a carboidratos. A subtribo Diocleinae (familia
Leguminosae) compreende 13 principais géneros, dentre eles
encontramos os géneros, Canavalia, Cratylia e Dioclea, dos quais lectinas
de origem brasileira tém sido isoladas e caracterizadas, como as extraidas
de: Canavalia brasiliensis (ConBr), Dioclea grandiflora (DGL), Dioclea
violacea (DVioL) entre outras (Cavada et al., 2001). Todas as lectinas
Diocleanae apresentam estruturas multiméricas compostas de monémeros
de 25,5 kDa, além de exibirem a caracteristica de equilibrio dimero-
tetrdmero dependente de pH (Calvete et al., 1999). Nessa familia as
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lectinas apresentam como especificidade principal de reconhecimento os
carboidratos D-manose e D-glicose (Cavada et al., 2001).

1.2.3.1 Lectina da semente de Canavalia ensiformis, Concanavalia A
(ConA)

ConA, obtida das sementes de Canavalia ensiformis (Familia
Leguminosae, tribo Phaseoleae, subtribo Diocleinae), foi a primeira
lectina a ser isolada, sequenciada e teve sua estrutura tridimensional
determinada por cristalografia de raios-x. ConA é uma lectina Ca**/Mn?*-
dependente com afinidade por manose/glicose. ConA apresenta uma
estrutura tetramérica, em que cada um dos seus mondmeros contém 237
residuos de aminoacidos (Cavada et al., 2001).

ConA tem sido muito utilizada no estudo da fungdo do SNC e
neuroplasticidade (Lin e Levitan, 1991; Scherer e Udin, 1994),
isolamento e estudo das glicoproteinas sindpticas (Partin et al., 1993; Fay
e Bowie, 2006), liberacdo de neurotransmissores (Boehm e Huck, 1998)
e na investigagao das propriedades funcionais e bioquimicas de receptores
glutamatérgicos ionotropicos AMPA (Hoffman et al., 1998; Thalhammer
et al., 2002), Cainato (Yue et al., 1995; Partin et al., 1996; Everts et al.,
1999; Fay e Bowie, 2006) e NMDA (Yue et al., 1995; Everts et al., 1997).

A partir do isolamento de ConA, vérias lectinas com
propriedades fisicas similares tem sido purificadas e caracterizadas de
outras espécies da subtribo Diocleinae, como a lectina obtida das
sementes de Canavalia brasiliensis, ConBr (Moreira e Cavada, 1984).

1.2.3.2 Lectina obtida das sementes de Canavalia brasiliensis
(ConBr)

A Canavalia brasiliensis (Figura 1) é uma angiosperma nativa
do continente americano. No Brasil é encontrada nas regiGes Sudeste e
Nordeste, sendo conhecida popularmente como feijdo bravo do Ceara
(Cruz et al., 1995). Pertence a familia Fabaceae (Leguminosae), Tribo
Diocleae e subtribo Diocleinae (Dam et al., 1998). Esta espécie, pelo seu
sistema de raiz amplo e profundo, pode contribuir para melhora da
estrutura do solo, estabilizacdo de processos de erosdo e faz ciclagem de
nutrientes. Devido a isto € muito utilizada como adubo, no controle da
desertificacdo e erosdo (Carvalho e Sodre Filho, 2000; Cobo et al., 2002).
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Figura 1. Leguminosa Canavalia brasiliensis (Feijao Bravo do Ceard).
Retirada de:
http://iwww.tropicalforages.info/key/Forages/Media/Html/images/Canavalia_bra
siliensis/Canavalia_brasiliensis_02.jpg

ConBr é uma lectina isolada a partir de sementes de Canavalia
brasiliensis, apresenta alta similaridade estrutural a ConA (99%)
(Grangeiro et al., 1997), e a mesma especificidade por glicose/manose.
Em tecidos periféricos os efeitos bioldgicos da ConBr incluem a
estimulacdo da producdo de NO- por macréfagos (Andrade et al., 1999),
inducdo de apoptose em linfocitos (Barbosa et al., 2001) e estimulacdo da
liberacdo de histamina em mastdcitos (Lopes et al., 2005). Outro aspecto
demonstrado recentemente foi uma atividade analgésica de ConBr,
quando administrada via oral em camundongos, sendo este efeito
aparentemente relacionado a sua a¢ao sobre receptores opidides no SNC
(De Freitas Pires etal., 2011). A estrutura de ConBr é representada abaixo
(Figura 2) e mostra os residuos de aminoacidos que variam em relacéo a
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ConA. Apenas dois aminoacidos sdo substituidos e nenhum destes
residuos estd proximo do sitio de ligacdo de carboidratos em ambas
lectinas. Além das mudancas na estrutura primaria, tém sido encontrado
importantes diferengas na estrutura quaterndria de ConBr em relacdo a
ConA (Grangeiro et al., 1997; Sanz-Aparicio et al., 1997). A lectina
ConBr apresenta um comportamento de oligomerizagdo diferente de
ConA. Por exemplo, enquanto ConA, em pH 7,0, é um tetrdmero
homogéneo, ConBr exibe uma mistura de dimeros (31%) e tetrdmeros
(69%) nesta mesma faixa de pH. A razdo entre as formas dimérica e
tetramérica, junto com mudangas na orientacdo relativa dos sitios de
ligacdo de carboidratos nas estruturas quaternarias de lectinas homoélogas,
tem sido sugerido como explicagdo para as diferentes atividades e
poténcias bioldgicas das lectinas ConBr e ConA (Calvete et al., 1999).

Figura 2. Estrutura global do tetramero de ConBr. As posi¢des dos residuos
de Gly 58 e Gly 70 em ConBr sédo substituidas por Asp e Alaem ConA. As esferas
cinza e preta representam os metais de transicdo, Mn?* e Ca?', respectivamente
[Adaptado de Sanz-Aparicio et al. (1997)].
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1.2.3.3  Efeitos de ConBr sobre 0 SNC

Considerando estes efeitos de ConBr e a sua similaridade
estrutural com ConA, nosso grupo tem buscado estudar os efeitos
bioldgicos de ConBr sobre o SNC. Nossos dados sugerem que ConBr
pode modular sistemas de neurotransmissdo e algumas vias de sinaliza¢do
intracelular que culminam com efeitos neuroprotetores e de modulacéo
da neuroplasticidade (Barauna et al., 2006; Russi et al., 2012; Jacques et
al., 2013).

Em estudo recente mostramos que ConBr apresenta efeito
neuroprotetor contra convulsdes induzidas por acido quinolinico (AQ) em
camundongos e paralelamente reverte o aumento da fosforilacdo de
JNK2/3 e das subunidade GIluR1 do receptor AMPA induzidos pelo AQ
(Russi et al., 2012). ConBr também apresenta efeito neuroprotetor contra
a excitotoxicidade glutamatérgica in vitro em fatias de hipocampo, além
de reverter (nesse modelo) a diminuigdo da fosforilagao de Akt provocada
pelo glutamato (Jacques et al., 2013). De Freitas Pires et al. (2011),
relatam que ConBr administrada via oral em camundongos possui
atividade analgésica, sendo este efeito aparentemente relacionado a sua
acdo sobre receptores opidides no SNC.

ConBr (diferentemente de ConA), tem acdo do tipo
antidepressiva, avaliada no teste do nado forgado (TNF), que € utilizado
para “screening” de compostos com potencial ag¢do antidepressiva. O
mecanismo dessa ac¢do de ConBr foi dependente da ativagdo dos sistemas
serotoninérgicos (via receptores 5HT1 e 5HT2), adrenérgico (via
receptores a2-adrenérgico) e dopaminérgico (via receptores D2). Além
disso, ConBr foi capaz de potencializar a acdo da fluoxetina, um
antidepressivo inibidor seletivo da recaptacdo da serotonina (Barauna et
al., 2006).

1.3 Depressao

A depressdo é um transtorno de humor grave caracterizada por
humor deprimido e/ou anedonia, que é a perda de prazer por atividades
antes consideradas prazerosas. Além disso, sintomas como alteracdo no
peso, no apetite e no sono, fadiga, sentimento de culpa, dificuldade de
concentracdo também sdo observados (Moussavi et al., 2007). A
depressdo leva a consequéncias graves, incluindo suicidio e aumento do
risco de eventos cardiovasculares. Portanto, a depressdo é um importante
problema de saude publica global, com altos custos sociais e pessoais,
diminuicdo da produtividade no trabalho e aumento na utilizagdo dos
servigos de saude (Murray e Lopez, 1997; Moussavi et al., 2007).
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A maioria dos farmacos disponiveis para o tratamento da
depressdo atuam na modulacdo dos sistemas monoaminérgicos,
principalmente blogueando transportadores e receptores de monoaminas,
ou a atividade da monoamina oxidase. As principais classes destes
farmacos sdo os triciclicos, os inibidores seletivos da recaptacdo de
serotonina (ISRS) e de noradrenalina (ISRN) ou de recaptagdo dual
(serotonina/noradrenalina) e os inibidores da monoamina oxidase
(iIMAOQ), além de antidepressivos atipicos (Morilak e Frazer, 2004).

Entretanto, os antidepressivos disponiveis atualmente necessitam
de um longo prazo de tratamento e tém a sua eficacia limitada, cerca de
um tergo apenas dos pacientes respondem a primeira medicagao prescrita.
O Instituto Nacional de Satde Mental STAR *D (Sequenced Treatment
Alternatives to Relieve Depression) descobriu que apenas 27% dos
pacientes deprimidos apresentam remissdo dos sintomas dentro de 12
semanas e 33% dos pacientes ndo apresentam remissdo (Gaynes et al.,
2009). Ainda, a maioria dos medicamentos apresenta efeitos colaterais
como dor de cabe¢a, ganho de peso, disfuncdo sexual, hipotensdo,
arritmia, dentre outros (Serretti et al., 2010; Serretti e Mandelli, 2010).
Estes dados destacam a grande necessidade de novos agentes
antidepressivos e novas abordagens, que apresentem novos mecanismos,
inicio de acdo mais rapido e maior eficacia.

1.3.1 Sistema Glutamatérgico na depressao

Considerando a grande necessidade de novos agentes
antidepressivos que apresentem novos mecanismos, inicio de agcdo mais
rapido e maior eficécia, atencdo especial tem sido dada a outros sistemas
de neurotransmissores na patogénese da depressdo, tais como o sistema
glutamatérgico. Evidéncias substanciais sugerem que a sinalizacdo do
receptor NMDA pode ser utilizada como um novo alvo para a agéo
antidepressiva (Trullas e Skolnick, 1990; Skolnick, 1999; Sanacora et al.,
2011; Duman et al., 2012).

A "hipétese glutamatérgica" foi sugerida no principio dos anos
1990, quando os primeiros resultados mostraram que antagonistas do
receptor NMDA possuiam agdo antidepressiva (Trullas e Skolnick, 1990).
Mais recentemente, esta hipétese tem evoluido, integrando resultados de
pesquisas de diversas areas, incluindo sinalizacdo intracelular,
mecanismos de expressdo génica, mecanismos neurotréficos,
neurogénese, plasticidade, remodelacdo neuronal de células e circuitos
(Pittenger e Duman, 2008; Sanacora et al., 2011; Duman et al., 2012).

Estudos recentes indicam que a cetamina, um antagonista do
receptor de NMDA, pode auxiliar na solucdo de varias limitacdes do
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tratamento da depressdo. Uma dose Unica de cetamina produz uma
resposta antidepressiva rapida (dentro de horas) em pacientes que nao
responderam a dois ou mais antidepressivos tipicos e sdo considerados
resistentes ao tratamento (Salvadore e Singh, 2013). Além disso, estudos
pré-clinicos mostram que a cetamina aumenta rapidamente as conexdes
sinapticas e, assim, evita a perda neuronal e sinaptica causada por estresse
cronico (Lietal., 2011; Duman et al., 2012; Kavalali e Monteggia, 2012).

1.3.2  Via L-arginina-Oxido Nitrico-GMPc na depressio

Os receptores NMDA sdo receptores ionotrépicos complexos
que quando ativados permitem a entrada de Ca?* a partir do meio
extracelular para os neurdnios. Isto resulta na modulacdo de varios
processos intracelulares incluindo a via de sinalizagdo da L-arginina-
NO-. Ca®* ativa a enzima 6xido nitrico sintase (NOS) que converte L-
arginina em NO- e L-citrulina (Esplugues, 2002; Paul e Skolnick, 2003).
O NO-, uma molécula mensageira no cérebro, produzido em resposta a
estimulacdo do receptor NMDA, tem sido implicado na regulagéo de uma
variedade de processos comportamentais, cognitivos e emocionais, e
também na neurotransmissdo, plasticidade sinaptica, aprendizado,
percepcdo da dor, agressividade e depressdo (Esplugues, 2002; Steinert et
al., 2010). A reducao dos niveis de NO- no hipocampo pode induzir
efeitos do tipo antidepressivo, sugerindo assim o envolvimento do NO-
na neurobiologia da depressdo (Dhir e Kulkarni, 2011).

E importante também salientar que o NO- é um radical altamente
reativo, que tende a reagir com outras moléculas, o que resulta na
oxidacdo, nitrosilagdo ou nitragdo de proteinas celulares com efeitos
concomitantes na funcdo neural (Esplugues, 2002). Por outro lado, ha
uma grande quantidade de evidéncias que sugerem que muitos dos efeitos
do NO- no encéfalo sdo mediados através da estimulacdo da guanilato
ciclase soltvel (sGC) e consequente elevacdo de guanosina monofosfato
ciclico (GMPc) (Denninger e Marletta, 1999). Esta via, L-arginina- NO--
GMPc é uma importante via de sinalizagdo envolvida na depressao
(Almeida, Felisbino, et al., 2006; Dhir e Kulkarni, 2011).

O NO- é formado a partir de L-arginina com a ajuda da enzima
NOS que por sua vez ativa a SGC, que é responsavel pela conversdo de
guanosina trifosfato (GTP) em GMPc. Sabe-se que niveis aumentados de
GMPc estdo relacionados com o0 aumento da depressdo, e farmacos que
levem a reducgdo nos seus niveis pode produzir acdes antidepressivas (Da
Silva et al., 2000; Dhir e Kulkarni, 2007).
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Figura 3. Sintese de éxido nitrico e a viada L-arginina- NO--GMPc [adaptado
de Dhir e Kulkarni, (2011)].

Os efeitos de GMPc ocorrem através de alvos bioquimicos
distintos que incluem cinases dependentes de GMPc (cGKs), canais de
cations GMPc-regulados, e fosfodiesterases (PDEs). Os estudos
farmacol6gicos e genéticos sugerem um papel importante das PDEs na
cognicéo, psicose, depressdo e neurodegeneracdo (Menniti et al., 2006).
A inibicdo de PDE2 com Bay 60-7550 (Boess et al., 2004) bem como a
inibicdo da PDE5 com sildenafil ou vardenafil (Prickaerts et al., 2002)
melhorou o desempenho de ratos em tarefas sociais e de memoria de
reconhecimento de objetos.

Nosso grupo ja relatou anteriormente os efeitos antidepressivos
de ConBr (Barauna et al., 2006), mas pouco se sabe sobre seu mecanismo
de acdo. A sinalizacdo do receptor de NMDA constitui um objetivo
importante da atividade antidepressiva (Trullas e Skolnick, 1990;
Skolnick, 1999; Sanacora et al., 2011; Duman e Li, 2012), e estd bem
documentado que o receptor NMDA é glicosilado no dominio
extracelular e podem interagir com as lectinas com afinidade por
glucose/manose (Everts et al., 1997). Além disso resultados anteriores
demonstram que ConBr pode modular o sistema glutamatérgico (Russi et
al., 2012; Jacques et al., 2013). Assim, investigar o possivel envolvimento
do sistema glutamatérgico (através de receptores NMDA) e da via L-
arginina- NO- no efeito antidepressivo provocada pela administragdo
central do ConBr foi um dos objetivos deste trabalho.
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1.4 Sinalizacao Celular

As células estdo constantemente em comunicacdo com 0 seu
ambiente externo. Tanto em processos normais como patoldgicos elas
devem ser capazes de receber sinais a partir do meio extracelular e
distribuir estes sinais para o interior da célula. Muitos estudos tentam
estabelecer como estes sinais sao reconhecidos pela superficie celular e a
seguir traduzidos no interior da célula em resposta bioldgica eficiente. O
SNC em particular € um tecido muito rico em sistemas de transducdo de
sinal, que fornecem em grande parte a base molecular que regula as
funcBes neurais mais relevantes incluindo: proliferacdo, diferenciacdo
celular, morte celular, plasticidade sinaptica, aprendizado, memoria e o
préprio estado de humor (Cohen e Greenberg, 2008). Da mesma forma,
os diversos médulos de sinalizagdo participam da fisiopatologia de
doencas neurodegenerativas e do humor bem como nas respostas
terapéuticas frente aos farmacos (Schlessinger, 2000, Kleene e
Schachner, 2004, Cohen e Greenberg, 2008, Ghazarian et al., 2010).

Algumas das familias de proteinas cinases mais estudadas no
SNC incluem proteina cinase A (PKA), proteina cinase G (PKG),
proteinas cinases C (PKCs), proteina cinase B (PKB/AKkt), proteinas
cinases Ca?*/calmodulina-dependentes (CaMKs) e proteinas cinases
ativadas por mitégenos (MAPKSs) (Sweatt, 2001; Hanada et al., 2004).

Alguns modulos de sinalizagdo de importancia na modulagdo da
plasticidade do SNC e que representam alvos importantes nas estratégias
de neuroprotegéo e na acdo de drogas antidepressivas serdo abordados a
seguir.

1.4.1 Sistema de transducdo de sinal a partir de receptores

acoplados a proteinas G

Certamente um dos mais tradicionais sistemas de transdugéo de
sinal envolve receptores acoplados a proteinas G, levando a alteragdes da
atividade da adenilato ciclase, e dessa forma alterando a concentracéo do
segundo mensageiro AMP ciclico (AMPc) (Donati e Rasenick, 2003).
Um das acdes do AMPc é a ativacdo da proteina cinase dependente de
AMPc (PKA) que pode por sua vez modular (via fosforilacdo) uma
diversidade de proteinas alvo, incluindo o fator de transcricio CREB.
Diversos estudos demonstram que tratamento com alguns tipos de
antidepressivos aumentam a concentracdo de AMPc (Pittenger e Duman,
2008) e podem também modular os niveis de PKA (Nestler et al., 1989;
Nestler et al., 2002; Shelton, 2007).

O fator de transcricdo CREB ativado (via fosforilacdo do sitio
Ser'®3) estimula a expresséo de diversos genes entre eles o gene do BDNF
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e seu receptor TrkB que estdo diretamente envolvidos em eventos de
plasticidade neuronal (Carlezon et al., 2005; Merz et al., 2011).

1.4.2  Proteinas cinase ativadas por mitdgenos (MAPKS)

Outra via de sinalizagcdo importante inclui as proteinas cinases
ativadas por mitdgenos (MAPKS), que sdo serina/treonina cinases
amplamente distribuidas no SNC. MAPKSs controlam muitos eventos
celulares complexos, tais como a embriogénese, a diferenciagao celular,
proliferacdo e morte celular, plasticidade sinaptica entre outros eventos
de curto e de longo prazo necessarias para a homeostase neural (Chang e
Karin, 2001; Cowan e Storey, 2003).

Mamiferos expressam pelo menos quatro grupos de MAPKSs
distintamente reguladas. As cinases relacionadas com sinais
extracelulares (ERK) 1/2, c-Jun amino-terminal cinases (JNK1/2/3) e
proteinas p38 (p38 o, B, y € 8) sdo as mais estudadas. Estas cinases sdo
ativadas por dupla fosforilagdo em residuos de treonina e tirosina através
de uma cascata de sinalizagdo que se inicia com uma cinase da cinase da
MAP cinase (MAPKKK). Esta, por sua vez ativa por fosforilagdo de
residuos de serina e treonina uma MAPKK (cinase da MAP cinase)
especifica. MEK1/2 para a ERK1/2, MKK3/6 para as p38, MKK4/7 para
as JNKs. A ativacdo das MAPKK é responsavel pela subsequente
fosforilacdo das MAPKSs em residuos de treonina e tirosina (Chang e
Karin, 2001; Cargnello e Roux, 2011). A desativacdo das MAPKs é
dependente de fosfatases especificas, como a MKPs (fosfatase das MAP
cinases), PP2A e tirosina fosfatases (Mccubrey et al., 2006).
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Figura 4. Cascata de sinalizacdo das proteinas cinases ativadas por
mitégenos. MAPKs medeiam a sinalizagdo intracelular iniciada por fatores
extracelulares ou intracelulares. Todas as vias operam em forma de cascata.
Adaptado de www.cellsignaling.com. Acesso em: 23.03.2014.

A cascata de ERK1/2 é primariamente ativada por fatores de
crescimento, sua ativacdo induz alteracdo da expressdo génica e pode
modular  proliferacdo celular, morte/sobrevivéncia celular e
neuroplasticidade (Fumagalli et al., 2005; Yoshii e Constantine-Paton,
2010). No hipocampo ERK1/2 parece estar envolvida na plasticidade
sinaptica essencial para a formacdo de memoria de longa duracdo (Fisar
e Hroudova, 2010; Callaghan e Kelly, 2012). Recentemente tem sido cada
vez mais estudado o papel da via da ERK no mecanismo molecular da
depressdo e da acdo de antidepressivos (Todorovic et al., 2009).
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IJNK1/2/3 e a proteina cinase p38MAPK sio classicamente
reconhecidas como proteinas cinases ativadas por estresse (SAPKS), sdo
ativadas por citocinas relacionadas a insultos citotoxicos, e muitas vezes
sdo associadas a morte celular (Mielke e Herdegen, 2000). No entanto,
INK e p38MAPK também regulam o desenvolvimento do SNC e a
neuroplasticidade (Thomas e Huganir, 2004; Waetzig et al., 2006).

1.4.3 Viada Fosfatidilinositol-3 cinase/Akt (PI13K/Akt)

Outro mddulo de sinalizagdo importante inclui a via da PI3K/Akt
(PKB), que pode ser ativada por fatores de crescimento. Akt é uma
serina/treonina cinase que contém dois sitios regulatoérios de fosforilagao,
0 Thr®® no dominio catalitico e Ser*’® no dominio regulatério C-terminal
(Song et al., 2005).

Essa via desempenha um papel central na regulagdo do
crescimento celular, metabolismo, proliferacdo e sobrevivéncia celular,
na plasticidade sinaptica, no aprendizado e memoria, e na depressdo
maior (Kelly e Lynch, 2000; Dwivedi et al., 2008; Yang, P. C. et al.,
2008). As alteragdes em vias de sinalizagdo que regulam
neuroplasticidade e sobrevivéncia celular, como PI3K/Akt, estdo
implicadas nos mecanismos de morte celular observados em processos
neurodegenerativos, de excitotoxicidade e na depressdo, bem como nas
respostas frente a antidepressivos (Fisar e Hroudova, 2010; Budni et al.,
2011).

1.4.4  Sinalizacéo celular dependente de Ca?

Além destes sistemas ja citados deve ser ressaltada a sinalizagédo
celular dependente de Ca?*, que opera como um poderoso mensageiro
intracelular. A concentragdo intracelular de Ca®* pode aumentar por
diversos mecanismos que incluem: a ativacao de receptores conectados a
producao de inositol trifosfato (IP3); através da abertura de canais de Ca?*
voltagem-dependentes (tipo L, N ou P/Q); via receptores glutamatérgicos
ionotrépicos (AMPA, NMDA e Cainato); através de receptores
colinérgicos nicotinicos (Cohen e Greenberg, 2008; Fisar e Hroudova,
2010). Portanto, neurotransmissores bem como a despolarizacdo da
membrana nas células podem conduzir alteracdes na concentracdo
intracelular de calcio (Pittenger e Duman, 2008).

Dentro do grupo de proteinas que ligam especificamente Ca?*
esta a calmodulina (CaM), formando um complexo Ca?*/CaM. Dentre os
vérios tipos de proteinas moduladas pelo complexo Ca?*/CaM estdo as
proteinas cinases Ca?*/CaM dependentes, que sdo amplamente
distribuidas nas no tecido neural. As CaMKs sdo serina/treonina cinases
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que incluem CaMKII, CaMKK, CaMKI e CaMKIV (Tiraboschi et al.,
2004; Almeida, Souza, et al., 2006).

CaMKI| é particularmente muito abundante nas densidades pds-
sinapticas e esta implicada na plasticidade sinaptica e fendmenos como a
potenciagdo sinaptica de longa duracdo (LTP). A ativagdo persistente de
CaMKII proporciona a auto fosforilagdo nos sitios Thr?® e Thr3®, A auto
fosforilagio do sitio Thr?®® é de grande importancia, pois permite a
manutencdo da sua atividade mesmo apds a reducéo da concentracdo do
jon Ca?', ou seja, proporciona uma atividade calcio-independente
bastante prolongada (Erickson et al., 2008; Wayman et al., 2008). A
CaMKII pode estar associada com um grande nimero de proteinas,
incluindo receptores como AMPA (Tan et al., 1994), GABA (Mcdonald
e Moss, 1997), NMDA (Omkumar et al., 1996) e canais idnicos (Maier,
2011).

CaMKIV é uma proteina que tem uma sequéncia de localizacéo
nuclear, sendo importante na regulacéo de fatores de transcrigdo tais como
CREB (Bito et al., 1996). A inibicdo da CaMKIV prejudica a formacdo
da memodria de longa duragdo (LTP) dependente do hipocampo (Kang et
al., 2001).

1.45 Ativagdo do Fator de transcricdo CREB

No hipocampo muitas vias estdo associadas a regulacdo da
plasticidade sinaptica, neurogénese e sobrevivéncia neuronal. Postula-se
que o comprometimento da neuroplasticidade faz parte da fisiopatologia
de diversas doencas neuroldgicas. No hipocampo a fosforilacdo de CREB
e 0 aumento da expressdo de BDNF sdo propostos como mediadores
importantes na eficacia de tratamentos para doengas associadas a
degeneracdo neuronal ou em patologias que diminuem a eficiéncia
sinaptica como a depressdo (Gottschalk et al., 1999; Koch et al., 2009;
Fisar e Hroudova, 2010).

A familia CREB é um grupo de fatores de transcricdo
estruturalmente relacionados, caracterizado pela presenca de uma regido
com um dominio de ziper de leucina altamente conservada (bZIP) que se
liga a uma sequéncia especifica de DNA chamado elemento de resposta
ao AMPc (CRE) que sdo encontrados ha regido reguladora (promotora ou
potenciadora) de diversos genes. Se um promotor contém CRE, entdo ele
pode ser regulado por CREB. Um passo limitante para a ativacdo de
CREB consiste na fosforilagio de CREB sobre a serina 133 (Ser'®)
(Carlezon et al., 2005). Embora CREB possa se ligar a CRE em condicdes
basais, é inativo até que seja fosforilado. A fosforilagdo em Ser'*® permite
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a interacdo de CREB com outras proteinas como CBP levando a ativacao
transcricional (Shaywitz e Greenberg, 1999).

Atividade sindptica, neurotrofinas,  neurotransmissores,
horménios, fatores de crescimento liberados durante o desenvolvimento,
hipoxia e estresse, entre outros estimulos, podem desencadear a
fosforilagdo de CREB através de proteinas cinases, promovendo a
inducdo da expressdo de genes dependentes de CREB. A maioria das vias
citadas anteriormente pode levar a um aumento da fosforilacdo de CREB-
Ser’®®, como por exemplo: ativagio de CAMKII e IV (Kang et al., 2001),
PKA (Carlezon et al., 2005), ERK1/2 e p38MAPK (via RSK e MSK)
(Galeotti e Ghelardini, 2011) e PI3K/Akt (Du e Montminy, 1998).
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Figura 5. Eventos celulares envolvidos na regulacdo de CREB. Os
neurotransmissores, neurotrofinas e hormdnios atuam nos receptores de
membrana (por exemplo, TrkB, AMPA, NMDA e receptores acoplados a
proteina-G) desencadeando cascatas de sinalizacédo intracelulares que culminam
na fosforilagdo de CREB. A fosforilagdo de CREB em serina 133 ativa a
transcricdo de genes mediada por CREB. Diferentes proteinas cinases como
CaMKII, Akt, ERK e PKA podem fosforilar e ativar CREB. [adaptado de
Carlezon et al. (2005)].
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1.4.6  Fator neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF)

Um dos transcritos mais conhecidos apds ativagdo de CREB ¢é
BDNF, um fator critico para a sobrevivéncia neuronal (Finkbeiner et al.,
1997; Garoflos et al., 2005; Koch et al., 2009). Além disso, diversos
estudos sugerem uma reducdo dos niveis de BDNF em transtornos
mentais como esquizofrenia, transtorno bipolar e depressédo (Gottschalk
et al., 1999; Garoflos et al., 2005; Castren e Rantamaki, 2010).

BDNF é um dos membros de uma pequena familia de proteinas
que incluem o fator de crescimento do nervo (NGF), neurotrofina 3 e
neurotrofina 4. BDNF interage com 2 tipos de receptores, 0 p7/5NTR e o
TrkB. Os receptores TrkB sdo abundantes no SNC (Yamada e
Nabeshima, 2003) e desempenham um importante papel na plasticidade
neural durante o desenvolvimento e na vida adulta (Li et al., 2008). As
trés principais vias de sinalizagio ativadas por TrkB sdo PLCy, PI3K/Akt
e Ras/Raf/MEK/ERK. A ativacdo destas vias estd relacionada a
sobrevivéncia celular, crescimento e proliferagdo celular (Yoshii e
Constantine-Paton, 2010) e ativacdo da tradugdo de proteinas (Reichardt,
2006).

Sabe-se que ConBr exibe efeitos neuroprotetores e
antidepressivos, mas 0s mecanismos envolvidos nestas a¢fes ainda néo
estdo completamente elucidados. Portanto, investigar as possiveis vias de
sinalizacdo intracelular moduladas por ConBr, e que podem ser
potencialmente associados com o seu efeito antidepressivo e
neuroprotetor (Barauna et al., 2006; Russi et al., 2012; Jacques et al.,
2013) é bastante promissor.

1.5 Isquemia

O acidente vascular cerebral isquémico € a terceira maior causa
de morte nos Estados Unidos e na Europa. Muitos dos pacientes que
sobrevivem a um evento isquémico permanecem com sequelas neuronais
importantes, que na maioria dos casos estdo associadas a déficits
neurolégicos permanentes que incluem: paralisia parcial, danos de
memoria, dificuldades de linguagem e movimentos bem como déficits
cognitivos (Murray e Lopez, 1997; Donnan et al., 2008).

A lesdo isquémica cerebral resulta de uma permanente ou
transitoria interrupcdo do fornecimento de sangue arterial cerebral por um
émbolo ou um trombo. Esta interrupcdo desencadeia uma série de
processos neuroquimicos que sdo conhecidos como cascata isquémica
(Taoufik e Probert, 2008).
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No centro ou nucleo do territério isquémico, a morte celular
avanca em poucos minutos devido ao déficit agudo no fluxo de sangue,
baixos niveis de ATP, quebra da homeostase de ions e falhas metabodlicas
graves. As zonas periféricas do territdrio comprometido, chamada de
penumbra isquémica, sofrem danos mais suaves devido a uma perfusao
residual de sangue a partir dos vasos sanguineos colaterais. Em termos
hemodindmicos é a regido onde o fluxo sanguineo cerebral local é
reduzido para um grau intermédiario, ou seja, 20-40% dos valores
normais. Na &rea de penumbra a morte celular pode ser evitada se
intervimos na cascata isquémica. A diminuicdo da morte celular nesta
area esta associada com a melhora neuroldgica e a recuperagao, e € o alvo
de muitos tratamentos contra os danos da isquemia (Brouns e De Deyn,
2009; Liu et al., 2012).

Na tentativa de diminuir as lesGes neuronais e parar oS
mecanismos de morte celular alguns eventos da cascata isquémica vém
sendo alvo das estratégias terapéuticas, como a melhoria do fluxo
sanguineo focal, intervencfes em processos deletérios como
excitotoxicidade, estresse oxidativo, lesdo microvascular ou inflamagéo,
e finalmente, a prevencdo de morte celular ou aumento da plasticidade
neuronal.
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Figura 6. Visao simplificada dos mecanismos fisiopatol6gicos na isquemia. A
falha de energia leva a despolarizagdo dos neurdnios. A ativacdo de receptores
especificos de glutamato aumenta drasticamente a concentracdo de Ca?* e Na*
intracelular enquanto K* é liberado no espago extracelular. A difusdo do
glutamato e K* no espago extracelular pode propagar uma série de ondas de
despolarizacdo (despolarizagdes peri-infarto). A entrada de agua para 0 espago
intracelular via gradientes osmaéticos provoca edema celular. Ca® intracelular
ativa diversos sistemas de enzimas (proteases, lipases, endonucleases, etc.). Os
radicais livres sdo gerados, causando danos as membranas, a mitocondrias e ao
DNA, desencadeando a morte celular mediada por caspase (apoptose). Os
radicais livres também induzem a formacdo de mediadores inflamatérios, que
ativam a microglia e provocam a invasdo de células inflamatérias através do
sangue (infiltracdo de leucdcitos), através da ativacdo de moléculas de adeséo
endoteliais [adaptado de Dirnagl, et.al. (1999)].

1.5.1 Excitotoxicidade e Isquemia cerebral

O tecido cerebral possui uma alta necessidade de oxigénio e
glicose, e depende quase que exclusivamente de fosforilacdo oxidativa
para producdo de energia. Durante a isquemia a diminui¢ao no fluxo de
sangue prejudica a entrega destes substratos para o tecido cerebral,
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retardando ou impedindo a sintese de ATP através da glicdlise e da
fosforilacdo oxidativa. A interrup¢do da fosforilagdo oxidativa também
provoca um aumento na atividade da enzima ATP sintase aumentando o
consumo de ATP, corroborando para diminuicdo intracelular ATP
(Taoufik e Probert, 2008). A principal consequéncia da diminui¢do nas
concentracdes de ATP ¢ a inibigdo da bomba de Na*-K*ATPase levando
a perda do gradiente idnico e a consequente despolarizagdo da membrana
celular (Doyle et al., 2008).

Essa despolarizacdo da membrana aliada ao prejuizo do
metabolismo celular leva a liberagcdo massiva de glutamato para a fenda
sinptica e prejuizo da captagdo astrocitaria de glutamato (Lipton, 1999;
Lo et al., 2003; Doyle et al., 2008). O excesso de glutamato ativa seus
receptores AMPA, cainato e NMDA, que por sua vez consomem ATP
promovendo uma liberacdo ainda maior de glutamato. Sendo o glutamato
0 principal neurotransmissor excitatério no SNC, a excitotoxicidade
neuronal geralmente se refere a lesdo e & morte de neurdnios decorrente
de exposicao prolongada ao glutamato associada ao influxo excessivo de
Ca?* para o interior da célula (Berliocchi et al., 2005). A entrada de
grandes quantidades de Ca?" para o citoplasma pode levar a uma série de
respostas que conduzem a morte celular, como: inducdo de estresse
oxidativo, disfungdo mitocondrial e a ativagdo de vias de sinalizacdo
celular como p38MAPK e JNK (Schwarzschild et al., 1997; Yang et al.,
1997; Taoufik e Probert, 2008; Brouns e De Deyn, 2009).

1.5.2 Isquemia cerebral e estresse oxidativo

Uma das consequéncias da isquemia cerebral é a formacao de
espécies reativas de oxigénio (EROs). Muitas das complica¢des apds um
evento isquémico estdo associadas ao excesso de producdo de EROs,
normalmente decorrentes de disfungdes mitocondriais. Estas EROs
podem provocar a oxidacdo e nitrosilacdo de proteinas, peroxidagédo
lipidica e danos ao DNA, levando a morte celular. Além disso, estresse
oxidativo aumenta a permeabilidade da barreira hematoencefalica (BBB)
(Jung et al., 2010).

Na mitocdndria dos tecidos cerebrais aproximadamente 2-5% do
fluxo normal de elétrons produz radical anion superéxido (O2-) e perdxido
de hidrogénio (H20,). Estas EROs sdo eliminadas pelas enzimas
antioxidantes superdxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx)
e catalase (CAT). Outros antioxidantes como glutationa, acido ascorbico
e a-tocoferol também estdo envolvidos na detoxificacdo dos radicais
livres. Um aumento na producdo de EROs na isquemia consome 0S
antioxidantes e inativa os sistemas de detoxificacdo, interrompendo o
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sistema endogeno de defesa antioxidante levando a um aumento
intracelular ainda maior de EROs (Niizuma et al., 2009; Jung et al., 2010).

1.5.3 Isquemia cerebral e inflamacgéo

A modulacio da resposta inflamatoria local também é de
particular interesse no tratamento do dano isquémico. Estudos demostram
que a inflamacdo pode causar, exacerbar e mediar o dano neuronal, mas
também inibi-lo. A resposta inflamatéria envolve a ativagéo da microglia
e astrocitos e a infiltracdo celular, principalmente de neutrofilos e
leucécitos (Jin et al., 2010).

A ativacdo microglial resulta na rapida producéo de mediadores
inflamatorios classicos como eicosandides e citocinas, mas também leva
a produgdo de fatores de crescimento, envolvidos em sobrevivéncia
neuronal (Kreutzberg, 1996; Hanisch e Kettenmann, 2007). Ativacéo da
microglia pode ser considerada neurotdxica quando é associada a um
aumento na producdo de citocinas pré-inflamatérias tais como IL-1f e
TNF-a, producdo de quimiocinas, producdo de EROs via NADPH
oxidase e producdo de metaloproteinases (principalmente MMP-9). Estes
eventos precedem a infiltracdo de leucécitos e tem um papel crucial em
mediar 0 aumento inicial na permeabilidade da barreira hemato-
encefélica. Assim, a inibicdo da ativagdo da mocriglia apds a isquemia
pode ter efeito neuroprotetor.

Em contraste, a ativacdo da microglia parece desempenhar um
papel neuroprotetor apds a isquemia cerebral quando é associada a
liberacdo de citocinas anti-inflamatérias como IL-10 (Neumann et al.,
2006; Ekdahl et al., 2009). O papel protetor da microglia pode também
ser mediado pela sua capacidade de eliminar o excesso de excitotoxinas
do espaco extracelular, em parte através da fagocitose de neutréfilos
infiltrados (Denes et al., 2007). Além disso, evidéncias indicam que a
microglia pode produzir varios fatores neurotréficos tais como BDNF e
fatores de crescimento (fator de crescimento de fibroblastos e TGF-1),
que estdo envolvidos na sobrevivéncia neuronal e reparacdo de tecidos
em casos de lesdo cerebral (Streit, 2002; Neumann et al., 2006).

1.5.4 Isquemia cerebral e a integridade da barreira
hematoencefalica
A integridade da barreira hematoencefalica (Blood brain barrier
— BBB) protege 0 microambiente neuronal. A incidéncia de falhas na
permeabilidade da BBB em um evento isquémico pode variar
consideravelmente de 15% a 66%, dependendo da gravidade da isquemia
(Berezowski et al., 2012). Sdo muitos 0s mecanismos que contribuem
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para estas falhas, dentre eles os mais discutidos sdo o aumento de EROs,
inflamacdo e também a ativacdo de metaloproteinases de matriz
produzidas pelos neurdnios e células gliais em resposta aos danos da
isquemia (Gregersen et al., 2000; Jung et al., 2010).

A consequéncia destas perturbacdes na BBB é a passagem de
componentes do sangue para o0 parénquima cerebral, como por exemplo,
a infiltracdo de leucocitos, incluindo neutrofilos, células T e macréfagos,
gue aumentam a resposta inflamatoria pds-isquémica. Também o acesso
de moléculas de alto peso molecular que é seguida pelo aumento da
entrada de agua promovendo edema, e posteriormente hemorragia
(Brouns e De Deyn, 2009; Egea et al., 2011; Berezowski et al., 2012).

1.5.5 Isquemia cerebral e plasticidade do cérebro

A recuperacdo funcional apds isquemia cerebral tem sido
associada com a plasticidade do cérebro (Madinier et al., 2013). Na
isquemia cerebral os eventos patol6gicos iniciais, associados diretamente
com morte celular, sdo seguidos da ativacdo de processos regenerativos
durante dias, semanas e até meses posteriores a isquemia. Apds isquemia,
muitos pacientes exibem certos niveis de fraqueza motora e distlrbios
sensoriais, contudo com o passar do tempo vdo demonstrando
determinada recuperacdo funcional. O resultado de muitos estudos em
animais e humanos revelam que a recuperacdo pos-isquemia e a
restauracdo das funcBGes pode ser explicada por uma reorganizacdo e
plasticidade cerebral (Muller et al., 2008; Madinier et al., 2013).

Como sugerido por Lledo et al. (2006), a plasticidade cerebral é
a capacidade do cérebro em se remodelar em resposta a requerimentos
ambientais, experiéncias, aquisicdo de habilidades e novos desafios
incluindo as lesdes cerebrais. No entanto os fatores que podem estimular
eventos de plasticidade ainda ndo foram completamente estabelecidos.
Alguns resultados demonstram que as células gliais desempenham um
papel importante na modulacdo da plasticidade sinaptica pds-isquémica e
recuperacéo cerebral (Ekdahl et al., 2009; Madinier et al., 2009). Terapias
que aumentam a plasticidade neuronal também sdo alvos de estudos na
recuperacdo do dano isquémico.

Apesar dos grandes avangos no diagndstico e fisiopatologia da
isquemia, a administracdo intravenosa de ativador do plasminogénio
tecidual recombinante (rt-PA), utilizada no espacgo de tempo de 3 h apés
a isquemia, é o Unico tratamento farmacoldgico aprovado atualmente. No
entanto, este tratamento é eficaz em apenas um pequeno nimero de
pacientes (Shichita et al., 2012), o que demonstra que a busca de novas
estratégias terapéuticas efetivas continua sendo uma prioridade.
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Um dos maiores problemas na elaboracdo de estratégias
terapéuticas é o fato de que a maioria dos alvos, como inflamacédo e
estresse oxidativo, apresentam um papel duplo e possivelmente tempo-
dependente na cascata de eventos associados com a resposta do cérebro a
uma lesdo isquémica. A inibicdo de muitos alvos moleculares pode ser
benéfica nas fases iniciais e deletéria em pontos posteriores pés-
isquémicos (Lalancette-Hebert et al., 2007). Portanto além de novas
estratégias terapéuticas, uma visdo mais aprofundada do dano isquémico
neuronal é necessario para uma melhor concepg¢do de terapias
neuroprotetoras. Alguns estudos indicam que lectinas podem apresentar
atividade neuroprotetora frente ao dano causado pela isquemia (Ishibashi
etal., 2007; Qu et al., 2011).

1.5.6  Modelos in vitro de isquemia

Existe uma busca crescente de modelos in vitro que mimetizem
mecanismos fisiopatoldgicos em tecidos vivos. Neste contexto, culturas
organotipicas representam uma boa alternativa experimental, pois
oferecem vantagens Unicas em relagéo a outros modelos in vitro. Culturas
organotipicas imitam os comportamentos neuroquimicos do cérebro,
preservam a arquitetura do tecido e a organizacdo celular das regifes
cerebrais, mantém as atividades neuronais e as conexdes intactas
permitindo um longo periodo de sobrevivéncia in vitro (Stoppini et al.,
1991; Simao et al., 2009).

A principal técnica para o cultivo organotipico de fatias de
cérebro é o método da membrana de interface. No método da membrana
de interface as fatias de cérebro sdo mantidas em um filtro de membrana
porosa, mantendo uma interface entre 0 meio e uma atmosfera tmida. O
meio fornece nutricdo adequada aos tecidos através da membrana por
acao capilar (Bergold e Casaccia-Bonnefil, 1997; Noraberg et al., 2005).
E uma metodologia muito vantajosa, uma vez que é relativamente simples
e as culturas mantém uma estrutura semi-tridimensional que €
particularmente  Gtil  para  estudos  morfologicos,  técnicas
electrofisioldgicas e/ou estudos bioguimicos (Staal et al., 2011).

A principal limitacdo da técnica de cultura de fatias organotipicas
é a determinacdo da maturidade relativa das fatias ou, em que medida as
fatias cultivadas se assemelham aos tecidos vivos in situ (Cho et al., 2007;
Staal et al., 2011). O rastreamento de neurdnios individuais, marcados
com um corante fluorescente mostrou que os neurdnios em fatias
organotipicas apresentavam maior nimero de ramificacdes e dendritos
(De Simoni et al., 2003).
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Apesar disso, muitas das caracteristicas das culturas
organotipicas, como atividade neuronal e a manutencdo da
citoarquitetura, as tornam uma ferramenta Util para a investigacdo da
fisiopatologia das doengas cerebrais e também para avaliagdo de
estratégias neuroprotetoras (Noraberg et al., 2005; Cho et al., 2007,
Frozza et al., 2009; Simao et al., 2009). A lesdo isquémica, representada
pela privacao de oxigénio e glicose (POG) € um dos modelos amplamente
estudados em cultivo organotipico. Isto porque fatias organotipicas
submetidas a POG apresentam uma morte celular seletiva dos neurdnios
piramidais da regido CA1, poupando neurénios vizinhos de CA3 e CA4
e neurdnios granulares no giro dentado, semelhante ao que é observado
in vivo (Laake et al., 1999; Finley et al., 2004; Cho et al., 2007; Simao et
al., 2009).
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2 JUSTIFICATIVA

Considerando que os estudos em glicobiologia vém
demonstrando de forma crescente a importancia das cadeias de agucares
nas fungdes celulares no SNC. Sabendo que receptores para proteinas de
matriz extracelular e fatores neurotrdficos, receptores glutamatérgicos,
transportadores de neurotransmissores e canais ibnicos possuem natureza
glicoprotéica e as cadeias de agUcares presentes nestas proteinas sao alvos
de interagdo com lectinas e que podem regular fungfes neurais
importantes a partir desta interacdo. Se torna importante e promissor
estudar os mecanismos celulares e moleculares associados a estas
interacoes.

Através do estudo dos efeitos de ConBr sobre 0 SNC, nosso
laboratério vém estudando o potencial neuroprotetor desta lectina.
Trabalhos anteriores demonstraram que ConBr injetada i.c.v. pode
modular os sistemas de neurotransmissdo monoaminérgico (serotonina,
noradrenalina e dopamina) e produzir uma acdo tipo antidepressiva
similar ao antidepressivo fluoxetina (Barauna et al., 2006). Além disso,
ConBr apresenta efeito neuroprotetor contra convuls@es induzidas por
acido quinolinico em camundongos e paralelamente reverte 0 aumento da
fosforilacdo de JNK2/3 e das subunidade GIuR1 do receptor AMPA
induzidos pelo acido quinolinico (Russi et al., 2012). In vitro, em modelo
de fatias de hipocampo, ConBr também apresenta efeito neuroprotetor
contra a excitotoxicidade glutamatérgica, além de reverter a diminuicéo
da fosforilacdo de Akt provocada pelo glutamato (Jacques et al., 2013).
Portanto, nossos dados prévios sugerem que ConBr pode modular
sistemas de neurotransmissdo e algumas vias de sinalizacdo intracelular
que culminam com efeitos neuroprotetores e de modulacdo da
plasticidade sinaptica.

Dessa forma, baseado em nossos dados e nos dados da literatura,
que também vem sugerindo um potencial neuroprotetor de algumas
lectinas (YYamane et al.; Han et al., 2010; Qu et al., 2010; Yamane et al.,
2010), nossa proposta neste trabalho é aprofundar o conhecimento dos
mecanismos envolvidos na acéo tipo antidepressiva de ConBr, bem como
investigar os mecanismos celulares e moleculares pelo qual ConBr exerce
sua acdo neuroprotetora. Nesse Ultimo caso avaliando a capacidade
neuroprotetora de ConBr em modelo de isquemia in vitro, em que o dano
neuronal pode envolver mecanismos de neurotoxicidade glutamatérgica,
o qual ConBr ja demonstrou neuroprotecao.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O objetivo geral desse trabalho é estudar os mecanismos
celulares e moleculares associados a agdo antidepressiva e neuroprotetora
produzidos pela lectina extraida das sementes de Canavalia brasiliensis
(ConBr). Nesse sentido, sera focalizada a modulacdo pela ConBr de vias
de sinalizacdo intracelular, associadas a producdo de fatores
neurotréficos, bem como o potencial envolvimento do sistema
glutamatérgico no seu efeito antidepressivo. Por fim, pretende-se
investigar a atividade neuroprotetora de ConBr em modelo de isquemia
em culturas organotipicas. Para tanto foram estabelecidos uma série de
objetivos especificos apresentados abaixo.

3.2 Objetivos Especificos

I.  Investigar o possivel envolvimento do sistema glutamatérgico
(através de receptores NMDA) e da via L-arginina-NO- no efeito
tipo antidepressivo, utilizando o teste do nado forgado,
provocada pela administragdo central do ConBr.

Il.  Caracterizar, no hipocampo de camundongos, a modulagéo por
ConBr de vias de sinalizagdo potencialmente envolvidas nos
efeitos neuroprotetor antidepressivo desencadeados pela lectina,
como PKA, CAMKII, MAPK (ERK1/2, p38MAPK e INK1/2/3),
PI3K/Akt, verificando a atividade do fator de transcricio CREB
e a expressdo de neurotrofinas (BDNF);

. Determinar a capacidade neuroprotetora de ConBr em modelos
de isquemia in vitro em culturas organotipicas, caracterizando os
mecanismos moleculares dessa a¢éo.

V. Determinar a capacidade de ConBr modular os niveis de Ca?*
intracelular através da modulacdo de receptores NMDA, canais
de Ca®* dependentes de voltagem ou outros alvos em neurdnios
em cultura, estabelecendo se essa acdo da lectina poderia estar
relacionada com sua agéo neuroprotetora.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1  Purificacdo da lectina ConBr

A lectina ConBr foi isolada e fracionada por métodos classicos
conforme descritos previamente por (Moreira e Cavada, 1984), que
incluem precipitacdo com sulfato de amdnio e cromatografia por
afinidade em Sephadex G-50. A purificacéo foi realizada pelo laboratorio
de biologia molecular da Universidade Federal do Ceara (UFC). A pureza
da lectina foi verificada por SDS -PAGE mostrando uma Unica banda.

4.2 Bloqueio dominio de reconhecimento de carboidratos (CRD) e
desnaturagdo de ConBr

Para determinar se a acdo de ConBr é depende da integridade da
sua estrutura proteica ConBr foi desnaturada por fervura durante 5 min
(90 °C). A fim de bloquear o dominio de reconhecimento de carboidratos
(CRD) na lectina, ConBr foi dissolvida em tampdo HEPES-salina sem
glicose, contendo 0,1 M do seu agUcar ligante especifico (a- metil-D-
manosideo) e mantida durante 30 min a 37 °C.

4.3 Experimentos in vivo:

431 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos (60 dias, 30-40 g)
mantidos a uma temperatura ambiente constante (21 £ 2 °C), com livre
acesso a agua e comida, sob um ciclo claro-escuro de 12:12 h (07:00-
19:00 h). Os animais foram alojados em grupos de 15 em gaiolas de 41 x
34 x 16 centimetros. Para 0s testes comportamentais as gaiolas foram
colocadas na sala experimental 24 h antes dos testes para aclimatizacéo.
Todos os testes comportamentais foram realizados entre 13:00-16:00
horas. Utilizamos um n de 7-8 animais por grupo, sendo que cada animal
foi utilizado somente uma vez. Os animais foram utilizados de acordo
com o Guia do NIH para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratdrio. O
protocolo e os experimentos foram aprovados pelo Comité local de Etica
em Pesquisa do Animal (CEUA/UFSC). Foram feitos todos os esforgos
para reduzir o nimero de animais utilizados.

4.3.2 InjecOes intracerebroventriculares (i.c.v.)

As injecdes i.c.v. foram realizadas através do método de "free
hand" sob anestesia com éter de acordo com procedimento descrito
anteriormente (Kaster et al., 2005; Brocardo et al., 2008; Budni et al.,
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2011; Neis et al., 2014). Resumidamente, uma agulha hipodérmica com
0,4 mm de didmetro externo, conectada por uma c&nula de propileno a
uma seringa Hamilton de 25 pL, foi inserida perpendicularmente através
do cranio, ndo mais de 2 mm para o interior do cérebro de cada
camundongo, diretamente no ventriculo lateral. Os camundongos foram
anestesiados com éter, durante aproximadamente 15 s apenas o necessario
para a perda do reflexo postural, em seguida eram contidos suavemente
com a mao para as injecdes. A assepsia do local da injecdo foi realizada
utilizando uma gaze com etanol a 70%. A agulha foi inserida
unilateralmente 1 mm para a direita ou a esquerda do ponto médio de uma
linha tracada até a base anterior das orelhas (1 mm lateral e 1 mm posterior
ao bregma, com uma perfuracédo de 2,4 mm de profundidade). Um volume
de 3 pL das drogas foi injetado diretamente no ventriculo lateral. A
injecdo foi administrada durante 30 s, e a agulha permaneceu no local por
mais 30 s, a fim de evitar o refluxo das substancias injetadas. Os
camundongos exibiam comportamento normal apés 1 min da injecéo.
Para assegurar que as drogas foram administradas exatamente no
ventriculo, os  cérebros foram  dissecados e examinados
macroscopicamente ap6s o teste. Camundongos que apresentassem
quaisquer sinais de hemorragia cerebral foram excluidos da anélise
estatistica (o0 descarte total foi inferior a 5% do total de animais
utilizados). A eficacia do i.c.v. foi relatada anteriormente por nosso grupo,
onde foi observado que 15 minutos apds a injecdo i.c.v. de ConBr
conjugada a isotiocianato de fluoresceina (FITC), uma fluorescéncia forte
era observada nos ventriculos a nivel do local de inje¢cdo, mas também
mais caudal ao nivel do hipocampo dorsal (Barauna et al., 2006).

433 CAPITULOI:

4.3.3.1 Drogas e tratamento

Foram utilizados os seguintes farmacos: NMDA, cetamina,
fluoxetina, D-serina, dizolcipina (MK-801), L-arginina, ODQ (1H-
[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one) (Sigma Chemical Co. St.
Louis, EUA) e sildenafil (Pfizer, Sdo Paulo, SP, Brasil). Todas as drogas,
preparadas antes da administracdo, foram dissolvidas em solucédo salina
(0,9% NacCl), exceto ODQ (dissolvido em solucdo salina com 1% de
DMSO) e fluoxetina (dissolvido em agua destilada). Grupos tratados com
veiculos apropriados foram avaliados simultaneamente.

MK-801, cetamina, L-arginina e sildenafil foram administrados
por via intraperitoneal (i.p.) com um volume constante de 10 mL/kg de
peso corporal. NMDA, D-serina e ODQ foram administrados por via
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intracerebroventricular (i.c.v.; 3ulL/sitio) e fluoxetina foi administrada por
via oral (p.o.) através de gavagem com volume constante de 10 mL/kg de
peso corporal (Da Silva et al., 2000; Kaster et al., 2005; Brocardo et al.,
2008).

ConBr foi diluida em tampdo HEPES-salina sem glicose (NaCl
124 mM, KCI 4 mM, MgS0O4 1,2 mM, HEPES 25 mM, CaCl; 1 mM, pH
7,4). A solucdo de lectina (3 uL; 0,1-50 pg/sitio), ou veiculo (3 pL de
tampao HEPES-salina, sem glicose) foram administradas i.c.v. 15 min
antes do teste do campo aberto (TCA). Para a obtencéo da curva dose-
resposta da administracdo sistémica de ConBr, os camundongos foram
tratados com doses crescentes desta lectina (0,1-50 pg/sitio; i.c.v.). Foram
utilizados como controles positivos a Fluoxetina (10 mg/kg, p.o.) (Binfare
et al., 2009), um antidepressivo classico, e a cetamina (1 mg/kg, i.p.)
(Ludka et al., 2012), um antagonista do receptor de NMDA, que tem sido
testado como um novo antidepressivo. Verificamos também se a acao
antidepressiva de ConBr era dependente da integridade estrutural da
proteina, e da ligacdo ao CRD na lectina.

Com a finalidade de se investigar a hipdtese de que o efeito
antidepressivo de ConBr é dependente do sistema glutamatérgico e é
mediado através da inibicdo de receptores NMDA, os camundongos
foram pré-tratados com NMDA (0,1 pmol/sitio; i.c.v.) ou com D-serina
(30 pgfsitio, i.c.v.; co-agonista do receptor NMDA), e apds 15 min ConBr
(10 pgfsitio, i.c.v.) ou veiculo foram administrados. Quinze minutos apos,
foi realizado o TNF. A dose de NMDA foi escolhida com base em estudos
anteriores que mostraram que esta dose ndo causa sinais evidentes de
toxicidade nem alteracéo na atividade locomotora, mas é capaz de reverter
as respostas do tipo antidepressiva de varios compostos (Brocardo et al.,
2008).

Investigamos também o efeito de dose sub-ativa de MK-801
(0,001 mg/kg, i.p.) ou cetamina (0,1 mg/kg, i.p.) ambos antagonista do
receptor de NMDA, isoladamente ou em associa¢do com uma dose sub-
ativa de ConBr (0,1 pg/sitio, i.c.v.) (30 min apds o tratamento com
cetamina ou MK-801) e os testes comportamentais foram realizados apds
15 min. A dose de cetamina foi escolhida com base em estudos anteriores
(Kaster et al., 2012; Ludka et al., 2012).

Para analisar o envolvimento da via L-arginina-NO- no efeito
antidepressivo de ConBr, os camundongos foram pré-tratados com L-
arginina, (um precursor de NO-; 750 mg/kg, i.p.), utilizando uma dose
que ndo produz nenhum efeito no TNF. Trinta minutos ap6s a
administragdo de L-arginina, ConBr (10 pg/sitio, i.c.v.) ou veiculo foram
injetados, e 15 min mais tarde, 0 TCA e TNF foram realizados. A dose de
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L-arginina foi escolhida com base em uma curva de dose-resposta
realizada anteriormente (Da Silva et al., 2000).

Em outro conjunto de experimentos analisamos uma
administragdo combinada de doses sub-ativas de ODQ (30 pmol/sitio) e
ConBr (0,1 pg/sitio), sendo os camundongos submetidos ao TCA ¢ TNF
15 minutos ap6s a administracdo de ConBr.

Para investigar o papel da GMPc na acdo antidepressiva de
ConBr, os camundongos receberam uma injecdo do inibidor da
fosfodiesterase 5 (PDES), sildenafil (5 mg/kg, i.p.) ou veiculo 30 min
antes da administracdo de ConBr (10 pg/sitio, i.c.v.). 15 min apos a
injecdo ConBr os camundongos foram submetidos ao TCA e TNF. A dose
de sildenafil foi escolhido com base no estudo de (Kaster et al., 2005).
Esta dose reverte o efeito antidepressivo de varios compostos (Almeida,
Felisbino, et al., 2006; Dhir e Kulkarni, 2007).
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Figura 7. Representacdo esquematica dos tratamentos e cronograma dos
testes comportamentais. (A) Os camundongos receberam NMDA (0,1
pmol/sitio, i.c.v.), D-serina (30 pg/sitio, i.c.v.) ou ODQ (30 pmol/sitio, i.c.v.), 15
minutos apds os animais foram tratados com veiculo (controle) ou ConBr (dose
ativa de 10 pg/sitio, ou uma dose sub-ativa de 0,1 pg/sitio) i.c.v. Quinze minutos
apos este procedimento foram realizados os testes comportamentais do campo
aberto (TCA) e teste do nado forgcado (TNF). (B) os camundongos receberam L-
arginina (750 mg/kg, i.p.), cetamina (0,1 ou 1 mg/Kkg, i.p.) ou uma dose sub-ativa
de MK-801 (0,001 mg/kg, i.p.) ou de sildenafil (5 mg/kg, i.p.). Trinta minutos
apos, os camundongos foram tratados com veiculo (controle) ou ConBr (dose
ativa de 10 pg/sitio, ou uma dose sub-ativa de 0,1 pg/sitio). Quinze minutos apos
este procedimento foram realizados o TCA e TNF (C) Os camundongos
receberam fluoxetina (10 mg/kg, p.0.) e 60 minutos ap6s este procedimento foram
realizados o TCA e TNF.

4.3.3.2 Teste do Campo Aberto (TCA)

A fim de excluir a possibilidade de que a diminui¢do do tempo
de imobilidade no TNF seja devido a uma estimulagdo motora, 0s
camundongos foram avaliados no TCA durante 6 minutos, 60 minutos
apés a administragdo das substancias administradas via p.o., 45 minutos
apés a administracdo de substancias administradas por via i.p. ou 30
minutos ap6s a administracdo de substancias administradas i.c.v. como
descrito anteriormente (Rosa et al., 2003), sendo sempre 15 min depois
da administracdo de ConBr.

Os animais foram colocados individualmente em uma caixa de
madeira (40 x 60 x 50 cm) com o chéo dividido em 12 quadrados iguais.
O namero de quadrados cruzados com as quatro patas (cruzamento) foi
contado em uma sess@o de 6 min. A base da caixa de madeira foi limpa
com &lcool 10% entre os testes, sendo estes realizados em uma sala com
temperatura e luz controladas.

4.3.3.3  Teste do nado forcado (TNF)

Camundongos foram forcados individualmente a nadar em um
recipiente cilindrico aberto (diametro 10 cm, altura 25 cm), contendo 19
cm de agua (profundidade) a 25 £ 1 °C, o tempo total que cada animal
permaneceu imoével durante 6 min foi registado em segundos como tempo
de imobilidade, tal como descrito anteriormente (Kaster et al., 2005;
Brocardo et al., 2008). Cada animal foi considerado imo6vel quando
deixou de lutar e permaneceu flutuando na agua, fazendo apenas os
movimentos necessarios para manter sua cabeca acima da agua. Uma
diminuicdo da duracdo da imobilidade é indicativo de um efeito
antidepressivo (Porsolt et al., 1977).
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4.3.3.4  Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram avaliados por analise de variancia
(ANOVA) de uma ou duas vias, seguido pelo teste post-hoc de Tukey,
quando apropriado. Um valor de p<0,05 foi considerado significativo. As
analises foram feitas com o programa StatisticaTM versdo 10 (StatSoft,
Tulsa, OK, EUA).

434 CAPITULO II:

4.3.4.1 Quimicos

Os anticorpos primarios anti-fosfo-ERK1/2, anti-fosfo-
JNK1/2/3, anti-total-CREB, anti-fosfo-CREB, anti-total-Akt, anti-
substratos fosforilados de PKA, anti-fosfo-CaMKII, anti-total-CaMKIl, e
0 reagente LumiGLO (substrato quimioluminescente luminol) foram
adquiridos da empresa Cell Signaling Tecnologia (Beverly, MA, EUA).
Anti-total-ERK1/2, anti-total-p38MA°K,  anti-fosfo-p38MAPK, anti-total-
JNK1/2, anti-fosfo-Akt e os inibidores LY294002, H-89 e K252a foram
adquiridos da empresa Sigma (St. Louis, MO, EUA). Anti-pB-actina e anti-
BDNF foram adquiridos da empresa Santa Cruz Biotechnologia (Santa
Cruz, CA, EUA). Os anticorpos secundarios anti-rabbit e anti-mouse
ambos conjugados com HRP foram adquiridos da empresa Millipore
(Billerica, MA, EUA). Acrilamida, bis-acrilamida, -mercaptoetanol e
Hybond™ nitrocelulose foram adquiridos da empresa Amersham.
Hyperfilm™, dodecil sulfato de sédio (SDS) e Tris foram obtidos da
empresa GE Healthcare Life Sciences (Piscataway, NJ, USA). TRIzol
reagente, Oligo (dT) e SuperScript®Ill RT foram adquiridos da empresa
Invitrogen. Kit SYBRGreen foi adquirido da empresa Applied
Biosystems. Todos os outros reagentes eram de grau analitico.

4.3.4.2  Administracdo de ConBr

ConBr foi diluida com tampao HEPES-salina sem glicose (NaCl
124 mM, KCI 4 mM, MgS0O4 1,2 mM, HEPES 25 mM, CaCl, 1 mM, pH
7,4) a uma concentragdo final de 3,3 pg/mL. Os camundongos foram
tratados via i.c.v. com ConBr 10 pg/sitio (3 pL de uma solugdo a 3,3
pug/mL), com veiculo (3 uL de tampdo HEPES -salina, sem glucose) ou
com ConBr desnaturada (10 ug/sitio). 0,5, 1, 3, 6, 8, 12, 18 e 24 horas
apoés as injecdes, os animais foram sacrificados por decapitacdo (Figura
8).
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Figura 8. Representacao esquematica do protocolo de analises por Western
Blot e qRT-PCR. Os animais foram tratados via i.c.v. com ConBr 10 pg/sitio (3
uL de uma solugdo a 3,3 pug/mL), com veiculo (3 uL de tampao HEPES-salina,
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sem glucose), ou com ConBr desnaturada (10 pg/sitio). (A) 0,5, 1, 3, 6 h apds as
injecOes foram realizadas as andlises por Western Blot para as proteinas PKA,
CaMKII, Akt e as MAPKs. Nos tempos de 18 e 24 h ap6s as injecOes foram
realizadas as analises por Western Blot para as proteinas ERK 1/2 e Akt. (B) 1,
3, 6 e 8 h apds as injecOes foram realizadas as analises por Western Blot para o
fator de transcricdo CREB. Nos tempos de 8, 18 e 24 h apds as inje¢Oes foram
realizadas as analises por Western Blot para BDNF. (C) 1, 6, 12 e 24 h apds as
injecOes os niveis de MRNA de BDNF e TrkB foram medidos por gRT-PCR. (D)
Os animais foram tratados via i.c.v. com os inibidores H-89 (1 pg/sitio),
LY294002 (10 pg/sitio) e K252a (1 pg/sitio) ou solugdo controle e 15 minutos
apos receberam injecdo de ConBr. 24 h apds a inje¢do de ConBr foram realizadas
as analises por Western Blot dos niveis de BDNF e estado de fosforilagdo de
ERK1/2 e Akt.

4.3.4.3 Preparacdo das amostras

Os animais foram sacrificados por decapitacdo, os encéfalos
removidos e os hipocampos foram rapidamente dissecados em "solucéo
de corte" (sacarose 110 mM, NaCl 60 mM, KCl a 3 mM, KH,PO4 1,25
mM, CaCl, 0,5 mM, Mg.SO4 7 mM, glicose 5 mM, HEPES 25 mM, pH
74) a 4 °C e colocados em nitrogénio liquido, seguido pelo
armazenamento a temperatura de -80 °C até a sua utilizagdo. As amostras
foram preparadas como descrito anteriormente (Oliveira et al., 2008).
Resumidamente, as amostras foram mecanicamente homogeneizados em
300 pL de Tris 50 mM pH 7,0, EDTA 1 mM, NaF 100 mM, PMSF 0,1
mM, NazsVOs 2 mM, Triton X-100 1%, glicerol a 10% e Cocktail de
inibidores de proteases (Sigma, P2714), e incubados durante 10 min em
gelo. Os lisados foram centrifugados (10.000 x g durante 10 min, a 4 °C)
para eliminar os detritos celulares, os sobrenadantes foram utilizados para
analise por Western blot.

4.3.4.4  Tratamento com inibidores

Inibidores seletivos para as proteinas cinases foram injetados
i.c.v. Neste estudo utilizamos LY294002 (10 pg/sitio, 3 pL; inibidor
seletivo da PI3K) e H-89 (1 pg/sitio, 3 pL; inibidor seletivo da PKA. Os
animais também foram tratados com K252a (1 pg/sitio, 3 pL). O K252a
é um inibidor ndo especifico de tirosina-cinase (Knusel e Hefti, 1992) que
blogueia a autofosforilagdo de TrkB e inibem muitas das funcGes
bioldgicas do BDNF (Nye et al., 1992).

Todas as drogas foram dissolvidas em solugdo salina com 1% de
DMSO e foram injetadas 15 min antes da injecdo i.c.v. de ConBr (figura
8). A dose de LY 294002 foi baseada no estudo de (Bettio et al., 1012), e
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H-89 baseou-se no estudo de (Cunha et al., 2012). A dose de K252a foi
baseada nos estudos de (Yamada et al., 2011; Takasaki et al., 2013).

4.3.4.5 Western blotting

Anélise de western blot foi realizada como descrito
anteriormente (Leal et al., 2002; Cordova et al., 2004). Os sobrenadantes
das amostras foram diluidos a 1/1 (v/v) em Tris 100 mM pH 6,8, EDTA
4 mM, SDS a 8% e aquecidas a 100 °C durante 5 min. Apos foi adicionado
a amostra uma solucdo de glicerol a 40%, Tris 100 mM, azul de
bromofenol, pH 6,8 na proporcdo de 25:100 (v/v) e adicionado B-
mercaptoetanol (concentragdo final de 8%). A dosagem de proteina foi
realizada pelo método descrito por Peterson (Peterson, 1977) e a
concentragao proteica estimada a partir de uma curva padréo de albumina
bovina. Para a comparacdo dos sinais obtidos, a mesma quantidade
proteica (60 pg por pogo) para cada amostra foi eletrotransferida ao
minigel de SDS-PAGE 10% e transferidos para as membranas de nitro-
celulose ou polivinilideno de fluoreto (PVDF). Para controle da eficiéncia
do processo de transferéncia, os géis foram corados com Coomassie blue
(azul Coomassie R-250 0,1%, metanol 50%, &cido acético 7%) e as
membranas com Ponceau 0,5% em 4cido acético 1%.

As membranas foram blogueadas com 5% de leite desnatado em
TBS (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5). O contetido de BDNF e ambas
as formas fosforiladas e totais de CREB , CaMKII, MAPKs e Akt foram
detectadas apds incubacdo durante a noite com anticorpos especificos
diluido em TBS-T (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, Tween-20 0,1%, pH 7,5)
contendo BSA a 2% em dilui¢es de 1:1000 [anti-phospho-JNK1/2/3 ,
anti-fosfo-p38MAPK  anti-fosfo-Akt (Ser®™®), anti-total-Akt, anti-fosfo-
CREB (Ser'®), anti-total-CREB, anti-fosfo-CaMKII (Thr®¢ e Thr®),
anti-total-CaMKII e anti-BDNF], 1:2000 (anti-fosfo-ERK1/2, anti-fosfo-
substratos de PKA), 1:5000 (anti-total-JNK1/2), 1:10.000 (anti-total-
p38MAPK) e 1:40.000 (anti-total-ERK1/2). Em seguida, as membranas
foram incubadas com anticorpo secundario, anti-rabbit ou anti-mouse
conjugados a peroxidase (HRP) (1:5.000) durante 1 h e a
imunorreatividade das bandas foi detectada por quimioluminescéncia
(LumiGLO®). Todas as etapas de blogueio e incubacéo foram seguidas
por trés lavagens (5 min) das membranas com TBS-T. A fim de se
assegurar que a mesma quantidade proteica foi adicionada em cada grupo
experimental, a quantidade de -actina foi avaliada usando um anticorpo
anti-p-actina (Santa Cruz, 1:1000).

A densidade éptica (DO) das bandas foi quantificada usando
Scion Image software®. O nivel de fosforilagdo da Akt, CaMKIl,
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p38MAPK INK 1/2/3, ERK1/2 e CREB foram determinados pela razio
entre a DO da forma fosforilada/DO da forma total. No caso dos fosfo-
substratos de PKA o nivel de fosforilagdo foi determinado em relacéo a
B-actina. O imunocontetido de BDNF foi determinado pela relagdo entre
a DO de BDNF/DO de f -actina. (Calloni et al., 2005; Posser et al., 2007).
Os dados sdo expressos como porcentagem do controle (considerado
como 100%), e os valores sdo apresentados como média £ SEM.

Tabela 1. Fabricante, nimero de catalogo e diluicdo dos anticorpos
utilizados para western blot.

ANTICORPO NUMERO DE DILUICAO
CATALOGO
Phospho-p44/42 Cell Signalling 1:2.000
MAPK (Thr%?/ (#4370)
Tyl’204)
Anti-Mitogen Sigma (M 5670) 1:40.000
Activated protein
kinase (ERK1 &
ERK2)
Anti-phospho-p38 Sigma (P1491) 1:1.000
(pThrlsolpTyrlsz)
Anti-p38 MAP kinase Sigma (M 0800) 1:10.000
Phospho-SAPK/INK Cell Signalling 1:1.000
(Thrl8&/Tyr18s) (#9251)
Anti-c-Jun N- Sigma (J 4500) 1:5.000
Terminal Kinase
(JNK1, JNK2)
Anti-Phospho-PKB Sigma (T 4112) 1:1.000
(Ser473)
Anti- AKT Cell Signalling 1:1.000
(#9672)
Anti-phospho-CREB Cell Signalling 1:1.000
(ser'®) (#9198)
Anti-CREB (48H2) Cell Signalling 1:1.000
(#9197)
B-actin (C4) Santa Cruz (sc- 1:1.000
47778)
Anti-Brain Derived Santa Cruz (sc564) 1:1.000
Neurotrophic Factor
Goat anti-rabbit IgG,  Millipore (#AP132P) 1:5.000

peroxidase Conjugated
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Goat anti-Mouse 1gG,  Millipore (#AP308P) 1:5.000
(H+L) HPR
conjugated
Anti-Phospo-PKA Cell Sigalling 1:2.000
substrate (RRXS* (#9624)
IT*)
Anti-phospo-CaMKI| Cell Sigalling 1:1.000
(Thr28 ¢ Thr28") (#3361)
Anti-CaMKI|I Cell Signalling 1:1.000
(#3362)

4.3.4.6 Isolamento de RNA total

Os niveis de mMRNA de BDNF e TrkB foram medidos a partir dos
grupos animais mencionados anteriormente. Os animais foram
submetidos a eutanasia por decapitacdo, o cérebro dissecado e o
hipocampo rapidamente colocados em nitrogénio liquido e armazenado a
-80 °C até o uso. Posteriormente as amostras foram descongeladas e
homogeneizadas em 500 pLL de TRIzol e o RNA total extraido de acordo
com as instrucBes do fabricante. Os métodos de isolamento de RNA
foram realizados de acordo com (Chomczynski e Sacchi, 1987).

4347 gRT-PCR

Um micrograma de RNA total foi utilizado para a sintese de
cDNA e andlise da expressao génica por PCR em tempo real quantitativo
(gRT-PCR). A transcricéo reversa foi realizada na presenga de 2 pL de
dNTPs 5 mM, 1 pL do primer Oligo, SuperScript®III RT (200U/uL). As
condi¢des de reagdo foram: 65 °C por 5 min, arrefecimento a 20 °C por 1
min, 50 °C por 60 min e 70 °C por 15 min.

O produto da reacdo foi amplificado por gRT-PCR no
termociclador Realplex 4S, utilizando o kit de reacdo SYBRGreen. As
condi¢Oes de termociclagem foram 95 °C por 10 min, seguida de 40 ciclos
de 95 °C por 15 s, 55 °C por 15 s, 60 °C por 20 s. Este procedimento foi
seguido por curva de fusdo a 95 °C por 15 s, 55 °C por 15 s e aumento
gradual da temperatura por 20 min terminando com 95 °C por 15 s. Os
experimentos foram realizados em quadruplica para cada ponto de dados.
A abundancia de mRNAs de BDNF e TrkB foi quantificado em valores
relativos, em comparacdo com uma referéncia interna, hipoxantina-
guanina fosforibosiltransferase (HPRT), cuja abundancia se acredita ndo
mudar entre condi¢fes experimentais diferenciadas. Os primers utilizados
para qRT-PCR foram os seguintes: HPRT (camundongo) frente do
primer 5'-AAGACTTGCTCGAGATGTCAGAA-3' e primer reverso 5'-



68

ATCCAGCAGGTCAGCAAAGAA-3' (Chiaruttini et al., 2008). BDNF
(camundongo) frente do primer 5'-CAGGTGAGAAGAGTGATGACC-
3" e primer reverso 5-ATTCACGCTCTCCCAGAGTCCC -3
(Chiaruttini et al., 2008), e TrkB catalitico (camundongo) frente do primer
5-CATGAAAGGCCCAGCTTCGGTCA-3" e primer reverso 5'-
GTCGGGACCGCCCTCCGAAG-3" (GenBankTM namero de acesso
NM 001025074.1).

Valores quantitativos para transcricdo do mRNA de BDNF, TrkB
e HPRT foram obtidos a partir do namero de ciclos limites, onde o
aumento do sinal associado a um crescimento exponencial dos produtos
de PCR comecam a ser detectados. Curvas de fusdo foram geradas no
final de cada corrida para garantir a uniformidade do produto. Os niveis
dos genes alvo foram normalizados com base na expressdo de HPRT
como controle enddégeno de RNA. Valores ACt das amostras foram
determinados subtraindo-se os valores médios de Ct dos genes alvo a
partir do valor médio de Ct do controle interno HPRT. AACt foi
determinado subtraindo-se os valores médios de ACt dos grupos tratados
pelos valores médios de ACt do grupo controle. Como ¢ raro usar AACt
como dados relativos devido a sua caracteristica logaritmica, o parametro
2-AACt foi usado para expressar 0s dados de expressdo relativa (Livak e
Schmittgen, 2001).

4.3.4.8 Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram avaliados por analise de variancia
(ANOVA) de uma via, seguido pelo teste post-hoc de Tukey. Um valor
de p<0,05 foi considerado significativo. As analises foram feitas com o
programa StatisticaTM versdo 10 (StatSoft, Tulsa, OK, EUA).

4.4  Experimentos in vitro:

441 Animais

Culturas organotipicas de hipocampo foram preparadas
utilizando ratos Sprague Dawley com 8-10 dias de idade. Experimentos
para avaliar as mudangas nos niveis de Ca?* foram realizados em
embrides de ratos Sprague Dawley com 18 dias de idade. O uso de
animais para 0s ensaios experimentais foram realizados seguindo a
diretiva do Conselho da Comunidade Europeia emitida para esses fins e
foram aprovados pelo Comité de Etica da Facultad de Medicina,
Universidad Autonoma de Madrid. Foram utilizados todos os esforcos
para minimizar o nimero de animais utilizados e seu sofrimento.
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4.4.2  Quimicos

lodeto de propidio (IP), Hoechst, H.DCFDA e TMRE foram
adquiridos da empresa Molecular Probes (Leiden, Holanda). Anti-fosfo-
Akt, anti-fosfo-ERK1/2, anti-total-Akt, anti-total-ERK1/2, anti-p-actina,
0s anticorpos secundarios conjugados com peroxidase, papaina, poli-D-
lisina, triton X-100, MK-801 e estreptomicina/penicilina foram
adquiridos da empresa Sigma Aldrich (Madrid, Espanha). 2-deoxiglicose,
nifedipina, e Fluo-4/AM foram adquiridos da empresa Molecular Probes
(Invitrogen, Barcelona, Espanha). Meio de cultivo Neurobasal,
suplementos B27 e B27 menos AO, L-glutamina e gentamicina foram
adquiridos da empresa Life Technologies (Madrid, Espanha). Penicilina
e soro fetal bovino foram adquiridos da empresa Invitrogen (Madri,
Espanha).

4.4.3 Preparacdo das culturas organotipicas de hipocampo

(COH)

As culturas foram preparadas de acordo com o0s métodos
descritos por (Stoppini et al., 1991) com algumas modificacdes.
Resumidamente, os cérebros foram retirados a 4 °C e 0s hipocampos
dissecados e fatiados na espessura de 300 pum, utilizando um fatiador de
tecidos de Mcllwain e as fatias separadas em solugédo equilibrada de sais
de Hank’s gelada (HBSS-Hank's Balanced Salt Solution) composto (em
mM) de glucose 15, CaCl, 1,3, KCI 5,36, NaCl 137.93, KH2PO4 0,44,
Na;HPO, 0,34, MgCl: 0,49, MgSO4 0,44, NaHCO3 4,1, HEPES 25, 100
U/mL de penicilina e 100 mg/mL de gentamicina. Aproximadamente 4-6
fatias foram colocadas em uma membrana de cultivo Millicell - 0,4 mM
(Millipore, Madrid, Espanha) e mantidas durante 7 dias em placas de
cultura de seis pocos contendo 1 mL de meio de cultura. COH foram
mantidas em atmosfera humidificada a 37 °C e 5% de CO, com meio
Neurobasal contendo suplemento B27 1x, 2 mM de L-glutamina, 100
U/mL de penicilina. O meio de cultivo foi trocado a cada trés dias. No
periodo de reoxigenacdo o meio foi substituido por meio Neurobasal
contendo suplemento B27 menos antioxidantes 1x, 2 mM de L-
glutamina, 100 U/mL de penicilina (Huuskonen et al., 2005; Parada et al.,
2013).

4.4.4  Tratamento dos COH

ConBr foi diluida com tampdo HEPES-salino sem glicose,
composto (em mM) por NaCl 124, KCI 4, MgS04 1,2, HEPES 25, CaCl;
1, pH 7,4. Para determinar se a acdo ConBr depende da integridade da sua
estrutura proteica, ConBr foi desnaturada. A fim de bloquear o dominio
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de reconhecimento de carboidratos na ConBr, a lectina foi bloqueada com
seu acucar especifico. COHs foram tratados durante 24 h com ConBr
(0,01, 0,1 e 1 pg/mL), ConBr bloqueada (0,1 pg/mL), ConBr desnaturada
(0,1 pg/mL), nifedipine em concetragdo ativa (3uM/mL) ou sub-ativa (0,3
pm/mL) diluidas no meio de reoxigenagao.

445 Privacdo de oxigénio e glicose (POG)

POG foi usado como um modelo in vitro de isquemia cerebral.
As membranas contendo as fatias foram transferidas para uma placa
estéril contendo 1 mL de solugcdo de POG, composto (em mM) por NacCl
137.93, KCI 5,36, CaCl, 2, MgS0O4 1,19, NaHCO3 26, KH2PO4 1,18 e 2-
deoxiglicose 11. As culturas foram alocadas em uma camara de andxia
(Billups e Rothenberg, Del Mar, CA, EUA) e foram expostas durante 5
minutos a um fluxo de gas composto de 95% de N2/ 5% de CO, para
assegurar a privacdo de oxigénio. Depois disso, a camara foi selada
durante 15 min a 37 °C. As culturas controle foram mantidas durante o
mesmo periodo, sob uma atmosfera normoéxica e em uma solugéo controle
com composi¢do semelhante a de POG, exceto que foi adicionado glucose
(15 mM) ao invés de 2-deoxiglicose. Apds o periodo de POG, as culturas
foram devolvidas as suas condi¢des originais de cultivo por 24 horas,
chamado o periodo de reoxigenacdo (Parada et al., 2013). A Figura 9
mostra um esquema do protocolo de POG para COH.

Cultura Organotipica Hipocampal POG Reoxigenacio
1 J
|
ConBr
HBSS Reoxigenacao
1 Y J
ConBr

Figura 9. Representacdo esquematica do protocolo de POG. (A) COH foram
expostas durante 15 minutos a POG ou (B) COH foram mantidas durante o
mesmo tempo sob atmosfera normoxica em uma solugéo controle (HBSS) com a
mesma composicdo que a solugdo de POG, mas contendo glicose (15 mM) em
vez de 2-deoxiglicose. Ap6s estes procedimentos as fatias de hipocampo voltaram
para as condi¢cBes de cultura originais durante 24 horas (periodo de re-
oxigenacgdo; Reox). Os tratamentos (ex. ConBr e nifedipina) foram realizadas
durante todo o periodo de Reox.
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4.4.6 Determinacdo da morte celular por lodeto de Propidio

A morte celular foi determinada na regido CA1 do hipocampo
por coloracdo do com iodeto de propidio (IP). Resumidamente, 30
minutos antes da analise de fluorescéncia, os cortes foram incubados com
IP (1 mg/mL) e Hoechst (2 pg/mL). A coloragdo de Hoechst foi utilizada
com o intuito de normalizar a fluorescéncia de IP com o nimero de
nicleos. Niveis de fluorescéncia foram medidos em microscopio de
fluorescéncia invertido NIKON Eclipse T2000-L (lzasa, Madrid,
Espanha). Os comprimentos de onda de excitacdo e emissdo de IP e
Hoechst eram 530/350 e 580/460 nm respectivamente. Imagens da regido
CALl foram feitas em ampliagOes de 10 x. As andlises de fluorescéncia
foram realizadas utilizando o programa Metamorph versdo 7.0. Para
calcular a morte das células, a média de fluorescéncia de IP foi dividida
pela média de fluorescéncia de Hoechst, como anteriormente descrito
(Egea et al., 2011). Os dados foram normalizados com os valores de
controle que eram considerados como 100%.

4.4.7  Avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial (Wm)

Para a estimativa do ¥m, ao final do periodo de reoxigenacao os
COH foram carregados com TMRE (100 nM) e Hoechst (2 pg/mL).
Coloracdo Hoechst foi utilizado para normalizar a fluorescéncia de
TMRE com o nimero de nlcleos. Niveis de fluorescéncia foram medidos
em microscopio de fluorescéncia invertido NIKON Eclipse T2000-L
(Izasa, Madrid, Espanha). O comprimento de onda de excitagdo e de
emissdo para TMRE é 450/580. As imagens foram tiradas a partir de CAL
em ampliacfes de 10 x. As analise de fluorescéncia foram realizadas
utilizando o programa Metamorph versao 7.0. Para calcular Wm, dividiu-
se a média de fluorescéncia de TMRE pela média de fluorescéncia de
Hoechst, como descrito anteriormente (Egea et al., 2011). Os dados foram
normalizados com os valores de controle que eram considerados como
100%.

4.4.8 Avaliacdo da producdo de EROs

Para medir a geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs),
utilizamos a sonda molecular H,DCFDA (Ha et al., 1997), que se difunde
através da membrana celular e é hidrolisada por esterases intracelulares
formando diclorofluoresceina ndo fluorescente (DCFH). DCFH reage
principalmente com o H,O; intracelular para formar diclorofluorescina
(DCF), um corante fluorescente verde. Trinta minutos antes da analise por
fluorescéncia as COH foram carregadas com H,DCFDA (10 pM) e
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Hoechst (2 pg/mL). A coloragdo de Hoechst foi utilizada para normalizar
a fluorescéncia de DCF com o nimero de nucleos. A fluorescéncia foi
medida em microscopio de fluorescéncia invertido NIKON Eclipse
T2000-L (lzasa, Madrid, Espanha). O comprimento de onda de excitacdo
e emissao de DCF é 485/520 nm. As imagens foram tiradas de CAL1 com
ampliacGes de 10 x. A analise de fluorescéncia foi realizada utilizando o
programa Metamorph versdo 7.0. Para calcular a geracdo de EROs,
dividiu-se a média de fluorescéncia de DCF pela média de fluorescéncia
de Hoechst, como descrito anteriormente (Egea et al., 2011). Os dados
eram normalizados com os valores de controle que eram considerados
como 100%.

449  Western Blotting

Apds os tratamentos, as fatias foram cuidadosamente separadas
das membranas e lisadas em 100 pL de tampdo de lise gelado (1% de
Nonidet P-40, 10% de glicerol, 137 mM de NaCl, 20 mM Tris-HCI, pH
7,5, 1 ug/mL de leupeptina, 1 mM de fluoreto de fenilmetilsulfonilo,
20mM de NaF, 1 mM de pirofosfato de sodio e 1 mM de NazVOa). A
proteina (aproximadamente 30 pg) foi eletrotransferida ao minigel de
SDS-PAGE 10% e transferidas para as membranas Immobilon-P
(Millipore Corp, Billerica, MA, USA). As membranas foram incubadas
com anti-fosfo-Akt (1:1000), anti-fosfo-ERK 1/2 (1:1000) anti-total-Akt
(1:1000), anti-total-ERK1/2 e anti-B-actina (1:100.000). Os anticorpos
secundarios apropriados conjugados com peroxidase (1:10.000) foram
utilizados para detectar as proteinas por quimioluminescéncia. As bandas
de proteinas foram quantificadas utilizando o programa Scion Image. Os
resultados correspondem a uma média de 4-5 experimentos.

4.4.10 Cultura primaria de neurénios hipocampais de ratos

Para estudar as alteragdes nos niveis de Ca* citosdlico ([Ca?*]c)
foram realizadas culturas primarias de neurénios do hipocampo,
preparados a partir de embrides de ratos de 18 dias de idade. Apds o
isolamento do cérebro, os hipocampos foram dissecados em tampéo
fosfato-salina a 4 °C, utilizando um estereomicroscépio. O tecido foi
digerido com 0,5 mg/mL de papaina dissolvida em tampédo fosfato-salina
livre de Ca?* - Mg?* contendo 1 mg/mL de BSA e glucose 6 mM a 37 °C
durante 20 min. A solucéo de papaina foi substituida por 5 mL de meio
Neurobasal suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB). O tecido
digerido foi desagregado e a suspensédo de células centrifugadas durante
4 minutos a 120 x g. As células foram novamente suspensas em 5 mL de
meio Neurobasal suplementado com 10% de SFB, 50 mg/mL de



73

estreptomicina/penicilina e 50 mg/mL de gentamicina, e colocadas em
placas pretas de 96 pocos revestidos com poli-D-lisina (0,1 mg/mL) a uma
densidade de 30.000 células por pogo. As células foram mantidas numa
incubadora a 37 °C com 5% de CO». Ap6s 4 h, o meio foi substituido por
meio fresco contendo suplemento B27 e livre de SFB. Os experimentos
foram realizados apds 7 dias em cultura (Lorrio et al., 2012).

4.4.11 Medigéo de Ca?* intracelular em neurdnios hipocampais de
ratos
Ca?* intracelular foi medido como descrito anteriormente (Lorrio
et al., 2012). Resumidamente, as células foram carregadas com Fluo-
4/AM (3 mM) diluido em meio Neurobasal durante 1 h a 37 °C. Em
seguida, as células foram lavadas duas vezes com solugdo de Krebs-
HEPES com a seguinte composi¢do (mM): NaCl 140, KCI 5,6, MgCl,
1,2, CaCl; 2, HEPES 10, D-glicose 11, pH 7,4 e incubadas com
diferentes concentragdes de ConBr (0,01 a 100 pg/mL) durante 15 min
antes das injecdes das solugfes concentradas de glutamato (concentracéo
final de 100 uM) ou de potassio (concentracdo final de 70 mM). As
medi¢des de fluorescéncia foram realizadas durante 14 s apds a injecao
dos agonistas em um leitor de microplacas (Fluostar Optima, BMG, a
Alemanha). Os comprimentos de onda de excitacdo e de emissdo foram
de 485/520 nm, respectivamente. Ao final 50 pL de Triton a 5% foi
adicionado a cada pogo para calcular a fluorescéncia maxima (Fmax) €, em
seguida, 50 pL. de MnCl; 1 M para obter a fluorescéncia minima (Fmin).
As respostas evocadas por ConBr foram expressas como percentagem dos
valores de fluorescéncia em cada ponto de tempo (F) menos os valores
minimos de fluorescéncia (F0) dividido por Fmax - Fmin como se segue:
Fs20 = (F' FO) / (Fmax - Fmin) %
O valor maximo de Fsp, obtido para cada experiéncia, foi
considerado como o valor de pico Fsao.

4.4.12 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram avaliados por analise de variancia
(ANOVA) de uma via, seguido pelo post-hoc de Tukey. Um valor de
p<0,05 foi considerado significativo. As analises foram feitas com o
programa StatisticaTM versdo 10 (StatSoft, Tulsa, OK, EUA).
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5 RESULTADOS

Os resultados estdo divididos em trés capitulos para apresentacao
mais clara dos dados desta tese.

O CAPITULO | refere-se aos resultados obtidos de estudo in
vivo onde investigamos o possivel envolvimento do sistema
glutamatérgico (através de receptores NMDA) e da via L-arginina-NO-
no efeito tipo antidepressivo provocada pela administracdo central de
ConBr em camundongos avaliados pelo TNF (Artigo Aceito para
publicacdo na revista Pharmacology Biochemistry and Behavior).

O CAPITULO 11 refere-se aos resultados obtidos de estudo in
vivo onde investigamos as vias de sinalizagdo moduladas por ConBr, com
foco em sistemas de sinalizagdo intracelular envolvidos em mecanismos
antidepressivos e de neuroplasticidade e neuroprotecao (artigo submetido
a revista Journal of Molecular Recognition — em fase final de resposta
R1).

O CAPITULO 111 refere-se aos resultados obtidos durante o
Doutorado Sanduiche no Exterior (bolsa de estudos concedida pelo
CNPq) durante o periodo de 6 meses (01/09/2012 até 28/02/2013) no
laboratério coordenado pela professora Manuela G. Loépez no
Departamento de Farmacologia da Escola de Medicina da Universidad
Autonoma de Madrid - Espanha. Os resultados demonstram a prevencéo,
pelo tratamento com ConBr, dos danos celulares e neuroquimicos
induzidos pela POG em um modelo de cultura organotipica de hipocampo
e sugere possiveis mecanismos envolvidos na sua agao.
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51 CAPITULOI

No presente capitulo investigamos o possivel envolvimento do
sistema glutamatérgico (através de receptores NMDA) e da via L-
arginina-NO- no efeito tipo antidepressivo provocada pela administracdo
central do ConBr em camundongos avaliados pelo TNF.

Antidepressant-like effect of Canavalia brasiliensis (ConBr) lectin in
mice: evidence for the involvement of the glutamatergic system

Débora K. Rieger®’, Ana Paula Costa®', Josiane Budni?® Morgana

Moretti?, Sabrina Giovana Rocha Barbosa?, Kyria S. Nascimento®,

Edson H. Teixeira®, Benildo S. Cavada®, Ana L(cia S. Rodrigues?,
Rodrigo B. Leal**

(Artigo Aceito para publicagdo na revista Pharmacology Biochemistry
and Behavior).
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5.1.1 Efeito da administracdo de ConBr no tempo de imobilidade
dos animais no TNF e na atividade locomotora no TCA em
camundongos
Os resultados apresentados na Figura 10A mostram o efeito do

tratamento com ConBr (0,1-50 ug/sitio, i.c.v.) no tempo de imobilidade

no TNF. O tratamento com ConBr produziu uma reducdo significativa no
tempo de imobilidade no TNF, nas doses de 1-50 ug/sitio (p<0.0001), ao
passo que a administracdo de ConBr na dose de 0,1 pg/sitio (dose sub-
ativa) ndo alterou o tempo de imobilidade. A Figura 10B mostra o efeito

de ConBr (0,1-50 ug/sitio) no TCA. ConBr em doses mais baixas (0,1-10

pg/sitio) ndo provocou uma mudanca significativa na atividade de

locomocdo. No entanto, a dose mais elevada (50 ug/sitio) causou um
aumento da atividade de locomocéo, quando comparado com o grupo de
controle (p=0.0252).

A administracdo de ConBr ndo produziu sinais evidentes de
toxicidade, como convulsfes, comportamento estereotipado ou ataxia.
Além disso, o efeito antidepressivo exibido pela ConBr (10 pg/sitio) foi
semelhante ao observado para os medicamentos utilizados como controle
positivo, fluoxetina e cetamina. Com base em todos estes resultados, a
dose de 10 pg/sitio e 0,1 pg/sitio foram selecionados como a dose ativa e
sub-ativa de ConBr, respectivamente.
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Figura 10. Efeito antidepressivo de ConBr no TNF. Efeito da administracéo
de ConBr (0,1-50 pg/sitio, i.c.v.) no TNF (A) e TCA (B). ConBr foi administrada
15 minutos antes dos testes. Fluoxetina (10 mg/kg, p.o.) e cetamina (1 mg/kg,
i.p.), foram utilizadas como controles positivos. Os valores sdo expressos como
média + SEM, *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001 em compara¢do com 0 grupo
tratado com veiculo (n=5-8).
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5.1.2  Ac0es da Lectina ConBr desnaturada e conjugada a manose
no tempo de imobilidade dos animais no TNF e na atividade
locomotora no TCA em camundongos
Com o intuito de verificar se o efeito antidepressivo produzido

pela lectina ConBr depende da integridade de sua estrutura

terciaria/quaternaria, a lectina (3,3 pg/ulL) foi mantida por 5 min em
banho & temperatura de 90 °C, afim de promover a sua desnaturacéo.

Observamos que a desnaturagdo de ConBr bloqueou o efeito observado

com a lectina nativa no TNF (Figura 11A).

Adicionalmente, verificamos que ConBr perdeu seu efeito
antidepressivo depois de ter o seu CRD blogueado por manose,
comprovando que a diminui¢do do tempo de imobilidade induzida pela
administragdo do ConBr é dependente da ligacdo da lectina ao CRD
(Figura 11C). Os tratamentos ndo causaram diferencas significativas na
atividade locomotora dos animais.
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Figura 11. O efeito antidepressivo de ConBr depende de suas propriedades
estruturais e de sua interacdo com o CDR. Efeito do tratamento de ratos com
ConBr (10 pg/sitio), ConBr desnaturado no TNF (A) e TCA (B) ou ConBr
bloqueada no TNF (C) e TCA (D). ConBr foi desnaturada por fervura (90 °C, 5
min) e foi bloqueada com manose (100 mM). ConBr, ConBr desnaturado ou
ConBr bloqueada foi injetada via i.c.v. 15 minutos antes dos testes. Os valores
s80 expressos como média £ SEM, ***p<0,001 em relacdo ao grupo veiculo e
##p<0,01 e ###p<0,001 em comparacdo ao grupo ConBr deshaturada ou
blogueada (n=5-6).
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5.1.3  Envolvimento dos receptores NMDA no efeito do tipo

antidepressivo de ConBr

A fim de determinar se a a¢do antidepressiva de ConBr no TNF
é dependente dos receptores NMDA, os animais foram pré-tratados com
NMDA (0,1 pmol/sitio) ou D-serina (30ug/sitio, co-agonista de
receptores NMDA), antes da administragdo de ConBr (10 pg/sitio). Os
resultados apresentados na Figura 12A mostram uma diminui¢do
significativa no tempo de imobilidade induzida pela administragdo de
ConBr (10 pg/sitio; p=0,00158). O pré-tratamento dos camundongos com
NMDA foi capaz de abolir o efeito antidepressivo do ConBr no TNF
(p=0,01076) (pré-tratamento NMDA [F (1,22) =1,55; p=0,22564];
tratamento ConBr [F (1,22) =11,64; p=0,00250] e interacdo NMDA x
ConBr [F (1,22) =7,30; p=0,01300]). A Figura 12B mostra que o efeito
antidepressivo de ConBr (10 pg/sitio; p=0,00019) no TNF também foi
abolido em camundongos pré-tratados com D-serina (30 pg/sitio;
p=0,00016), pré-tratamento D-serina [F (1,21) =12,90; p=0,00171],
tratamento ConBr [F (1,21) =20,71; p=0,00017] e interacdo D-serina x
ConBr [F (1,21) =16,57; p=0,00055)).
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Figura 12. Envolvimento dos receptores NMDA no mecanismo
antidepressivo de ConBr no TNF. Efeito do pré-tratamento com NMDA (0,1
pmol /sitio) (A) ou D-serina (30 pg/sitio) (B) sobre o efeito anti-imobilidade de
ConBr no TNF (n = 6-8). ConBr (10 pg/sitio) foi administrada 15 minutos antes
do teste. Os resultados representam a média + SEM, **p<0,01 quando comparado
com o grupo veiculo e #p<0,05; ##p<0,01 quando comparado com 0 grupo
ConBr.

Os resultados apresentados na Figura 13A mostram um efeito do
tipo antidepressivo obtido pela administracdo combinada de doses sub-
ativas do antagonista do receptor de NMDA MK-801 (0,001 mg/kg) e
ConBr (0,1 pg/sitio) no TNF, em comparagdo com cada um dos
compostos isoladamente. ANOVA de duas vias revelou diferencas
significativas para o tratamento com MK-801 [F (1,21) =22,48;
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p=0,00011], tratamento com ConBr [F (1,21) =31,13; p=0,00001] e a
interacdo do tratamento com MK-801 x tratamento com ConBr [F (1,21)
=10,60; p=0,00377]. O teste post-hoc indicou um efeito sinérgico
antidepressivo no TNF no grupo que recebeu ConBr combinado com
MK-801 (p=0,00017). Os tratamentos ndo causaram diferencas
significativas na atividade locomotora (Figura 13B).

A Figura 13C mostra que a coadministragdo de doses sub-ativas
de ConBr (0,1 pg/sitio) e cetamina (0,1 mg/kg) causou um efeito do tipo
antidepressivo no TNF, em comparagdo com cada um dos compostos
isoladamente. ANOVA de duas vias revelou um efeito significativo para
o0 tratamento com cetamina [F (1,25) =28,973; p=0,000014], tratamento
com ConBr [F (1,25) =33,687; p=0,000005] e a intera¢do do tratamento
com cetamina x tratamento com ConBr [F (1,25) =12,980; p=0,0013]. O
teste post-hoc indicou um efeito sinérgico do tipo antidepressivo no TNF
no grupo que recebeu ConBr combinado com cetamina (p=0,00016). A
administragdo de cetamina per se ou em combina¢do com ConBr ndo
afetou a atividade locomotora dos animais no TCA como mostrado na
Figura 13D.
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Figura 13. Efeito antidepressivo sinérgico de ConBr com antagonistas do
receptor de NMDA, MK-801 e cetamina. Efeitos de uma administracdo
combinada de doses sub-ativas de MK-801 (0,001 mg/kg) e ConBr (0,1 pg/sitio)
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no TNF (A) e TCA (B), e administracdo combinada de doses sub-ativas de
cetamina (0,1 mg/kg) e ConBr (0,1 pg/sitio) no TNF (C) e TCA (D) (n=6-8). Os
resultados representam a média £ SEM, **p<0,01; ***p<0,001 em comparagdo
com o grupo veiculo.

5.1.4  Envolvimento da via L-arginina-NO--GMPc no efeito
antidepressivo de ConBr no TNF e na atividade locomotora
no TCA em camundongos
A fim de investigar o envolvimento das vias L-arginina-NO- e

GMPc no efeito antidepressivo de ConBr (10 pg/sitio), os camundongos

foram pré-tratados com L-arginina (750 mg/kg), um precursor de NO-, ou

sildenafil (5 mg/kg), inibidor seletivo da fosfodiesterase tipo 5 (PDE5),
especifica para degradar GMPc. Os resultados ilustrados na Figura 14A
monstram que a administracdo de L-arginina foi capaz de suprimir

(p=0,00037), o efeito antidepressivo de ConBr (10 pg/sitio; p=0,00047)

(pré-tratamento com L-arginina [F (1,20) =6,83; p=0,01661], tratamento

com ConBr [F (1,20) =3,59; p=0,07274], e interacdo do tratamento com

L-arginina x tratamento com ConBr [F (1,20) =23,04; p=0,00011]). Da

mesma forma, o efeito antidepressivo de ConBr (10 pg/sitio) foi

completamente prevenido pelo pré-tratamento dos animais com sildenafil

(5 mg/kg; p=0,00099). Pré-tratamento com sildenafil [F (1,20) =5,69;

p=0,02702], tratamento com ConBr [F (1,20) =6,61; p=0,01823], e a

interacdo do tratamento com sildenafil x tratamento com ConBr [F (1,20)

=14,13; p=0.00124] (Figura 14B).
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Figura 14. Envolvimento da via L-arginina-6xido nitrico (NO-) e GMPc no
efeito antidepressivo de ConBr. Efeito do pré-tratamento com L-arginina (750
mg/kg) (A) e sildenafil (5 mg/kg) (B) sobre o efeito antidepressivo de ConBr no
TNF (n=5-7). ConBr (10 pg/sitio) foi administrada 15 minutos antes do teste. Os
resultados representam a média £ SEM, **p<0,01 quando comparado com o
grupo veiculo e ##p<0,01 quando comparado com o grupo ConBr.
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Como podemos observar na Figura 15A, uma dose sub-ativa de
ConBr (0,1 pg/sitio) combinada com uma dose sub-ativa de ODQ (30
pmol/sitio), um inibidor especifico da enzima GCs, provocou um efeito
antidepressivo no TNF. ANOVA de duas vias mostrou diferengas
significativas para o tratamento com ODQ [F (1,20) =18,22; p=0,00037],
o0 tratamento com ConBr [F (1,20) = 19,78; p=0,00025], e a interacdo
entre o tratamento com ODQ x o tratamento com ConBr [F (1,20) =6,77;
p=0,01703]. O teste post-hoc indicou um efeito sinérgico antidepressivo
no TNF no grupo que recebeu ConBr combinado com ODQ (p=0,00019).
A administracéo isolada ou em combinagao de ConBr ou ODQ ndo afetou
a mobilidade dos animais no TCA (Figura 15B).
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Figura 15. Efeito antidepressivo de ConBr no TNF envolve a via NO--GMPc.
Efeito de uma administragdo combinada de doses sub-ativas de ODQ (30
pmol/sitio) e ConBr (0,1 pg/sitio) (n=6-8) no TNF (A) e TCA (B). Os resultados
representam a média £ SEM, **p<0,01 comparado com o grupo veiculo.
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52 CAPITULO Il

Neste capitulo investigamos as vias de sinalizagdo moduladas por
ConBr no hipocampo de animais tratados in vivo. O foco foram os
sistemas de sinalizagdo intracelulares classicamente envolvidos em
efeitos antidepressivos, de neuroplasticidade e neuroprotegéo.

ConBr, a lectin from Canavalia brasiliensis seeds, modulates
signaling pathways and increases BDNF expression probably via a
glycosylated target

Débora K. Rieger?, Rodrigo M. S. Cunha®, Mark William Lopes?, Ana
Paula Costa?, Josiani Budni?, Ana Llcia S. Rodrigues?, Roger Walz®,
Edson H. Teixeira’, Kyria S. Nascimento®, Benildo S. Cavada®, Rodrigo
B. Leal®*

(Artigo submetido para revista Journal of Molecular Recognition — em
fase final de resposta R1)
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5.2.1  Analise da fosforilacdo de PKA, Akt e CaMKII no
hipocampo de camundongos nos tempos iniciais (05-6 h)
apos tratamento com ConBr
A Figura 16B mostra que ConBr (10 pg/sitio), produz uma

ativagdo transitéria de PKA. Houve um aumento significativo na

fosforilacdo dos substratos de PKA de 35% + 5,29 (p<0,01) e 20% * 5,28

(p<0,05), apds 1 e 3 h, respectivamente, voltando a niveis basais 6 h ap6s

o0 tratamento com ConBr. Atividade de PKA ndo foi alterada por ConBr

desnaturada em nenhum dos tempos analisados.

A fosforilagdo de Akt, em resposta ao tratamento com ConBr foi
avaliada nos tempos de 0,5, 1, 3 e 6 h apds a administracdo da lectina
(Figura 16D). Os resultados mostram um aumento da fosforilagdo de Akt
sobre a Ser*’® (sitio de ativagio) de 16% = 1,37 (p<0,05) e 25% = 4,50
(p<0,05) em 0,5 e 3 horas, respectivamente, apos administragdo de ConBr
(10 pg/sitio). ConBr desnaturada ndo alterou a fosforilagdo de Akt.

Também foram avaliados o estado de fosforilacdo das isoformas
o (sitio Thr?®®) e B (sitio Thr?®”) de CaMKII em resposta ao tratamento
com ConBr. Os resultados mostram que a fosforilacdo de CaMKII ndo foi
modificada por ConBr nos tempos iniciais (dados ndo mostrados).
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Figura 16. ConBr estimula a atividade PKA e Akt em tempos iniciais apds
injecaoi.c.v. (A) Western blot representativo dos substratos fosforilados da PKA,;
(B) analise quantitativa do nivel de fosforilacdo dos substrato de PKA; (C)
western blot representativo das formas fosforilada e total de Akt; (D) analise
quantitativa do nivel de fosforilagdo de Akt em Ser*®, Resumidamente, Controle
(Cont), 10 pg/sitio de ConBr nativa (N) ou ConBr desnaturado (D) foi
administrado (i.c.v.). Depois de 0,5, 1, 3 e 6 h, 0s animais foram submetidos a
eutanasia e os hipocampos removidos para analise por Western blot. Os dados
sdo expressos em porcentagem do controle (considerado como 100%), e os
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valores sdo média = SEM de cinco experimentos independentes realizadas em
duplicata. *p<0,05, **p<0,01 vs controle.

5.2.2  Analise da ativacdo de MAPKSs no hipocampo de
camundongos nos tempos iniciais (0,5-6 h) apds tratamento
com ConBr
A fosforilagdo de proteinas cinases ativadas por mitdgenos

(MAPKs) JNK1/2/3 (Figura 17A), p38MAPK (Figura 17B) e ERK1/2

(Figura 17C, D e E), em resposta ao tratamento com ConBr também foi

analisada em tempos iniciais (0,5 a 6 h). Os resultados mostram que

ConBr (10 pg/sitio) aumenta a fosforilagdo de ERK1 em 37% + 3,09

(p<0,01) emrelacdo ao grupo controle no tempo de 3 h. Entretanto, ConBr

ndo alterou a fosforilagdo de ERK2, JNK1/2/3 ou de p38MAPK em

nenhum dos tempos analisados.
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Western blot representativo das formas fosforiladas e totais de JNK1/2/3; (B)
western blot representativo das formas fosforiladas e totais de p38MAPK; (C)
western blot representativo das formas fosforiladas e totais de ERK1 e ERK2;
(D) e (E) andlises quantitativas do nivel de fosforilagdo de ERK1 e ERK2,
respectivamente. Resumidamente, Controle (Cont), 10 pg/sitio de ConBr nativa
(N) ou ConBr desnaturado (D) foi administrado (i.c.v.) € 0,5, 1, 3 e 6 h depois o0s
animais foram submetidos a eutanasia e os hipocampos removidos para anélise
por Western blot. Os dados sdo expressos em porcentagem do controle
(considerado como 100%), e os valores sdo média + SEM de cinco experimentos
independentes realizadas em duplicata. **p<0,01 vs controle.

5.2.3 Anadlise da ativacdo de CREB no hipocampo de

camundongos 1, 3, 6 e 8 h apds tratamento com ConBr

Com base nos resultados da modulacdo de proteinas cinases,
decidimos investigar se ConBr poderia modular o fator de transcricdo
CREB, que pode ser fosforilada sobre Ser'* por diversas proteinas
cinases incluindo PKA, Akt e ERK (via RSK) (Shaywitz e Greenberg,
1999; Herold et al., 2010). Os resultados mostram que a fosforilagdo de
CREB no hipocampo foi significativamente aumentada em 75% + 7,91
(p<0,01), 51% + 0,39 (p<,0001) e 50% =+ 8,80 (p<0,01) apbs o tratamento
com ConBr (10 pg/sitio) nos tempos de 1, 3 ¢ 6 h, respectivamente (Figura
18). Além disso, como demonstrado em resultados anteriores, o efeito de
ConBr foi dependente da integridade da sua estrutura proteica
terciaria/quaternaria.
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Figura 18. ConBr estimula a fosforilagdo de CREB no hipocampo. (A)
Western blot representativo da forma fosforilada em Ser'® e total de CREB; (B)
analises quantitativa da fosforilagdo de CREB em Ser!®. Resumidamente,
Controle (Cont), 10 pg/sitio de ConBr nativa (N) ou ConBr desnaturado (D) foi
administrado (i.c.v.). Depois de 1, 3, 6 e 8 h, os animais foram submetidos a
eutanasia e os hipocampos removidos para analise por Western blot. Os dados
S80 expressos em porcentagem do controle (considerado como 100%), e os
valores sdo média £ SEM de cinco experimentos independentes realizadas em
duplicata. **p<0,01, ***p<0,001 vs controle.

5.2.4  Analise da expressdo de BDNF e TrkB no hipocampo de
camundongos 1, 6, 12 e 24 h apds tratamento com ConBr
Estd bem documentado que no hipocampo, a transcricdo de
BDNF é regulada positivamente pela ativacdo de CREB (Finkbeiner et
al., 1997). Assim, analisou-se a capacidade de ConBr em alterar os niveis
de mRNA de BDNF. Os tempos avaliados foram 1, 6, 12 e 24 h. Na figura
19A podemos observar um aumento significativo da expressdo pan-
BDNF emtorno de 700 % * 2,41, em relagdo ao grupo controle (p<0,001)
12 h apoés a administracdo de ConBr (10 pg/sitio). Além disso, neste
mesmo periodo, analises por qRT-PCR demostraram um aumento de
mRNA do receptor de BDNF, TrkB, apds o tratamento com ConBr (10
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ug/sitio) em comparagdo com o grupo controle (p<0,05). Nenhum destes
efeitos foi observado em resposta ao tratamento com a lectina
desnaturada, demonstrando, mais uma vez, que os efeitos do tratamento
com ConBr dependem da integridade da estrutura da lectina.
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Figura 19. ConBr estimula a expressdo de BDNF e TrkB (mRNA). As
expressdes de pan-BDNF (A) e TrkB (B) foram avaliadas por qRT-PCR, foi
medida a expressdo de mRNA relativa. Resumidamente, Controle (Cont), 10
pg/sitio de ConBr nativa (N) ou ConBr desnaturado (D) foi administrado (i.c.v.).
Apobs 1, 6, 12 e 24 h, os animais foram submetidos a eutanasia e os hipocampos
removidos para analise por qRT-PCR. O nivel de transcri¢cdo de HPRT foi usado
para normalizar os dados. Os valores sdo média £ SEM de cinco experimentos
independentes. *p<0,05, ***p<0,001 vs ConBr desnaturada.

Fxpressio relativ a de mRNA

5.2.5 Analise da expressado da proteina BDNF no hipocampo de
camundongos 8, 18 e 24 h apds tratamento com ConBr
Considerando o aumento significativo do mRNA de BDNF no

tempo de 12 h, avaliamos também a expressdo da proteina BDNF em

tempos mais tardios (18 e 24 h) por Western blot. A Figura 20 mostra um

aumento significativo nos niveis de proteina de BDNF em 35% * 1,43

(p<0,01) e 53% = 3,25 (p<0,01) em 18 e 24 h, respectivamente, apos a

administracdo de ConBr. Este efeito ndo foi observado em resposta a

ConBr desnaturada.
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Figura 20. ConBr aumenta o conteiido de BDNF (proteina) nos tempo mais
tardios, apés administracdo i.c.v. (A) Western blot representativo de BDNF e
B-actina; (B) andlises quantitativas dos niveis de BDNF. Resumidamente,
Controle (Cont), 10 pg/sitio de ConBr nativa (N) ou ConBr desnaturado (D) foi
administrado (i.c.v.). Apos 8, 18 e 24 h, os animais foram submetidos a eutanésia
e 0s hipocampos removidos para analise por Western blot. Os dados sdo
expressos em porcentagem do controle (considerado como 100%), e os valores
sdo média + SEM de cinco experimentos independentes realizadas em duplicata.
**p<0,01, vs controle.
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5.2.6  Analise da ativacdo de ERK e Akt no hipocampo de

camundongos 18 e 24h apds tratamento com ConBr

A ativagdo de TrkB por BDNF ativa vias de sinalizacdo que
fosforilam Akt e ERK1/2 (Musumeci e Minichiello, 2011). Sabendo que
ConBr aumenta BDNF (18-24 h), e aumenta a expressdo de TrkB (12 h),
avaliamos a ativacdo de Akt e ERK1/2 nos tempos de 18-24 h apds o
tratamento com ConBr. A figura 21C mostra um aumento na fosforilacao
de Akt (Ser*™®) de 37% + 7,11 (p<0,01) 24 h apds a administracdo de
ConBr. No entanto, a fosforilagdo de ERK1/2 ndo foi alterada nos
mesmos tempo apos o tratamento ConBr (Figura 21A).
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Figura 21. ConBr aumenta fosforilagdo de Akt nos tempo mais tardios, apds
administragdo i.c.v. (A) Western blot representativo das formas fosforilada e
total de ERK1 e ERK2; (D) western blot representativo das formas fosforilada e
total de Akt; (E) andlise quantitativa do nivel de fosforilagdo de Akt (Ser®”).
Resumidamente, Controle (Cont), 10 pg/sitio de ConBr nativa (N) ou ConBr
desnaturado (D) foi administrado (i.c.v.). Ap6s 8, 18 e 24 h, os animais foram
submetidos a eutanasia e os hipocampos removidos para analise por Western blot.
Os dados sé@o expressos em porcentagem do controle (considerado como 100%),
e os valores sdo média £ SEM de cinco experimentos independentes realizadas
em duplicata. **p<0,01, vs controle.

5.2.7 Efeito do tratamento com os inibidores H-89 ou LY 294002
no aumento da expressao da proteina BDNF no hipocampo
de camundongos 24 h apés tratamento com ConBr
Uma vez que o tratamento com ConBr alterou os niveis de

fosforilacdo de Akt e PKA, e que estas cinases fosforiladas podem ativar
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o fator de transcricio CREB na Ser'®® (Shaywitz e Greenberg, 1999;
Herold et al., 2010), e a transcricdo de BDNF no hipocampo é regulada
positivamente pela ativacdo de CREB (Finkbeiner et al., 1997),
decidimos investigar a participacdo de Akt e PK A no aumento na proteina
BDNF por ConBr. Western blot para BDNF foi realizado na presenca de
inibidores de PI3K/Akt e PKA 24 h ap6s o tratamento com ConBr, (o
tempo escolhido foi onde observamos o maior aumento de BDNF apds o
tratamento com ConBr). A Figura 22 mostra que o tratamento com 0s
inibidores H-89 (1 pg/sitio, i.c.v.; inibidor de PKA) e LY294002 (10
pg/sitio, i.c.v.; inibidor de PI3K) foi capaz de suprimir o aumento na
proteina BDNF provocado por ConBr.
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Figura 22. Tratamento com inibidores de PI3K e PKA aboliu 0 aumento no
conteido de BDNF provocado por ConBr. Efeito da administracdo de
LY294002 (10 pg/sitio, i.c.v.) ou H-89 (1 pg/sitio, i.c.v.) no aumento do contetido
de BDNF provocado pelo tratamento com ConBr (10 pg/sitio, i.c.v.). (A) Western
blot representativo de BDNF e B-actina; (B) analises quantitativas dos niveis de
BDNF. Resumidamente, H-89, LY 294002, ConBr sozinha ou juntamente com os
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inibidores foram administrados (i.c.v.). Ap6s 24 h, os animais foram submetidos
a eutanasia e os hipocampos removidos para analise por Western blot. Os dados
sdo expressos em porcentagem do controle (considerado como 100%), e 0s
valores sdo média = SEM de cinco experimentos independentes realizadas em
duplicata. *p<0,05, vs controle.

5.2.8 Efeito do tratamento com o inibidor K252a no aumento da
fosforilagdo de Akt no hipocampo de camundongos 24 h
ap6s tratamento com ConBr

Postulamos que a ativagdo de Akt em tempos mais tardios pode ser
devido a regulagéo positiva de BDNF, uma vez que a ativacdo de TrkB,

receptor de BDNF ¢ acoplado a ativacdo de Akt e ERK1/2 (Musumeci e

Minichiello, 2011). Para examinar o envolvimento de TrkB, no aumento

da fosforilacdo da Akt 24 h apds injecdo i.c.v. de ConBr, utilizamos o

inibidor K252a para bloquear o receptores de BDNF, TrkB. O aumento

da fosforilacdo de Akt observado 24 h ap6s o tratamento com ConBr foi
abolida pelo pré-tratamento com K252a (1 pg/sitio, i.c.v.) (Figura 23C).
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Figura 23. Tratamento com o inibidor de TrkB aboliu 0 aumento na
fosforilagéo de Akt provocado por ConBr. Efeito da administracéo de K252a
(1 pg/sitio, i.c.v.) no aumento da fosforilagdo de Akt provocado pelo tratamento
com ConBr (10 pg/sitio, i.c.v.). (A) Western blot representativo das formas
fosforilada e total de ERK1 e ERK2; (D) western blot representativo das formas
fosforilada e total de Akt; (E) analise quantitativa do nivel de fosforilagdo de Akt
(Ser473). Resumidamente, K252a, ConBr sozinha ou juntamente com o inibidor
foram administrados (i.c.v.). Ap6s 24 h, os animais foram submetidos a eutanasia
e 0s hipocampos removidos para analise por Western blot. Os dados sdo
expressos em porcentagem do controle (considerado como 100%), e os valores
sdo média + SEM de cinco experimentos independentes realizadas em duplicata.
*p<0,05, vs controle.



101

53 CAPITULO Il

Este capitulo traz resultados que demonstram a prevencdo dos
danos celulares e neuroquimicos induzidos pela isquemia pelo tratamento
com ConBr e sugere possiveis mecanismos envolvidos na sua agdo. Para
alcancar este objetivo, foi avaliado a capacidade de ConBr em reverter a
diminuicdo da viabilidade celular, neutralizar o estresse oxidativo e
reverter as alteracbes nas vias de sinalizacdo celular alteradas pela
isquemia em um modelo in vitro utilizando COH submetidas a POG.
Além disso, verificou-se a capacidade de ConBr modular os niveis de
Ca?* intracelular em COH e culturas primarias de neurdnios do
hipocampo.

ConBr, a lectin purified from the seeds of Canavalia brasiliensis,
protects against ischemia in organotypic culture of rat
hippocampus: Potential implication of voltage gated calcium
channels

Rieger, D.K.% Costa, A.P.%; Navarro, E.% Gonzalez-Lafuente, L.
Buendia, |.%; Parada, E.%; Egea, J.%, Leon, R.%; Nascimento, K.S.";
Cavada, B.S.?; Lopez, M.G.5; Leal, R.B**

(Artigo em preparagao para submissao a revista Neuropharmacology).
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5.3.1 Efeitos da ConBr sobre a viabilidade celular de COH
submetidas a POG/Reox

O efeito neuroprotetor de ConBr foi estudado em um modelo in
vitro de isquemia cerebral, onde COHs foram submetidos a um periodo
de 15 min de POG seguido por um periodo de 24 horas de re-oxigenagdo
(POG/Reox) como esquematicamente apresentado na Figura 9. As
analises foram focalizadas na regido CAL1 do hipocampo, uma vez que
esta bem documentado haver uma vulnerabilidade seletiva de neurfnios
piramidais nesta regido no processo de POG (Noraberg et al., 2005).

Os resultados demostram um aumento significativo da morte
celular na regido CA1 do hipocampo submetido a POG/Reox (182,44 +
19,22%, p<0,01) em relacdo ao grupo basal, como avaliado por
fluorescéncia de IP. A incubagdo com concentracgdes crescentes de ConBr
durante o periodo de re-oxigenacdo reduziu significativamente a morte
celular nas concentragdes de 0,1 ug/mL (102,43 + 4,89%, p<0,01) e 1
pug/mL (87,7 = 17,81%, p<0,01) em comparacdo ao grupo POG (figura
24B). Com base nestes resultados, as concentragfes de 0,1 ug/mL e
0,01pg/mL foram selecionados como concentracdo ativa e sub-ativa de
ConBr, respectivamente.

Para investigar se a neuroprotecdo desencadeada por ConBr
frente a POG/Reox era dependente da integridade da estrutura da proteina
nativa, ConBr foi desnaturada. A Figura 24C mostra que a desnaturagédo
de ConBr bloqueou o seu efeito protetor contra POG/Reox (140,2% = 9,
p<0,05). Para investigar se o efeito neuroprotetor de ConBr foi
dependente do dominio de ligacdo a carboidratos (CRD), ConBr foi
incubada com manose (100 mM), a fim de bloquear a seu CRD. A Figura
24C mostra que ConBr bloqueada por manose perde seus efeitos
protetores contra POG/Reox (159% + 11,5 p<0,01).
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Figura 24. Tratamento com ConBr protege COHs contra morte celular
induzida por POG/Reox. (A) Fotomicrografias (ampliacdo original 10 x) da
regido CA1 marcada com IP; (B) Analise quantitativa da curva de concentragdo
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de ConBr; (C) avaliacdo dos efeitos de ConBr desnaturada e ConBr-bloqueada
com manose (100 mM). A morte celular foi medida através da relacdo de
fluorescéncia de TMRE/Hoechst na regido CA1 do hipocampo. Os valores séo
expressos como média + SEM de 5 experimentos independentes, *p<0,05,
**p<0,01, comparado com o grupo basal. ##p <0,01, comparado com 0 grupo
POG.

5.3.2  Efeitos de ConBr sobre a producéo de EROs e a
perturbacgio do potencial de membrana mitocondrial (¥m)
em COHs submetido a POG/Reox
A disfuncdo mitocondrial estd envolvida na fisiopatologia da

isquemia cerebral. A manutengdo da fungdo mitocondrial, incluindo a
geracdo de ATP, depende em grande parte da conservagdo do potencial
de membrana mitocondrial. A perda de potencial de membrana
mitocondrial é um importante evento da lesdo isquémica (lijima, 2006).
Considerando este aspecto, avaliamos se ConBr poderia interferir na
despolarizagdo mitocondrial em COHs submetidas 8 POG/Reox. A figura
25A mostra microfotografias da fluorescéncia de TMRE na regido CA1
do hipocampo. Observamos um aumento da fluorescéncia ap6s os COHs
serem submetidos a POG/Reox (117,68 + 4,32%, p<0,05; Figura 24B) em
comparacdo a condigdes basais, uma indicagdo de despolarizacdo da
membrana. No entanto, quando as fatias foram incubadas com 0,1 pg/mL
de ConBr apresentaram niveis de fluorescéncia semelhantes aos do grupo
em condi¢es basais (92,52% + 6,83, p<0,05; figura 25B).

Devido a alteracdo da fungdo mitocondrial levar ao aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio, e o estresse oxidativo estar
implicado na patogénese da isquemia cerebral (Brouns e De Deyn, 2009),
testamos se ConBr poderia mitigar esse processo. A sonda fluorescente
H,DCFDA foi usada para determinar a producdo de EROs. A figura 25C
mostra uma ilustracao representativa da fluorescéncia em CAL produzido
nos COHs submetidos a cada tratamento. POG/Reox aumentou a
guantidade de EROs produzidas nos COHs (129,33 £ 10,91 %, p < 0,01;
Figura 25D), em relagdo ao basal. O grupo tratado com ConBr (0,1
pg/mL) reduziu significativamente (97,61 + 7,44%, p<0,05; Figura 25D)
a producdo de EROs induzida por POG/Reox.
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Figura 25. ConBr reduz a produgdo de EROs e a despolarizacdo
mitocondrial de COHs submetidos a POG/Reox. (A e C) Fotomicrografias
(ampliagdo original 10 x) da regido CA1 marcada com TMRE e DCFDA
respectivamente; (B) efeito protetor de ConBr 0,1 pg/mL incubada durante 24 h
no periodo de Reox contra despolarizagdo mitocondrial medida através da relagdo
de fluorescéncia de TMRE/Hoechst na regido CA1 do hipocampo; (D) efeito
protetor de ConBr 0,1 pg/mL incubada durante 24 h no periodo de Reox sobre o
aumento de EROs induzido por POG medida através da relagéo de fluorescéncia
de DCFDA/Hoechst na regido CAl do hipocampo. Média £+ SEM de 5
experimentos independentes. *p<0,05 e **p<0,01 em relagdo ao grupo basal.

5.3.3  Efeitos de ConBr sobre as vias de sinalizagédo relacionados

com neuroprotecéo

Anteriormente demonstramos que ConBr é uma molécula capaz
de ativar vias de sinalizacdo envolvidas na plasticidade sinaptica e
neuroprotecdo (Russi et al., 2012; Jacques et al., 2013). Para explorar as
vias intracelulares envolvidos no efeito protetor de ConBr contra
POG/Reox, analisamos a fosforilagdo das proteinas cinases Akt e ERK1/2
por Western blot. Na figura 26B podemos observar que POG/Reox
diminuiu a fosforilagdo de Akt Ser*”® em 21% + 7,62 (p<0,05) em relagio
ao grupo basal, no entanto, a incubagdo com 0,1 pg/mL de ConBr durante
0 periodo de reoxigenacdo preveniu esta reducdo (110,45 + 14,16%,
p<0,001). Além disso, analisamos a fosforilacdo da proteina cinase
ERK1/2. Os resultados mostraram que a POG/Reox ndo alterou a
fosforilacdo de ERK2, mas diminuiu significativamente a fosforilacio de
ERK1 (25% = 4,39 p<0,05, Figura 26D) e o tratamento com ConBr (0,1
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pug/mL) preveniu significativamente a diminui¢do da fosforilagdo de
ERK1 induzida por POG/Reox (p<0,05).
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Figura 26. ConBr reverte a diminui¢do na fosforilacdo de Akt e ERK-1
induzida por POG. A figura mostra a curva de concentragdo de ConBr
incubados durante o periodo de Reox. em relacdo a modulacdo de ERK e Akt.
(A) Western blot representativo das formas fosforilada e total de Akt; (B) analise
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quantitativa do nivel de fosforilagdo de Akt (Ser*); (C) western blot
representativo das formas fosforilada e total de ERK1 e ERK2; (D) e (E) analises
quantitativas de o nivel de fosforilagdo de ERK1 e ERK2, respectivamente. A
andlise das proteinas foi realizada por Western blot. Os dados s&o expressos como
porcentagem do controle (Veiculo considerado como 100%) Os valores sdo
expressos como média + SEM de 4 experimentos independentes. *p<0,05 e
**p<0,01, comparado com o grupo basal. #p<0,05 e ###p<0,001 comparado com
0 grupo POG/Reox.

5.3.4 Efeito de ConBr na elevacio de [Ca*"]c induzida por
potassio e glutamato em neurdnios do hipocampo

A excitotoxicidade neuronal geralmente se refere ao dano e morte
neuronal decorrente de exposicao prolongada ao glutamato, associada ao
influxo excessivo de Ca®" para o interior da célula através de receptores
ionotrdpicos ativados pelo glutamato e CCDV (Taoufik e Probert, 2008).
Portanto investigamos os efeitos de ConBr sobre a modula¢do da
concentracdo citosdlica de Ca?* ([Ca?"]c) induzida por glutamato e
decorrente da despolarizagdo por potassio em cultura de neurdnios
hipocampais de ratos utilizando a sonda Fluo-4/AM. Glutamato (100 pM)
induziu um aumento de aproximadamente 30% na [Ca?*]c, mas ConBr
(0,2-100 pug/mL) ndo alterou a resposta ao glutamato. Por outro lado, o
antagonista seletivo do receptor de NMDA, MK-801 (100 uM), utilizado
como um controle positivo, reduziu em 42% o aumento na [Ca2+]c
induzido por glutamato (figuras 27A e B).

Também foi avaliado o efeito de ConBr sobre CCDV, uma outra
importante via envolvida na entrada do Ca?" na célula. Quando os
neurbnios do hipocampo foram desafiados com uma solucdo
despolarizante, contendo 70 mM de K*, que ativa CCDVs, observou-se
um aumento de aproximadamente 42% na [Ca?*]c. Nifedipina (3 mM),
um inibidor bem conhecido de CCDV do tipo-L, reduziu em 33% o
aumento na [Ca2+]c induzida pela despolarizacéo por K*. Notavelmente,
sob as mesmas condigcdes experimentais, ConBr também foi capaz de
bloquear em 29,2% (0.1pg/mL) e 26% (lug/mL) a entrada de Ca?*
induzida por potassio (Figuras 27C e D).
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Figura 27. ConBr bloqueia o aumento de [Ca?]c induzida pela
despolarizacdo por potassio em neurdnios hipocampais de ratos. O
incremento do [Ca?*]c foi avaliado em cultura de neur6nios hipocampais através
do uso da sonda Fluo-4/AM. (A) e (C) mostra os registros dos incrementos de
[Ca?*]c em resposta a glutamato (100 uM) e K* (70 mM) respectivamente
(ordenadas, % do valor maximo de fluorescéncia) em condi¢des basais e na
presenca de concentracGes crescentes de ConBr (0,1-100 uM). MK-801 (100 uM)
ou nifedipina (3 mM) foram utilizados como controles positivos; (B) e (D)
resultados normalizados (% de incrementos [Ca?*]c) a partir dos registros obtidos
nas figuras A e C. Os dados sdo representados como médias + SEM de 4 cultivos
celulares diferentes, cada experimento foi realizado em triplicata. *p<0,05,
**p<0,01 e ***p<0,001 comparado com o grupo basal.

5.3.5 Papel da modulagdo dos CCDV no efeito neuroprotetor de

ConBr no modelo de POG/Reox.

A fim de avaliar o papel do blogueio dos CCDVs no efeito
neuroprotetor exibido por ConBr as COHs foram submetidas a
POG/Reox e tratados com concentracfes ativas e sub-ativas de ambos
nifedipina e ConBr. A viabilidade celular foi medida através da
incorporacdo de IP. A concetracdo ativa de nifedipina (3 uM) sozinha ou
co-incubada com uma concetracdo ativa de ConBr (0,1 pg/mL) reverteu
a morte celular induzida por POG/Reox (121,16 + 11,9%; p<0,05; e 125,8
+ 11,6%; p<0,05, respectivamente) (Figura 28B). Além disso, o
tratamento combinado de concetrag@es sub-ativas de nifedipina (0,3 pM)
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e ConBr (0,01 pg/mL) exibiu um efeito neuroprotetor (p<0,05, Figura
28D), sugerindo um efeito sinérgico entre ConBr e nifedipine na reversdo
da morte celular induzida por POG/Reox. A incubacdo com
concentracOes sub-ativas de cada um dos compostos sozinho ndo foi
capaz de reverter a morte celular induzida pela POG/Reox.
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Figura 28. Doses subativas de ConBr e nifedipina apresentam um efeito
protetor sinérgico contra a morte celular induzida por POG. (A, C)
Fotomicrografias (ampliagéo original 10 x) da regido CA1 marcadas com IP; (B)
concentragBes ativas de Nifedipina (3 uM), ConBr (0,1 pg/mL) e ConBr
combinada com nifedipina protege COHs da morte celular induzida por POG;
(D) concentragOes sub-ativas de Nifedipina (0,3 uM) e ConBr (0,01 pg/mL)
exibem um efeito sinérgico na protegdo contra a morte celular induzida por POG.
A morte celular foi medida através da relagdo de fluorescéncia de TMRE/Hoechst
na regido CA1 do hipocampo. Os valores sdo expressos como médiatSEM de 5
experimentos independentes, ***p<0,001, comparado com o grupo basal.
#p<0.05, ###p<0,001 em comparagdo com o grupo POG.
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6 DISCUSSAO

Diversos estudos no campo da glicobiologia tém mostrado a
importdncia de glicanos como biossinalizadores atuando como
intermediarios na comunicagdo celular em varios sistemas biolégicos
(Kleene e Schachner, 2004; Ohtsubo e Marth, 2006; Ghazarian et al.,
2010). Dessa forma, considerando os seguintes aspectos: 1) a importancia
das cadeias de acucares presentes na superficie da membrana para
comunicacao intercelular; 2) a natureza glicoproteica da grande maioria
dos receptores, canais ibnicos e transportadores de neurotransmissores; 3)
dados prévios de nosso grupo e da literatura, que demonstram um
potencial neuroprotetor de lectinas (Yamane et al.; Han et al., 2010; Qu
etal., 2010; Yamane et al., 2010; Russi et al., 2012; Jacques et al., 2013);
no presente estudo foi proposto investigar os mecanismos celulares e
moleculares pelo qual ConBr pode exercer agdo antidepressiva e
neuroprotetora.

Nosso grupo tem buscado estudar os efeitos biol6gicos de ConBr
sobre 0 SNC. Nesse sentido evidenciamos que ConBr injetada i.c.v. pode
modular os sistemas de neurotransmissdo monoaminérgico (serotonina,
noradrenalina e dopamina) e produzir uma acéo tipo antidepressiva
similar ao antidepressivo fluoxetina (Barauna et al., 2006). Em estudo
recente demonstramos que ConBr apresenta efeito neuroprotetor contra
convulsBes induzidas por &cido quinolinico (AQ) em camundongos e
paralelamente reverte o aumento da fosforilacdo, dependentes de AQ, de
JNKZ2/3 e das subunidade GIuR1 do receptor AMPA (Russi et al., 2012).
ConBr também apresenta efeito neuroprotetor contra a excitotoxicidade
glutamatérgica in vitro em fatias de hipocampo, além de reverter (nesse
modelo) a diminuicdo da fosforilagdo de Akt provocada pelo glutamato
(Jacques et al., 2012).

No presente trabalho, fornecemos a evidéncia do envolvimento
do sistema glutamatérgico (através de receptores NMDA) e da via L-
arginina-NO--cGMP no efeito tipo antidepressivo provocado pela
administracdo central de ConBr. Além disto, monstramos que algumas
vias de sinalizacdo do hipocampo, notavelmente reconhecidas por
desempenhar papéis-chave na plasticidade sindptica, neuroprotecdo e
resposta aos antidepressivos (Gottschalk et al., 1999; Shaywitz e
Greenberg, 1999), podem ser moduladas por ConBr. Os nossos dados
sugerem que ConBr, de uma maneira dependente da sua estrutura nativa,
ativa PKA, Akt e ERK1 que culmina com aumento da expressdo de
BDNF mediado pela ativacdo de CREB.
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E importante salientar que o efeito tipo antidepressivo de ConBr
depende de suas propriedades estruturais e da disponibilidade do dominio
de interagdo com carboidratos (CRD). Dessa forma, pode ser sugerido
que a interacdo de ConBr com as cadeias de glicanos, comumente
presentes na superficie celular, € um passo fundamental para ancorar a
lectina para acesso ao seu alvo. Esta conclusdo baseia-se nos resultados
que mostram que a reducdo do tempo de imobilidade induzida por ConBr
foi neutralizada tanto pela desnaturacgéo térmica como pelo bloqueio do
CRD, através da pré-incubacdo de ConBr com manose.

ConBr injetada i.c.v. pode modular o0s sistemas de
neurotransmissdo  monoaminérgico  (serotonina, noradrenalina e
dopamina) e produzir uma agdo antidepressiva (Barauna et al., 2006). A
maioria dos tratamentos farmacolégicos para depressao esta relacionada
com estes sistemas de neurotransmissdo. Mas estes tratamentos
apresentam limitacOes significativas, incluindo baixa eficacia (ou seja,
cerca de um terco dos pacientes respondem ao primeiro agente prescrito),
e um grande intervalo de tempo para resposta ao tratamento, ou seja, 0s
efeitos terapéuticos sdo observados apenas apds 2-3 semanas e em muitos
casos apos meses (Moussavi et al., 2007). Estas limitacfes destacam a
importancia de novas estratégias e alvos terapéuticos bem como a
disponibilidade de antidepressivos mais eficazes e de acdo mais rapida,
principalmente considerando os altos indices de suicidio observados em
individuos deprimidos que ndo respondem bem as terapias classicas
disponiveis.

Devido a estes aspectos, a elucidacdo dos mecanismos
envolvidos na neurobiologia da depressdo, e a busca de novos alvos e
agentes terapéuticos que tenham o potencial de fornecer mais eficécia e
resposta mais rapida ao tratamento sédo essenciais. Um nlmero crescente
de evidéncias relatam que além do papel fundamental da transmissdo
monoaminérgica na modulacdo da emocdo e cognicdo (Nestler et al.,
2002; Krishnan e Nestler, 2008; Aan Het Rot et al., 2010), a transmissdo
glutamatérgica também esta associada com a modulagéo cognitiva e do
humor e pode também estar envolvida na fisopatologia da depresséo.
Dessa forma, o sistema de neutrotranmissdo excitatério podem
representar uma via para abordagem terapéutica na depressdo e outros
transtornos de humor (Hashimoto, 2011).

No6s demonstramos que o pré-tratamento dos animais com
NMDA (0,1 pmol/sitio, i.c.v.) ou D-serina, um co-agonista do receptor de
NMDA (30 pg/sitio, i.c.v.), aboliu a redugdo do tempo de imobilidade
induzido por ConBr no TNF, sugerindo que o efeito antidepressivo de
ConBr é dependente da inibicdo de receptores NMDA. Resultados
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anteriores de nosso grupo ja sugeriam a transmissdo glutamatérgica como
um possivel alvo para ConBr, quando foi demonstrado protecdo pela
ConBr contra as convulsdes induzidas por AQ in vivo (Russi et al., 2012)
e contra a neurotoxicidade do glutamato in vitro (Jacques et al., 2013). A
hip6tese do envolvimento dos receptores NMDA na acéo de ConBr foi
reforcado com o efeito sinérgico anti-imobilidade observado pela
administragdo combinada de doses sub-ativas dos antagonistas do
receptor de NMDA, MK-801 e cetamina, e ConBr.

Evidéncias convincentes de estudos clinicos sugerem que a
transmissdo do glutamato é anormalmente regulada no plasma, liquido
cerebrospinal (CSF) e areas limbicas/corticais do cérebro de individuos
com transtornos do humor (Berman et al., 2000). Pacientes deprimidos
apresentam uma elevada concentragdo de glutamato e uma tendéncia para
a diminuigdo plasmatica das propor¢des glutamina/glutamato em
comparagdo com individuos saudaveis (Altamura et al., 1995). Outros
estudos indicaram que o tratamento com antidepressivos podem diminuir
0s niveis de glutamato no plasma em individuos deprimidos (Altamura et
al., 1995; Kucukibrahimoglu et al., 2009). Além disso, uma quantidade
crescente de evidéncias mostra que os sistemas glutamatérgico,
noradrenérgicos e serotoninérgicos podem interagir no mecanismo de
acdo dos antidepressivos (Bonanno et al., 2005; Pittaluga et al., 2007;
Szasz et al., 2007).

Em roedores, efeitos do tipo antidepressivo apds o tratamento
agudo com antagonistas do receptor NMDA, como MK-801, cetamina,
memantina, amantadina, foram observados em modelos preditivos de
acao antidepressiva como o teste do nado forgado, o teste de suspenséo
pela cauda e em modelos de depressdo como a exposi¢cdo ao estresse
crénico moderado (Trullas e Skolnick, 1990; Almeida, Felishino, et al.,
2006). Isto sugere que o tratamento com antagonistas de receptores
NMDA pode representar uma alternativa eficaz as terapias atuais para o
tratamento da depressao (Trullas e Skolnick, 1990). Portanto, o efeito de
ConBr sobre os receptores NMDA pode representar uma estratégia
interessante para a modulacéo destes receptores em condigdes patolégicas
como a depressao.

A hip6tese do envolvimento dos receptores NMDA no efeito
anti-imobilidade de ConBr foi refor¢ada por experimentos que mostraram
que o tratamento de camundongos com uma dose de sub-ativa de ConBr
combinada com uma dose sub-ativa de cetamina produziu um efeito
antidepressivo no TNF. A cetamina vem se destacando nas pesquisas pela
sua acdo antidepressiva rapida, sendo assim um candidato para solucionar
a limitada eficacia e a demora no tempo para a resposta terapéutica tipicas
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dos antidepressivos em uso. A cetamina em doses baixas € um
psicotomimético e em doses elevadas um anestésico dissociativo. A a¢do
antidepressiva rapida da cetamina foi primeiramente relatada por (Krystal
et al., 1994), que relatam que uma dose baixa de cetamina (0,5 mg/kg)
produziu uma resposta antidepressiva rapida, observada 4 h ap6s o
tratamento e que durou 3 dias. Estudos posteriores confirmaram essa
constatacgdo, relatando rapida resposta antidepressiva da cetamina dentro
de 2 h com efeitos sustentados de até 7 dias (Berman et al., 2000; Price et
al., 2009; Aan Het Rot et al., 2010). Estes efeitos rapidos da cetamina sao
observados em pacientes considerados resistentes ao tratamento (Krystal
et al., 2013). O efeito sinérgico de doses sub-ativas de ConBr e cetamina
demonstra, mais uma vez, que 0 mecanismo antidepressivo de ConBr
parece envolver o antagonismo de receptores NMDA, mecanismo que
parece ser muito eficaz no tratamento da depresséo.

O efeito antidepressivo mais associado & inibicéo de receptores
NMDA ¢ a diminui¢cdo na producdo enzimatica de dxido nitrico nos
neurdnios pds-sinapticos (Dhir e Kulkarni, 2011). O NO- é uma molécula
mensageira do SNC que é sintetizado a partir de L-arginina pela NOS
apos a ativacio dos receptores NMDA e influxo de Ca?*. O nivel elevado
de NO- esté relacionada com o processo bioldgico da depresséo (Steinert
et al., 2010), sendo que pacientes depressivos, com tendéncias suicidas,
apresentam altos niveis plasmaticos de NO- (Lee et al., 2006).
Considerando a possibilidade do mecanismo antidepressivo de ConBr
estar relacionado com a inibicdo de receptores NMDA, o que culminaria
na modulacdo dos niveis de NO-, investigamos o envolvimento da via L-
arginina-NO- no efeito antidepressivo de ConBr. O tratamento dos
animais com L-arginina, um precursor de NO-, foi capaz de reverter a
diminuicdo do tempo de imobilidade induzida por ConBr, sugerindo que
a inibicdo da sintese de NO- pode estar implicado no efeito antidepressivo
produzido por esta lectina no TNF. Dados da literatura demonstram que
a administragdo de L-arginina inibe a atividade de antidepressivos
conhecidos, tais como escitalopram, imipramina, venlafaxina e
bupropiona (Harkin (Harkin et al., 1999; Zomkowski et al., 2012).

Os efeitos de NO- sdo mediados principalmente pela GMPc. O
NO- formado a partir de L-arginina pela acdo catalitica da enzima NOS,
ativa a enzima guanilato ciclase soltivel (sGC), que é responsavel pela
conversdo de trifosfato de guanosina (GTP) em monofosfato de
guanosina ciclico (GMPc) (Denninger e Marletta, 1999). O envolvimento
de L-arginina-NO--GMPc é bastante estudado no mecanismo da
depressdo. Varias moléculas, tais como venlafaxina (um inibidor da
recaptacdo da dupla de serotonina e noradrenalina), bupropiona (um
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inibidor de recaptacdo de dopamina), memantina (receptor de NMDA
antagonista) e o zinco, todos conhecidos por produzir uma acao
antidepressiva nos modelos animais de depressdo, parecem também poder
modular essa via de sinalizacéo (Rosa et al., 2003; Almeida, Felisbino, et
al., 2006; Dhir e Kulkarni, 2007; Kulkarni e Dhir, 2007). No nosso estudo
mostram que ConBr também pode modular esta via. Nesse sentido a
administragdo combinada de doses sub-ativas de ConBr e ODQ (inibidor
da sGC) produziu um efeito sinérgico antimobilidade no TNF. Ainda
corroborando com este dado, o sildenafil (um inibidor da PDES5) impediu
o efeito anti-imobilidade da ConBr. Assim, é possivel postular que a
reducéo dos niveis de GMPc, através da inibigdo da via L-arginina-NO--
GMPc, um evento importante para a agao antidepressiva, esta envolvido
no mecanismo antidepressivo de ConBr.
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Figura 29. ConBr pode produzir uma atividade do tipo antidepressiva via
inibicdo de NMDA e da via L-arginina/NO-/GMPc. Os dados experimentais
sugerem que ConBr poderia inibir os receptores NMDA e dessa forma diminuir
a entrada de Ca®*, a ativago de 6xido nitrico sintase e por fim a producéo de NO-
e de GMPc.

Vias de sinalizacdo intracelular implicadas em eventos de
neuroprotecdo, memoria e aprendizado, sobrevivéncia neuronal,
arborizacdo dendritica, sinaptogénese e plasticidade sinaptica tém sido
propostas como alvos potenciais para estratégias de tratamento em
diferentes situac@es neuropatoldgicas.
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As vias de sinalizacdo envolvendo as cinases PKA, Akt, ERK1/2
e a modulacéo do fator de transcricdo CREB e a expressao de BDNF sdo
eventos conhecidos por estarem envolvidos na modulacéo da plasticidade
sinaptica e em respostas neuroprotetoras. Os nossos resultados indicam
que a administragdo central ConBr € capaz de ativar a via
PKA/AK/ERK1-CREB(Ser**?)-BDNF no hipocampo de camundongos, o
que sugere que estas vias de sinalizacdo podem estar envolvidas nos
efeitos neuroprotetores e antidepressivos de ConBr.

ConBr induziu a ativacdo de PKA e Akt (0,5-3 h), seguido da
ativacdo de ERK1 3 h apds o tratamento i.c.v. O mecanismo envolvido
na ativacdo de PKA por ConBr é em grande parte desconhecido. No
entanto, considerando que ConBr pode ativar o sistema monoaminérgico
(Baraunaetal., 2006), é plausivel que a ativagdo de PKA por ConBr possa
ocorrer atraves de receptores de monoaminas acoplados a proteina G, que
ativam a enzima adenilato ciclase aumentando o nivel intracelular de
cAMP (Donati e Rasenick, 2003). PKA ativada pode translocar para o
ndcleo, e os substratos nucleares mais conhecidos de PKA sdo os
membros da familia CREB (Shaywitz e Greenberg, 1999).

A sinalizacdo de ERK é regulada por diversos estimulos
extracelulares, tais como fatores de crescimento, receptores para as
neurotrofinas acoplados a via de Ras/Raf/MEK (Sweatt, 2004; Thomas e
Huganir, 2004). A via da ERK também pode ser ativada no hipocampo
através de outras enzimas de sinaliza¢do, incluindo PKA, PKC e CaMKI|I
(Dumaz e Marais, 2005; Gelinas et al., 2008). Nossos resultados
mostraram que PKA foi ativada por ConBr em tempos anteriores a
ativacdo de ERK, podendo assim participar nesta ativacdo. Além disso,
alguns estudos sugerem que a inibicdo dos receptores de NMDA,
especialmente os receptores extrasinapticos, pode levar a ativacdo da
ERK (Hardingham e Bading, 2003). Em nosso estudo sobre 0 mecanismo
antidepressivo de ConBr postulamos que a lectina pode bloquear a
ativacdo do receptor NMDA, provavelmente através da interacdo com os
residuos de glicanos presentes no dominio extracelular N-terminal de
NR1 e/ou subunidades NR2 do receptor NMDA (Russi et al., 2011). No
entanto, apesar de todas essas possibilidades, o0s mecanismos
responsaveis pela modulagdo da ERK1 por ConBr ainda sdo uma questao
em aberto que devem ser abordadas em estudos futuros.

Em tempos iniciais o tratamento com ConBr aumentou a
fosforilacdo de Akt (30 minutos e 3 horas ap6s a injecdo i.c.v.) no
hipocampo. Em estudo anterior mostramos que a via da PI3K/Akt pode
estar envolvida no efeito neuroprotetor de ConBr contra a
neurotoxicidade do glutamato em fatias de hipocampos de ConBr
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(Jacques et al., 2013). Tendo em vista esse estudo anterior e o papel bem
estabelecido de PI3K/Akt na modulagdo da neuroplasticidade,
sobrevivéncia celular e em respostas neuroprotetoras bem como aos
antidepressivos (Brasil e outros 2004; Budni e outros 2011b; FiSar e
Hroudova 2010), podemos postular que Akt pode estar implicada no
mecanismo de acéo da ConBr no hipocampo.

A fosforilagio de CREB-Ser’ ¢ um passo essencial para a
ativacdo deste fator de transcricdo (Shaywitz e Greenberg, 1999).
Ativacdo de muitas vias de sinalizagdo, incluindo AMPCc/PKA,
Ca?*/calmodulina- CaMK -1l e 1V, MAPKs (via RSK), PI3K/Akt e
Ca?*/DAG/PKC, levam & ativacdo de CREB e 0 aumento da expressio de
genes dependentes de CRE (Shaywitz e Greenberg, 1999; Yang et al.,
2010). ConBr promoveu uma fosforilagdo sustentada (de 1 até 6 h) de
CREB-Ser'®®, provavelmente pela ativagio das vias de sinalizagio PKA,
MEK/ERK1 e PI3K/AKt.

Além disso, ConBr promoveu um aumento nos niveis de mMRNA
de BDNF (12 h) e da proteina BDNF (18-24 h). A ativacdo do CREB é
essencial para a transcrigdo hipocampal de BDNF (Shaywitz e Greenberg,
1999; Herold et al., 2010). Portanto, através da interagdo com glicanos
presentes em alvos na superficie celular e a ativagao de vias de sinalizagdo
intracelular, ConBr induziu a fosforilacdo de CREB em tempos iniciais
(1-6 h), o que levou a um aumento posterior do BDNF. Para comprovar
que a fosforilagdo de CREB e 0 aumento de BDNF provocado por ConBr
estaria relacionado com a ativacdo de Akt e PKA, utilizamos os inibidores
de PI3K, LY294002, e o inibidor de PKA, H-89. Ambos bloguearam o
aumento de BDNF induzido por ConBr. Estes resultados indicam que a
ativacdo das vias (PI3K/Akt e cAMP/PKA) estdo envolvidas no
mecanismo de aumento de BDNF via ativacdo de CREB provocado por
ConBr. Dessa forma, podemos sugerir que a fosforilagdo de CREB
induzida pelo tratamento com ConBr depende, pelo menos, dessas duas
vias de sinalizacdo. Na literatura observa-se em muitas situagdes que um
Unico estimulo pode disparar cascatas distintas que convergem para um
mesmo efetor (Shaywitz e Greenberg, 1999). A fosforilacdo de CREB
pode ser estimulada por diversas vias, sendo a ativacdo sustententada
deste fator determinada muitas vezes pela interacdo de mais de uma via
bem como por outros fatores que se associam a CREB e ao promotor
(Shaywitz e Greenberg, 1999).

Outro aspecto observado foi um aumento do mRNA de TrkB (12
h), juntamente com o aumento da expressdo de BDNF (18-24 h) e
ativacdo de Akt (24 h), em resposta a administracdo i.c.v. de ConBr. Estes
resultados sugerem que a interagdo BDNF/TrkB poderia estar mediando
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esta ativacdo de Akt induzida por ConBr em tempos mais tardios (24 h).
Para comprovar essa hipdtese utilizamos o inibidor K252a para bloquear
o receptores de BDNF, TrkB. Os resultados indicaram que o aumento da
fosforilacdo de Akt apds 24 h foi abolida pelo pré-tratamento com K252a,
confirmando assim que a ativacdo tardia de Akt realmente parece ser
mediada pela interacdo BDNF/TrkB.

Considerando a diversidade de eventos mediados por BDNF
como o crescimento neuronal e desenvolvimento (Garoflos et al., 2005;
Cohen-Cory et al.,, 2010), neuroplasticidade (Fritsch et al., 2010;
Callaghan e Kelly, 2012), sobrevivéncia celular (Johnson-Farley et al.,
2007), neuroprotecdo (Qu et al., 2010), e reparagdo neural (Duman e
Monteggia, 2006), a capacidade de ConBr em ativar vias de sinalizagdo
que culminam com o aumento de BDNF pode ser relevante como
estratégia para o tratamento de uma diversidade de neuropatologias em
que a via neurotrofica € prejudicada. A ativacao destas vias pode explicar
em parte 0s mecanismos envolvidos na acdo antidepressiva e
neuroprotetora de ConBr. Finalmente, nos deparamos com uma
possibilidade instigante onde além da galectina-1, uma lectina cerebral
bem estudada e com atividade neuroprotetora comprovada, lectinas de
plantas podem ser também capazes de modular vias de sinalizacéo celular
envolvidas na neuroplasticidade, neuroprotegéo e resposta antidepressiva.
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Figura 30. ConBr induz a expressdo de BDNF no hipocampo. Os dados
experimentais sugerem que ConBr administrada i.c.v. pode aumentar os niveis de
monoaminas (Barauna et al., 2006) e inibir receptores NMDA (Russi et al.,
2012). Além disso, por mecanismo que pode envolver a ativagdo de PKA, ERK
e Akt essa lectina estimula a fosforilacdo de CREB. A fosforilagdo de CREB (no
sitio Ser'®®) ¢ ativadora desse fator estimula a expresséo hipocampal de BDNF
(cujo gene apresenta o elemento de resposta a0 AMPc, CRE). Essa acdo de ConBr
reforca os dados obtidos até 0 momento que apontam essa lectina como uma
molécula multifuncional, capaz de induzir remodelagem sinaptica e produzir
neuroprotecao.

Considerando o potencial efeito neuroprotetor de ConBr foi
também objetivo deste trabalho avaliar capacidade neuroprotetora de
ConBr em outro modelo de dano neuronal, um modelo de privacdo de
oxigénio e glicose (POG), utilizando culturas organatipicas de hipocampo
(COH). Os resultados obtidos em COH demonstram que ConBr, pode
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proporcionar neuroprotecdo contra a POG, uma vez que impede tanto a
morte celular, a despolariza¢cdo mitocondrial, o estresse oxidativo, bem
como a inibigdo de Akt e da atividade de ERK1 induzida por POG. O
mecanismo desta neuroprote¢do ainda ndo esta totalmente elucidado, no
entanto, usando cultivos primarios de neurénios hipocampais e também
nos COHSs, nossos resultados sugerem que a reducdo da sobrecarga de
[Ca?*]c via bloqueio de CCDV pode ser um mecanismo importante na
acdo neuroprotetora de ConBr nesse modelo de isquemia in vitro.

Nestes experimentos in vitro podemos observar que a protegédo
de ConBr contra a morte celular dependente de POG também foi
dependente de sua estrutura nativa e da sua interacdo com as cadeias de
glicanos. Uma vez que a redugdo da morte neuronal observada pelo
tratamento com ConBr foi perdido pela desnaturagdo de ConBr e pelo
bloqueio de seu dominio de ligagdo de carboidrato (CRD), por meio de
incubacdo de ConBr com manose.

O efeito neuroprotetor de ConBr foi anteriormente mostrado pelo
nosso grupo contra as convulsdes induzidas pelo acido quinolinico in vivo
(Rus et al. 2012) e contra a neurotoxicidade do glutamato in vitro em
fatias do hipocampo (Jacques et al. 2013), sugerindo a prevengdo de morte
neuronal excitotéxica como um possivel mecanismo envolvido na
neuroprotecdo de ConBr. Na isquemia podemos observar um quadro de
excitotoxicidade neuronal, decorrente em grande parte ao influxo
excessivo de Ca?* para o interior da célula (Berliocchi et al., 2005). Esse
quadro pode levar a uma série de respostas que convergem para indugao
de morte celular e inclui: indugdo de estresse oxidativo, disfungéo
mitocondrial, modulacéo de vias de sinalizagdo celular como ativagédo de
p38MAPK & INK e inibigdo de Akt (Schwarzschild et al., 1997; Yang et al.,
1997; Taoufik e Probert, 2008; Brouns e De Deyn, 2009). Apo6s o inicio
da isquemia, a perda de reservas de energia resulta em desequilibrio
i6nico, inducdo da libertacdo e de inibicdo da recaptacdo de glutamato. A
ligacdo do glutamato nos seus receptores ionotrpicos NMDA e AMPA
promove influxo excessivo de calcio e o desequilibrio de célcio
intracelular (Lo et al., 2003).

No entanto, apesar de ser largamente aceito que a perturbacéo da
homeostase dos niveis de Ca®* intracelular seja o passo central na morte
neuronal no evento isquémico, o mecanismo e os alvos que medeiam a
entrada de Ca?" extracelular ndo é bem determinada. Alguns estudos
sugerem que uma grande parte do fluxo de Ca?*, durante a isquemia pode
ocorrer através de canais de Ca®* dependentes de voltagem (Rami e
Krieglstein, 1994). Experimentos em modelos animais tém indicado que
antagonistas de canais de Ca®* administrados apos isquemia cerebral séo
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eficazes na reducdo do volume do infarto e promovem melhorias na
evolucdo neuroldgica (Rami e Krieglstein, 1994; Fogelholm et al., 2000;
Sobrado et al., 2003). Os nossos resultados sugerem os CCDV como um
alvo do mecanismo neuroprotetor de ConBr contra POG em COH. ConBr
foi capaz de bloguear o aumento induzido pela despolarizacdo por
potassio da concentragdo de calcio citosolico em neurdnios de hipocampo
de ratos e a co-incubagcdo de concentracBes sub-ativas de ConBr e
nifedipina (um blogueador de CCDV do tipo L) exibiu um efeito
neuroprotetor sinérgico contra a morte celular induzida por POG em
COH.

Estes resultados estdo de acordo com outros estudos que indicam
gue antagosnistas de CCDV atuam como drogas neuroprotetoras por
diminuir influxo de Ca®" através de CCDVs (Sobrado et al., 2003;
Gonzalez-Lafuente etal., 2012; Lorrio et al., 2012). Em cultura de células
PC12 diferenciadas foi relatado que inibidores de CCDV do tipo L, tais
como nimodipina e nifedipina, revertem a morte celular induzida pela
POG (Lecht et al., 2012). Da mesma maneira, nifedipina e flunarizina
reverteram a morte celular induzida por um modelo de POG no
hipocampo de ratos (Shibata et al., 1995). Em outro estudo, bloqueadores
de CCDV dotipo L, N e P atenuaram significativamente a lesdo neuronal
induzida pela privagédo de oxigénio de longa duragdo in vitro (Kimura et
al., 1998).

Apds eventos de isquemia e reperfusdo, a producao excessiva de
espécies reativas de oxigénio (EROSs) e nitrogénio (ERNSs), normalmente
sdo decorrentes de disfungBes mitocondriais, provocam oxidagdo e
nitrosilacéo de proteinas, peroxidacao lipidica e danos ao DNA, levando
a morte celular e alterando a permeabilidade da barreira hematoencefalica
(BBB) (Niizuma et al., 2009; Jung et al., 2010). Portanto, estratégias que
revertam a produgdo de EROs ou aumentem as defesas antioxidantes tem
sido exploradas na tentativa de evitar os danos celulares e produzir
neuroprotecdo (Brouns e De Deyn, 2009; Jung et al., 2010; Parada et al.,
2013). No presente trabalho observamos um aumento na producéo de
EROs e na despolarizacdo mitocondrial apés POG/Reox. O tratamento
com ConBr reverteu ambos 0s processos. Estas observacoes reforcam o
potencial neuroprotetor do ConBr em eventos isquémicos.

Durante eventos de isquemia/reperfusdo as células sofrem
alteracdes que conduzem a regulacdo negativa de vias de sinalizacdo de
sobrevivéncia celular que podem ser determinantes no aumento da morte
celular neuronal. Uma via de sinalizagdo importante que desempenha um
papel crucial no crescimento celular, proliferacdo e sobrevivéncia é a via
PI3K/Akt (Song et al., 2005). Ativacdo de PI3K/Akt participa na protecao
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contra a lesdo cerebral isquémica observada apds tratamento
farmacolégico (Friguls et al., 2002; Chan, 2004; Yuan et al., 2010). A
maioria dos estudos concorda que apds a isquemia a fosforilacdo de Akt
(Ser*®) aumenta transitoriamente em questao de horas, mas diminui apos
24 h do evento isquémico. Além disso, a neuroprotegdo por alguns
agentes envolve a manutengdo ou 0 aumento na atividade de Akt apos o
acidente vascular cerebral (Noshita et al., 2001; Friguls et al., 2002; Jin
et al., 2003). Resultados anteriores do nosso grupo sugerem que ConBr
atua através da via PI3K/Akt na reversdo da neurotoxicidade
glutamatérgica em fatias de hipocampo (Jacques et al., 2013). No presente
trabalho também mostramos que ConBr aumenta a fosforilagdo de Akt in
vivo, em tempos iniciais apds a injecdo i.c.v. Assim, postulamos que a
fosforilacdo de Akt poderia ser um alvo envolvido no mecanismo de
neuroprotecao de ConBr contra POG. Demonstramos que a POG diminui
significativamente a fosforilagdo de Akt e a incubacao com 0,1pg/mL de
ConBr, durante o periodo de reoxigenacao, restaurou a fosforilagdo de
Akt, sugerindo que a via de sinalizagao de PI3K/AKkt pode estar envolvida
no mecanismo de neuroprotecdo de ConBr contra POG.

Outra via de sinalizacdo que é modulada na isquemia cerebral é
a sinalizacdo mediada pela via das MAPKs. A sinalizacdo via MAPKs
desempenha um papel significativo na regulacao da sobrevivéncia celular
apoés isquemia cerebral (Nozaki et al., 2001; Zhu et al., 2012). A cascata
de ERK1/2, primariamente ativada por fatores de crescimento, induz
alteracdo da expressdo génica e pode modular proliferagdo celular,
morte/sobrevivéncia celular e neuroplasticidade (Fumagalli et al., 2005;
Yoshii e Constantine-Paton, 2010). Anteriormente demonstramos que 0
tratamento com ConBr i.c.v. ativa ERK1, portanto postulamos a
sinalizacdo de ERK como uma estratégia promissora para o tratamento do
acidente vascular cerebral isquémico por ConBr. Os nossos resultados
mostraram que POG diminuiu significativamente a fosforilacdo de ERK1
e o tratamento com ConBr (0,1 ug/mL) reverteu esta diminui¢éo induzida
por POG. Estes resultados sugerem que a ativacdo de ERK1 pode ser
associada com a neuroprotecdo por ConBr contra a isquemia, no entanto,
esta possibilidade precisa ser melhor esclarecida em estudos futuros.

Em conclusdo, este estudo reforca o papel neuroprotetor de
ConBr, uma vez que é capaz de interferir no mecanismo de morte celular
induzida por POG. O mecanismo desta acdo de ConBr pode incluir: 1)
diminuicio do acumulo de Ca?" intracelular, 2) protecdo contra a
despolarizagdo mitocondrial, 3) diminuicdo da producdo de EROs, 4)
aumento da atividade de cinases potencialmente neuroprotetoras, como
Akt e ERK1.
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Figura 31. ConBr induz neuroprotecéo contra POG. Os dados experimentais
sugerem que COHs tratadas com ConBr (0,1pg/mL) sdo protegidas contra a
morte celular e alteragdes neuroquimicas induzidas por POG. Os possiveis
mecanismos envolvidos nesta protecdo desencadeada por ConBr sdo a
diminuicdo do acimulo de Ca?" intracelular, via inibicdo de CCDV, bloqueio da
despolarizagdo mitocondrial e diminui¢do da producéo de EROs. Além disso, a
lectina proporciona aumento da atividade de cinases neuroprotetoras, como Akt
e ERK1.
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7 CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados podemos concluir
que:

O sistema glutamatérgico (através de receptores NMDA) esta
envolvido na agdo tipo antidepressiva provocado pela administragdo
central de ConBr. Além disso, uma inibi¢do da via L-arginina-NO- bem
como sGC e GMPc sdo também importantes para a acdo tipo
antidepressiva provocado pela administracdo central de ConBr.

A ativacdo inicial por ConBr das proteinas cinases Akt, ERK1 e
PKA induz a fosforilagdo do fator de transcricdo CREB-Ser'*3, resultando
em um aumento, CREB-dependente, da expressdo de BDNF.
Notavelmente, a fosforilagdo de Akt também foi aumentada 24 h apds a
administragdo de ConBr, suportando a nogdo de que o incremento de
BDNF, ConBr-dependente, pode gerar um segundo pico de atividade de
Akt via ativagdo do receptor TrkB.

ConBr apresenta efeito neuroprotetor contra POG em modelos de
COH, interferindo no mecanismo de morte celular induzida pela POG.
ConBr pode bloquear 0 aumento da concentragdo de célcio citosélico
induzido pela despolarizagéo por potassio em neurdnios de hipocampo de
ratos.

O mecanismo da agédo neuroprotetora de ConBr contra 0s danos
induzido pela POG em COH podem incluir: diminui¢cdo do acimulo de
Ca?* intracelular, protecio contra a despolarizagdo mitocondrial,
diminuicdo da producdo de EROs e o0 aumento da atividade de cinases
neuroprotetoras, como Akt e ERK1. Nesse modelo os resultados sugerem
0s CCDV como um importante alvo dentro do mecanismo neuroprotetor
de ConBr.

Em conjunto os resultados indicam que, através da modulacéo de
mualtiplos alvos neurogquimicos, ConBr pode exercer efeito modulador da
neuroplasticidade e acdo neuroprotetora. Os dados sugerem ConBr como
uma molécula multifuncional capaz de induzir neuroprotecao.
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PERSPECTIVAS

Através de colunas com ConBr imobilizada isolar a partir de
membranas sinapticas possiveis alvos de ligacdo de ConBr. As
glicoproteinas isoladas serdo caracterizadas por espectrometria
de massa através da analise na base de dados NCBI do padréo de
massa dos peptideos (MFP);

Verificar através de diferentes técnicas de microscopia a
distribuicdo no sistema nervoso central, especialmente no
hipocampo, de ConBr marcada com FITC (ConBr-FITC),
administrada via intracerebroventricular (i.c.v.). Nesse contexto
determinar os tipos celulares e compartimentos subcelulares que
interagem com a lectina;

Determinar se a capacidade de ConBr em modular os niveis de
Ca?* intracelular através da modulacio de canais de Ca?'
dependentes de voltagem é especifica para um tipo de canal,
utilizando inibidores especificos dos diferentes CCDV em
neurdnios em cultura através do uso de técnicas de fluorescéncia
e pach-clamp;

Determinar a capacidade neuroprotetora de ConBr em modelos
de isquemia in vivo, caracterizando os mecanismos moleculares
dessa acéo;

Avaliar o envolvimento das vias de sinalizacdo ativadas por
ConBr no seu efeito antidepressivo, através do uso de inibidores
destas vias (PI3K/Akt, PKA, MAPKs, CREB e BDNF) no TNF;
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Lectin: reversibly bind to arbohy attached to proteins and lipidsmodulating a variety of signal-
ing pathways We previously showed that ConBr, a lectin from Canavalia brasiliensis seeds, produced an
antidef like effect in mice by ic neurotransmitter systems. Moreover, ConBr
blodked hippocampal neurotoxidty induced by qmnuhmcaud invivo and by glutamate in vitro, suggesting a neuro-
protective activity of ConBr vig glutamatergic system modulation. Therefore, the present study was undermben to
investigate the involvement of the N-methyl-p-aspartate (NMDA) receptor and the L-arginine-nitric oxide (NO)

ConBr e pathway in the antidepressant-like action displayed by ConBr in the forced swimming test (FST). With the aim of
Lectin verifying the involvement of NMDA receptars in the antide pressant-like effect of ConBr ( 10 pg/site, Lov.), an intra-
Depression cerebroventricular (icv.) pretreatment with either NMDA (0.1 pmol/site) or p-serine (30 pg/site) was carried out.
NMDA ‘The results show that both treatments blocked the effect of ConBr. Furthermore, the coad ministration of subeffective
Nitric oxide

dosesof the NMDA receptor antagonist MK-801 (0,001 mg/kg, ip.) or ketamine (0.1 mg/kg, ip; NMDA receptoran-
agnnist) and ConBr (0.1 pg/site, icv.) caused a synergistic reduction in immobility time. In order to verify the de-
pendence of the 1-arginine-NO-cGMP pathway, on the effect of ConBr in the FST, a pretreatment with the NO
precursor, i-arginine (750 mg/kg, Lp.), or the PDES inhibitor, sildenafil (5 mg/kg ip.), was performed. Both drugs
abolished the antidepressant-like action of ConBr. Finally, the administration of subeffective doses of the soluble
guanylate cyclase inhibitor 1H-[1,2,4]oxadiazol o4 3-a]quinoxalin- 1-one (OD(Q; 30 pmoljsite, i.cv.) and ConBr
(0.1 pg/site, Lev.) produced a synergistic antidepressant-like effect in the FST. Taken together, the results suggest
that the antidepressant-like effect of ConBr in the FST involves NMDA receptor inhibition and reduction in NO
and cGMP synthesis.

Forced swimming test

© 2014 Published by Elsevier Inc.

1. Introd uction purified from Canavalia brasiliensis seeds, is a glucose/mannose specific

lectin (Cavada et al,, 2001; Sanz-Aparicio et al,, 1997). The biological ef-

Lectins are ubiquitous natural carbohydrate-binding proteins
possessing at least one noncatalytic domain that binds reversibly to a
specific mono- or oligosaccharide, without altering its covalent struc-
ture (Dixon, 1981; Peumans and Van Damme, 1995), Lectin-binding
glycoproteins participate in numerous cellular processes (Dell et al,
1999; Faheina-Martins et al., 2012; Liu and Rabinovich, 2005), and in
the central nervous system (NS), they are expressed in neurons, astro-
cytes and microglia where they play important roles during develop-
ment, regeneration and synaptic plasticity (Imaizumi et al., 2011
Kleene and Schachner, 2004; Lin and Levitan, 1991).

Legume lectins area large group of structurally similar proteins with
distinct carbohydrate specificities (Cavada etal, 2001). ConBr, a lectin

* Corresponding author. Tel : + 55 48 37211 5045; fax: + 55 48 3721 9672
E-mail address rbleakPgmail.com (RE. Leal).
! These authors contributed equally to this work

http://doxdoiorg/10.1016/.pbb 2014.03.008
0091-3057/ 2014 Published by Elsevier Inc.

fects of ConBr include stimulation of nitric oxide (NO) production by
murine macrophages (Andrade et al,, 1999), activation or induction of
apoptosis in lymphocytes (Barbosa et al, 2001), antinociceptive activity
displayed by the activation of the opioid system (de Freitas Pires et al,
2011), and antiproliferative effects in human leukemia cell lines
(Faheina-Martins et al,, 2012). In the CNS, we previously showed that
ConBr protects against seizures induced by quinolinic acid (QA), possi-
bly modulating N-methyl-p-aspartate (NMDA) receptors (Russi etal,
2012) and also protects hippocampal slices against glutamate neurotox-
icity in a PI3K/Akt-dependent manner (Jacques et al, 2013). Moreover,
Barauna et al. (2006) demonstrated that ConBr, given centrally, pro-
duces an antidepressant-like effect in the forced swimming test (FST)
in mice by amechanism dependenton activation of the monoaminergic
system.

Depression is an important global public health issue, because its
high lifetime prevalence and substantial disability associated with this
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disorder ( Moussavi et al,, 2007). Monoamine-based approaches show

MK-801, ketamine, L-arginine and sildenafil were ad ministered by

slow treatment response and relatively low efficacy with { Ty
one-third of patients responding to the first agent prescribed ( Duman
and Li, 2012; Nestler et al, 2002; Trivedi et al, 2006). Therefore, special
attention has been given to the glutamatergic mechanism underlying
antidepressant treatments. Indeed, substantial evidence suggests that
NMDA receptor signaling could be considered a novel target for antide-
pressant action (Duman et al, 2012; Sanacora et al,, 2011; Skolnick,
1999; Trullas and Skolnick, 1990).

NMDA receptors are com plex ionotropic receptors. When activated,
they permit calcium (Ca®*) entrance from extracellular medium into
the neurons, resulting in the modulation of several processes, including
the L-arginine-nitric oxide (NO) signaling pathway. Ca® *-activated ni-
tric oxide synthase (NOS) converts L-arginine into NO and t-citrulline
(Esplugues, 2002; Paul and Skolnick, 2003). NO produced in response
to NMDA rece ptor stimulation has been implicated in the regulation of
a variety of behavioral, cognitive and emotional processes, including
depression (Steinert et al, 2010). It has been demonstrated that the
reduction of NO levels within the hippocampus can induce
antidepressant-like effects, thus implicating endogenous hippocampal
NO overproduction in the neurobiology of depression (Dhir and
Kulkarni, 2011). Some of the physiological actions of NO are mediated
through cyclic guanosine monophosphate (cGMP) synthesized by the
NO-sensitive soluble guanylate cyclase (sGC) enzyme. It is accepred
that the NO-sGC-cGMP pathway is the main effector of NO actions in
the brain (Esplugues, 2002).

Even though the antidepressant-like effect of ConBr in mouse FST has
been reported (Barauna et al, 2006), little is known about its mechanism
of action. NMIDA receptor signaling represents an important target of an-
tidepressant action (Duman et al., 2012; Sanacora et al, 2011; Skolnick,
1999; Trullas and Skolnick, 1990), and it is well documented that the re-
ceptor is glycosylated in the extracellular domain and may interact with
glucose/mannose lectins ( Everts et al,, 1997). Moreover, previous results
of our group suggest that ConBr can modulate the glutamatergic system
(Jacques et al, 2013; Russi et al, 2012). Therefore, the present study was
designed to investigate the possible involvement of the glutamatergic
system (through NMDA receptors) and the -arginine-NO pathway in
the antidepressant effect elicited by central administration of ConBr, pu-
rified from C. brasiliensis seeds, in mouse FST.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Adult male Swiss mice (2 months, 30-40 g) were maintained atcon-
stant room temperature (21 + 2 °C) with free access to water and food,
under a 12:12 h light:dark cycle (lights on at 7:00 am.). The animals
were housed in groups of 15 in 41 x 34 x 16 cmcages and were placed
inthe experimental room 24 h before the test for acclimatization. All be-
havioral tests were carried out between 1:00 p.m. and 4:00 p.m. The an-
imals were used according to the NIH Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals. The protocol and experiments were approved by
thelocal Ethical Committee of Animal Research ( CBUA/UFSC). All efforts
were made to minimize animal suffering and to reduce the number of
animals used in the experiments.

22, Drugs and treatment

The following drugs were used: NMDA, ketamine, flucxetine, p-serine,
dizocilpine (MK-801), L-arginine, 1H-(1,2,4)-oxadiazolo (4,3-a)
quinoxalin-1-one (0DQ) (all from Sigma Che I Co., St. Louis,
U.S.A.) and sildenafil ( Pfizer, Sdo Paulo, SP, Br: All drugs, freshly
prepared before administration, were dissolved in saline solution
(0.9% NaCl), except 0DQ (dissolved in saline with 1% DMSO) and flu-
oxetine (dissolved in distilled water). Appropriate vehicle treated
groups were also assessed simultaneously.

the I (i.p.) route in constant volume of 10 mL/kg body
weight. NMDA, p-serine and ODQ were administered by the intra-
cerebroventricular (i.cv.) route (5 pl/site) and fluoxetine was adminis-
tered by oral route (p.o.) by gavage in constant volume of 10 mL/kg
body weight (Brocardo et al., 2008; da Silva et al, 2000; Kaster et al,,
2005). All treatments were performed by an experienced investigator.

The ic.v. injections were performed by employing a “free hand”
method under light ether anesthesia according to the procedure de-
scribed previously (Brocardo et al., 2008; Budni et al, 2011; Kaster
etal,, 2005; Neis et al, 2014). Briefly, a 0.4 mm external diameter hypo-
dermic needle artached to a cannula, which was linked to a 25 L
Hamilton syringe, was inserted perpendicularly through the skull and
no more than 2 mm into the brain of each mouse. The animals were
anesthetized with ether and then gently restrained by hand foric.v. in-
Jjections, The asepsis of the injection site was carried out using gauze
embedded in 70% ethanol. Under light anesthesia (ie., just that neces-
sary for loss of the postural reflex), the needle was inserted unilaterally
1 mm to the midline point equidistant from each eye, at an equal dis-
tance between the eyes and the ears and perpendicular o the plane of
the skull A volume of 5 pL of the drugs was injected directly into the lat-
eral ventricle, at the following bregma coordinates: anterioposterior
(AP) = —0.1 mm; mediolateral (ML) = 1 mm; and dorsoventral
(DV} = —3 mm. The injection was given over 30 s, and the needle
remained in place for another 30 s in order to avoid the reflux of the
substances injected. Mice exhibited normal behavior within 1 min
after injection. To ascertain that the drugs were administered exactly
into the cerebral ventricle, the brains were dissected and examined
macroscopically after the test. Results from mice presenting misplace-
ment of the injection site or any sign of cerebral hemorrhage were ex-
duded from the statistical analysis (overall less than 5% of the total
animals used). The effectiveness of the i.c.v. administration was previ-
ously reported by our group. We observed that 15 min subsequent to
the Lcv. injection of fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated
ConBr lectin, a strong fluorescence was observed in the ventrides at
the level of the injection site but also more caudally at the level of the
dorsal hippocampus (Barauna et al., 2006).

ConBr was diluted with HEPES-saline buffer without glucose
(NaCl 124 mM, KCl 4 mM, MgS0, 1.2 mM, HEPES 25 mM, CaCl
1 mM, pH 7.4). The lectin solution (5 pL; 0.1-50 pg/site), or vehicle
(5 uL of HEPES-saline buffer without glucose) was administered to
mice in the lateral ventricle (Lc.v.) 15 min before the open-field test
(OFT). To obtain the dose-response curve of systemic ad ministration
of ConBr in the FST, mice were treated with increasingdoses of the com-
pound (0.1-50 pg/site, Lcv.). Fluoxetine {10 mg/kg, p.o.) (Binfare et al,,
2009), a classical antidepressant (administration protocol shown in
Fig. 1C), and ketamine (1 mg/kg, i.p.) an NMDA receptor antagonist
that has been used as a novel antidepressant, were used as positive
controls.

Aiming to determine if ConBr action depends on protein structural
integrity, ConBr was denatured by boiling for 5 min (90 °C). In order
to block the carbohydrate recognition domain (CRD) on the lectin,
ConBr (2 mg/mL) was dissolved in HEPES-saline buffer containing 0.1
M of its specific sugar ( c-methyl-p-mannoside ) and maintained for 30
min at 37 °C prior to performing the experiments,

To test the hypothesis that the antidepressant-like effect of ConBr is
ndent on the glutamatergic system and is mediated through the in-
hibition of NMDA receptors, mice (n = 6-8) were pretreated with
NMDA (0.1 pmol/site, icv.) or o-serine (30 pg/site, Lov.; NMDA recep-
tor co-agonist), and after 15 min, ConBr (10 pg/site, Lc.v.) or vehicle
was administered. Fifteen minutes later, the FST was carried out
(Fig. 1A). The dose of NMDA was chosen based on previous studies
showing that NMDA at this dose caused neither overt signs of toxicity
nor alteration in locomotor activity, but was able to reverse the
antid like of several antid & d
(Brocardo et al, 2008). Likewise, we investigate the effect of the
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Fig. 1. Sche matic view of treatments and schedule of behavioral tests., (A) Adult male
Swiss mice received NMDA (0.1 pmol/site, i.cv.), p-serine {30 pg/site, icv.) or ODQ
(30 pmolfsite, i.cxv.), and 15 min afterwards, vehicle (control) or ConBr (an effective
dose of 10 pg/site, or a subeffective dose of 0.1 p/site ) was injected Lcv. Fifteen minutes
after this procedure, the open-field test (OFT) and forced swimming test (FST) were
carried out (B) Adult male Swiss mice received L-arginine (750 mg/kg. i.p.), ketamine
(0.1 or 1 mg/kg, ip.) or a subeffective dose of MK-801 (0.001 mg/kg, Lp.) or sildenafil
(5 me/kg “Thirty minutes afte rwards, vehidle (control) or ConBr (in an effective
dose of 10 pg/site or sube flective dose of 0.1 pg/site) was injected ic.v. Fiften minutes af-
terwards this procedure, the OFT and FST were camied out. (C) Adult male Swiss mice re-
ceived fluoxetine (10 mg/kg, p.o) and 60 min afterwards this procedure, the OFT and FST
were carried out.

combined administration of ConBr with ketamine in the FST. Mice were
treated with a subeffective dose of ketamine (0.1 mg/kg, i.p, NMDA re-
ceptor antagonist) 30 min before the treatment with a subeffective dose
of ConBr (0.1 pg/site, i.c.v.) and the behavioral tests were performed
after 15 min (Fig. 1B). The dose of ketamine was chosen based on previ-
ous studies (Kaster et al, 2012; Ludka et al,, 2012).

To investigate whether the antidepressant-like effect of ConBris me-
diated through the involvement of the L-arginine-nitric oxide pathway
in the FST, mice (n = 5-7) were pretreated with L-arginine, a precursor
of nitric oxide (750 mg/kg, i dose that produces no effect in the
FST. Thirty minutes after 1-arginine administration, ConBr (10 pg/site,
icv.) or vehide was injected, and 15 min later the FST was carried out
(Fig. 1B). The dose of 1-arginine was chosen based on a previously re-
ported dose-response curve in the FST (da Silva et al,, 2000).

In another set of experiments, we investigated the effect of
subeffective dose of ConBr (0.1 pg/site, Lcv.), in combination with
subeffective doses of the noncompetitive NMDA receptor antagonist
MK-801 (0.001 mg/kg, i.p.) or the sGC inhibitor 0DQ (30 pmol/site,
icv.). ConBr or vehicle was administered 15 min after the drugs, and 15
min later, the animals (n = 6-8) were tested in the FST (Fig. 1A and B).

To investigate the role of cGMP in the antidepressant action of
ConBr, mice (n = 5-7) received an injection of the phosphodiesterase
or (Brocardo et al., 2008), sildenafil (5 mg/kg, i.p.) or vehicle 30
min before ConBr (10 pg/site, icv.) administration. The animals were
tested in the FST 15 min after ConBr injection (Fig. 1B). The dose of sil-
denafil was chosen based on the study from Kaster et al. (2005). This
dose was reported to reverse the antidepressant-like effect of several

compounds (Almeida et al, 2006; Dhir and Kulkarni, 2007; Kulkarni
and Dhir, 2007).

23, Purification of lectins

C. brasiliensis lectin ( ConBr) was isolated by affinity chromatography
(Moreira and Cavada, 1984). Briefly, mature seeds were collected at
Ceard State, northeast Brazil The seeds were ground to a fine powder
in a coffee mill and then defatted with n-hexane. Soluble proteins
were extracted at 20 °C for 4 h by continuous stirring with 0.9% NaCl
(1:10 wyv), followed by centrifugation at 10,000 g at 4 °C for 20 min.
The supernatant was applied to a Sephadex G-50 column (5 x 25 cm),
which had been equilibrated with 0.9% NaCl containing 5 mmol L~'
CaCly and MnCl. The column was then washed with equilibration buff-
erata flow rare of 45 mL h~" until the effluent absorbance at 280 nm
was below 0.05. The bound lectin was eluted with 0.1 mol L~! glycine,
pH 2.6, dialyzed extensively against distilled water, and lyophilized. The
affinity chromatography fraction was further purified using an Akta
chromatographic system and Mono-Q column (5 x 0.5 cm) equilibrated
with 20 mmol L™" Tris-HCI pH 7.0, and developed witha linear gradient
of 20 mmol L~ Tris-HCl pH 7.0, containing 1.0 mol L~" NaCl at a flow
rate of 1 mLmin™ " and a slope of 5% NaCl/min. The lectin preparations
recovered in the unbound fraction were exhaustively dialyzed against
distilled water and freeze-dried. The purity of lectin was checked by
SDS-PAGE showing a single band.

2.4, Forced swimming test (FST)

Mice were individually forced to swim in an open cylindrical con-
tainer (diameter 10 cm; height 25 cm), containing 19 cm of water
(depth) at 25 + 1 °C; the total amount of time each animal remained
immobile during a6 min session was recorded in seconds as immobility
time, asdescribed previously (Brocardo et al,, 2008; Kaster et al, 2005).
Each mouse was judged to be immobile when it ceased struggling and
remained floating motionless in the water, making only those move-
ments necessary to keep its head above water. A decrease in the dura-
tion of immobility is indicative of an antidepressant-like effect ( Porsolt
etal, 1977).

2.5. Open-field test { OFT)

To assess the effects of ConBr on locomotor activity, mice were
evaluated in the open-field paradigm, as previously described
(Rosa et al., 2003 ). Animals were individually placed in a wooden
box (40 x 60 x 50 cm) with the floor divided into 12 rectangles.
The number of rectangles crossed with all paws (crossing) was
counted in a 6 min session. The apparatus were cleaned with a solu-
tion of 10% ethanol between tests in order to hide animal clues.

2.6. Statistical analysis

Comparisons between experimental and control groups were per-
formed by one-way and two-way ANOVA followed by the Newman-
Keuls test when appropriate. A value of p < 0.05 was considered
significant.

3. Results

The results depicted in Fig. 2A show the effect of the treatment of
mice with ConBr (0.1-50 pg/site, ic.v.) in the immobility time in the
FST. One-way ANOVA revealed a main effect of the treatment
[F(7,61) = 17.56; p < 0.0001]. Post-hoc analyses indicated that the
treatment of mice with ConBr produced a significant reduction in
the immobility time in the FST at the dose range of 1-50 pg/site
(icv.) (p < 0.0001), whereas the administration of ConBr at the
dose of 0.1 pg/site (subeffective dose, i.c.v.) caused no alteration in
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the immobility time in the FST. Fig. 2B shows the effect of ConBr
(0.1-50 g/site, L.ew.) in the OFT. One-way ANOVA revealed a significant
main effect of the treatment [F(6,62) = 2.7; p< 0.05]. The post-hoc anal-
ysis indicated that ConBr at lower doses (0.1-10 pg/site, ic.v.) did not
«cause a significant change in ambulation scores. However, the highest
dose (50 pg/site, i.cv.) caused an increase in ambulation scores when
compared to the control group (p = 0.0252). The administration of
ConBr did not produce overt signs of toxicity in mice, like convulsion,
d behavior or ataxia. Mi , the antid like effect
displayed by ConBr ( 10 pg/site ) was similar to that observed for the pos-
itive control drugs fluoxetine and ketamine (Fig. 2A and B). Based on all
these results the doses 10 pg/siteand 0.1 pg/site were selected as the ac-
tive and the subeffective dose of ConBr respectively for the subsequent
experiments.
An important question that we addressed was whether the
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Fig.2 ConBr like actionin the FST. Effect of ofConBr

(0.1-50 pgjsite, L.cv_}in the FST (A) and OFT (B). ConBr was administered 15 min before

used as positive controls. Values are expressed as mean + SEM."p<0.05;™p <001 and
*4p< 0001 compared with véhidle-treated group (n = 5-8).

like action of ConBr in the FST depends on the integrity
of its tertiary/quaternary protein structure. Fig. 3A shows that denatur-
ation of ConBr blocked its effect [F(2,21) = 15.46; p < 0.0001]. Further-
more, we investigated if the decrease in immobility time elicited by the
administration of the ConBr was dependent on the carbohydrate-
binding domain ( CRD). To make this determination, ConBr was incubat-
«ed with mannose (100 mM) to block its CRD. Fig. 3C shows that ConBr
lost its antidepressant-like effect after it was blocked by mannose
[F(1,15) = 140.7; p < 0.0001]. The treatments did not cause significant
differences in locomotor activity (Fig. 3B and D).

In order to determine if the antidepressant-like action of ConBr in
FST depends on NMDA receptors, mice were pretreated with NMDA
(0.1 pmol/site, i.cv.) orp-serine (30 pg/site, i.cv.), an agonist at the gly-
«cinesite of the NMDA receptor, before ConBr administration (10 pg/site,
icv.). The results depicted in Fig. 4A show a significant decrease in the
immobility time elicited by the administration of ConBr (10 pg/site,
Lev.; p = 0.00158). The pretreatment of mice with NMDA was able to
abolish the antidepressant-like effect of ConBr in the FST (p = 0.01076)
(NMDA pretreatment [ 1,22) = 155; p = 0.22564]; ConBr treatment
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propettics and on its interaction with the CRD. Effect of treatment of mice with ConBr (10 pgssite, v

). denatured

ConBr in the FST () and OFT (8) or with blocked Confir in the FST (C} and OFT (D). ConBr was denatured by boiling and was blocked with mannose (100 mM). Native Conr, denatured

ConBror blocked ConBrwas injected by the ic.v. route 15 minbefore the tests. Values are expressed as mean & SEM, ***p < 0.001 compared tov ehicle-treated group and #2p <0.01 and

###p < 0001 compared to heated or blacked ConBr (n = 5-6).
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[F(1,22) = 11.64; p = 0.00250] and NMDA x ConBr interaction
[F(122) = 730; p = 0.01300]). Fig. 4B shows that the antidepressant-
like effect of ConBr (10 pg/site, icv.; p = 0.00019) in the FST was also
prevented in mice pretreated with p-serine (30 pg/site, icv.; p =
000016) (p-serine pretreament [F(121) = 12.90; p = 0.00171],
ConBr treatment [F(1,21) = 20.71; p = 0.00017] and p-serine x ConBr
interaction [F(121) = 1657; 0.00055]).

The results presented in Fig. 5A show an anti-immaobility effect
obtained by the combined administration of subeffective doses of
the NMDA receptor antagonist MK-801 (0.001 mg/kg, i.cv.) and
ConBr (0.1 pg/site, Lc.v.) in the FST, as compared to each compound
alone. The two-way ANOVA revealed significant differences for
MK-801 pretreatment [F(1,21) = 22.48; p = 0.00011], ConBr treat-
ment[F(1,21) = 31.13; p = 0.00001] and MK-801 x ConBr interac-
tion [F(1,21) = 10.60; p .00377]. The post-hoc test indicated a
synergistic anl mobility effect in the FST in the group that re-
ceived ConBr combined with MK-801 (p= 0.00017). The treatments
did not cause significant differences in locomotor activity (Fig. 5B).

Fig. 5C shows that the coadministration of subeffective doses of
ConBr (0.1 pg/site, i.cv.) and ketamine (0.1 mg/kg, i.p.) caused an
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Fig. 5. Syne rzistic antidepres sant-like effect of ConBr with NMDA receptor antagonists, MK-801 and ketamine. Effects ofa

**p<0.01 when compared with vehicle-treated group and #p < 0.05; #2p <0.01 when compared with ConBr.

antidepressant-like effect in the FST, as compared to each compound
alone The two-way ANOVA revealed a significant main effect for keta-
mine pretreatment [F(1,25) = 28973; p = 0.000014], ConBr treatment
[F(125) = 33.687; p = 0.000005] and ketamine x ConBr interaction
[F(125] 12980; p = 0.0013]. The post-hoc test indicated a synergistic
in the FST in the group that received ConBr com-
bined with ketamine (p = 0.00016). The OFT( Aig. 5D) revealed no statis-
tical differences for the ConBr treatment [F(125) = 0.2322; p = 0.63],
ketamine treatment [F(125) = 0.1146: p = 0.73] and ConBr x keta-
mine treatment interaction [F(125) = 16294; p = 0.21],

In order to investigate the involvement of the L-arginine-NO and
c¢GMP pathways in the anti-immobility effect of ConBr (10 pg/site,
i.cv.), mice were pretreated with L-arginine (750 mg/kg, i.p.), a NO
precursor, or sildenafil (5 mg/kg, i.p.), a PDES inhibitor. The results
illustrated in Fig. 6A show that administration of L-arginine
.) was able to abolish (p = 0.00037) the
ke effect of ConBr (10 pg/site, ic. 0.00047)
in the FST (L-arginine pretreatment [F(1,20) = 6.83; 001661],
ConBr treatment [F(120) = 3.59; p = 0.07274], and r-arginine x
ConBr interaction [F(1,20) = 23.04; p = 0.00011]). Similarly, the anti-
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Fig. & The involvement of the L-arginine-nitric axide (NO) and cGMP pathway in the anti-immobility effect of ConBr. Effect of a pretreatment with 1-arginine (750 mg/kg, ip.) (A) and
sildenafil (5 mgkg Lp) (B) on the anti-immobility effect of ConBr in the FST (n = 5-7). ConBr (10 pg/site, L.c:v.) was administered 15 min before the test. The results represent the
mean & SEM.*"p < 001 when compared with vehidle-treated gmup and #2p < 0.01 when compared to Conb.

immobility effect of ConBr (10 pg/site, i.cv.) was completely prevented
by the pretreatment of animals with sildenafil (5 mg/kg, ip.:ip=
0.00099), which per se produced noeffect in the FST (sildenafil pre-
treatment [F(1,20) = 5.69; p = 0.02702], ConBr treatment
[F(1,20) = 6.61; p = 0.01823], and sildenafil x ConBr interaction
[F(1,20) = 14.13; p = 0.00124]) (Fig. 6B).

As shown in Fig. 7A, subeffective doses of ConBr (0.1 pg/site, Lcv.)
combined with a subeffective dose of ODQ (30 pmol/site, i.cv.), a
specific sGC enzyme inhibitor, elicited anti-immobility effects in
the FST. Two-way ANOVA showed significant differences for 0DQ
pretreatment [F(1,20) = 18.22; p = 0.00037], ConBr treatment
[F(1,20) = 19.78; p = 0.00025], and ODQ x ConBr interaction
[F(1,20) .01703). The post-hoc test indicated a syner-
gistic anti-immeobility effect in the FSTin the group that received
ConBr combined with ODQ (p = 0.00019). The administration of
0DQ alone or in combination with ConBr did not affect ambulation
in the OFT (Fig. 7B).

4. Discussion

‘We previously demonstrated that ConBr given centrally, was capa-
ble of producing an antidepressant-like effect similar to the antidepres-
sant fluoxetine, acting via the serotonergic (5-HT1A and 5-HT2),
noradrenergic (a2-adrenoceptors) and dopaminergic (D2 receptors)
systems (Barauna et al,, 2006). In the present study, we provide evi-
dence that inhibition of NMDA receptors-L-arginine-NO-cGMP path-
way is also involved in the ConBr antidepressant-like effect in the FST
in mice.

It is important to note that the antidepressant-like effect of ConBr
depends on its structural properties and on its interaction with the gly-
can chain on the cell surface that is a fundamental step to anchor the
lectin on its target. This conclusion is based on the results that show
that the reduction of immobility time elicited by ConBr was
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counteracted either by thermal denaturation or by the blockage of the
carbohydrate-binding domain (CRD) via preincubation of ConBr with
mannose.

The previous results of our group demonstrating ConBr protection
against seizures induced by quinolinic acid (QA) in vivo (Russi et al,,
2012) and against glutamate neurotoxicity in vitro (Jacques et al,
2013) suggest glutamate transmission as a possible target for ConBr.
Therefore, while it is well established that monoaminergic transmission
has a primary role in the modulation of emotion and cognition (Nestler
etal, 2002), excitatory transmission has been recognized to play a cen-
tral role mediating complex emotional/cognitive changes associated
with depression and most likely represents a common pathway of ther-
apeutic treatments for depression and other mood/anxiety disorders
{Hashimoto, 2011). A growing amount of evidence shows that gluta-
matergic, noradrenergic and serotonergic systems interact in the mech-
anism of action of antidepressants (Bonanno et al, 2005; Pittaluga et al.,
2007; Szasz et al, 2007).

In this study, we showed that pretreatment of the animals with the
NMDA receptor agonist NMDA (0.1 pmol/site, Lcv.) or p-serine,
NMDA receptor coagonist (30 pg/site, Lev.), abolished the reduction of
the immobility time elicited by ConBr in the FST, suggesting that the
antidepressant-like effect of ConBr is dependent on the inhibition of
NMDA receptor. The hypothesis of the involvement of NMDA receptors
in ConBr action was reinforced with the synergistic anti-immobility ef-
fect observed by the combined administration of subeffective doses of
the NMDA receptor antagonist MK-801 and ConBr. Compelling evidence
from clinical studies suggests that glutamate transmission is abnormally
regulated in a number of limbic/cortical areas in the brain of depressed
individuals. Multiple studies have reported findings of elevated gluta-
mate content in the plasma of depressed patients compared to healthy
subjects (Kucukibrahimoglu et al., 2009; Mauri et al, 1998; Mitani
et al., 2006). Other studies have provided evidence that treatment
with antidepressant agents may decrease the plasma glutamate levels

Vehicle

ConBr

Fig. 7. The antidepressant-like effect of ConBr inthe FST involves the NO—c

0DQ (30 pmolsite, i.cv.) and ConBr

(01 pg/site, icx.) (n = 6-8) in the BST (A} and OFT (B). The results represent the mean + SEM, “p <001 compared with vehicle-treated group.
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in depressed individ uals (Altamura etal, 1995; Kucukibrahimogluetal,
2009). Therefore, the putative effect of ConBr on NMDA receptors via
glycans might represent an interesting new strategy for NMDA receptor
modulation in pathological conditions.

The hypothesis of the involvement of NMDA rece ptors in the anti-
immobility effect of ConBr was further reinforced by additional experi-
ments which showed that the treatment of mice with a subeffective
dose of ConBr combined with a subeffective dose of ketamine produces
an antidepressant-like effect in the FST. It has been demonstrated that
the NMDA receptor antagonist ketamine has rapid-acting and transient
antidepressant effects in patients that are treatment resistant (Duman
etal,2012; Krystal etal., 2013). Moreover, it was demonstrated thatke-
tamine produce a rapid antidepressant response in FST and novelty-
suppressed feeding tests, and blocked anhedonia caused by chronic
stress exposure (Kaster et al., 2012; Krystal et al,, 2013; Ludka et al,
2012; Zarate et al, 2013).

NO is a messenger molecule in the nervous system that is synthe-
sized from t-arginine by NOS following activation of the NMDA recep-
tors. Moreover, the elevated level of this molecule is related to
biological processes associated with depression (Steinert et al, 2010).
NO can, in turn, activate soluble sGC that generates cGMP, which medi-
ates many NO effects (Denninger and Marletta, 1999). Considering the
possibility of controlling NMDA activation by ConBr, which would ulti-
mately modulate NO levels, we also investigated the involvement of
the 1-arginine-NO pathway in the antidepressant-like effect of ConBr.
We show that the treatment of mice with L-arginine, a NO precursor,
was able to reverse the decreased immobility time elicited by ConBr,
suggesting that the inhibition of NO synthesis might be implicated in
the antidepressant-like effect produced by this lectin in the FST. Indeed,
the administration of t-arginine inhibits the activity of different antide-
pressants, such as escitalopram, imipramine, venlafaxine and bupropion,
in preclinical studies (Harkin et al,, 1999; Zomkowski et al, 2012).

Biological signaling by NO is primarily mediated by cGMP, which is
synthesized by NO-activated guanylyl cyclases and broken down by cy-
dic nudeotide phosphodiesterases (PDEs) (Beavo, 1995). Our study
demonstrates that the combined administration of subeffective doses
of ConBr and the sGC inhibitor ODQ produced synergi: anti-
immobility effect in the FST. In line with this, the PDES in hibitor silden-
afil prevented the anti-immobility effect of ConBr. Thus, when taken to-
gether, it is possible to postulate that the reduction in cGMP levels is a
key event involved in the antidepressant-like effects displayed by
ConBr, which agrees withthe effect of other com pounds with predictive
antidepressant action in animal models (Brocardo et al, 2008; Moretti
etal,2011; Rosa et al, 2003).

5. Condusion

In conclusion, we showed that ConBr administered centrally exerts
an antidepressant-like effect in the FST by a mechanisminvolving inhi-
bition of the NMDA receptors-L-arginine-NO-cGMP pathway. Given
that these targets have been increasingly reported to be involved in
the pathophysiology of d and on the anti efficacy,
we can speculate that ConBr shares some mechanisms of action with
antidepressants through glycan residues.
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