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RESUMO 

 

Narp (pentraxina regulada pela atividade neuronal) é uma proteína expressa no sistema nervoso 

central de mamíferos que atua na modulação da plasticidade sináptica através da modulação de 

receptores glutamatérgicos do tipo AMPA. Narp pode participar na modulação fisiológica da 

atividade de interneurônios Gabaérgicos e tem sido implicada na fisiopatologia de diversas 

neuropatologias, incluindo epilepsia e transtorno depressivo maior. Drogas que atuam no 

sistema monoaminérgico podem regular o sistema glutamatérgico e, por isso, a investigação de 

proteínas associadas a esse sistema, como a Narp e a subunidade GluA4 do receptor AMPA, 

pode revelar modulações pouco exploradas desencadeadas por antidepressivos convencionais 

ou pela epilepsia, por exemplo. Inicialmente, este estudo teve como objetivo caracterizar os 

mecanismos neuroquímicos relacionados a modulação de Narp e GluA4 subjacentes ao 

tratamento agudo com compostos com atividade antidepressiva, como cetamina e a lectina 

ConBr, bem como frente ao tratamento crônico com fluoxetina, avaliando esses alvos proteicos 

no córtex pré-frontal e no hipocampo de camundongos. A administração aguda de cetamina 1 

mg/kg (i.p.) e ConBr 10 µg/sítio (i.c.v.) bem como a administração crônica (21 dias) de 

fluoxetina 1 e 10 mg/kg (p.o.) foram eficazes na ação antidepressiva, pois reduziram o tempo 

de imobilidade no TNF, sem alterar a atividade locomotora no TCA. Não foram observadas 

alterações na modulação das proteínas analisadas por Western blot 8h, 18h e 24h após o 

tratamento agudo com cetamina e ConBr. Em contraste, foi observado que o tratamento crônico 

com fluoxetina 10 mg/kg promoveu aumento da fosforilação de CREB e expressão de BDNF 

no córtex pré-frontal e hipocampo. Além disso, no hipocampo, a fluoxetina induziu ativação de 

AKT e aumentou a expressão de Narp. No córtex pré-frontal, uma diminuição significativa na 

expressão da subunidade GluA4 e Narp foi observada após o tratamento crônico de fluoxetina 

(10 mg/kg). Esses resultados fornecem evidências de novos alvos moleculares potencialmente 

envolvidos nos efeitos antidepressivos da fluoxetina, uma vez que em roedores adultos Narp e 

GluA4 são expressos principalmente nas conexões sinápticas com interneurônios 

GABAérgicos positivos para parvalbumina (PV+). Outro objetivo desse trabalho foi determinar 

a distribuição das proteínas Narp, GluA4 juntamente com CREB, BDNF, TrkB e calcineurina 

no córtex (CTX), amígdala (AMG) e hipocampo (HIP) de humanos, bem como verificar a 

modulação dessas proteínas por dexametasona. As amostras foram obtidas de pacientes 

humanos acometidos de epilepsia do lobo temporal mesial com esclerose hipocampal (ELTM-

EH) submetidos ao tratamento cirúrgico. Os resultados indicaram que o conteúdo relativo da 

proteína Narp é maior no HIP do que no CTX e AMG. Com relação à subunidade GluA4, seu 

conteúdo e nível de fosforilação total são maiores no CTX do que na AMG e HIP. Entretanto, 

a taxa de fosforilação de GluA4 é maior no CTX e AMG do que no HIP. Também foram 

investigadas outras proteínas-chave na neuroplasticidade como CREB, BDNF, TrkB e 

calcineurina. Apesar de não terem sido encontradas diferenças no conteúdo total, taxa de 

fosforilação e nível de fosforilação da proteína CREB, o conteúdo relativo de BDNF é maior 

na AMG em relação ao HIP. Quanto ao TrkB, o conteúdo total e o nível de fosforilação são 

bem maiores no CTX do que na AMG e HIP, enquanto a taxa de fosforilação de TrkB encontra-

se aumentada na AMG, em comparação com as outras estruturas. Por fim, o conteúdo relativo 

de calcineurina é maior no CTX desses pacientes. Quando analisamos os efeitos da 

dexametasona, observamos aumento na taxa de fosforilação de GluA4 e na expressão de Narp 

no HIP de pacientes com ELTM-EH que receberam DEXA. Além disso, também foi observado 

no HIP de pacientes que receberam dexametasona aumento no imunoconteúdo de CREB 

acompanhado de uma diminuição na taxa de fosforilação dessa proteína. No CTX e AMG não 

foram encontradas alterações. Em conjunto, todas as modulações neuroquímicas determinadas 



 

 

nessas regiões cerebrais específicas e os efeitos de DEXA sobre os alvos estudados levantam a 

possibilidade de que Narp e GluA4 poderiam participar na fisiopatologia da epilepsia e 

especialmente podem ser alvos envolvidos na resposta à corticosteroides e eventualmente ao 

estresse, sugerindo a necessidade de estudos adicionais com essa abordagem. Em conjunto este 

trabalho contribui para o entendimento dos elementos moleculares envolvidos na ação 

antidepressiva da fluoxetina em um modelo animal, bem como traz uma descrição inicial do 

perfil de alguns parâmetros neuroquímicos em diferentes estruturas cerebrais de pacientes com 

ELTM-EH. Além disso, indica uma possível modulação de Narp e GluA4 em resposta aos 

corticosteroides em humanos.  

 

Palavras-chave: GluA4. Narp. Depressão. Epilepsia. Dexametasona. 

  



 

 

ABSTRACT 

 

Narp (neuronal activity-regulated pentraxin) is a protein expressed in the central nervous system 

of mammals that acts to modulate synaptic plasticity through the modulation of AMPA-type 

glutamatergic receptors. Narp may participate in the physiological modulation of GABAergic 

interneurons activity and has been implicated in the pathophysiology of several 

neuropathologies, including epilepsy and major depressive disorder. Drugs acting on the 

monoaminergic system can regulate the glutamatergic system and, therefore, the investigation 

of proteins associated with this system, such as Narp and the GluA4 subunit of the AMPA 

receptor, may reveal poorly explored modulations triggered by conventional antidepressants or 

by epilepsy, for example. Our study aimed to characterize the neurochemical mechanisms 

related to Narp and GluA4 modulation underlying acute treatment with compounds with 

antidepressant activity, such as ketamine and ConBr, as well as against chronic treatment with 

fluoxetine, evaluating these protein targets in the pre- frontal and hippocampus of mice. The 

acute administration of ketamine 1 mg/kg (ip) and ConBr 10 µg/site (icv) as well as the chronic 

administration (21 days) of fluoxetine 1 and 10 mg/kg (po) were effective in the antidepressant 

action, as they reduced the immobility time in TNF, without altering locomotor activity in OF. 

No alterations were observed in the modulation of proteins analyzed by Western blot 8h, 18h 

and 24h after acute treatment with ketamine and ConBr. In contrast, it was observed that chronic 

treatment with 10 mg/kg fluoxetine promoted increased CREB phosphorylation and BDNF 

expression in the prefrontal cortex and hippocampus. Furthermore, in the hippocampus, 

fluoxetine induced AKT activation and increased Narp expression. In the prefrontal cortex, a 

significant decrease in the expression of the GluA4 and Narp subunit was observed after chronic 

treatment with fluoxetine (10 mg/kg). These results provide evidence of new molecular targets 

potentially involved in the antidepressant effects of fluoxetine, since in adult rodents Narp and 

GluA4 are mainly expressed in synaptic connections with GABAergic interneurons positive for 

parvalbumin (PV+). Another objective of this work was to determine the distribution of proteins 

Narp, GluA4 together with CREB, BDNF, TrkB and calcineurin in the cortex (CTX), amygdala 

(AMG) and hippocampus (HIP) of humans, as well as to verify the modulation of these proteins 

by dexamethasone. Samples were obtained from human patients with mesial temporal lobe 

epilepsy with hippocampal sclerosis (ELTM-EH) undergoing surgical treatment. The results 

indicated that the relative content of Narp protein is higher in HIP than in CTX and AMG. 

Regarding the GluA4 subunit, its content and level of total phosphorylation are higher in CTX 

than in AMG and HIP. However, the phosphorylation rate of GluA4 is greater in CTX and 

AMG than in HIP. Other key proteins involved in neuroplasticity such as CREB, BDNF, TrkB 

and calcineurin were also investigated. Although the total content, phosphorylation rate and 

total phosphorylation level of CREB were not different between HIP, CTX and AMG, the 

relative content of BDNF was higher in AMG compared to HIP. Concerning TrkB, the total 

content and level of phosphorylation was much higher in CTX than in AMG and HIP, while 

the phosphorylation rate of TrkB was higher in AMG, compared to the other structures. Finally, 

the relative content of calcineurin was higher in the CTX of these patients. When we analyzed 

the effects of dexamethasone, we observed an increase in the rate of phosphorylation of GluA4 

and in the expression of Narp in the HIP of patients with ELTM-EH who received DEXA. 

Furthermore, an increase in the immunocontent of CREB accompanied by a decrease in the rate 

of phosphorylation of this protein was also observed in the HIP of patients who received 

dexamethasone. In CTX and AMG no changes were found. Together, all neurochemical 

parameters determined in these specific brain regions and the effects of DEXA raise the 

possibility that Narp and GluA4 could participate in the pathophysiology of epilepsy and 



 

 

especially might be targets involved in the response to corticosteroids and eventually to stress, 

suggesting that further studies will be necessary. Together, this work contributes to the 

understanding of the molecular elements involved in the antidepressant action of fluoxetine in 

an animal model, as well as bring an initial description of the profile for some neurochemical 

parameters in different brain structures from ELTM-EH patients. Moreover, it indicates a 

possible modulation of Narp and GluA4 in response to corticosteroids in humans. 

 

Keywords: GluA4. Narp. Depression. Epilepsy. Dexamethasone  
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1  INTRODUÇÃO 

 

A transmissão sináptica depende de vários eventos coordenados espacial e 

temporalmente que permitem a comunicação neuronal. Esses eventos são coordenados por uma 

diversidade de proteínas específicas, cujas interações dinâmicas, expressão e regulação definem 

a eficácia da transmissão e o modo de plasticidade sináptica. 

 

1.1  REDE NEURAL E CIRCUITOS NEURONAIS 

 

Em uma visão reducionista do funcionamento do sistema nervoso central (SNC) 

podemos dividir a rede neural em dois tipos de neurônios: neurônios principais glutamatérgicos 

(que liberam o neurotransmissor excitatório glutamato) e interneurônios GABAérgicos (que 

liberam o neurotransmissor inibitório ácido γ-aminobutírico – GABA). Em nível cortical e de 

hipocampo os neurônios glutamatérgicos predominam, formando cerca de 80% da rede neural 

enquanto os neurônios GABAérgicos constituem um remanescente de 10 a 20% (HU; GAN; 

JONAS, 2014). Apesar disso, os neurônios GABAérgicos desempenham funções fundamentais 

por controlarem ou coordenarem a atividade dos circuitos neuronais excitatórios. 

A excitação no cérebro deve ser equilibrada com a inibição e permite o ajuste fino de 

nossos humores, pensamentos e ações. Um desequilíbrio entre excitação e inibição pode estar 

envolvido no início da excitotoxicidade isquêmica (BLAESSE et al., 2009), bem como 

transtornos psiquiátricos, como epilepsia, esquizofrenia, transtorno bipolar, transtorno 

depressivo maior e transtorno de ansiedade (ENGEL, 1996; LUSCHER; SHEN; SAHIR, 2011). 

Há evidências extensas de que o estresse e a depressão desequilibram a função do GABA, o 

principal sistema neurotransmissor inibitório no cérebro responsável pelo controle geral e pelo 

ajuste fino da transmissão excitatória (FEE; BANASR; SIBILLE, 2017; GHOSAL; HARE; 

DUMAN, 2017). Reduções na conectividade sináptica e déficits na sintonia inibitória podem 

prejudicar a funcionalidade dos circuitos neurais, reduzindo a precisão, a eficiência e a 

integridade das funções portadoras de informações dessas redes. 

A região perissomática dos principais neurônios corticais, compreendendo o corpo 

celular, os dendritos proximais e o segmento inicial do axônio, é um local crítico para a geração 

do potencial de ação. As entradas inibitórias que chegam a essa região podem controlar o 

disparo destes neurônios e sincronizar a atividade de grandes conjuntos neuronais, levando a 

um controle eficiente do processamento neural (MILES et al., 1996). Dois tipos principais de 
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células GABAérgicas são conhecidas por inervarem a região perissomática: as células 

axoaxônicas e células em cesto. As primeiras formam sinapses no segmento inicial do axônio 

e as segundas nos dendritos proximais e no soma (GULYÁS et al., 1993; SOMOGYI et al., 

1983; VERES et al., 2014).  

As células em cesto são geralmente divididas em dois grupos pela expressão de 

marcadores neuroquímicos: a proteína de ligação ao cálcio parvalbumina (PV) e a 

colecistocinina (CCK). As células em cesto contendo parvalbumina são denominadas neurônios 

GABAérgicos de disparo rápido parvalbumina positivos (“fast-spiking pavalbumin (+) 

GABAergic interneurons”) ou interneurônios PV+ e desempenham um papel crucial no controle 

de circuitos neuronais (GULYÁS et al., 2010; SOHAL et al., 2009; STARK et al., 2014). 

Um conjunto de estudos têm demonstrado que prejuízos na atividade dos 

interneurônios PV+, podem estar envolvidos na fisiopatologia de diversas doenças neurológicas 

e psiquiátricas incluindo: epilepsia, esquizofrenia e transtorno depressivo maior (HU; GAN; 

JONAS, 2014; ROTARU; LEWIS; GONZALEZ-BURGOS, 2012; SAUER; STRÜBER; 

BARTOS, 2015). Além disso, devido as suas características funcionais, estes neurônios 

apresentam um metabolismo energético aeróbico muito intenso (KANN, 2016; KANN; 

PAPAGEORGIOU; DRAGUHN, 2014) de forma que essas células são extremamente 

vulneráveis a diversas formas de estresse. 

A modulação dos interneurônios GABAérgicos de disparo rápido parvalbumina 

positivos é complexa. Entretanto, envolve de uma forma proeminente receptores 

glutamatérgicos ionotrópicos do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) e ácido-amino-3-hidroxi-

5-metil-4-isoxazolepropiônico (AMPA) que são expressos nestes interneurônios (ROTARU; 

LEWIS; GONZALEZ-BURGOS, 2012). 

Os receptores glutamatérgicos podem ser modulados de múltiplas formas. 

Classicamente, pelo lado intracelular (C-terminal) a modulação pode ocorrer através da 

fosforilação de resíduos de serina (principalmente), treonina ou tirosina por uma diversidade de 

proteínas cinases (ex. proteína cinase A, PKA; proteína cinase C, PKC; e proteína cinase cálcio 

calmodulina-dependente II, CaMKII) (WANG et al., 2014a). Além disso, pelo lado extracelular 

a modulação de AMPA pode ocorrer por interação dos glicanos, presentes nas subunidades do 

receptor, com lectinas (proteínas ligadoras de carboidratos) exógenas (EVERTS; VILLMANN; 

HOLLMANN, 1997) bem como lectinas endógenas como as da família das pentraxinas 

neuronais (PELKEY et al., 2015). 
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1.2  RECEPTORES AMPA 

 

Os receptores AMPA (AMPARs) são um subtipo de receptor glutamatérgico 

ionotrópico, sendo que na grande maioria das sinapses excitatórias no cérebro dos mamíferos 

impulsionam a neurotransmissão. Esses receptores desempenham papéis essenciais não apenas 

na formação, função e manutenção de sinapses, mas também em diferentes formas de 

plasticidade sináptica (MALENKA; BEAR, 2004; SHEPHERD; HUGANIR, 2007; 

SPRENGEL, 2006). 

Os receptores AMPA apresentam estrutura tetramérica que pode se configurar como 

homo ou heterotetrâmeros, sendo compostos pelas subunidades GluA1, GluA2, GluA3 e 

GluA4. Todas as subunidades compartilham uma conformação similar na membrana plasmática 

(Fig. 1) que inclui: 3 domínios transmembrana (M1, M3 e M4); um domínio hairpin (M2); um 

domínio extracelular (N-terminal), com vários sítios de glicosilação; um domínio intracelular 

C-terminal, que apresenta diversos sítios de fosforilação (Fig. 2) (HENLEY; WILKINSON, 

2016; SONG; HUGANIR, 2002). Estas diversas combinações homo e heteroméricas de quatro 

subunidades geram uma enorme heterogeneidade funcional, como por exemplo na cinética e 

permeabilidade ao Ca2+, e podem variar nas diferentes regiões do cérebro (DINGLEDINE et 

al., 1999; HOLLMANN, 1994). 

 

 

Fig. 1 Esquema de uma subunidade do receptor AMPA (AMPAR). Cada subunidade contém: um 

domínio amino-terminal (N-terminal) extracelular que contém um sítio de ligação ao glutamato; um 

domínio intracelular carboxi-terminal (C-terminal), onde estão presentes alguns sítios de fosforilação; 
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quatro domínios de membrana, três dos quais (1, 3 e 4) atravessam a membrana. O domínio 2 parece 

formar um loop reentrante na membrana, participando do revestimento do canal iônico. As subunidades 

se combinam para formar tetrâmeros, sendo a maioria dos AMPARs heterotetraméricos. Adaptado de 

Henley & Wilkinson (2016) 

 

 

Fig. 2 Os domínios C-terminal permitem a regulação específica da subunidade dos AMPAR. (a) Os 

receptores AMPA são complexos heteroméricos de quatro subunidades (GluA1-GluA4) que se montam 

de forma variada para produzir subtipos de receptores específicos. O domínio C-terminal é o principal 

domínio intracelular de cada subunidade e está presente em uma forma longa ou curta. (b) GluA1, 

GluA4 e um variante de GluA2 (GluA2L) têm domínios C-terminais longos, enquanto GluA2, GluA3 

e um variante de GluA4 (GluA4c) têm domínios C-terminais curtos. Esta região C-terminal do receptor 

AMPA contém os locais de fosforilação (indicados pelas setas), bem como locais para interação 

proteína-proteína (indicado pelo sombreado colorido), sendo, portanto, uma região crucial para a 

regulação específica das subunidades do AMPAR. Adaptado de Song & Huganir (2002) 

 

Os subtipos de receptor GluA são expressos diferencialmente nos neurônios 

neocorticais e aumentam em quantidade após o nascimento (MONYER; SEEBURG; WISDEN, 
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1991). Muitas regiões do cérebro mostram baixa expressão de GluA2 e alta expressão de GluA4 

no início do desenvolvimento, um padrão que é revertido conforme o desenvolvimento progride 

(PICKARD et al., 2000; ZHU et al., 2000). As células piramidais expressam principalmente 

GluA2 e GluA3 e algum GluA1, enquanto os interneurônios inibitórios expressam 

principalmente GluA1/4 com quantidades menores de GluA2 e GluA3 (GEIGER et al., 1995; 

JONAS et al., 1994). A entrega sináptica de certas combinações de AMPA é conduzida 

principalmente por padrões de atividade específicos, em particular para certas sinapses ou tipos 

de células (CLEM; BARTH, 2006; JU et al., 2004; KIELLAND et al., 2009). 

A modulação dos receptores AMPA e seu papel na neuroplasticidade tem sido 

amplamente estudado e revisado (CHATER; GODA, 2014; HENLEY; WILKINSON, 2016; 

HUGANIR; NICOLL, 2013; KESSELS; MALINOW, 2009; SANDERSON; DELL’ACQUA, 

2011). Entretanto, deve ser salientado que grande parte dos estudos foca na modulação da 

subunidade GluA1 que juntamente com a subunidade GluA2 apresenta uma ampla distribuição 

no SNC adulto. O aumento de condutância, localização sináptica da subunidade GluA1 de 

AMPA e sua implicação na potenciação sináptica (LTP) tem sido considerada, na maior parte 

dos estudos, como dependente da fosforilação de dois sítios principais: Ser845, por PKA e 

Ser831 por PKC ou CaMKII (FERRETTI et al., 2015; HENLEY; WILKINSON, 2016; LEE et 

al., 2000; LUSSIER; SANZ-CLEMENTE; ROCHE, 2015; WANG et al., 2014a; 

WOOLFREY; DELL’ACQUA, 2015). Por outro lado, a defosforilação destes sítios tem sido 

associada à depotenciação sináptica (LTD) (SANDERSON; GORSKI; DELL’ACQUA, 2016). 

Entretanto, a fosforilação/defosforilação de outros sítios de GluA1 como Ser818 e 

mais recentemente Ser840 têm sido apontados como importantes, tanto para o posicionamento 

sináptico do receptor (associado à potenciação sináptica, LTP) como para sua internalização 

(associada à depotenciação sináptica, LTD) (BABIEC; GUGLIETTA; O’DELL, 2016; WANG 

et al., 2014b). Em relação à subunidade GluA2 tem sido documentada a fosforilação do sítio 

Ser880 por PKC, implicando em provável internalização da subunidade (WANG et al., 2014a). 

As subunidades GluA1 e GluA4 consistem em uma extremidade C-terminal longa, 

enquanto as subunidades GluA2 e GluA3 consistem em uma extremidade C-terminal curta. 

Extremidades longas impedem que AMPARs contendo GluA1/4 sejam inseridos diretamente 

na sinapse na ausência de atividade, enquanto as extremidades curtas de AMPARs contendo 

GluA2/3 permitem a inserção sináptica direta (BORGDORFF; CHOQUET, 2002).  
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1.2.1  Subunidade GluA4 

 

Os estudos apontam que a subunidade GluA4 é expressa significativamente em 

estágios iniciais do desenvolvimento do encéfalo (HENLEY; WILKINSON, 2016; 

LUCHKINA et al., 2014). Entretanto, esta subunidade tem uma expressão mais restrita no 

tecido nervoso adulto, onde níveis mais proeminentes são observados nas células granulares do 

cerebelo e no tálamo. Contudo, deve ser salientado que na fase adulta a subunidade GluA4 é 

expressa nos interneurônios GABAérgicos de disparo rápido parvalbumina positivos, no 

hipocampo e córtex cerebral, sendo um elemento chave nas propriedades eletrofisiológicas 

destas células (BERNARD; SOMOGYI; BOLAM, 1997; PELKEY et al., 2015). 

Da mesma forma que em outras subunidades a modulação extracelular e intracelular 

pode ocorrer na subunidade GluA4. O mapeamento de fosfopeptídeos identifica o resíduo 

Ser842 como o principal local de fosforilação na região intracelular C-terminal das subunidades 

GluA4, que pode ser fosforilada por CaMKII, PKC e PKA (Fig. 3). Além disso, PKC pode 

fosforilar o resíduo Thr830. A fosforilação de Ser842 por PKA tem sido apontada como fator 

importante para inserção sináptica e atividade do receptor, sendo implicada na 

neuroplasticidade (CARVALHO; KAMEYAMA; HUGANIR, 1999; WANG et al., 2014a). Ao 

contrário de GluA1, onde a atividade de PKA e CaMKII são coordenadas para recrutamento 

sináptico, a fosforilação de GluA4 por PKA sozinha é suficiente para entrega e retenção nas 

sinapses (ESTEBAN et al., 2003). 
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Fig. 3 Locais de fosforilação das subunidades do AMPAR. Os locais de fosforilação identificados são 

mostrados em vermelho e as proteínas cinases são listadas em azul abaixo dos locais de fosforilação. A 

ênfase na subunidade GluA4 chama a atenção para seus sítios de fosforilação Treonina 830 e Serina 

842. Adaptado de Henley & Wilkinson (2016) 

 

1.3  PROTEÍNAS PENTRAXINAS 

 

As pentraxinas (PTXs) representam uma família de proteínas com homologia na 

sequência, apresentando estrutura pentamérica e capacidade de ligação a carboidratos de 

maneira Ca2+- dependente, sendo, portanto, lectinas-like. Esta família inclui: pentraxinas curtas, 

como proteína C reativa (CRP) e componente amiloide P do soro (SAP) (DU CLOS, 2013); 

pentraxinas longas, como PTX3 (relacionada à defesa e inflamação) e as pentraxinas neuronais 

(NPTX1, NPTX2 e NRP) (OSERA et al., 2012). NRP (abreviação de neuronal pentraxin 

receptor), NP1 (ou NPTX1) e NP2 (conhecida como NPTX2 ou Narp, abreviação de neuronal 

activity-regulated pentraxin) são lectinas expressas por neurônios (OSERA et al., 2012; TSUI 

et al., 1996). 
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Tanto Narp quanto NP1 são proteínas secretadas, enquanto NPR é ligado à membrana 

através do glicosilfosfatidilinositol (GPI). As pentraxinas são expressas preferencialmente nas 

sinapses excitatórias de interneurônios positivos para paravalbumina (CHANG et al., 2010). A 

estrutura dessas proteínas permite uma ligação seletiva com os domínios extracelulares das 

subunidades GluA, permitindo-lhes modular o agrupamento AMPAR (O’BRIEN et al., 1999). 

Conforme ilustrado na Fig. 4, NP1 e Narp podem se associar por meio de interações 

proteína-proteína em heterocomplexos na membrana pré ou pós-sináptica (XU et al., 2003), 

ancoradas pela ligação ao NPR, e promovem a agregação de AMPARs por meio de uma 

interação direta com o N-terminal das subunidades GluA (GEK-MING et al., 2007). Tanto NP1 

quanto Narp são capazes de se ligar ao domínio extracelular N-terminal de GluA1 e GluA4, 

embora em diferentes graus de afinidade e, ao fazer isso, promovem o agrupamento de 

AMPARs. 

 

 

Fig. 4 Pentraxinas neuronais. (a) Narp e NP1 promovem a agregação de AMPARs. A expressão de Narp 

induzida por atividade resulta na formação de clusters NP1/Narp. Esses clusters têm a capacidade de se 

agrupar e induzir agrupamento dos AMPARs. (b) Uma hipótese para a função das pentraxinas na 

sinapse. Narp e NP1 agregam AMPAR em locais sinápticos. A regulação diferencial das duas 

pentraxinas fornece um mecanismo pelo qual a célula pode ajustar a composição de pentraxinas e o grau 

de agrupamento do receptor durante o desenvolvimento e em resposta à atividade sináptica. Adaptado 

de Xu et al. (2003) 

 



31 

 

Essa capacidade que as pentraxinas têm de agrupar os AMPAR, além de contribuir 

para o recrutamento desses receptores para a sinapse também contribui para o processo de 

endocitose dos mesmos (Fig. 5). Isso ocorre através da clivagem da ligação de GPI do NPR, 

desencaixando os complexos de pentraxina da face da membrana pré-sináptica seguido pela 

endocitose dos complexos GluA-pentraxina (CHO et al., 2009). 

 

 

Fig. 5 Pentraxinas exercem controle bifuncional nas sinapses. As pentraxinas atuam como agentes 

sinaptogênicos, recrutando AMPAR para sinapses, mas além disso, após a ativação da enzima 

conversora de TNF- (TACE) e outros eventos de sinalização, TACE cliva NPR e permite que NPR e 

as pentraxinas neuronais associadas NP1 e Narp agrupem AMPAR no local da atividade de TACE. Com 

isso, ocorre aumento da taxa de endocitose de AMPAR e esse processo é essencial para a LTD. Adaptado 

de Cho et al. (2009) 

 

Na literatura há um trabalho que demonstra que camundongos sem NP1 e NARP 

apresentam um atraso na maturação funcional das sinapses glutamatérgicas no sistema visual 

(BJARTMAR et al., 2006). A pentraxina neuronal 1 (NPTX1) e o receptor neuronal de 

pentraxina (NPR) são proteínas intimamente relacionadas à Narp (DODDS et al., 1997). Em 
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conjunto essas proteínas podem funcionar regulando a sinaptogênese glutamatérgica através do 

agrupamento de receptores AMPA, por exemplo (O’BRIEN et al., 1999). Entre as pentraxinas 

neuronais, Narp (NPTX2 ou NP2) tem se destacado no envolvimento em mecanismos de 

neuroplasticidade (CHANG et al., 2010; GU et al., 2013; MARIGA et al., 2015). 

 

1.3.1  Pentraxina regulada pela atividade neuronal (Narp) 

 

As mudanças de longo prazo na eficácia sináptica requerem rápida síntese de mRNA 

e subsequente tradução em produtos proteicos mediados por uma classe de proteínas conhecidas 

como genes de expressão imediata (do inglês immediate early gene, IEG). A plasticidade 

dependente da atividade é iniciada quando a excitação sináptica ativa cascatas de sinalização 

bioquímica começando na sinapse e terminando no núcleo onde novos padrões de expressão 

gênica são induzidos. Os produtos proteicos resultantes desses genes regulados por atividade, 

atuam por meio de diversos mecanismos de sinalização para modificar várias propriedades 

funcionais do neurônio, aumentando ou enfraquecendo a força sináptica. Há um grande número 

de IEGs identificados que regulam a plasticidade sináptica e podem ser agrupados em duas 

classes, os fatores que regulam a transcrição de outros genes, como zif268, Egr-3, c-jun e c-fos 

e IEGs efetores, como Homer, Arc, Rheb, Cox-2 e Narp (LANAHAN; WORLEY, 1998) que 

atuam diretamente sobre a função celular por meio de interações proteína-proteína para 

promover vários aspectos da plasticidade. 

Um mecanismo conhecido de modulação da força sináptica envolve o agrupamento de 

AMPARs (O’BRIEN; LAU; HUGANIR, 1998). Embora haja uma variedade de modelos para 

o agrupamento e posicionamento de AMPARs em uma sinapse, em interneurônios tem sido 

descrito um mecanismo dependente da atividade neuronal e que envolve a secreção para o meio 

extracelular do produto de um IEG conhecido como Narp (O’BRIEN et al., 2002, 1999). 

Narp foi descrita em 1996 como uma lectina dependente de Ca2+, sendo regulada 

através de um IEG em resposta a atividade neuronal, e capaz de ser secretada no espaço 

extracelular no hipocampo de forma a promover crescimento de neuritos (TSUI et al., 1996). 

Dessa forma, após a atividade neuronal, a expressão de Narp parece aumentar em neurônios 

excitatórios. Posteriormente, Narp pode ser liberada para o espaço extracelular do terminal 

sináptico, se acumulando principalmente em sinapses excitatórias sobre interneurônios PV+ 

(CHANG et al., 2010). Neste contexto, Narp interage com o domínio N-terminal extracelular 

da subunidade GluA4 de receptores AMPA gerando clusters destes receptores (GEK-MING et 
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al., 2007; PELKEY et al., 2015). Narp exibe, portanto, seletividade pela subunidade GluA4 do 

AMPAR (GEK-MING et al., 2007) e, inclusive, foi mostrado que ela regula o agrupamento 

GluA4 em interneurônios de uma maneira dependente da atividade (CHANG et al., 2010). 

Além da capacidade de Narp agregar AMPARs em sinapses estabelecidas, essa proteína 

também facilita a formação de novas sinapses, um processo denominado sinaptogênese 

(O’BRIEN et al., 1999). 

Tem sido destacado a expressão robusta de Narp no hipocampo, habênula e medula 

espinhal e seu papel na regulação de receptores AMPA (especialmente GluA4) através de 

interação com o sítio extracelular (N-terminal) do receptor. Notavelmente, essa interação 

propicia o enriquecimento sináptico e a formação de clusters de receptores AMPA contendo a 

subunidade GluA4 (CHANG et al., 2010; O’BRIEN et al., 2002, 1999; PELKEY et al., 2015). 

Este processo parece ser fundamental para a modulação de interneurônios GABAérgicos de 

disparo rápido parvalbumina positivos, refletindo na modulação de sinapses excitatórias e 

consequentemente na modulação da neuroplasticidade neural (CHANG et al., 2010; ELBAZ et 

al., 2017; O’BRIEN et al., 2002, 1999; PELKEY et al., 2015). Outro ponto relevante é que 

camundongos nocaute para Narp (Narp-/-) apresentam prejuízo da neuroplasticidade 

demonstrando inabilidade de expressar dominância ocular (GU et al., 2013) e sendo 

predispostos ao aparecimento de crises epilépticas (CHANG et al., 2010). 

Em modelo de peixe zebra (zebrafish) foi demonstrado que a deleção de Narp leva a 

prejuízo motor em resposta a estímulos externos, reforçando o papel fundamental de Narp na 

neuroplasticidade sináptica em circuitos neuronais excitatórios (ELBAZ et al., 2017). Outro 

aspecto importante, dentro desse paradigma de modulação da plasticidade sináptica por Narp, 

foi à demonstração de que ratos submetidos a tratamento prolongado (21 dias) com alguns 

antidepressivos (ex. citalopram, maprotilina, amitriptilina e moclobenida) mostraram um 

aumento nos níveis de RNAm de Narp em todas as subregiões do hipocampo e na habênula 

medial (BJARTMAR et al., 2010). Entretanto, este estudo avaliou apenas os níveis de RNAm, 

sem determinar os níveis e localização regional e celular da proteína Narp. 

Um importante estudo também demonstrou que Narp tem sua expressão aumentada no 

hipocampo por um mecanismo dependente da sinalização do fator neurotrófico derivado do 

encéfalo (BDNF) (MARIGA et al., 2015). Notavelmente, Narp e BDNF se apresentam 

enriquecidos na região do giro denteado, e de uma forma bastante consistente foi demonstrado 

que BDNF, via ativação do receptor TrkB acoplado à ativação de MEK/ERK1/2 e seguido da 

fosforilação de CREB (Ser-133), proporciona expressão significativa de Narp (Fig. 6) em 
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camundongos adultos. Esta ação de BDNF ocorre mesmo com bloqueio da atividade neuronal, 

indicando que a sinalização BDNF/TrkB/MEK-ERK/CREB é suficiente para ocasionar o efeito 

estimulador. O bloqueio da sinalização de BDNF causa diminuição dos níveis de Narp, 

demonstrando uma regulação bidirecional. Por fim, foi mostrado prejuízo da LTP nas fibras 

musgosas em camundongos Narp-/- (MARIGA et al., 2015). Em conjunto o estudo indica que 

tanto modulação pré-sináptica (envolvendo liberação de glutamato) quanto mecanismos pós-

sinápticos envolvendo modulação de AMPA podem estar envolvidos na modulação da 

neuroplasticidade hipocampal por Narp. 

 

 

Fig. 6 O BDNF regula Narp para mediar a transmissão glutamatérgica. A sinalização de BDNF ativa 

principalmente a via MAPK, levando a fosforilação de CREB e subsequente aumento de Narp, que 

orquestra o processo de plasticidade na sinapse. Adaptado de Mariga et al. (2015) 

 

1.4  JUSTIFICATIVA 

 

Uma característica crítica do sistema nervoso é sua capacidade de modular a 

transmissão sináptica em resposta a padrões espaciais e temporais específicos de disparo 
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neuronal. O conhecimento dos mecanismos moleculares envolvidos na plasticidade sináptica 

tem sido significativamente ampliado nas duas últimas décadas. Apesar disso, muitos aspectos 

ainda necessitam avanços. Da mesma forma, a determinação do envolvimento ou possível papel 

destes processos sinápticos e elementos moleculares em doenças neurológicas e psiquiátricas 

ainda carecem de estudo.  

Nesse sentido pode ser destacado o transtorno depressivo maior, que é um transtorno 

psiquiátrico comum, crônico e que apresenta importante morbidade e, portanto, necessita 

ampliação da caracterização dos eventos moleculares associados e da indicação de possíveis 

alvos, adicionais aos que já estão relativamente bem caracterizados. Dessa forma, pesquisas 

que apontem novos caminhos e modalidades de tratamento para esta condição urge, face a 

prevalência e gravidade deste transtorno. 

A hipótese monoaminérgica surgiu na década de 1960 e foi uma das primeiras teorias 

a demonstrar que drogas que agiam em sinapses dopaminérgicas, serotoninérgicas e 

noradrenérgicas aumentando o nível sináptico de monoaminas melhoravam os sintomas da 

depressão. Apesar de ser clinicamente útil e empregadas até os dias de hoje, há uma grande 

dificuldade em explicar a demora no tempo de ação clínica destas drogas, uma vez que, a ação 

neurobiológica destas na sinapse é imediata (DELGADO, 2000). Desta forma, tem-se estudado 

as diversas vias de sinalização intracelular envolvidas na etiopatologia da depressão e 

consequentemente na otimização da eficácia clínica ao tratamento atual. 

A modulação do sistema glutamatérgico, tem sido apontada como uma estratégia 

farmacológica para melhorar a eficácia da terapia antidepressiva. Nesse sentido, parece 

importante estudar o papel de Narp na neuroplasticidade e nos mecanismos antidepressivos 

envolvendo modulação de receptores glutamatérgicos e vias de transdução de sinal. Lembrando 

o exposto anterior, Narp tem uma expressão rápida (IEG) em resposta a ativação da via 

BDNF/TrkB/ERK/CREB (MARIGA et al., 2015) e um papel modulatório sobre AMPA 

(CHANG et al., 2010; PELKEY et al., 2015). 

Outro ponto relevante que evoca a importância clínica desta abordagem é a indicação 

que a redução da expressão de Narp (animais nocaute) provoca uma propensão ao aparecimento 

de crises epiléticas em camundongos, aparentemente pela perda de modulação de receptores 

AMPA (GluA4), especialmente associados aos interneurônios GABAégicos, de forma a 

diminuir a atividade inibitória destes interneurônios sobre redes neuronais (CHANG et al., 

2010). Assim, emerge um ponto de grande relevância que seria a avaliação da expressão de 

Narp e de receptores AMPA em tecido cerebral humano. Apesar da imensa dificuldade dessa 
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abordagem, nosso grupo tem sido pioneiro na utilização de tecido encefálico retirado a partir 

de pacientes submetidos a neurocirurgia por apresentarem epilepsia de lobo temporal mesial 

associada à esclerose do hipocampo (ELTM-EH) e refratária aos todos tratamentos clínicos 

disponíveis. Nesse sentido tem sido desenvolvido estudos em relação aos mecanismos 

moleculares de sinalização celular envolvidos na epilepsia, na resposta a glicocorticoides, bem 

como ansiedade e medo a partir de tecido obtido de pacientes e de forma translacional estendido 

e detalhado em modelos animais (CARVALHO et al., 2021; LEAL et al., 2020; LOPES et al., 

2016a, 2012, 2013, 2015, 2016b, 2016c; RONSONI et al., 2016). 

Considerando todos os mecanismos e estudos relevantes elencados, nota-se um papel 

bastante consistente de GluA4, uma subunidade do receptor AMPA, e Narp, uma pentraxina 

expressa no SNC de mamíferos, na modulação da plasticidade sináptica e a potencial 

implicação destas proteínas na fisiopatologia de diversas neuropatologias, incluindo transtorno 

depressivo maior e epilepsia. 

 

1.5  OBJETIVO GERAL 

 

Este estudo teve como objetivo caracterizar a modulação da subunidade GluA4 do 

receptor AMPA e da pentraxina Narp no contexto da depressão e da epilepsia. 
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2 CAPÍTULO I: GLUA4 E NARP NA FISIOPATOLOGIA DA DEPRESSÃO 

 

Neste capítulo, desvendamos a modulação da Narp e da subunidade GluA4 do receptor 

AMPA em resposta a tratamentos antidepressivos e discutimos como estas e outras proteínas 

podem estar implicadas no mecanismo neuroquímico subjacente ao efeito antidepressivo. 

 

2.1  TRANSTORNO DEPRESSIVO MAIOR 

 

O transtorno depressivo maior (TDM) é um transtorno psiquiátrico debilitante e 

recorrente, considerado uma das principais causas de incapacidade em todo o mundo. Segundo 

a Organização Mundial da Saúde, o TDM é uma doença de alta prevalência, afetando mais de 

320 milhões de pessoas em nível global (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017). Entre 

1990 e 2017, o número total estimado de casos incidentes de TDM aumentou 49,29% e o 

aumento da incidência da doença ocorreu em todas as regiões geográficas (LIU et al., 2020). 

É bem conhecido que déficits estruturais, neuroquímicos e funcionais nas regiões 

cortical e hipocampal levam à disfunção da transmissão sináptica (DUMAN; SANACORA; 

KRYSTAL, 2019) que compromete a funcionalidade dos circuitos neuronais, contribuindo para 

os sintomas depressivos. Apesar da complexidade de todas essas alterações, a maioria dos 

estudos se concentra na investigação do sistema monoaminérgico, uma vez que drogas que 

aumentam a disponibilidade de monoaminas são amplamente utilizadas no tratamento do TDM 

(PEREZ-CABALLERO et al., 2019). No entanto, apesar das fortes evidências que indicam a 

importância do sistema serotonérgico (ANDREWS et al., 2015), é importante ressaltar que o 

sistema glutamatérgico também desempenha um papel crucial na modulação do refinado 

equilíbrio excitação-inibição (E:I) (FOGAÇA; DUMAN, 2019; SOHAL; RUBENSTEIN, 

2019), que é decisivo para uma transmissão sináptica eficaz. Com isso, tem sido postulado que 

o sistema glutamatérgico desempenha um papel fundamental na patogênese do TDM (ATHIRA 

et al., 2020; DUMAN, 2014a). Portanto, a investigação da modulação glutamatérgica seguida 

de um tratamento crônico com um antidepressivo clássico, como a fluoxetina, é de grande 

interesse. 

Um crescente corpo de evidências tem mostrado que o TDM está associado à 

disfunção sináptica. A interrupção de circuitos complexos relacionados ao humor tem sido 

implicada no TDM, mas entre as descobertas da estrutura e função do cérebro alterada no TDM, 

a descoberta mais consistente é o volume reduzido do córtex pré-frontal (CPF) e do hipocampo 
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(HIP) (DUMAN et al., 2016). Do ponto de vista clínico, os estudos de imagens cerebrais 

forneceram evidências consistentes de que o TDM está associado ao tamanho reduzido das 

regiões cerebrais implicadas na regulação do humor (RONALD S. DUMAN; AGHAJANIAN, 

2012). Isso inclui a diminuição do volume do hipocampo, uma estrutura límbica com altos 

níveis de receptores de glicocorticóides que fornecem feedback negativo para o eixo 

hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA) (CHAN et al., 2016). A diminuição do volume e da função 

dessas regiões cerebrais está implicada na conectividade e função neuronal alterada (DUMAN, 

2014b). 

 

2.2  TERAPIA ANTIDEPRESSIVA 

 

Está bem estabelecido que o distúrbio do sistema serotonérgico é uma característica 

importante na fisiopatologia do TDM (OSSO et al., 2016). Com base nisso, os inibidores 

seletivos da recaptação da serotonina (ISRS) têm sido a primeira escolha para o tratamento com 

antidepressivos farmacológicos (NATIONAL INSTITUTE FOR CLINICAL EXCELLENCE, 

2004). Desde sua introdução clínica em 1988 (WONG; PERRY; BYMASTER, 2005), a 

fluoxetina se tornou o principal antidepressivo prescrito em todo o mundo, sendo reconhecida 

como um fármaco seguro (PEREZ-CABALLERO et al., 2014). 

A modulação do sistema glutamatérgico, tem sido apontada como uma estratégia 

farmacológica para melhorar a eficácia da terapia antidepressiva. Antagonistas de receptores 

NMDA, particularmente a cetamina, também têm sido apontados como promissores no 

tratamento de TDM tendo em vista que produzem efeito antidepressivo rápido, persistente, em 

doses consideradas muito baixas (AUTRY et al., 2011; DUMAN, 2014b; DURIC; DUMAN, 

2013; GARCIA et al., 2008; KAVALALI; MONTEGGIA, 2012; SALVADORE; SINGH, 

2013; ZANOS et al., 2016). A cetamina também parece ser efetiva em pacientes não 

responsivos ao tratamento da fluoxetina e com ideação suicida (BERMAN et al., 2000; 

KRYSTAL, 2007). Apesar de que o efeito terapêutico da cetamina esteja amplamente 

documentado, o uso crônico desta pode resultar em efeitos indesejáveis tais como efeitos 

dissociativos, neurotoxicidade e atrofia cortical (EDWARD ROBERTS et al., 2014; LI et al., 

2017; WANG et al., 2013). Nesse sentido, esforços consideráveis devem ser investidos na 

busca de uma melhor compreensão entre o quadro depressivo e o sistema glutamatérgico, visto 

que este é, também, um importante alvo para a geração de antidepressivos de ação rápida. 
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Nosso grupo também demonstrou a ação tipo antidepressiva e neuroprotetora de outro 

composto: a lectina leguminosa ConBr, purificada das sementes de Canavalia brasiliensis; 

especialmente no que tange a modulação de receptores glutamatérgicos NMDA e AMPA e de 

vias neurotróficas de sinalização intracelular (BARAUNA et al., 2006; JACQUES et al., 2013; 

RIEGER et al., 2014a, 2014b; RUSSI et al., 2012). Vimos que ConBr induz a expressão de 

BDNF no hipocampo. Os nossos dados experimentais indicam que ConBr administrada i.c.v. 

por mecanismo envolvendo a ativação de PKA, ERK e AKT estimula a fosforilação de CREB. 

A fosforilação de CREB (no sítio Ser-133) é ativadora desse fator, estimulando a expressão 

hipocampal de BDNF (cujo gene apresenta o elemento de resposta ao AMPc, CRE) (RIEGER 

et al., 2014a). 

 

2.3 EXCITAÇÃO-INIBIÇÃO NO CÓRTEX PRÉ-FRONTAL E HIPOCAMPO 

 

O córtex pré-frontal (CPF) e o hipocampo (HIP) são compostos por uma extensa 

população neuronal que compreende principalmente os neurônios excitatórios glutamatérgicos 

e os interneurônios GABAérgicos inibitórios. Nessas regiões, os neurônios glutamatérgicos 

constituem aproximadamente 80% da rede neuronal, enquanto os interneurônios GABAérgicos 

abrangem 10-20% da população neuronal total (HU; GAN; JONAS, 2014; PELKEY et al., 

2017). Embora sejam minoria, esses interneurônios GABAérgicos são essenciais porque 

orquestram o equilíbrio E:I em estruturas corticolímbicas localizadas tanto no CPF quanto no 

HIP (MCBAIN; FISAHN, 2001). 

Dado o amplo espectro de atividade neuronal controlada pelos interneurônios 

GABAérgicos, está cada vez mais claro que o desequilíbrio no sistema GABAérgico e, 

portanto, no equilíbrio E:I, pode contribuir para a fisiopatologia de vários transtornos 

psiquiátricos, incluindo o TDM (MÉNDEZ et al., 2012). Considerando que os interneurônios 

GABAérgicos são abundantes no CPF e exercem um importante controle inibitório sobre a 

atividade do eixo HPA (AKANA et al., 2001; RADLEY; GOSSELINK; SAWCHENKO, 

2009), é compreensível que o sistema GABAérgico desempenhe um papel essencial no 

processamento emocional. 

Cabe ressaltar que um dos principais interneurônios GABAérgicos expressa a proteína 

albumina ligante de cálcio, representando cerca de 40% da população desses neurônios (RUDY 

et al., 2011). Tais interneurônios são denominados interneurônios GABAérgicos de disparo 

rápido que expressam parvalbumina ou interneurônios PV+ (HU; GAN; JONAS, 2014). 
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Interações diretas entre os sistemas GABAérgico e serotoninérgico no núcleo da rafe 

e regiões corticais já foram relatadas (CELADA et al., 2001; LLADÓ-PELFORT et al., 2012; 

PUIG; ARTIGAS; CELADA, 2005; SANTANA et al., 2004). No CPF, tanto os neurônios 

glutamatérgicos piramidais quanto os interneurônios GABAérgicos, com destaque para os PV+, 

expressam receptores serotoninérgicos (CELADA; VICTORIA PUIG; ARTIGAS, 2013; 

SANTANA et al., 2004). 

As propriedades de despolarização rápida e de alta amplitude dos interneurônios PV+ 

(HU; GAN; JONAS, 2014) são explicadas principalmente pela presença abundante da 

subunidade GluA4 do receptor AMPA (AMPAR) que permeia o Ca2+ (PELKEY et al., 2015). 

Esta subunidade pode ser modulada por meio da interação com a Narp nos interneurônios PV+, 

e, assim, ambas as proteínas desempenham um papel crucial na modulação sináptica no HIP e 

no CPF. Apesar de participarem do mecanismo de neuroplasticidade, GluA4 e Narp têm sido 

pouco explorados como supostos alvos na fisiopatologia do TDM. 

 

2.4  OBJETIVO ESPECÍFICO 

 

O objetivo aqui foi caracterizar os mecanismos neuroquímicos relacionados à 

modulação de Narp e GluA4 subjacentes ao tratamento agudo com cetamina e ConBr bem como 

com o tratamento crônico com fluoxetina, avaliando esses alvos proteicos no CPF e HIP. 

 

2.5  MÉTODOS 

 

2.5.1  Animais 

 

Camundongos adultos machos (2 meses de idade, 30-40 g) da linhagem Swiss, 

fornecidos pela colônia de reprodução da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC, 

Brasil) foram mantidos em temperatura ambiente constante (20 ± 2 °C), com livre acesso à água 

e alimentação, em ciclo claro-escuro de 12/12 h (luzes acesas às 07:00). Esses animais foram 

alojados em grupos de 10 em caixas de 41 × 34 × 16 cm. Previamente aos testes 

comportamentais, as caixas foram colocadas na sala experimental para aclimatação (24h). 

Todas as manipulações foram realizadas entre 9h00 e 17h00 e cada animal utilizado apenas 

uma vez. Os procedimentos neste estudo foram realizados de acordo com o guia para o cuidado 

e uso de animais de laboratório do National Institutes of Health (NIH). Os experimentos foram 
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realizados após aprovação do protocolo (nº 2380161216) pelo Comitê de Ética no Uso de 

Animais local (CEUA/UFSC) conforme resoluções do Conselho Nacional de Controle da 

Experimentação Animal (CONCEA). Todos os esforços foram realizados para minimizar o 

sofrimento dos animais e o número de animais utilizados nos experimentos. 

 

2.5.2  Drogas e tratamentos 

 

Para o piloto (teste das vias de administração), os animais foram divididos 

aleatoriamente em três grupos: (1) sham (sem manipulação); (2) água destilada (p.o.; 10 ml/kg); 

(3) salina (i.p.; 10 ml/kg); (4) HEPES (i.c.v.; 3μL/sítio) (Fig. 7). Os animais foram tratados e 

posteriormente avaliados nos testes comportamentais. 

 

 

Fig. 7 Representação esquemática dos grupos experimentais para teste das vias de administração e 

veículos. Abreviaturas: TCA, Teste do campo aberto e TNF, Teste do nado forçado. 

 

Para os tratamentos agudos, os animais foram divididos aleatoriamente em três grupos: 

(1) veículo (controle); (2) veículo + cetamina 1 mg/kg; (3) veículo + ConBr 10 µg/sítio (Fig. 

8). As doses e os momentos de administração foram escolhidos com base em estudos anteriores 

(FREITAS et al., 2015; RIEGER et al., 2014a). A cetamina foi obtida da Syntec (Barueri, SP, 

Brasil) e administrada por via intraperitonial (i.p.) em um volume constante de 10 mL/kg de 



42 

 

peso corporal. O medicamento, preparado fresco antes de sua administração, foi diluído em 

salina. Já a ConBr, obtida do laboratório de biologia molecular da Universidade Federal do 

Ceará (UFC), foi diluída em tampão HEPES-salina sem glicose (NaCl 124 mM, KCl 4 mM, 

MgSO4 1,2 mM, HEPES 25 mM, CaCl2 1 mM, pH 7,4) e administrada por via 

intracerebroventricular (i.c.v.; 3μL/sítio). 

 

 

Fig. 8 Representação esquemática dos grupos experimentais do tratamento agudo. Abreviaturas: TCA, 

Teste do campo aberto e TNF, Teste do nado forçado. 

 

Para o tratamento crônico, os animais foram divididos aleatoriamente em quatro 

grupos: (1) veículo (controle); (2) fluoxetina 0,1 mg/kg; (3) fluoxetina 1 mg/ kg; (4) fluoxetina 

10 mg/kg (Fig. 9). As doses e os momentos de administração foram escolhidos com base em 

estudos anteriores (LOBATO et al., 2010; MACHADO et al., 2012). A fluoxetina foi obtida da 

EMS Sigma Pharma (São Paulo, SP, Brasil) e administrada por via oral (p.o.) por gavagem em 

um volume constante de 10 ml/kg de peso corporal. O medicamento, preparado fresco antes de 

sua administração, foi diluído em água potável. Os grupos foram igualmente tratados por 

gavagem com o veículo apropriado (água potável), por 21 dias e avaliados simultaneamente. 

Todos os tratamentos foram realizados por um pesquisador experiente. 
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Fig. 9 Representação esquemática dos grupos experimentais do tratamento crônico com fluoxetina. 

Figura elaborada com algumas imagens do Mind the Graph®. 

 

2.5.3  Testes comportamentais 

 

Os animais foram submetidos ao teste do nado forçado (TNF) e teste do campo aberto 

(TCA). O TNF e o TCA foram realizados com 10 minutos de intervalo no mesmo grupo de 

animais em uma sala com temperatura, ruído e luz controlados. 

 

2.5.3.1  Teste do nado forçado (TNF) 

 

Os camundongos foram individualmente submetidos a um recipiente cilíndrico aberto 

(diâmetro de 10 cm; altura de 25 cm), contendo 19 cm de água (profundidade) a 25 ± 1 °C. A 

água foi trocada entre um animal e outro. O tempo total que cada animal permaneceu imóvel 

durante uma sessão de 6 min foi registrado em segundos como tempo de imobilidade (FREITAS 

et al., 2015; RIEGER et al., 2014a) por um observador experiente cego em relação aos grupos 

experimentais. Um animal foi considerado imóvel ao fazer apenas os movimentos necessários 

para manter a cabeça acima da água. Uma diminuição da duração da imobilidade no TNF é 

indicativa de um efeito tipo antidepressivo (PORSOLT; BERTIN; JALFRE, 1977). 
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2.5.3.2  Teste do campo aberto (TCA) 

 

Para excluir que os tratamentos causaram alteração da atividade locomotora, o que 

poderia indicar um efeito tipo antidepressivo falso positivo no TNF, camundongos foram 

avaliados individualmente no teste do campo aberto, conforme descrito anteriormente 

(DALMAGRO et al., 2019; RODRIGUES et al., 1996). Os animais foram colocados em uma 

caixa de madeira medindo 40 × 60 × 50 cm com o piso da arena dividido em 12 quadrados 

iguais. Em uma sessão de 6 min, o número de cruzamentos (quadrados cruzados com todas as 

patas) foi contado. O assoalho (base) da arena foi limpo (a) com solução de 10% de etanol entre 

cada teste para ocultar pistas dos animais. 

 

2.5.4  Análises neuroquímicas 

 

Após os testes comportamentais, os camundongos foram imediatamente eutanasiados 

por decapitação e os córtices pré-frontais e hipocampos foram coletados para análise de western 

blot. Os cérebros foram dissecados a 4°C em solução salina fria, colocados em nitrogênio 

líquido e armazenados a -80 °C até o uso. A análise de western blot foi realizada conforme 

descrito anteriormente (GONÇALVES et al., 2017). 

 

2.5.4.1  Preparação das amostras 

 

As amostras foram homogeneizadas mecanicamente em 400 μl de tampão com 100 

mM de NaF, 50 mM de Tris (pH 7,0), 2 mM de Na3VO4, 1 mM de EDTA, 0,1 mM de PMSF, 

10% de glicerol e 1% de Triton X-100, além do coquetel inibidor de proteases Amresco® 

(concentração de trabalho 0,5 mM AEBSF, 0,3 μM de aprotinina, 50 μM de EDTA, 10 μM de 

bestatina, 10 μM de E-64, 10 μM de leupeptina). Posteriormente, os lisados foram centrifugados 

(10.000 x g por 10 min, a 4 °C) para eliminação dos restos celulares. Os sobrenadantes foram 

diluídos 1/1 (v/v) com solução Tris 100 mM (pH 6,8), EDTA 4 mM e SDS 8% e rapidamente 

colocados em banho seco a 100 °C durante 6 min. Em seguida, o tampão (40% de glicerol, 100 

mM de Tris e azul de bromofenol, pH 6,8) foi adicionado a uma razão de 25:100 (v/v) bem 

como o β-mercaptoetanol a uma concentração final de 8%. 
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2.5.4.2  Dosagem de proteínas 

 

O conteúdo de proteína foi estimado pelo método de Lowry modificado descrito por 

Peterson (1977) usando albumina de soro bovino como padrão de proteína (PETERSON, 1977). 

 

2.5.4.3  Eletroforese 

 

As amostras foram submetidas à eletroforese em mini géis de SDS-PAGE 10% ou 

12% (eletroforese em gel de poliacrilamida 10% ou 12% contendo dodecil sulfato de sódio). A 

separação das proteínas foi realizada sempre aplicando a mesma quantidade de proteína (60 μg 

de proteína total por poço) de cada amostra, sendo utilizado para aplicação uma seringa 

Hamilton®. 

 

2.5.4.4  Eletrotransferência 

 

Após a eletroforese, os géis foram submetidos ao processo de eletrotransferência onde 

as proteínas foram transferidas para membranas de nitrocelulose usando um aparelho semi-dry 

(1,2 mA/cm2). Ao final, as membranas foram coradas com coloração de Ponceau 0,5% em 

ácido acético 1% para verificar a eficiência do processo de transferência. 

 

2.5.4.5  Imunodetecção 

 

As membranas foram incubadas em uma solução de bloqueio contendo 3% de 

albumina de soro bovino (BSA) em solução salina tamponada com Tris (TBS) (Tris 10 mM, 

NaCl 150 mM, pH 7,5) por 1 h em temperatura ambiente. Os alvos foram detectados após 

incubação overnight (4 °C) com anticorpos específicos diluídos em TBS com 1% Tween-20 

(TBS-T) contendo 2% BSA. Os anticorpos primários produzidos em coelho utilizados no 

estudo foram: fosfo-CREB (Cell Signaling®, 1: 1000), total-CREB (Cell Signaling®, 1: 1000), 

BDNF (Santa Cruz Biotechnology®, 1: 1000), Narp (Thermo Scientific®, 1: 1000), fosfo-GluA4 

(Thermo Scientific®, 1: 1000), total-GluA4 (Thermo Scientific®, 1: 1000), fosfo-AKT (Cell 

Signaling®, 1: 1000), total-AKT (Cell Signaling®, 1: 1000), ERK1/2 total (Sigma®, 1: 10000) e 

os anticorpos primários produzidos em camundongo utilizados foram: fosfo-ERK1/2 (Sigma®, 

1: 5000) e β-actina (Santa Cruz Biotechnology®, 1: 2500) conforme detalhado no Quadro 1. No 
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dia seguinte, as membranas foram incubadas por 1 h em temperatura ambiente com o anticorpo 

secundário conjugado com peroxidase correspondente anti-IgG de coelho e anti-IgG de 

camundongo (Millipore® 1: 2500) para detectar proteínas por quimioluminescência 

intensificada. 

 

Quadro 1. Anticorpos utilizados no estudo com amostras de roedores. 

Anticorpo 

Peso 

Molecular 

(proteína 

alvo) 

Diluição Fabricante (nº catálogo) 

AKT PAN 60 KDa 1:1000 Cell Signaling (4685S) 

AKT Phospho (Ser473) 60 KDa 1:1000 Cell Signaling (9271S) 

β-Actina 43 KDa 1:5000 Santa Cruz (SC47778) 

BDNF 14 KDa 1:1000 Santa Cruz (SC546) 

CREB Total 45 KDa 1:1000 Cell Signaling (9197S) 

CREB Phospho (Ser133) 45 KDa 1:1000 Cell Signaling (9198S) 

ERK 1/2 Total 44/42 KDa 1:10000 Sigma (M5670) 

ERK 1 Phospho 

(Thr202/Tyr204) e ERK 2 

Phospho (Thr183/Tyr185) 

44/42 KDa 1:5000 Sigma (M8159) 

GRIA4 Total 100 KDa 1:1000 Thermo-Invitrogen (PA524217) 

GluR4 Phospho (Ser862) 100 KDa 1:1000 Thermo-Invitrogen (PA536807) 

NPTX2 47 KDa 1:1000 Thermo-Invitrogen (PA520521) 

 

Após as etapas de bloqueio e incubação, as membranas foram lavadas três vezes (5 

min) com TBS-T. Para detectar as formas fosforiladas e totais na mesma membrana, os 

imunocomplexos foram removidos com uma solução de NaOH 0,2N, conforme descrito 

anteriormente (FREITAS et al., 2014; PERES et al., 2013). As membranas sem 

imunocomplexos foram bloqueadas e seguiram as mesmas etapas descritas anteriormente. A 

densidade óptica (DO) das bandas foi quantificada usando o software Image Lab® 4.1 (Bio-Rad 

Laboratories). Os níveis de fosforilação foram determinados pela razão de DO das bandas 

fosforiladas sobre DO das bandas totais. Os imunoconteúdos foram determinados pela razão de 

DO das bandas totais sobre a DO das bandas de β-actina. Os resultados estão expressos como 

valores relativos em comparação com o controle (100%). Os imunoblots mostrados nas figuras 
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correspondem a um experimento representativo que foi repetido sete vezes com resultados 

semelhantes. 

 

2.5.5  Análise estatística 

 

Todos os dados apresentados são expressos como média ± erro padrão da média 

(EPM). As comparações entre os tratamentos e os grupos controle foram realizadas por análise 

de variância (ANOVA) seguida pelo teste post-hoc de Duncan. Um valor de p <0,05 foi 

considerado significativo. A análise estatística foi realizada no Statistica® (versão 7, Software 

StatSoft, Palo Alto, CA, EUA) e os gráficos foram construídos no GraphPad Prism® (versão 6, 

GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). 

 

2.6  RESULTADOS 

 

2.6.1  Padronização do anticorpo da Narp e dos testes comportamentais 

 

Diante de um anticorpo nunca testado em nosso laboratório, preconizamos a 

padronização do mesmo para estabelecer com segurança a diluição adequada, tempo de 

incubação e tempo de exposição no fotodocumentador. Dessa forma, para acertar todos estes 

detalhes, testamos o anticorpo da Narp em diferentes amostras (Fig. 10). Percebemos que nas 

amostras de roedores a detecção era mais difícil e, assim, exigia um maior tempo de exposição 

das membranas no fotodocumentador. 

 

 

Fig. 10 Western blot representativo de Narp em diferentes espécies. Testamos o anticorpo em amostras 

de hipocampo de roedores (camundongos: jovem da linhagem C57, adulto da linhagem C57, adulto da 
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linhagem swiss) e humanos. Com base nos marcadores de pesos moleculares (à esquerda) e a 

especificidade do anticorpo denotada do datasheet, confirmamos o peso de 49 KDa da proteína Narp. 

 

Além da padronização de protocolo para uso dos anticorpos, também realizamos testes 

iniciais (pilotos) dos testes comportamentais para ajustar os protocolos para as nossas condições 

de experimentação. Tendo em vista o nosso objetivo de avaliar os mecanismos neuroquímicos 

subjacentes aos tratamentos antidepressivos, o primeiro passo seria avaliar se os tratamentos 

são eficazes. Para termos certeza da eficácia dos tratamentos, ou seja, não obter falsos-positivos 

ou negativos, precisamos testar o protocolo de tratamento (manipulação dos animais, vias de 

administração das drogas, condições adequadas para os testes comportamentais, veículos 

utilizados etc.).  

Assim, o primeiro teste consistiu em tratar os grupos de animais com os respectivos 

veículos e submetê-los aos testes comportamentais elegidos (Fig 11). Dessa forma, salina (i.p.), 

água (p.o.) e Tampão Hepes-Salina (i.c.v.) correspondem, respectivamente, aos veículos das 

drogas testadas posteriormente: cetamina, fluoxetina e ConBr. Através deste experimento 

inicial, além de testar os próprios veículos das drogas, também avaliamos as vias de 

administração (i.p., p.o. e i.c.v.) e, por isso, além dos 3 grupos tratados com veículos há um 4º 

grupo denominado “sham”. O grupo de animais “sham” não recebe nenhum tratamento, ou seja, 

esses animais não são submetidos a nenhum tipo manipulação (injeção i.p., gavagem ou injeção 

i.c.v.). 

Observamos que não houve diferença entre os grupos testados no TNF (Fig. 11a) [F 

(3, 28) = 0,1424, p = 0,9336]. Além disso, nenhuma das vias de administração causou alteração 

na atividade locomotora espontânea de camundongos em comparação com o grupo sham [F (3, 

26) = 0,1971, p = 0,8974] (Fig. 11b). 
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Fig. 11 O grupo sham e os grupos tratados com veículo não apresentaram diferenças nem no TNF nem 

no TCA. Nenhum dos grupos testados apresentou alterações nos testes comportamentais. Efeito das 

manipulações (tratamentos) ou não (sham) no tempo de imobilidade no TNF (a) e na atividade 

locomotora dos camundongos no TCA (b). Os dados estão apresentados como média ± EPM de 7-8 

animais em cada grupo. A análise estatística foi realizada por ANOVA de uma via. 

 

2.6.2  O tratamento agudo com cetamina e com ConBr provoca um efeito tipo 

antidepressivo no TNF 

 

Considerando que na literatura já está documentado o efeito tipo antidepressivo da 

cetamina (GARCIA et al., 2008; KASTER et al., 2012; ZHANG et al., 2013) e da ConBr 

(RIEGER et al., 2014a) em modelos animais, inicialmente, avaliamos a eficácia dos tratamentos 

agudos com cetamina e ConBr no TNF. Camundongos tratados e controles foram avaliados no 

TNF (Fig. 12a) que é um teste preditivo, largamente utilizado para estudar a ação tipo 

antidepressiva de fármacos e outros compostos (PETIT-DEMOULIERE; CHENU; BOURIN, 

2005; PORSOLT; LE PICHON; JALFRE, 1977). A ANOVA de uma via revelou um efeito 

significativo do tratamento [F (2, 26) = 13,75, p <0,0001]. As análises post-hoc indicaram que 

a administração de cetamina 1 mg/kg (i.p.) e ConBr 10 mg/sítio (i.c.v.) foram capazes de 

diminuir o tempo de imobilidade no TNF (p <0,0001 e p <0,01, respectivamente), em 

comparação com animais controle. Além disso, conforme ilustrado na figura 12b, os 

tratamentos não causaram qualquer alteração na atividade locomotora espontânea de 

camundongos [F (2, 26) = 1,679, p = 0,2061]. 
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Fig. 12 O tratamento agudo com cetamina, assim como com ConBr produz um efeito tipo antidepressivo 

no TNF. Efeito do tratamento agudo com cetamina e com ConBr no tempo de imobilidade no TNF (a) 

e na atividade locomotora dos camundongos no TCA (b). Os dados estão apresentados como média ± 

EPM de 9–10 animais em cada grupo. A análise estatística foi realizada por ANOVA de uma via, seguida 

pelo teste de Duncan. ** p <0,01 e **** p <0,0001 em comparação com o grupo controle (veículo). 

 

2.6.3  Investigação das modulações da Narp e GluA4 diante de tratamentos 

agudos com cetamina e com ConBr 

 

Tendo em vista as modulações já elucidadas da cetamina (KAVALALI; 

MONTEGGIA, 2012; RONALD S. DUMAN; AGHAJANIAN, 2012; SALVADORE; SINGH, 

2013; ZANOS et al., 2016) e também da lectina ConBr (RIEGER et al., 2014a), decidimos 

avaliar a expressão de Narp frente ao tratamento com esses compostos. Além disso, 

consideramos importante verificar a expressão e fosforilação do receptor AMPA (subunidade 

GluA4) nessas condições. 

Para avaliar essa modulação de proteínas de sinalização celular pelo tratamento com 

cetamina bem como com ConBr no HIP e CPF de camundongos, as amostras foram coletadas 

imediatamente após os testes comportamentais e avaliadas através da técnica de western blot. 

Nosso objetivo foi investigar os efeitos dos tratamentos agudos sobre o imunoconteúdo de Narp 

e na fosforilação da subunidade GluA4 do AMPAR. Ao analisar o imunoconteúdo de Narp, não 

encontramos alterações nem no HIP [F (2, 21) = 0,07329, p = 0,9748] nem no CPF [F (2, 21) = 

0,1302, p = 0,8786] (Fig. 13a). Da mesma forma, não observamos alterações na taxa de 

fosforilação de GluA4 (fosfo-GluA4 Ser862/ total-GluA4) nem no HIP [F (2, 21) = 0,05280, p 

= 0,9487] nem no CPF [F (2, 21) = 0,02616, p = 0,9742] (Fig. 13b). O teor total de GluA4 
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(total-GluA4/β-actina) e o nível de fosforilação total da subunidade GluA4 Ser862 também não 

foram alterados nem no HIP nem no CPF (gráficos não mostrados). 

 

 

Fig. 13 A modulação de Narp e GluA4 após tratamento agudo com cetamina e com ConBr. (a) Western 

blot representativo do imunoconteúdo de Narp e β-actina; e quantificação da expressão de Narp. (b) 

Western blot representativo de fosfo-GluA4 (p-GluA4), GluA4 total (T-GluA4) e imunoconteúdo de β-

actina (controle de carga); e quantificação da fosforilação de GluA4 (Ser862). Cada gráfico de barras 

expressa dados do HIP (esquerda) e do CPF (direita). Os resultados são apresentados como porcentagem 

do controle (considerado 100%) e cada coluna e barra representam a média ± EPM de 8 animais em 

cada grupo. A análise estatística foi realizada por ANOVA de uma via. 

 

Tendo em vista as alterações dinâmicas de sinalização celular, resolvemos observar a 

modulação das proteínas em tempos distintos: 8h, 18h e 24h após os tratamentos. Com relação 
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à proteína Narp, ao analisarmos o HIP, cetamina e ConBr não alteraram seu imunoconteúdo 8h 

[F (2, 21) = 0,5547, p = 0,5824] (Fig. 14b), 18h [F (2, 21) = 0,03471, p = 0,9659] (Fig. 14c) ou 

24h [F (2, 21) = 0,2324, p = 0,7947] (Fig. 14d) após os tratamentos. Da mesma forma, ao 

analisarmos o CPF, cetamina e ConBr não alteraram o imunoconteúdo de Narp 8h [F (2, 21) = 

0,3279, p = 0,7240] (Fig.14b), 18h [F (2, 21) = 0,4623, p = 0,6361] (Fig. 8c) ou 24h [F (2, 21) 

= 0,1033, p = 0,9023] (Fig. 14d) após os tratamentos. 
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Fig. 14 A expressão de Narp após tratamento de 8, 18 e 24h com cetamina e com ConBr. (a) Western 

blot representativo do imunoconteúdo de Narp e de β-actina (controle de carga). Quantificação da 

expressão de Narp, em relação a β-actina, 8h (b), 18h (c) e 24h (d) após o tratamento. Cada gráfico de 

barras expressa dados do HIP (esquerda) e do CPF (direita). Os resultados são apresentados como 
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porcentagem do controle (considerado 100%) e cada coluna e barra representam a média ± EPM de 8 

animais em cada grupo. A análise estatística foi realizada por ANOVA de uma via. 

  

Quando analisamos a subunidade GluA4 do receptor AMPA (Fig. 15), também não 

encontramos alterações. Com relação ao HIP, cetamina e ConBr não alteraram a taxa de 

fosforilação da subunidade Ser862 de GluA4 (fosfo-GluA4/total-GluA4) 8h [F (2, 21) = 0,6941, 

p = 0,5106] (Fig. 15b), 18h [F (2, 21) = 0,1153, p = 0,8916] (Fig. 15c), ou 24h [F (2, 21) = 

0,07703, p = 0,9261] (Fig. 9d) após os tratamentos. Da mesma forma, ao analisarmos o CPF, 

cetamina e ConBr não alteraram a taxa de fosforilação da subunidade Ser862 de GluA4 (fosfo-

GluA4/total-GluA4) 8h [F (2, 21) = 0,2367, p = 0,7913] (Fig. 15b), 18h [F (2, 21) = 0,06540, 

p = 0,9369] (Fig. 15c), ou 24h [F (2, 21) = 0,04083, p = 0,9601] (Fig. 15d) após os tratamentos. 

Também não houve alteração do conteúdo total de GluA4 e do nível de fosforilação total da 

subunidade GluA4 Ser862 nem no HIP nem no CPF em nenhum dos tempos analisados 

(gráficos não mostrados). 
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Fig. 15 A fosforilação de GluA4 após tratamento de 8, 18 e 24h com cetamina e com ConBr. (a) Western 

blot representativo de fosfo-GluA4 (p-GluA4), GluA4 total (T-GluA4) e imunoconteúdo de β-actina 

(controle de carga). Quantificação da taxa de fosforilação de GluA4 8h (b), 18h (c) e 24h (d) após o 
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tratamento. Cada gráfico de barras expressa dados do HIP (esquerda) e do CPF (direita). Os resultados 

são apresentados como porcentagem do controle (considerado 100%) e cada coluna e barra representam 

a média ± EPM de 8 animais em cada grupo. A análise estatística foi realizada por ANOVA de uma via. 

 

2.6.4  O tratamento crônico com fluoxetina provoca um efeito tipo antidepressivo 

no TNF 

 

O primeiro passo foi estabelecer que o tratamento crônico com fluoxetina era eficaz. 

Portanto, os animais tratados e controles foram avaliados no TNF (Fig. 16a). A ANOVA de 

uma via revelou um efeito significativo do tratamento [F (3, 27) = 4,879, p <0,01]. As análises 

post-hoc indicaram que a administração crônica de fluoxetina produziu um efeito dose-

dependente no TNF. As doses de 1 e 10 mg/kg (p.o.) foram capazes de diminuir o tempo de 

imobilidade no TNF (p <0,05 e p <0,01, respectivamente), em comparação com animais 

tratados com veículo. A dose de 0,1 mg/kg não produziu efeito do tipo antidepressivo. Além 

disso, conforme ilustrado na figura 16b, o tratamento crônico com fluoxetina não causou 

qualquer alteração na atividade locomotora espontânea dos camundongos [F (3, 27) = 1,214, p 

= 0,3237]. Esse conjunto de dados foi importante para validar os efeitos tipo antidepressivo da 

fluoxetina, reforçando que sua ação foi específica, e não devido a uma alteração locomotora. 

 

 

Fig. 16 O tratamento crônico com fluoxetina produz um efeito tipo antidepressivo no TNF. (a) Efeito 

do tratamento crônico com fluoxetina no TNF. (b) Atividade locomotora dos camundongos no TCA. 

Os dados estão apresentados como média ± EPM de 7–9 animais em cada grupo. A análise estatística 

foi realizada por ANOVA de uma via, seguida pelo teste de Duncan. * p <0,05 e ** p <0,01 em 

comparação com o grupo controle (veículo). 
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2.6.5  O tratamento crônico com fluoxetina diminui a expressão de GluA4 e 

regula proteínas-chave para a sinaptogênese e plasticidade sináptica 

 

Para determinar a possível modulação de proteínas de sinalização celular pelo 

tratamento oral e crônico com fluoxetina no HIP e CPF de camundongos, as amostras foram 

avaliadas através da técnica de western blot. Inicialmente, nosso objetivo foi investigar os 

efeitos da fluoxetina sobre o conteúdo e a fosforilação da subunidade GluA4 do AMPAR. Ao 

analisar o conteúdo total de GluA4 (total-GluA4/β-actina), foi observado um efeito 

significativo do tratamento com fluoxetina [F (3, 24) = 6,658, p <0,01] (Fig. 17b) no CPF. As 

análises post-hoc indicaram que a administração crônica de fluoxetina produziu um efeito dose-

dependente, em que a fluoxetina administrada na dose de 1 mg/kg e 10 mg/kg diminuiu 

significativamente a expressão das subunidades GluA4 (p <0,05 e p <0,001, respectivamente), 

em comparação com animais tratados com veículo. É importante ressaltar que o declínio do 

teor total de GluA4 (total-GluA4/β-actina) foi acompanhado por uma diminuição do nível de 

fosforilação total da subunidade GluA4 Ser862, uma vez que um efeito significativo também 

foi observado com o tratamento com fluoxetina (1 e 10 mg/kg, p.o.) em fosfo-GluA4 Ser862/β-

actina [F (3, 24) = 7,241, p <0,01] (Fig. 17c) no CPF. A dose de 0,1 mg/kg não causou alteração. 

Em contrapartida, no HIP não observamos alteração na expressão das subunidades GluA4; a 

ANOVA de uma via não revelou alterações significativas no imunoconteúdo de GluA4 [F (3, 

24) = 0,3654, p = 0,7785]. Um aspecto interessante observado foi que a taxa de fosforilação da 

subunidade Ser862 de GluA4 (fosfo-GluA4/total-GluA4) não foi alterada pelo tratamento com 

fluoxetina, nem no HIP [F (3, 24) = 0,4772, p = 0,7011] nem no CPF [F (3, 24) = 0,5054, p = 

0,6822] (Fig. 17d). 
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Fig. 17 O tratamento crônico com fluoxetina diminui a expressão de GluA4. (a) Western blot 

representativo de fosfo-GluA4 (p-GluA4), GluA4 total (T-GluA4) e imunoconteúdo de β-actina 
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(controle de carga). (b) Quantificação da expressão de GluA4 e (c) quantificação da fosforilação de 

GluA4 (Ser862). (d) Quantificação da taxa de fosforilação de GluA4 (Ser862). Cada gráfico de barras 

expressa dados do HIP (esquerda) e do CPF (direita). Os resultados são apresentados como porcentagem 

do controle (considerado 100%) e cada coluna e barra representam a média ± EPM de 7 animais em 

cada grupo. A análise estatística foi realizada por ANOVA de uma via, seguida pelo teste de Duncan. * 

p <0,05 e *** p <0,001 em comparação com o grupo controle (veículo). 

 

No próximo conjunto de experimentos, avaliamos a modulação de Narp (Fig. 18) e 

observamos um aumento significativo na expressão dessa proteína no HIP [F (3, 24) = 3,644, p 

<0,05], confirmado por análise post-hoc, que indicou que a administração crônica de fluoxetina 

na dose de 10 mg/kg (p.o.) aumentou a expressão de Narp (p <0,05). No CPF a ANOVA de 

uma via revelou uma mudança significativa na expressão desta proteína [F (3, 24) = 2,286, p 

<0,05]. Por meio da análise post-hoc, observamos uma diminuição significativa da expressão 

de Narp no CPF em virtude do tratamento com fluoxetina 10 mg/kg (p <0,05) (Fig. 18). 

 

 

Fig. 18 O efeito do tratamento crônico com fluoxetina na modulação de Narp. Western blot 

representativo do imunoconteúdo de Narp e de β-actina; e quantificação da expressão de Narp. Cada 

gráfico de barras expressa dados do HIP (esquerda) e CPF (direita). Os resultados estão apresentados 

como porcentagem de controle (considerado 100%) e cada coluna e barra representam a média ± EPM 

de 7 animais em cada grupo. A análise estatística foi realizada por ANOVA de uma via, seguida pelo 

teste de Duncan. * p <0,05 e ** p <0,01 em comparação com o grupo controle (veículo). 
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Com o objetivo de caracterizar que o tratamento com fluoxetina estava sendo efetivo 

na modulação de proteínas tipicamente envolvidas na sinaptogênese e na plasticidade sináptica, 

e com papel reconhecido no mecanismo de resposta frente à fluoxetina, foram avaliados os 

seguintes alvos: BDNF (KOWIAŃSKI et al., 2018; PARK; POO, 2013; THOENEN, 1995), o 

fator de transcrição CREB, que pode mediar a expressão do BDNF (FLAVELL; 

GREENBERG, 2008), bem como as proteínas cinases AKT e ERK1/2 (DUMAN; VOLETI, 

2012; HSIUNG et al., 2003; MATSUDA et al., 2019; WANG; MAO, 2019).  

Em relação aos resultados de CREB (Fig. 19a), a ANOVA de uma via revelou um 

efeito significativo do tratamento com fluoxetina tanto no HIP [F (3, 24) = 1,980, p <0,05] 

quanto no CPF [F (3, 24) = 1,764, <0,05]. A análise post-hoc indicou que a administração 

crônica de fluoxetina (10 mg/kg) causou um aumento na fosforilação na Ser133 de CREB no 

HIP (p <0,05) e no CPF (p <0,05). Além disso, a figura 19b mostra os efeitos da fluoxetina no 

imunoconteúdo de BDNF. ANOVA de uma via revelou um aumento significativo de BDNF 

provocado pela fluoxetina em ambos HIP [F (3, 24) = 3,189, p <0,05] e CPF [F (3, 24) = 5,172, 

p <0,01]. A análise post-hoc indicou que a administração crônica de fluoxetina (10 mg / kg) 

aumentou significativamente a expressão do BDNF no HIP (p <0,01) e no CPF (p <0,05). 

 

 

Fig. 19 O tratamento crônico com fluoxetina aumenta a fosforilação de CREB e BDNF. (a) Western 

blot representativo de fosfo-CREB (p-CREB), CREB total (T-CREB) e imunoconteúdo de β-actina 

(controle de carga); e quantificação da fosforilação CREB (Ser133). (b) Western blot representativo do 

imunoconteúdo de BDNF e de β-actina; e quantificação da expressão do BDNF. Cada gráfico de barras 

expressa dados do HIP (esquerda) e CPF (direita). Os resultados são apresentados como porcentagem 

do controle (considerado 100%) e cada coluna e barra representam a média ± EPM de 7 animais em 

cada grupo. A análise estatística foi realizada por ANOVA de uma via, seguida pelo teste de Duncan. * 

p <0,05 em comparação com o grupo controle (veículo). 
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No próximo conjunto de experimentos, foi avaliada a modulação de AKT e ERK1/2 

em resposta ao tratamento com fluoxetina. Com relação à fosforilação de AKT, a ANOVA de 

uma via revelou um efeito significativo do tratamento com fluoxetina no HIP [F (3, 24) = 2,463, 

p <0,05], mas não no CPF [F (3, 24) = 2,248, p = 0,1086] (Fig. 20a). A análise post-hoc indicou 

que o tratamento com fluoxetina 10 mg/kg aumentou a fosforilação de AKT do hipocampo em 

Ser473 (p <0,05). Em relação à modulação de ERK1/2 (Fig. 20b) a ANOVA de uma via não 

revelou alterações significativas de fosforilação de ERK1 (Thr 202/Tyr 204) nem no HIP [F (3, 

24) = 0,3172, p = 0,8128] nem no CPF [F (3, 24) = 0,3042, p = 0,8221] (Fig. 20c). Da mesma 

forma, a figura 20d mostra que o tratamento crônico com fluoxetina não produziu alterações 

nos níveis de fosforilação de ERK2 (Thr 183/Tyr 185) nem no HIP [F (3, 24) = 0,4894, p = 

0,6929] nem no CPF [F (3, 24) = 0,08310, p = 0,9686]. 
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Fig. 20 A fosforilação de AKT e ERK1/2 após tratamento crônico com fluoxetina. (a) Western blot 

representativo de fosfo-AKT (p-AKT), AKT total (T-AKT) e imunoconteúdo de β-actina (controle de 

carga); e quantificação da fosforilação de AKT (Ser473). (b) Western blot representativo de fosfo-ERK1 
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(p-ERK1), fosfo-ERK2 (p-ERK2), ERK1 total (T-ERK1), ERK2 total (T-ERK2) e imunoconteúdo de 

β-actina (controle de carga). (c) e (d) Quantificação de fosforilação ERK1 (Thr202/Tyr204) e de ERK2 

(Thr183/Tyr185), respectivamente. Cada gráfico de barras expressa dados do HIP (esquerda) e CPF 

(direita). Os resultados estão apresentados como porcentagem do controle (considerado 100%) e cada 

coluna e barra representam a média ± EPM de 7 animais em cada grupo. A análise estatística foi 

realizada por ANOVA de uma via, seguida pelo teste de Duncan. * p <0,05 em comparação com o grupo 

controle (veículo). 

 

Assim, a síntese de resultados que obtivemos com relação ao tratamento crônico com 

fluoxetina está apresentada na figura 21. Como outros estudos da literatura, encontramos 

aumento da fosforilação CREB e conteúdo de BDNF no hipocampo e córtex pré-frontal em 

resposta ao tratamento com fluoxetina. Além disso, foi observada ativação de AKT e aumento 

do conteúdo de Narp no hipocampo, enquanto o conteúdo de Narp diminuiu no córtex pré-

frontal acompanhando uma redução expressiva do conteúdo de GluA4 nesta área. 

 

 

Fig. 21 Representação esquemática do protocolo experimental e principais resultados. As etapas do 

protocolo de tratamento crônico com fluoxetina até a avaliação comportamental e bioquímica estão 

apresentadas de forma esquemática. Figura elaborada com algumas imagens do Mind the Graph®. 
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2.7  DISCUSSÃO 

 

Um estudo de grande impacto (ZANOS et al., 2016) mostrou que o mecanismo de 

ação antidepressivo de cetamina poderia ocorrer através de um metabólito (2S,6S;2R,6R)-

hidroxinorcetamina (HNK), estimulando a expressão de BDNF e modulando receptores 

AMPA, sem um aparente envolvimento de receptores NMDA. Estes achados fortalecem os 

receptores AMPA como possíveis alvos para ação antidepressiva rápida. Apesar dessas 

evidências apontarem para possíveis modulações de subunidades do AMPAR como a GluA4, 

não encontramos alterações no hipocampo e córtex pré-frontal de camundongos tratados com 

cetamina. 

A resposta neuronal em muitas áreas do cérebro, incluindo o córtex cerebral e o 

hipocampo, são coordenadas pelo equilíbrio entre os impulsos sinápticos inibitórios e 

excitatórios coativados (ISAACSON; SCANZIANI, 2011; SOHAL; RUBENSTEIN, 2019; 

YANG; SUN, 2018). A neurotransmissão inibitória e excitatória e seu equilíbrio são críticos 

para a homeostase neuronal; e, portanto, para uma função cerebral normal (FERGUSON; GAO, 

2018). Consequentemente, a identificação e a caracterização funcional dos elementos 

moleculares cruciais em entradas excitatórias e inibitórias é uma etapa crítica para o 

desenvolvimento de estratégias terapêuticas eficazes para muitas doenças neurológicas. Dado 

esse contexto, lançamos um olhar sobre moléculas pouco exploradas na neurobiologia do TDM, 

bem como nas respostas que permeiam o tratamento com antidepressivos. Dessa forma, o 

estudo sugere um novo horizonte de alvos importantes a serem considerados nestes processos. 

Nas últimas décadas, o TNF tem sido usado como um teste de desespero 

comportamental preditivo para avaliar a atividade antidepressiva. Neste paradigma, os roedores 

são submetidos a uma situação aguda de estresse inevitável, e uma redução no tempo de 

imobilidade é considerada um indicativo de atividade antidepressiva (PORSOLT et al., 1978). 

Apesar das limitações associadas a este teste, principalmente por ter apenas validade preditiva, 

o TNF é amplamente utilizado no estudo de compostos antidepressivos e seus mecanismos de 

ação (PETIT-DEMOULIERE; CHENU; BOURIN, 2005). No entanto, compostos que 

aumentam a atividade locomotora em animais podem induzir um resultado falso positivo no 

TNF. Para excluir essa possibilidade, todos os animais foram submetidos ao TCA, e nenhum 

dos tratamentos alterou significativamente a locomoção do animal, validando os resultados 

obtidos no TNF (Fig. 12 e 16). Os dados visualizados na Fig. 16 confirmaram resultados 

anteriores da literatura (CRYAN; PAGE; LUCKI, 2005; DETKE; JOHNSON; LUCKI, 1997; 
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SLATTERY; CRYAN, 2012), que indicou que o tratamento crônico com fluoxetina é capaz de 

diminuir o tempo de imobilidade no TNF sem alterar a locomoção do animal no TCA. Mediante 

esses resultados positivos, passamos para a análise bioquímica. 

Um resultado fundamental do presente estudo é a demonstração de que o tratamento 

crônico com fluoxetina promove uma diminuição significativa da subunidade GluA4 do 

AMPAR no CPF (Fig. 17b). Além disso, o nível de fosforilação de fosfo-GluA4 (Ser862) 

também diminuiu na mesma magnitude (Fig. 17c), acompanhando a perda do conteúdo total. 

Esse resultado explica a observação de que a taxa de fosforilação do GluA4, por si só, não foi 

alterada no CPF em resposta à fluoxetina (Fig. 17d). É importante enfatizar que o gene GluA4 

é regulado positivamente no cérebro de pacientes deprimidos (DURIC et al., 2013). Além disso, 

foi visto em culturas organotípicas de hipocampo de rato que a inserção sináptica de 

subunidades GluA4 é conduzida pela proteína cinase A (PKA) por meio da fosforilação no 

resíduo Ser842 (ESTEBAN et al., 2003). Essa mobilização de AMPARs em direção às sinapses 

é o mecanismo predominante para o fortalecimento sináptico (ATANASOVA; KHARYBINA; 

KAARELA, 2019). Dada a diminuição significativa de GluA4 e seu papel como um receptor 

que pode ativar neurônios GABAérgicos PV+ no CPF (MAHESHWARI; NAHM; NOEBELS, 

2013; PELKEY et al., 2015), podemos supor que o tratamento crônico com fluoxetina pode 

diminuir o tônus GABAérgico levando a um aumento do tônus glutamatérgico nessa área do 

cérebro. Um aumento na neurotransmissão do glutamato pré-frontal induz uma série de 

processos intracelulares como a ativação pós-sináptica das vias de sinalização relacionadas à 

neuroplasticidade (DUMAN et al., 2016) e está bem estabelecido que a sinaptogênese e a 

plasticidade neuronal são mecanismos criticamente envolvidos nos efeitos antidepressivos 

(CASTRÉN; HEN, 2013). 

Nossos resultados também mostram um aumento na expressão de Narp no hipocampo 

de camundongos tratados cronicamente com 10 mg/kg de fluoxetina. Esse dado corrobora o 

fato de que a expressão do gene Narp aumenta justamente no hipocampo (MARIGA et al., 

2015). Desde a descoberta de Narp (TSUI et al., 1996), foi relatado que o hipocampo parece 

ser uma estrutura muito promissora na detecção de diferentes reguladores desta proteína 

(CHANG et al., 2018; LEE et al., 2017; O’BRIEN et al., 1999; RETI et al., 2002; RETI; 

BARABAN, 2000) e que Narp desempenha um papel essencial no controle das propriedades 

da rede hipocampal (PELKEY et al., 2015). Por outro lado, no CPF, os resultados indicaram 

que o tratamento com fluoxetina promoveu uma diminuição no conteúdo de Narp (Fig. 18). 

Uma possível explicação para essa diminuição de Narp poderia estar relacionada à diminuição 
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maciça de GluA4 e fosfo-GluA4 no CPF de camundongos tratados com fluoxetina (Fig. 18b e 

c). Em relação a este conjunto de resultados, é fundamental destacar que cada região cerebral 

exibe um padrão único de expressão gênica após o tratamento antidepressivo crônico (ALME 

et al., 2007). Narp parece estar envolvido em patologias como a depressão, mas ainda não está 

claro como ou em que magnitude (CHAPMAN; SHANMUGALINGAM; SMITH, 2020). Para 

elucidar as diferenças na expressão de Narp no hipocampo e no CPF, estudos futuros utilizando 

técnicas de imunohistoquímica, PCR e transcriptômica serão necessários. 

Narp foi relatado como um IEG contendo o elemento regulador de ação cis CRE 

(elemento de resposta cAMP), que é o alvo transcricional direto da ativação do fator de 

transcrição CREB em resposta, por exemplo, à sinalização de BDNF (MARIGA et al., 2015). 

Além disso, o fator de transcrição CREB está envolvido na expressão de BDNF, considerando 

que seu gene apresenta o elemento CRE, sendo este processo bem reconhecido como uma etapa 

molecular importante para a plasticidade neuronal e sinaptogênese (CASTRÉN; HEN, 2013; 

FLAVELL; GREENBERG, 2008; FUMAGALLI et al., 2005; MARSDEN, 2013; THOENEN, 

1995). A eficácia da administração crônica de medicamentos antidepressivos envolve a 

regulação da expressão gênica de longo prazo por meio da modulação de uma diversidade de 

vias de sinalização (HASSANI et al., 2014; JIN et al., 2017). O fator de transcrição CREB, por 

exemplo, e um de seus genes-alvo, BDNF, podem inclusive mediar respostas terapêuticas a 

antidepressivos. Aqui, após investigar essas proteínas, observamos um aumento na fosforilação 

de CREB (Ser133) no CPF e no HIP após o tratamento crônico com fluoxetina (Fig. 19a). Da 

mesma forma, em ambas as estruturas, observamos um aumento na expressão do BDNF (Fig. 

19b). Nesse sentido, é importante destacar que os pacientes com TDM apresentam expressão 

diminuída de RNAm de CREB no córtex temporal (DOWLATSHAHI et al., 1998) e níveis 

corticais de BDNF diminuídos (CHEN et al., 2001) conforme avaliado em amostras post 

mortem. A administração crônica, mas não aguda com antidepressivos convencionais, aumenta 

significativamente a expressão do BDNF tanto no CPF quanto no HIP (CALABRESE et al., 

2011; COPPELL; PEI; ZETTERSTRÖM, 2003; NIBUYA; MORINOBU; DUMAN, 1995). 

Portanto, os aumentos de CREB e BDNF pelo tratamento com fluoxetina em nosso estudo estão 

de acordo com o papel do BDNF e CREB na neurobiologia do TDM e na resposta 

antidepressiva (CASTRÉN; KOJIMA, 2017; DUMAN; MONTEGGIA, 2006; NIBUYA; 

NESTLER; DUMAN, 1996; RAFA-ZABŁOCKA et al., 2018).  

É bem conhecido que o BDNF via TrkB pode ativar diversas vias de sinalização que 

levam à modulação de muitos alvos proteicos, incluindo o fator de transcrição CREB 
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(CARLEZON; DUMAN; NESTLER, 2005). Assim, a cascata de proteínas cinases ativadas por 

mitógenos (MAPKs) e fosfatidilinositol-3-cinase/proteína cinase B (PI3K/AKT) podem ser 

ativadas por BDNF via TrkB (HUANG; REICHARDT, 2003; MARSDEN, 2013; WANG; 

MAO, 2019). Cabe ressaltar que os níveis de TrkB e a atividade de seus alvos downstream (por 

exemplo, ERK e AKT) são reduzidos em indivíduos suicidas (CASTRÉN; KOJIMA, 2017). 

No presente estudo, mostramos que a administração de fluoxetina (10 mg / kg, p.o.) induziu um 

aumento na fosforilação de AKT no HIP de camundongos (Fig. 20a). Após a fosforilação, AKT 

torna-se ativo e, ao modular as proteínas alvo, facilita a sobrevivência celular, bloqueando a 

morte celular apoptótica, sendo uma enzima de sinalização celular envolvida nas respostas 

comportamentais de vários antidepressivos (BEAULIEU, 2012; DALMAGRO et al., 2019; 

FREITAS et al., 2014; LI et al., 2018). Analisando o CPF, não encontramos alterações na taxa 

de fosforilação desta proteína. No entanto, é importante destacar que o CPF e o HIP apresentam 

diferentes tipos de células e particularidades fisiológicas e metabólicas (CARLÉN, 2017; 

KNIERIM, 2015; SIGURDSSON; DUVARCI, 2016; XU et al., 2019), que poderia justificar 

as diferenças regionais observadas. 

É interessante destacar que os antidepressivos não monoaminérgicos, como a cetamina 

e outros compostos antidepressivos de ação rápida, também ativam a sinalização 

AKT/mTORC1 e aumentam a expressão do BDNF de maneira aguda, promovendo melhora da 

densidade e conectividade sináptica. Os mecanismos subjacentes a essa ação ainda estão em 

debate, mas podem envolver uma inibição primária de NMDARs localizados em interneurônios 

GABAérgicos tonicamente ativos, causando uma diminuição de seu impulso inibitório nas 

células piramidais no hipocampo e no córtex pré-frontal, um efeito que aumenta a excitabilidade 

das células piramidais promovendo a ativação subsequente das vias de sinalização trófica 

(DUMAN, 2014a; DUMAN; SANACORA; KRYSTAL, 2019)(Duman 2014; Duman et al. 

2019a; Widman e McMahon 2020). 

ERK1/2 foram principalmente investigadas e caracterizadas no SNC e na 

fisiopatologia do TDM (WANG; MAO, 2019). Aqui, como mostrado na Fig. 20c e d, nenhuma 

alteração foi detectada na atividade dessas proteínas nem no HIP nem no CPF. Isso pode ser 

devido ao fato de que a fosforilação dessas proteínas é transitória e existem diferenças regionais 

de sinalização ao longo do tempo. Outra possibilidade para esse resultado pode estar 

relacionada ao fato de termos avaliado o HIP e o CPF totais. Pode haver modulações em sub-

regiões específicas dessas estruturas cerebrais, conforme mostrado em outros estudos (RAME 

et al., 2017; WANG; SHAO; WANG, 2018).  
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O presente estudo replicou alguns dos achados de estudos anteriores sobre os efeitos 

da fluoxetina (MONTEGGIA; BJ, 2016; NIBUYA; NESTLER; DUMAN, 1996; THOME et 

al., 2000), mas promoveu descobertas adicionais importantes, que lançam uma nova luz sobre 

os mecanismos de sinalização subjacentes às respostas antidepressivas. Nosso estudo explorou, 

pela primeira vez, o conteúdo e a fosforilação de GluA4 após a administração crônica de 

fluoxetina e fornece evidências da modulação da subunidade GluA4 do AMPAR por este 

antidepressivo. Além disso, exploramos a modulação dos níveis de Narp após 21 dias de 

tratamento com fluoxetina no CPF e no HIP. Observamos que o conteúdo de Narp foi 

aumentado no HIP pela fluoxetina. Por outro lado, seu conteúdo foi diminuído no CPF 

acompanhando a redução expressiva do conteúdo de GluA4 nesta área. Em vista da diminuição 

significativa de GluA4 e seu papel como um receptor que pode ativar neurônios PV+ 

GABAérgicos no CPF (MAHESHWARI; NAHM; NOEBELS, 2013; PELKEY et al., 2015), 

podemos supor que o tratamento crônico com fluoxetina pode diminuir o tônus GABAérgico 

levando a um aumento no tônus glutamatérgico nesta área do cérebro (Fig. 22). 
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Fig. 22 Ilustração esquemática da modulação dos sistemas GABAérgico e glutamatérgico após 

tratamento crônico com fluoxetina (21 dias). Nossos dados experimentais indicam que no córtex pré-

frontal de camundongos há uma diminuição da subunidade AMPAR GluA4 e Narp após um tratamento 

crônico com fluoxetina por 21 dias. O mecanismo proposto é baseado em estudos anteriores que 

demonstram que, em condições de atividade neuronal, a pentraxina Narp é secretada por neurônios 

piramidais e agrupa o GluA4 pós-sináptico em sinapses excitatórias em interneurônios PV+ (Chang et 

al. 2010). Assim, hipotetizamos que a diminuição dos níveis de GluA4 em interneurônios PV+ reduz a 

atividade inibitória dos interneurônios que, por sua vez, diminui o tônus GABAérgico e, 

consequentemente, aumenta o tônus glutamatérgico no córtex pré-frontal. 
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O aumento da sinalização glutamatérgica no cérebro promove o influxo de cálcio pós-

sináptico, mediado por receptores glutamatérgicos, que leva à liberação de BDNF por neurônios 

piramidais (LEPACK et al., 2016; ZHOU et al., 2014). O BDNF extracelular, por sua vez, ativa 

os receptores TrkB na membrana, resultando na estimulação de cascatas de sinalização 

intracelular, incluindo AKT, a enzima cinase do fator de alongamento eucariótico 2 (eEF2K) e 

o complexo 1 da proteína alvo da rapamicina em mamíferos (mTORC1), que em conjunto 

podem resultar em ações sinápticas que contribuem para respostas comportamentais 

antidepressivas (AUTRY et al., 2011; LI et al., 2010). 

 

2.8  CONCLUSÃO 

 

Os resultados deste capítulo destacam a subunidade GluA4 do receptor AMPA e Narp 

como novos alvos que podem participar do mecanismo neuroquímico antidepressivo da 

fluoxetina. Pesquisas futuras serão necessárias para determinar a relação direta dessas proteínas 

com o tratamento antidepressivo. No entanto, nossos dados contribuem para ressaltar a 

importância da modulação de proteínas associadas aos sistemas GABAérgico e glutamatérgico 

além do sistema monoaminérgico. Notavelmente, o estudo destaca a importância de investigar 

a subunidade GluA4 do receptor AMPA, bem como a pentraxina Narp como possíveis alvos 

moleculares implicados no TDM e na resposta a antidepressivos. 
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3 CAPÍTULO II: GLUA4 E NARP NA FISIOPATOLOGIA DA EPILEPSIA DO 

LOBO TEMPORAL MESIAL COM ESCLEROSE HIPOCAMPAL (ELTM-EH) 

 

Neste capítulo, exploramos o papel modulatório da Narp e da subunidade GluA4 do 

receptor AMPA frente à fisiopatologia da epilepsia do lobo temporal mesial com esclerose do 

hipocampo (ELTM-EH) em amostras de humanos e especialmente a resposta destas proteínas frente 

a administração aguda de dexametasona. 

 

3.1  EPILEPSIA DO LOBO TEMPORAL (ELT) 

 

O termo "epilepsia" refere-se a um conjunto de doenças de diferentes etiologias, 

caracterizadas pela ocorrência espontânea e imprevisível de convulsões, ou seja, de sinais e/ou 

sintomas transitórios devido à atividade neuronal anormal excessiva e síncrona no cérebro (FISHER 

et al., 2014). Estudos experimentais e clínicos sobre epilepsias genéticas e lesionais sugerem a 

existência de vários mecanismos patogenéticos comuns, que incluem alterações nas propriedades 

intrínsecas do neurônio e desequilíbrio entre sinais excitatórios (glutamato) e inibitórios (GABA) 

(BIALER; WHITE, 2010). 

A epilepsia ocorre de forma imprevisível e afeta pessoas de todas as idades. Pode incluir 

convulsões generalizadas, que envolvem a atividade epileptiforme que emana de todo o córtex, bem 

como convulsões focais ou parciais, que resultam da atividade epileptiforme de uma única parte do 

córtex (HAUSER, 1992). Uma das formas mais comuns de epilepsia é a epilepsia do lobo temporal, 

frequentemente associada a cicatrizes gliais ou esclerose do hipocampo, onde as convulsões 

normalmente começam. Os mecanismos moleculares subjacentes ao início da crise induzem 

funções celulares prejudicadas. 

A epilepsia do lobo temporal mesial associada à esclerose do hipocampo (ELTM-EH) é 

caracterizada por crises recorrentes espontâneas, perda de células neuronais e gliose no hipocampo 

e amígdala (BANERJEE; FILIPPI; ALLEN HAUSER, 2009; WIESER, 2004). A ELTM-EH é a 

síndrome epiléptica mais comum passível de tratamento cirúrgico. Como a cirurgia envolve uma 

ressecção padronizada das estruturas neocortical e mesial do lobo temporal, ela oferece uma 

oportunidade ética de obtenção de amostras humanas, em condições bem controladas, para 

investigar o estado de fosforilação de proteínas. 
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3.2  ALTERAÇÕES NEUROQUÍMICAS 

 

Em modelos animais e pacientes com diferentes formas de epilepsia foram 

identificadas mutações genéticas ou alterações funcionais que levam à perda da função da 

neurotransmissão GABAérgica (alterações na síntese ou liberação de receptores GABA) ou 

ganho de função da neurotransmissão glutamatérgica (alterações nos receptores de glutamato 

ou recaptação) (BIALER; WHITE, 2010). Devido à função central dos AMPARs na 

neurotransmissão excitatória rápida, esses receptores podem desempenhar um papel 

proeminente no desenvolvimento e geração de convulsões (BRACEY et al., 2009; MAAS et 

al., 2006; PORTER; CUI; BROOKS-KAYAL, 2006). 

A análise de tecidos cerebrais humanos post-mortem tem demonstrado redução da 

densidade e imunorreatividade de células PV+ em focos epilépticos no hipocampo e no neocórtex 

(ANDRIOLI et al., 2007; FERRER et al., 1994; SLOVITER et al., 1991). 

O córtex pré-frontal (CPF), a amígdala (AMG) e o hipocampo (HIP) são as principais 

estruturas cerebrais que medeiam estados de estresse e medo. O estresse pode ser útil ou 

prejudicial, dependendo de sua intensidade, duração e características pessoais. Os 

glicocorticóides (GCs) liberados durante as respostas ao estresse têm efeitos em todo o cérebro, 

com particular importância nas estruturas límbicas (CONRAD, 2008; GRAY et al., 2017; 

ZALETEL; FILIPOVIĆ; PUŠKAŠ, 2016).  

Em roedores, o estresse e a liberação excessiva de GC reduzem a plasticidade sináptica 

e as espinhas dendríticas no PFC e HIP, prejudicam a neurogênese hipocampal e aumentam a 

plasticidade sináptica e as alterações dendríticas na AMG, que têm sido associadas a 

anormalidades comportamentais. A sensibilidade do cérebro, particularmente o sistema 

límbico, aos GCs, como a dexametasona, pode contribuir para a alta incidência de efeitos 

colaterais neuropsiquiátricos relacionados aos GCs (CIRIACO et al., 2013; DROZDOWICZ; 

BOSTWICK, 2014; KAZI; HOQUE, 2021; WARRINGTON; BOSTWICK, 2006). 

 

3.3  OBJETIVO ESPECÍFICO 

 

O objetivo aqui foi determinar, no córtex, amígdala e hipocampo, a distribuição das 

proteínas Narp, GluA4 e outras proteínas classicamente envolvidas em neuroplasticidade 

(CREB, BDNF, TrkB e calcineurina), bem como verificar a modulação dessas proteínas por 
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dexametasona nas amostras de pacientes humanos epilépticos que foram submetidos ao 

tratamento cirúrgico, por serem refratários aos tratamentos clínicos disponíveis. 

 

3.4  MÉTODOS 

 

3.4.1  Pacientes 

 

O estudo inclui 36 pacientes adultos com ELTM-EH resistentes aos medicamentos, dos 

quais 28 foram tratados cirurgicamente entre maio de 2009 e dezembro de 2012 e 8 foram 

tratados cirurgicamente no ano de 2017 no Centro de Epilepsia do Estado de Santa Catarina 

(CEPESC). Esses pacientes participaram de um estudo prospectivo sobre marcadores de 

plasticidade sináptica em ELTM-EH. Todos eles tiveram convulsões que prejudicaram a 

consciência pelo menos uma vez por mês (média de 7,5 por mês), apesar do tratamento 

adequado, com pelo menos dois medicamentos antiepilépticos em monoterapia. Todos os 

pacientes tinham histórico médico completo, informações sobre a semiologia das crises, exames 

neurológicos, avaliação psiquiátrica e neuropsicológica, eletroencefalograma de superfície 

interictal e ictal e imagens de ressonância magnética consistentes com ELTM-EH unilateral. 

 

3.4.2  Protocolo de anestesia 

 

O protocolo anestésico utilizado, exceto o tratamento com dexametasona, foi o mesmo 

para todos os pacientes. A anestesia começou entre 7h30 e 8h30 com bolus intravenoso (i.v.) 

de propofol (2 mg/kg), fentanil (2 μg/kg) e rocurônio (0,9 mg/kg) seguido por remifentanil (0,1 

a 0,2 μg/kg) e inalação de isofluorano (0,5 a 0,6 de concentração mínima alveolar). A hidratação 

foi feita com infusão contínua de solução salina isotônica a uma taxa de 1,2 ml/kg/hora (i.v.) 

mais metade do volume de diurese. A cefalotina (30 mg/kg) foi administrada 30 minutos antes 

do início da anestesia e repetida 4 horas mais tarde, depois da coleta das amostras de tecido 

cerebral. A analgesia foi complementada com morfina 0,1 mg/kg 30 min antes do final da 

cirurgia. As drogas antiepilépticas (DAEs) orais foram mantidas até o dia da cirurgia (dose às 

6 h da manhã) e reintroduzidas logo após a recuperação do paciente da anestesia. Os pacientes 

que não faziam tratamento com fenitoína, receberam o fármaco (20 mg/kg, i.v.) 12 h antes da 

cirurgia e uma dose suplementar (5 mg/kg, i.v.) depois que as amostras de tecido cerebral foram 
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coletadas. Os pacientes que já faziam uso de fenitoína receberam apenas a respectiva dose oral 

matinal (às 6 h da manhã) e a dose adicional após a coleta das amostras de tecido cerebral. 

 

3.4.3  Tratamento com dexametasona (DEXA) 

 

Estas análises foram feitas com as amostras dos 28 pacientes tratados cirurgicamente 

entre maio de 2009 e dezembro de 2012. Depois dos primeiros 10 pacientes serem submetidos 

ao processo cirúrgico, a equipe de anestesiologia decidiu modificar o protocolo de anestesia e 

passou a usar DEXA (10 mg, bolus i.v.) imediatamente após a intubação, como terapia 

adjuvante anti-inflamatória e antiemética para os 18 pacientes subsequentes. Com isso, temos 

dois grupos: pacientes que não receberam DEXA (n = 10) e pacientes que receberam DEXA (n 

= 18). A inclusão de DEXA no protocolo não foi baseada em nenhum dado clínico. A dose de 

DEXA foi calculada dividindo 10 mg pelo respectivo peso do paciente e administrada, portanto, 

em mg/kg para cada paciente. A dose média de DEXA foi de 0,1575 mg/kg. Embora este GC 

seletivo difira do cortisol endógeno em muitos aspectos de sua atividade transcricional, esta 

dose representa cerca de 27 vezes a secreção diária de cortisol em humanos adultos. 

 

3.4.4  Cirurgia, variáveis transoperatórias e clínicas e amostragem do tecido 

cerebral 

 

As cirurgias e coleta de tecido - córtex (CTX), hipocampo (HIP) e amígdala (AMG) - 

foram realizadas pelo mesmo neurocirurgião, equipe médica e investigador principal conforme 

descrito anteriormente (Ronsoni et al., 2016). As amostras são oriundas do tecido cerebral 

removido durante um procedimento padrão de lobectomia anterior e temporal e, imediatamente 

após a coleta, foram congeladas em nitrogênio líquido. Em seguida, as amostras foram 

transferidas para um freezer a −80°C onde ficaram armazenadas até as análises bioquímicas. A 

ressecção do lobo temporal lateral anterior incluiu os giros temporais médio e inferior 

estendidos até 4 cm posterior do pólo temporal. Antes da ressecção neocortical temporal, 

aproximadamente 1 cm2 de amostra cortical localizada 3 cm posterior ao pólo temporal foi 

dissecada suavemente da substância branca através de um bisturi sem termocoagulação prévia. 

Após avaliação da região mesial temporal, dois terços da AMG foram coletados incluindo as 

regiões basal e lateral. Após a ressecção da AMG, o HIP foi removido e sua cabeça e parte do 

corpo foram rapidamente dissecadas em vidro refrigerado com gelo. Registrou-se, em cada 
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caso, o tempo de manipulação do HIP desde o início da eletrocoagulação até a sua ressecção 

completa. Os parâmetros hemodinâmicos e respiratórios (gasometria arterial, eletrólitos, 

hematócrito, hemoglobina, pressão arterial média, frequência cardíaca e respiratória), 

controlados durante a coleta de AMG e HIP, permaneceram estáveis durante todos os 

procedimentos. Não ocorreu nenhuma complicação transoperatória. O tempo decorrido desde 

o início da anestesia até a ressecção de cada amostra também foi controlado. 

Há diversas variáveis clínicas além dos muitos dados demográficos, psiquiátricos, 

clínico-patológicos, cirúrgicos, eletrofisiológicos, de neuroimagem e moleculares coletados de 

pacientes submetidos à lobectomia temporal anterior-mesial para tratamento de epilepsia de 

difícil controle, no CEPESC e HU. As variáveis clínicas controladas incluíram sexo, raça, lado 

da esclerose hipocampal, idade, duração da doença (em anos), idade de início das crises 

convulsivas recorrentes, comorbidades psiquiátricas e qualidade de vida. Os medicamentos 

antiepilépticos utilizados foram carbamazepina (CBZ), fenobarbital (PNB), difenilhidantoina 

(DPH), ácido valpróico (VA), lamotrigina (LMT) ou topiramato (TPM), associados ou não a 

benzodiazepínicos (clobazam ou clonazepam).  

O protocolo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos da 

Universidade Federal de Santa Catarina (nº 365-FR304969), foi obtido o consentimento 

informado por escrito dos pacientes e todos os procedimentos foram realizados em 

conformidade com o Código de Ética da Associação Médica Mundial (Declaração de Helsinki) 

para experimentos que envolvem seres humanos. 

 

3.4.5  Análises neuroquímicas 

 

A análise bioquímica foi cega para todos os dados clínicos. As amostras foram 

colocadas em nitrogênio líquido e armazenadas a -80 °C até o uso. Os procedimentos de western 

blot foram realizados conforme descrito anteriormente (Gonçalves et al., 2017). 

 

3.4.5.1  Preparação das amostras 

 

Todas as amostras de tecido cerebral (CTX, AMG e HIP) dos pacientes com ELT 

tratados cirurgicamente foram homogeneizadas pelo mesmo pesquisador (Lopes et al., 2016) 

com base no procedimento descrito por Oliveira et al. (2008). As amostras foram pesadas e 

homogeneizadas mecanicamente na proporção de 1/4 (p/v) em tampão com 100 mM de NaF, 
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50 mM de Tris (pH 7,0), 2 mM de Na3VO4, 1 mM de EDTA, 0,1 mM de PMSF, 10% de glicerol 

e 1% de Triton X-100, além do coquetel inibidor de proteases Amresco® (concentração de 

trabalho 0,5 mM AEBSF, 0,3 μM de aprotinina, 50 μM de EDTA, 10 μM de bestatina, 10 μM 

de E-64, 10 μM de leupeptina). Posteriormente, os lisados foram centrifugados a 4° C (3.000g 

por 2 min e, na sequência, 10.000g por 10 min) para eliminação dos restos celulares. Os 

sobrenadantes foram diluídos 1/1 (v/v) com solução Tris 100 mM (pH 6,8), EDTA 4 mM e 

SDS 8% e rapidamente colocados em banho seco a 100 °C durante 5 min. Em seguida, o tampão 

(40% de glicerol, 100 mM de Tris e azul de bromofenol, pH 6,8) foi adicionado a uma razão de 

25:100 (v/v) bem como o β-mercaptoetanol a uma concentração final de 8%. 

Com o objetivo de minimizar os vieses entre os dias de preparação, que pudessem 

causar variação nos experimentos de western blot e levando em consideração que para estas 

amostras cerebrais de humanos não há grupo controle, foi criado uma amostra chamada de 

balizador (BLZ). O balizador foi feito com amostras de hipocampo de pacientes (pool de 3 

amostras) seguindo o mesmo protocolo de preparação das demais amostras. O BLZ é um 

controle interno valioso. Esta amostra é aplicada em todas as eletroforeses realizadas e, 

portanto, nos permite fazer comparações e correlações entre as proteínas analisadas nas diversas 

estruturas cerebrais e em diferentes membranas de WB. 

 

3.4.5.2  Dosagem de proteínas 

 

O conteúdo de proteína foi estimado pelo método de Lowry modificado descrito por 

Peterson (1977) usando albumina de soro bovino como padrão de proteína. 

 

3.4.5.3  Eletroforese 

 

As amostras foram submetidas à eletroforese em mini géis de SDS-PAGE 10% ou 

12% (eletroforese em gel de poliacrilamida 10% ou 12% contendo dodecil sulfato de sódio). 

Para este momento de separação das proteínas, a mesma quantidade de proteína (70 μg de 

proteína total por poço) de cada amostra foi aplicada com uma seringa Hamilton®. 

 

3.4.5.4  Eletrotransferência 
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Após a eletroforese, os géis foram submetidos ao processo de eletrotransferência onde 

as proteínas foram transferidas para membranas de nitrocelulose usando um aparelho semi-dry 

(1,2 mA/cm2). Ao final, as membranas foram coradas com coloração de Ponceau 0,5% em 

ácido acético 1% para verificar a eficiência do processo de transferência. 

 

3.4.5.5  Imunodetecção 

 

As membranas foram incubadas em uma solução de bloqueio contendo 3% de 

albumina de soro bovino (BSA) em solução salina tamponada com Tris (TBS) (Tris 10 mM, 

NaCl 150 mM, pH 7,5) por 1 h em temperatura ambiente, e os alvos foram detectados após 

incubação overnight (4 °C) com anticorpos específicos diluídos em TBS com 1% Tween-20 

(TBS-T) contendo 2% BSA. Os anticorpos primários produzidos em coelho utilizados no 

estudo foram: fosfo-CREB (Cell Signaling®, 1: 1000), total-CREB (Cell Signaling®, 1: 1000), 

BDNF (Santa Cruz Biotechnology®, 1: 1000), Narp (Thermo Scientific®, 1: 1000), fosfo-GluA4 

(Thermo Scientific®, 1: 1000), total-GluA4 (Thermo Scientific®, 1: 1000), fosfo-TrkB (Cell 

Signaling®, 1: 1000), total-TrkB (Cell Signaling®, 1: 1000), Calcineurina (Cell Signaling®, 1: 

2000) e o anticorpo primário produzido em camundongo utilizado foi: β-actina (Santa Cruz 

Biotechnology®, 1: 2500). No dia seguinte, as membranas foram incubadas por 1 h em 

temperatura ambiente com o anticorpo secundário conjugado com peroxidase correspondente 

anti-IgG de coelho e anti-IgG de camundongo (Millipore® 1: 2500) para detectar proteínas por 

quimioluminescência intensificada. 

Após as etapas de bloqueio e incubação, as membranas foram lavadas três vezes (5 

min) com TBS-T. Para detectar as formas fosforiladas e totais na mesma membrana, os 

imunocomplexos foram removidos com uma solução de NaOH 0,2N, conforme descrito 

anteriormente (Freitas et al., 2014; Peres et al., 2013). As membranas sem imunocomplexos 

foram bloqueadas e seguiram as mesmas etapas descritas anteriormente. A densidade óptica 

(DO) das bandas foi quantificada usando o software Image Lab® 4.1 (Bio-Rad Laboratories). 

Os níveis de fosforilação foram determinados pela razão de DO das bandas fosforiladas sobre 

DO das bandas totais. Os imunoconteúdos foram determinados pela razão de DO das bandas 

totais sobre a DO das bandas de β-actina. Os resultados estão expressos como valores relativos 

em comparação com o balizador (100%). 

 

Quadro 2. Anticorpos utilizados no estudo com amostras de humanos. 



78 

 

Anticorpo 

Peso 

Molecular 

(proteína 

alvo) 

Diluição Fabricante (nº catálogo) 

BDNF 14 KDa 1:1000 Santa Cruz (SC546) 

β-Actina 45 KDa 1:5000 Santa Cruz (SC47778) 

Calcineurina A PAN 59 KDa 1:2000 Cell Signaling (2614S) 

CREB Total 43 KDa 1:1000 Cell Signaling (9197S) 

CREB Phospho (Ser133) 43 KDa 1:1000 Cell Signaling (9198S) 

GRIA4 Total 100 KDa 1:1000 Thermo-Invitrogen (PA524217) 

GluR4 Phospho (Ser862) 100 KDa 1:1000 Thermo-Invitrogen (PA536807) 

NPTX2 47 KDa 1:1000 Thermo-Invitrogen (PA520521) 

TrkB Total 140 KDa 1:1000 Cell Signaling (4603S) 

TrkB Phospho (Tyr706/707) 140 KDa 1:1000 Cell Signaling (4621S) 

 

3.4.6  Análise estatística 

 

Os dados são expressos como média ± erro padrão da média (EPM). As comparações 

entre as amostras de CTX, AMG e HIP quanto à distribuição das proteínas foram realizadas por 

análise de variância (ANOVA) seguida pelo teste post-hoc de Duncan. As comparações entre 

modulações neuroquímicas e variáveis dos pacientes frente ao tratamento com DEXA foram 

analisadas pelo teste t de Student. As variáveis independentes que mostraram uma distribuição 

não paramétrica pelo teste de Kolmogorov-Smirnov foram analisadas pelo Teste U Mann-

Whitney. Um valor de p <0,05 foi considerado significativo. A análise estatística foi realizada 

no Statistica® (versão 7, Software StatSoft, Palo Alto, CA, EUA) e os gráficos foram 

construídos no GraphPad Prism® (versão 6, GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). As 

correlações com variáveis clínicas foram realizadas usando o Statistica® (versão 7, Software 

StatSoft, Palo Alto, CA, EUA) e o programa SPSS 17. 

 

3.5  RESULTADOS 

 

3.5.1  Modulações de GluA4, Narp e outras proteínas no córtex, amígdala e 

hipocampo de pacientes com ELTM-EH 
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Tendo em vista que animais nocaute para Narp apresentam evidente predisposição 

para apresentarem crises epilépticas (Chang et al., 2010) investigamos, inicialmente, o 

imunoconteúdo dessa proteína nas amostras de HIP, AMG e CTX dos pacientes com epilepsia 

refratária com esclerose hipocampal mesial, submetidos à neurocirurgia.  

Observamos que o conteúdo relativo (% do balizador) da proteína Narp é maior no 

HIP [F (2, 105) = 3,121, p <0,01], confirmado por análise post-hoc, que indicou uma diferença 

significativa da expressão dessa proteína no HIP (p <0,01) em relação ao CTX (Fig. 23). 

 

 

Fig. 23 Modulação de Narp em amostras de córtex (CTX), amígdala (AMG) e hipocampo (HIP) de 

pacientes com ELTM-EH. Western blot representativo do imunoconteúdo de Narp e β-actina; e 

quantificação da expressão de Narp. Os resultados estão apresentados como porcentagem do balizador 

(considerado 100%) e cada coluna e barra representam a média ± EPM de 36 pacientes. A análise 

estatística foi realizada por ANOVA de uma via, seguida pelo teste de Duncan. ** p <0,01 

 

Tendo em vista a relação com Narp, também analisamos o conteúdo e a fosforilação 

da subunidade GluA4 do AMPAR. Ao analisar o conteúdo total de GluA4 (total-GluA4/β-

actina), foi observado uma diferença significativa no conteúdo relativo (% do balizador) da 

subunidade GluA4 [F (2, 105) = 25,11, p <0,0001], confirmado por análise post-hoc, que 

indicou uma expressão maior no CTX em relação às outras estruturas (p <0,0001) e maior na 

AMG em relação ao HIP (p <0,05) (Fig. 24b). Além disso, observou-se uma diferença 

significativa no nível de fosforilação da subunidade GluA4 Ser862 [F (2, 105) = 28,10, p 
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<0,0001], confirmado por análise post-hoc, que indicou um maior nível de fosforilação do CTX 

(p <0,0001) com relação à AMG e o HIP (Fig. 24c). Também observamos que o nível de 

fosforilação na AMG é significativamente maior que no HIP (p <0,01). Ao analisar a taxa de 

fosforilação da subunidade Ser862 de GluA4 (fosfo-GluA4/total-GluA4), a ANOVA de uma 

via revelou uma diferença significativa [F (2, 105) = 6,069, p <0,01]. A análise post-hoc indicou 

uma maior taxa de fosforilação no CTX (p <0,001) e na AMG (p <0,01) com relação ao HIP 

(Fig. 24a). 

 

 

Fig. 24 Modulação de GluA4 em amostras de córtex (CTX), amígdala (AMG) e hipocampo (HIP) de 

pacientes com ELTM-EH. (a) Western blot representativo de fosfo-GluA4 (p-GluA4) e GluA4 total (T-

GluA4); e quantificação da taxa de fosforilação de GluA4 (Ser862). (b) Western blot representativo de 

GluA4 total (T-GluA4) e β-actina; e quantificação da expressão de GluA4 em comparação com a β-

actina. (c) Western blot representativo de fosfo-GluA4 (p-GluA4) e β-actina; e quantificação da 

fosforilação de GluA4 (Ser862), em comparação com a β-actina. Os resultados estão apresentados como 
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porcentagem do balizador (considerado 100%) e cada coluna e barra representam a média ± EPM de 36 

pacientes. A análise estatística foi realizada por ANOVA de uma via, seguida pelo teste de Duncan. * p 

<0,05, ** p <0,01, *** p <0,001 e **** p <0,0001 

 

Nesse contexto, verificamos também a modulação das proteínas CREB e BDNF. 

Observamos que o conteúdo relativo (% do balizador) da proteína BDNF é maior na AMG em 

relação ao HIP (p <0,05) (Fig. 25b). Também observamos uma tendência (p = 0,0539) de o 

conteúdo relativo de BDNF ser maior na AMG em relação ao CTX. Em contrapartida, não 

observamos diferenças na taxa de fosforilação de CREB Ser133 entre as estruturas [F (2, 105) 

= 1,004, p = 0,3699] (Fig. 25a). Também não houve alteração do conteúdo total [F (2, 105) = 

0,8904, p = 0,4136] e nível de fosforilação da proteína CREB [F (2, 105) = 1,746, p = 0,1794] 

entre nenhuma das estruturas analisadas (gráficos não mostrados). 

 

 

Fig. 25 . Modulação de CREB e BDNF em amostras de córtex (CTX), amígdala (AMG) e hipocampo 

(HIP) de pacientes com ELTM-EH. (a) Western blot representativo de fosfo-CREB (p-CREB), CREB 

total (T-CREB) e imunoconteúdo de β-actina (controle de carga); e quantificação da taxa de fosforilação 

CREB (Ser133). (b) Western blot representativo do imunoconteúdo de BDNF e de β-actina; e 

quantificação da expressão do BDNF. Os resultados estão apresentados como porcentagem do balizador 

(considerado 100%) e cada coluna e barra representam a média ± EPM de 36 pacientes. A análise 

estatística foi realizada por ANOVA de uma via, seguida pelo teste de Duncan. * p <0,05 

 

No próximo conjunto de experimentos, avaliamos a modulação de TrkB (Fig. 26) e 

observamos que o nível de fosforilação de TrkB em Tyr706/707 é bem maior no CTX (p < 
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0,0001) em relação à AMG e HIP (Fig. 26c) e a taxa de fosforilação de TrkB (fosfo-TrkB/total-

TrkB) encontra-se aumentada na AMG (p <0,05) em relação ao CTX e HIP (Fig. 26a). A 

ANOVA de uma via também revelou diferenças no conteúdo relativo (% do balizador) de TrkB 

[F (2, 105) = 26,02, p <0,0001] confirmado por análise post-hoc, que indicou maior expressão 

dessa proteína no CTX (p <0,0001) com relação à AMG e HIP (Fig. 26b). 

 

 

Fig. 26 Modulação de GluA4 em amostras de córtex (CTX), amígdala (AMG) e hipocampo (HIP) de 

pacientes com ELTM-EH. (a) Western blot representativo de fosfo-TrkB (p-TrkB) e TrkB total (T-

TrkB); e quantificação da taxa de fosforilação de TrkB (Tyr706/707). (b) Western blot representativo 

de TrkB total (T-TrkB) e β-actina; e quantificação da expressão de TrkB em comparação com a β-actina. 

(c) Western blot representativo de fosfo-TrkB (p-TrkB) e β-actina; e quantificação da fosforilação de 

TrkB (Tyr706/707), em comparação com a β-actina. Os resultados estão apresentados como 

porcentagem do balizador (considerado 100%) e cada coluna e barra representam a média ± EPM de 36 
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pacientes. A análise estatística foi realizada por ANOVA de uma via, seguida pelo teste de Duncan. * p 

<0,05 e **** p <0,0001 

 

Por fim, analisamos o imunoconteúdo de Calcineurina e através da ANOVA de uma 

via percebemos que há diferenças no conteúdo relativo (% do balizador) dessa proteína [F (2, 

105) = 2,044, p <0,01]. A análise post-hoc indicou uma maior expressão de Calcineurina no 

CTX (p <0,001) em relação à AMG (Fig. 27). Também observamos uma tendência (p = 0,0936) 

de o conteúdo relativo de calcineurina ser maior no CTX em relação ao HIP. 

 

 

Fig. 27 Modulação de Calcineurina em amostras de córtex (CTX), amígdala (AMG) e hipocampo (HIP) 

de pacientes com ELTM-EH. Western blot representativo do imunoconteúdo de calcineurina e β-actina; 

e quantificação da expressão de Calcineurina. Os resultados estão apresentados como porcentagem do 

balizador (considerado 100%) e cada coluna e barra representam a média ± EPM de 36 pacientes. A 

análise estatística foi realizada por ANOVA de uma via, seguida pelo teste de Duncan. ** p <0,01 

 

Assim, a síntese de resultados que obtivemos com relação à expressão e fosforilação 

de proteínas nas amostras de pacientes com ELTM-EH está apresentada na figura 28. 
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Fig. 28 Representação esquemática dos principais resultados. As amostras de córtex (CTX), amígdala 

(AMG) e hipocampo (HIP) foram coletadas e as análises bioquímicas realizadas posteriormente. 

Observamos que, no comparativo entre as estruturas cerebrais, o conteúdo relativo (% do balizador) de 

Narp é maior no HIP, BDNF é maior na AMG e GluA4 é mais proeminente no CTX. Já a taxa de 

fosforilação de GluA4 está mais proeminente no CTX e AMG. Além disso, há um conteúdo relativo 

maior de TrkB e Calcineurina no CTX. A taxa de fosforilação de TrkB encontra-se aumentada na AMG 

em comparação com as outras estruturas. 

 

3.5.2  O efeito da administração de dexametasona na modulação de GluA4 e 

Narp 

 

Considerando que os GCs têm efeitos em todo o cérebro, principalmente nas estruturas 

límbicas como CTX, AMG e HIP, também decidimos investigar a possível diferença entre os 

pacientes que receberam e os que não receberam tratamento com dexametasona na modulação 

das proteínas de interesse.  

Os efeitos da administração de DEXA sobre os alvos GluA4, Narp e CREB no CTX, 

AMG e HIP de pacientes com ELTM-EH são apresentados na tabela 1. A análise estatística 

indicou aumento na fosforilação de GluA4 e na expressão de Narp no hipocampo de pacientes 

que receberam dexametasona. Além disso, também foram observadas modulações no CREB. 

Apesar de haver um aumento no imunoconteúdo de CREB (Total-CREB), observamos uma 
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diminuição significativa na taxa de fosforilação dessa proteína no hipocampo de pacientes que 

receberam dexametasona. No córtex e amígdala não foram encontradas alterações. 

 

Tabela 1 Modulação das proteínas no córtex, amígdala e hipocampo de pacientes com epilepsia 

do lobo temporal mesial tratados cirurgicamente que receberam ou não tratamento com 

dexametasona (DEXA). 

Os valores são apresentados como média ± EPM de 28 pacientes. A análise estatística foi realizada 

utilizando o teste t de Student. * p < 0,05. a Variáveis independentes que mostraram uma distribuição não 

paramétrica pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e foram analisadas pelo Teste U Mann-Whitney. 

 

Diante das modulações observadas, decidimos analisar se esses resultados estariam 

associados com variáveis clínicas, cirúrgicas, demográficas, neurorradiológicas, 

neurofisiológicas dos pacientes (tabela 2). A correlação entre essas variáveis indicou diferenças 

significativas (p <0,05) entre os pacientes que receberam ou não tratamento com DEXA para 

Variáveis 
 

Todos os casos 

n = 28 
 

Não receberam 

DEXA 

n = 10 

 

Receberam 

DEXA 

n = 18 

 Valor de p 

CÓRTEX 
       

 

P-GluA4  129.3 (3.9)  127.2 (6.5)  130.5 (5.0)    0.83 a 

Narp  95.8 (7.0)  82.9 (8.8)  103.0 (9.5)  0.17 

P-CREB  109.2 (19.4)  84.2 (30.9)  123.1 (24.9)    0.27 a 

AMÍGDALA         

P-GluA4  130.5 (10.4)  142.8 (22.6)  123.7 (10.5)   0.80 a 

Narp  109.2 (14.6)  87.4 (17.1)  121.4 (20.5)    0.31 a 

P-CREB  86.0 (9.4)  79.0 (16.6)  89.8 (11.6)  0.58  

HIPOCAMPO         

P-GluA4  94.3 (9.2)  63.0 (14.9)  111.7 (9.8)    0.03 a 

Narp  137.0 (12.9)  101.8 (19.0)  156.6 (15.6)  0.04 

P-CREB  90.1 (9.7)  117.3 (20.6)  75.0 (8.5)  0.03  

Total-GluA4  89.5 (12.0)  82.1 (22.2)  93.6 (14.4)    0.87 a 

Total-CREB  75.9 (18.2)  39.3 (15.7)  96.3 (26.0)    0.02 a 

GFAP  105.0 (1.4)  102.7 (1.8)  106.3 (1.9)  0.23 
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os seguintes pontos: Regime de Drogas Antiepilépticas (DAEs), Frequência mensal de 

convulsões e Glicose. Além disso, há uma tendência de diferença para as variáveis HCO3 (p = 

0,06) e Sódio (p = 0,09).  As variáveis sexo (p = 0,10), esclerose hipocampal (p = 0,11) e ácido 

lático (p = 0,11) também chamaram a atenção e exigem análises mais detalhadas. 

Outra variável importante que apresentou uma tendência de diferença entre as 

amostras foi o tempo de armazenamento das amostras (meses). Os resultados mostram que as 

amostras dos pacientes que não receberam DEXA ficaram armazenadas por mais tempo do que 

as dos pacientes que receberam DEXA. 

 

Tabela 2 Variáveis clínicas, cirúrgicas, demográficas, neurorradiológicas, neurofisiológicas de pacientes 

com epilepsia do lobo temporal mesial tratados cirurgicamente que receberam ou não tratamento com 

dexametasona (DEXA). 

Variáveis  

Todos os 

casos 

n = 28 

 

Não receberam 

DEXA 

n = 10 

 

Receberam 

DEXA 

n = 18 

 

Valor 

de p 

Sexo         

Feminino  18 (64.3)  04 (40.0)  14 (77.8)   

Masculino  10 (35.7)  06 (60.0)  04 (22.2  0.10 

Raça         

Caucasiana  24 (85.7)  09 (90.0)  15 (83.3)   

Outros  04 (14.3)  01 (10.0)  03 (16.7)  1.0 

Estado civil         

Solteiro  15 (53.6)  07 (70.0)  08 (44.4)   

Casado  09 (32.1)  02 (20.0)  07 (38.9)   

Divorciado ou Viúvo  4 (14.3)  01 (10.0)  03 (16.7)  0.43 

Atividade de trabalho atual         

Trabalhando  09 (32.1)  04 (40.0)  05 (27.8)   

Do lar  06 (21.4)  01 (10.0)  05 (27.8)   

Seguro de saúde  07 (25.0)  01 (10.0)  06 (33.3)   

Não está trabalhando  
06 

(21.24) 
 04 (40.0)  02 (11.1)  0.16 
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Histórico de IPI         

Não  06 (21.4)  03 (20.0)  04 (22.2)   

Sim  22 (78.6)  08 (80.0)  14 (77.8)  0.89 

Esclerose hipocampal         

Lado direito  13 (46.4)  03 (30.0)  11 (61.1)   

Lado esquerdo  15 (53.6)  07 (40.0)  07 (38.9)  0.11 

Regime de DAEs         

Monoterapia  9 (32.1)  06 (60.0)  03 (16.7)   

Duas ou mais drogas  19 (67.9)  04 (40.0)  15 (83.3)  0.03 

Benzodiazepínicos         

Sim  13 (46.4)  06 (60.0)  07 (38.9)   

Não  15 (53.6)  04 (40.0)  11 (63.1)  0.43 

Drogas antiepilépticas         

Carbamazepina         

Não  05 (17.9)  03 (30.0)  02 (11.1)   

Sim  23 (82.1)  07 (70.0)  16 (88.9)  0.31 

Fenobarbital         

Não  18 (64.3)  08 (80.0)  10 (55.6)   

Sim  10 (35.7)  02 (20.0)  08 (44.4)  0.25 

Difenilhidantoina         

Não  25 (89.3)  10 (10.0)  15 (83.3)   

Sim  03 (10.7)  0  02 (16.7)  0.53 

Ácido valpróico         

Não  25 (89.3)  09 (90.0)  16 (88.9)   

Sim  03 (10.7)  01 (10.0)  02 (11.1)  1.0 

Lamotrigina         

Não  24 (85.7)  08 (80.0)  16 (88.9)   

Sim  04 (14.3)  02 (20.0)  02 (11.1)  0.60 

Topiramato         

Não  26 (92.9)  10 (100.0)  16 (88.9)   

Sim  02 (7.1)  0  02 (11.1)  0.52 
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Dominância manual         

Destro  26 (92.9)  09 (90.0)  17 (94.4)   

Canhoto  02 (7.1)  01 (10.0)  01 (5.6)  1.0 

Comorbidades psiquiátricas         

Sem diagnóstico  14 (50.0)  04 (40.0)  10 (55.6)   

Desordem depressiva  8 (28.6)  02 (20.0)  06 (33.3)   

Transtorno de ansiedade  02 (7.1)  01 (10.0)  01 (5.6)   

Outras condições 

psiquiátricas a 
 04 (14.3)  03 (30.0)  01 (5.6)  0.31 

  Média (E.P.M.)   

Idade (anos)  
36.9 

(2.1) 
 33.4 (3.6)  38.8 (2.6)  0.24 

Educação (anos)  6.7 (0.6)  6.0 (1.1)  7.1 (0.7)  0.40 

Duração da doença (anos)  
24.4 

(1.9) 
 23.7 (0.9)  24.8 (2.6)  0.79 

Frequência mensal de 

convulsões 
 9.6 (1.7)  4.2 (0.9)  12.6 (2.4)  0.02 

QOLIE-31  
33.2 

(2.9) 
 35.6 (4.4)  31.8 (3.9)  0.55 

Parâmetros intraoperacionais         

Pressão arterial média  
68.3 

(1.8) 
 66.2 (3.0)  69.3 (2.3)  0.45 

Frequência cardíaca  
73.8 

(2.4) 
 70.3 (4.1)  75.6 (2.9)  0.30 

Frequência respiratória  
11.6 

(0.3) 
 11.7 (0.5)  11.5 (0.4)  0.75 g 

Análise bioquímica do sangue         

pH  
7.42 

(0.01) 
 7.42 (0.01)  7.42 (0.01)  0.97 

PCO2  
28.3 

(0.8) 
 29.3 (1.6)  27.8 (1.0)  0.55 g 
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a Outras condições psiquiátricas: transtorno disfórico de epilepsia, psicose pós-ictal, ansiedade pós-ictal; b Tempo de 

armazenamento entre a coleta das amostras e a análise neuroquímica (faixa de 8 a 39 meses). c Curso de tempo desde 

a última ocorrência de ataque convulsivo e amostragem de tecido cerebral (intervalo de 12 a 590 horas). d Curso de 

HCO3  
20.2 

(0.3) 
 21.1 (0.6)  19.6 (0.4)  0.06 

PO2  
227.2 

(12.0) 
 207.0 (26.4)  

238.4 

(11.5) 
 0.52 g 

Saturação de O2  
99.7 

(0.0) 
 99.7 (0.0)  99.7 (0.0)  0.72 g 

Hematócrito  
35.0 

(0.7) 
 34.5 (1.3)  35.2 (0.8)  0.71 g 

Hemoglobina  
11.6 

(0.2) 
 11.5 (0.4)  11.6 (0.3)  0.93 g 

Glicose  
116.4 

(5.5) 
 98.0 (4.0)  123.2 (6.6)  0.01 

Sódio  
137.9 

(0.6) 
 136.1 (1.4)  138.6 (0.7)  0.09 

Potássio  4.1 (0.1)  4.2 (0.1)  4.0 (0.0)  0.47 

Cálcio iônico  4.2 (0.2)  4.3 (0.1)  4.2 (0.2)  0.59 

Magnésio  
0.4 

(0.01) 
 0.4 (0.02)  0.4 (0.0)  0.22 

Ácido láctico  2.0 (0.2)  1.5 (0.2)  2.2 (0.3)  0.11 

Tempo de armazenamento das 

amostras (meses) b 
 

23.4 

(1.7) 
 27.7 (3.2)  20.1 (1.8)  0.09 

Tempo desde a última convulsão 

(horas) c 
 

171 

(38.4) 
 233.7 (76.2)  

143.7 

(43.9) 
 0.29 g 

Tempo para retirada do CTX 

(min) d 
 

191.1 

(7.7) 
 185.1 (11.4)  

194.7 

(10.4) 
 0.56 

Tempo para retirada da AMG/HIP 

(min) e 
 

264.2 

(10.9) 
 256.0 (18.8)  

268.5 

(13.7) 
 0.59 

Tempo de manipulação do HIP 

(min) f 
 

11.6 

(1.0) 
 11.9 (1.5)  11.5 (1.3)  0.88 
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tempo desde a indução da anestesia até a retirada de tecido do CTX (faixa de 119 a 255 min). e Curso de tempo desde 

a indução da anestesia até a retirada de tecido da AMG/HIP (faixa de 160 a 360 min). f Curso de tempo desde que 

começou a termocoagulação dos vasos do HIP até a ressecção completa do HIP (faixa de 5 a 25 min). g Variáveis 

independentes que mostraram uma distribuição não paramétrica pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e foram analisadas 

pelo Teste U Mann-Whitney. As demais variáveis que apresentaram distribuição paramétrica foram analisadas pelo 

teste t de Student. Abreviaturas: IPI, insulto precipitante inicial; DAEs, drogas antiepilépticas; QOLIE-31, sigla em 

inglês “Quality of Life in Epilepsy Inventory-31” que significa Inventário de qualidade de vida em epilepsia. CTX, 

neocórtex temporal médio; AMG, amígdala; HIP, hipocampo. 

 

3.6  DISCUSSÃO 

 

Os resultados aqui apresentados são de pacientes com síndrome epiléptica que 

promove alterações estruturais e funcionais da neuroplasticidade incluindo perda variável de 

neurônios e gliose nas estruturas analisadas (ARAÚJO et al., 2006). Essas alterações estruturais 

e funcionais implicam numa série de modificações neuroquímicas complexas.  

Em primeiro lugar, demonstramos que o conteúdo relativo de Narp é maior no HIP do 

que no CTX e AMG dos pacientes com ELTM-EH. Esse resultado está de acordo com um 

estudo feito por Reti e Baraban (2000), por exemplo, que demonstra um aumento sustentado na 

expressão de Narp no hipocampo após uma série de crises eletroconvulsivas (ECS) (RETI; 

BARABAN, 2000). 

Sabemos que o sistema nervoso tem a capacidade de modular a transmissão sináptica 

em resposta à padrões espaciais e temporais específicos de disparo neuronal, tanto em situações 

fisiológicas quanto patológicas. Um mediador desses processos adaptativos neuronais é o 

BDNF, cuja expressão e liberação são reguladas pela atividade neuronal (GROTH; 

MERMELSTEIN, 2003; ZAFRA et al., 1990). Aqui, observamos que o conteúdo relativo de 

BDNF é maior na AMG do que no CTX e HIP dos pacientes com ELTM-EH. 

Em amostras de indivíduos com epilepsia refratária, foram observadas diminuições 

significativas na expressão do RNAm da subunidade do receptor GluA1 e GluA4 no hipocampo 

e tecido cortical temporal (GRIGORENKO et al., 1997). O RNAm para a subunidade GluA4 

diminuiu cerca de 68% no hipocampo, mas em contraste com o GluA1, o nível de RNAm de 

GluA4 não diminuiu no córtex temporal. Aqui estudamos a subunidade GluA4 do AMPAR e 

observamos que seu conteúdo relativo é mais proeminente no CTX. Já a taxa de fosforilação de 

GluA4 está mais proeminente no CTX e AMG. 
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A via BDNF/TrkB pode afetar ou participar da epileptogênese, pois já foi demonstrado 

que a expressão da proteína de TrkB e o valor de densidade óptica média (DO) de células 

positivas para GFAP e TrkB no córtex temporal e hipocampo aumentaram significativamente 

após o início da epilepsia (LIU et al., 2016). Em nossas análises encontramos um conteúdo 

relativo maior de TrkB no CTX em comparação com a AMG e HIP. Com relação à taxa de 

fosforilação de TrkB, observamos que se encontra aumentada na AMG em comparação com as 

outras estruturas. 

Além das proteínas intracelulares e transmembrana que se associam com AMPARs 

para regular seu posicionamento dentro de uma sinapse e suas propriedades biofísicas, há uma 

série de interações proteína-proteína transsinápticas que aumentam ainda mais essa 

complexidade. Isso demonstra que os AMPARs estão no centro de um complexo de proteínas 

que é altamente dinâmico e que exibe um alto grau de variabilidade na dependência do tipo 

celular e da estrutura sináptica. 

O córtex pré-frontal medial exerce controle sobre outras regiões do cérebro que 

regulam a emoção e o humor (RIGA et al., 2014), mais notavelmente a amígdala, e a perda de 

conexões sinápticas do PFC para esta e outras regiões do cérebro pode promover déficits 

cognitivos. O hipocampo, por sua vez, é uma estrutura límbica com altos níveis de receptores 

de glicocorticóides que fornecem feedback negativo para o eixo hipotálamo-pituitária-adrenal 

(HPA) (CHAN et al., 2016). Assim, após avaliarmos a distribuição de proteínas no CTX, AMG 

e HIP, também verificamos o efeito de uma única dose alta de DEXA, nos níveis de fosforilação 

e expressão de proteínas nestas estruturas. Obtivemos resultados interessantes acerca da 

modulação de GluA4, Narp e CREB. Diante da administração de DEXA, houve um aumento 

significativo na fosforilação da subunidade GluA4 no HIP dos pacientes tratados 

cirurgicamente. O conteúdo total de GluA4 (Total-GluA4) não foi alterado. Além disso, 

também observamos aumento da proteína Narp e diminuição da fosforilação de CREB no 

hipocampo de pacientes que receberam DEXA. 

Um estudo anterior do nosso grupo iniciou a discussão acerca dos efeitos dos 

glicocorticóides (GCs) em biomarcadores de neuroplasticidade sináptica no sistema límbico 

humano (LOPES et al., 2016a). Foi demonstrado que 4 h após uma alta dose de DEXA, os 

níveis de p-GluA1-Ser831, mas não de p-GluA1-Ser845, e os níveis de CaMKII fosforilada 

diminuem significativamente na AMG de pacientes com ELTM-EH. Esses resultados indicam 

que o tratamento com DEXA altera o resíduo de serina 831 do GluA1-AMPAR para um estado 

defosforilado (LOPES et al., 2016a). 
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Um estudo de estresse agudo apresentou aumento da indução de LTP no hipocampo 

devido ao tráfego de AMPAR modulado pela exposição à dexametasona ou corticosterona 

(Whitehead et. al, 2013). Da mesma forma, Wang e colaboradores (2019) mostraram que 

dexametasona aumentou a fosforilação e a expressão de superfície de AMPARs contendo 

GluA1 e aumentou a LTP nas regiões CA1 de camundongos. Portanto, as evidências mostram 

que os GCs modulam a transmissão das sinapses glutamatérgicas aumentando a inserção 

sináptica de AMPARs (DE QUERVAIN; SCHWABE; ROOZENDAAL, 2016; MIKASOVA 

et al., 2017). Funcionalmente, esse processo contribui diretamente para a indução da 

potenciação sináptica. Tendo em vista que observamos aumento na fosforilação da subunidade 

GluA4 do AMPAR nas amostras de hipocampo dos pacientes que receberam DEXA, podemos 

supor que isso contribua para inserção sináptica desses receptores. 

Nossos resultados também indicaram um aumento no conteúdo de Narp no hipocampo 

em resposta ao tratamento agudo com DEXA. Deve ser ressaltado que existem muito poucos 

estudos correlacionando Narp e a ação de glicocorticóides. Entretanto um estudo recente 

indicou que Narp no hipocampo poderia desempenhar um papel crítico na modulação da 

ansiedade, proliferação de células do hipocampo e expressão gênica relacionada ao receptor de 

glicocorticóide. Nesse sentido foi demonstrado que camundongos nocaute para Narp no 

hipocampo, mas não na amígdala, apresentavam níveis mais elevados de ansiedade, bem como 

aumento da expressão de genes alvo do receptor de glicocorticóide (CHANG et al., 2018). 

Dessa forma, baseado nos nossos resultados e nas evidências previamente descritas pode se 

sugerir uma conexão funcional entre Narp e resposta a glicocorticóides. Entretanto, fica 

evidente a necessidade de estudos adicionais para estabelecer os possíveis mecanismos de 

sinalização associados à ativação de receptores glicocorticóides e expressão de Narp. Nesse 

sentido, um primeiro passo seria utilizar modelos animais para avaliar essa regulação de forma 

mais profunda e utilizando ferramentas farmacológicas.  

Na tabela 2, também observamos que há uma tendência de diferença entre as amostras 

quanto ao tempo de armazenamento (meses): as amostras dos pacientes que não receberam 

DEXA permaneceram armazenadas por mais tempo do que as amostras dos pacientes que 

receberam DEXA. Os 10 primeiros pacientes submetidos à cirurgia não receberam DEXA e 

após modificação do protocolo de anestesia por parte da equipe de anestesiologia, os próximos 

18 pacientes receberam DEXA após a intubação. Isso significa que as amostras dos pacientes 

que não receberam DEXA foram coletadas antes dos pacientes que receberam DEXA e, por 

isso, apresentam um tempo maior de armazenamento. Assim, uma abordagem translacional, 
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utilizando modelos animais, será importante para comprovar estas evidências apresentadas em 

humanos.  

A inclusão de diferentes momentos do tratamento com DEXA não é clinicamente 

viável, considerando que os pacientes recebem o tratamento com DEXA na indução da 

anestesia e a coleta de tecido depende do próprio tempo da cirurgia. Embora os possíveis 

desequilíbrios de mudanças estruturais entre os grupos investigados tenham sido controlados e 

a coleta de dados feita de forma prospectiva, sob cuidados exaustivos sobre as variáveis de 

confusão seguindo um protocolo de pesquisa pré-determinado aprovado, não podemos excluir 

que os efeitos observados de DEXA podem estar, pelo menos em algum grau, relacionados ao 

histórico de epilepsia e às variáveis patológicas, clínicas e farmacológicas relacionadas e que 

não ocorrem em pessoas sem epilepsia. 

Assim, reconhecemos as principais limitações dessa parte da pesquisa: 1) o tamanho 

limitado da amostra pode ter gerado falsos negativos e impossibilitado correlações mais altas 

entre os dados bioquímicos e as variáveis dos pacientes; 2) os resultados não podem ser 

extrapolados para pacientes com epilepsias diferentes da síndrome ELTM-EH; 3) embora todos 

os esforços tenham sido realizados para controlar as variáveis clínicas, operatórias e 

procedimentais, eventuais flutuações podem ocorrer e não serem percebidas nas avaliações. 

Considerando estes aspectos, análises estatísticas multivariadas subsequentes serão 

necessárias para excluir o viés de confusão relacionado à distribuição assimétrica das variáveis 

nos dois grupos (pacientes que não receberam DEXA versus pacientes que receberam DEXA). 

Ademais, será necessário investigar a correlação entre as variáveis e os níveis de proteínas e 

fosforilação para que possamos inferir, com maior segurança, associações entre o tratamento 

com dexametasona e as modulações das proteínas nas estruturas analisadas. 

Por fim, também devemos aprofundar as análises relativas à depressão e ansiedade. A 

sensibilidade do cérebro aos GCs, particularmente o sistema límbico, pode contribuir para a 

alta incidência de efeitos colaterais neuropsiquiátricos relacionados aos GCs. Os estudos dessas 

anormalidades comportamentais, também deve ser considerado em análises futuras. Em 

especial, associações relacionadas a depressão e ansiedade, por exemplo. 

 

3.7  CONCLUSÃO 

 

Os resultados deste capítulo sugerem possíveis alvos neuroquímicos que podem ser 

abordados para tentar compreender a fisiopatologia molecular da epilepsia. Foi possível 
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determinar de maneira inédita os conteúdos relativos de Narp e GluA4 entre amostras de córtex, 

amígdala e hipocampo de pacientes com epilepsia refratária com esclerose hipocampal mesial 

submetidos à cirurgia. 

Também demonstramos possíveis efeitos de um GC em marcadores-chave da 

neuroplasticidade sináptica no sistema límbico humano. O possível papel da Narp e modulação 

de AMPA (GluA4) na fisiopatologia da ELTM-EH tem sido indicada na literatura, 

especialmente em modelos animais. Assim, a abordagem inicial feita em nosso estudo pode 

abrir caminho para traçar novas estratégias de investigação destes alvos em humanos e tentar 

associar com alterações psiquiátricas, tratamento e/ou mesmo prognóstico. Adicionalmente, a 

indicação de que GC podem modular essas proteínas de transdução de sinal envolvidas na 

plasticidade sináptica no sistema límbico contribuem para um melhor entendimento dos efeitos 

de corticosteroides no encéfalo humano em condições fisiopatológicas e farmacológicas. 
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4 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A identificação e caracterização da modulação de moléculas que regulam a agregação 

de receptores de neurotransmissores nas sinapses é central para a compreensão da fisiopatologia 

de diversas neuropatologias. Nesse sentido, apresentamos bases moleculares para 

conhecimento da neuroplasticidade e indicamos a possibilidade de novos alvos terapêuticos 

para tratamento de transtornos depressivos e da necessidade de maior investigação em relação 

ao envolvimento destas proteínas na epilepsia e em tratamentos clínicos com corticosteroides e 

situações de estresse onde os GC desempenhem papel preponderante. 

Portanto, as modulações de Narp e da subunidade GluA4 do receptor AMPA, 

intimamente implicados na plasticidade sináptica, as tornam alvos potenciais na mediação dos 

efeitos de longo prazo em resposta a tratamentos psiquiátricos. 
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