UFSC

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM NEUROCIENCIAS

Isabella Aparecida Heinrich

MODULACAO SINAPTICA DA SUBUNIDADE GLUA4 DO RECEPTOR AMPA E
DA PENTRAXINA REGULADA PELA ATIVIDADE NEURONAL (NARP) NA
DEPRESSAO E NA EPILEPSIA

Floriandpolis

2021






Isabella Aparecida Heinrich

MODULACAO SINAPTICA DA SUBUNIDADE GLUA4 DO RECEPTOR AMPA E
DA PENTRAXINA REGULADA PELA ATIVIDADE NEURONAL (NARP) NA
DEPRESSAO E NA EPILEPSIA

Tese submetida ao Programa de Pds-graduagdo em
Neurociéncias da Universidade Federal de Santa Catarina
para a obtenc¢ao do titulo de Doutor em Neurociéncias
Orientador: Prof. Rodrigo Bainy Leal, Dr.
Coorientadora: Andiara Espindola de Freitas, Dra.

Florianopolis

2021



Ficha de identificacdo da obra elaborada pelo autor,
através do Programa de Geragado Automatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Heinrich, Isabella Aparecida

Modulagdo sindptica da subunidade Glulk4 do receptor AMPA
e da pentraxina regulada pela atividade neurconal (Narp) na
depressdo & na epilepsia / Isabella Aparecida Heinrich ;
orientador, Rodrigo Bainy Leal, coorientador, Andiara
Espindola de Freitas, 2021.

111 p.

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Santa
Catarina, Centro de Ciéncias Bioldgicas, Programa de Pds
Graduacgdo em Neurociéncias, Floriandpolis, 2021.

Inclui referéncias.

1. Neurociéncias. 2. GluRd. 3. Narp. 4. Depressdo. 5.
Epilepsia. I. Bainy Leal, Rodrigo. II. Espindola de
Freitag, Andiara. III. Universidade Federal de Santa
Catarina. Programa de Pds-Graduacido em Neurociéncias. IV.
Titulo.




Isabella Aparecida Heinrich
Modulagio sinaptica da subunidade GluA4 do receptor AMPA e da pentraxina

regulada pela atividade neuronal (Narp) na depressao e na epilepsia

O presente trabalho em nivel de doutorado foi avaliado e aprovado por banca

examinadora composta pelos seguintes membros:

Profa. Leandra Celso Constantino, Dra.

Instituto D'Or de Pesquisa e Ensino

Prof. Marcelo Farina, Dr.

Universidade Federal de Santa Catarina

Prof. Carlos Alberto Saraiva Gongalves, Dr.
Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Certificamos que esta ¢ a versao original e final do trabalho de conclusdo que foi

julgado adequado para obtencao do titulo de doutor em Neurociéncias.

Documento assinado digitalmente

Eduardo Luiz Gasnhar Moreira

Data: 05/11/2021 07:52:31-0300

CPF: 053.168.189-03

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Decumento assinado digitalmente

Rodrigo Bainy Leal

Data: 05/11/2021 00:44:56-0300
CPF:450.055.320-72

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Prof. Rodrigo Bainy Leal, Dr.

Orientador

Florianopolis, 2021.



AGRADECIMENTOS

Ao meu orientador Rodrigo Bainy Leal por me permitir desenvolver este trabalho! Por
me acolher e me incentivar! Por toda a empatia, amizade, conselhos profissionais e pessoais!...
e ndo menos importante, por ser anfitrido dos melhores churrascos haha! Sentirei saudades de
ti, prof Rodrigo! ...intelectual, sempre com ensinamentos diarios ndo s6 de ciéncias bioldgicas,
mas também politica, culinaria, gestao, consertos, economia, arte, historia do Brasil e por ai
vail... sempre com observagdes sabias e ditados pertinentes como “o olho do dono ¢ que
engorda o boi” hahaha... Lembrarei para sempre das suas frases ¢ ensinamentos!! Com certeza
esses 8 anos de convivéncia contribuiram muito para a minha formacao pessoal e profissional!
Serei eternamente grata por tudo que me proporcionastes!

A minha coorientadora Andiara, mulher forte, determinada, caprichosa!... com uma
capacidade incrivel de conciliar vérias demandas diferentes realizando tudo muito bem!
Aprendi muito contigo, amiga! Agradeco por ter colaborado tanto com os meus resultados e
pela parceria de sempre! Foi um enorme prazer dividir a bancada com vocé!

Aos companheiros do laboratorio Neuroquimica 3 pela parceria e convivéncia.

Aos demais laboratorios, colegas, professores e funcionarios do Departamento de
Bioquimica que de uma forma ou de outra contribuiram para a realizacdo deste trabalho.
Agradeco também aos colegas de outros departamentos e cursos pelo networking extremamente
significativo na minha vida! Rendeu colaboragdes incriveis, aprendizados, produtos!
Estabelecemos redes frutuosas solidas que felizmente se propagam!

A Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), a Coordenagdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e também ao Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) pelo apoio financeiro, por promoverem um
ambiente fecundo de estudo e trabalho.

A todos os meus amigos!... Gratiddo pela rede de apoio que formamos, pelas angustias
partilhadas, alegrias compartilhadas e energias positivas reverberadas!

A toda minha familia, com muito carinho!... e, em especial, a0 meu parceiro da vida,
meu noivo, meu melhor amigo, meu cumplice, meu porto seguro: Vinicius. Agradeco

imensamente por todo o amor!

A todos que me querem bem, que torceram e torcem por mim, meu muito obrigada!!!



“To know the brain ... is equivalent to
ascertaining the material course of thought
and will, to discovering the intimate history of
life in its perpetual duel with external forces.”

Santiago Ramon y Cajal



RESUMO

Narp (pentraxina regulada pela atividade neuronal) ¢ uma proteina expressa no sistema nervoso
central de mamiferos que atua na modulagdo da plasticidade sinaptica através da modulagdo de
receptores glutamatérgicos do tipo AMPA. Narp pode participar na modulagao fisioldgica da
atividade de interneurdnios 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 investigagao de
proteinas associadas a esse sistema, como a Narp ¢ a subunidade GluA4 do receptor AMPA,
pode revelar modulacdes pouco exploradas desencadeadas por antidepressivos convencionais
ou pela epilepsia, por exemplo. Inicialmente, este estudo teve como objetivo caracterizar os
mecanismos neuroquimicos relacionados a modulagdo de Narp e GluA4 subjacentes ao
tratamento agudo com compostos com atividade antidepressiva, como cetamina e a lectina
ConBr, bem como frente ao tratamento cronico com fluoxetina, avaliando esses alvos proteicos
no cortex pré-frontal e no hipocampo de camundongos. A administracdo aguda de cetamina 1
mg/kg (i.p.) e ConBr 10 pg/sitio (i.c.v.) bem como a administragdo cronica (21 dias) de
fluoxetina 1 e 10 mg/kg (p.o.) foram eficazes na a¢do antidepressiva, pois reduziram o tempo
de imobilidade no TNF, sem alterar a atividade locomotora no TCA. Nao foram observadas
alteracdes na modulacdo das proteinas analisadas por Western blot 8h, 18h e 24h apds o
tratamento agudo com cetamina e ConBr. Em contraste, foi observado que o tratamento cronico
com fluoxetina 10 mg/kg promoveu aumento da fosforilagdo de CREB e expressao de BDNF
no cortex pré-frontal e hipocampo. Além disso, no hipocampo, a fluoxetina induziu ativagdo de
AKT e aumentou a expressao de Narp. No cortex pré-frontal, uma diminuicdo significativa na
expressao da subunidade GluA4 e Narp foi observada apos o tratamento cronico de fluoxetina
(10 mg/kg). Esses resultados fornecem evidéncias de novos alvos moleculares potencialmente
envolvidos nos efeitos antidepressivos da fluoxetina, uma vez que em roedores adultos Narp e
GluA4 sdo expressos principalmente nas conexdes sindpticas com interneurdonios
GABA¢érgicos positivos para parvalbumina (PV+). Outro objetivo desse trabalho foi determinar
a distribuicao das proteinas Narp, GluA4 juntamente com CREB, BDNF, TrkB e calcineurina
no cortex (CTX), amigdala (AMG) e hipocampo (HIP) de humanos, bem como verificar a
modulagdo dessas proteinas por dexametasona. As amostras foram obtidas de pacientes
humanos acometidos de epilepsia do lobo temporal mesial com esclerose hipocampal (ELTM-
EH) submetidos ao tratamento cirurgico. Os resultados indicaram que o conteudo relativo da
proteina Narp ¢ maior no HIP do que no CTX e AMG. Com relagdo a subunidade GluA4, seu
conteudo e nivel de fosforilagdo total sdo maiores no CTX do que na AMG e HIP. Entretanto,
a taxa de fosforilagdo de GluA4 ¢ maior no CTX e AMG do que no HIP. Também foram
investigadas outras proteinas-chave na neuroplasticidade como CREB, BDNF, TrkB e
calcineurina. Apesar de ndo terem sido encontradas diferencas no contetido total, taxa de
fosforilagdo e nivel de fosforilagdo da proteina CREB, o contetido relativo de BDNF ¢ maior
na AMG em relagdo ao HIP. Quanto ao TrkB, o conteudo total ¢ o nivel de fosforilagao sao
bem maiores no CTX do que na AMG e HIP, enquanto a taxa de fosforilacao de TrkB encontra-
se aumentada na AMG, em compara¢do com as outras estruturas. Por fim, o contetido relativo
de calcineurina ¢ maior no CTX desses pacientes. Quando analisamos os efeitos da
dexametasona, observamos aumento na taxa de fosforilacdo de GluA4 e na expressao 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 imunoconteudo de CREB
acompanhado de uma diminui¢do na taxa de fosforilacao dessa proteina. No CTX e AMG nao
foram encontradas alteracdes. Em conjunto, todas as modula¢des neuroquimicas determinadas



nessas regides cerebrais especificas 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 a 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 agdo
antidepressiva da fluoxetina em um modelo animal, bem como traz uma descri¢ado inicial do
perfil de alguns pardmetros neuroquimicos em diferentes estruturas cerebrais de pacientes com
ELTM-EH. Além disso, indica uma possivel modulagdo de Narp e GluA4 em resposta aos
corticosteroides em humanos.

Palavras-chave: GluA4. Narp. Depressao. 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 pg/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 INTRODUCAO

A transmissao sinaptica depende de varios eventos coordenados espacial e
temporalmente que permitem a comunicagao neuronal. Esses eventos sao coordenados por uma
diversidade de proteinas especificas, cujas interagcdes dindmicas, expressao e regulacao definem

a eficécia da transmissdo e o modo de plasticidade sinaptica.

1.1 REDE NEURAL E CIRCUITOS NEURONAIS

Em uma visdo reducionista do funcionamento do sistema nervoso central (SNC)
podemos dividir a rede neural em dois tipos de neurénios: neurdnios principais glutamatérgicos
(que liberam o neurotransmissor excitatorio glutamato) e interneuronios GABAérgicos (que
liberam o neurotransmissor inibitério acido y-aminobutirico — GABA). Em nivel cortical e de
hipocampo os neuronios glutamatérgicos predominam, formando cerca de 80% da rede neural
enquanto os neurdnios GABAérgicos constituem um remanescente de 10 a 20% (HU; GAN;
JONAS, 2014). Apesar disso, os neurdnios GABAérgicos desempenham func¢des fundamentais
por controlarem ou coordenarem a atividade dos circuitos neuronais excitatorios.

A excitagdo no cérebro deve ser equilibrada com a inibi¢ao e permite o ajuste fino de
nossos humores, pensamentos e agdes. Um desequilibrio entre excitacao e inibi¢ao pode estar
envolvido no inicio da excitotoxicidade isquémica (BLAESSE et al, 2009), bem como
transtornos psiquidtricos, como epilepsia, esquizofrenia, transtorno bipolar, transtorno
depressivo maior e transtorno de ansiedade (ENGEL, 1996; LUSCHER; SHEN; SAHIR, 2011).
H4 evidéncias extensas de que o estresse e a depressao desequilibram a funcao do GABA, o
principal sistema neurotransmissor inibitorio no cérebro responsavel pelo controle geral e pelo
ajuste fino da transmissdo excitatéria (FEE; BANASR; SIBILLE, 2017; GHOSAL; HARE;
DUMAN, 2017). Redugdes na conectividade sindptica e déficits na sintonia inibitéria podem
prejudicar a funcionalidade dos circuitos neurais, reduzindo a precisdo, a eficiéncia e a
integridade das fung¢des portadoras de informacdes dessas redes.

A regido perissomadtica dos principais neurdnios corticais, compreendendo o corpo
celular, os dendritos proximais e o segmento inicial do axénio, ¢ um local critico para a geragao
do potencial de agdo. As entradas inibitdrias que chegam a essa regido podem controlar o
disparo destes neurdnios 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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cé¢lulas GABAérgicas sdo conhecidas por inervarem a regido perissomatica: as células
axoaxoOnicas e células em cesto. As primeiras formam sinapses no segmento inicial do axdnio
e as segundas nos dendritos proximais e no soma (GULYAS et al., 1993; SOMOGYI et al.,
1983; VERES et al., 2014).

As células em cesto sdo geralmente divididas em dois grupos pela expressdo de
marcadores neuroquimicos: a proteina de ligagdo ao célcio parvalbumina (PV) e a
colecistocinina (CCK). As células em cesto contendo parvalbumina sao denominadas neuronios
GABA¢érgicos de disparo rapido parvalbumina positivos (“fast-spiking pavalbumin (+)
GABAergic interneurons’) ou interneurdnios PV+ e desempenham um papel crucial no controle
de circuitos neuronais (GULYAS etal.,2010; SOHAL et al., 2009; STARK et al., 2014).

Um conjunto de estudos tém demonstrado que prejuizos na atividade dos
interneuronios PV+, podem estar envolvidos na fisiopatologia de diversas doencas neuroldgicas
e psiquiatricas incluindo: epilepsia, esquizofrenia e transtorno depressivo maior (HU; GAN;
JONAS, 2014; ROTARU; LEWIS; GONZALEZ-BURGOS, 2012; SAUER; STRUBER;
BARTOS, 2015). Além disso, devido as suas caracteristicas funcionais, estes neuronios
apresentam um metabolismo energético aerdbico muito intenso (KANN, 2016; KANN;
PAPAGEORGIOU; DRAGUHN, 2014) de forma que essas células sdo extremamente
vulneraveis a diversas formas de estresse.

A modulagdao dos interneuronios GABAérgicos de disparo rapido parvalbumina
positivos ¢ complexa. Entretanto, envolve de uma forma proeminente receptores
glutamatérgicos ionotropicos do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) e 4cido-amino-3-hidroxi-
5-metil-4-isoxazolepropionico (AMPA) que sdo expressos nestes interneurdénios (ROTARU;
LEWIS; GONZALEZ-BURGOS, 2012).

Os receptores glutamatérgicos podem ser modulados de maultiplas formas.
Classicamente, pelo lado intracelular (C-terminal) a modulagdo pode ocorrer através da
fosforilagdo de residuos de serina (principalmente), treonina ou tirosina por uma diversidade de
proteinas cinases (ex. proteina cinase A, PKA; proteina cinase C, PKC; e proteina cinase célcio
calmodulina-dependente 11, CaMKII) (WANG et al., 2014a). Além disso, pelo lado extracelular
a modulagdo de AMPA pode ocorrer por interagdo dos glicanos, presentes nas subunidades do
receptor, com lectinas (proteinas ligadoras de carboidratos) exdgenas (EVERTS; VILLMANN;
HOLLMANN, 1997) bem como lectinas enddgenas como as da familia das pentraxinas

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

Os receptores AMPA (AMPARs) sao um subtipo de receptor glutamatérgico
ionotropico, sendo que na grande maioria das sinapses excitatorias no cérebro dos mamiferos
impulsionam a neurotransmissao. Esses receptores desempenham papéis essenciais ndo apenas
na formagdo, fung¢do e manutencdo de sinapses, mas também em diferentes formas de
plasticidade sinaptica (MALENKA; BEAR, 2004; SHEPHERD; HUGANIR, 2007,
SPRENGEL, 2006).

Os receptores AMPA apresentam estrutura tetramérica que pode se configurar como
homo ou heterotetrameros, sendo compostos pelas subunidades GluAl, GluA2, GIuA3 e
GluA4. Todas as subunidades compartilham uma conformag¢ao similar na membrana plasmatica
(Fig. 1) que inclui: 3 dominios transmembrana (M1, M3 e M4); um dominio Aairpin (M2); um
dominio extracelular (N-terminal), com vérios sitios de glicosilagdo; um dominio intracelular
C-terminal, que apresenta diversos sitios de fosforilacdo (Fig. 2) (HENLEY; WILKINSON,
2016; SONG; HUGANIR, 2002). Estas diversas combinagdes homo e heteroméricas de quatro
subunidades geram uma enorme heterogeneidade funcional, como por exemplo na cinética e
permeabilidade ao Ca’, e podem variar nas diferentes regides do cérebro (DINGLEDINE et

al., 1999; HOLLMANN, 1994).

Citosol C

Fig. 1 Esquema de uma subunidade do receptor AMPA (AMPAR). Cada subunidade contém: um
dominio amino-terminal (N-terminal) extracelular que contém um sitio de ligagdo ao glutamato; um

dominio intracelular carboxi-terminal (C-terminal), onde estdo presentes alguns sitios de fosforilagao;
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quatro dominios de membrana, trés dos quais (1, 3 e 4) atravessam a membrana. O dominio 2 parece
formar um /oop reentrante na membrana, participando do revestimento do canal i6nico. As subunidades
se combinam para formar tetrameros, sendo a maioria dos AMPARSs heterotetraméricos. Adaptado de

Henley & Wilkinson (2016)
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Fig. 2 Os dominios C-terminal permitem a regulacdo especifica da subunidade dos AMPAR. (a) Os
receptores AMPA sdo complexos heteroméricos de quatro subunidades (GluA1-GluA4) que se montam
de forma variada para produzir subtipos de receptores especificos. O dominio C-terminal ¢ o principal
dominio intracelular de cada subunidade e estd presente em uma forma longa ou curta. (b) GluAl,
GluA4 e um variante de GluA2 (GluA2L) t€ém dominios C-terminais longos, enquanto GluA2, GluA3
e um variante de GluA4 (GluA4c) tém dominios C-terminais curtos. Esta regido C-terminal do receptor
AMPA contém os locais de fosforilagdo (indicados pelas setas), bem como locais para interacdo
proteina-proteina (indicado pelo sombreado colorido), sendo, portanto, uma regido crucial para a

regulagdo especifica das subunidades do AMPAR. Adaptado de Song & Huganir (2002)

Os subtipos de receptor GluA sdo expressos diferencialmente nos neuronios

neocorticais e aumentam em quantidade apos o nascimento (MONYER; SEEBURG; WISDEN,
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1991). Muitas regides do cérebro mostram baixa expressao de GluA2 e alta expressao de GluA4
no inicio do desenvolvimento, um padrao que ¢é revertido conforme o desenvolvimento progride
(PICKARD et al., 2000; ZHU et al., 2000). As células piramidais expressam principalmente
GluA2 e GIuA3 e algum GluAl, enquanto os interneur6nios inibitorios expressam
principalmente GluA1/4 com quantidades menores de GluA2 e GluA3 (GEIGER et al., 1995;
JONAS et al., 1994). A entrega sinaptica de certas combinagoes de AMPA ¢ conduzida
principalmente por padroes de atividade especificos, em particular para certas sinapses ou tipos
de células (CLEM; BARTH, 2006; JU et al., 2004; KIELLAND et al., 2009).

A modulagdo 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 modulacdo da
subunidade GluA1 que juntamente com a subunidade GluA2 apresenta uma ampla distribui¢ao
no SNC adulto. O aumento de condutancia, localiza¢do sindptica da subunidade GluA1l de
AMPA e sua implicagdo na potenciagdo sinaptica (LTP) tem sido considerada, na maior parte
dos estudos, como dependente da fosforilagdo de dois sitios 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 defosforilagdo destes sitios tem sido
associada a depotenciagdo sindptica (LTD) (SANDERSON; GORSKI; DELL’ACQUA, 2016).

Entretanto, a fosforilagdo/defosforilagdo de outros sitios de GluAl como Ser818 e
mais recentemente Ser840 t€m sido apontados como importantes, tanto para o posicionamento
sindptico do receptor (associado a potenciacdo sinaptica, LTP) como para sua internalizagao
(associada a depotenciacao sinaptica, LTD) (BABIEC; GUGLIETTA; O’DELL, 2016; WANG
et al., 2014b). Em relagdo a subunidade GluA2 tem sido documentada a fosforilagao do sitio
Ser880 por PKC, implicando em provavel internaliza¢ao da subunidade (WANG et al., 2014a).

As subunidades GluAl 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 AMPARSs contendo GluA1/4 sejam inseridos diretamente
na sinapse na auséncia de atividade, enquanto as extremidades curtas de AMPARs contendo

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

Os estudos apontam que a subunidade GluA4 ¢ expressa significativamente em
estagios iniciais do desenvolvimento do encéfalo (HENLEY; WILKINSON, 2016;
LUCHKINA et al., 2014). Entretanto, esta subunidade tem uma expressao mais restrita no
tecido nervoso adulto, onde niveis mais proeminentes sdo observados nas células granulares do
cerebelo e no tdlamo. Contudo, deve ser salientado que na fase adulta a subunidade GluA4 ¢
expressa nos interneuronios GABAérgicos de disparo rapido parvalbumina positivos, no
hipocampo e cortex cerebral, sendo um elemento chave nas propriedades eletrofisioldgicas
destas células (BERNARD; SOMOGYT; BOLAM, 1997; PELKEY et al., 2015).

Da mesma forma que em outras subunidades a modulagdo extracelular e intracelular
pode ocorrer na subunidade GluA4. O mapeamento de fosfopeptideos identifica o residuo
Ser842 como o principal local de fosforilagao na regido intracelular C-terminal das subunidades
GluA4, que pode ser fosforilada por CaMKII, PKC e PKA (Fig. 3). Além disso, PKC pode
fosforilar o residuo Thr830. A fosforilagdo de Ser842 por PKA tem sido apontada como fator
importante para insercdo sindptica e atividade do receptor, sendo implicada na
neuroplasticidade (CARVALHO; KAMEYAMA; HUGANIR, 1999; WANG et al., 2014a). Ao
contrario de GluAl, onde a atividade de PKA e CaMKII sdo coordenadas para recrutamento
sindptico, a fosforilagdo de GluA4 por PKA sozinha ¢ suficiente para entrega e retengcdo nas

sinapses (ESTEBAN et al., 2003).
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Fig. 3 Locais de fosforilacdo das subunidades do AMPAR. Os locais de fosforilagdo identificados sdao
mostrados em vermelho e as proteinas cinases s3o listadas em azul abaixo dos locais de fosforilagdo. A
énfase na subunidade GluA4 chama a atengdo para seus sitios de fosforilagdo Treonina 830 e Serina

842. Adaptado de Henley & Wilkinson (2016)

1.3 PROTEINAS PENTRAXINAS

As pentraxinas (PTXs) representam uma familia de proteinas com homologia na
sequéncia, apresentando estrutura pentamérica e capacidade de ligagdo a carboidratos de
maneira Ca**- dependente, sendo, portanto, lectinas-/ike. Esta familia inclui: pentraxinas curtas,
como proteina C reativa (CRP) e componente amiloide P do soro (SAP) (DU CLOS, 2013);
pentraxinas longas, como PTX3 (relacionada a defesa e inflamacao) e as pentraxinas neuronais
(NPTX1, NPTX2 e NRP) (OSERA et al, 2012). NRP (abreviacdo de neuronal pentraxin
receptor), NP1 (ou NPTX1) e NP2 (conhecida como NPTX2 ou Narp, abreviagdo de neuronal
activity-regulated pentraxin) sdo lectinas expressas por neurdnios (OSERA et al., 2012; TSUI

et al., 1996).
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Tanto Narp quanto NP1 sdo proteinas secretadas, enquanto NPR ¢ ligado a membrana
através do glicosilfosfatidilinositol (GPI). As pentraxinas sao expressas preferencialmente nas
sinapses excitatorias de interneurdnios positivos para paravalbumina (CHANG et al., 2010). A
estrutura dessas proteinas permite uma ligagdo seletiva com os dominios 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 interagdes
proteina-proteina em heterocomplexos na membrana pré ou pos-sinaptica (XU et al., 2003),
ancoradas pela ligacdo ao NPR, e promovem a agregacdo de AMPARs por meio de uma
interagdo direta com o N-terminal das subunidades GluA (GEK-MING et al., 2007). Tanto NP1
quanto Narp sdo capazes de se ligar ao dominio extracelular N-terminal de GluA1 e GluA4,
embora em diferentes graus de afinidade e, ao fazer isso, promovem o agrupamento de

AMPAR:s.

A

Heteromultimeros Clusters de Clusters de Receptores
pentraxinas  AMPA-pentraxinas AMPA
Gene
SO, el
Narp

Dependente
da atividade

e

NP1

| AMPAR VAR
= NP1 T . -
= Narp Desenvolvimento Atividade

Fig. 4 Pentraxinas neuronais. (a) Narp ¢ NP1 promovem a agregacdo de AMPARs. A expressdo de Narp

B

induzida por atividade resulta na formagao de clusters NP1/Narp. Esses clusters tém a capacidade de se
agrupar ¢ induzir agrupamento dos AMPARs. (b) Uma hipotese para a funcdo das pentraxinas na
sinapse. Narp e NP1 agregam AMPAR em locais sinapticos. A regulacdo diferencial das duas
pentraxinas fornece um mecanismo pelo qual a célula pode ajustar a composi¢do de pentraxinas € o grau
de agrupamento do receptor durante o desenvolvimento e em resposta a atividade sinaptica. Adaptado

de Xu et al. (2003)



31

Essa capacidade que as pentraxinas tém 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 ligagdo de GPI do NPR,
desencaixando os complexos de pentraxina da face da membrana pré-sindptica seguido pela

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

mGIuR

Fig. 5 Pentraxinas exercem controle bifuncional nas sinapses. As pentraxinas atuam como agentes
sinaptogénicos, recrutando AMPAR para sinapses, mas além disso, ap6s a ativacdo da enzima
conversora de TNF-o (TACE) e outros eventos de sinalizacdo, 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 € essencial paraa LTD. Adaptado

de Cho et al. (2009)

Na literatura hd um trabalho que demonstra que camundongos sem NP1 ¢ NARP
apresentam um atraso na maturacao funcional das sinapses glutamatérgicas no sistema visual
(BJARTMAR et al., 2006). A pentraxina neuronal 1 (NPTX1) e o receptor neuronal de
pentraxina (NPR) s3o proteinas intimamente relacionadas a Narp (DODDS et al., 1997). Em
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conjunto essas proteinas podem funcionar regulando a sinaptogénese 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 mudangas de longo prazo na eficacia sindptica requerem rapida sintese de mRNA
e subsequente tradug@o em produtos proteicos mediados por uma classe de proteinas conhecidas
como genes de expressdo imediata (do inglés immediate early gene, IEG). A plasticidade
dependente da atividade ¢ iniciada quando a excitagdo sinaptica ativa cascatas de sinalizagdo
bioquimica comegando na sinapse e terminando no nucleo onde novos padroes de expressao
génica sao induzidos. Os produtos proteicos resultantes desses genes regulados por atividade,
atuam por meio de diversos mecanismos de sinalizagdo para modificar varias propriedades
funcionais do neurdnio, aumentando ou enfraquecendo a forca sindptica. H4 um grande niimero
de IEGs identificados que regulam a plasticidade sinaptica e podem ser agrupados em duas
classes, os fatores que regulam a transcri¢do 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 fun¢do celular por meio de interagdes proteina-proteina para
promover varios aspectos da plasticidade.

Um mecanismo conhecido de modulagdo da forga sinéptica envolve o agrupamento de
AMPARs (O’BRIEN; LAU; HUGANIR, 1998). Embora haja uma variedade de modelos para
0 agrupamento e posicionamento de AMPARs em uma sinapse, em interneurdnios tem sido
descrito um mecanismo dependente da atividade neuronal e que envolve a secre¢do 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 Ca’’, sendo regulada
através de um IEG em resposta a atividade neuronal, e capaz de ser secretada no espago
extracelular no hipocampo de forma a promover crescimento de neuritos (TSUI et al., 1996).
Dessa forma, apds a atividade neuronal, a expressdo de Narp parece aumentar em neurdnios
excitatorios. Posteriormente, Narp pode ser liberada para o espago extracelular do terminal
sindptico, se acumulando principalmente em sinapses excitatorias sobre interneurénios PV+
(CHANG et al., 2010). Neste contexto, Narp interage com o dominio 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 interneuronios de uma maneira dependente da atividade (CHANG et al., 2010).
Além da capacidade de Narp agregar AMPARs em sinapses estabelecidas, essa proteina
também facilita a formagdo de novas sinapses, um processo denominado sinaptogénese
(O’BRIEN et al., 1999).

Tem sido destacado a expressao robusta de Narp no hipocampo, habénula ¢ medula
espinhal e seu papel na regulagao de receptores AMPA (especialmente GluA4) através de
interagdo com o sitio extracelular (N-terminal) do receptor. Notavelmente, essa interagao
propicia o enriquecimento sinaptico e a formagao 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 modulacdo de interneurénios GABAérgicos de
disparo rapido parvalbumina positivos, refletindo na modulagdo de sinapses excitatorias e
consequentemente na modulacao da neuroplasticidade neural (CHANG et al., 2010; ELBAZ et
al., 2017; O’BRIEN et al., 2002, 1999; PELKEY et al., 2015). Outro ponto relevante ¢ que
camundongos nocaute para Narp (Narp-/-) apresentam prejuizo da neuroplasticidade
demonstrando inabilidade de expressar dominancia 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 delecdo de Narp leva a
prejuizo motor em resposta a estimulos externos, refor¢ando o papel fundamental de Narp na
neuroplasticidade sindptica em circuitos neuronais excitatorios (ELBAZ et al., 2017). Outro
aspecto importante, dentro desse paradigma de modulacao da plasticidade sinaptica por Narp,
foi a demonstragdao de que ratos submetidos a tratamento prolongado (21 dias) com alguns
antidepressivos (ex. citalopram, maprotilina, amitriptilina e moclobenida) mostraram um
aumento nos niveis de RNAm de Narp em todas as subregides do hipocampo e na habénula
medial (BJARTMAR et al., 2010). Entretanto, este estudo avaliou apenas os niveis de RNAm,
sem determinar os niveis e localizag¢do regional e celular da proteina Narp.

Um importante estudo também demonstrou que Narp tem sua expressao aumentada no
hipocampo por um mecanismo dependente da sinalizagdo do fator neurotrofico derivado do
encéfalo (BDNF) (MARIGA et al., 2015). Notavelmente, Narp e BDNF se apresentam
enriquecidos na regido do giro denteado, e de uma forma bastante consistente foi demonstrado
que BDNF, via ativagao do receptor TrkB acoplado a ativagdo de MEK/ERK1/2 e seguido da
fosforilagdo de CREB (Ser-133), proporciona expressdo significativa de Narp (Fig. 6) em
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camundongos adultos. Esta agio de BDNF ocorre mesmo com bloqueio da atividade neuronal,
indicando que a sinalizacdo BDNF/TrkB/MEK-ERK/CREB ¢ suficiente para ocasionar o efeito
estimulador. O bloqueio da sinalizagdo de BDNF causa diminui¢cdo dos niveis de Narp,
demonstrando uma regulagdo bidirecional. Por fim, foi mostrado prejuizo da LTP nas fibras
musgosas em camundongos Narp-/- (MARIGA et al., 2015). Em conjunto o estudo indica que
tanto modulagdo pré-sindptica (envolvendo liberacdo de glutamato) quanto mecanismos pos-
sindpticos envolvendo modulagdo de AMPA podem estar envolvidos na modulacao da

neuroplasticidade hipocampal por Narp.
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Fig. 6 O BDNF regula Narp para mediar a transmissdo glutamatérgica. A sinalizacdo de BDNF ativa
principalmente a via MAPK, levando a fosforilagdo 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 caracteristica critica do sistema nervoso ¢ sua capacidade de modular a

transmissdo sindptica em resposta a padrdes espaciais e temporais especificos de disparo
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neuronal. O conhecimento dos mecanismos moleculares envolvidos na plasticidade sinaptica
tem sido significativamente ampliado nas duas ultimas décadas. Apesar disso, muitos aspectos
ainda necessitam avangos. Da mesma forma, a determinagao do envolvimento ou possivel papel
destes processos sinapticos e elementos moleculares em doengas neuroldgicas e psiquiatricas
ainda carecem de estudo.

Nesse sentido pode ser destacado o transtorno depressivo maior, que € um transtorno
psiquiatrico comum, cronico ¢ que apresenta importante morbidade e, portanto, necessita
ampliacao da caracterizagao dos eventos moleculares associados e da indicagdo de possiveis
alvos, adicionais aos que ja estdo relativamente bem caracterizados. Dessa forma, pesquisas
que apontem novos caminhos e modalidades de tratamento para esta condi¢do urge, face a
prevaléncia e gravidade deste transtorno.

A hipotese 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 nivel sindptico de monoaminas melhoravam os sintomas da
depressdo. Apesar de ser clinicamente 1til e empregadas até os dias de hoje, hd uma grande
dificuldade em explicar a demora no tempo de agdo clinica destas drogas, uma vez que, a agao
neurobiolédgica destas na sinapse € imediata (DELGADO, 2000). Desta forma, tem-se estudado
as diversas vias de sinalizacdo intracelular envolvidas na etiopatologia da depressdo e
consequentemente na otimizagao da eficicia clinica ao tratamento atual.

A modulagdo do sistema glutamatérgico, tem sido apontada como uma estratégia
farmacoldgica para melhorar a eficidcia da terapia antidepressiva. Nesse sentido, parece
importante estudar o papel de Narp na neuroplasticidade e nos mecanismos antidepressivos
envolvendo modulagdo de receptores glutamatérgicos e vias de transducao de sinal. Lembrando
0 exposto anterior, Narp tem uma expressdo rapida (IEG) em resposta a ativagdo da via
BDNF/TrkB/ERK/CREB (MARIGA et al., 2015) e um papel modulatério sobre AMPA
(CHANG et al., 2010; PELKEY et al., 2015).

Outro ponto relevante que evoca a importancia clinica desta abordagem ¢ a indicagdo
que a redugdo da expressao de Narp (animais nocaute) provoca uma propensao ao aparecimento
de crises epiléticas em camundongos, aparentemente pela perda de modulacdo de receptores
AMPA (GluA4), especialmente associados aos interneurdnios GABAégicos, de forma a
diminuir a atividade inibitéria destes interneurdnios sobre redes neuronais (CHANG et al.,
2010). Assim, emerge um ponto de grande relevancia que seria a avaliagdo da expressao 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 utilizagdo de tecido encefalico retirado a partir
de pacientes submetidos a neurocirurgia por apresentarem epilepsia de lobo temporal mesial
associada a esclerose do hipocampo (ELTM-EH) e refrataria aos todos tratamentos clinicos
disponiveis. Nesse sentido tem sido desenvolvido estudos em relacdo aos mecanismos
moleculares de sinalizacdo 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, 2016¢c; 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 mamiferos, na modulagdo da plasticidade sinadptica e a potencial
implicagdo destas proteinas na fisiopatologia de diversas neuropatologias, incluindo transtorno

depressivo maior e epilepsia.

1.5 OBJETIVO GERAL

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

receptor AMPA e da pentraxina Narp no contexto da depressao e da epilepsia.
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2 CAPITULO I: GLUA4 E NARP NA FISIOPATOLOGIA DA DEPRESSAO

Neste capitulo, desvendamos a modulagao da Narp e da subunidade GluA4 do receptor
AMPA em resposta a tratamentos antidepressivos e discutimos como estas e outras proteinas

podem estar implicadas no mecanismo neuroquimico subjacente ao efeito antidepressivo.

2.1 TRANSTORNO DEPRESSIVO MAIOR

O transtorno depressivo maior (TDM) ¢ um transtorno psiquiatrico debilitante e
recorrente, considerado uma das principais causas de incapacidade em todo o mundo. Segundo
a Organiza¢ao Mundial da Saude, o TDM ¢ uma doenca de alta prevaléncia, afetando mais de
320 milhdes de pessoas em nivel global (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017). Entre
1990 e 2017, o numero total estimado de casos incidentes de TDM aumentou 49,29% € o
aumento da incidéncia da doenga ocorreu em todas as regides geograficas (LIU et al., 2020).

E bem conhecido que déficits estruturais, neuroquimicos e funcionais nas regides
cortical e hipocampal levam a disfun¢do da transmissdo siniptica (DUMAN; SANACORA;
KRYSTAL, 2019) que compromete a funcionalidade dos circuitos neuronais, contribuindo para
os sintomas depressivos. Apesar da complexidade de todas essas alteracdes, a maioria dos
estudos se concentra na investigacao do sistema monoaminérgico, uma vez que drogas que
aumentam a disponibilidade de monoaminas sdo amplamente utilizadas no tratamento do TDM
(PEREZ-CABALLERO et al., 2019). No entanto, apesar das fortes evidéncias que indicam a
importancia do sistema serotonérgico (ANDREWS et al., 2015), ¢ importante ressaltar que o
sistema glutamatérgico também desempenha um papel crucial na modulagdo do refinado
equilibrio excitagdo-inibicdo (E:I) (FOGACA; DUMAN, 2019; SOHAL; RUBENSTEIN,
2019), que ¢ decisivo para uma transmissao sindptica eficaz. Com isso, tem sido postulado que
o sistema glutamatérgico desempenha um papel fundamental na patogénese do TDM (ATHIRA
et al., 2020; DUMAN, 2014a). Portanto, a investigagao da modulagdo glutamatérgica seguida
de um tratamento cronico com um antidepressivo cldssico, como a fluoxetina, ¢ de grande
interesse.

Um crescente corpo de evidéncias tem mostrado que o TDM estd associado a
disfungdo sinaptica. A interrupgdo de circuitos complexos relacionados ao humor tem sido
implicada no TDM, mas entre as descobertas da estrutura e fun¢do do cérebro alterada no TDM,

a descoberta mais consistente ¢ o volume reduzido do cortex pré-frontal (CPF) e do hipocampo
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(HIP) (DUMAN et al., 2016). Do ponto de vista clinico, os estudos de imagens cerebrais
forneceram evidéncias consistentes de que o TDM esta associado ao tamanho reduzido das
regides cerebrais implicadas na regulacao do humor (RONALD S. DUMAN; AGHAJANIAN,
2012). Isso inclui a diminui¢ao do volume do hipocampo, uma estrutura limbica com altos
niveis de receptores de glicocorticoides que fornecem feedback negativo para o eixo
hipotadlamo-pituitaria-adrenal (HPA) (CHAN et al., 2016). A diminui¢ao do volume e da funcao
dessas regides cerebrais estd implicada na conectividade e fungdo neuronal alterada (DUMAN,

2014b).

2.2 TERAPIA ANTIDEPRESSIVA

Est4 bem estabelecido que o distirbio do sistema serotonérgico ¢ uma caracteristica
importante na fisiopatologia do TDM (OSSO et al., 2016). Com base nisso, os inibidores
seletivos da recaptacao da serotonina (ISRS) tém sido a primeira escolha para o tratamento com
antidepressivos farmacoldgicos (NATIONAL INSTITUTE FOR CLINICAL EXCELLENCE,
2004). Desde sua introducao clinica em 1988 (WONG; PERRY; BYMASTER, 2005), a
fluoxetina se tornou o principal antidepressivo prescrito em todo o mundo, sendo reconhecida
como um farmaco seguro (PEREZ-CABALLERO et al., 2014).

A modulagdo do sistema glutamatérgico, tem sido apontada como uma estratégia
farmacoldgica para melhorar a eficacia da terapia antidepressiva. Antagonistas de receptores
NMDA, particularmente a cetamina, também tém sido apontados como promissores no
tratamento de TDM tendo em vista que produzem efeito antidepressivo rapido, 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 nao
responsivos ao tratamento da fluoxetina e com ideag¢do suicida (BERMAN et al., 2000;
KRYSTAL, 2007). Apesar de que o efeito terapéutico da cetamina esteja amplamente
documentado, o uso cronico desta pode resultar em efeitos indesejaveis tais como efeitos
dissociativos, neurotoxicidade e atrofia cortical (EDWARD ROBERTS et al., 2014; LI et al.,
2017; WANG et al., 2013). Nesse sentido, esforcos consideraveis devem ser investidos na
busca de uma melhor compreensao entre o quadro depressivo e o sistema glutamatérgico, visto

que este ¢, também, um importante alvo para a geracao de antidepressivos de agao rapida.
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Nosso grupo também demonstrou a agdo tipo antidepressiva e neuroprotetora de outro
composto: a lectina leguminosa ConBr, purificada das sementes de Canavalia brasiliensis;
especialmente no que tange a modulagdo de receptores glutamatérgicos NMDA e AMPA e de
vias neurotréficas de sinalizagdo intracelular (BARAUNA et al., 2006; JACQUES et al., 2013;
RIEGER et al., 2014a, 2014b; RUSSI ef al., 2012). Vimos que ConBr induz a expressao de
BDNF no hipocampo. Os nossos dados experimentais indicam que ConBr administrada i.c.v.
por mecanismo envolvendo a ativagao de PKA, ERK e AKT estimula a fosforilacdo de CREB.
A fosforilagdo de CREB (no sitio Ser-133) ¢ ativadora desse fator, estimulando a expressao
hipocampal de BDNF (cujo gene apresenta o elemento de resposta ao AMPc, CRE) (RIEGER
et al.,2014a).

23 EXCITACAO-INIBICAO NO CORTEX PRE-FRONTAL E HIPOCAMPO

O cortex pré-frontal (CPF) e o hipocampo (HIP) sdo compostos por uma extensa
populagdo neuronal que compreende principalmente os neurdnios excitatorios glutamatérgicos
e os interneuronios GABA¢érgicos inibitdrios. Nessas regides, os neurdnios glutamatérgicos
constituem aproximadamente 80% da rede neuronal, enquanto os interneurénios GABAé&rgicos
abrangem 10-20% da populagdo neuronal total (HU; GAN; JONAS, 2014; PELKEY et al.,
2017). Embora sejam minoria, esses interneuronios GABAérgicos sdo essenciais porque
orquestram o equilibrio E:I em estruturas corticolimbicas localizadas tanto no CPF quanto no
HIP (MCBAIN; FISAHN, 2001).

Dado o amplo espectro de atividade neuronal controlada pelos interneurdnios
GABA¢érgicos, esta cada vez mais claro que o desequilibrio no sistema GABAérgico e,
portanto, no equilibrio E:I, pode contribuir para a fisiopatologia de varios transtornos
psiquiatricos, incluindo o TDM (MENDEZ et al., 2012). Considerando que os interneurdnios
GABA¢érgicos sao abundantes no CPF e exercem um importante controle inibitorio sobre a
atividade do eixo HPA (AKANA et al., 2001; RADLEY; GOSSELINK; SAWCHENKO,
2009), ¢ compreensivel que o sistema GABAérgico desempenhe um papel essencial no
processamento emocional.

Cabe ressaltar que um dos principais interneurdnios GABAérgicos expressa a proteina
albumina ligante de calcio, representando cerca de 40% da populagdo desses neuronios (RUDY
et al., 2011). Tais interneur6nios sdo denominados interneurdnios GABAérgicos de disparo

rapido que expressam parvalbumina ou interneurdnios PV+ (HU; GAN; JONAS, 2014).
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Interagdes diretas entre os sistemas GABAérgico e serotoninérgico no nucleo da rafe
e regides corticais ja foram relatadas (CELADA et al., 2001; LLADO-PELFORT et al., 2012;
PUIG; ARTIGAS; CELADA, 2005; SANTANA et al., 2004). No CPF, tanto os neurdnios
glutamatérgicos piramidais quanto os interneuronios GABAérgicos, com destaque para os PV+,
expressam receptores serotoninérgicos (CELADA; VICTORIA PUIG; ARTIGAS, 2013;
SANTANA et al., 2004).

As propriedades de despolarizacao répida e de alta amplitude dos interneurénios PV+
(HU; GAN; JONAS, 2014) sao explicadas principalmente pela presenca abundante da
subunidade GluA4 do receptor AMPA (AMPAR) que permeia o Ca*" (PELKEY et al., 2015).
Esta subunidade pode ser modulada por meio da interagdo com a Narp nos interneurénios PV+,
e, assim, ambas as proteinas desempenham um papel crucial na modulagado sinaptica no HIP e
no CPF. Apesar de participarem do mecanismo de neuroplasticidade, GluA4 e Narp tém sido

pouco explorados como supostos alvos na fisiopatologia do TDM.

2.4 OBJETIVO ESPECIFICO

O objetivo aqui foi caracterizar os mecanismos neuroquimicos relacionados a
modulagdo de Narp e GluA4 subjacentes ao tratamento agudo com cetamina e ConBr bem como

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

2.5 METODOS

2.5.1 Animais

Camundongos adultos machos (2 meses de idade, 30-40 g) da linhagem Swiss,
fornecidos pela colonia de reproducao da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC,
Brasil) foram mantidos em temperatura ambiente constante (20 + 2 °C), com livre acesso a agua
e alimentagdo, em ciclo claro-escuro de 12/12 h (luzes acesas as 07:00). Esses animais foram
alojados em grupos de 10 em caixas de 41 X 34 x 16 cm. Previamente aos testes
comportamentais, as caixas foram colocadas na sala experimental para aclimatacdo (24h).
Todas as manipulagdes 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 laboratdrio do National Institutes of Health (NIH). Os experimentos foram
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realizados apos aprovagdo do protocolo (n° 2380161216) pelo Comité de Etica no Uso de
Animais local (CEUA/UFSC) conforme resolu¢des do Conselho Nacional de Controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA). Todos os esfor¢os foram realizados para minimizar o

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

2.5.2 Drogas e tratamentos

Para o piloto (teste das vias de administragdo), os animais foram divididos
aleatoriamente em trés grupos: (1) sham (sem manipulagdo); (2) dgua destilada (p.o.; 10 ml/kg);
(3) salina (i.p.; 10 ml/kg); (4) HEPES (i.c.v.; 3uL/sitio) (Fig. 7). Os animais foram tratados e

posteriormente avaliados nos testes comportamentais.

(1) Sham

of

Agua
(10 ml/kg, p.o.)

Sf

Salina
(10 ml/kg, i.p.)

(4) o 15’
Hi—i G

6’ 6’

Hepes
(3 pl/sitio, i.c.v.)

Fig. 7 Representacdo esquemadtica dos grupos experimentais para teste das vias de administragdo e

veiculos. Abreviaturas: TCA, Teste do campo aberto e TNF, Teste do nado forgado.

Para os tratamentos agudos, os animais foram divididos aleatoriamente em trés grupos:
(1) veiculo (controle); (2) veiculo + cetamina 1 mg/kg; (3) veiculo + ConBr 10 pg/sitio (Fig.
8). As doses e os momentos de administracdo 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
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peso corporal. O medicamento, preparado fresco antes de sua administragdo, foi diluido em
salina. Ja a ConBr, obtida do laboratério de biologia molecular da Universidade Federal do
Ceara (UFC), foi diluida em tampao HEPES-salina sem glicose (NaCl 124 mM, KCI 4 mM,
MgSO4 1,2 mM, HEPES 25 mM, CaCl, 1 mM, pH 7,4) e administrada por via

intracerebroventricular (i.c.v.; 3uL/sitio).
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Fig. 8 Representagdo esquematica dos grupos experimentais do tratamento agudo. Abreviaturas: TCA,

w
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(3)

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

Para o tratamento cronico, os animais foram divididos aleatoriamente em quatro
grupos: (1) veiculo (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 administragdo foram escolhidos com base em
estudos anteriores (LOBATO et al., 2010; MACHADO et al., 2012). A fluoxetina foi obtida da
EMS Sigma Pharma (Sao 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 administragdo, foi diluido em 4agua potavel. Os grupos foram igualmente tratados por
gavagem com o veiculo apropriado (agua potavel), por 21 dias e avaliados simultaneamente.

Todos os tratamentos foram realizados por um pesquisador experiente.
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21 dias de tratamento via oral (gavagem)

- N

TG

—=\_ FLUOXETINA

Fluoxetina 10 mg/kg

Fluoxetina 1 mg/kg

Fluoxetina 0,1 mg/kg

Agua destilada (veiculo)

Fig. 9 Representacao esquematica dos grupos experimentais do tratamento cronico com fluoxetina.

Figura elaborada com algumas imagens do Mind the Graph®.

2.5.3 Testes comportamentais

Os animais foram submetidos ao teste do nado for¢cado (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, ruido e luz controlados.

2.5.3.1 Teste do nado forcado (TNF)

Os camundongos foram individualmente submetidos a um recipiente cilindrico aberto
(diametro de 10 cm; altura de 25 cm), contendo 19 cm de 4dgua (profundidade) a 25+ 1 °C. A
agua foi trocada entre um animal e outro. O tempo total que cada animal permaneceu imdvel
durante uma sessao 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 relagdo aos grupos
experimentais. Um animal foi considerado imdvel ao fazer apenas os movimentos necessarios
para manter a cabeca acima da dgua. Uma diminuicdo da duragdo da imobilidade no TNF ¢

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 alteracdo 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 x 60 x 50 cm com o piso da arena dividido em 12 quadrados
iguais. Em uma sessdo de 6 min, o numero de cruzamentos (quadrados cruzados com todas as
patas) foi contado. O assoalho (base) da arena foi limpo (a) com solugdo de 10% de etanol entre

cada teste para ocultar pistas dos animais.

2.5.4 Analises neuroquimicas

Apos os testes comportamentais, os camundongos foram imediatamente eutanasiados
por decapitagdo e os cortices pré-frontais e hipocampos foram coletados para analise de western
blot. Os cérebros foram dissecados a 4°C em solucdo salina fria, colocados em nitrogénio
liquido e armazenados a -80 °C até o uso. A andlise de western blot foi realizada conforme

descrito anteriormente (GONCALVES et al., 2017).

2.54.1 Preparacgdo das amostras

As amostras foram homogeneizadas mecanicamente em 400 pl de tampao com 100
mM de NaF, 50 mM de Tris (pH 7,0), 2 mM de NazVO4, 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®
(concentragdo de trabalho 0,5 mM AEBSF, 0,3 uM de aprotinina, 50 uM de EDTA, 10 uM de
bestatina, 10 uM de E-64, 10 uM de leupeptina). Posteriormente, os lisados foram centrifugados
(10.000 x g por 10 min, a 4 °C) para eliminagdo dos restos celulares. Os sobrenadantes foram
diluidos 1/1 (v/v) com solugdo 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 tampao (40% de glicerol, 100

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

como o B-mercaptoetanol a uma concentracao final de 8%.
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2.54.2 Dosagem de proteinas

O contetido de proteina foi estimado pelo método de Lowry modificado descrito por

Peterson (1977) usando albumina de soro bovino como padrao de proteina (PETERSON, 1977).

2.5.4.3 Eletroforese

As amostras foram submetidas a eletroforese em mini géis de SDS-PAGE 10% ou
12% (eletroforese em gel de poliacrilamida 10% ou 12% contendo dodecil sulfato de s6dio). A
separagdo das proteinas foi realizada sempre aplicando a mesma quantidade de proteina (60 pg
de proteina total por pogo) de cada amostra, sendo utilizado para aplicacdo uma seringa

Hamilton®.

2.5.4.4 Eletrotransferéncia

Ap6s a eletroforese, os géis foram submetidos ao processo de eletrotransferéncia onde
as proteinas foram transferidas para membranas de nitrocelulose usando um aparelho semi-dry
(1,2 mA/cm?). Ao final, as membranas foram coradas com coloragdo de Ponceau 0,5% em

acido acético 1% para verificar a eficiéncia do processo de transferéncia.

2.545 Imunodeteccdo

As membranas foram incubadas em uma solucdo de bloqueio contendo 3% de
albumina de soro bovino (BSA) em solu¢do salina tamponada com Tris (TBS) (Tris 10 mM,
NaCl 150 mM, pH 7,5) por 1 h em temperatura ambiente. Os alvos foram detectados apds
incubacdo overnight (4 °C) com anticorpos especificos diluidos em TBS com 1% Tween-20
(TBS-T) contendo 2% BSA. Os anticorpos primdarios 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 primérios produzidos em camundongo utilizados foram: fosfo-ERK1/2 (Sigma®,

1: 5000) e B-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
secundario conjugado com peroxidase correspondente anti-IgG de coelho e anti-IgG de
® 1:

camundongo (Millipore 2500) para detectar proteinas por quimioluminescéncia

intensificada.

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

Peso
Anticorpo Moleclflar Diluicao Fabricante (n° catalogo)
(proteina
alvo)
AKT PAN 60 KDa 1:1000 Cell Signaling (4685S)
AKT Phospho (Ser473) 60 KDa 1:1000 Cell Signaling (9271S)
p-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 44/42 KDa 1:5000 Sigma (M8159)
Phospho (Thr183/Tyr185)
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)

Apos as etapas de bloqueio e incubagdo, as membranas foram lavadas trés vezes (5
min) com TBS-T. Para detectar as formas fosforiladas e totais na mesma membrana, os
imunocomplexos foram removidos com uma solucdo 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 éptica (DO) das bandas foi quantificada usando o software Image Lab® 4.1 (Bio-Rad
Laboratories). Os niveis de fosforilacdo foram determinados pela razdo de DO das bandas
fosforiladas sobre DO das bandas totais. Os imunocontetudos foram determinados pela razao de
DO das bandas totais sobre a DO das bandas de B-actina. Os resultados estdo expressos como

valores relativos em comparacao 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 Analise estatistica

Todos os dados apresentados sdo expressos como média + erro padrao da média
(EPM). As comparagdes entre os tratamentos € os grupos controle foram realizadas por analise
de variancia (ANOVA) seguida pelo teste post-hoc de Duncan. Um valor de p <0,05 foi
considerado significativo. A analise estatistica foi realizada no Statistica® (versdo 7, Sofiware
StatSoft, Palo Alto, CA, EUA) e os graficos foram construidos no GraphPad Prism® (versao 6,
GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).

2.6 RESULTADOS

2.6.1 Padronizacio do anticorpo da Narp e dos testes comportamentais

Diante de um anticorpo nunca testado em nosso laboratorio, preconizamos a
padronizagdo do mesmo para estabelecer com seguranca a diluicdo adequada, tempo de
incubacdo e tempo de exposi¢do 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 detec¢do era mais dificil e, assim, exigia um maior tempo de exposi¢ao

das membranas no fotodocumentador.

O
Marcador de peso & G
molecular \0A
52 = — Narp 49 KDa
46 —
38 —
32 —

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 (a esquerda) e a

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

Além da padronizacao de protocolo para uso dos anticorpos, também realizamos testes
iniciais (pilotos) dos testes comportamentais para ajustar os protocolos para as nossas condi¢des
de experimentagao. Tendo em vista 0 nosso objetivo de avaliar os mecanismos neuroquimicos
subjacentes aos tratamentos antidepressivos, o primeiro passo seria avaliar se os tratamentos
sdo eficazes. Para termos certeza da eficacia dos tratamentos, ou seja, ndo obter falsos-positivos
ou negativos, precisamos testar o protocolo de tratamento (manipulagdo dos animais, vias de
administracdo das drogas, condi¢cdes adequadas para os testes comportamentais, veiculos
utilizados etc.).

Assim, o primeiro teste consistiu em tratar os grupos de animais com os respectivos
veiculos e submeté-los aos testes comportamentais elegidos (Fig 11). Dessa forma, salina (i.p.),
agua (p.o.) e Tampao Hepes-Salina (i.c.v.) correspondem, respectivamente, aos veiculos das
drogas testadas posteriormente: cetamina, fluoxetina e ConBr. Através deste experimento
inicial, além de testar os proprios veiculos das drogas, também avaliamos as vias de
administracao (i.p., p.o. e i.c.v.) e, por isso, além dos 3 grupos tratados com veiculos ha um 4°
grupo denominado “sham”. O grupo de animais “sham’ nao recebe nenhum tratamento, ou seja,
esses animais nao sao submetidos a nenhum tipo manipulagao (inje¢ao i.p., gavagem ou injecao
1.c.v.).

Observamos que ndo houve diferenca entre os grupos testados no TNF (Fig. 11a) [F
(3,28)=10,1424, p=0,9336]. Além disso, nenhuma das vias de administragdo causou alteragdo
na atividade locomotora espontanea de camundongos em comparacdo 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 veiculo ndo apresentaram diferengas nem no TNF nem
no TCA. Nenhum dos grupos testados apresentou alteragdes nos testes comportamentais. Efeito das
manipulagdes (tratamentos) ou ndo (sham) no tempo de imobilidade no TNF (a) e na atividade
locomotora dos camundongos no TCA (b). Os dados estdo apresentados como média + EPM de 7-8

animais em cada grupo. A analise estatistica 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 ja estd 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 eficacia dos tratamentos
agudos com cetamina e ConBr no TNF. Camundongos tratados e controles foram avaliados no
TNF (Fig. 12a) que ¢ um teste preditivo, largamente utilizado para estudar a acdo tipo
antidepressiva de farmacos 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 anélises post-hoc indicaram que
a administragdo de cetamina 1 mg/kg (i.p.) e ConBr 10 mg/sitio (i.c.v.) foram capazes de
diminuir o tempo de imobilidade no TNF (p<0,0001 e p<0,01, respectivamente), em
comparagdo com animais controle. Além disso, conforme ilustrado na figura 12b, os
tratamentos ndo causaram qualquer alteracdo na atividade locomotora espontidnea 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 ¢ com ConBr no tempo de imobilidade no TNF (a)
e na atividade locomotora dos camundongos no TCA (b). Os dados estdo apresentados como média +
EPM de 9-10 animais em cada grupo. A anélise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via, seguida

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

2.6.3 Investigacdo das modulacoes da Narp e GluA4 diante de tratamentos

agudos com cetamina e com ConBr

Tendo em vista as modulagdes ja elucidadas da cetamina (KAVALALIL
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 expressdo de Narp frente ao tratamento com esses compostos. Além disso,
consideramos importante verificar a expressao e fosforilagao do receptor AMPA (subunidade
GluA4) nessas condigdes.

Para avaliar essa modulagao de proteinas de sinalizag¢do celular pelo tratamento com
cetamina bem como com ConBr no HIP e CPF de camundongos, as amostras foram coletadas
imediatamente apds os testes comportamentais e avaliadas através da técnica de western blot.
Nosso objetivo foi investigar os efeitos dos tratamentos agudos sobre o imunocontetido de Narp
e na fosforilacao da subunidade GluA4 do AMPAR. Ao analisar o imunoconteudo de Narp, nao
encontramos alteracdes 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, ndo observamos alteracdes na taxa de
fosforilagdo 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/B-actina) e o nivel de fosforilagao total da subunidade GluA4 Ser862 também nao

foram alterados nem no HIP nem no CPF (graficos ndo mostrados).
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Fig. 13 A modulagdo de Narp e GluA4 apo6s tratamento agudo com cetamina e com ConBr. (a) Western

blot representativo do imunocontetido de Narp e B-actina; e quantificacdo da expressdo de Narp. (b)

Western blot representativo de fosfo-GluA4 (p-GluA4), GluA4 total (T-GluA4) e imunoconteudo de B-

actina (controle de carga); e quantificacdo da fosforilagdo de GluA4 (Ser862). Cada grafico de barras

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

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

cada grupo. A analise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via.

Tendo em vista as alteracdes dinamicas de sinalizagao celular, resolvemos observar a

modulacdo das proteinas em tempos distintos: 8h, 18h e 24h ap6s os tratamentos. Com relagao
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a proteina Narp, ao analisarmos o HIP, cetamina e ConBr ndo alteraram seu imunocontetido 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) apds os tratamentos. Da mesma forma, ao
analisarmos o CPF, cetamina e ConBr nao alteraram o imunocontetdo 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) apos os tratamentos.
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Fig. 14 A expressdo de Narp apds tratamento de 8, 18 e 24h com cetamina e com ConBr. (a) Western
blot representativo do imunoconteudo de Narp e de B-actina (controle de carga). Quantificacdo da
expressdo de Narp, em relagdo a B-actina, 8h (b), 18h (¢) e 24h (d) apds o tratamento. Cada grafico de

barras expressa dados do HIP (esquerda) e do CPF (direita). Os resultados sdo 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 analise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via.

Quando analisamos a subunidade GluA4 do receptor AMPA (Fig. 15), também ndo
encontramos alteracdes. Com relagdo ao HIP, cetamina ¢ ConBr nao alteraram a taxa de
fosforilagao 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. 15¢), ou 24h [F (2, 21) =
0,07703, p = 0,9261] (Fig. 9d) apds os tratamentos. Da mesma forma, ao analisarmos o CPF,
cetamina e ConBr ndo alteraram a taxa de fosforilagao 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. 15¢), ou 24h [F (2, 21) = 0,04083, p = 0,9601] (Fig. 15d) apos os tratamentos.
Também ndo houve alteragdo do contetudo total de GluA4 ¢ do nivel de fosforilagdo total da
subunidade GluA4 Ser862 nem no HIP nem no CPF em nenhum dos tempos analisados

(graficos ndo mostrados).



55

p-GluA4 — | aamp ” -

TOUATS | gy o awem

B-actina —

BN e B | 100KDa

SN SEs S | 100KDa

s s e | 413KDa

200

8 h apds os tratamentos

1754
150+
1254
100+

Razéo p-GluAd / T-GluAd
(% controle)

[ Controle
" [ Cetamina
. & ConBr

200

Hipocampo

Cértex pre-frontal

18 h apos os tratamentos

1754
1504
125+
100+
754
501
25+

Razéo p-GluAd / T-GluAd
(% controle)

[ Controle
- [ Cetamina
L [ ConPBr

200

Hipocampo

Cortex pré-frontal

24 h apos os tratamentos

1754
1504
1254
1004

50+

Razé&o p-GluA4 |/ T-GluAd
(% controle)

254

[ Controle
[ [ Cetamina
L [ ConBr

Hipocampo

Cértex pré-frontal

Fig. 15 A fosforilagdo de GluA4 apos tratamento de 8, 18 ¢ 24h com cetamina e com ConBr. (a) Western

blot representativo de fosfo-GluA4 (p-GluA4), GluA4 total (T-GluA4) e imunocontetido de B-actina
(controle de carga). Quantificagdo da taxa de fosforilagdo de GluA4 8h (b), 18h (¢) e 24h (d) apos o
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tratamento. Cada grafico de barras expressa dados do HIP (esquerda) e do CPF (direita). Os resultados

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

a média = EPM de 8 animais em cada grupo. A analise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via.

2.6.4 O tratamento cronico com fluoxetina provoca um efeito tipo antidepressivo

no TNF

O primeiro passo foi estabelecer que o tratamento cronico 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 andlises

post-hoc indicaram que a administracdo cronica 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 comparagdo com animais

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

disso, conforme ilustrado na figura 16b, o tratamento cronico com fluoxetina ndo causou

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

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

fluoxetina, reforcando que sua acdo foi especifica, e ndo devido a uma alteracdo locomotora.
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Fig. 16 O tratamento cronico com fluoxetina produz um efeito tipo antidepressivo no TNF. (a) Efeito

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

Os dados estdo apresentados como média + EPM de 7-9 animais em cada grupo. A analise estatistica

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

comparagdo com o grupo controle (veiculo).
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2.6.5 O tratamento crénico com fluoxetina diminui a expressio de GluA4 e

regula proteinas-chave para a sinaptogénese e plasticidade sinaptica

Para determinar a possivel modulagdo de proteinas de sinalizagdo celular pelo
tratamento oral e cronico 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 conteudo ¢ a fosforilagao da subunidade GluA4 do AMPAR. Ao
analisar o conteudo total de GluA4 (total-GluA4/B-actina), foi observado um efeito
significativo do tratamento com fluoxetina [F (3, 24) = 6,658, p <0,01] (Fig. 17b) no CPF. As
analises post-hoc indicaram que a administragao cronica 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 expressao das subunidades GluA4 (p <0,05 e p <0,001, respectivamente),
em comparagdo com animais tratados com veiculo. E importante ressaltar que o declinio do
teor total de GluA4 (total-GluA4/B-actina) foi acompanhado por uma diminui¢do do nivel de
fosforilacdo 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/B-
actina [F (3, 24)=7,241, p <0,01] (Fig. 17¢c) no CPF. A dose de 0,1 mg/kg nao causou alteragao.
Em contrapartida, no HIP ndo observamos alteracdo na expressao das subunidades GluA4; a
ANOVA de uma via ndo revelou alteragdes significativas no imunocontetido de GluA4 [F (3,
24) = 10,3654, p=0,7785]. Um aspecto interessante observado foi que a taxa de fosforilagdo da
subunidade Ser862 de GluA4 (fosfo-GluA4/total-GluA4) ndo 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 cronico com fluoxetina diminui a expressdo de GluA4. (a) Western blot

representativo de fosfo-GluA4 (p-GluA4), GluA4 total (T-GluA4) e imunocontetido de B-actina
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(controle de carga). (b) Quantificacdo da expressdo de GluA4 e (¢) quantificagdo da fosforilacdo de
GluA4 (Ser862). (d) Quantificagdo da taxa de fosforilagdo de GluA4 (Ser862). Cada grafico de barras
expressa dados do HIP (esquerda) e do CPF (direita). Os resultados sdo apresentados como porcentagem
do controle (considerado 100%) e cada coluna e barra representam a média + EPM de 7 animais em
cada grupo. A andlise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via, seguida pelo teste de Duncan. *

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

No proximo conjunto de experimentos, avaliamos a modulacao de Narp (Fig. 18) e
observamos um aumento significativo na expressao dessa proteina no HIP [F (3, 24) = 3,644, p
<0,05], confirmado por anélise post-hoc, que indicou que a administrag@o cronica de fluoxetina
na dose de 10 mg/kg (p.o.) aumentou a expressao de Narp (p <0,05). No CPF a ANOVA de
uma via revelou uma mudanca significativa na expressao desta proteina [F (3, 24) = 2,286, p
<0,05]. Por meio da andlise post-hoc, observamos uma diminui¢do significativa da expressao

de Narp no CPF em virtude do tratamento com fluoxetina 10 mg/kg (p <0,05) (Fig. 18).
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Fig. 18 O efeito do tratamento cronico com fluoxetina na modulagdo de Narp. Western blot
representativo do imunoconteido de Narp e de B-actina; e quantificagdo da expressdo de Narp. Cada
grafico de barras expressa dados do HIP (esquerda) e CPF (direita). Os resultados estdo apresentados
como porcentagem de controle (considerado 100%) e cada coluna e barra representam a média + EPM
de 7 animais em cada grupo. A andlise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via, seguida pelo

teste de Duncan. * p <0,05 ¢ ** p <0,01 em compara¢do com o grupo controle (veiculo).
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Com o objetivo de caracterizar que o tratamento com fluoxetina estava sendo efetivo
na modulagdo de proteinas tipicamente envolvidas na sinaptogénese e na plasticidade sinaptica,
e com papel reconhecido no mecanismo de resposta frente a fluoxetina, foram avaliados os
seguintes alvos: BDNF (KOWIANSKI et al., 2018; PARK; POO, 2013; THOENEN, 1995), o
fator de transcricdo CREB, que pode mediar a expressio do BDNF (FLAVELL;
GREENBERG, 2008), bem como as proteinas cinases AKT e ERK1/2 (DUMAN; VOLETI,
2012; HSIUNG et al., 2003; MATSUDA et al., 2019; WANG; MAO, 2019).

Em relacdo 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 andlise post-hoc indicou que a administra¢ao
cronica de fluoxetina (10 mg/kg) causou um aumento na fosforilagdo 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
imunoconteido 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 andlise post-hoc indicou que a administragcdo cronica de fluoxetina (10 mg / kg)

aumentou significativamente a expressao do BDNF no HIP (p <0,01) e no CPF (p <0,05).
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Fig. 19 O tratamento cronico com fluoxetina aumenta a fosforilagio de CREB ¢ BDNF. (a) Western
blot representativo de fosfo-CREB (p-CREB), CREB total (T-CREB) e imunoconteudo de B-actina
(controle de carga); e quantificacdo da fosforilagio CREB (Ser133). (b) Western blot representativo do
imunoconteudo de BDNF e de B-actina; e quantificagdo da expressdo do BDNF. Cada grafico de barras
expressa dados do HIP (esquerda) e CPF (direita). Os resultados sdo apresentados como porcentagem
do controle (considerado 100%) e cada coluna e barra representam a média + EPM de 7 animais em
cada grupo. A andlise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via, seguida pelo teste de Duncan. *

p <0,05 em comparacdo com o grupo controle (veiculo).
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No préximo conjunto de experimentos, foi avaliada a modulacdo de AKT e ERK1/2
em resposta ao tratamento com fluoxetina. Com relagdo a fosforilagdo 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 ndo no CPF [F (3,24)=2,248, p=0,1086] (Fig. 20a). A analise post-hoc indicou
que o tratamento com fluoxetina 10 mg/kg aumentou a fosforilagdo de AKT do hipocampo em
Serd73 (p <0,05). Em relacao a modulagao de ERK1/2 (Fig. 20b) a ANOVA de uma via nao
revelou alteracdes significativas de fosforilagdo de ERK1 (Thr 202/Tyr 204) nem no HIP [F (3,
24)=10,3172, 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 cronico com fluoxetina ndo produziu alteragdes
nos niveis de fosforilagdo 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 fosforilagdo de AKT e ERK1/2 apos tratamento cronico com fluoxetina. (a) Western blot

representativo de fosfo-AKT (p-AKT), AKT total (T-AKT) e imunocontetdo de B-actina (controle de

carga); e quantificacao da fosforilagdo de AKT (Ser473). (b) Western blot representativo de fosfo-ERK 1
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(p-ERK1), fosfo-ERK2 (p-ERK2), ERK1 total (T-ERK1), ERK2 total (T-ERK?2) e imunoconteudo de
B-actina (controle de carga). (¢) e (d) Quantificagdo de fosforilagdo ERK1 (Thr202/Tyr204) e de ERK2
(Thr183/Tyr185), respectivamente. Cada grafico de barras expressa dados do HIP (esquerda) e CPF
(direita). Os resultados estdo apresentados como porcentagem do controle (considerado 100%) e cada
coluna e barra representam a média + EPM de 7 animais em cada grupo. A analise estatistica foi
realizada por ANOVA de uma via, seguida pelo teste de Duncan. * p <0,05 em compara¢ao com o grupo

controle (veiculo).

Assim, a sintese de resultados que obtivemos com relagao ao tratamento cronico com
fluoxetina estd apresentada na figura 21. Como outros estudos da literatura, encontramos
aumento da fosforilagdo CREB e conteudo de BDNF no hipocampo e cortex pré-frontal em
resposta ao tratamento com fluoxetina. Além disso, foi observada ativacao de AKT e aumento
do contetido de Narp no hipocampo, enquanto o conteido de Narp diminuiu no cortex pré-

frontal acompanhando uma reducao expressiva do contetido de GluA4 nesta érea.
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Fig. 21 Representagdo esquemadtica do protocolo experimental e principais resultados. As etapas do

protocolo de tratamento cronico com fluoxetina até a avaliacdo comportamental e bioquimica estdo

apresentadas de forma esquematica. Figura elaborada com algumas imagens do Mind the Graph®.
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2.7 DISCUSSAO

Um estudo de grande impacto (ZANOS et al., 2016) mostrou que o mecanismo de
acdo antidepressivo de cetamina poderia ocorrer através de um metabodlito (2S,6S;2R,6R)-
hidroxinorcetamina (HNK), estimulando a expressio de BDNF e modulando receptores
AMPA, sem um aparente envolvimento de receptores NMDA. Estes achados fortalecem os
receptores AMPA como possiveis alvos para agdo antidepressiva rapida. Apesar dessas
evidéncias apontarem para possiveis modulagdes de subunidades do AMPAR como a GluA4,
ndo encontramos alteragdes no hipocampo e cortex pré-frontal de camundongos tratados com
cetamina.

A resposta neuronal em muitas areas do cérebro, incluindo o coértex cerebral e o
hipocampo, sdo coordenadas pelo equilibrio entre os impulsos sinapticos inibitorios e
excitatorios coativados (ISAACSON; SCANZIANI, 2011; SOHAL; RUBENSTEIN, 2019;
YANG; SUN, 2018). A neurotransmissao inibitoria e excitatdria e seu equilibrio sdo criticos
para a homeostase neuronal; e, portanto, para uma fungao cerebral normal (FERGUSON; GAO,
2018). Consequentemente, a identificacdo e a caracterizagdo funcional dos elementos
moleculares cruciais em entradas excitatorias e inibitdrias ¢ uma etapa critica para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas eficazes para muitas doenc¢as neurologicas. Dado
esse contexto, langcamos 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 ultimas décadas, o TNF tem sido usado como um teste de desespero
comportamental preditivo para avaliar a atividade antidepressiva. Neste paradigma, os roedores
sdo submetidos a uma situacdo aguda de estresse inevitavel, e uma redu¢do no tempo de
imobilidade ¢ considerada um indicativo de atividade antidepressiva (PORSOLT et al., 1978).
Apesar das limitagdes associadas a este teste, principalmente por ter apenas validade preditiva,
o TNF ¢ amplamente utilizado no estudo de compostos antidepressivos e seus mecanismos de
acdo (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 locomocao 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 cronico com fluoxetina ¢ capaz de
diminuir o tempo de imobilidade no TNF sem alterar a locomocao do animal no TCA. Mediante
esses resultados positivos, passamos para a analise bioquimica.

Um resultado fundamental do presente estudo ¢ a demonstragao de que o tratamento
cronico com fluoxetina promove uma diminuicdo significativa da subunidade GluA4 do
AMPAR no CPF (Fig. 17b). Além disso, o nivel de fosforilagdo de fosfo-GluA4 (Ser862)
também diminuiu na mesma magnitude (Fig. 17¢), acompanhando a perda do contetido total.
Esse resultado explica a observagao de que a taxa de fosforilagdo do GluA4, por si so, nao foi
alterada no CPF em resposta a fluoxetina (Fig. 17d). E importante enfatizar que o gene GluA4
¢ regulado positivamente no cérebro de pacientes deprimidos (DURIC et al., 2013). Além disso,
foi visto em culturas organotipicas de hipocampo de rato que a insercdo sinaptica de
subunidades GluA4 ¢ conduzida pela proteina cinase A (PKA) por meio da fosforilagdo no
residuo Ser842 (ESTEBAN et al., 2003). Essa mobilizagdo de AMPARSs em direcao as sinapses
¢ 0 mecanismo predominante para o fortalecimento sinaptico (ATANASOVA; KHARYBINA;
KAARELA, 2019). Dada a diminuigdo significativa de GluA4 e seu papel como um receptor
que pode ativar neurénios GABAérgicos PV+ no CPF (MAHESHWARI; NAHM; NOEBELS,
2013; PELKEY et al., 2015), podemos supor que o tratamento cronico com fluoxetina pode
diminuir o tonus GABA¢rgico levando a um aumento do tonus glutamatérgico nessa area do
cérebro. Um aumento na neurotransmissdao do glutamato pré-frontal induz uma série de
processos intracelulares como a ativagdo pods-sinaptica das vias de sinalizagdo relacionadas a
neuroplasticidade (DUMAN et al., 2016) e esta bem estabelecido que a sinaptogénese e a
plasticidade neuronal sdo mecanismos criticamente envolvidos nos efeitos antidepressivos
(CASTREN; HEN, 2013).

Nossos resultados também mostram um aumento na expressao de Narp no hipocampo
de camundongos tratados cronicamente com 10 mg/kg de fluoxetina. Esse dado corrobora o
fato de que a expressao 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 deteccdo de diferentes reguladores desta proteina
(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 diminui¢do no contetdo de Narp (Fig. 18).

Uma possivel explicacdo para essa diminuicao de Narp poderia estar relacionada a diminui¢ao
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macica de GluA4 e fosfo-GluA4 no CPF de camundongos tratados com fluoxetina (Fig. 18b ¢
¢). Em relacdo a este conjunto de resultados, ¢ fundamental destacar que cada regido cerebral
exibe um padrao unico de expressdao génica apds o tratamento antidepressivo cronico (ALME
et al., 2007). Narp parece estar envolvido em patologias como a depressao, mas ainda nao esta
claro como ou em que magnitude (CHAPMAN; SHANMUGALINGAM; SMITH, 2020). Para
elucidar as diferengas na expressdo de Narp no hipocampo e no CPF, estudos futuros utilizando
técnicas de imunohistoquimica, PCR e transcriptdmica serao necessarios.

Narp foi relatado como um IEG contendo o elemento regulador de agao cis CRE
(elemento de resposta cAMP), que € o alvo transcricional direto da ativacdo do fator de
transcrigdo CREB em resposta, por exemplo, a sinalizagdo de BDNF (MARIGA et al., 2015).
Além disso, o fator de transcrigdo CREB esta envolvido na expressao 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 sinaptogénese (CASTREN; HEN, 2013;
FLAVELL; GREENBERG, 2008; FUMAGALLI et al., 2005; MARSDEN, 2013; THOENEN,
1995). A eficacia da administragdo cronica de medicamentos antidepressivos envolve a
regulacdo da expressdo génica de longo prazo por meio da modulagdo de uma diversidade de
vias de sinalizacdo (HASSANI et al., 2014; JIN et al., 2017). O fator de transcricado CREB, por
exemplo, e um de seus genes-alvo, BDNF, podem inclusive mediar respostas terapéuticas a
antidepressivos. Aqui, apds investigar essas proteinas, observamos um aumento na fosforilagao
de CREB (Ser133) no CPF e no HIP apos o tratamento cronico com fluoxetina (Fig. 19a). Da
mesma forma, em ambas as estruturas, observamos um aumento na expressao do BDNF (Fig.
19b). Nesse sentido, ¢ importante destacar que os pacientes com TDM apresentam expressao
diminuida de RNAm de CREB no cortex temporal (DOWLATSHAHI et al., 1998) e niveis
corticais de BDNF diminuidos (CHEN et al, 2001) conforme avaliado em amostras post
mortem. A administracdo cronica, mas ndo aguda com antidepressivos convencionais, aumenta
significativamente a expressao do BDNF tanto no CPF quanto no HIP (CALABRESE ef al.,
2011; COPPELL; PEI; ZETTERSTROM, 2003; NIBUYA; MORINOBU; DUMAN, 1995).
Portanto, os aumentos de CREB e BDNF pelo tratamento com fluoxetina em nosso estudo estao
de acordo com o papel do BDNF e CREB na neurobiologia do TDM e na resposta
antidepressiva (CASTREN; KOJIMA, 2017; DUMAN; MONTEGGIA, 2006; NIBUYA;
NESTLER; DUMAN, 1996; RAFA-ZABLOCKA et al., 2018).

E bem conhecido que o BDNF via TrkB pode ativar diversas vias de sinalizagdo que

levam a modulacdo de muitos alvos proteicos, incluindo o fator de transcricdo CREB
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(CARLEZON; DUMAN; NESTLER, 2005). Assim, a cascata de proteinas cinases ativadas por
mitégenos (MAPKSs) e fosfatidilinositol-3-cinase/proteina cinase B (PI3K/AKT) podem ser
ativadas por BDNF via TrkB (HUANG; REICHARDT, 2003; MARSDEN, 2013; WANG;
MAO, 2019). Cabe ressaltar que os niveis de TrkB e a atividade de seus alvos downstream (por
exemplo, ERK e AKT) sdo reduzidos em individuos suicidas (CASTREN; KOJIMA, 2017).
No presente estudo, mostramos que a administracao de fluoxetina (10 mg / kg, p.o.) induziu um
aumento na fosforilagdo de AKT no HIP de camundongos (Fig. 20a). Apoés a fosforilagao, AKT
torna-se ativo e, ao modular as proteinas alvo, facilita a sobrevivéncia celular, bloqueando a
morte celular apoptotica, sendo uma enzima de sinalizagdo celular envolvida nas respostas
comportamentais de varios antidepressivos (BEAULIEU, 2012; DALMAGRO et al., 2019;
FREITAS et al., 2014; L1 et al., 2018). Analisando o CPF, nao encontramos alteracdes na taxa
de fosforilagdo desta proteina. No entanto, ¢ importante destacar que o CPF e o HIP apresentam
diferentes tipos de células e particularidades fisiologicas e metabdlicas (CARLEN, 2017;
KNIERIM, 2015; SIGURDSSON; DUVARCI, 2016; XU et al., 2019), que poderia justificar
as diferengas regionais observadas.

E interessante destacar que os antidepressivos ndo monoaminérgicos, como a cetamina
e outros compostos antidepressivos de acdo rdpida, também ativam a sinaliza¢do
AKT/mTORCI e aumentam a expressao do BDNF de maneira aguda, promovendo melhora da
densidade e conectividade siniptica. Os mecanismos subjacentes a essa agao ainda estdo em
debate, mas podem envolver uma inibig¢ao primaria de NMDARs localizados em interneurdnios
GABA¢érgicos tonicamente ativos, causando uma diminui¢cdo de seu impulso inibitério nas
células piramidais no hipocampo e no cortex pré-frontal, um efeito que aumenta a excitabilidade
das células piramidais promovendo a ativagdo subsequente das vias de sinaliza¢do trofica
(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
alteracdo foi detectada na atividade dessas proteinas nem no HIP nem no CPF. Isso pode ser
devido ao fato de que a fosforilagdo dessas proteinas € transitdria e existem diferencas regionais
de sinalizacdo 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 modula¢des em sub-
regides especificas dessas estruturas cerebrais, conforme mostrado em outros estudos (RAME

etal.,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 langam uma nova luz sobre
os mecanismos de sinaliza¢ao subjacentes as respostas antidepressivas. Nosso estudo explorou,
pela primeira vez, o conteudo e a fosforilacio de GluA4 apds a administragdao cronica de
fluoxetina e fornece evidéncias da modulacdo da subunidade GluA4 do AMPAR por este
antidepressivo. Além disso, exploramos a modulacdo dos niveis de Narp apds 21 dias de
tratamento com fluoxetina no CPF e no HIP. Observamos que o conteudo de Narp foi
aumentado no HIP pela fluoxetina. Por outro lado, seu conteido foi diminuido no CPF
acompanhando a reducao expressiva do contetido de GluA4 nesta area. Em vista da diminui¢ao
significativa de GluA4 e seu papel como um receptor que pode ativar neurdénios PV+
GABA¢érgicos no CPF (MAHESHWARI; NAHM; NOEBELS, 2013; PELKEY et al., 2015),
podemos supor que o tratamento cronico com fluoxetina pode diminuir o tonus GABAérgico

levando a um aumento no tonus glutamatérgico nesta area do cérebro (Fig. 22).



69

21 dias de
tratamento
(p-0.) FLUOXETINA
Pt Cértex pré-frontal Tl

[ GluAa

@ Narp
FReduciio de Narpd

Reducio de GIuAdJ.J

¥

Diminuicdo do tonus
GABAErgico 4

MNeurdnio
Inibitdrio (PV+?)

R Neurdnio
Aumento do tdénus Excitatério

Glutamatérgico t

Fig. 22 Ilustragdo esquematica da modulacdo dos sistemas GABAérgico e glutamatérgico apos
tratamento cronico com fluoxetina (21 dias). Nossos dados experimentais indicam que no cortex pré-
frontal de camundongos ha uma diminuicao da subunidade AMPAR GluA4 e Narp apds um tratamento
cronico com fluoxetina por 21 dias. O mecanismo proposto € baseado em estudos anteriores que
demonstram que, em condi¢des de atividade neuronal, a pentraxina Narp ¢ secretada por neurdnios
piramidais e agrupa o GluA4 pds-sindptico em sinapses excitatorias em interneurénios PV+ (Chang et
al. 2010). Assim, hipotetizamos que a diminui¢ao dos niveis de GluA4 em interneurénios PV+ reduz a
atividade inibitoria dos interneurénios que, por sua vez, diminui o tonus GABAérgico e,

consequentemente, aumenta o tonus glutamatérgico no cortex pré-frontal.
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O aumento da sinalizagdo glutamatérgica no cérebro promove o influxo de calcio pos-
sinaptico, mediado por receptores glutamatérgicos, que leva a liberagdo de BDNF por neurdnios
piramidais (LEPACK et al.,2016; ZHOU et al., 2014). O BDNF extracelular, por sua vez, ativa
os receptores TrkB na membrana, resultando na estimulagdo de cascatas de sinalizacao
intracelular, incluindo AKT, a enzima cinase do fator de alongamento eucariotico 2 (eEF2K) e
o complexo 1 da proteina alvo da rapamicina em mamiferos (mMTORC1), que em conjunto
podem resultar em acgdes sinapticas que contribuem para respostas comportamentais

antidepressivas (AUTRY et al., 2011; L1 et al., 2010).

2.8 CONCLUSAO

Os resultados deste capitulo destacam a subunidade GluA4 do receptor AMPA e Narp
como novos alvos que podem participar do mecanismo neuroquimico antidepressivo da
fluoxetina. Pesquisas futuras serdo necessarias para determinar a relagao direta dessas proteinas
com o tratamento antidepressivo. No entanto, nossos dados contribuem para ressaltar a
importancia da modulagao de proteinas associadas aos sistemas GABAérgico e glutamatérgico
além do sistema monoaminérgico. Notavelmente, o estudo destaca a importancia de investigar
a subunidade GluA4 do receptor AMPA, bem como a pentraxina Narp como possiveis alvos

moleculares implicados no TDM e na resposta a antidepressivos.
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3 CAPITULO II: GLUA4 E NARP NA FISIOPATOLOGIA DA EPILEPSIA DO
LOBO TEMPORAL MESIAL COM ESCLEROSE HIPOCAMPAL (ELTM-EH)

Neste capitulo, exploramos o papel modulatorio da Narp e da subunidade GluA4 do
receptor AMPA frente a fisiopatologia da epilepsia do lobo temporal mesial com esclerose do
hipocampo (ELTM-EH) em amostras de humanos e especialmente a resposta destas proteinas frente

a administra¢do aguda de dexametasona.

3.1 EPILEPSIA DO LOBO TEMPORAL (ELT)

O termo "epilepsia" refere-se a um conjunto de doencas de diferentes etiologias,
caracterizadas pela ocorréncia espontanea ¢ imprevisivel de convulsdes, ou seja, de sinais e/ou
sintomas transitorios devido a atividade neuronal anormal excessiva e sincrona no cérebro (FISHER
et al., 2014). Estudos experimentais e clinicos sobre epilepsias genéticas e lesionais sugerem a
existéncia de varios mecanismos patogenéticos comuns, que incluem alteragdes nas propriedades
intrinsecas do neurdnio e desequilibrio entre sinais excitatorios (glutamato) e inibitorios (GABA)
(BIALER; WHITE, 2010).

A epilepsia ocorre de forma imprevisivel e afeta pessoas de todas as idades. Pode incluir
convulsdes generalizadas, que envolvem a atividade epileptiforme que emana de todo o cortex, bem
como convulsdes focais ou parciais, que resultam da atividade epileptiforme de uma tnica parte do
cortex (HAUSER, 1992). Uma das formas mais comuns de epilepsia € a epilepsia do lobo temporal,
frequentemente associada a cicatrizes gliais ou esclerose do hipocampo, onde as convulsdes
normalmente comegam. Os mecanismos moleculares subjacentes ao inicio da crise induzem
fungdes celulares prejudicadas.

A epilepsia do lobo temporal mesial associada a esclerose do hipocampo (ELTM-EH) ¢
caracterizada por crises recorrentes espontaneas, perda de células neuronais e gliose no hipocampo
e amigdala (BANERIJEE; FILIPPI; ALLEN HAUSER, 2009; WIESER, 2004). A ELTM-EH ¢ a
sindrome epiléptica mais comum passivel de tratamento cirurgico. Como a cirurgia envolve uma
ressec¢do padronizada das estruturas neocortical e mesial do lobo temporal, ela oferece uma
oportunidade ética de obtencdo de amostras humanas, em condi¢cdes bem controladas, para

investigar o estado de fosforilagdo de proteinas.
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3.2 ALTERACOES NEUROQUIMICAS

Em modelos animais e pacientes com diferentes formas de epilepsia foram
identificadas mutagdes genéticas ou alteragdes funcionais que levam a perda da fungdo da
neurotransmissdo GABAérgica (alteracdes na sintese ou liberacao de receptores GABA) ou
ganho de fun¢do da neurotransmissdo glutamatérgica (alteragdes nos receptores de glutamato
ou recaptacdo) (BIALER; WHITE, 2010). Devido a fun¢do central dos AMPARs na
neurotransmissao excitatoria rapida, esses receptores podem desempenhar um papel
proeminente no desenvolvimento e geracdo de convulsdes (BRACEY et al., 2009; MAAS et
al., 2006; PORTER; CUI; BROOKS-KAYAL, 2006).

A analise de tecidos cerebrais humanos post-mortem tem demonstrado reducdo da
densidade e imunorreatividade de células PV+ em focos epilépticos no hipocampo e no neocortex
(ANDRIOLI et al., 2007; FERRER et al., 1994; SLOVITER et al., 1991).

O cortex pré-frontal (CPF), a amigdala (AMG) e o hipocampo (HIP) sdo as principais
estruturas cerebrais que medeiam estados de estresse ¢ medo. O estresse pode ser util ou
prejudicial, dependendo de sua intensidade, duracdo e caracteristicas pessoais. Os
glicocorticoides (GCs) liberados durante as respostas ao estresse tém efeitos em todo o cérebro,
com particular importancia nas estruturas limbicas (CONRAD, 2008; GRAY et al., 2017;
ZALETEL; FILIPOVIC; PUSKAS, 2016).

Em roedores, o estresse e a liberagdo excessiva de GC reduzem a plasticidade sindptica
e as espinhas dendriticas no PFC e HIP, prejudicam a neurogénese hipocampal e aumentam a
plasticidade sinaptica e as alteracdes dendriticas na AMG, que tém sido associadas a
anormalidades comportamentais. A sensibilidade do cérebro, particularmente o sistema
limbico, aos GCs, como a dexametasona, pode contribuir para a alta incidéncia de efeitos
colaterais neuropsiquiatricos relacionados aos GCs (CIRIACO et al., 2013; DROZDOWICZ;
BOSTWICK, 2014; KAZI; HOQUE, 2021; WARRINGTON; BOSTWICK, 2006).

3.3 OBJETIVO ESPECIFICO
O objetivo aqui foi determinar, no cortex, amigdala e hipocampo, a distribui¢ao das

proteinas Narp, GluA4 e outras proteinas classicamente envolvidas em neuroplasticidade

(CREB, BDNF, TrkB e calcineurina), bem como verificar a modulagdo dessas proteinas por
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dexametasona nas amostras de pacientes humanos epilépticos que foram submetidos ao

tratamento cirirgico, por serem refratarios aos tratamentos clinicos disponiveis.

3.4 METODOS

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 sinaptica em ELTM-EH. Todos eles tiveram convulsdes que prejudicaram a
consciéncia pelo menos uma vez por més (média de 7,5 por més), apesar do tratamento
adequado, com pelo menos dois medicamentos antiepilépticos em monoterapia. Todos os
pacientes tinham histérico médico completo, informagdes sobre a semiologia das crises, exames
neuroldgicos, avaliagdo psiquidtrica e neuropsicologica, eletroencefalograma de superficie

interictal e ictal e imagens de ressonancia magnética consistentes com ELTM-EH unilateral.

3.4.2 Protocolo de anestesia

O protocolo anestésico utilizado, exceto o tratamento com dexametasona, foi 0 mesmo
para todos os pacientes. A anestesia comegou entre 7h30 e 8h30 com bolus intravenoso (i.v.)
de propofol (2 mg/kg), fentanil (2 pg/kg) e rocuronio (0,9 mg/kg) seguido por remifentanil (0,1
a 0,2 pg/kg) e inalagdo de isofluorano (0,5 a 0,6 de concentragdo minima alveolar). A hidratagao
foi feita com infusdo continua de solugdo salina isotonica 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 inicio 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 as
6 h da manhad) e reintroduzidas logo apds a recuperagao do paciente da anestesia. Os pacientes
que ndo faziam tratamento com fenitoina, receberam o farmaco (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 ja faziam uso de fenitoina receberam apenas a respectiva dose oral

matinal (as 6 h da manhd) e a dose adicional apds a coleta das amostras de tecido cerebral.

3.4.3 Tratamento com dexametasona (DEXA)

Estas analises 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 cirurgico, a equipe de anestesiologia decidiu modificar o protocolo de anestesia e
passou a usar DEXA (10 mg, bolus i.v.) imediatamente ap6s a intubag¢do, como terapia
adjuvante anti-inflamatdria e antiemética para os 18 pacientes subsequentes. Com isso, temos
dois grupos: pacientes que ndo receberam DEXA (n = 10) e pacientes que receberam DEXA (n
=18). A inclusdo de DEXA no protocolo nao foi baseada em nenhum dado clinico. 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 endégeno em muitos aspectos de sua atividade transcricional, esta

dose representa cerca de 27 vezes a secre¢ao diaria de cortisol em humanos adultos.

3.4.4 Cirurgia, variaveis transoperatorias e clinicas e amostragem do tecido

cerebral

As cirurgias e coleta de tecido - cortex (CTX), hipocampo (HIP) e amigdala (AMG) -
foram realizadas pelo mesmo neurocirurgido, equipe médica e investigador principal conforme
descrito anteriormente (Ronsoni et al., 2016). As amostras sdo oriundas do tecido cerebral
removido durante um procedimento padrao de lobectomia anterior e temporal e, imediatamente
apos a coleta, foram congeladas em nitrogénio liquido. Em seguida, as amostras foram
transferidas para um freezer a —80°C onde ficaram armazenadas até as analises bioquimicas. A
ressec¢do do lobo temporal lateral anterior incluiu os giros temporais médio e inferior
estendidos até 4 cm posterior do pélo temporal. Antes da ressec¢do neocortical temporal,
aproximadamente 1 cm? de amostra cortical localizada 3 cm posterior ao pdlo temporal foi
dissecada suavemente da substancia branca através de um bisturi sem termocoagulagdo prévia.
Apos avaliagao da regido mesial temporal, dois ter¢os da AMG foram coletados incluindo as
regides basal e lateral. Apds a ressec¢do da AMG, o HIP foi removido e sua cabega e parte do

corpo foram rapidamente dissecadas em vidro refrigerado com gelo. Registrou-se, em cada
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caso, o tempo de manipulagdo do HIP desde o inicio da eletrocoagulagdo até a sua ressec¢do
completa. Os parametros hemodinamicos e respiratorios (gasometria arterial, eletrolitos,
hematocrito, hemoglobina, pressdao arterial média, frequéncia cardiaca e respiratoria),
controlados durante a coleta de AMG e HIP, permaneceram estdveis durante todos os
procedimentos. Nao ocorreu nenhuma complicagdo transoperatoria. O tempo decorrido desde
o inicio da anestesia até a ressec¢ao de cada amostra também foi controlado.

Ha diversas variaveis clinicas além dos muitos dados demograficos, psiquiatricos,
clinico-patologicos, cirurgicos, eletrofisiologicos, de neuroimagem e moleculares coletados de
pacientes submetidos a lobectomia temporal anterior-mesial para tratamento de epilepsia de
dificil controle, no CEPESC ¢ HU. As variaveis clinicas controladas incluiram sexo, raga, lado
da esclerose hipocampal, idade, duracdo da doenca (em anos), idade de inicio das crises
convulsivas recorrentes, comorbidades psiquidtricas e qualidade de vida. Os medicamentos
antiepilépticos utilizados foram carbamazepina (CBZ), fenobarbital (PNB), difenilhidantoina
(DPH), acido valproéico (VA), lamotrigina (LMT) ou topiramato (TPM), associados ou ndo a
benzodiazepinicos (clobazam ou clonazepam).

O protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Universidade Federal de Santa Catarina (n° 365-FR304969), foi obtido o consentimento
informado por escrito dos pacientes e todos os procedimentos foram realizados em
conformidade com o Cédigo de Etica da Associagdo Médica Mundial (Declaragio de Helsinki)

para experimentos que envolvem seres humanos.

3.4.5 Analises neuroquimicas

A analise bioquimica foi cega para todos os dados clinicos. As amostras foram
colocadas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C até o uso. Os procedimentos de western

blot foram realizados conforme descrito anteriormente (Gongalves et al., 2017).

3.4.5.1 Preparacgdo 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 propor¢ao de 1/4 (p/v) em tampao com 100 mM de NaF,
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50 mM de Tris (pH 7,0), 2 mM de NazVOs, | mM de EDTA, 0,1 mM de PMSF, 10% de glicerol
e 1% de Triton X-100, além do coquetel inibidor de proteases Amresco® (concentracao de
trabalho 0,5 mM AEBSF, 0,3 uM de aprotinina, 50 uM de EDTA, 10 uM de bestatina, 10 uM
de E-64, 10 uM de leupeptina). Posteriormente, os lisados foram centrifugados a 4° C (3.000g
por 2 min e, na sequéncia, 10.000g por 10 min) para eliminagdo dos restos celulares. Os
sobrenadantes foram diluidos 1/1 (v/v) com solugdo 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 tampao
(40% de glicerol, 100 mM de Tris e azul de bromofenol, pH 6,8) foi adicionado a uma razao de
25:100 (v/v) bem como o B-mercaptoetanol a uma concentragdo final de 8%.

Com o objetivo de minimizar os vieses entre os dias de preparagdo, que pudessem
causar variagdo nos experimentos de western blot ¢ levando em consideragdo que para estas
amostras cerebrais de humanos ndo hé 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 preparacdo das demais amostras. O BLZ ¢ um
controle interno valioso. Esta amostra ¢ aplicada em todas as eletroforeses realizadas e,
portanto, nos permite fazer comparagdes e correlagdes entre as proteinas analisadas nas diversas

estruturas cerebrais e em diferentes membranas de WB.

3.4.52 Dosagem de proteinas

O contetudo de proteina foi estimado pelo método de Lowry modificado descrito por

Peterson (1977) usando albumina de soro bovino como padrao de proteina.

3.4.5.3 Eletroforese

As amostras foram submetidas a eletroforese em mini géis de SDS-PAGE 10% ou
12% (eletroforese em gel de poliacrilamida 10% ou 12% contendo dodecil sulfato de sodio).
Para este momento de separacdo das proteinas, a mesma quantidade de proteina (70 pg de

proteina total por poco) de cada amostra foi aplicada com uma seringa Hamilton®.

3.4.54 Eletrotransferéncia



77

Ap0s a eletroforese, os géis foram submetidos ao processo de eletrotransferéncia onde
as proteinas foram transferidas para membranas de nitrocelulose usando um aparelho semi-dry
(1,2 mA/cm?). Ao final, as membranas foram coradas com colorag¢do de Ponceau 0,5% em

acido acético 1% para verificar a eficiéncia do processo de transferéncia.

3.4.5.5 Imunodeteccdo

As membranas foram incubadas em uma solucdo de bloqueio contendo 3% de
albumina de soro bovino (BSA) em solucao salina tamponada com Tris (TBS) (Tris 10 mM,
NaCl 150 mM, pH 7,5) por 1 h em temperatura ambiente, ¢ os alvos foram detectados apos
incubacdo overnight (4 °C) com anticorpos especificos diluidos em TBS com 1% Tween-20
(TBS-T) contendo 2% BSA. Os anticorpos primarios 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 primario produzido em camundongo utilizado foi: B-actina (Santa Cruz
Biotechnology®, 1: 2500). No dia seguinte, as membranas foram incubadas por 1 h em
temperatura ambiente com o anticorpo secundario conjugado com peroxidase correspondente
anti-IgG de coelho e anti-IgG de camundongo (Millipore® 1: 2500) para detectar proteinas por
quimioluminescéncia intensificada.

ApOs as etapas de bloqueio e incubagdo, as membranas foram lavadas trés vezes (5
min) com TBS-T. Para detectar as formas fosforiladas e totais na mesma membrana, os
imunocomplexos foram removidos com uma solucdo 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 oOptica
(DO) das bandas foi quantificada usando o software Image Lab® 4.1 (Bio-Rad Laboratories).
Os niveis de fosforilagdo foram determinados pela razdo de DO das bandas fosforiladas sobre
DO das bandas totais. Os imunoconteidos foram determinados pela razdo de DO das bandas
totais sobre a DO das bandas de B-actina. Os resultados estdo expressos como valores relativos

em comparacao com o balizador (100%).

Quadro 2. Anticorpos utilizados no estudo com amostras de humanos.
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Peso
Anticorpo Molecular Diluigao Fabricante (n° catalogo)
P (proteina ¢ &
alvo)
BDNF 14 KDa 1:1000 Santa Cruz (SC546)
B-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 Analise estatistica

Os dados s3o expressos como média + erro padrao da média (EPM). As comparagdes
entre as amostras de CTX, AMG e HIP quanto a distribui¢do das proteinas foram realizadas por
andlise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste post-hoc de Duncan. As comparagdes entre
modulagdes neuroquimicas e variaveis dos pacientes frente ao tratamento com DEXA foram
analisadas pelo teste t de Student. As varidveis independentes que mostraram uma distribui¢ao
ndo paramétrica pelo teste de Kolmogorov-Smirnov foram analisadas pelo Teste U Mann-
Whitney. Um valor de p <0,05 foi considerado significativo. A andlise estatistica foi realizada
no Statistica® (versdo 7, Software StatSoft, Palo Alto, CA, EUA) e os graficos foram
construidos no GraphPad Prism® (versio 6, GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). As
correlagdes com varidveis clinicas foram realizadas usando o Statistica® (versdo 7, Sofiware

StatSoft, Palo Alto, CA, EUA) e o programa SPSS 17.

3.5 RESULTADOS

3.5.1 Modulag¢oes de GluA4, Narp e outras proteinas no cortex, amigdala e

hipocampo de pacientes com ELTM-EH
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Tendo em vista que animais nocaute para Narp apresentam evidente predisposi¢ao
para apresentarem crises epilépticas (Chang et al., 2010) investigamos, inicialmente, o
imunoconteudo dessa proteina nas amostras de HIP, AMG e CTX dos pacientes com epilepsia
refrataria com esclerose hipocampal mesial, submetidos a neurocirurgia.

Observamos que o conteudo relativo (% do balizador) da proteina Narp ¢ maior no
HIP [F (2, 105) = 3,121, p <0,01], confirmado por analise post-hoc, que indicou uma diferenga
significativa da expressao dessa proteina no HIP (p <0,01) em relacao ao CTX (Fig. 23).

Narp

BLZ CTX AMG HIP
Narp - [ — — - | 49 KDa

p-actina — | NEEED "-—— T T 413 KDa

200

Razéo Narp / p-actina
(% do balizador)

& é“o &

Fig. 23 Modulacao de Narp em amostras de cortex (CTX), amigdala (AMG) e hipocampo (HIP) de
pacientes com ELTM-EH. Western blot representativo do imunoconteudo de Narp e B-actina; e
quantificagdo da expressao de Narp. Os resultados estdo apresentados como porcentagem do balizador
(considerado 100%) e cada coluna e barra representam a média + EPM de 36 pacientes. A andlise

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

Tendo em vista a relagdo com Narp, também analisamos o contetdo e a fosforilagao
da subunidade GluA4 do AMPAR. Ao analisar o contetido total de GluA4 (total-GluA4/p-
actina), foi observado uma diferenca significativa no contetdo relativo (% do balizador) da
subunidade GluA4 [F (2, 105) = 25,11, p <0,0001], confirmado por analise post-hoc, que
indicou uma expressao maior no CTX em relagdo as outras estruturas (p <0,0001) e maior na
AMG em relagdo ao HIP (p <0,05) (Fig. 24b). Além disso, observou-se uma diferenga
significativa no nivel de fosforilagdo da subunidade GluA4 Ser862 [F (2, 105) = 28,10, p
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<0,0001], confirmado por andlise post-hoc, que indicou um maior nivel de fosforilagdo do CTX
(p <0,0001) com relagdo a AMG e o HIP (Fig. 24¢). Também observamos que o nivel de
fosforilagdo na AMG ¢ significativamente maior que no HIP (p <0,01). Ao analisar a taxa de
fosforilagao da subunidade Ser862 de GluA4 (fosfo-GluA4/total-GluA4), a ANOVA de uma
via revelou uma diferenga significativa [F (2, 105) = 6,069, p <0,01]. A andlise post-hoc indicou
uma maior taxa de fosforilagdo no CTX (p <0,001) e na AMG (p <0,01) com relacdo ao HIP
(Fig. 24a).
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Fig. 24 Modulac¢do de GluA4 em amostras de cortex (CTX), amigdala (AMG) e hipocampo (HIP) de
pacientes com ELTM-EH. (a) Western blot representativo de fosfo-GluA4 (p-GluA4) e GluA4 total (T-
GluA4); e quantificagdo da taxa de fosforilagdo de GluA4 (Ser862). (b) Western blot representativo de
GluA4 total (T-GluA4) e B-actina; e quantificacdo da expressdo de GluA4 em comparagdo com a [3-
actina. (¢) Western blot representativo de fosfo-GluA4 (p-GluA4) e B-actina; e quantificacdo da

fosforilagao de GluA4 (Ser862), em comparagdo com a B-actina. Os resultados estao apresentados como
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porcentagem do balizador (considerado 100%) e cada coluna e barra representam a média = EPM de 36
pacientes. A analise estatistica 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 modulacdo das proteinas CREB e BDNF.
Observamos que o conteudo relativo (% do balizador) da proteina BDNF ¢ maior na AMG em
relagao ao HIP (p <0,05) (Fig. 25b). Também observamos uma tendéncia (p = 0,0539) de o
conteudo relativo de BDNF ser maior na AMG em relagdo ao CTX. Em contrapartida, nao
observamos diferengas na taxa de fosforilagdo de CREB Ser133 entre as estruturas [F (2, 105)
= 1,004, p=0,3699] (Fig. 25a). Também nao houve alteracdo do conteudo total [F (2, 105) =
0,8904, p=0,4136] e nivel de fosforilagao da proteina CREB [F (2, 105) = 1,746, p=0,1794]

entre nenhuma das estruturas analisadas (graficos ndo mostrados).
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Fig. 25 . Modulagdo de CREB e BDNF em amostras de cortex (CTX), amigdala (AMG) e hipocampo
(HIP) de pacientes com ELTM-EH. (a) Western blot representativo de fosfo-CREB (p-CREB), CREB
total (T-CREB) e imunocontetido de B-actina (controle de carga); e quantificacdo da taxa de fosforilagdo
CREB (Ser133). (b) Western blot representativo do imunocontetdo de BDNF e de B-actina; e
quantificagdo da expressdao do BDNF. Os resultados estdo apresentados como porcentagem do balizador
(considerado 100%) e cada coluna e barra representam a média = EPM de 36 pacientes. A analise

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

No préximo conjunto de experimentos, avaliamos a modulagdo de TrkB (Fig. 26) e

observamos que o nivel de fosforilacdo de TrkB em Tyr706/707 é bem maior no CTX (p <
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0,0001) em relagdo a AMG e HIP (Fig. 26¢) ¢ a taxa de fosforilagcdo de TrkB (fosfo-TrkB/total-
TrkB) encontra-se aumentada na AMG (p <0,05) em relagdo ao CTX e HIP (Fig. 26a). A
ANOVA de uma via também revelou diferencas no conteudo relativo (% do balizador) de TrkB
[F (2, 105) = 26,02, p <0,0001] confirmado por analise post-hoc, que indicou maior expressao

dessa proteina no CTX (p <0,0001) com relacdo a AMG e HIP (Fig. 26b).
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Fig. 26 Modulacdo de GluA4 em amostras de cortex (CTX), amigdala (AMG) e hipocampo (HIP) de
pacientes com ELTM-EH. (a) Western blot representativo de fosfo-TrkB (p-TrkB) e TrkB total (T-
TrkB); e quantificagdo da taxa de fosforilagdo de TrkB (Tyr706/707). (b) Western blot representativo
de TrkB total (T-TrkB) e B-actina; e quantificagdo da expressdo de TrkB em comparagdo com a -actina.
(c) Western blot representativo de fosfo-TrkB (p-TrkB) e B-actina; e quantificacdo da fosforilagdo de
TrkB (Tyr706/707), em comparagdo com a [-actina. Os resultados estdo apresentados como

porcentagem do balizador (considerado 100%) e cada coluna e barra representam a média = EPM de 36
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pacientes. A analise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via, seguida pelo teste de Duncan. * p

<0,05 e **** p <0,0001

Por fim, analisamos o imunoconteudo de Calcineurina e através da ANOVA de uma
via percebemos que ha diferengas no contetido relativo (% do balizador) dessa proteina [F (2,
105) = 2,044, p <0,01]. A analise post-hoc indicou uma maior expressao de Calcineurina no
CTX (p <0,001) em relacdo a AMG (Fig. 27). Também observamos uma tendéncia (p = 0,0936)

de o conteudo relativo de calcineurina ser maior no CTX em relagdo ao HIP.
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Fig. 27 Modulacdo de Calcineurina em amostras de cortex (CTX), amigdala (AMG) e hipocampo (HIP)
de pacientes com ELTM-EH. Western blot representativo do imunocontetido de calcineurina e f-actina;
e quantificacdo da expressdo de Calcineurina. Os resultados estdo apresentados como porcentagem do
balizador (considerado 100%) e cada coluna e barra representam a média + EPM de 36 pacientes. A

analise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via, seguida pelo teste de Duncan. ** p <0,01

Assim, a sintese de resultados que obtivemos com relagdo a expressao e fosforilagao

de proteinas nas amostras de pacientes com ELTM-EH esté apresentada na figura 28.
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Fig. 28 Representagdo esquematica dos principais resultados. As amostras de cortex (CTX), amigdala
(AMG) e hipocampo (HIP) foram coletadas e as analises bioquimicas realizadas posteriormente.
Observamos que, no comparativo entre as estruturas cerebrais, o contetido relativo (% do balizador) de
Narp ¢ maior no HIP, BDNF ¢ maior na AMG e GluA4 ¢ mais proeminente no CTX. Ja a taxa de
fosforilacdo de GluA4 esta mais proeminente no CTX e AMG. Além disso, hd um contetido relativo
maior de TrkB e Calcineurina no CTX. A taxa de fosforilacdo de TrkB encontra-se aumentada na AMG

em comparacao com as outras estruturas.

3.5.2 O efeito da administracao de dexametasona na modulacio de GluA4 e

Narp

Considerando que os GCs tém efeitos em todo o cérebro, principalmente nas estruturas
limbicas como CTX, AMG e HIP, também decidimos investigar a possivel diferenga entre os
pacientes que receberam e os que nao receberam tratamento com dexametasona na modulagao
das proteinas de interesse.

Os efeitos da administragdo de DEXA sobre os alvos GluA4, Narp e CREB no CTX,
AMG e HIP de pacientes com ELTM-EH sdo apresentados na tabela 1. A analise estatistica
indicou aumento na fosforilagcdo de GluA4 e na expressao de Narp no hipocampo de pacientes
que receberam dexametasona. Além disso, também foram observadas modulagdes no CREB.

Apesar de haver um aumento no imunoconteutdo de CREB (Total-CREB), observamos uma
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diminui¢ao significativa na taxa de fosforilagcdo dessa proteina no hipocampo de pacientes que

receberam dexametasona. No cortex e amigdala ndo foram encontradas alteragdes.

Tabela 1 Modulagao das proteinas no cortex, amigdala e hipocampo de pacientes com epilepsia
do lobo temporal mesial tratados cirurgicamente que receberam ou ndo tratamento com

dexametasona (DEXA).

o Nao receberam Receberam
Varidveis Todos os casos DEXA DEXA Valor de p
n=28 n=10 n=18
CORTEX
P-GluA4 129.3 (3.9) 127.2 (6.5) 130.5 (5.0) 0.83°
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°
AMIGDALA
P-GluA4 130.5 (10.4) 142.8 (22.6) 123.7 (10.5) 0.80°
Narp 109.2 (14.6) 87.4 (17.1) 121.4 (20.5) 0.31°
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¢
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°
Total-CREB 75.9 (18.2) 39.3 (15.7) 96.3 (26.0) 0.02¢
GFAP 105.0 (1.4) 102.7 (1.8) 106.3 (1.9) 0.23

Os valores s@o apresentados como média £+ EPM de 28 pacientes. A andlise estatistica foi realizada
utilizando o teste t de Student. * p < 0,05. * Varidveis independentes que mostraram uma distribuigdo ndo

paramétrica pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e foram analisadas pelo Teste U Mann-Whitney.

Diante das modulagdes observadas, decidimos analisar se esses resultados estariam
associados com varidveis clinicas, cirurgicas, demograficas, neurorradioldgicas,
neurofisiologicas dos pacientes (tabela 2). A correlagdo entre essas variaveis indicou diferencas

significativas (p <0,05) entre os pacientes que receberam ou nao tratamento com DEXA para
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os seguintes pontos: Regime de Drogas Antiepilépticas (DAEs), Frequéncia mensal de

convulsdes e Glicose. Além disso, ha uma tendéncia de diferenca para as variaveis HCOs3 (p =

0,06) e Sodio (p =0,09). As variaveis sexo (p = 0,10), esclerose hipocampal (p =0,11) e acido

latico (p = 0,11) também chamaram a atencao e exigem analises mais detalhadas.

Outra variavel importante que apresentou uma tendéncia de diferenca entre as

amostras foi o tempo de armazenamento das amostras (meses). Os resultados mostram que as

amostras dos pacientes que ndo receberam DEXA ficaram armazenadas por mais tempo do que

as dos pacientes que receberam DEXA.

Tabela 2 Variaveis clinicas, cirurgicas, demograficas, neurorradioldgicas, neurofisiologicas de pacientes

com epilepsia do lobo temporal mesial tratados cirurgicamente que receberam ou nao tratamento com

dexametasona (DEXA).
Todos os  Nao receberam  Receberam Valor
Variaveis casos DEXA DEXA dep
n=28 n=10 n=18
Sexo
Feminino 18 (64.3) 04 (40.0) 14 (77.8)
Masculino 10 (35.7) 06 (60.0) 04 (22.2 0.10
Raca
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 Vitivo 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 saude 07 (25.0) 01 (10.0) 06 (33.3)
Nao esta trabalhando 00 04 (40.0) 02 (11.1) 0.16

(21.24)



Historico de IPI
Nao
Sim

Esclerose hipocampal
Lado direito

Lado esquerdo

Regime de DAEs
Monoterapia

Duas ou mais drogas

Benzodiazepinicos
Sim
Nao
Drogas antiepilépticas
Carbamazepina
Nao
Sim
Fenobarbital
Nao
Sim
Difenilhidantoina
Nao
Sim
Acido valproéico

Nao

Lamotrigina
Nao
Sim

Topiramato

Nao

06 (21.4)
22 (78.6)

13 (46.4)
15 (53.6)

9 (32.1)
19 (67.9)

13 (46.4)
15 (53.6)

05 (17.9)

23 (82.1)

18 (64.3)
10 (35.7)

25 (89.3)
03 (10.7)

25 (89.3)
03 (10.7)

24 (85.7)
04 (14.3)

26 (92.9)
02 (7.1)

03 (20.0)
08 (80.0)

03 (30.0)
07 (40.0)

06 (60.0)
04 (40.0)

06 (60.0)
04 (40.0)

03 (30.0)

07 (70.0)

08 (80.0)
02 (20.0)

10 (10.0)
0

09 (90.0)
01 (10.0)

08 (80.0)
02 (20.0)

10 (100.0)
0

04 (22.2)
14 (77.8)

11 (61.1)
07 (38.9)

03 (16.7)
15 (83.3)

07 (38.9)
11(63.1)

02 (11.1)

16 (88.9)

10 (55.6)
08 (44.4)

15 (83.3)
02 (16.7)

16 (88.9)
02 (11.1)

16 (88.9)
02 (11.1)

16 (88.9)
02 (11.1)

87

0.89

0.11

0.03

0.43

0.31

0.25

0.53

1.0

0.60

0.52



Dominincia manual
Destro

Canhoto

Comorbidades psiquiatricas
Sem diagnostico
Desordem depressiva
Transtorno de ansiedade
Outras condigdes

psiquiatricas ?

Idade (anos)

Educacao (anos)

Duraciao da doenca (anos)

Frequéncia mensal de

convulsoes

QOLIE-31
Parametros intraoperacionais

Pressao arterial média

Frequéncia cardiaca

Frequéncia respiratoria

Analise bioquimica do sangue

pH

PCO,

26 (92.9) 09 (90.0) 17 (94.4)
02 (7.1) 01 (10.0) 01 (5.6)
14 (50.0) 04 (40.0) 10 (55.6)
8 (28.6) 02 (20.0) 06 (33.3)
02 (7.1) 01 (10.0) 01 (5.6)
04 (14.3) 03 (30.0) 01 (5.6)
Média (E.P.M.)
369 33.4 (3.6 38.8(2.6
o 4 (3.6) 8(2.6)
6.7 (0.6) 6.0 (1.1) 7.1(0.7)
244 23.7 (0.9 24.8 (2.6
(19) .7(0.9) 8(2.6)
9.6 (1.7) 4.2 (0.9) 12.6 (2.4)
332 35.6 (4.4 31.8(3.9
2.9) 6 (4.4) 8(3.9)
683 66.2 (3.0 69.3 (2.3
(i 2(3.0) 3(2.3)
78 70.3 (4.1 75.6 (2.9
” 3(4.1) 6(2.9)
Ho 11.7 (0.5 11.5 (0.4
03) 7(0.5) 5(0.4)
742 7.42 (0.01 7.42 (0.01
(0.01) 42 (001 42 (001
28.3
29.3 (1.6) 27.8 (1.0)

(0.8)

88

1.0

0.31

0.24

0.40

0.79

0.02

0.55

0.45

0.30

0.75 ¢

0.97

0.55%
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20.2
HCO; 21.1(0.6) 19.6 (0.4) 0.06
(0.3)
227.2 238.4
PO 207.0 (26.4) 0.52%
(12.0) (11.5)
99.7
Saturagdo de O2 99.7 (0.0) 99.7 (0.0) 0.72 ¢
(0.0)
35.0
Hematocrito 34.5(1.3) 35.2(0.8) 0.71%
(0.7)
. 11.6
Hemoglobina 11.5(0.4) 11.6 (0.3) 0.93¢
(0.2)
116.4
Glicose 98.0 (4.0) 123.2 (6.6) 0.01
(5.5)
. 137.9
Sédio 136.1 (1.4) 138.6 (0.7) 0.09
(0.6)
Potassio 4.1(0.1) 4.2 (0.1) 4.0 (0.0) 0.47
Calcio i6nico 4.2(0.2) 4.3 (0.1) 4.2(0.2) 0.59
Magnési 04 0.4 (0.02) 0.4 (0.0) 0.22
agnésio 4 (0. 4 (0. .
s (0.01)
Acido lactico 2.0(0.2) 1.5(0.2) 2.2(0.3) 0.11
Tempo de armazenamento das 23.4
27.7(3.2) 20.1 (1.8) 0.09
amostras (meses) (1.7)
Tempo desde a ultima convulsao 171 143.7
233.7(76.2) 0.29 ¢
(horas) © (38.4) (43.9)
Tempo para retirada do CTX 191.1 194.7
185.1 (11.4) 0.56
(min) ¢ (7.7) (10.4)
Tempo para retirada da AMG/HIP 264.2 268.5
256.0 (18.8) 0.59
(min) © (10.9) (13.7)
Tempo de manipulagdo do HIP 11.6
11.9 (1.5) 11.5(1.3) 0.88
(min) © (1.0)

2 Qutras condigdes psiquiatricas: transtorno disforico de epilepsia, psicose pos-ictal, ansiedade pds-ictal; ® Tempo de
armazenamento entre a coleta das amostras e a analise neuroquimica (faixa de 8 a 39 meses). ¢ Curso de tempo desde

a ultima ocorréncia de ataque convulsivo e amostragem de tecido cerebral (intervalo de 12 a 590 horas). ¢ Curso de
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tempo desde a indug@o da anestesia até a retirada de tecido do CTX (faixa de 119 a 255 min). ¢ Curso de tempo desde
a indugdo da anestesia até a retirada de tecido da AMG/HIP (faixa de 160 a 360 min).  Curso de tempo desde que
comegou a termocoagulagdo dos vasos do HIP até a resseccdo completa do HIP (faixa de 5 a 25 min). & Varidveis
independentes que mostraram uma distribuigdo ndo paramétrica pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e foram analisadas
pelo Teste U Mann-Whitney. As demais variaveis que apresentaram distribui¢do paramétrica foram analisadas pelo
teste t de Student. Abreviaturas: IPI, insulto precipitante inicial; DAEs, drogas antiepilépticas; QOLIE-31, sigla em
inglés “Quality of Life in Epilepsy Inventory-31” que significa Inventario de qualidade de vida em epilepsia. CTX,

neocortex temporal médio; AMG, amigdala; HIP, hipocampo.

3.6 DISCUSSAO

Os resultados aqui apresentados sdo de pacientes com sindrome epiléptica que
promove alteragdes estruturais ¢ funcionais da neuroplasticidade incluindo perda variavel de
neurdnios e gliose nas estruturas analisadas (ARAUJO et al., 2006). Essas alteragdes estruturais
e funcionais implicam numa série de modificagdes neuroquimicas complexas.

Em primeiro lugar, demonstramos que o conteudo relativo de Narp ¢ maior no HIP do
que no CTX e AMG dos pacientes com ELTM-EH. Esse resultado esta de acordo com um
estudo feito por Reti e Baraban (2000), por exemplo, que demonstra um aumento sustentado na
expressdo de Narp no hipocampo apos uma série de crises eletroconvulsivas (ECS) (RETI;
BARABAN, 2000).

Sabemos que o sistema nervoso tem a capacidade de modular a transmissao sinaptica
em resposta a padroes espaciais e temporais especificos de disparo neuronal, tanto em situagdes
fisiologicas quanto patologicas. Um mediador desses processos adaptativos neuronais € o
BDNF, cuja expressdo e liberacdo sdo reguladas pela atividade neuronal (GROTH;
MERMELSTEIN, 2003; ZAFRA et al., 1990). Aqui, observamos que o contetido relativo de
BDNF ¢ maior na AMG do que no CTX e HIP dos pacientes com ELTM-EH.

Em amostras de individuos com epilepsia refrataria, foram observadas diminuigdes
significativas na expressao do RNAm da subunidade do receptor GluA1 e GluA4 no hipocampo
e tecido cortical temporal (GRIGORENKO ef al., 1997). O RNAm para a subunidade GluA4
diminuiu cerca de 68% no hipocampo, mas em contraste com o GluA1, o nivel de RNAm de
GluA4 nao diminuiu no cortex temporal. Aqui estudamos a subunidade GluA4 do AMPAR e
observamos que seu conteudo relativo € mais proeminente no CTX. J4 a taxa de fosforilagao de

GluA4 esta mais proeminente no CTX e AMG.
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A via BDNF/TrkB pode afetar ou participar da epileptogénese, pois ja foi demonstrado
que a expressdo da proteina de TrkB e o valor de densidade Optica média (DO) de células
positivas para GFAP e TrkB no cértex temporal e hipocampo aumentaram significativamente
apo6s o inicio da epilepsia (LIU et al., 2016). Em nossas analises encontramos um contetido
relativo maior de TrkB no CTX em comparacdo com a AMG e HIP. Com relagdo a taxa de
fosforilagao de TrkB, observamos que se encontra aumentada na AMG em comparagdo com as
outras estruturas.

Além das proteinas intracelulares e transmembrana que se associam com AMPARs
para regular seu posicionamento dentro de uma sinapse e suas propriedades biofisicas, hd uma
séric de interagdes proteina-proteina transsindpticas que aumentam ainda mais essa
complexidade. Isso demonstra que os AMPARSs estao no centro de um complexo de proteinas
que ¢ altamente dindmico e que exibe um alto grau de variabilidade na dependéncia do tipo
celular e da estrutura sinaptica.

O cortex pré-frontal medial exerce controle sobre outras regides do cérebro que
regulam a emogdo e o humor (RIGA et al., 2014), mais notavelmente a amigdala, e a perda de
conexdes sindpticas do PFC para esta e outras regides do cérebro pode promover déficits
cognitivos. O hipocampo, por sua vez, ¢ uma estrutura limbica com altos niveis de receptores
de glicocorticoides que fornecem feedback negativo para o eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal
(HPA) (CHAN et al., 2016). Assim, ap0s avaliarmos a distribui¢ao de proteinas no CTX, AMG
e HIP, também verificamos o efeito de uma tnica dose alta de DEXA, nos niveis de fosforilagao
e expressdo de proteinas nestas estruturas. Obtivemos resultados interessantes acerca da
modulagdo de GluA4, Narp e CREB. Diante da administracdo de DEXA, houve um aumento
significativo na fosforilagdo da subunidade GluA4 no HIP dos pacientes tratados
cirurgicamente. O contetudo total de GluA4 (Total-GluA4) ndo foi alterado. Além disso,
também observamos aumento da proteina Narp e diminui¢do da fosforilagdo de CREB no
hipocampo de pacientes que receberam DEXA.

Um estudo anterior do nosso grupo iniciou a discussdo acerca dos efeitos dos
glicocorticdides (GCs) em biomarcadores de neuroplasticidade sindptica no sistema limbico
humano (LOPES et al., 2016a). Foi demonstrado que 4 h ap6s uma alta dose de DEXA, os
niveis de p-GluA1-Ser831, mas ndo de p-GluA1-Ser845, e os niveis de CaMKII fosforilada
diminuem significativamente na AMG de pacientes com ELTM-EH. Esses resultados indicam
que o tratamento com DEXA altera o residuo 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 indug¢do de LTP no hipocampo
devido ao trafego de AMPAR modulado pela exposicdo a dexametasona ou corticosterona
(Whitehead et. al, 2013). Da mesma forma, Wang e colaboradores (2019) mostraram que
dexametasona aumentou a fosforilagdo e a expressao de superficie de¢ AMPARs contendo
GluA1l e aumentou a LTP nas regidoes CA1 de camundongos. Portanto, as evidéncias mostram
que os GCs modulam a transmissdo das sinapses glutamatérgicas aumentando a inserg¢ao
sinaptica de AMPARs (DE QUERVAIN; SCHWABE; ROOZENDAAL, 2016; MIKASOVA
et al., 2017). Funcionalmente, esse processo contribui diretamente para a indugdao da
potenciagdo sindptica. Tendo em vista que observamos aumento na fosforilacdo da subunidade
GluA4 do AMPAR nas amostras de hipocampo dos pacientes que receberam DEXA, podemos
supor que isso contribua para inser¢ao sinaptica desses receptores.

Nossos resultados também indicaram um aumento no conteido de Narp no hipocampo
em resposta ao tratamento agudo com DEXA. Deve ser ressaltado que existem muito poucos
estudos correlacionando Narp e¢ a acdo de glicocorticdides. Entretanto um estudo recente
indicou que Narp no hipocampo poderia desempenhar um papel critico na modulagao da
ansiedade, prolifera¢ao de células do hipocampo e expressao génica relacionada ao receptor de
glicocorticoide. Nesse sentido foi demonstrado que camundongos nocaute para Narp no
hipocampo, mas ndo na amigdala, apresentavam niveis mais elevados de ansiedade, bem como
aumento da expressao de genes alvo do receptor de glicocorticéide (CHANG et al., 2018).
Dessa forma, baseado nos nossos resultados e nas evidéncias previamente descritas pode se
sugerir uma conexdo funcional entre Narp e resposta a glicocorticoides. Entretanto, fica
evidente a necessidade de estudos adicionais para estabelecer os possiveis mecanismos de
sinalizagdo associados a ativacdo de receptores glicocorticoides e expressao de Narp. Nesse
sentido, um primeiro passo seria utilizar modelos animais para avaliar essa regulacdo de forma
mais profunda e utilizando ferramentas farmacologicas.

Na tabela 2, também observamos que hd uma tendéncia de diferenca entre as amostras
quanto ao tempo de armazenamento (meses): as amostras dos pacientes que nao receberam
DEXA permaneceram armazenadas por mais tempo do que as amostras dos pacientes que
receberam DEXA. Os 10 primeiros pacientes submetidos a cirurgia ndo receberam DEXA e
ap6s modificacao do protocolo de anestesia por parte da equipe de anestesiologia, 0s proximos
18 pacientes receberam DEXA apds a intubagao. Isso significa que as amostras dos pacientes
que ndo 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, serd importante para comprovar estas evidéncias apresentadas em
humanos.

A inclusdo de diferentes momentos do tratamento com DEXA ndo ¢ clinicamente
vidvel, considerando que os pacientes recebem o tratamento com DEXA na inducdo da
anestesia e a coleta de tecido depende do préprio tempo da cirurgia. Embora os possiveis
desequilibrios de mudangas estruturais entre os grupos investigados tenham sido controlados e
a coleta de dados feita de forma prospectiva, sob cuidados exaustivos sobre as variaveis de
confusdo seguindo um protocolo de pesquisa pré-determinado aprovado, ndo podemos excluir
que os efeitos observados de DEXA podem estar, pelo menos em algum grau, relacionados ao
historico de epilepsia e as varidveis patoldgicas, clinicas e farmacologicas relacionadas e que
ndo ocorrem em pessoas sem epilepsia.

Assim, reconhecemos as principais limitagdes dessa parte da pesquisa: 1) o tamanho
limitado da amostra pode ter gerado falsos negativos e impossibilitado correlagdes mais altas
entre os dados bioquimicos e as varidveis dos pacientes; 2) os resultados ndo podem ser
extrapolados para pacientes com epilepsias diferentes da sindrome ELTM-EH; 3) embora todos
os esforcos tenham sido realizados para controlar as variaveis clinicas, operatorias e
procedimentais, eventuais flutuagdes podem ocorrer e ndo serem percebidas nas avaliagdes.

Considerando estes aspectos, andlises estatisticas multivariadas subsequentes serdo
necessarias para excluir o viés de confusdo relacionado a distribuicdo assimétrica das variaveis
nos dois grupos (pacientes que nao receberam DEXA versus pacientes que receberam DEXA).
Ademais, sera necessario investigar a correlagdo entre as variaveis e os niveis de proteinas e
fosforilagdo para que possamos inferir, com maior seguranga, associagdes entre o tratamento
com dexametasona e as modulagdes das proteinas nas estruturas analisadas.

Por fim, também devemos aprofundar as andlises relativas a depressao e ansiedade. A
sensibilidade do cérebro aos GCs, particularmente o sistema limbico, pode contribuir para a
alta incidéncia de efeitos colaterais neuropsiquiatricos relacionados aos GCs. Os estudos dessas
anormalidades comportamentais, também deve ser considerado em anélises futuras. Em

especial, associagdes relacionadas a depressdo e ansiedade, por exemplo.

3.7 CONCLUSAO

Os resultados deste capitulo sugerem possiveis alvos neuroquimicos que podem ser

abordados para tentar compreender a fisiopatologia molecular da epilepsia. Foi possivel
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determinar de maneira inédita os contetidos relativos de Narp e GluA4 entre amostras de cortex,
amigdala e hipocampo de pacientes com epilepsia refrataria com esclerose hipocampal mesial
submetidos a cirurgia.

Também demonstramos possiveis efeitos de um GC em marcadores-chave da
neuroplasticidade sindptica no sistema limbico humano. O possivel papel da Narp e modulacao
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 tracar novas estratégias de investigacdo destes alvos em humanos e tentar
associar com alteragdes psiquidtricas, tratamento e/ou mesmo progndstico. Adicionalmente, a
indicagdo de que GC podem modular essas proteinas de transdugdo de sinal envolvidas na
plasticidade sindptica no sistema limbico contribuem para um melhor entendimento dos efeitos

de corticosteroides no encéfalo humano em condigdes fisiopatoldgicas e farmacologicas.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A identificacdo e caracterizacdo da modulacao de moléculas que regulam a agregacao
de receptores de neurotransmissores nas sinapses € central para a compreensao da fisiopatologia
de diversas neuropatologias. Nesse sentido, apresentamos bases moleculares para
conhecimento da neuroplasticidade e indicamos a possibilidade de novos alvos terapéuticos
para tratamento de transtornos depressivos ¢ da necessidade de maior investigagao em relagao
ao envolvimento destas proteinas na epilepsia e em tratamentos clinicos com corticosteroides e
situagdes de estresse onde os GC desempenhem papel preponderante.

Portanto, as modulagdes de Narp e da subunidade GluA4 do receptor AMPA,
intimamente implicados na plasticidade sinaptica, as tornam alvos potenciais na mediagao dos

efeitos de longo prazo em resposta a tratamentos psiquiatricos.
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Abstract

Fluoxetine is the foremost prescribed antidepressant. Drugs acting on monoaminergic system may also regulate glutamatergic
system. Indeed, the investigation of proteins associated with this system, such as Narp (neuronal activity-dependent pentraxin)
and GluA4 subunit of AMPA receptor may reveal poorly explored modulations triggered by conventional antidepressants. This
study aimed to uncover neurochemical mechanisms underlying the chronic fluoxetine treatment, mainly by evaluating these
protein targets in the prefrontal cortex and in the hippocampus. Mice received a daily administration of fluoxetine (0.1, 1 or
10 mg/kg, p.o.) or potable water (vehicle group) for 21 days. These animals were submitted to the forced swim test (FST) to
verify antidepressant-like responses and the open-field test (OFT) to assess locomotor activity. Modulation of signaling proteins
was analyzed by western blot. Chronic treatment with fluoxetine (1 and 10 mg/kg) was effective, since it reduced the immobility
time in the FST, without altering locomotor activity. Fluoxetine 10 mg/kg increased CREB phosphorylation and BDNF expres-
sion in the prefrontal cortex and hippocampus. Noteworthy, in the hippocampus fluoxetine also promoted Akt activation and
augmented Narp expression. In the prefrontal cortex, a significant decrease in the expression of the GluA4 subunit and Narp were
observed following fluoxetine administration (10 mg/kg). The results provide evidence of novel molecular targets potentially
involved in the antidepressant effects of fluoxetine, since in mature rodents Narp and GluA4 are mainly expressed in the
GABAergic parvalbumin-positive (PV+) interneurons. This may bring new insights into the molecular elements involved in
the mechanisms underlying the antidepressant effects of fluoxetine.

Keywords GluA4 - Narp - Fluoxetine - Antidepressant - Prefrontal cortex - Hippocampus

Introduction

>4 Rodrigo B. Leal
rbleal @ gmail.com Major depressive disorder (MDD) is a debilitating and recur-
rent psychiatric disorder, considered one of the main founda-
tions of incapability worldwide. It is a highly prevalent dis-
ease, affecting over 320 million people at a global level
(World Health Organization 2017). Between 2005 and 2015,
the total estimated number of people who suffer from MDD
raised 18,4 % and it continues increasing due to the population
expansion among the groups in which MDD is more prevalent
(GBD 2015; Disease and Injury Incidence and Prevalence
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Collaborators 2016). It is well established that the disruption
of'the serotonergic system is an important feature in the MDD
pathophysiology (Dell’Osso et al. 2016). Based on this com-
prehension, the selective serotonin reuptake inhibitors (SSR1s)
have been the first choice for pharmacological antidepressant
treatment (National Institute for Clinical Excellence 2004).
Since its clinical introduction in 1988 (Wong et al. 2005),
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