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RESUMO

O envelhecimento da populacdo mundial vem se tornando uma das
transformacdes sociais de maior significancia do século XXI. Através dos danos
moleculares e celulares resultantes do envelhecimento, a deméncia vem se tornando
a maior responsavel pelos altos nimeros de incapacidade e dependéncia entre idosos
ao redor do mundo, o que leva a reflexos familiares, sociais, psicolégicos e
econdmicos. A doenca de Alzheimer (DA) é o tipo mais comum de deméncia. A DA
tem como caracteristica principal a perda progressiva de memoria e dano as funcdes
cognitivas. Neste trabalho, investigamos o imunoconteido de proteinas
predominantemente astrociticas, incluindo aquaporina-4 (AQP4), conexina-43 (Cx-43)
e canal retificador interno de potassio subunidade 4.1 (Kir4.1) em um modelo da
doenca de Alzheimer do tipo esporadica induzido por estreptozotocina (STZ). Nosso
modelo demonstrou ser capaz de mimetizar a patologia da DA, visto que encontramos
déficit cognitivo através do indice de reconhecimento de objetos por performance
cognitiva em todos os tempos estudados (2, 4, 8 e 16 semanas apds injecdo
intracerebroventricular de STZ (ICV-STZ)). Neste trabalho, observamos que, a partir
da quarta semana de exposi¢cdo ao modelo houve uma diminuicdo significativa do
contetdo de Cx-43. Também, um decréscimo no contetudo de Ki4.1 na oitava e
décima sexta semana foi observado. Para a AQP4, notamos que, na quarta e oitava
semana houve um aumento e uma diminuicho no seu imunoconteudo,
respectivamente. Com isso, vimos a possibilidade de envolvimento das proteinas

anteriormente citadas como marcadores astrogliais hipocampais de déficit cognitivo.



ABSTRACT

The aging of the world population is becoming one of the most significant social
transformations of the 21st century. Through the molecular and cellular damage
resulting from aging, dementia has become the main responsible for the high numbers
of disability and dependency among elderly people around the world, which leads to
family, social, psychological and economic reflexes. Alzheimer's disease (AD) is the
most common type of dementia. The main characteristic of AD is the progressive loss
of memory and damage to cognitive functions. In this work, we investigated the
immunocontent of astroglial proteins predominantly astrocytic proteins, including
aqguaporin-4 (AQP4), connexin-43 (Cx-43) and inwardly rectifying potassium channel
subunit 4.1 (Ki4.1) in a model of sporadic Alzheimer's disease streptozotocin-induced
(STZ). Our model proved to be able to mimic the pathology of AD, since we found
cognitive deficit through the index of object recognition for cognitive performance at all
times studied (2, 4, 8 and 16 weeks after intracerebroventricular injection of STZ). In
this work, we observed that, from the fourth week of exposure to the model, there was
a significant decrease in the content of Cx-43. Also, a decrease in the content of Kir4.1
in the eighth and sixteenth week was observed. For AQP4, we noticed that, in the
fourth and eighth week, there was an increase and a decrease in its immunocontent,
respectively. With that, we saw the possibility of involvement of the proteins previously

mentioned as hippocampal astroglial markers of cognitive deficit.
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1 INTRODUCAO

1.1 ENVELHECIMENTO E DEMENCIA

O envelhecimento é o decurso natural e progressivo que acontece durante a
vida ocorrendo em todos os organismos. Esse processo acarreta alteracdes dos
padrdes fisiologicos dos individuos estando relacionado mutuamente com questdes
sociais, culturais, biolégicas e psicologicas (MENDES, et al., 2018).

O envelhecimento da populacdo mundial vem se tornando uma das
transformacdes sociais de maior significancia do século XXI. Tais transformacodes
surtem efeito em varios setores da sociedade moderna, tais como os mercados de
trabalho e financeiro, aumento da demanda de bens e servicos incluindo habitacéo,
transporte e seguranca publica (UNITED NATIONS, 2020).

No Brasil, estima-se que até o ano de 2042 a populacéo idosa (com idade
acima de 60 anos) chegue a 57 milhdes, representando uma fatia populacional
equivalente a 24,5% da populacéo total no Brasil neste mesmo ano. Para o ano de
2060, a previsao é de que o crescimento populacional tenha diminuido, chegando a
228,2 milhdes de brasileiros sendo que 25,5% desse valor representara a populacéo
idosa no pais (IBGE, 2020).

Do ponto de vista biol6gico, o envelhecimento é um processo dinamico,
progressivo e irreversivel (FECHINE, TROMPIERI, 2012). Porém, o dinamismo deste
nao é linear, o que leva a um acumulo de danos gradativos em nivel celular e
molecular no organismo e, em decorréncia disso, ha um decréscimo nas capacidades
fisica e mental do individuo com o passar do tempo (WORLD HEALTH

ORGANIZATION, 2018).



Todos os sistemas no organismo séo atingidos pela morte celular progressiva
resultante do envelhecimento. No sistema cardiaco, ha um espessamento da parede
arterial e alteracdes na composicao da matriz vascular; diminuicdo da elasticidade das
vias aéreas no sistema respiratério; perda de massa renal no sistema urinario
(NAVARATNARAJAH; JACKSON, 2017).

No sistema nervoso central (SNC), o envelhecimento natural do organismo
leva a perda de densidade neuronal, diminuicdo da massa encefalica, decréscimo na
producdo de neurotransmissores importantes como 0s pertencentes as
catecolaminas, serotonina e acetilcolina. Esse efeito sobre os neurotransmissores se
reflete em mudancas de humor repentinas, perda de meméoria e efeitos negativos no
sistema motor do individuo idoso (AMARYA; SINGH; SABHARWAL, 2018;
NAVARATNARAJAH; JACKSON, 2017).

Através dos danos moleculares e celulares resultantes do envelhecimento,
problemas associados a doencas neurodegenerativas podem ou ndo acometer o
individuo. Nesse ambito, a deméncia surge como uma sindrome crbénica ou de
natureza progressiva que leva a perda cognitiva, afetando as capacidades de
aprendizagem, comunicacdo, julgamento e compreensao, também acometendo a
memoria (MARTIN, 2009).

A deméncia pode ser entendida também como um conjunto de sintomas
associados as doencas neurodegenerativas, tais como a doenca de Parkinson e a
doenca de Alzheimer (ESOPENKO; LEVINE, 2015). A deméncia € a maior
responsavel pelos altos numeros de incapacidade e dependéncia entre idosos ao
redor do mundo, o que leva a reflexos familiares, sociais, psicolégicos e econémicos

(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019).



1.2 DOENCA DE ALZHEIMER

A doenca de Alzheimer (DA) é o tipo mais comum de deméncia (BALLARD et
al., 2011). A DA tem como caracteristica principal a perda progressiva de memoria e
dano as funcbes cognitivas (BATEMAN et al.,, 2012). Com o desenvolvimento da
doenca, sintomas como problemas de comunicacao e localiza¢do espacial bem como
mudanc¢as comportamentais ligadas a agressividade e depressdo comecam a surgir
(SILVA et al., 2019).

A DA pode ser dividida em dois tipos: familiar (DAf) e esporadica (DAe). A
DAf, € uma doenca autossdmica dominante que representa menos de 5% dos casos
de DA (MAYEUX; STERN, 2012). Nesse tipo da doenca, sdo encontradas mutacoes
em 3 genes: proteina precursora de amiloide (do inglés, amyloid protein precursor,
APP), presenilina-1 (PSEN1) ou presenilina-2 (PSEN2). Essas muta¢cfes impactam
diretamente os niveis totais de peptideo B-amiloide (BA), bem como sua deposicdo
formando as placas senis, caracteristicas da DA (ISRAEL et al., 2012).

A DAe é classificada como sendo uma doenca multifatorial, visto que possui
decorréncia de fatores ambientais, porém também encontrados fatores genéticos que
estéo relacionados com este tipo da doenca (CARREIRAS et al., 2014).

Alguns fatores de risco ligados a DAe séo: injarias encefalicas atribuidas ao
traumatismo craniano, diabetes mellitus (DM), depresséao, hipertensao arterial, baixa
escolaridade, fumo, entre outros (BUTTERFIELD; HALLIWELL, 2019; CALSOLARO;
EDISON, 2016; GONG; LIU; IQBAL, 2018). Os casos de DA associados ao tipo

esporadico representam mais de 95% de casos totais da doenca (LISTA et al., 2015).



Patologicamente, a DA é caracterizada pela presenca de placas resultantes
da deposicdo de BA e a presenca de emaranhados neurofibrilares (NFTs) em
decorréncia da fosforilagdo da proteina tau (ROLAND; JACOBSEN, 2009).

A formacéo de BA ocorre devido a clivagem da APP por 3 e y-secretases, que
geram oligdmeros e subsequentemente fibrilas insoltveis - as placas neuriticas. As
placas neuriticas, no espaco interneuronal, interferem na sinalizacdo sinaptica.
(DUBOIS et al., 2016; TIWARI et al., 2019).

O mecanismo de fosforilagdo da proteina tau interneuronal ndo é
completamente conhecido, mas acredita-se que ha o envolvimento do BA de forma
que esse promova a ativagao de cinases especificas, como por exemplo a GSK3 (do
inglés — glycogen synthase kinase 3) e CDKS5 (do inglés — cyclin-dependent kinase 5)
(DE STROOPER; WOODGETT, 2003).

Também existem evidéncias que mostram que a neuroinflamacéo
desencadeada pelo BA promove a secrecdo de fatores proé-inflamatérios que
estimulam a fosforilacdo da tau e reduzem a capacidade do proteossomo de realizar
a degradacdo da proteina tau (BLURTON-JONES; LAFERLA, 2006).

Do ponto de vista macroscoépico, a DA leva a alterac6es morfolégicas em
diversas células do SNC, incluindo neurénios e os astrocitos. Com essas alteracdes,
as funcdes especificas desses tipos de células ficam prejudicadas (PALOP, 2011), os
astrocitos reagem ao estimulo nocivo entrando em estado reativo para tentar reverter

ou amenizar os efeitos adversos da DA (PEKNY; PEKNA, 2014).

1.3 ASTOCITOS E DOENCA DE ALZHEIMER

Os astrocitos sao as células mais abundantes entre as células gliais, estando

bem distribuidos ao longo do tecido encefalico. Sao células heterogéneas, ou seja,
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possuem diferentes funcdes e formas dependentes da regido em que se localizam
(GONZALEZ-REYES et al., 2017; JAKEL; DIMOU, 2017; PEKNY; PEKNA, 2014).

Pode-se diferenciar os astrocitos de outras células do SNC através da
expressao de proteinas que servem como marcadores para esse tipo celular, dentre
esses, pode-se citar a GFAP (do inglés — glial fibrillary acidic protein), a proteina
ligante de calcio S100B e a glutamina sintetase (SOFRONIEW; VINTERS, 2010).
Porém, em uma situacdo de injuria no SNC, os astrécitos aumentam a expressao de
GFAP bem como passam a expressar vimentina e nestina — outras proteinas de
filamentos intermediarios do citoesqueleto caracteristicas de células imaturas
(CARTER et al., 2019).

A GFAP é uma proteina formadora de filamentos intermediarios em astrécitos,
juntamente com a vimentina, a nestina e a sinemina. E o0 aumento de GFAP serve
como marcador altamente especifico em estados de reatividade astrocitaria
(astrogliose). Este estado ocorre, geralmente, no envelhecimento e em doencas
neurodegenerativas (ASSEFA; GEBRE; ALTAYE, 2018; JANY; HAGEMANN;
MESSING, 2013; MIDDELDORP; HOL, 2011).

Outra proteina que serve como marcador de reatividade glial € a S100B, é
uma proteina ligante de célcio produzida e secretada pelos astrdcitos. E uma proteina
de estrutura homodimérica que, assim como outras ligantes de célcio sofre uma larga
mudanca conformacional que expde os residuos de aminoacidos hidrofobicos
(CHAVES et al., 2010).

Essa mudanca conformacional permite que a S100B tenha atividade na
modulacao do ciclo celular, no metabolismo energético do SNC e um papel modulador

importante na neuroinflamacdo (GULOKSUZ et al., 2017; IRAM; FRENKEL, 2012).
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Num momento de dano, os astrocitos assumem uma forma reativa, mudam
0os aspectos morfologicos, transcricionais, funcionais e  metabdlicos.
Morfologicamente, assumem um estado hipertrofico e iniciam um processo de
ramificacdo (WILHELMSSON et al., 2006), assim também mudando a expressao de
GFAP e S100B (SOFRONIEW, 2010).

Fora de um ambiente patoldgico, os astrocitos auxiliam na sobrevivéncia de
neurdnios através de sua conexdo com a circulacédo periférica (GORDLEEVA et al.,
2012), participam da captacdo e reciclagem de neurotransmissores, liberacdo de
gliotransmissores (GABA, ATP, glutamato e D-serina) (VASILE; DOSSI; ROUACH,
2017), modulacéo da atividade sinaptica e neuroinflamacao e controle da homeostase
ibnica (controle de ions como Na*, K* e CI") (VASILE; DOSSI; ROUACH, 2017).

Além das funcbes acima citadas, os astrécitos também podem auxiliar no
controle da permeabilidade da barreira hematoencefélica (BHE) através de sua
extensdo celular presente nos vasos sanguineos da BHE chamados de pés
astrociticos (ALVAREZ; KATAYAMA; PRAT, 2013). A BHE é formada por células
endoteliais que, devido sua alta proximidade, formam uma barreira fisica que protege
0 SNC de substancias nocivas circulantes no sangue (SWEENEY et al., 2019).

A unido das células endoteliais da BHE com os astrécitos, pericitos e
neurénios forma a unidade neurovascular (UNV). Danos a BHE vém sendo
relacionados a doencas neurodegenerativas, tais como a doenca de Parkinson e a DA
(HAWKINS; DAVIS, 2005; STANIMIROVIC; FRIEDMAN, 2012).

O controle da homeostase i0nica realizado pelos astrocitos é alvo de estudos
por estar relacionado ao sistema de tamponamento de ions de potassio (K*) (Figura
1). Este funciona da seguinte forma: ap0s a despolarizacdo neuronal causada pela

sinapse, os ions K* sdo direcionados para 0 espaco extracelular onde seréo
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recaptados pelos astrocitos e levados para os vasos da BHE ou regides onde 0s niveis
de K* ndo estejam elevados. A recaptacdo de K* ocorre, principalmente, pela bomba
de sddio/potassio (ou Na*/K* ATPase), transportadores NKC (de Na*/K*/Cl) e pelos
canais de potassio Kir do tipo 4.1, sendo esses especificos para células gliais

(LICHTER-KONECKI et al., 2008; POSATI et al., 2016).

Fluxo de potassio
astrocito-astrocito
através da Cx-43

Fluxo intracelular de
potassio

Captagdo de potassio

Informagdes da imagem

V4

Neurdnios pré e
pds-sindpticos
Conexina-43
Potassio na circulago

Na*/K* ATPase
Astrécito

K41

Conexdo

‘ { ,* A\ astrcito-vaso

Figura 1: Demonstracé@o do sistema de tamponamento espacial de potassio (K*). O fluxo intracelular
de K* devido a despolarizac@o neuronal ocasiona a saida desse ion para o espago extracelular onde é
capturado pelos astrécitos através da Na*/K* ATPase e Kir4.1. Porém, a figura mostra também o
sistema de redistribuicdo de K* através da juncao astrocito-astrécito realizada pela Cx-43. O autor,
2020.
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1.3.1 Canais de potassio

Uma regulacao constante dos ions intra e extracelulares é fundamental para
um bom funcionamento do SNC. Alteracbes na homeostase ibnica do SNC estéo
vinculadas a diversos estados patoldgicos, causando mudancas nas concentracoes
de eletrdlitos e no volume ocupado no espaco intersticial. Essas mudancas acarretam
a desregulacéo da atividade da rede neuronal (BENFENATI; FERRONI, 2010).

A homeostase do K* é feita através de captacdo ativa, cotransporte e
principalmente por canais retificadores internos de potassio (Kir-do inglés — inwardly
rectifying K* channel). Essa acdo é de extrema importancia para o controle da
excitabilidade neuronal (HERTZ et al., 2015). Essa familia de canais possui mais de
20 membros expressos entre Kirl1.0 até Ki7.0, sendo o mais relacionado a homeostase
do K* 0 Ki4.1 (OLSEN; SONTHEIMER, 2008).

O Kir4.1 é uma proteina de membrana que pode ser tanto homomeérica (Kir4.1)
quanto heteromérica (Ki4.1/5.1), essas estdo distribuidas diferentemente em
processos especificos no SNC. Nos astrocitos, é encontrada na regido proxima aos
dendritos neuronais e em dominios de membrana voltados para 0s vasos sanguineos
(HIBINO; KURACHI, 2007).

Associado ao Ki4.1 encontra-se a aquaporina-4 (AQP4), isso porque as
elevadas concentracdes de K* no meio extracelular causam a saida de agua da célula
pelo efeito de osmolaridade (GUNNARSON; ZELENINA; APERIA, 2004). A AQP4 é
uma das principais proteinas dos canais de agua expressa pelos astrocitos e esta
distribuida no tecido de forma ndo homogénea, sendo encontrada principalmente em
regides como corpo caloso, cortex e hipocampo. Sendo uma proteina de canal, sabe-
se que ela é responsavel pelo balanceamento nas concentracées de agua no SNC

(GUNNARSON; ZELENINA; APERIA, 2004).
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Associado ao sistema de tamponamento do K* encontra-se também a
conexina-43 (Cx-43), a principal proteina formadora das juncdes comunicantes (do
inglés gap) em astrocitos. Essas juncdes astrocito-astrocito fazem como que as
células gliais funcionem como um sincicio, regulando a distribuicdo de metabdlitos e
ions, transferindo K* por exemplo, de uma regido hiperativa (com alta concentragcéao
extracelular desse ion) para uma regido de menor atividade (ALMAD et al., 2016;

GIEPMANS et al., 2001; KAWASAKI et al., 2009).

1.4 MODELO ANIMAL DA DOENCA DE ALZHEIMER

Do total de casos de DA, 95% sdo casos onde o tipo da doenca é o
esporadico, sendo assim, a maior parte dos modelos de DA tenta simular os efeitos
do tipo mais comum. Nesse ambito, estudos vem progredindo com uso de injecao
intracerebroventricular (ICV) de estreptozotocina (STZ — do inglés streptozotocin)
(LANNERT; HOYER, 1998; MAYER; NITSCH; HOYER, 1990).

Estreptozotocina (2-deoxi-2-(3-metil-3-nitrosoureia)-1-D-glicopiranose) é um
componente do metabolismo secundario de bactérias do solo Streptomyces
achromogenes. Devido a sua estrutura, a STZ é dada como um anélogo citotdxico da
glicose e é utilizada com agente alquilante na quimioterapia de pacientes com
metastases pancreaticas e outros tipos de cancer (DOLAN, 1997; LENZEN, 2008).

Em mamiferos, o mecanismo de acdo da STZ néo € totalmente elucidado.
Porém, sabe-se que a STZ é altamente tOxica para as células B-pancreaticas, sendo
altamente especifica para os transportadores de glicose do tipo II (GLUT2). A
captacdo do STZ por esses transportadores culmina na alquilacdo do DNA,

consequentemente levando a célula a um estado apoptético. Aléem das células -
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pancreaticas, outros tecidos expressam GLUT2 (hepatdcitos e células tubulares
renais) e s&o suscetiveis a agdo do STZ (BOLZAN; BIANCHI, 2002; CO, 2013).

Sugere-se que, ao ser injetado no encéfalo através da via ICV, a STZ age
sobre os receptores de glicose, diminuindo a captacdo dessa pelas células,
prejudicando o metabolismo energético das mesmas (GRIEB, 2016). Porém, acredita-
se também que a ICV-STZ promova uma cascata de reacfes para producdo de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio levando assim a um estresse oxidativo da
célula (BOLZAN; BIANCHI, 2002).

O modelo de DA induzido por STZ consegue mimetizar a fisiopatologia da
doenca nos niveis comportamental, celular e molecular. Animais submetidos a um
tratamento com STZ na dose de 3 mg/kg ja apresentam, em variados periodos de
tempo, dano cognitivo, deposicdo de BA e hiperfosforilacdo da proteina tau
(BIASIBETTI et al., 2017; MEHLA; PAHUJA; GUPTA, 2013; NAZEM et al., 2015).

Nosso grupo tem caracterizado as alteracdes astrogliais em particular neste
modelo, que podem estar associadas ao dano cognitivo ou a progressao da doenca,
tais como a reduzida captacéo de glicose que caracteriza o hipometabolismo da DA,
a neuroinflamacdo mediada pela calcineurina ou a excitotoxicidade glutamatérgica.
No entanto, ndo h& estudos sobre as proteinas envolvidas no tamponamento espacial
de potassio neste modelo — especificamente Kird.1, AQP4 e Cx-43. Tais alteracdes
poderiam ser Uteis para entender o dano causado neste modelo, bem como para
entender o papel destas proteinas na génese da DA, numa fase inicial prévia a cascata

amiloide.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da administracao intracerebroventricular de STZ (apos 2, 4, 8

e 16 semanas) sobre mudancas cognitivas e o conteddo de proteinas hipocampais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o dano cognitivo em tarefa dependente do hipocampo;
- Avaliar o contetdo proteico de AQP4, Cx-43 e Kir4.1 no hipocampo
- Medir a concentracéo de albumina no liquido cefalorraquidiano (LCR) como

avaliacao indireta da permeabilidade da BHE.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Para a realizacdo deste trabalho, foram utilizados ratos Wistar (Rattus
norvegicus) com 90 dias pds-natal oriundos do Biotério Setorial do Departamento de
Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Este trabalho foi
realizado apés a avaliagdo e aprovacdo do mesmo pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da UFRGS.

Os procedimentos aqui utilizados estdo de acordo com o preconizado pela Lei
Arouca (lei n° 11.794, de 08 de outubro de 2008), pelas diretrizes do CONCEA que
dispde sobre procedimentos e métodos de eutanasia em animais entre outras
providéncias e pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério.

Os animais foram mantidos e criados de acordo com o padrdo sanitario
convencional no Biotério do Departamento de Bioquimica desta Universidade em
condi¢Bes ambientais e climéticas controladas com ciclos de luz claro/escuro a cada
12h (07h as 19h) e em temperatura controlada (21 a 24 °C) com acesso ad libitum a
agua e racdo balanceada padréo (50% carboidrato, 22% proteina e 4% lipideo) para
roedores.

Como a altura das caixas para alojamento dos animais do biotério deste
departamento ndo esta em total acordo com a Resolucdo Normativa N°15 de 16 de
dezembro de 2016 do CONCEA, devido a auséncia da verba necessaria para compra
destas caixas ho momento, acomodamos um menor numero de animais por caixa (3
animais/caixa de dimensées 410 x 340 x 160 mm; 1110 cm?; 145 mm altura) em cama

de maravalha de Pinus selecionada e autoclavada.
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3.2 INDUCAO DO MODELO

Os animais foram divididos em dois grupos: o ICV-STZ que recebeu uma
injecdo intracerebroventricular (ICV) bilateral de estreptozotocina (STZ - 3mg/kg), no
volume total de 5 uL por ventriculo e o grupo SHAM que recebeu a ICV de solugéo
salina (NaCl 0.9%) no mesmo volume também bilateralmente.

Anteriormente ao inicio do procedimento cirargico, os animais foram
anestesiados utilizando uma combinacéo de duas substancias (cetamina (75 mg/kg)
e xilazina (10 mg/kg)). A aplicacdo do anestésico foi feita através de injecéo
intraperitoneal. ApOs anestesiados, 0os animais foram posicionados em um aparelho
estereotaxico.

Logo apos, foi realizada uma incisdo na parte superior da cabeca do animal e
os ventriculos foram acessados utilizando as seguintes coordenadas: 0,9 mm
posterior a bregma; 1,5 mm lateral a sutura sagital; 3,6 mm abaixo da superficie do
cérebro (BIASIBETTI et al., 2017; RODRIGUES et al., 2019).

ApGs a cirurgia os animais foram colocados em almofadas de aquecimento
para manter a temperatura corporal em 37 °C e mantidos nesse local até a
recuperacdo da anestesia. Apés este tempo, os mesmos foram colocados em suas

caixas.
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3.3 DESENHO EXPERIMENTAL

ApoOs a realizacdo do procedimento cirdrgico, os animais foram divididos 8

grupos de diferentes tempos po6s a inducdo do modelo de acordo com a tabela 1.

Tabela 1: Divisdo dos grupos experimentais

Grupos Duracéao do tratamento (semanas)

SHAM e STZ

=
mm-bl\)

Fonte: o autor, 2020. STZ = estreptozotocina

Transcorrido o tempo de cada grupo, foi realizado o teste de reconhecimento
de objetos e logo apds o término deste, os animais foram anestesiados para posterior

eutanasia e coleta de amostras (Figura 1).

)

- ¥
—
| 1 | |
I 1 I 1
10 semanas 12 semanas 2,4, 8 e 16 semanas pos ICV-STZ
Manipulaca U Teste de reconhecimento de
modeio objetos
(=] ] A
~
@ N @ @

Habituacs re c seta 74 horae
aviluci{aU e > =] EoiE Ls8

Figura 2: Desenho experimental. A figura mostra o cronograma de execucdo dos experimentos,
incluindo o tempo de habituacdo e manuseio dos animais, procedimento cirdrgico para indugao do
modelo, teste de reconhecimento de objeto, esse Ultimo dividido em suas trés etapas e por dltimo a
eutanasia e coleta de amostras. O autor, 2020.

20



3.4 TESTE COMPORTAMENTAL

Apos o periodo de tratamento (2, 4, 8 e 16 semanas), foi realizado o teste de
reconhecimento de objetos, onde foi avaliado o aprendizado e a memoéria do animal
como descrito anteriormente por (BIASIBETTI et al., 2017).

O teste de reconhecimento de objeto € uma avaliacdo comportamental de
memoria dependente principalmente do comportamento exploratério inato de um
roedor. Este teste € dividido em trés etapas realizadas em 3 dias diferentes e
consecutivos. Na primeira etapa do teste, a habituacao, os ratos foram colocados no
centro do aparelho para que fosse permitido explorar a area na auséncia de objetos.
No treinamento, realizado 24h apds a primeira etapa, retornaram-se 0s ratos ao
aparelho e este continha dois objetos idénticos em forma, tamanho e cor. A terceira
etapa, o teste, foi realizada 1h e 24h apds o treinamento, onde retornaram-se 0s ratos
ao aparelho para testar a memoéria de curto (1h) e longo (24h) prazo. Nessa ultima
fase do teste, o0 aparelho continha dois objetos: um objeto idéntico a sesséo de treino
e um outro objeto diferente (objeto novo). Cada sesséo teve duracéo de 5 minutos e
foi realizada em um aparelho de campo aberto com cada lado medindo 50 cm.

Os objetos foram posicionados na linha diagonal da caixa, ha zona periférica
do aparato a 10 cm de distancia da parede. Os animais foram colocados de costas
para o centro e para os objetos. Entre um animal e outro, o aparato foi limpo com
solucéo de etanol 70% e seco com papel toalha.

O tempo gasto pelos ratos em explorar os objetos foi monitorado por um
sistema de video (Anymaze — Behavioural tracking software — versédo 4.99). A
exploragéo de um objeto foi definida quando o animal cheirou ou tocou o objeto com

o focinho (distancia <2cm) e/ou patas dianteiras. Para avaliar a performance cognitiva
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do animal foi calculado o indice de reconhecimento (IR) de cada sessao. O calculo
realizado foi a razdo do tempo de exploracéo do objeto novo (TON) sobre a soma do

tempo de exploracao do objeto antigo (TOA) e do TON. Segue a equacao simplificada:

TON

~ (TOA + TON)
Equacéo 1: Célculo do indice de reconhecimento na tarefa de reconhecimento de objeto.

IR

3.5 EUTANASIA, OBTENCAO DO LCR, HIPOCAMPO E SORO

Os procedimentos aqui descritos foram realizados seguindo todas as normas
de ética na utilizacdo de animais para experimentacdo. Para minimizar o estresse
animal, os procedimentos foram realizados individualmente por operadores treinados
em ambiente tranquilo na auséncia de outros animais.

Para obtencdo das amostras visando posterior processamento, 0s animais
foram anestesiados através de injecdo intraperitoneal de cetamina (75mg/kg) e
xilazina (10mg/kg). Apods, foram entdo posicionados em um aparelho estereotaxico e
o LCR foi obtido através de uma puncéo na cisterna magna usando uma seringa de
insulina (27 Gauge (G) x ¥ polegada). As amostras de LCR foram congeladas a -80
°C até posterior analises.

Apos a obtencdo do LCR, através de um corte na regido abdominal, foi feita
uma puncdo intracardiaca utilizando agulha (21 G x 1 ¥ polegada) e seringa
adequadas. O material coletado foi transferido para tubos de coleta com ativador de
coagulo devidamente identificados e permaneceu em repouso por cerca de 30
minutos ou até a formacao de coagulos. Seguinte, os tubos foram centrifugados (3200
rpm x 10 minutos), o soro coletado e aliquotado e em seguida, as amostras obtidas

foram submetidas ao congelamento em -80 °C.
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Logo apO6s a puncdo cardiaca, os animais foram eutanaziados por
decapitacéo e os cérebros foram removidos e colocados em uma solucdo de tampao
fosfato de sédio (PBS — do inglés phosphate-buffered saline) contendo: 51,33 mM de
NaCl; 19,13 mM de NaH2P0O4.H20; 81,01 mM de NazHPOg4; pH 7,4. O hipocampo foi
dissecado e fatiado utilizando um equipamento de corte (Mcllwain Tissue Chopper).
Fatias de 300 um foram obtidas, armazenadas em PBS, separadas em grupos de 1 e
4 fatias (conteldo de GFAP e S100B; immunoblotting) em tubos eppendorf® e

posteriormente congeladas a -80 °C até o processamento das mesmas.

3.6 PREPARO DAS AMOSTRAS

As amostras de hipocampo obtidas foram submetidas ao procedimento de
desnaturacao proteica a fim de obter as proteinas em suas estruturas nativas. Para
isso, foram adicionados as fatias 100 L de tamp&o de amostra “A” (SDS 10%; EDTA
a 100 mM; solucéo de hidroximetil-aminometano (TRIS) a 500 mM em pH 6,8; e agua
Milli-Q®) e em seguida, o sistema fatias + tampao de amostra “A” foi levado a fervura
em um recipiente adequado contendo agua =96 °C (x2 °C) por 8 minutos. Logo
apos, as amostras foram transferidas para novos tubos a fim de obter um volume final
padréo.

No intuito de fornecer um ambiente reduzido para as proteinas, foi adicionado
as amostras um novo tampao (tampao de amostra “B” - glicerol 100%; solucédo TRIS
a 500 mM em pH 6,8; azul de bromofenol; agua Milli-Q®) juntamente com p-
mercaptoetanol. Os volumes adicionados de tampédo de amostra “‘B” e B-
mercaptoetanol foram equivalentes a 25 e 5% do volume total da amostra,

respectivamente.
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3.7 DOSAGEM DE PROTEINAS

A quantificacdo do total de proteinas presente em cada amostra foi feito
utilizando o método de Lowry (LOWRY et al., 1951). O método foi aplicado utilizando-
se placas de 96 pocos, onde foram aplicados 5 uL de cada amostra em triplicata. Foi
adicionado em cada poco um volume de 100 pL do reagente de Lowry, onde a reacéo
de incubacdo foi de 10 minutos em temperatura ambiente (TA). Seguido, foi
adicionado em cada poco um total de 50 yL do reagente de Folin-Ciocalteau com
incubacdo de 30 minutos em TA. Como padréo de proteina, foi feita uma curva de
calibracdo a partir de quantidades crescentes de solucédo de albumina (1 mg/mL).

O célculo do total de proteinas foi feito através do fator de calibracdo médio
(FCM) obtido da curva de calibracdo. A concentracdo de proteinas foi expressa em
Mo/uL usando a seguinte equacao;

[(Abs — B) * FCM]

CP =
Vtotal

Equacédo 2: Equacéo para obtencdo da concentragéo proteica. Abs = Absorvancia; B = Branco; Viota =
Volume total de amostra

O volume de amostra para realizacdo da eletroforese foi determinado em
relacdo a quantidade de proteina total. Os volumes aplicados em cada poco na

eletroforese devem conter 20 pg de proteina.

3.8 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE)

Com o preparo das amostras feito, as mesmas foram submetidas a separacao

eletroforética em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE).
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Os géis de entrada (acrilamida 40%; solucdo TRIS a 500 mM em pH 6,8; SDS
1%; agua Milli-Q®; TEMED; persulfato de aménio 10%) e de separacéo (acrilamida
40%; solucdo TRISa 1,5 M em pH 8,8; SDS 1%; glicerol 100%; agua Milli-Q®; TEMED,
persulfato de amonio 10%) foram preparados em concentracdes de 10 e 4,5% de
poliacrilamida, respectivamente.

A preparacédo dos géis foi feita em sistema de 8 x 8,5 cm (A x L) utilizando um
pente para aplicacdo de 10 amostras. O tempo total de polimerizacdo do gel final foi
de 2h, sendo 30 min para o gel de separacdo e 1h30 min para o gel de entrada.

Com o gel pronto, o mesmo foi montado em uma cuba vertical embebido em
tampdao de eletroforese (TRIS a 25 mM; glicina a 190 mM; SDS 90% a 4,24 mM). As
amostras foram aplicadas nos devidos pocos e em seguida o sistema de corrida foi
fechado e a fonte provedora de corrente foi iniciada com a seguinte programacao:

tensdo de 180 V e corrente de =240 mA durante 1h.

3.9 TRANSFERENCIA DAS PROTEINAS PARA MEMBRANA DE NITROCELULOSE

ApoGs a eletroforese, o sistema de corrida foi desmontado, o gel de entrada foi
retirado e descartado, assim restando apenas o gel de separacdo com as proteinas
de interesse. Esse ultimo, foi mergulhado em solucédo de Bjerrum (TRIS a 48 mM;
glicina a 38 mM; metanol a 20%) a fim de retirar o excesso de SDS.

O sistema de transferéncia das proteinas do gel para uma membrana de
nitrocelulose foi montado utilizando um sistema semi-dry (Bio-Rad®) no formato de
“sanduiche” (papel filtro; membrana de nitrocelulose; gel; papel filtro), os componentes
desse foram previamente imersos em solucdo Bjerrum. Para a realizacdo da

transferéncia, uma tenséo de 15V e corrente de =192 mA foi aplicada ao longo de 1h.
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3.10 IMUNODETECCAO

Transcorrido o tempo da transferéncia, as membranas foram retiradas do
sistema semi-dry e alocadas em recipientes adequados (8,6 x 6 x 3cm — C x L x A).
Apos, foram imersas em solucédo de bloqueio (albumina 2% em T-TBS (do inglés —
Tween-Tris Buffered Saline — NaCl a 500 mM; TRIS a 30 mM; Tween 20 a 0,05%;
agua Milli-Q®; pH 7,5)) e ambientadas em camara fria (4 °C) overnight.

Com o bloqueio realizado, as membranas foram lavadas com 15 mL de
solucéo de T-TBS (3x; 5 mL por 5 min cada). Apés as lavagens, as membranas foram
submetidas a incubacdo com o0s anticorpos primarios para as proteinas de interesse.
No caso, foram utilizados goat anti-Kir4.1 (1:5.000) (Santa Cruz Biotechnology), rabbit
anti-AQP4 (1:5.000) (Santa Cruz Biotechnology) e mouse anti-Cx-43 (1:5.000)
(Invitrogen). As diluicdes dos anticorpos foram feitas em solucdo de T-TBS. A
incubacédo de cada anticorpo primario foi feita a 4 °C e overnight.

Findado o tempo de incubagdo com o anticorpo primario, as membranas
foram lavadas com 15 mL de solucdo de T-TBS (3x; 5 mL por 5 minutos cada). Apés,
as membranas foram incubadas com os respectivos anticorpos secundarios HRP (do
inglés — Horseradish Peroxidase): anti-goat; anti-rabbit; anti-mouse. A diluicdo destes
foi feita sendo 1:10.000 em solucdo de T-TBS. A incubacdo com 0s anticorpos
secundéarios foi feita a 4 °C durante 1h. Apds esse periodo, as membranas foram
lavadas com 15 mL de solugcédo de T-TBS (3x; 5 mL por 10 minutos cada) e 5 mL de
solucéao de TBS (do inglés — Tris Buffered Saline — NaCl a 500 mM; TRIS a 30 mM;

agua Milli-Q®; pH 7,5) (1x; 10 minutos).
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A deteccao das bandas foi feita utilizando uma solucédo comercial de ECL (do
inglés — Enhanced chemiluminescens) (ThermoFisher) na proporcdo de 1:1 entre as
solucdes “A” e “B” (solugao de uso).

Com a solucdo de uso preparada, foi vertido sobre cada membrana um
volume de 400 yL dessa mesma solucéo, espalhado e aguardado o tempo de 1
minuto. As imagens de quimiolumescéncia foram obtidas através do software
ImageQuant® LAS 4000 CCD Camera System (GE Healthcare) e a quantificacdo da
intensidade dos pixels foi feita através do software ImageJ (Image processing and

analysis in Java — NIH).

3.11 DOSAGEM DE ALBUMINA NO LCR

Para dosagem de albumina no LCR, foi utilizado um método colorimétrico a
partir da reacédo entre albumina e o verde de bromocresol. O ensaio foi performado
utilizando o kit comercial de albumina monoreagente (K040 — Bioclin) de acordo com

as especificagbes da bula do kit.

3.12 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos dados obtidos foi feita utilizando-se o software
GraphPad Prism verséo 6.0. Para a analise dos dados obtidos do comportamento e
dos parametros bioquimicos foi realizado o teste t de Student ndo pareado. Valores
de p <0,05 foram considerados significativos. Os dados estdo apresentados como

meédia + erro padrao.
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4 RESULTADOS

4.1 AVALIACAO COGNITIVA

Na avaliacdo do desempenho cognitivo, observou-se uma perda significativa
de memoaria de curto e longo prazo para todos os tempos analisados dentro do modelo
(Figura 2A e B). Os dados sdo expressos pelo indice de reconhecimento do objeto
novo pelo animal, sendo considerado que os animais do grupo STZ exploraram
igualmente (<50%) os objetos para eles apresentados. Os animais do grupo Sham e

os tratados realizaram uma maior exploracéo do objeto novo (>50%).
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Figura 3: Desempenho cognitivo dos ratos adultos submetidos a inje¢éo ICV de STZ (3 mg/kg). Os
animais foram avaliados pelo teste de reconhecimento de objetos 2, 4, 8 e 16 semanas apds o
procedimento cirGrgico. A) indice de reconhecimento dos animais por performance cognitiva 1 hora
apos o treino e B) indice de reconhecimento dos animais por performance cognitiva 24 horas apés
treino. Os dados sédo apresentados como média (N =12 - 14). Teste t de Student, p< 0,05. A linha
pontilhada representa 50%. * Porcentagem de exploracéo <50%.
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4.2 IMUNOCONTEUDO DE AQUAPORINA-4, CONEXINA-43 E Ki4.1

4.2.1 Aquaporina-4 (AQP4)

A avaliacdo do imunoconteudo de AQP4 realizada neste trabalho mostrou que
houve um aumento significativo do conteudo desta proteina no hipocampo dos
animais pertencentes ao grupo STZ de 4 semanas pos ICV-STZ. Por outro lado, para
o tempo de 8 semanas, houve uma diminuicdo significativa do contetdo da proteina

também nos animais do grupo STZ (Figura 3A, B, C e D).
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Figura 4: Imunocontetdo de AQP4 em fatias de hipocampo em A) 2 semanas po6s ICV-STZ B) 4
semanas C) 8 semanas D) 16 semanas determinado por western blotting e normalizado pelo total de
proteinas aplicada em cada poc¢o do gel durante eletroforese (20 pg). Os dados estdo expressos pela
média + erro (N = 6 - 8 animais por grupo e por tempo), assumindo o grupo SHAM como 100%. Os
dados foram analisados através de teste t de Student assumindo p<0,05.
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4.2.2 Conexina-43 (Cx-43)

A avaliacdo do imunoconteddo de conexina-43 realizada neste trabalho
mostrou que houve uma diminuicdo significativa do conteldo desta proteina no
hipocampo dos animais pertencentes ao grupo STZ. Essa alteracdo foi vista nos

tempos de 4, 8 e 16 semanas pos ICV-STZ. (Figura 4A, B, C e D).
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Figura 5: Imunocontetdo de Cx-43 em fatias de hipocampo em A) 2 semanas pos ICV-STZ B) 4
semanas C) 8 semanas D) 16 semanas determinado por western blotting e normalizado pelo total de
proteinas aplicada em cada pog¢o do gel durante eletroforese (20 pg). Os dados estdo expressos pela
média + erro (N = 6 - 8 animais por grupo e por tempo), assumindo o grupo SHAM como 100%. Os
dados foram analisados através de teste t de Student assumindo p<0,05.
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4.2.3 Kird.1

A avaliagéo do imunoconteudo de Ki4.1 realizada neste trabalho mostrou que

houve uma diminuicdo significativa do conteludo desta proteina no hipocampo dos

animais pertencentes ao grupo STZ. Essa alteracao foi vista nos tempos de 8 e 16

semanas pos ICV-STZ. (Figura 5A, B, C e D).
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Figura 6: Imunocontetddo de Ki4.1 em fatias de hipocampo em A) 2 semanas pds ICV-STZ B) 4
semanas C) 8 semanas D) 16 semanas determinado por western blotting e normalizado pelo total de
proteinas aplicada em cada pogo do gel durante eletroforese (20 ug). Os dados estdo expressos pela
média + erro (N = 8 - 10 animais por grupo e por tempo), assumindo o grupo SHAM como 100%. Os
dados foram analisados através de teste t de Student assumindo p<0,05.
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4.3 DOSAGEM DE ALBUMINA NO LCR

A dosagem de albumina feita neste estudo ndo foi capaz de mostrar
alteracdes significativas nas amostras de LCR dos animais ICV-STZ quando
comparados ao grupo SHAM (Figura 6), sugerindo assim que, a BHE nao esta
alterada no modelo.

1.96 -0~ SHAM

& STZ
1.94

1.924

(mg/dL)

1.90

Albumina

1.88

1.86

1
o
& b &
& & > >

Tempo de exposig¢ao

Figura 7: Concentragdo de albumina obtida pelo método colorimétrico de albumina do verde de
bromocresol. Os dados estdo expressos pela média (N = 5 animais por grupo e por tempo). Os dados
foram analisados através de teste t de Student assumindo p<0,05.
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5 DISCUSSAO

Com o passar do tempo, o numero de pacientes acometidos pela DA vem
crescendo de forma em que as pesquisas sobre as caracteristicas celulares e
moleculares, mecanismos fisio e anatomopatolégicos da doenca estejam sempre se
renovando. Conhece-se ha muito que, os portadores da DA carregam consigo
alteracdes no SNC até hoje dadas como irreversiveis, nesse ponto cita-se a patologia
da deposicdo de BA e a formacdo dos NFTs (ALZHEIMER ASSOCIATION, 2019;
BUTTERFIELD; HALLIWELL, 2019; MAYEUX; STERN, 2012; SERRANO-POZO et
al., 2011).

Levando em consideracdo o que se tem relatado sobre a DA e sua
fisiopatologia, esta bem entendido que, o dano cognitivo na fase intermediaria e final
se deve ao peptideo BA (BURNS, 2003; COSTA et al., 2019; DIANE E. HANDY RITA
CASTRO JOSEPH LOSCALZO, 2011; LAMONICA, 2016). Porém, atualmente, vem-
se tendo um crescimento na literatura sobre a DA que tenta desvendar o que esta a
“meio-tempo” entre os primeiros sinais e 0s estagios avancados da doenca (entende-
se aqui por “estagio avangado” o acumulo de BA e a formacao dos NFTSs).

Tendo em vista o dano cognitivo apresentado na DA e a necessidade da
investigacéo dos processos moleculares envolvidos no inicio da doenga, com o passar
do tempo tem-se dado uma atencao especial aos astrdcitos e a microglia, que junto
com os oligodendrécitos sdo entendidos como células da glia. Essas possuem
diversas funcbes desde atuarem como uma espécie de macrofagos do SNC
(micréglia), formar a bainha de mielina para isolamento elétrico neuronal
(oligodendrocitos) até realizar a nutricdo dos neurdnios, manter o controle sinaptico e
realizar a homeostase idnica e de neurotransmissores (astrocitos) (ARAQUE;

NAVARRETE, 2010; JESSEN, 2004).

34



A importancia da manutencédo da homeostase idnica no SNC parece ser de
grande importancia para o bom funcionamento deste, ja que 0s responsaveis por essa
funcdo possuem acoplados a sua membrana plasmatica proteinas que permitem a
passagem ibnica do espaco extra para o intracelular ou vice-versa.

Dessas proteinas, pode-se citar a bomba Na*/K* ATPase que faz a troca
desses ions contra um gradiente de concentracéo as custas de uma molécula de ATP
(adenosina trifosfato); os canais internos retificadores de K* (Ki) que fazem a
passagem seletiva de K* pela membrana sem a necessidade de gasto energético; 0s
canais pertencentes a familia das aquaporinas podem ndo ser canais ibnicos
propriamente ditos, porém nos astrocitos, a AQP4 esta colocalizada com o canal Kir4.1
e isso pode ser explicado devido ao fato de que, para manter as concentracdes ibnicas
e covalentes tanto dentro quanto fora da célula, é necessario manter um controle
preciso nas concentracdes de agua nesses meios, e esse € o papel da aquaporina-4
(GUNNARSON; ZELENINA; APERIA, 2004; HERTZ et al., 2015; SATOH et al., 2013).

A captacdo de K* pelas células gliais possui grande relevancia de estudo, ja
que o excesso de K* extracelular pode levar a problemas na funcado das células
neuronais, posto que os astrocitos além de internalizar grandes concentragfes de K*
e distribuir na circulacéo periférica, eles também mantém uma concentragéo “reserva”
para que, na falta deste ion nos neurénios o0 mesmo possa ser transportado para fora
e recapturado por essa célula para que haja, normalmente, o potencial de acdo e
transmissao sinaptica (DAVID WEINER; LINAS; WINGO, 2010; KOFUJI; CONNORS,
2003; WALZ; WUTTKE, 1999).

Para o estudo da patologia da DA, tem-se utilizado de forma ampla o modelo
animal de deméncia induzido pela infusdo ICV de STZ. Esse é um modelo néo

transgénico, que apresenta caracteristicas encontradas em pacientes da DA, tais
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como déficit cognitivo, deposicdo de BA, presenca de NFTs, neuroinflamacao,
estresse oxidativo e hipometabolismo de glicose (BIASIBETTI et al., 2017; DOS
SANTOS; VIZUETE; GONCALVES, 2020; RODRIGUES et al., 2019; ZANOTTO et al.,
2019).

Neste trabalho, utilizando o modelo ndo transgénico para estudo da DA
induzido por ICV-STZ, foram avaliados fatores relacionados a memdéria e ao contetdo
de proteinas astrogliais associadas ao tamponamento do K* e que também estéo,
juntamente com outras proteinas, associadas a UNV. De acordo com dados anteriores
do grupo (BIASIBETTI et al., 2017) demonstrou-se que 0s animais submetidos a esse
modelo apresentam danos cognitivos quando avaliados em relacdo a memoria dos
roedores. O teste aplicado é baseado na tendéncia inata de um roedor em explorar o
novo ao invés do ja familiar.

Nos resultados aqui demonstrados, observamos que, em todos os tempos de
tratamento ap6s a ICV-STZ os animais apresentaram um déficit no IR na performance
cognitiva em relacdo ao grupo SHAM. Esses dados corroboram com outros trabalhos
no mesmo modelo (RAVELLI et al., 2017).

No sentido de avaliar uma relacdo de causa/consequéncia no ambito de dano
cognitivo no modelo ICV-STZ para a DA, neste trabalho foi avaliado o imunocontetdo
de AQP4, Cx-43 e Kir4.1, na tentativa de compreender melhor o papel do sistema de
tamponamento espacial do K* na DA.

Nesse contexto, avaliamos o imunoconteudo do canal retificador interno de K*
Kir4.1. Foi observado que, nos tempos de 8 e 16 semanas houve uma diminui¢ao
significativa no conteudo desta proteina em fatias de hipocampo. Efeito esse que pode
levar ao acumulo de K* extracelular, ocasionando assim uma perda no tamponamento

desse ion, o que traz como consequéncia a desporalizacdo dos neurdnios
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aumentando o numero de disparos. Esse aumento no nimero de disparos neuronais
eleva a concentracdo de K* extracelular, diminuindo a concentracdo desse ion no
espaco intracelular neuronal, provocando a diminuicdo de sua repolarizacédo
(MARCHI; GRANATA; JANIGRO, 2014).

A ocorréncia da diminuicdo de Ki4.1 nesse modelo, pode estar relacionada
com o processo inflamatério causado pelo STZ (GRIEB, 2016; MEHLA; PAHUJA,
GUPTA, 2013), ja que a sinalizacéo excessiva de K* esta associada a sinalizacao de
uma das principais citocinas pré-inflamatérias, a interleucina-18 (MARCHI;
GRANATA; JANIGRO, 2014).

Estudos em um modelo de epilepsia mostram que o bloqueio seletivo de Kir4.1
leva a uma diminuicédo da atividade neuronal (GRAUS; SAIZ; DALMAU, 2010), porém
nesse caso, essa diminuicdo € temporaria visando apenas o controle sintomatico da
patologia. Com esse achado, pode-se tentar relacionar a diminuicdo desse canal de
K* mais a diminuig&o da atividade neuronal com o déficit cognitivo achado nos animais
submetidos a ICV-STZ desse estudo.

Outro achado, mostra que em um modelo de camundongos knockout
homozigotos para Kir4.1 hd uma relacédo de dependéncia entre Kir4.1 e a mielinizacao
axonal. Nesse estudo, os animais mostraram déficit motor, perda de movimento
voluntario e tremores. O mesmo trabalho mostra que ha também um aumento no
namero de células apoptoticas na medula espinhal do modelo em questdo. A
dependéncia de Ki4.1 com a mielinizacdo foi demonstrada através de cultura de
oligodendrocitos dos animais knockout e analisada através de estudos de
eletrofisiologia. Esses mostraram que, as células provenientes dos animais do grupo
controle possuiam potencial de repouso de membrana de -59,7 + 7,6 mV, ja os valores

encontrados para as ceélulas dos animais knockout foi de -34,3 £ 2,9 mV, mostrando
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assim que a condutancia elétrica nesse modelo esta prejudicada. Os dados entéao
mostram que em suma maioria, a forma de obtencédo de K* dos oligodendrocitos é
através do canal Ki4.1, mostrando assim a relevancia dessa proteina na mielinizacao
(NEUSCH et al., 2001).

Neste trabalho também foi avaliado o imunoconteddo de AQP4. Os resultados
mostraram uma diminuicdo e um aumento significativos do conteddo dessa proteina
em fatias de hipocampo. Essas alteracdes foram vistas nos animais do grupo ICV-
STZ nos tempos de 4 e 8 semanas, respectivamente. O aumento do contetdo dessa
proteina em 4 semanas pode estar relacionado com a tentativa de compensacéo na
funcionalidade do canal Ki4.1 e da proteina Cx-43 (BENFENATI; FERRONI, 2010).

Porém, ndo somente relacionada com a homeostase do K*, a AQP4 esta
envolvida no processo de passagem do BA soluvel (BAs) do encéfalo para o LCR e
sistema periférico (KRESS et al., 2014). Em um modelo de camundongos knockout
para AQP4, o clearance do soluto intersticial contendo BAs mostrou-se prejudicado
(ILIFF et al., 2012), o que poderia corroborar com os achados neste trabalho para o
tempo de 8 semanas, onde houve uma diminuicdo no contetdo de AQP4, podendo
assim, facilitar a patologia do BAs, levando a um dano cognitivo em nosso modelo.

Para potencializar essa hipotese, estudos com camundongos transgénicos
para DA e knockout para AQP4, mostraram que, nos animais com o gene da AQP4
deletado, a deposicdo de BA mostrou-se significativamente maior do que quando
comparado aos controle ndo knockout, mostrando assim que a APQ4 pode estar
relacionada com o clearance de BA em individuos portadores da DA (HOSHI et al.,
2012; SMITH; DUAN; VERKMAN, 2019; WILCOCK; VITEK; COLTON, 2009; YANG

et al., 2017).
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Conhecendo-se a importancia da Cx-43 na formacdo da unidade
neurovascular, este trabalho investigou o imunoconteudo dessa proteina no modelo
ICV-STZ. Observou-se que, nos tempos de 4, 8 e 16 semanas houve uma reducéo
significativa no contetdo de Cx-43 nos animais do grupo ICV-STZ.

Dado o acoplamento entre o canal Kir4.1 e a Cx-43, pode-se dizer que ha uma
relacdo direta dos resultados encontrados no conteddo de ambas as proteinas nos
tempos de 8 e 16 semanas no grupo ICV-STZ. A correlacéo entre as duas proteinas
pode-se explicar tendo que uma das funcdes desse acoplamento seria de levar K*
para espacos onde a concentracdo desse ion encontra-se baixa, ja que a passagem
deste pelo astrécito é facilitada pela presenca da Cx-43, que faz a conexdo célula-
célula (BELLOT-SAEZ et al., 2017).

Estudos mostram que a diminuicdo dessas proteinas esta associada a varias
patologias do SNC, incluindo a DA (ZHENG; DAI; DAI, 2010). Nesse sentido, um
estudo feito em ratos knockout para Cx-43 mostrou um aumento da morte neuronal
ligado a diminuicdo dessa proteina em cultura de astrdcitos desse modelo. Também,
um estudo acerca da expressao do mRNA para Cx-43 em 6 regides corticais (cortex
pré-frontal, giro temporal inferior e médio, giro anterior cingulado, giro parahipocampal
e coOrtex pré-frontal dorsolateral) demonstrou que essa esta diretamente
correlacionada com a patologia da DA (KAJIWARA et al., 2018).

Um estudo no modelo de diabetes induzido por STZ mostra que, uma
diminuicao do conteudo desta proteina provoca uma reducdo na conexao célula-célula
via Cx-43, o que leva também o modelo a uma perda da atividade vascular (ZHENG;
DAI; DAI, 2010).

Neste trabalho, tentou-se também verificar a integridade da BHE no nosso

modelo, tendo como objetivo avaliar a concentracdo de albumina no LCR. Porém,
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variacdes encontradas entre os grupos SHAM e ICV-STZ nao foram significativas para
inferirmos que, neste modelo h4 ou ndo uma mudanca na estrutura da BHE.
Entretanto, trabalhos anteriores mostram que, em um modelo de diabete mellitus
induzida por IP-STZ ha uma permeabilizacdo da BHE, esse dado comprovado pela
injecdo IP do corante Evans blue (ZANOTTO et al., 2017).

Outros trabalhos mostram também, que em patologias do SNC ligadas a
processos inflamatoérios, a BHE sofre alteracdo em sua permeabilidade, facilitando
assim a passagem de substancias da periferia para o SNC, sendo que um dos
primeiros achados que comprova essa hipétese é a presenca de albumina em estudos
com tecido animal em diversas neuropatologias (SWEENEY et al., 2018, 2019;
SWEENEY; SAGARE; ZLOKOQOVIC, 2018).

Outro trabalho de nosso grupo de pesquisa avaliou o conteudo das proteinas
GFAP e S100B no mesmo modelo, porém utilizando os tempos de 2, 4 e 8 semanas
apos a ICV-STZ. No respectivo trabalho houve um aumento no contetado de S100B
no tempo de 8 semanas, ja o conteldo de GFAP teve um aumento nos 3 tempos
analisados, o que seria indicativo de reatividade astrocitaria em funcdo da
neuroinflamacéo (BIASIBETTI et al., 2017).

Diante do exposto, os resultados do presente trabalho demonstram que, as
proteinas astrogliais envolvidas no tamponamento espacial do K* e na unidade
neurovascular estdo alteradas e que essas alteragdes podem estar relacionadas com

0 dano cognitivo observado na DA.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

E importante que se diga que um trabalho paralelo no laboratério mostra que
o0 aumento do peptideo beta amiloide ndo acontece até a oitava semana apos a
administracdo da STZ (BANDEIRA, 2020, dados n&o publicados). Com os resultados
apresentados aqui, podemos inferir que o déficit cognitivo observado em um modelo
da DA do tipo esporadica induzido por administracdo ICV-STZ esteja, possivelmente,
relacionado ao dano inflamatério anterior a cascata amiloide. Para os tempos
estudados, sugerimos que o dano cognitivo apresentado pelos animais esteja também
relacionado com disfun¢cdes na comunicacdo astrocito-astrocito, jA que na gquarta
semana apos a ICV-STZ detectamos uma reducdo no conteudo de Cx-43 e na
capacidade tamponante espacial do K*, ja que além da Cx-43 observamos reducéo
no conteudo de Ki4.1. Assim, os dados aqui apresentados contribuem para maior
compreensao da fisiopatologia da DA e abrem perspectivas para novos estudos sobre
o envolvimento das células gliais no modelo de ICV-STZ, particularmente no dano

neuroinflamatério que precede a cascata amiloide observada na DA.
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