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RESUMO

Esse trabalho de conclusdo de curso avaliou os artigos publicados de 1999 a 2021 sobre o
transportador astrocitario EAAT2 (ou GLT1 em murinos) na Doenca de Alzheimer (DA). O
objeto dessa revisdo foi identificar, avaliar e sintetizar os artigos focando nas alteragdes do
EAAT?2 a nivel génico, proteico e funcional na DA. A presente pesquisa foi realizada na base
de dados do MedLine (PubMed). Apesar dos resultados dos estudos serem conflitantes, a
maioria deles sugere que os niveis de EAAT2 a nivel de é4cido ribonucleico mensageiro

(ARN mensageiro) ndo sdo afetados na DA, entretanto os niveis da proteina EAAT2 e sua
funcdo estdo reduzidas em regides do encéfalo vulneraveis a DA, como os cortices frontal,
temporal e parietal, ¢ o hipocampo. Em conclusdo, o transporte de glutamato via EAAT2
parece estar alterado na DA e pode ser considerado um alvo para o desenvolvimento de
biomarcadores e farmacoterapias inovadoras para a doenga.

Palavras-chave: GLT1; EAAT2; Alzheimer; astrocito; encéfalo.



ABSTRACT

This undergraduate thesis evaluated articles published from 1999 to 2021 covering the
astrocytic transporter EAAT2 (or GLT1 in mice) in Alzheimer's Disease (AD). The object of
this review was to identify, evaluate and revise articles focusing on EAAT2 alterations at
gene, protein, and functional levels in AD. The present research was carried out in the
MedLine database (PubMed). Although the results of studies are conflicting, most of them
suggest that EAAT?2 levels at the messenger ribonucleic acid level (messenger RNA) are not
affected in AD, however EAAT2 protein levels and function are reduced in AD-vulnerable
brain regions, such as the frontal, temporal and parietal cortices, and the hippocampus. In
conclusion, glutamate transport via EAAT?2 appears to be altered in AD and can be considered
a target for the development of innovative biomarkers and pharmacotherapies for the disease.

Keywords: GLT1; EAAT2; Alzheimer’s; astrocyte; brain.
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1 INTRODUCAO COMPREENSIVA

A Doenga de Alzheimer (DA) ¢ um disturbio neurodegenerativo, ou seja, um
distirbio caracterizado pela degeneracdo progressiva e muitas vezes irreversivel de
neurdnios especificos no encéfalo. E uma patologia que progride muito lentamente, e
suas caracteristicas patofisiologicas sdo: deposi¢cdes anormais de placas da proteina beta-
amiloide (A), emaranhados neurofibrilares intracelulares de proteina tau, dano
oxidativo e morte neuronal (BEAR; CONNORS; PARADISO et al., 2016; FONTANA,
2015). Aproximadamente 50 milhdes de pessoas ao redor do planeta sofrem de
deméncia, sendo que a DA ¢ responsavel por 60 a 70% desses casos. Estima-se que,
com o envelhecimento da populagdo global, esse nimero aumentara para cerca de 135
milhdes de pessoas portadoras de Alzheimer no ano de 2050 (THE NEED..., 2016).
Inicialmente come¢a com um comprometimento cognitivo leve: guardar ou utilizar
objetos de forma inadequada, esquecimento de detalhes e outros sintomas que podem
facilmente ser atribuidos ao estresse ou envelhecimento. Entretanto, problemas de
memoéria mais facilmente perceptiveis, como o esquecimento de nomes ou
acontecimentos familiares, e confusao em situagdes ndo familiares (THE NEED...,
2016). A DA progride, levando as pessoas acometidas a deméncia, um estado
caracterizado pela confusdo, perda da capacidade de aprender novas informagdes e
perda da capacidade de recordar conhecimentos adquiridos anteriormente (THE
NEED..., 2016). Por fim, no estidgio final da deméncia, os pacientes podem estar
conversando de forma incoerente, ou até mesmo estarem nao-verbais, podem ter sérios
problemas motores ou de sono e tornam-se progressivamente mais agressivos e/ou nao
responsivos. Os pacientes passam a depender de cuidadores, pois perdem o controle
sobre fungdes corporais basicas (BEAR; CONNORS; PARADISO et al., 2016; THE
NEED..., 2016). Apesar de a descoberta dessa doenga ter sido feita ha mais de 100 anos
pelo psiquiatra alemdo Alois Alzheimer, até os dias de hoje ndo se sabe a causa exata e

os tratamentos nao impedem a progressdao da DA (THE NEED..., 2016).
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Uma das vérias propostas de mecanismo pelo qual as sinapses sdo danificadas na
DA ¢ a disfungdo sindptica resultante da estimulacdo excessiva por glutamato
(FONTANA, 2015), o neurotransmissor excitatorio predominante e mais estudado no
sistema nervoso central (SNC) de humanos (MCENTEE; CROOK, 1993). O glutamato
¢ essencial para muitos aspectos do funcionamento normal do cérebro, como a cognigao,
memoria, aprendizado e plasticidade cerebral, sendo todos esses afetados na DA
(MCENTEE; CROOK, 1993). Além de seu papel como neurotransmissor excitatorio,
excesso de glutamato na fenda sindptica pode ser neurotoxico (MCENTEE; CROOK,
1993).A chamada excitotoxicidade glutamatérgica tem sido implicada em diversas
doengas neurodegenerativas, incluindo a DA (BEAR; CONNORS; PARADISO et al.,
2016), e pode ser definida como uma liberagao maciga de glutamato por neuronios pré-
sinaptics ou falha da recaptacdo apropriada de glutamato pelos astrécitos, causando
assim uma hiperativagdo de receptores glutamatérgicos ionotropicos, como o N-metil-D-
aspartato (NMDAR), KAR e o AMPAR.

Durante o estado excitotoxico, as altas concentragdes de glutamato na fenda
sindptica abrem de maneira aberrante os receptores ionotropicos e, consequentemente,
causando grande influxo do fon Ca** e ativagdo de cascatas de fosfolipases,
endonucleases, e proteases que levam a morte celular por apoptose ou necrose (AIRES,
2012; FONTANA, 2015). Para evitar esse excesso de superexcitagdo, ¢ necessaria a
remocao do glutamato da fenda sinaptica, mantendo baixa a sua concentra¢do no espago
extracelular, e isso ¢ feito por transportadores de glutamato especializados.
Os principais transportadores sao o0 EAATI1 e o EAAT2 (do inglés para Transportador
de Aminoacidos Excitatorios 1 e 2) - nomenclatura para o cérebro humano na literatura
- que em murinos sdo chamados de GLAST (do inglés para Transportador de Glutamato
e Aspartato) e GLT-1 (do inglés para Transportador de Glutamato 1), respectivamente
(RIMMELE; ROSENBERG, 2016). Além desses, ha também o EAAC1 (EAAT3),
EAAT4 e o EAATS. (HOLMSETH et al., 2009). Entre esses transportadores o EAAT2
(GLT-1), que ¢ predominantemente localizado em astrdcitos, € responsavel por 90% da

receptagdo de glutamato no cérebro humano (HOLMSETH et al., 2009).
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Anadlises post-mortem em cérebros de pacientes com a DA sugerem
anormalidades na quantidade e na fun¢do do EAAT-2 (MCENTEE; CROOK, 1993).
Mais especificamente, esses estudos demonstram que o EAAT-2 estd reduzido ou
danificado na DA (FONTANA, 2015) e, acredita-se que eles possam contribuir para a
excitotoxicidade na DA (MCENTEE; CROOK, 1993).

Os astrocitos sdo células em formato de estrela encontradas no SNC, e fornecem
suporte nutricional e fisico para os neuronios, formando uma matriz que os mantém no
lugar adequado. Sdo também responsaveis por outras fungdes, como fagocitar detritos,
fornecer lactato como fonte energética para os neurdnios, controlar o meio idnico
extracelular cerebral. Além disso, os astrocitos fazem parte da Dbarreira
hematoencefalica, com seus prolongamentos envolvendo a membrana basal que
circunda os vasos capilares (SMITH; MARKS; LIEBERMAN, 2007).

O transporte de glutamato via EAAT2 ¢ um mecanismo essencial para o controle
homeostatico das sinapses glutamatérgicas e para evitar a excitotoxicidade
(HOLMSETH et al., 2009). O EAAT2 entrou em evidéncia a partir dos anos 90 na
pesquisa sobre a DA dentro da comunidade cientifica, principalmente porque os
astrocitos também tém ganhado destaque nesse meio. Entretanto, ndo existe consenso
em relagio as anormalidades em EAAT2 na DA. E pensando nesses avancos
considerados recentes que este projeto visa estudar, revisar e avaliar criticamente 0s
estudos avaliando a densidade, expressdao génica e funcdo de GLT-1 no cérebro de

pacientes com a DA.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral
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Identificar, avaliar criticamente e sintetizar os artigos publicados sobre alteracdes

em EAAT2 a nivel génico, proteico e funcional na DA em estudos publicados entre

1999 e 2021.

1.1.2 Objetivos especificos

c)

d)

Identificar os artigos sobre alteragdes na quantidade de ARNm e proteina, e na
fun¢dao de EAAT2 na DNA;

analisar e sintetizar a literatura para verificar as alteragdes na quantidade de
ARNm, quantidade da proteina, e na fun¢do de EAAT2 na Doenga de Alzheimer;
resumir o que foi encontrado na literatura sobre astrocitos, beta amiloide, estresse
oxidativo e excitotoxicidade, e suas relagdes com as alteragdes de EAAT2 na DA;
apontar e resumir possiveis intervengdes terapéuticas encontradas na literatura que

sugerem 0 EAAT2 como alvo.
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2 ARTIGO CIENTIFICO

ASTROGLIAL EAAT2 (GLT1) IN ALZHEIMER’S DISEASE: A
REVIEW FROM 1999 TO 2021

EAAT2 (GLT1) ASTROCITARIO NA DOENCA DE ALZHEIMER: UMA
REVISAO DE 1999 A 2021

EAAT2 (GLT1) ASTROCITARIO EN LA ENFERMEDAD DE
ALZHEIMER: UNA REVISION DE 1999 A 2021

A ser submetido a Revista Neurociéncias

Leonardo Reina Rodrigues Siega'; Eduardo Rigon Zimmer?

'Bacharel em Biomedicina, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Curso de Biomedicina, Porto Alegre,
Brasil

? Farmacéutico, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Departamento de Farmacologia, Instituto de
Ciéncias Basicas da Satde, Porto Alegre, Brasil, erzimmer@gmail.com

! Conceptualizagdo, revisdo da literatura, elaboragdo e escrita do artigo
2 Conceptualizagdo, revisdo e aprovagio da versdo final do artigo.

RESUMO
O artigo apresenta uma revisao de artigos publicados de 1999 a
2021 sobre o EAAT2 (ou GLT1 em murinos) astrocitario na
Doenca de Alzheimer (DA) com o objetivo de identificar, avaliar
e sintetizar os artigos publicados, focando nas alteracdes na
quantidade de ANR mensageiro (ARNmM), quantidade da
proteina, e na funcdo de EAAT2 na DA.
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Apesar dos resultados dos estudos serem conflitantes, a
maioria deles sugere que os niveis de EAAT2 a nivel de acido
ribonucleico mensageiro

(ARN mensageiro) nao sao afetados na DA, entretanto os niveis
da proteina EAAT2 e sua funcao estao reduzidas em regides do
encéfalo vulneraveis a DA, como os cortices frontal, temporal e
parietal, e o hipocampo. Em conclusao, o transporte de
glutamato via EAAT2 parece estar alterado na DA e pode ser
considerado um alvo para o desenvolvimento de biomarcadores

e farmacoterapias inovadoras.

Palavras-chave: GLT1; EAAT2; Alzheimer; astrocito; encéfalo.

ABSTRACT

This article evaluated original works published from 1999 to
2021 covering the astrocytic transporter EAAT2 (or GLT1 in
mice) in Alzheimer's Disease (AD). The object of this review
was to identify, evaluate and revise articles focusing on EAAT2
alterations at gene, protein, and functional levels in AD. The
search was carried out in the MedLine database (PubMed).
Although the results of studies are conflicting, most of them

suggest that EAAT2 levels at the messenger ribonucleic acid
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level (messenger RNA) are not affected in AD, however EAAT2
protein levels and function are reduced in AD-vulnerable brain
regions, such as the frontal, temporal and parietal cortices, and
the hippocampus. In conclusion, glutamate transport via EAAT2
appears to be altered in AD and can be considered a target for
the development of innovative biomarkers and
pharmacotherapies.
Keywords: GLT1; EAATZ2; Alzheimer’s; astrocyte;

brain.

RESUMEN
Este articulo evalud trabajos originales publicados entre 1999 y
2021 sobre el transportador astrocitico EAAT2 (o GLT1 en
ratones) en la enfermedad de Alzheimer (EA). El objeto de esta
revision fue identificar, evaluar y revisar articulos centrados en
las alteraciones de EAAT2 a nivel génico, proteico y funcional
en la EA. La busqueda se realizd en la base de datos MedLine
(PubMed). Aunque los resultados de los estudios son
contradictorios, la mayoria sugiere que los niveles de EAAT2 a
nivel del acido ribonucleico mensajero (ARN mensajero) no se
ven afectados en la EA; sin embargo, los niveles y la funcion de
la proteina EAAT2 se reducen en las regiones del cerebro

vulnerables a la EA, como el cerebro frontal , cortezas temporal
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y parietal, y el hipocampo. En conclusidon, el transporte de
glutamato a través de EAAT2 parece estar alterado en la EA y
puede considerarse un objetivo para el desarrollo de

biomarcadores y farmacoterapias innovadoras.

Palabras clave: GLT1; EAAT2; Alzheimer; astrocito; encéfalo.

1 INTRODUCAO

A Doenca de Alzheimer (DA) é uma doenca
neurodegenerativa e progressiva e causa mais comum de
deméncia no planeta, € caracterizada por depdsitos
anormais de amiloide beta (AB) e proteina tau,
emaranhados neurofibrilares, astrogliose, perdas sindpticas,
deficits cognitivos e de memdria, morte neuronal e atrofia
cerebral nas regides afetadas!'™. Nessa doenca ha
disfungdo no sistema glutamatérgico!®. A estimulagdo
aberrante dos receptores de glutamato, principal

neurotransmissor excitatéorio no cérebro, é um dos
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mecanismos patofisioldogicos presentes na DA, causando
excitotoxicidade e degeneracdo neuronal®®” ',  Os
transportadores de glutamato (TG) fazem parte do Unico
mecanismo de remocao do glutamato extracelular, e uma
familia de 5 desses transportadores é encarregada pela
regulacdao da homeostase do glutamato através da captacao
do meio extracelular para o meio intracelular em astrdcitos,
sendo o EAAT2 (GLT1 em murinos) o transportador de
glutamato mais abundante no sistema nervoso central
(SNC), representando 1% das proteinas totais nas
membranas do encéfalo. E responsavel por 80~90% da
captacdao de glutamato no cértex e hipocampo, e sua
expressdao se dd majoritariamente em astrocitos, enquanto
que apenas 5 a 10% se da nos terminais axonais de
neurdoniosto1¢l,

Alteracbes na expressao dos TG parecem ocorrer nos
estagios iniciais da DA, e a densidade das sinapses diminui
significativamente na DA e em modelos murinost’l. O
EAAT2 também ja foi associado com doencgas neuroldgicas
agudas como doenca de Parkinson, esquizofrenia e
epilepsial’®, e a reqgulagdo negativa de EAAT2 seguida por
acumulacdao de glutamato extracelular e morte neuronal ja

foram previamente documentados em diversas doencas
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neurodegenerativas como esclerose lateral amiotréfica
(ELA) e esclerose multiplat*®?!, Apesar do envolvimento
nessas condicdes, nao existe um estudo avaliando
criticamente os trabalhos ja publicados com a DA e EAAT?2.

Neste artigo fizemos uma pesquisa na plataforma
Medline (PubMed) utilizando-se da frase: “("alzheimer
disease"[MeSH Terms]) OR ("alzheimer"[All Fields] AND
"disease"[All Fields]) OR ("alzheimer disease"[All Fields])
OR ("alzheimer's"[All Fields]) AND ((“Glutamate transporter
1”“[All Fields]) OR (“GLT-1"[All Fields]) OR (“GLT1"[All
Fields]) OR ("EAAT2”[AIl Fields]) OR (“Excitatory amino acid
transporter-2”[All Fields]) OR (“Excitatory amino acid
transporter 2”[All Fields]))”, como mostrado na Figura 1.
Artigos incluidos nas referéncias sao estritamente artigos
encontrados nessa pesquisa, mas alguns outros artigos sao

mencionados no texto através da citacdo de citagoes
(apud).
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Termo de busca: "("alzheimer disease"[MeSH Terms]) OR ("alzheimer"[All
Fields] AND "disease"[All Fields]) OR ("alzheimer disease"[All Fields]) OR
("alzheimer's"[All Fields]) AND (("Glutamate transporter 1”[All Fields]) OR
("GLT-1"[All Fields]) OR ("GLT1"[All Fields]) OR ("EAAT2"[AIll Fields]) OR
("Excitatory amino acid transporter-2"[All Fields]) OR (“Excitatory amino
acid transporter 2"[All Fields]))”

Estratégia de busca:

PubMed:
n=153
Estudos excluidos:
——»
n=72
h 4
Estudos com potencial de
incluséo:
n=2381
Estudos adicionais:
 —
n=0
h 4
Estudos incluidos na
revisdo:
n=2a1 Data de busca: 23/04/2021

Figura 1. Fluxograma da revisao de literatura.

2 ASTROCITOS
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Com o encéfalo sendo um érgdao muito complexo, a DA
nao se caracteriza apenas pela patologia neuroldgica, mas
também por variados tipos de células, como as células da
glia: por exemplo células da microglia e astrocitos. Essas
células se encontram disfuncionais, contribuindo para a
progressdao da DA. Astrécitos sdao células abundantes no
encéfalo, podem ser categorizados de varias formas e sao
responsaveis por diversas funcdes importantes, incluindo
retirar o neurotransmissor excitatério glutamato da fenda
sindptica através do transportador chamado de EAAT2 em
humanos. O EAAT2 é um dentre 5 subtipos (EAAT1-EAATS),
sendo altamente expressado no encéfalo e medula espinhal
e responsavel por ~90% da remocdao de glutamato da
fenda sindptica. Essa remocao é importante para evitar a
excitotoxicidade e, conquequentemente, morte neuronal.
Dentro do astrdcito, a enzima glutamato sintase transforma
o glutamato em glutamina, que é enviada de volta aos
terminais pré-sindpticos do neurdnio, onde é utilizada para
sintetizar glutamato novamente. Esse € o “Ciclo Glutamato-
Glutamina”, essencial para manter a homeostase de
glutamato, modulando a transmissao sinaptica
glutamatérgica. Na DA, os astrécitos sofrem modificagoes

moleculares, morfologicas e funcionais que sao
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caracterizadas por hipertrofia do soma celular, aumento da
expressao de certas proteinas estruturais como a Proteina
Glial Fibrilar Acida (GFAP), diminuicdo da captacdo de
glutamato, dentre outras. Essas modificacdoes se chamam
reatividade astrocitaria, importante para a formacao de
uma cicatriz astrocitaria rodeando o tecido danificado'**..

Simpson et al. definiram trés diferentes subtipos de
astrocitos com base no nivel de imunorreatividade atraves
da dupla marcacdo de GFAP e EAAT2 em células do coértex
temporal de pacientes idosos com algum grau de
Alzheimer: GFAPT'EAAT", GFAP EAAT", e GFAP'EAAT",
Também descobriram que os niveis do EAAT2 sao
inversamente relacionados aos da gliose, e que a gliose e
mudancas no fendtipo dos astrécitos sdo comuns na
populacao em envelhecimento, o que significa uma relacao
complexa entre astrocitos e DA,

Uma das primeiras mudancas neuropatoldgicas na DA
é a presenca de grande quantidade de astrécitos reativos
proximos aos depdsitos de ABM.,
Em 1997, Li et al. j@ haviam apontado que é pouco
provavel os baixos niveis de EAAT2 e sua atividade serem
resultado da diminuicdo no numero de células que o

produzem, pois ha significante astrogliose na DA®, e na
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revisao de Assefa et al. sao apontados dentre os efeitos
danosos dos astrdcitos reativos: alteracdo na homeostase
do glutamato pela reducdao na expressao de EAAT2, e
consequente aumento na concentracao de glutamato na
fenda sinaptical?.

Em 2010, Liu et al. concluiram que a astrogliose reativa
diminuiu a expressao de GLT1 no hipocampo do modelo de
camundongos ovariectomizados injetados com D-galactose.
Foi observado um aumento na astrogliose e uma diminuicao
pronunciados na densidade de GLT1 nas regidoes cornu
ammonis 1 (CA1) e giro dentado (DG) do hipocampo'*,

Porém em um estudo de 2020 foi observado aumento
de aproximadamente 30% na expressao de GLT1 em
camundongos transgénicos 5XFAD-EOD. Os pesquisadores
atribuiram esse aumento aos astrocitos reativos, dizendo
ser consistente com artigos anteriores.*, Além disso, ndo
podemos descartar potenciais artefatos produzidos por
modelos transgénicos.

Um estudo de 2018 também havia demonstrado
aumento na expressao de EAAT2 em astrécitos reativos em
pacientes cognitivamente normais com sinais
patofisioldgicos da DA no cérebro. Os pesquisadores

concluiram que astrocitos reativos na DA estdao associados
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com manutencao na capacidade cognitiva, pois quando
comparando pacientes com patologia e declinio cognitivo
(AD-D) e pacientes com patologia sem declinio cognitivo
(AD-N) foi observado que pacientes AD-N, apesar de
possuirem a mesma acumulacdo de placas de AB dos
pacientes AD-D, apresentavam mais astrocitos reativos,
maior expressao de ARNm de EAAT2 e maior expressao de
EAAT2 do que pacientes AD-D no cortex entorrinal, além de
diferencas morfoldgicas entre os astrdcitos!?*.

Parece ainda haver conflito de resultados quando se
trata da relagdao dos astrocitos reativos com a expressao de
EAAT2. Uma possivel explicacdo seria a existéncia de
diferentes tipos de astrécitos reativos, pois algumas
pesquisas demonstraram efeitos negativos, enquanto
outras efeitos benéficos, como a pesquisa de Kobayashi et
al., que também observou diferencas morfoldgicas entre
astrocitos de pacientes AD-N e AD-D™,

Foi observada diminuicao da expressao de GLT1 no
cortex de camundongos ABPP23 de 8 meses, antes da
formacao de placas ou astrogliose reativa. Com 18 meses,
essa diminuicdo se mantém e agora também esta associada
as placas de beta-amiloide e astrogliose reatival?l. A

observacao da formacao de placas ao mesmo tempo da
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gliose esta de acordo com observagoes anteriores, em que
segundo Wyss-Coray et al. (2003) e Rossner et al. (2005),
astrocitos possuem importante fungao na remocao de AB e
parecem formar barreiras protetoras entre depdsitos de
beta-amiloide e neur6nios!?3,

Astrocitos sdo importantes células para manter a
homeostase das sinapses glutamatérgicas e evitar
excitotoxicidade. Podem sofrer modificacgbes em sua
estrutura e funcdo, tornando-se astrécitos reativos
classificados em subtipos diferentes. Essas mudancas sao
comuns na populacao em envelhecimento, podendo levar a
diminuicao na expressao de EAAT2 ou seu aumento, o que
talvez possa ser atribuido a existéncia de diferentes

subtipos de astrdcitos reativos.

3 AMILOIDE BETA (AB)

AB é um peptideo hidrofébico, fragmento bioativo da
Proteina Precursora beta-Amiloide (APP), cortada pela
Presenilina-1 (PS1) e expressa em astrdcitos e neurdnios,
predominantemente nos uUltimos. E o principal componente
das placas de AB na DA, sendo um agente neurotdxico

capaz de inibir a atividade da glutamina sintase (GS) e a
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remocdo de glutamato da fenda sinaptica, e de induzir
alteracbes na membrana através do influxo de Ca?**, que
pode resultar na desregulacao mitocondrial e morte
neuronalt®6-3%,

Malik e Willnow apontaram alguns estudos mostrando
que o AB reduziu os niveis de EAAT2, enquanto em outro o
AB nao impactou os niveis totais de EAAT2 mas diminuiu a
quantidade de EAAT2 na superficie celular de astrécitos em

cultural®,

3.1 CONCENTRAGOES SUBTOXICAS DE AMILOIDE BETA SAO
CAPAZES DE AUMENTAR A EXPRESSAO DE EAAT2

Rodriguez-Kern et al. demonstraram que
concentracdes subtdoxicas do peptideo ABi-a2 (1-5 pM)
podem induzir aumento na expressao de EAAT2 em
astrocitos diferenciados e na remocao de glutamato da
fenda sinaptica, mas também concluiram que esse
aumento, por ter sido observado apenas em astrécitos
diferenciados, pode afetar negativamente a eficacia
sindptica e, consequentemente, a neuroplasticidade na
DA, Tian et al., também descobriram que baixas doses

do peptideo AB2s-3s (10-40 uM) aumentaram a traducao de
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EAAT2 em células cultivadas de modelo murino®?. Segundo
Pow e Cook também ja havia sido sugerido por Abe e
Misawa (2003) que AB poderia melhorar a remocao de
glutamato extracelular em astrdcitos corticais cultivados de
ratos®!. Essas descobertas demonstram que o AB pode

possuir também funcodes fisioldgicas normais fora da DA.

3.2 OS EFEITOS DE AMILOIDE BETA NO EAAT2

Ha uma relacdo de regulacdo de isoformas de APP
sobre os TG. A imunorreatividade de EAAT2 foi
inversamente correlacionada com os niveis de ARNm de
APP770 e APP751, enquanto a atividade dos
transportadores foi diretamente correlacionada com APP695
e imunorreatividade de APP. Assim, as disfuncdes de TG na
DA podem estar relacionadas com o metabolismo da APP.
De fato, a producao de fragmentos de APP secretada pode
interferir na ativacdo desses transportadores!®, e uma
possivel explicacdo para essas observacdes € a de que a
expressao de EAAT2 seja bastante dependente de fatores
neuronaist*,

Em um estudo de Harris et al. (1996), altas doses de

ABas-ss (100 pM) inibem a recaptacao de glutamato
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dependente de Na®, o que pode ser prevenido com
antioxidantesterud 32351,

ApoOs o tratamento de culturas de astrocitos murinos
do cértex cerebral com ABi-4, foi observado que AB diminui
niveis e atividade de GLT1 de forma inibitéria nao-
competitiva. E sugerido que essa reducdo na atividade dos
TG foi devida a repressao de cascatas de sinalizacao de ERK
e p38 e exacerbacdo da via de IJNK através de estresse
oxidativo induzido por ABM,

Outro artigo confirmou a participacao do AB na
ativacao da via de CN/NFAT, que diminuiu a expressao de
EAAT2 em culturas de astrocitos cerebelares e hipocampais
de ratos. Essa diminuicao foi blogueada pela inibicao da
sinalizagdo de NFAT com VIVIT!®,

O efeito de oligbmeros de ABi-4; foi testado sobre
culturas de astrécitos hipocampais murinos, e observou-se
que o ABi-42 desacelerou a remocgao de glutamato por GLT1
em astrocitos pela rapida reducdo da expressao de GLT1 na
superficie de astrocitos, ndao dos niveis proteicos totais.
Esses efeitos foram prevenidos pelo pré-tratamento com
antioxidante derivado da vitamina EP"].

Na co-cultura de neurbnios e astrdcitos hipocampais

do modelo murino 3xTg-AD foi descoberta significante
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diminuicdao na expressao de ARNm de GLT1 mediada pela
presenca de AR,

A via de sinalizagcao insulina/Akt/EAAT em astrocitos
(da linha celular HA-1800) também foi perturbada pelo AB:-
42, diminuindo o EAAT2 sem afetar os niveis de ARNm.
Tratamento com insulina reverteu essa diminuigao®!,

A capacidade do peptideo ABi-s2 em diminuir o GLT1 no
hipocampo e cortex cerebral murino foi demonstrada pela
injecao intracerebroventricular (ICV) de ABi-42, que foi
revertida com a administracao ICV de esquisanterina B
(STB)P?,

A expressao de GLT1 foi reduzida nas proximidades de
placas de AB em distancias diferentes, sendo que reducdes
significativas foram vistas no raio de 20 uym ao redor dos
depdsitos de AB, e quanto mais proximo das placas, maior a
diminuicdo nos niveis de GLT1M%,

Em culturas de astrécitos da regido CA1l, o western
blot demonstrou que oligdbmeros de AB reduziram a
expressdo astrocitaria de EAAT2 apos 24h'®!, enquanto a
administracao de fibrilas de ABi-40 na regiao CA1l de ratos
levou ao aumento da imunorreatividade de GFAP, indicando
ativacdo astrocitaria, e diminuicdo da expressdao de GLT1

co-localizada com a imunorreatividade de GFAP, afetando
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negativamente a cognicao!**!. Essa co-localizagdo também
foi analisada ao redor de vasos sanguineos do coértex
occipital™. Outro estudo falhou em revelar associagdo
morfoldgica entre expressao de EAAT2 e depdsitos de AB na
DA, demonstrando que o EAAT2 nao acumula associado a
placas de amiloide in vivol™l,
AB é capaz de afetar os astrécitos através de diferentes
mecanismos na DA, levando a excitotoxicidade.

Para fazer contraponto aos resultados apresentados é
importante falar da pesquisa em que AB nao influenciou o
EAAT2. Em anadlise post-mortem com individuos saudaveis
ou no continuo da DA ndao foram identificadas alteracdes
nos niveis de EAAT2, e as expressoes de GFAP e EAAT2 nao
correlacionaram com deposicdao de AR,

Outro estudo encontrou reducao significativa na
expressao de GLT1 em cultura de astrdcitos, porémnao na
cultura de neurbnios e co-cultura de astrécitos e
neuroniost.,

Possiveis explicacdes para essas divergéncias seriam
diferencas metodoldgicas, nos modelos, ou na fase e

heterogeneidade da DA clinica.

3.3 EAAT2 COMO ALVO FARMACOLOGICO
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Ressaltam-se substancias que demonstraram
combater efeitos do AB, como em uma revisao que aponta
os antioxidantes como preventores do efeito tdxico do
AB"4, enquanto outra chama a atengdo para os

estrogénios!*¥!; O VIVITP®!; A insulinal®®!; E a STBP?!,

3.4 MODELOS DE ALZHEIMER EM ANIMAIS

Foram vistos modelos possivelmente (teis para
aumentar o entendimento sobre a DA: Modelo da injecao do
acido ocadaico (OKA), um inibidor da proteina fosfatase 23,
que causa hipersfosforilacdo da proteina tau®! e o Modelo
transgénico AAV-APP-PS1, que tem mutacdes humanas na
APP e na PS1 1, Nessa pesquisa, também identificamos o
uso do modelo de oncostatina M (OSM), que induz a
expressao de al-antiquimotripsina, proteina associada com
ao desmetabolismo de de AB na DA, Por ultimo sdo
citadas aqui as células C6, pois foi descoberto recentemente
que nesse modelo o transporte de glutamato é realizado
por EAAC1, tornando-o inadequado para estudo de
EAAT2/GLT1M7,
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3.5 SINTESE DO CAPITULO

O AB é um peptideo bioativo, principal componente
das placas de AB, capaz de interferir nas funcdes sinapticas
normais, podendo diminuir a expressao de EAAT2 ou ter o
efeito contrario quando em concentracdes subtdxicas. As
disfungbes causadas por AB sao, portanto, também alvos de
tratamento, tendo sido descobertos compostos com efeitos
protetores e desenvolvidos novos modelos para auxiliar no

entendimento da DA.

4 ESTRESSE OXIDATIVO

Estudos in vivo e in vitro demonstraram que o AB pode
induzir estresse oxidativo, assim como ha estresse
oxidativo na DA. Estudos in vitro mostraram que o
transporte de glutamato diminui sob condicdes oxidantes.
Hipotetiza-se que a peroxidacdo lipidica induzida pelo AB
origina o 4-hidroxi-2-nonenal (HNE), um aldeido insaturado
toxico capaz de modificar proteinas, incluindo o EAAT2, e
induzir  neurotoxicidade. O HNE pode promover
aparecimento de espécies reativas de oxigénio (ROS), que

também podem modificar o EAAT2 e suas fungbes!?®2/48l,
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Anteriormente foi observado maior conjugacao de HNE com
EAAT2 no lébulo parietal inferior em pacientes com DA, e
gue sinaptossomos expostos ao peptideo ABi-s> apresentam
maior conjugacdo de HNE com EAAT2!8, O AB dificulta o
transporte de glutamato levando a excitotoxicidadel 426
28,48].

Alteracdes nas vias de sinalizacao ERK, JNK e p38, que
medeiam parcialmente a inibicao nos TG, podem ser
causadas pelo estresse oxidativo induzido por ABM. Foi
confirmado que a administracdo aguda de AB pode
promover extresse oxidativo e diminuir a expressao de
transportador de glutamato™®!. Estudos anteriores
mostraram que o estresse oxidativo também pode
promover formacao de complexos aberrantes de GLT1 de
alto peso molecular insoliveis em detergentest®’l, O
tratamento com ABi-s diminuiu a expressao de GLT1 na
superficie celular, o que pbéde ser prevenido com pré-
tratamento de antioxidantes, concluindo-se que o efeito de
ABi-42 ocorre através de estresse oxidativo, ubiquitinacdo de
GLT1 e deslocalizacdo na membrana celular®?, E possivel
que, na DA, estresse oxidativo, neuroinflamacao e via
glutamatérgica funcionem como circulo vicioso

consequentemente a desregulacao da via WNT/B-catenina,
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que diminui a atividade de EAAT2, levando a morte
neuronalt®®,

Dois possiveis modelos para estudo de estresse
oxidativo na DA sao o de camundongos ovariectomizados
injetados com D-galactose!*! e o de baixo ascorbato!"..

O AB pode interferir nas funcoes de EAAT2 pela
inducao de estresse oxidativo através da peroxidacao
lipidica, originando o HNE, dentre outras substancias, que
pode provocar aparecimento de ROS e conjugar-se ao
EAAT2, ubiquitinando-o e promovendo internalizacao
celular. Isso leva ao excesso de glutamato no meio
extracelular, ativando os receptores NMDA e iniciando uma

cascata de sinalizacdao que leva a morte neuronal.
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5 EXCITOTOXICIDADE

Excitotoxicidade é o processo em que ha disfuncdo nos
mecanismos excitatorios envolvidos com neurbnios, e que
geralmente leva a morte celular. O glutamato, um
neurotransmissor  excitatorio, torna-se téxico quando
concentracdes normais de 25 nM no meio celular ultrapassam
1-3 uM, e a partir dessa concentragcao o glutamato induz morte
neuronal. Os TG sdo responsaveis por manter a concentracao
de glutamato extracelular abaixo desse limiar (£ 1 uM), a fim
de manter a homeostase glutamatérgical'*3*>4,

Na DA essa homeostase é afetada pelo AB por multiplos
mecanismos, aumentando a atividade de CN/NFAT e havendo
perda de sinapses glutamatérgicas em regides cerebrais
vulnerdveis e correlacionadas com déficits cognitivos,
diminuicao da atividade de GS, modificacao oxidativa no GLT1 e
consequente diminuigdo em sua atividadel?2°3¢221,

Com diminuicdo na atividade de GLT1 ha aumento na
concentracao extracelular de glutamato, levando a disfuncao
sinaptica: hiperativacao de receptores NMDA, influxo de Na* e
Ca®*, producdo de ROS, disfuncdo mitocondrial, aumento de
oxido nitrico, ativacdo de proteases, aumento de fatores de
transcricdo citotoxicos e morte celular. O glutamato em excesso

se difunde para o espaco extra-sinaptico ativa receptores NMDA
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extra-sinapticos, cuja funcao promove morte celular. A
hiperexcitabilidade resulta em neurodegeneracao por vias
apoptoticas ou necréticas, um dos mecanismos que danificam
as sinapses na DA. O AB pode aumentar a liberacao de
glutamato, criando um circulo vicioso de retroalimentagao
IDositiva[20-22,48,51,53].

Niveis elevados de OSM, citocina da familia IL-6, foram
observados na DA. Tratamento com OSM em cultura de
astrocitos corticais reduziu a expressao de GLT1, promovendo
excitotoxicidade de forma dependente da concentracdo ¢, logo
esse modelo pode ser usado para estudo de excitotoxicidade.
Em modelo murino a expressao de EAAT2 humano em
neurdnios hipocampais leva a maior vulnerabilidade a
excitotoxicidade glutamatérgica em células piramidais da regido
CA1[3,

Ha& estudos indicando a proteina tau, ndao o AB, como
mediadora da excitotoxicidade em modelos murinos da DAPY, e
ha a possibilidade da diminuicdo na remocao de glutamato na
fenda sindptica ser uma resposta regulatéria normal para perda

de neurdnios glutamatérgicos, em vez de ser a causa''!l,

6 FORMAS E ARNm DE EAAT2
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O GLT1/EAAT2 € uma dentre outras isoformas de
transportadores de aminoacidos excitatorios  (EAATS):
GLAST/EAAT1, EAAC1/EAAT3, EAAT4 e EAATS, e elas possuem
identidade de 30 a 50% entre si. Os TG de ratos ou coelhos sao
90% idénticos aos humanos, podendo ser considerados
homodlogos (homologia > 70%) e utilizados para estudos
cientificos!'*'81, O GLT1/EAAT2 é diferente dos outros EAATs de
duas formas: litio (Li) ndo suporta o transporte por
GLT1/EAAT2, mas pode suportar pelos outros, e GLT1/EAAT2 é
sensivel a mais bloqueadores™!,

Ha diversas variantes de splice de EAAT2, o splicing
alternativo serve como regulacao da expressao de EAAT2, por
exemplo, regular sua localizagdo na membrana celular®!, O
splicing alternativo pode ocorrer nos terminais N e C de EAAT?2.
Quando na regidao terminal-C, resulta em trés variantes:
EAAT2a, EAAT2b e EAAT2c, sendo EAAT2a a forma normal e a
mais comum. No hipocampo de ratos adultos a porcentagem de
cada variante é de 90% de EAAT2a, 6% de EAAT2b e 1% de
EAAT2c. O EAAT2a também é expresso nos terminais de
axoOnios neuronais na regiao CA1 do hipocampo, sendo 10% da
expressao de EAAT2a no hipocampo, enquanto a distribuicao de
EAAT2b demonstrou-se inconsistente e EAAT2c é expresso em

neurdnios da retina de ratos e humanos!t®>1¢1,
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Os ARNm de EAAT2ae EAAT2b sdao expressos em
neurdnios e astrocitos no encéfalo, sendo em astrdocitos o ARNm
de EAAT2a predominante na regido perissinaptica enquanto o
de EAAT2b é expresso ao longo do corpo celulart>!,

Ha varias sequéncias de ligagdo a fatores de transcricdo
na regiao promotora de EAAT2, como o NF-kB. A regulagao da
expressao de EAAT2 é realizada por processos transcricionais e
pos-transcricionais, podendo sua desregulacao ocorrer em
diversos niveis, desde codificacdao genética anormal até
modificacdes pds-traducionais, como um polimorfismo de
nucleotideo Unico ou splicing aberrante, mas na DA a
diminuicao de EAAT2 provavelmente € devida a modificacdes
pos-transcricionais, pois o ARNm de EAAT2 nao ¢&
reduzido®!332¢],

O splicing aberrante induz degradacao rapida do EAAT2 e
diminuicao na captacao de glutamato. Variacdes aberrantes no
splicing podem estar ligadas a doencas neuroldgicas como a DA
e Doenca por Corpos de Lewy, que exibem menor captacao de
glutamato e consequente perda neuronal no encéfalo!'®*®!, Essa
ideia é suportada pelo locus de Eaat2 do gene murino de GLT1
no cromossomo 2 parecer estar localizado na proximidade de
diversos sitios associados com desordens do SNC (fi, ans, Aw2,
EI2)3Y, e por um estudo de Rothstein (2009) onde foi revelado

envolvimento de GLT1 codificado pelo gene SLC1A2 na ELAP
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57]

Os niveis de ARNm e proteina de GLT1 sdo reduzidos na DA,
mas ainda ha controvérsias. A reducdo nos niveis de EAAT2 no
cortex frontal de pacientes com DA foi associada com reduzida
atividade de TG e inversamente correlacionada com os niveis de
ARNm de EAAT2, sugerindo que essa diminuicao na
imunorreatividade de EAAT2 seja devida a alteracdes pos-
transcricionais pois os niveis de ARNm ndo foram reduzidos'®l.
Os niveis de ARNm de EAAT2 foram medidos em camundongos
APPsy ¢ € nao diminuiram, mesmo com os niveis de EAAT?2
sendo reduzidos®®, O AB secretado naturalmente pode diminuir
a expressao de ARNm de GLT1 em co-culturas de neurdbnios e
astrocitos pelo tratamento com 7PA2-CM!Y’!, e demonstrou-se
gue neurbnios possuem reservas preexistentes de ARNm de
EAAT2 que somente sdo traduzidas apos dano celulart®?,

O ABi-42 aumentou a ubiquitinacao de GLT1, reduzindo sua
expressao em astrdcitos, mas os niveis de ARNm ndo foram
afetados. O ABi42 diminuiu a captacao de glutamato em
astrocitos e neurdnios'™, e o tratamento com ABi-42 ndo alterou
os niveis de ARNm, mas reduziu os niveis de EAAT2P8, Em
outro estudo o tratamento com OSM diminuiu a expressao de
ARNmM de GLT1 em astrocitos®®, O glutamato pode inibir a
traducdo do ARNm de EAAT2 de forma dependente da dosel®?,
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significando que o glutamato impede uma supercaptacao
anormal da fenda sinaptica por feedback negativo.

Ha, pelo menos, trés sitios de iniciacdo da transcricao no
gene Eaat2, levando a transcricao de trés formas de ARNm com
diferentes regides nao-codificantes no lado do cap 5 do ARNm
(5-UTR), com a proporcao de 45% para 5-UTR com 76
nucleotideos (nt), 35% com 310-nt e 20% com 1091-nt.
Concluiu-se que o EAAT2 é regulado nos niveis transcricional e
traducional, longas cadeias 5-UTR podem inibir a traducao do
seu ARNm, e essa inibicdo foi impedida pela corticosteronal**>°,

Variantes que pulam éxons, como EAAT2A7 que pula o
éxon 7 e EAAT2A9 que pula o éxon 9, podem formar proteinas
de EAAT2, porém incapazes de transportar glutamato. Essas
variantes demonstraram aumento em sua expressao conforme
0 aumento da severidade da DA, mas nao ultrapassando 10%
da expressao total de EAAT2. A expressao dessas variantes
pode ser um mecanismo modulador do transporte de
glutamato, mas o aumento dessa expressao pode sinalizar
alguma espécie de desregulacdo, pois os ARNms que pulam
éxons podem reduzir a expressao de EAAT2 normal e inibir o
transporte de glutamato!”’. O micro ARNm miR-181a maduro
demonstrou regular o GLT1 em astrécitos diminuindo sua

expressao, e foi encontrada tendéncia de aumento na
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proporcao miR-181a maduro/mrT-181a primario em encéfalos
com Alzheimer!®%,

Na DA ha diminuicdo dos niveis de EAAT2 soluvel e
aumento de EAAT?2 insoluvel em detergentes como o Triton X-
100Y no hipocampo e cértex frontal, e esse aumento progride
conforme a severidade da doenca. Logo o EAAT2 faz parte de
uma classe de proteinas cuja solubilidade em detergentes é
alterada na DA, junto ao AB e a proteina tau. A correspondéncia
entre aumento de EAAT2 insoluvel em detergentes e diminuigao
na captacao de glutamato pode ser reflexo da disfuncao de
EAAT2H5],

O EAAT2/GLT1 faz parte de uma familia de TG, podendo
ter seus préprios subtipos dependendo de variagdes no splicing.
O splicing alternativo pode ser uma forma de regulacao ou
sofrer desregulacdes, gerando variantes aberrantes de EAAT2.
O EAAT2 pode ser regulado e sofrer alteragcdbes a niveis
genético, transcricional e pos-transcricional, mas ha consenso
de que diminuicdes na expressao de EAAT2 na DA sao devidas

a modificacOes pds-transcricionais.

7 REGULAGCAO E FUNGCAO DE EAAT2

EAAT2 é o TG predominante no prosencéfalo e hipocampo,

responsavel por ~95% da captacao de glutamato e por 1% do
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total de proteinas encefalicas no SNCP’®Y, & primariamente
expressado em astrocitos, mas ja foi observado no
desenvolvimento de neurdonios e oligodendrécitos, e nos

(1931 Deficiéncias no sistema

terminais axonicos pré-sinapticos
glutamatérgico tém sido observadas na DA e correlacionadas
com declinio cognitivo, e o EAAT2 é um dos principais
responsaveis por manter os niveis fisioldgicos de glutamato,
supri-lo para neurdnios adjacentes pela conversao em
glutamina, produzir energia e evitar a excitotoxicidade,
modulando interacoes sinapticas normais e a
neuroplasticidade® >3 por exemplo, modulando a fagocitose
microglial de sinapses mediada por C1g'*!. Diversas evidéncias
apontam que a atividade e trafego de EAAT2 na superficie
celular sdo reguladas por varias influéncias™!. Uma dessas
influéncias é o ABi-42, que pobde induzir localizacdo errbnea e
internalizacdo do EAAT2P7), O promotor de EAAT2 contém
varias sequéncias de ligacao para fatores de transcricao, e a co-
cultura de astrocitos com neurdnios aumenta a expressao de
EAAT2225 implicando que fatores neuronais podem regular o
EAAT2.

Neurdnios pré-sinapticos normalmente liberam glutamato,
ativando receptores glutamatérgicos ionotrépicos nos neuronios
pos-sinapticos e levando ao influxo de ions Ca* e Na* na célula,

resultando na despolarizacgago da membrana e originando
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potenciais de agdao. Os TG, junto com o EAAT2, mantém baixos
0s niveis extracelulares de glutamato, promovendo funcdes
bioldgicas normais e evitando excitotoxicidade!'®, Sistemas
independentes e dependentes de Na* medeiam a captacao de
glutamato em astrdcitos!'®l, Como sistema dependente de Na*
pode-se dizer que é aceito que o EAAT2 co-transporta
glutamato com trés ions Na* e um H*, enquanto ao mesmo
tempo contra-transporta um ion K**3!, o que faz do EAAT2 um
simportador, nome dado as proteinas que transportam um
substrato com co-transporte e contra-transporte de ions!*®!. Os
EAATs também agem como canais de cloreto controlados por
glutamato*,

A expressdao de EAAT2 pode ser regulada por AMP ciclico, e
fatores neuronais e em resposta a danos cerebrais, como o
peptideo ativador de adenilato ciclase pituitaria (PACAP),
fosforilagdo, oxidacao sulfidrila, acido araquidonico, dentre
outros fatores!'®], e Trotti et al. (1997) apontam que os TG sdo
regulados por um mecanismo redox baseado em tiolfePud 28],
Tanto o fator neuronal BDNF quanto concentracdes subtdxicas
de ABi-42 (1-5 pM) induziram expressao de GLT1 e aumentaram
captacao de glutamato, provavelmente pela cascata de
sinalizacdo MAP quinase p42/44 e fator de transcricdo NF-kB!?,
Outras cascatas de sinalizacao, ERK, JNK e p38, tiveram suas

fungOes esclarecidas: aparentemente medeiam a inibicao por
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AB do transporte de glutamato!'!. Outra hipotese de mediagdo é
a de que a PS1, componente catalitico da enzima (y-secretase)
responsavel pelo corte da APP que origina o AB, tenha funcao
de modular niveis e homeostase do glutamato na sinapse!*®,
Como o AB e a-sinucleina, o EAAT2 pode ser oligomerizado,
formando EAAT2 de alto peso moleculart®®, provavelmente
alterando suas funcgoes.

Segundo Meeker et al., a diminuigao cronica in vivo de
GLT1 aumentou a ativacao de Akt, enfraqueceu a sinalizacao de
insulina e reduziu a enzima de degradacao de insulina. Essa
descoberta foi relacionada com artigos anteriores em que a
expressao de GLT1 demonstrou ser regulada por Akt e por
insulinal™, Outro estudo mostra oligbmeros de ARi-42
perturbando a sinalizacao insulina/Akt/EAAT2, podendo isso ser
responsavel pelo inicio e progressdo da DA, e podendo a
insulina ter funcao protetora sobre o encéfalo pela modulagao
das modificagdes ou expressdo proteica®®. Sompol et al. (2017)
mostraram que sinalizacao aberrante de calcineurina/NFAT
causa perda da regulacao de glutamato em astrécitos ativados,
levando a hiperexcitabilidade na DA?!, Regulagcdo negativa da
sinalizacao de B-catenina inibe a atividade de EAAT2, e na DA a
via WNT/B-catenina é regulada negativamente®,

A captacdo de glutamato pode ser regulada nos niveis

transcricional e pds-transcricional, e sua desregulagdao na DA
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estd mais provavelmente relacionada ao nivel pos-
transcricional, pois os niveis de ARNm de EAAT2 nao decaem
em pacientes com Alzheimert®!,

O EAAT2 é regulado por diversas vias de sinalizagao, e o
AB é capaz de agir causar sua internalizacdo na célula,
impedindo-o de realizar suas fungdes normais, ou entao
aumentar sua expressao quando em concentracoes subtdxicas.

Ver Takahashi et al. (2015a)Y, para uma revisdo mais
aprofundada sobre regulacao e funcoes de EAAT2 na DA e
outras condicbes, ver Peterson e Binder (2019)!! para uma
revisdao sobre regulacao pdés-traducional em diversas condigoes,
e ver Manisha et al. (2020)!*® para uma hipdtese que unifica
diversos conceitos sobre como o aumento de influxo de Ca**
causado por AB leva a excitotoxicidade, apoptose e

neurodegeneracao.

8 REGULAGCAO NEGATIVA DE EAAT2

A regulacao negativa da expressao ou danificacao de
EAAT2 seguidas pela acumulacao de glutamato no fluido
extracelular foram registradas anteriormente em diversas
doencas neurodegenerativas, incluindo a DA, onde foi

observada diminuicdo nos niveis de EAAT2 e aumento
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significativo nos niveis de glutamato no cortex e astrocitos.
Essa regulacao negativa de EAAT2 foi correlacionada
anteriormente com declinio cognitivo!*®2%22:331,

Estudos anteriores apontaram diminuicao de 40~50% na
captacao de glutamato nos cértices frontal, parietal e temporal,
e Li et al. confirmaram essa diminuicao em pacientes com DA,
que mostraram diminuicdo de 30% no cértex frontal'®. Liang et
al. também confirmaram essa diminuicdo no cértex parietal de
encéfalos com Alzheimer, de onde retiraram astrdcitos,
encontrando diminuicdo na captacdo de glutamato!*3.

Na DA e em modelos murinos da doenca que expressam
APP mutante os niveis de ARNm de EAAT2 permanecem
constantes,?l, Porém os resultados de Beckstrgm et al. foram
de acordo com alguns estudos anteriores que falharam em
demonstrar diminuicdo na captacao de glutamato na DA.
Entretanto também detectaram grande variacao nos pacientes,
pois alta porcentagem dos pacientes com DA possuiam niveis

normais de TG,

REGULACAO NEGATIVA EM HUMANOS

Em um estudo com uma coorte de idosos nao selecionada
em que todos pacientes exibiam algum nivel da patologia do

tipo Alzheimer foi observada uma tendéncia nao significativa de
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diminuicdo da imunorreatividade de EAAT2 conforme o
progresso dos estagios Braak!?. A expressdo de EAAT2
perivascular foi reduzida em astrdécitos do cortex occipital de
pacientes com DA com Angiopatia Amiloide Cerebral (AAQC),
quando comparada com casos sem AACHM!, e no cértex
temporal foi vista uma reducao significativa na expressao de
GLT1!, Em amostras da area 8 do cértex frontal de encéfalos
nos estagios avancados de Alzheimer nao foram encontradas
alteracdoes na expressao de EAAT2 e seu ARNm, apenas leve
tendéncia sem significdncia estatistica de diminuicao nos niveis
de GLT1®), Na area B9 do cortex pré-frontal de pacientes com
DA também ndo foi encontrada diminuicdo no EAAT2!®,
Pacientes com DA exibiram niveis maiores de ADORA2A e
menores de EAAT2 no sérum quando comparados com
individuos controle, concluindo-se que esses respectivos
aumentos e diminuicdes estao correlacionados com a
severidade da doenca e possuem boa sensitividade e
especificidade para diagndstico da DA, porém sem serem

comparados com outros marcadores da doencgal®”,

8.2 REGULACAO NEGATIVA EM MODELOS MURINOS

Schallier et al. observaram diminuicao nos niveis de GLT1

no hipocampo e cortex em camundongos ABPP23 aos 8 meses
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de idade, anteriormente a formacdo de placas de amiloide, e
posteriormente aos 18 meses também possuem essa
diminuicao no GLT1. Mas essa diminuicao nem sempre resultou
em diminuicdao na captacao de glutamato, a correlacao entre
diminuicdao no GLT1 e na captacao ficou mais clara proximo as
placas de AR,

Em modelo murino APPswe/PS1AE9 (ou APP/PS1) de
estresse no inicio da vida foi observada redugao na porgao
distal da area CA1l conforme a idade!®®!, Em outro experimento
com camundongos APP/PS1 a expressao de GLT1 foi reduzida
nas proximidades de placas de AB!°. Mookherjee et al. usaram
esse mesmo modelo APP/PS1, porém com delecao parcial de
GLT1, descobrindo que essa perda de GLT1 aumenta a
vulnerabilidade do encéfalo aos danos causados por AB nos
estagios iniciais da patologia, mas com pouca diferenca em
estagios mais avancados'®. Sharma et al. demonstraram que a
delecdo de EAAT2 astrocitico (camundongos GFAP/Cre ERT2
EAAT2Y*), porém ndo o neuronal (camundongos synCre*
EAAT277), leva a déficits cognitivos precoces relacionados a
idade!'?,

No novo modelo AAV-APP-PS1, de camundongos
expressando genes mutantes de APP e PS1 humanas, o GLT1
diminuiu significativamente na regiao CA1 do hipocampo, e o

glutamato diminuiu globalmente!®!,
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Em um modelo de Alzheimer triplamente transgénico
(3xTg-AD) foi visto diminuicao no GLT1 hipocampal e seu
aumento no cortex frontal, e diminuicdo na liberacao de
glutamato!®®. Também foi observada diminuicdo no GLT1
mediada por AB em co-cultura de neurbdnios e astrocitos
hipocampais de camundongos 3xTg-AD de 12 meses de
idade!*”), Outro estudo analisou a expressdo de GLT1 e de GS
no cortex pré-frontal medial de camundongos 3xTg-AD, nao
encontrando mudancas significativas na expressao de GLT1 em
qualquer idade!*?!,

No modelo rTg(TauP301L), modelo de proteina tau,
observou-se diminuicao de 40% no GLT1 hipocampal, reducgao
na captacao de glutamato nas regides do DG, CAl e cornu
ammonis 3 (CA3), e comprometimento da memorial™>*.

O sistema glutamatérgico foi alterado em todo o encéfalo
dos camundongos SAMP8, tendo os niveis de EAAT2 aumentado
dos 3 aos 6 meses e diminuido dos 6 aos 12 meses!’®. Ratos
Sprague-Dawley envelhecidos também possuem diminuicao do
GLT1 conforme o avanco da idade, porém com aumento da
marcacao imunohistoquimica de GLT1 na porcao distal da
regidao CA1lY,

Os niveis de EAAT2 em modelos murinos de epilepsia e
Alzheimer de 7 meses foram menores do que os camundongos

controlest’, enquanto que camundongos Arg-61 apoE
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demonstraram padroes de expressao de GLT1 semelhantes ao
tipo selvagem, mas com niveis inferiores!’?,

A administracao de iodoacetato em modelo murino leva a
aumento do glutamato extracelular pela diminuicdo no numero
de TG, porém sem danos no hipocampo, mas provavelmente
deixando os neurdnios mais sensiveis a excitotoxicidade!’*,

A administracao aguda de ABi- 4 em camundongos
promove reducdo na expressdo de TG no hipocampo'!, a
injecdo bilateral de fibrilas de ABi-4 na area CA1 do hipocampo
de ratos resultou na ativacao astrocitaria aumentada e reducao
da expressdao de GLT1, levando a prejuizos cognitivos e nas
sinapses  glutamatérgicas*.A  injecdo de ABis2 em
camundongos diminuiu o GLT1 no hipocampo e cortex
cerebral9,

Por outro lado, a administracao de OKA em ratos resultou
na diminuicao de GLT1 no hipocampo, entretanto sem reduzir a

captagdo de glutamato!*.
8.3 REGULACAO NEGATIVA EM CULTURAS DE ASTROCITOS

O AB diminui a captacao de glutamato em cultura de
astrocitos do cortex cerebral murino por uma forma ndo
competitiva de inibicdo!, também diminuindo os niveis de
EAAT2 em ~25%"%, A administracdo de ABi.s> diminuiu oGLT1
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e aumentou a ubiquitinacao e internalizacao de GLT1 em
cultura de astrocitos de camundongos C57BL/6, porém nao na
cultura de neurdnios, na co-cultura de astrdcitos e neurbnios e
nos niveis de ARNm'"!. Isso pode evidenciar que neurdnios
saudaveis produzem fatores de protecdao para astrocitos.
Oligdbmeros de AR+ reduziram a expressao de EAAT2 em
cultura de astréocitos hipocampais de camundongos
C57BL/6x129, aumentando a concentragcao de glutamato em
meio de fatia de cérebro®, A administracdo de ABis2 em
astrécitos de camundongos C57BL/6 levou a diminuicdo na
velocidade de captacao de glutamato, e a expressao de GLT1
na superficie celular diminuiu, mas seus niveis totais nao foram
afetados®!. A administragdo em astrocitos humanos da
linhagem HA-1800 reduziu a expressao de EAAT2, mas sem
alterar os niveis de ARNm®®l,

O tratamento com OSM em cultura de astrocitos corticais
levou a reducdo da expressao de ARNm de GLT1 dependente de
tempo™®.,

A exposicdo de -culturas de astrécitos de ratos a
concentragoes subtdéxicas de 4-hidroxihexenal (HHE) resultou
em modificacdes pods-traducionais no GLT1, e diminuicao de
~40% na captacao de glutamato, sugerindo que os astrécitos

sejam particularmente sensiveis ao HHE!">!,
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Tratamento com mimicos de miR-181a suprimiram o GLT1
de forma dependente da concentracao em co-cultura de
astrocitos e neurbnios murinos, e o co-tratamento desses
mimicos conjuntamente ao IL-1B pdde bloquear o aumento de
GLT1 induzido por IL-1B, significando que a expressao de miR-

181a pode regular o GLT1 nos astrdcitos!®%,

8.4 SINTESE DO CAPITULO

Zumkehr et al. propdoem que o AB inicia a regulacao
negativa de GLT1 antes da formacao de placas e fibrilas nos
estagios iniciais da doenca, o que € mais evidente com a
delegdo parcial de GLT1M7,

Esse mecanismo poderia explicar por que certos casos de
Alzheimer possuem inicio mais precoce, o que esta de acordo
com o fato de que, segundo Coleman et al. (2004), os déficits
cognitivos podem ser detectados antes do diagndstico de
Alzheimertapud 121,

A regulacdo negativa de EAAT2 na DA é praticamente
consenso, mas ha estudos que nao demonstraram alteracdes
significativas. Uma possivel explicacdao € a de que a disfuncao
de EAAT2 na DA possa ser localizada em regides especificas do
encéfalo, como o cortex frontal, parietal, temporal e

hipocampo, ou as microrregioes rodeando as placas de
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amiloide. Por isso quando se estuda outras regides além dessas
(ou o encéfalo inteiro) ha a possibilidade de ndo se encontrar

diferencas significativas na expressao de EAAT?2.

9 POSSIVEIS SUBSTANCIAS TERAPEUTICAS

Com o avanco das pesquisas foram descobertos compostos
capazes de interferir em mecanismos especificos do curso da
doenca, e espera-se que com o tempo aparecam mais
compostos até que algum deles passe a ser utilizado
eficazmente em humanos, melhorando a qualidade de vida dos
pacientes. Alguns compostos sao apresentados com mais
detalhes porque receberam mais atencao da comunidade
cientifica. Outras revisOes listaram possiveis intervencdes nao
tratadas neste artigo, como o Tamoxifen (TX)P™!, Fator de
Crescimento Epidérmico Recombinante (EGF)™!, Antagonista
do receptor metabotropico do grupo IIIP®, Minociclina?,
Glicogénio Sintase Quinase 3 beta (GSK3B)!Y, AAVS8-GLT1!,
fatores de crescimento e HDACi!"®,

Para uma revisao sobre compostos que aumentam a
expressao de EAAT2 e/ou aumentam a atividade catalitica de
EAAT2, ler a revisdo de Fontana (2015)!%,

Para uma revisdo sobre mecanismos regulatérios e

agentes farmacologicos moduladores de GLAST e GLT1 ver
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Pajarillo et al. (2019)81,

9.1 CEFTRIAXONA

Varios antibioticos B-lactamicos demonstraram aumentar a

expressao de GLT1. A Ceftriaxona (CEF) ativa a transcricao do
gene GLT1 pela via de sinalizagdo de NF-kB!822°°1 exercendo
protecdo neuronal pela facilitacdo da captacdo de glutamato!*.
CEF também reduz o nivel de proteinas tau insollveis no
cortex, mas sem afetar a expressdo de APPV®l,
O tratamento com CEF recuperou o declinio cognitivo em
diversos modelos murinos transgénicos de DAPY, como o 3xTG-
AD, APP/PS1 e OXYS!®, Aumento de GLT1 também foi visto nos
modelos de baixo ascorbato™ e de injecdo de AB em ratos
Sprague-Dawley™!, No modelo do OKA a CEF fez oposicdo a
alguns efeitos desse acido!””’,

No hipocampo do modelo 3xTg-AD houve diminuicao nos
niveis de GLT1, que foi melhorada pelo tratamento cronico com
200 mg/kg de CEF por dois meses, que também melhorou a
acumulagdo de tau e o declinio cognitivo”,

No modelo APP/PS1, o tratamento com CEF restaurou a
expressao de GLT1 nas proximidades das placas de AB nos
cortices somatossensorial e visual primario, aproximando-os

dos niveis controles e diminuindo os niveis do glutamato™®, e
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também melhorou os deficits cognitivos e aumentou a
expressao de GLT1, GS e SN1 no hipocampo, estimulando o
ciclo glutamato-glutaminal’®l,

No modelo OXYS a CEF reverteu déficits cognitivos e
neuronais e alterou os niveis de ARNms relacionados com o AR,
mas sem medicdo dos niveis de GLT1"®), No modelo de baixo
ascorbato a CEF aumentou a expressao de GLT1, mas nao nos
camundongos de alto ascorbato™. No modelo de injegdo
bilateral de fibrilas de ABi-40 na area CA1, injecoes bilateirais de
CEF recuperaram a expressao de GLT1 diminuida pelo AB. Essa
restauracao por CEF também atenuou a producdo sinaptica de
Clqg e, consequentemente, a fagocitose de sinapses mediada
por Clg, melhorando disfungdes sinapticas e cognitivas*!l. No
modelo de OKA a administracao de CEF contrabalanceou os
efeitos do OKA no comportamento e atividade eletrofisiologica

de neurdnios na regido do DG,

9.2 ESTROGENIO

O tratamento com estrogénio em cultura de astrdcitos
humanos derivados do cértex de pacientes com DA aumentou a
captacao de glutamato de maneira dependente da dose, e
também regulou positivamente os TG, especialmente o 17B-

estradiol, Unico que induziu aumento significativo na captacao
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de glutamato™*!. O estrogénio modula diversos mecanismos que
exercem efeitos neuroprotetores, como o BDNF e diversas vias
de sinalizacao, e os moduladores seletivos do receptor do
estrogénio também participam dessas modulagdes, incluindo a

da expressdo GLT1[8],

9.3 LDN/OSU-0212320 (OU LDN 212320)

LDN/OSU-0212320, derivado sintético de piridazina,
regulou positivamente o GLT1 ativando sua traducao, e
demonstrou efeitos neuroprotetores in vivo, mostrando eficacia
em modelos de epilepsia, ELA e DA!'%22 Takahashi et al.
trataram camundongos APPs.,ina com LDN/OSU-0212320,
resultando na restauracao da funcao de GLT1 e melhora de
comportamentos, déficits cognitivos e patologia semelhante ao
Alzheimer. Esses efeitos mantiveram-se até apdés um més do
cessamento do tratamento. Na auséncia de LDN/OSU-0212320
o GLT1 voltou a niveis semelhantes aos dos camundongos

APPs,, 1nq tratados com placebo™®!,

9.4 RILUZOL
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Fumagalli et al. (2008) encontraram aumento significativo
na captacdo de glutamato apds tratamento de culturas celulares
com riluzol®®? 571, O riluzol melhorou a captacdo de glutamato
em trés regides do hipocampo (DG, CA1 e CA3), aumentou a
expressdao de GLT1 no modelo TauP301L, também havendo
melhoras nos déficits cognitivos e patologia de tau!”®!. O riluzol
também recuperou os niveis de GLT1 no hipocampo de ratos
Sprague-Dawley, previamente diminuidos no envelhecimento,
medidos por RNA-seq e imunohistoquimical’!!, e o tratamento
prolongado preveniu a formagao de placas e déficits cognitivos
no modelo APPswe/PS1dE9 de estresse no inicio da vida, e
aumentou a expressdo de EAAT2!%,

O riluzol altera a transmissao glutamatérgica ao diminuir a
liberacdo pré-sinaptica de glutamato e ao aumentar a
expressao de EAAT2, facilitando a captacao de glutamato pelos
astrocitos!®®, Essa capacidade de reduzir a sinalizagdo
glutamatérgica pode ser util no tratamento de individuos com
risco de desenvolver DA agravada pelo estresse, principalmente
estresse no inicio da vidal®®. O riluzol ja foi indicado como
possivel estratégia terapéutica na DA por poder agir
positivamente sobre a via WNT/B-catenina, regulada
negativamente na DA, e cuja regulacao negativa diminui a

atividade de EAAT2, levando a morte neuronalt,
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Porém o perfil farmacoldégico promiscuo e os efeitos
colaterais ndo especificos podem limitar a utilidade de
compostos como o riluzol, guanosina, nicergolina, MS-153 e

parawixin-181,

9.7 VIVIT

O VIVIT, peptideo inibidor de NFAT, foi utilizado para
verificar se a ativacdao da via CN/NFAT por AB leva a reducao de
EAAT2. Tratou-se culturas de astrécitos de ratos com
oligdbmeros de AB, resultando em diminuicdo de 25% no EAAT2,
que foi impedida pela inibicao da sinalizacao de NFAT por
VIVITE®!, O tratamento de camundongos 5xFAD com VIVIT por
injecao intrahipocampal de vetores AAV resultou em aumento
no GLT1 astrocitdario e diminuicdo na hiperexcitabilidade
mediada por glutamato, especialmente ao redor de depdsitos
de ABP™Z. Isso sugere que a sinalizagdo aberrante de CN/NFAT é
um fator importante na desregulacao do sistema glutamatérgico
na DA.

9.8 OUTROS COMPOSTOS

9.8.1 B0O6
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B06, um ligante de receptor de imidazolina I, (I.-IR),

regulou o GLT1, aumentando seus niveis, no modelo SAMPS8!8%,

9.8.2 Citocinas Inflamatorias

Os efeitos de IL-1B, TNF-a e IL-6 sobre GLT1 foram
estudados, descobrindo-se que IL-18 e TNF-a aumentaram os
niveis de GLT1 em co-cultura de neurbnios e astrocitos
murinos. O IL-1B regulou negativamente o microRNA-181a, que
inibe o GLT1[°%,

9.8.3 Corticosterona e Retinol

Corticosterona e retinol aumentaram o EAAT2 de forma
dependente da dose. Seus efeitos foram aditivos e nao foram

devidos a aumento nos niveis de ARNmM?,

9.8.4 GT949 e GT951

Os moduladores alostéricos GT949 e GT951 aumentaram a

atividade de EAAT2 em culturas celulares, provavelmente

através de sitios ortoestéricos!*®,
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9.8.5 HSP990

Baixas doses de HSP990, um inibidor de Hsp90 (chaperona
potencialmente envolvida na DA), inibiram convulsdes e
melhoraram fungdes cognitivas no modelo transgénico
APPswe/PS1dE9, e a inibicao de Hsp90 levou ao aumento de
GLT1. Porém, altas doses de HSP990 resultaram na inibicao

transcricional de GLT1[7?,

9.8.6 Insulina

A insulina pode proteger células HA-1800 de disturbios na
via insulina/Akt/EAAT causados por oligbmeros de ABi-s2, que
diminuiram a expressao de EAAT2, revertida pela insulina®®. Os
efeitos da insulina também foram vistos em células C6. Nessas
células o transporte de glutamato é realizado por EAAC1 e nao
GLT1, o que torna esse modelo inadequado para o estudo de
GLT1M7,

9.8.7 LY235959

Pré-tratamento com LY235959, um antagonista seletivo e

competitivo de NMDAR, em camundongos Swiss preveniu
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superproducao de ROS, regulacao negativa nos TG e diminuicao

na captagdo de glutamato no hipocampo causadas por AR,

9.8.9 PDTC: Pirrolidina Ditiocarbamato

Tratamento prolongado com PDTC, um ditiocarbamato
capaz de atravessar a barreira hematoencefalica, foi testado no
modelo APP/PS1 e aumentou o GLT1 até os niveis controles

pela via Akt-GSK-3B e preveniu o declinio cognitivo!®!,

9.8.10 STB: Esquisanterina B

Sucessivas administracdes intracerebroventriculares por 5
dias atenuaram déficits de aprendizado e memoria e
restauraram a atividade de GLT1 no cdértex e no hipocampo em

modelo murino de Alzheimer lesionado por ARi-42"%.
9.8.11 Trolox
A ubiquitinagcdo de GLT1 causada por ABi4 leva a
internalizacdo de GLT1 em astrocitos e foi impedida pelo pré-

tratamento com Trolox, um derivado da vitamina EP”,

9.9 SINTESE DO CAPITULO
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Um dos compostos mais promissores é a CEF, que
demonstrou aumentar os niveis de GLT1 e impedir/reverter o
dano de memoria em roedores. Entretanto, por ser um
antibiético, o ideal seria encontrar um composto semelhante,
porém sem atividade antibiotica. O uso cronico da CEF teria
estaria associado com efeitos adversos associados com
alteracdes na microbiota intestinal dos pacientes. Além da CEF
ha diversos compostos que demonstraram regular o GLT1 e/ou

atenuar alteragdes na memadria em modelos da DA.
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Tabela 1. Resultados de cada estudo experimental com intervencao terapéutica

Estudo

Amostra (n)

Resultado

Zumkehr et al., 2015™"

Abdul et al., 20095%

Scimemi et al., 20135”

Han et al., 20165

Xu et al., 201653

Hefendehl et al., 2016

Wu et al., 2020"

Camundongos 3xTg-AD e CO (5-7
por grupo)

Amostras de tecido do hipocampo
e cerebelo de pacientes post-
mortem com DA (18), pacientes
com CCL (10) e pacientes CO (12)

Camundongos C57BL/6 de ambos
0S Sexos

Cultura de astrécitos da linhagem
celular humana HA-1800

Camundongos KM:

Grupo normal, Grupo CO, Grupo
Placebo, Grupo STB |, Grupo STB I,
Grupo STB Il e Grupo Donepezila
(10 por grupo)

Camundongos APP/PS1 (9), CO (9)

Ratos Sprague-Dawley machos
adultos (5 por grupo)

Foi detectada uma diminuicdo nos
niveis de GLT1 com o passar do
tempo nos camundongos
transgénicos. A diminuicao foi
revertida por CEF e o declinio
cognitivo melhorado, dentre outros
efeitos.

Oligdbmeros de AP causaram
reducdo ~25% nos niveis de EAAT2,
que foi bloqueado por VIVIT, um
bloqueador de sinalizagdo de NFAT.

Oligbmeros ou mono6meros de AfB;-
42 prejudicam rapidamente o
transporte de glutamato,
significativamente aumentando a
ubiquitinacdo e internalizacdo de
GLT1. Esse efeito foi impedido e os
niveis de GLT1 restaurados através
do pré-tratamento com Trolox.

Os oligdmeros de AB;-s, diminuiram
os niveis de EAAT2 de maneira
dependente da dose, o que pdde
ser revertido com o tratamento
com insulina.

STB melhorou significativamente os
déficits cognitivos causados pela
injecdo de ABy4; e restaurou as
atividades de GLT1.

Regulagdo positiva por CEF restaura
parcialmente a expressao de GLT1 e
niveis de glutamato a valores de
regides controle.

Microinjecdo bilateral de fibrilas de
ABi-4 na regido CA1 do hipocampo
levou a ativacdo astrocitaria e
reducdo nos niveis de GLT1.
Microinjecao bilateral de CEF
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restaurou os niveis de GLT1.

Liang et al., 2002

Amostras de encéfalos derivadas
de autépsia encefdlica rdpida de

pacientes com DA (8) e pacientes
CO (8)

A captacdo de glutamato foi
significativamente menor nos
pacientes com DA do que nos CO. O
estrogénio foi capaz de aumentar
os niveis de GLT1, aumentando a
captacdo de glutamato de maneira
dependente da dose e apenas em
encéfalos com DA.

Bicca et al., 2011

Camundongos Swiss machos (6-12
por grupo)

A administra¢do aguda do peptideo
ABi-4 promove o estresse
oxidativo, a diminuicdo dos
transportadores de glutamato e
neurotoxicidade. A superproducao
de espécies reativas de oxigénio e a
diminui¢do nos niveis de GLT1 e na
captagao de glutamato puderam
ser prevenidas através do pré-
tratamento com LY235959.

Mi et al., 20185%

Camundongos WT (17), APP/PSEN1 Foi observado aumento na

(8), SVCT2* (9) e SVCT2*
APP/PSEN1(9)

expressao de GLT1 nos
camundongos tratados com baixo
ascorbato, o que foi atribuido a
uma possivel resposta ao estresse
oxidativo ou a um mecanismo
compensatoério. CEF aumentou a
expressao de GLT1 nos
camundongos com baixo ascorbato,
mas o mesmo nao foi observado
nos camundongos com alto
ascorbato.

Sompol et al., 2017%2

Camundongos 5XFAD e WT (6 por
grupo)

Expressao de um peptideo
inibitério de NFAT (VIVIT) mediada
por AAV nos astrécitos hipocampais
de camundongos 5XFAD levou,
dentre outros efeitos, a um
aumento na expressao de GLT1.

Takahashi et al., 2015

Camundongos APPs,, .4 (69), EAAT2
(59), APP/EAAT2 (63) e WT (55)

Camundongos APP/EAAT2 exibiram
niveis e fungdo de EAAT2 e
integridade sinaptica restaurados,
funcdes cognitivas melhoradas e
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placas de amiloide reduzidas.
Camundongos APPs,, s tratados
com LDN/OSU-0212320 exibiram
funcdo de EAAT2 restaurada e
patologia e comportamento
semelhantes a DA melhorados.

Colton et al., 2010

Culturas de células PA-EAAT2

A expressao proteica de EAAT2 é
regulada a niveis transcricionais e
traducionais. CEF demonstrou ser
capaz de aumentar a transcri¢ao de
GLT1 através de uma mecanismo
mediado por NF-kB.

Zumkehr et al., 2018

Co-cultura primdria de astrécitos e
neurdnios de camundongos WT

Citocinas inflamatérias (IL-1B e TNF-
a) regularam positivamente e
significativamente o GLT1 através
de modificacdes pds-transcricionais
mediadas por microARN-181a.

Lesuis et al., 2019

Camundongos WT e APP,,./PS1dE9 A imunorreatividade de EAAT2

com 6 meses de idade (56) e 12
meses de idade (57)

diminui com o avango da idade, e
essa diminuicdo foi reduzida ainda
mais por estresse no inicio da vida e
pela origem APPswe/PS1dE9.
Camundongos APPswe/PS1dE9
expostos a estresse no inicio da
vida tiveram reducdo ainda maior.
Tratamento com riluzol foi capaz de
aumentar a expressao de EAAT2 em
todos os grupos.

Pereira et al., 20177

Ratos Sprague-Dawley machos de
3, 10 e 14 meses

RNA-seq:

Ratos de 3 meses, 10 meses, 14
meses tratados com riluzol, 14
meses sem tratamento (6 por
grupo)

Imunohistoquimica: Ratos de 3
meses (10), de 14 meses nao

tratados (9) e de 14 meses tratados

com riluzol (10)

Os niveis de EAAT2 diminuiu
significativamente em ratos
envelhecidos, e essa diminuicao foi
recuperada por tratamento com
riluzol.

Sha et al., 20207

Camundongos C57BL/6J machos ou Os niveis de EAAT2 demonstraram

recém nascidos, camundongos

estar reduzidos em camundongos
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APP/PS1 e macacos cinomolgos (3F,APP/PS1 de 7 meses de idade.

2M)

Uma dose baixa de HSP990
restaurou os niveis de EAAT2, inibiu
crises epilépticas e melhorou as
fungdes cognitivas de
camundongos APP/PS1.

Porém, uma dose alta de HSP990
inibiu a transcricdo de EAAT2.

Hamidi et al., 2019""

Ratos Wistar machos divididos nos
grupos CO, CEF, OKA e OKA+CEF
(10 por grupo)

Tratamento com CEF demonstrou
ser capaz de compensar
significativamente os efeitos do
OKA no comportamento e na
atividade eletrofisioldgica dos
neurdnios do DG.

Fan et al., 20187

Camundongos APP/PS1 e WT

Tratamento com CEF regulou
positivamente a expressdo de GLT1
no hipocampo e melhorou os
déficits cognitivos de camundongos
APP/PS1. Essa melhora nos déficits
cognitivos foi prevenida pela
administracdo anterior de DHK, um
inibidor seletivo de GLT1.

Hunsberger et al., 2015b"

Camundongos TauP301L de ambos
Sexos:

Vehicle-Controls (10F, 11M),
VehicleTauP301L (9F, 15M), e
RiluzoleTauP301L (11F, 8M)

O tratamento com riluzol melhorou
a captacao de glutamato nas
regides DG, CAl e CA3 do
hipocampo. O tratamento também
melhorou a diminui¢do de GLT1. O
riluzol aparentemente retornou as
mudancas na regulacdo do
glutamato para os niveis controle.

Vasilopoulou et al., 2021%”

Camundongos fémeas com 20
meses de idade, separados em
grupo CO (12) e grupo teste (11)

O grupo tratado com B06, um
ligante de |,-IR, demonstrou ter a
expressdo de EAAT2/GLT1
aumentada.

Malm et al., 2007

Camundongos APdE9 e WT (20)

Tratamento de 7 meses com PDTC,
um ditiocarbamato capaz de cruzar
a barreira hematoencefalica,
preveniu declinio cognitivo em
camundongos transgénicos sem
afetar a carga de AP ou gliose. O
tratamento com PDTC foi capaz de
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aumentar os niveis de GLT1 nos
camundongos transgénicos.
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Tabela 2. Resultados dos estudos experimentais restantes.

Estudo

Amostra (n)

Resultado

Matos et al., 2008

Keller et al., 1997"!

Liu et al., 2010

Tong et al., 20177

Li et al., 1997

Scott et al., 2011

Huang et al., 2018

Mookherjee et al., 2011

Cultura primaria de astrdcitos do
cortex cerebral de ratos Wistar

Ratos Sprague-Dawley fémeas
adultas (12 preparacgdes
sinaptossomais)

Camundongos ICR fémeas
ovariectomizadas e injetadas com
D-galactose (6), e controle (CO) (6)

Culturas de astrdcitos hipocampais
de camundongos C57BL/6

Pacientes post-mortem com DA
(12), CO (4)

Pacientes post-mortem com DA
(12), pacientes com DA/Deméncia
por corpos de Lewy (10) e CO (15)

Culturas de astrdcitos hipocampais
de camundongos C57BL/6x129
tratadas com quantidades variadas
de 7PA2 CM (23), e CHO-CM (16)

Camundongos GLT-1(+/+)/

ndo-transgénicos, GLT-1(+/-) ndo-
transgénicos, GLT-1

(+/+)/ABPPswe/PS1AE9, e GLT-1
(+/-)/ABPPswe/PS1AE9 (8-14 por
grupo)

Peptideos de AB inibiram a
recaptacdo de glutamato de
maneira nao competitiva.

Exposicdo ao HNE levou a
diminuicdes dependentes de tempo
na recaptacao de glutamato e
funcdes mitocondriais.

Camundongos modelo
apresentaram diminuigdo na
expressao de GLT1 no hipocampo.

Oligbmeros de AB;-s; aumentaram a
ubiquitinagdo e a internalizagdo de
GLT1, e diminuiram os niveis da
proteina em cultura de astrdécitos.
Na co-cultura de neurdnios e
astrécitos nao foi observada
diminuicdo no GLT1.

Imunorreatividade de EAAT2 sofreu
reducdo de 30% no cortex frontal
guando comparada com controles.

A expressdao de ARNm do tipo
selvagem foi reduzida em pacientes
com Alzheimer quando
comparados com os controles, mas
com uma tendéncia de aumentar
conforme a severidade da doenca.

Oligbmeros de AB;.4, diminuiram a
expressdao de EAAT2 nas células da
cultura.

Foi descoberto que camundongos
GLT-1 (+/-)/ABPPswe

/PS1AE9 (com perda parcial de
GLT1) de 6 meses de idade tiveram
pior desempenho em testes de
memoaria quando comparados com



Sharma et al., 2019™°

Beckstrgm et al., 19991*!

Kulijewicz-Nawrot et al., 20132

Meeker et al., 20151

Woltjer et al., 2010™

Zoltowska et al., 2018"¢!

Camundongos gfap-Cre* EAAT2*
(9) e synCre* EAAT27 (11);
Camundongos gfap-Cre” EAAT2
(15) e syn-Cre” EAAT2"* (12)

+/+

Pacientes post-mortem
diagnosticados ante mortem com
DA (10) e CO (10)

Camundongos 3xTg-AD e CO (4-7
por grupo)

Camundongos GLT,./nTg,
GLThe/nTg, GLT../ABPP/PS1,
GLT../ABPP/PS1 (5-6 por grupo)

Pacientes post-moretm
cognitivamente normais (20),
pacientes com Doenca de
Parkinson (4), pacientes com
Comprometimento Cognitivo Leve
(23) e pacientes com DA (55)

Culturas de astrdcitos primdrios
corticais murinos
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0s outros, o que sugere que o GLT1
é um fator neuroprotetor nos
estdgios iniciais da doenca, e que a
perda de GLT1 pode aumentar a
vulnerabilidade a patologia.

A deficiéncia de EAAT2 nos
astrocitos (gfap-Cre* EAAT2%*) leva
a declinios cognitivos no
aprendizado de referéncia espacial,
mas ndo a deficiéncia de EAAT2 nos
neurdnios (synCre* EAAT27).

EAAT2 foi determinado nos giros
cingulado e temporal inferior, e foi
encontrada variagdes individuais
nos niveis de EAAT2, mas sem
correlagdo com a DA.

A expressdo de GLT1 no cortex pré-
frontal medial ndo foi alterada nos
camundongos 3xTg-AD quando
comparados com os controles.

Perda parcial de GLT1 causa déficits
cognitivos precoces em
camundongos carregando
mutac¢Ges de DA familiar
(GLThe/ABPP/PS1).

EAAT2 insoluvel em detergentes
esta aumentado de forma
aberrante em pacientes com DA e
aumentado de forma intermediaria
em pacientes com
Comprometimento Cognitivo Leve
(CCL).

Foi descoberto que o EAAT2
interage com a grande alga
citosdlica de PS1, localizada entre
0s 62 e 72 dominios
transmembrana. Isso pode ser um
link entre a patologia de amiloide e
o transporte aberrante de
glutamato.



Schallier et al., 20112

Simpson et al., 2010***!

Lazic et al., 20201

Kobayashi et al., 2018

Lauderback et al., 20011%®

Rodriguez-Kern et al., 2003

Tian et al., 200752

Camundongos adultos CO (10),
envelhecidos CO (9), adultos
ABPP23 (10) e envelhecidos
ABPP23 (10)

Pacientes post-mortem nao
selecionados para a DA, todos com
algum grau da patologia (92)

Camundongos CO (9) e fémeas
5XFAD (18), destes, 5XFAD-EOD
foram submetidos a um regime de
alimentagdo em dias alternados
(EOD) (9), e 5XFAD-AL tiveram
acesso ad libitum (AL) ao alimento

(9)

Encéfalos obtidos de pacientes
post-mortem com 70 anos ou mais.
N-N (19), AD-N (10), AD-D (18).

Lébulo parietal inferior de
pacientes post-mortem com DA (7)
e CO (4)

Culturas primarias de astrécitos
corticais de ratos

Culturas primarias corticais de
camundongos
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Houve diminuicdo de GLT1 no
cortex e hipocampo aos 8 meses de
idade, antes da formacao de
astrogliose e de placas de amiloide,
e essa diminui¢cdo se manteve até
0s 18 meses.

Foram descobertos trés
subconjuntos distintos de
astrocitos: GFAP'EAAT,
GFAPEAAT', e GFAP'EAAT". A gliose
e mudancgas no fendtipo dos
astrécitos demonstraram ser
comuns na populagdo em
envelhecimento.

Camundongos 5XFAD-EOD
demonstraram um aumento de
30% na expressao de EAAT2
guando comparados aos 5XFAD-AL,
o que foi atribuido aos astrdcitos
reativos e neuroinflamagao.

Pacientes com a patologia, mas
cognitivamente normais (AD-N),
apresentaram mais astrécitos
reativos, maior expressdao de ARNm
de EAAT2 e maior expressao de
EAAT2 do que pacientes com AD
(AD-D) no cértex entorrinal, além
de diferencas morfoldgicas entre os
astrocitos.

HNE foi conjugado em uma maior
medida em cérebros com DA.

Concentrag0es subtodxicas de AR,
(1-5 uM) induziram a expressao de
GLT1 e aumentaram a captagao de
glutamato.

O glutamato demonstrou ser capaz
de inibir a tradu¢cdo de ARNm de

EAAT2, e uma dose baixa de AB;s_ss
(10— 40 uM) aumentou a tradugdo



Pow e Cook, 2009"%!

Thal, 2006"!

Tecidos de encéfalo humano post-
mortem de pacientes com DA (3) e
CO (3)

Encéfalos de casos de autdpsia de
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de ARNm de EAAT2.

Foi observada a expressao de
variantes de splicing de EAAT2 em
neuronios

EAAT?2 foi identificado em

ambos os géneros, dos 61 a 89 anosneurdnios de pacientes com DA,

de idade (21)

mas ndao em pacientes sem DA.

Thal et al., 2010%%

Amostras de encéfalos post-
mortem de pacientes com DA (11)
e pacientes CO (14)

Expressdo de EAAT2 perivascular foi
reduzida em astrocitos corticais do
cortex occipital de pacientes com
DA e Angiopatia Amiloide Cerebral.

Costa et al., 20124

Ratos Wistar machos, divididos em
grupo Placebo (14) e grupo Acido
Ocadaico (16)

Injecdo intra-hipocampal de 4cido
ocadaico (OKA) levou a diminuicado
nos niveis de GLT1 (entretanto sem
afetar a captac¢do de glutamato no
hipocampo), déficits na memoria,
degeneragdo hipocampal,
fosforilacdo de tau e formacdo de
estruturas semelhantes a placas
contendo B-amildide.

Audrain et al., 2016

Camundongos WT (4), AAV-PP (4),
AAV-PS1 (4) e AAV-APP-PS1 (4)

Novo modelo de camundongos
transgénicos criado com a inje¢do
de adenovirus (AAV) em
camundongos WT. Camundongos
AAV-APP-PS1 demonstraram niveis
reduzidos de GLT1 e a razao
AB42/ABA40 nesse grupo foi muito
semelhante a encontrada em
pacientes com DA.

Moidunny et al., 2016"“¢

Culturas de células derivadas de
camundongos C57BL/6)

Tratamento com Oncostatina M
(cujos niveis elevados foram
observados na DA) reduziu a
expressao de GLT1 e a captagao de
glutamato em cultura de astrécitos
de maneira dependente do tempo.

Park et al., 2020

Cultura de células C6 tratadas com
insulina

Foi descoberto que em culturas de
células C6 o transporte de
glutamato é realizado por EAACL, e
ndo GLT1, portanto este modelo é
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inadequado para o estudo de GLT1.

[54]

Hunsberger et al., 2015a

Camundongos TauP301L e CO (5-6
por grupo)

Este modelo demonstrou déficits
na memoaria e diminuicdo
significativa nos niveis de GLT1 nas
regides DG, CAl e CA3 do
hipocampo, mas sem alterar os
niveis tonicos de glutamato.

Sasaki et al., 2009

Amostras do cortex temporal
medial obtidas de pacientes post-
mortem com DA (4) e pacientes
controle (3)

Foi observado que o EAAT2
neuronal co-localiza com
emaranhados neurofibrilares de
tau, o que sugere que o EAAT2
pode ser capturado por p-tau
enquanto os emaranhados se
formam. Também foram
descobertos EAAT2 de alto peso
molecular, o que sugere que o
EAAT possa se oligomerizar assim
como o A.

Hoshi et al., 2018'®%

Amostras do cértex temporal de
pacientes com DA (8) e pacientes
CO (5)

O grupo DA demonstrou aumento
da expressao de GLT-1 em placas,
porém a imunorreatividade geral
de GLT-1 foi significativamente
baixa.

Garcia-Esparcia et al., 2018

Amostras de tecido encefalico post-N3do foram encontradas diferencgas

mortem da drea 8 do cértex frontal nos niveis de expressdo de EAAT2

de pacientes com DA (20),
pacientes com Deméncia por
Corpos de Lewy (9) e pacientes CO
(39)

de pacientes com DA quando
comparados com pacientes CO.

Poirel et al., 2018

Amostras da regido BA9 do cértex

Os niveis de EAAT2 nessa regiao

pré-frontal de pacientes com e sem nao foram afetados pela deméncia.

DA com Classificacdo Clinica da
Deménciade0a5(171)

O envelhecimento normal também
ndo afetou os niveis de EAAT2
nessa regiao.

Meng et al., 2020'”

Pacientes com DA (68) e pacientes
CO (60)

Os pacientes com DA apresentaram
niveis séricos de ADORA2A
significativamente mais altos e
niveis séricos de EAAT2 mais baixos
do que individuos do grupo CO

Cassano et al., 2012

Camundongos 3xTg-AD (15) e WT

GLT1 foi reduzido (-30%) no
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(15)

hipocampo de camundongos 3xTg-
AD, porém aumentado (50%) no
cortex frontal.

Sanchez-Melgar et al., 20207

Camundongos SAMR1 de 3 (5), 6
(5) e 12 meses de idade (3),
Camundongos SAMP8 de 3 (3), 6
(3) e 12 meses de idade (3),
Camundongos C57BL/6J de 4 (7) e
24 meses de idade (4)

Em camundongos SAMR1 os niveis
de GLT1 aumentaram aos 12 meses
de idade. Em camundongos SAMP8
os niveis de GLT1 aumentaram do 3
aos 6 meses, e diminuiram dos 6
aos 12. Em camundongos C57BL/6)
os niveis de GLT1 aos 4 e 24 meses
foram similares.

Zhong et al., 2008

Camundongos machos Arg-61 apok Camundongos Arg-61 apoE

(14) e WT (13)

demonstraram um
comprometimento da memoria de
referéncia relacionada ao
hipocampo. Os padrdes de
expressao de GLT1 foram similares
entre os camundongos Arg-61 apoE
e WT, mas os niveis de expressdo
foram menores nos camundongos
Arg-61 apoE.

Camacho et al., 200774

Ratos Wistar machos (5-8)

Tratamento com iodoacetato
diminuiu os niveis de GLT1 e de
captagao de glutamato.

Lovell et al., 2012/

Amostras post-mortem do
hipocampo/giro para-hipocampal
de pacientes CO (8), pacientes com
CCL (8), pacientes com DA pré-
clinica (8) e pacientes com DA em
fase final (7)

Os niveis de EAAT2 foram reduzidos
significativamente nas amostras de
DA em fase final

A conjugacdo de 4-Hidroxihexenal
(HHE) com EAAT2 foi
significativamente elevada em
amostras de pacientes com CCL e
com DA em fase final quando
comparada com amostras CO.
Culturas de astrocitos
demonstraram diminui¢do na
captacado de glutamato apds
exposi¢cdo a HHE (2,5 uM).

10 DISCUSSAO
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Este artigo compilou e resumiu descobertas dos artigos
encontrados na pesquisa feita no banco de dados PubMed
de 1999 até 2021 com o objetivo de fazer uma revisao
introdutdria ao tema, que possa servir de suporte a
pesquisadores interessados no tema. Adotou-se como
questdo de pesquisa se o EAAT2 astrocitario estaria afetado
no cérebro de pacientes e modelos da DA, e essa questao
foi utilizada para identificar artigos em busca bibliografica.
Os sugerem que o EAAT2 parece estar alterado em areas
vulnerdveis na DA como os cortices frontal, parietal,
temporal e o hipocampo. Mesmo, foram identificados alguns
resultados conflitantes, que podem estar associados com
diferencas na preparacao de amostras, metodologias de
experimento e analise, ou a variacao de como a doenga se
apresenta nos individuos. Por exemplo, a descoberta de
subtipos de astrocitos'®®! adicionou varidveis para o
entendimento da doenca e a existéncia de astrocitos
GFAPTEAAT" e GFAP'EAAT™ poderia explicar por que os
astrocitos reativos podem ser associados com diminuicao e
com aumento de EAAT?2.

A maioria dos artigos apontou que o AB pode reduzir a
expressdao de EAAT2, entratnato concentracdes subtodxicas
de AB podem aumentar a expressao de EAAT2. Essas
ultimas observacdes podem sugerir uma funcao fisioldgica
do AB. Apesar disso, ha consenso de que o AP pode

interferir na sinapse, e uma das formas de fazer isso é pelo
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estresse oxidativo e peroxidacao lipidica, promovendo a
internalizacdo do EAAT2 e impedindo-o de realizar suas
funcdes normais sem diminuir sua expressao. Isso poderia
explicar por que alguns estudos nao verificaram alteragoes
na expressao de EAAT2.

Mesmo a excitotoxicidade na DA ndo € livre de
controvérsias, pois os estudos de Hunsberger et al.l*¥ e
Beckstrgm et al.l''! apontaram contrapontos que podem ser
mais explorados em estudos futuros, sobre a proteina tau
ser mediadora da excitotoxicidade e sobre a diminuicao na
captacao de glutamato possivelmente ser uma resposta
fisioldgica normal, respectivamente.

O splicing alternativo pode ser tanto uma forma de
regulacao do EAAT2 quanto uma das fontes de sua
desregulacdo ao gerar variantes aberrantes da proteina, e
ha consenso de que a diminuicdo no EAAT2 na DA se deve
a modificagdes pds-transcricionais.

O EAAT2 é regulado por diversas vias de sinalizacao,
que podem ser alvos de regulacao negativa e
consequentemente alvos de tratamento, como a CEF e
outros compostos. Uma discussao aparentemente inédita
neste artigo € que um composto com as mesmas fungoes
terapéuticas da CEF, porém sem suas funcgdes antibidticas
seria ideal, pois 0 uso em larga escala da ceftriaxona como
tratamento para DA poderia resultar em alteragbes na

microbiota dos pacientes.
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11 CONCLUSAO

O EAAT2 é parece estar envolvido na fisiopatologia da
DA e, apesar de controvérsias, os estudos sugerem que os
niveis de ARNm ndo sao afetados, mas os niveis da proteina
e suas fungdes estao reduzidos nessa doenca. Conclui-se,
porém, que o EAAT2 é afetado em regides vulneraveis a DA
no cérebro. O EAAT2 deve ser considerado um potencial
alvo terapéutico e para o desenvolvimento de

biomarcadores.
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3 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Apesar de controvérsias, pode-se concluir que o EAAT2 ndo ¢ afetado a nivel
génico na DA. Entretanto, a densidade e fungdo do EAT2 parecem estar negativamente
afetados nessa doenca. Além disso, o EAAT2 parece estar afetado somente regides
vulneraveis a DA no cérebro, o que sugere uma assinatura especifica da DA. Assim,
estudos futuros devem focar no EAAT2 como potencial alvo farmacolédgico e para o

desenvolvimento de biomarcadores na DA.
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neurociéncias, com énfase em causa, diagnostico, prognostico, terapia ou prevengao.

Numero méaximo de palavras no Resumo: 250

Numero méximo de palavras: 8.000

Numero méximo de figuras, graficos e tabelas: 08

Numero maximo de referéncias: 100

A Revista Neurociéncias exige que todos os artigos submetidos atendam aos
padrdes de qualidade estabelecidos pelas diretrizes para produgdo de relatos de pesquisa
em satide — Enhancing the Quality and Transparency of Health Research (EQUATOR)
Network (https://www.equator-network.org/): PRISMA para revisdes sistematicas —

http://www.equator-network.org/reporting-guidelines/prisma/

Editorial
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A convite do editor, sob um tema especifico.

Artigos Originais

Artigo Original: resultado de pesquisa de natureza empirica, experimental ou
conceitual. Nesta categoria inclui a revisdes sistematicas com e sem meta-analises e
devem conter:

Numero méximo de palavras no Resumo: 250

Numero méximo de palavras: 6.000

Numero méaximo de figuras, graficos e tabelas: 08

Numero maximo de referéncias: 30

Registro dos ensaios clinicos: a Revista Neurociéncias apoia as politicas para
registro de ensaios clinicos da Organiza¢cdo Mundial de Satide (OMS) e do ICMJE,
reconhecendo a importancia dessas iniciativas para o registro e a divulgacao
internacional de informagao sobre estudos clinicos, em acesso aberto. Dessa forma,
somente serdo aceitos para publicacdo os artigos de pesquisas clinicas que tenham
recebido um nimero de identificagdo em um dos Registros de Ensaios Clinicos
validados pelos critérios estabelecidos pela OMS e pelo ICMIJE (Registro Brasileiro de
Ensaios Clinicos — REBEC — http://www.ensaiosclinicos.gov.br/ ou
http://apps.who.int/trialsearch/default.aspx). O nimero de identificagdo do registro deve
ser inserido na se¢do “Métodos”.

Os estudos randomizados devem seguir as diretrizes CONSORT
(http://www.consort-statement.org). Esta declaracdo fornece uma abordagem baseada
em evidéncias para melhorar a qualidade dos relatorios de ensaios clinicos. Todos os
manuscritos descrevendo um estudo clinico devem incluir o Diagrama de Fluxo
CONSORT mostrando o numero de participantes de cada grupo de intervencao, bem
como a descri¢do detalhada de quantos pacientes foram excluidos em cada passo da
analise de dados. Todos os testes clinicos devem ser registrados e disponibilizados em
um site de acesso livre. O protocolo do ensaio clinico (incluindo o plano de analise

estatistica completa) deve ser encaminhado com o manuscrito.

Relato de Caso
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Relato de Caso: descri¢des originais de observagdes clinicas, ou que representem
originalidade de um diagnostico ou tratamento, ou que ilustrem situagdes pouco
frequentes na pratica. Devem conter:

Numero méaximo de palavras no Resumo: 100

Numero méaximo de palavras: 1.500

Numero maximo de figuras, graficos e tabelas: 04

Numero maximo de referéncias: 06

Revisdo Sistematica

Artigos de Revisdo: revisao critica da literatura ou atualizagao relativa a
neurociéncias, com énfase em causa, diagnostico, prognostico, terapia ou prevengao.

Numero méaximo de palavras no Resumo: 250

Numero méaximo de palavras: 8.000

Numero méximo de figuras, graficos e tabelas: 08

Numero maximo de referéncias: 30

A Revista Neurociéncias exige que todos os artigos submetidos atendam aos
padrdes de qualidade estabelecidos pelas diretrizes para producao de relatos de pesquisa
em satide — Enhancing the Quality and Transparency of Health Research (EQUATOR)
Network (https://www.equator-network.org/): PRISMA para revisdes sistematicas —

http://www.equator-network.org/reporting-guidelines/prisma/

Artigos de Revisdo

Artigos de Revisdo: revisao critica da literatura ou atualizagdo relativa a
neurociéncias, com énfase em causa, diagnostico, prognostico, terapia ou prevengao.

Numero maximo de palavras no Resumo: 250

Numero méaximo de palavras: 8.000

Numero méaximo de figuras, graficos e tabelas: 08

Numero maximo de referéncias: 100

Texto de Opinido
Texto de Opinido: deve conter opinido qualificada sobre um tema na 4rea de
neurociéncias, nota curta, critica sobre artigo ja publicado na Revista Neurociéncias ou

relato de resultados parciais ou preliminares de pesquisa
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Ensaio

Ensaios: texto literario breve, situado entre o poético e o didatico, expondo
ideias, criticas e reflexdes morais e filos6ficas a respeito de certo tema pesquisas da area
das neurociéncias.

maximo de palavras no Resumo: 200

Numero méximo de palavras: 1.500

Numero maximo de referéncias: 25

Carta ao Editor
Cartas ao Editor: deve conter opinido qualificada sobre um tema na area de
neurociéncias, nota curta, critica sobre artigo ja publicado na Revista Neurociéncias ou

relato de resultados parciais ou preliminares de pesquisa

Errata

Corregdes e Retratagdes: erros ou falhas, independentemente da natureza ou da
origem, que ndo configurem ma conduta, serdo corrigidos por meio de errata. Em artigos
ja publicados em que a ma conduta foi identificada, a retratagdo serd feita informando o
motivo da retratacdo devidamente referenciada. Todos os autores serdo solicitados a

concordar com o conteudo.

Politica de Privacidade
Os nomes ¢ enderecos informados nesta revista serao usados exclusivamente
para os servigos prestados por esta publica¢do, ndo sendo disponibilizados para outras

finalidades ou a terceiros.
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