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RESUMO
Kinoshita PF. Participacdo do TNFR1 nos efeitos da ouabaina na sinalizagao
inflamatdria no hipocampo de camundongos.[ tese (Doutorado em Farmacologia)] -
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo; 2018.

O efeito anti-inflamatério da ouabaina tem sido demonstrado no sistema nervoso
central. Baixas doses de ouabaina se ligam a Na’,K'-ATPase e ativam vias de
sinalizacao relacionadas a crescimento, apoptose e inflamagao. Nosso grupo mostrou
que a ouabaina modula a expressao de BDNF, TNF e IL-13. TNF tem um papel
importante na inflamacgao e possui uma resposta complexa; e pode ser encontrado em
duas formas: TNFtm (transmembrana) e TNFsol (soluvel). TNFsol é resultante da
clivagem de TNFtm pela enzima TACE/ADAM 17. As duas formas de TNF interagem
de forma diferente com os receptores de TNF: TNFR1 e TNFR2. TNFR1 possui um
dominio de morte e é relacionado a via classica de TNF com um perfil pré-inflamatério
e pro-apoptotico. O objetivo do presente trabalho foi elucidar o papel do TNFR1 frente a
estimulos com ouabaina e LPS. Foram utilizados camundongos TNFR1 KO para
estudar o receptor. Os animais foram tratados com ouabaina ou salina seguido de uma
segunda injecao de LPS ou salina. Depois de 2 horas da segunda injecéo, hipocampo
e cortex foram dissecados para 0s ensaios bioquimicos. Para os testes de
comportamento, os animais foram avaliados no teste de campo aberto 1 dia apds o
tratamento; e no ensaio de esquiva inibitéria 3 dias apds o desafio. Os resultados
mostraram que o LPS aumenta os niveis de TNF no soro dos animais WT e TNFR1
KO, mas a quantidade de TNF liberado no animal TNFR1 KO era superior ao no animal
WT. A liberacdo de TNF €& aumentada e a expressdo de TNFR2 é diminuida no
hipocampo somente nos animais TNFR1 KO tratados com LPS. IL-18 é aumentado
apenas no grupo WT tratado com LPS, mostrando que o TNFR1 modula a expressao
de IL-1B no hipocampo. O BDNF é aumentado no grupo TNFR1 KO tratado com LPS,
mas ao mesmo tempo, a expressao de TrkB ndo é modulada pelo LPS como no grupo
WT. Isto causa mudangas importantes no comportamento como os animais TNFR1 KO
tratados com LPS apresentam diminuicao na velocidade média e no tempo no centro.
Estes dados demonstram que a resposta ao tratamento com LPS é mais severa nestes
animais, refletindo maior comportamento ansioso. A ouabaina também aumenta a
distancia percorrida durante todos os experimentos nos animais WT, o que nao foi
encontrado nos animais TNFR1 KO, mostrando que o aumento de locomogao e
exploracao sao dependentes de TNFR1. No ensaio de esquiva inibitéria, o tratamento
com ouabaina no grupo WT levou a um aumento no tempo de laténcia no dia 2,
enquanto que no grupo TNFR1 KO este efeito foi perdido. Entretanto, nos animais
TNFR1 KO, houve um aumento no tempo de laténcia no dia 2 no grupo controle e
ouabaina+LPS, mostrando que a ouabaina de alguma forma depende de vias
inflamatodrias para ser protetora. Logo, nosso estudo mostrou a relevancia da



sinalizagcdo do TNFR1 no hipocampo e como isso pode ser um alvo importante para a
neuroinflamacéao.

Palavras-chave: TNFR1, ouabaina, LPS, comportamento, neuroinflamagao



ABSTRACT

Kinoshita PF. TNFR1 role in ouabain effects in inflammatory pathway in mice
hippocampus. Ph.D thesis [(Pharmacology)] - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo; 2018.

The anti-inflammatory role of ouabain in central nervous system has been
demonstrated. Low doses of ouabain binds to Na*,K*-ATPase and activate signaling
pathways related to growth, apoptosis and also inflammation. Our group has shown that
ouabain modulates BDNF, TNF and IL-18 expression. TNF has a major role in
inflammation and also has a very complex response. TNF can be found in two forms:
tmTNF (transmembrane) and solTNF (soluble). SolTNF is a result of tmTNF cleavage
by TACE/ADAM 17. Those two forms interact differently between the two TNF
receptors: TNFR1 and TNFR2. TNFR1 has a death domain and is related to a canonical
TNF pathway with a pro-inflammatory and pro-apoptotic profile. Thus, the objective of
our work is to understand the role of TNFR1 in ouabain and as well as in LPS stimulus.
To study the receptor, we used TNFR1 KO mice. The animals were treated with
ouabain or saline followed by a second injection of LPS or saline. After 2 hours of the
second injection, the hippocampus and cortex were dissected for the biochemical
assays. For the behavior tests, the animals were evaluated in open field 24 hours after
the treatment and after 3 days in passive avoidance. The results showed that LPS
increased TNF levels in serum in WT and TNFR1 KO mice, but the amount of TNF
released in TNFR1 KO mice was higher than in WT. TNF release was also increased
and TNFR2 expression was decreased in hippocampus only in TNFR1 KO mice treated
with LPS. IL-18 is increased only in WT group with LPS treatment showing that TNFR1
modulates IL-13 expression in hippocampus. BDNF is increased in TNFR1 KO group
treated with LPS but at the same time, TrkB expression is not modulated by LPS as in
WT group. This causes important modifications in behavior as TNFR1 KO mice
presented in open field test a decrease in mean speed and in time in the center in LPS
treated groups. These data demonstrate that LPS treatment is more severe in those
animals and that also reflect in more anxious animals. Ouabain also increased distance
travelled in the whole experiment in WT mice, which was not found in TNFR1 KO mice,

demonstrating the increase in locomotion and exploration are TNFR1 dependent. In



passive avoidance, ouabain in WT mice had a higher latency time in day 2 while in
TNFR1 KO mice this effect was lost. However, in TNFR1 KO mice there was an
increase in latency time in day 2 for control and ouabain+LPS groups showing that
ouabain somehow needs inflammatory pathways to be protective. Thus, our study
showed the relevance of TNFR1 signaling in the hippocampus and how this could be an
important target for neuroprotection.

Keywords: TNF, TNFR1, ouabain, LPS, behavior,neuroinflammation
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1.INTRODUGCAO
1.1 Ouabaina e Na*,K'-ATPase

A ouabaina € um glicosideo cardiotbnico que € encontrado nas plantas
Strophantus gratus e Acokanthera ouabaio sendo descrito como um novo horménio,
embora haja muitas discussdes na literatura a esse respeito (1-4). A ouabaina
apresenta um grupo funcional de acgucar chamado de ramnose ligado a um nucleo
esteroide que também esta ligado a um anel de lactona (5).

Evidéncias demonstram imunorreatividade para ouabaina em quase todos os
tecidos, incluindo o plasma, mas os niveis mais elevados foram encontrados na
glandula adrenal, pituitaria e hipotalamo (6,7). Porém, ainda pouco se sabe a respeito
de sua funcgao fisiolégica no organismo. Na terapéutica, os glicosideos cardiotdnicos
sao utilizados em casos de insuficiéncia cardiaca congestiva, pois sdo capazes de inibir
a Na'K'-ATPase (NKA), o que gera um aumento nos niveis de Na* e Ca®'
intracelulares e consequentemente ha um aumento da contractilidade cardiaca (8).

A NKA foi descoberta pelo pesquisador dinamarqués Jens Skou em 1957 (9). E
uma proteina presente ha membrana plasmatica e importante para a manutencao do
equilibrio osmdtico celular. Isto a torna essencial para a sobrevivéncia e por essa razao
a NKA é expressa em todas as células e altamente conservada entre as espécies
(10,11). Além disso, esta enzima é responsavel por quase 50% de toda a energia
utilizada pelo cérebro (12).

Suas fungdes principais sdo: manter o equilibrio osmaético e volume celular, o pH
e o potencial de membrana. Isso ocorre por meio da hidrélise de uma molécula de ATP,
que mantém as concentragdes do meio intracelular de K* elevadas e as de Na* baixas,
funcao essencial para excitabilidade neuronal e a manutencéao da celular (13,14).

A NKA é formada por duas subunidades: a e 3 (15,16). A presenca de diversas
isoformas possibilita versatilidade funcional para as células, o que gera condi¢cdes para
que estas enzimas realizem as suas varias fungdes no organismo (17-20).

A subunidade a, ou subunidade catalitica, é responsavel pela troca de ions Na*
e K" e é onde se encontra o sitio de ligacdo dos glicosideos cardiotdnicos como a
ouabaina (21,22). Esse sitio de ligacdo €& altamente conservado em diversos

organismos, incluindo humanos (23), revelando um importante papel fisiolégico desse
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sitio. A NKA apresenta 10 dominios transmembrana sendo que a ouabaina se liga nas
alcas extracelulares desses dominios (1-2, 5-6 e 7-8), sendo a alca entre os dominios

transmembrana 1 e 2 a parte mais importante do sitio de ligacao (Figura 1) (14).

Figura 1: Estrutura da ouabaina e seu sitio de ligagao.
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A ouabaina apresenta um nucleo esteroide ligado a um anel de lactona e a um grupo de agucar
denominado ramnose. A subunidade a é o sitio catalitico da NKA e também o local onde ocorre a
interagdo com a ouabaina. A ouabaina se liga em 3 algas extracelulares sendo que a alga entre os
dominios transmembrana 1 e 2 é a mais importante no sitio de ligagdo. Adaptado de Bagrov et al., 2009
(14).

A subunidade a possui quatro isoformas: a1, a2, a3 e a4. A isoforma a1-NKA
esta presente em todos os tipos celulares enquanto a a4-NKA esta presente apenas
em espermatozoides e coexiste com a isoforma a1-NKA (24,25). No sistema nervoso
central (SNC), a isoforma a2-NKA esta presente em astrocitos e a3-NKA em neurénios
(26,27).

A partir dos anos 2000, diversas doencas relacionadas as mutacbes nas

isoformas da NKA foram descritas como a distonia-parkinsoniana de inicio rapido
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(RDP), CAPOS e hemiplegia alternada da infancia (AHC) relacionadas a mutacédo na
isoforma a3-NKA e a enxaqueca familiar do tipo Il (FHMII) relacionada a mutagao na
isoforma a2-NKA (28-31). Camundongos heterozigotos das isoformas a2 e a3-NKA
apresentam déficit de memoaria e aprendizado em ensaios comportamentais, mostrando
a importancia destas isoformas no funcionamento das vias associadas a memoria
espacial (32).

Além disso, a a-sinucleina, proteina importante na doenga de Parkinson,
interage com a isoforma a3-NKA,onde ocorre a formacdo de aglomerados que
impedem a mobilidade da proteina no neurénio, comprometendo sua distribuicao (33).
A atividade da NKA é diminuida na doenca de Alzheimer, pois ha uma interagao entre a
mesma isoforma e a proteina B-amildide que € uma proteina presente em excesso na
doenca (34).

Acredita-se que a NKA apresenta dois pools distintos. Um destes pools esta
associado ao transporte de ions Na* e K* (pumping), enquanto que o outro altera a
interacdo proteina-proteina, levando & ativacdo de vias independentes dos ions Na* e
K *(non-pumping) (35). Ha duas vias de sinalizacdo que foram descritas para a funcdo
de receptor da NKA e de certa forma existem pontos em comum para as duas vias
(36,37).

Xie e Askari (38) descobriram que a NKA ativa a cascata de sinalizagao Src-
Ras-Raf-MAPK (Src: proto-oncogene tirosina quinase, Ras: tipo de proteina G de baixo
peso molecular e MAPK: proteina quinase ativada por mitégeno) através do receptor de
fator de crescimento epidermal (EGF) levando a producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) e, como consequéncia, a ativacdo da proteina ativadora-1 (AP-1) e do
fator nuclear associado a cadeia leve kappa do linfécito B (NF-kB), que estado
envolvidos em diversos processos celulares como crescimento, apoptose, motilidade e
adesao (39). A outra via da NKA é mediada pela ativagao do receptor de trifosfato de
inositol (IP3R), que gera oscilagdes de calcio que podem ativar fatores de transcricao

como o NF-kB que é indispensavel para o desenvolvimento celular (40).

1.2 O papel dual da ouabaina e seus efeitos na inflamagao
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Estudos do nosso laboratério mostraram que a administragao intrahipocampal
de ouabaina aumentou dos niveis de RNAm de Bdnf (fator neurotrofico derivado do
cérebro), NOSJ (6xido nitrico sintase induzida), Tnf (fator de necrose tumoral) e Bcl-2 (B-
celllymphoma 2), sugerindo que este hormdnio possamodular genes envolvidos na
sinalizacao inflamatdria e das neurotrofinas no SNC (41).Outro estudo confirma estas
evidéncias in vitro e demostrou em cultura primaria de neurdnios cerebelares de ratos
que a ouabaina ativa o NF-kB e aumenta os niveis de RNAm de Tnf, IL-18 (interleucina
1 B) e Bdnf devido a cascata NMDA (N-Metil-D-Aspartato)-Src-Ras-MAPK (Figura 2),
postulando que este agente enddgeno pode induzir resposta adaptativa do SNC (42). O
mesmo resultado foi observado em células ganglionares da retina onde a ouabaina é

capaz de aumentar a sobrevivéncia celular via TNF e IL-1 (43,44).

Figura 2: As duas principais vias de sinalizagdo da ouabaina em baixas concentragdes.
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A ouabaina se liga & enzima Na’,K’-ATPase ativando duas principais vias: a via da Src-Ras-MAPK e a
ativagao do receptor de IP3 levando a oscilagbes de calcio. As duas vias levam a ativagdo do NF-kB.
Como consequéncia ha o aumento dos niveis de mMRNA de /IL-18, TNF, Bcl-2 e BDNF (38,39,41,42,45).

A ouabaina tem um papel dual e apresenta uma resposta dose-dependente.
Uma dose alta de ouabaina € capaz de levar a morte celular, devido a inibicdo da NKA
que leva a uma deplecdo de ions K* culminando em desenvolvimento de apoptose
celular e também a um aumento de ions Na* e Ca*? intracelular que origina necrose em
neurénios (46). No SNC, a injecao intracerebroventricular de ouabaina em altas
concentragdes é utilizada como modelo de mania por inibir a NKA, diminuir os niveis de
BDNF no cortex e aumentar os niveis de estresse oxidativo (47—49). Enquanto que
outro estudo demonstra que a ouabaina tem um efeito anti-oxidante em animais
tratados com LPS (50).

O papel protetor da ouabaina em baixas concentragdes foi estudado em lesdes
de acido cainico no estriado de ratos onde houve redugdo da apoptose pelo aumento
de Bcl-2, uma proteina anti-apoptética (51). Semelhante aumento de Bcl-2 foi
observado em cultura primaria de rim de ratos, onde ouabaina exerceu um efeito
protetor frente a toxina shiga, responsavel pela sindrome hemolitico-urémica (52).

Foi demonstrado que a ativagdao da via do BDNF e NF-kB pela ouabaina
contribui para mudangas no microambiente hipocampal, o que resulta no aumento de
arborizacao dendritica (53). Estas mudangas ocasionam melhoras na memaria espacial
e inibem a extingdo da memodria de longo prazo, mostrando a importancia da NKA e da
ouabaina na modulacao de vias de sinalizacdo que acarretam em alteragdes funcionais
(45). Além disso, foi descrito que a ouabaina e a NKA tém um papel essencial na
inflamacao através da inibicdo de prostaglandina E2, bradicinina e degranulagao de
mastoécitos (54).

A ouabaina também tem um efeito anti-inflamatério no SNC (55). Baixas doses
de ouabaina inibem as mudancas induzidas por lipopolissacarideo (LPS) em astrdcitos,
reduzindo a citocina IL-1B liberada e previne a diminuicdo da expressao ou atividade
funcional da NKA (56). O LPS é um lipopolissacarideo presente na membrana de
bactérias gram negativas que leva a ativacdo do fator de transcricao NF-kB que

estimula a transcricdo diversos genes pré-inflamatérios. A injecao de LPS € um modelo
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de inflamagao e sepse muito utilizado na literatura (57,58).

Outros mecanismos envolvidos nesse potencial anti-inflamatério dos glicosideos
cardiotdnicos foram observados, como a diminuicdo da expressao de IL-6 (59) ou o
bloqueio da ativacdo da via TNF/NF-kB através da inibicdo da interacdo entre o
receptor de TNF do tipo 1 (TNFR1) e o TNFR1 associated death domain protein
(TRADD) em cultura de células HelLa (60), além da inibicdo da expressao de genes
ativados por TNF (61).

Dados publicados pelo nosso laboratério mostraram uma diminui¢do nos niveis
de RNAm de IL1-8 e NOSi e da relacdo de Bax/Bcl2 no hipocampo pela ouabaina em
ratos Wistar desafiados com LPS. O tratamento de ouabaina e LPS n&o alterou a
atividade da NKA e diminuiu a ativagao do NF-kB e de astrécitos (62).

Outro estudo mostrou, mais uma vez, que a ouabaina possui um efeito anti-
inflamatdrio em cultura primaria de células da glia e que a isoforma a2-NKA ¢é essencial
para a resposta inflamatéria desencadeada pelo LPS (63). Além disso, os niveis de
glicosideos cardiotdnicos estdo elevados em condi¢des inflamatdrias cronicas. A
ouabaina ativa o NF-kB levando a liberagao de TNF-a, IL-1B e IL-6 em macrofagos de
humanos e de camundongos e esta ativacao é dependente de NKA, CD36 e o Toll-like
receptor 4 (TLR4) que é o receptor do LPS (64). Isso demonstra a importancia da NKA

na inflamacéo.

1.3LPS e sua interferéncia na fungao cognitiva

Como ja dito anteriormente, o LPS é um lipopolissacarideo de membrana de
bactéria gram negativa liberado de forma livre ou em agregados (65,66). O TLR4 é o
receptor responsavel pelo efeito do LPS e ¢é considerado a molécula de
reconhecimento do sistema imune inato. A sinalizagdo pelo TLR4 ocorre pelo
recrutamento sequencial de uma molécula adaptativa MyD88 e a quinase do receptor
associado a IL-1 (IRAK), que apds algumas etapas ativa o NF-kB que neste caso ativa
diversos genes proé-inflamatérios (67). O NF-kB tem uma particularidade muito
importante no SNC, pois o NF-kB nos astrécitos e neurdnios respondem de forma

diferenciada. Enquanto que no neurénio, a translocacdo do NF-kB para o nucleo é
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constitutiva, nos astrocitos, a translocacdo é geralmente induzida por estimulos

relacionados com inflamacgao (68).

Figura 3: Via de ativagao do LPS.
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O LPS se liga a proteina LPB que interage com o CD14. O CD14 interage com o TLR4 o que recruta o

MyD88 e ativa IRAK e TRAF6 que leva a ativacdo e translocacdo nuclear do NF-kB. Como
consequéncia, ha o aumento de citocinas pré-inflamatérias como IL-13, TNF e IL6 (69).

As principais citocinas consideradas proé-inflamatérias sao IL-1, TNF e IL-6, que
sdo responsaveis pela resposta chamada de comportamento doentio (sickness
behavior) que consiste num conjunto de sintomas como fraqueza, letargia, depressao e
febre. Embora os sintomas sejam considerados ruins, eles sdo uma estratégia do
organismo de lutar contra a infecgcédo (70). O comportamento doentio € desencadeada
pelas citocinas pré-inflamatérias produzidas por células do sistema imune inato
ativadas em contato com padrdes moleculares associados a patdgenos especificos

(PAMPs). Essas citocinas, principalmente IL-1a, IL1-B, IL-6 e TNF, alteram a atividade

22



locomotora e a cognigao, pois as citocinas pro-inflamatérias modulam o aprendizado e
a memoria (71). Tem sido demonstrado que a ativacdo do TLR4 em pacientes,
geralmente idosos, também causa delirio (72,73).

O receptor TLR4 tem um papel muito importante na neurogénese, pois na
auséncia deste receptor ha um aumento da proliferacdo celular e da diferenciagcao
neuronal de células progenitoras neuronais. Isso mostra que a ativagao deste receptor,
leva a diminuicdo de neurogénese, 0 que € um mau prognostico para a plasticidade
neuronal e consequentemente para a memoria (74).

A neurogénese € essencial para a consolidacdo e recuperagao de novas
memorias. O hipocampo € uma estrutura cerebral relacionada com a memoria
declarativa e espacial e também € responsavel pelo aprendizado, emogdes e
plasticidade neuronal. As regides do hipocampo onde ocorre neurogénese € a zona
subventricular e o giro denteado em adultos. O mais interessante € que o hipocampo é
uma regiao extremamente vulneravel a insultos inflamatérios devido a sua grande
quantidade de receptores de mediadores inflamatérios (75).

A producado de mediadores inflamatérios interrompe o delicado equilibrio que é
necessario para agdes neurofisiolégicas de processos imunes e isso produz alteragdes
importantes como danos a memoaria (diminuicdo da potenciacdo de longa duragao,
LTP) e a plasticidade neuronal e diminuicdo da neurogénese. Isso ocorre
principalmente pelo aumento da produgao de IL-1B, ativagao de micrdoglia (76) e NF-kB
juntamente com a diminuicdo de BDNF no hipocampo. Esses mecanismos sao
homeostaticos, pois este aumento de mediadores inflamatérios pode levar a uma
hiperexcitabilidade neuronal e isso impede suas consequéncias devastadoras como
danos ao aprendizado e memoria (77).

O BDNF ¢ importante para a plasticidade sinaptica por atuar na LTP,
principalmente no hipocampo, em nivel pds- e pré-sinaptico. Isso ocorre devido ao
controle do transporte de RNAm e de sua tradugao nas sinapses sendo controlada pelo
BDNF através de miRNAs (78). Como consequéncia, o BDNF ¢é importante na
aquisicao e consolidacdo da memoria e esse efeito € associado com o aumento nos
niveis de RNAm do Bdnf e na ativagao do receptor quinase B de tropomiosina (TrkB)
(79).
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1.4 Receptores de TNF

O TNF foi descoberto nos anos 80 como um fator capaz de atuar em alguns
tumores levando a necrose, o que foi explorado pela industria farmacéutica em um
primeiro momento, mas foi visto que o TNF apresentava toxicidade como hipertensao e
febre (80-82). O TNF é considerado uma citocina pleiotrépica (83) e praticamente
todas as células respondem ao TNF.O TNF é benéfico principalmente na resposta
imune inata contra patdgenos e pode também ser deletério, promovendo lesao tecidual.

Os ligantes e receptores da familia do TNF sdo formados por proteinas que
regulam uma enorme variedade de processos imunologicos, e que também estdo
envolvidas na regulagdo do desenvolvimento e na manutengdo da homeostase de
diversos sistemas, incluindo o SNC.

A superfamilia de TNF (TNFSF) é composta por 19 ligantes diferentes que se
ligam aos receptores desta familia (TNFSF, 29 receptores estruturalmente similares).
Os receptores podem ser classificados em 3 subgrupos: a) os que possuem o chamado
dominio de morte, b) os que interagem com o fator associado ao receptor de TNF
(TRAF), e c) receptores sem capacidade de sinalizagdo prépria que controlam a
atividade de outros receptores TNFRSF (84,85). Os receptores de TNFSF possuem um
padrdao de expressao diferenciado como na distribuicdo celular, mostrando sua
importancia no desenvolvimento de doengas, como artrite, psoriase, cancer, doenca de
Crohn e osteoporose (86—89).

O TNF é uma das principais ferramentas de controle da inflamagao, pois no
SNC, ele induz a ativagao de microglia e astrécitos. Além disso, atua em neurénios,
inibindo o transporte de glutamato em astrécitos e aumentando a expressdao de
receptores de glutamato como AMPA e NMDA, o que resulta em um aumento da
sinapses excitatorias que € agravada pela diminuigdo da expressao do receptor GABAA
(90). A inflamacdo € um fator predominante na maioria das doengas
neurodegenerativas. Na doenga de Parkinson, ha niveis elevados de TNF no estriado,
que € uma das regides mais afetadas na doenca, além disso, os mesmos niveis

elevados também foram encontrados em pacientes com doenca de Alzheimer (91).
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Porém, no tratamento de doencgas relacionadas ao aumento de TNF, 30% dos
pacientes nao respondem ao uso de anti-TNF. Ainda, o uso deste mesmo anticorpo &
contraindicado em pacientes com esclerose multipla, porque ha diversos casos de
desmielinizacdo associados ao uso de anti-TNF (92), mostrando como os mecanismos
do TNF devem ser melhor elucidados para entender porque o tratamento com
anticorpo nao é efetivo (86).

A funcdo do TNF no SNC ainda nao é bem compreendida. O TNF é sintetizado
como uma proteina transmembrana (TNFtm) com 26kDa que é inserida na membrana
como um homotrimero que é convertida em TNF solavel (solTNF) com 17kDa pela
acao de uma metaloproteinase chamada enzima conversora do fator de necrose
tumoral alfa (TACE) ou ADAM17. As duas formas de TNF sao biologicamente ativas e
sdo produzidas por microglia, astrécitos e alguns tipos de neurbnios. A produgao de
ambas as formas depende do tipo celular, da ativacdo da célula, da atividade da
TACE/ADAM17 e da expressao de inibidores enddgenos da TACE/ADAM17 (93,94).

A TACE/ADAM17 também tem um papel regulador na resposta do TNF, pois
esta enzima cliva os proprios receptores de TNF o que libera os chamados receptores
soluveis (sTNFR) que conseguem sequestrar o TNF circulante e também diminui a
disponibilidade de receptores na membrana celular (95-97). A importancia do sTNFR
aparece na sindrome periddica febril, onde os pacientes possuem mutagdes no
receptor TNFR1 o que acarreta na diminuicdo pela metade dos niveis de sTNFR1 no
plasma e aumento na expressao de TNFR1 na membrana (98).

O TNF se liga a dois tipos de receptores: TNFR1 e TNFR2 (receptor de TNF do
tipo 1 e 2). O TNFR1 é expresso na maior parte das células e pode ser ativado pelas
duas formas de TNF, com preferéncia por solTNF. O TNFR2 é presente principalmente
em células do sistema imune (microglia), células endoteliais e algumas populag¢des
neuronais e é ativado somente por TNFm (99). Tém sido demonstrados efeitos
antagonicos e sinérgicos dos dois receptores (85).

O TNFR1 contém um dominio chamado dominio de morte que se liga ao
TRADD, oque permite o recrutamento de RIP (proteina que interage com o receptor) e
TRAF2 (receptor de TNF associado ao fator 2). Esta via de sinalizagao leva a ativagao

do NF-kB que inicia uma sinalizagao pro-sobrevivéncia, proliferacdo, produgcao de
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citocinas pro-inflamatérias e ativagao de vias de apoptose (pré-caspase 8). O TNFR2,
diferentemente do TNFR1, ndo possui dominio de morte e com isso, gera uma resposta
diferenciada. O TNFR2 ativa vias de sinalizagao relacionadas com inflamagao e pré-
sobrevivéncia. Ha o recrutamento de proteinas adaptadoras de recrutamento em

TRAF1 e TRAF2, o que leva a ativagéo do NF-kB que é demonstrado na figura 1 (99).

Figura 4: Vias de sinalizagao ativadas pelo TNFR1 e TNFR2.
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O TNFR1 pode ser ativado pelo TNF soluvel ou de membrana (com pouca afinidade) e o TNFR2 tem
muito mais afinidade pelo TNF de membrana. A transformagao do TNF de membrana em TNF soluvel
depende da enzima TACE/ADAM17. O TNFR1, por ter o dominio de morte (DD), ativa a via de apoptose
através da ativagdo da caspase-8 e FADD e também da ativagdo de TRADD que recruta as proteinas
RIP e TRAF2.Ha também a ativagdo do NF-kB, que ativa tanto a pro- sobrevivéncia e proliferagao celular
quanto a produgao de citocinas. A mesma ativagao do NF-kB ocorre na ativagao do TNFR2, porém, nao
ha apoptose (99).

O TNF em concentragdes fisioldgicas tem um papel importante na plasticidade
sinaptica através da sinapse scaling, que é um fendmeno que permite a manutengao

da homeostase da atividade neuronal independente de alteragdes na atividade, o que
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garante a propagacao normal da rede neuronal (100). Este fenbmeno ocorre em
resposta a altos niveis crbnicos de atividade neuronal através de um feedback
negativo, o que permite uma diminuicao geral na taxa de disparo dos potenciais de
acao (101). Este controle parece ser feito pelos astrécitos e ndo dependente da acéo
de TNF em neurbnios através da alteragdo da expressao de receptor AMPA e
alteracbes na amplitude de correntes pods-sinapticas excitatérias em miniatura
(mEPSCs) (102).

O TNF também esta relacionado com o aumento de espinhas dendriticas em
neurdnios que tiveram perdas recentes de espinhas dendriticas. Além disso, o TNF
pode estar envolvido na LTP e sua acéo € dependente de TNFR1 e TNFR2. Porém, os
efeitos do TNF podem ter resultados especificos em diferentes areas cerebrais
(103,104). Como exemplo, o TNFR1 é essencial para a resolu¢do da infeccao viral no
estriado enquanto que o TNFR2 é responsavel pelo efeito protetor no hipocampo (105).

O TNFR1 é presente em lipid rafts e sinaliza para a ativagao do NF-kB. Depois
da formagao do complexo de sinalizacdo, TNFR1 é degradado via proteassoma. Se ha
uma desorganizacao nos lipid rafts, o TNFR1 n&o é degradado e sinaliza mais para as
vias de apoptose (106).0 TNFR1 é importante para a encefalopatia associada a sepse
onde a permeabilidade da barreira hemato-encefalica € menos comprometida nos
animais TNFR1 KO no modelo de sepse (107,108).

E interessante observar que o pré-condicionamento com LPS pode melhorar a
lesdo isquémica cerebral e que esse fendbmeno é dependente de aumento nos niveis
de TNF pelo LPS. Entretanto, apds a lesao isquémica, os niveis de TNF diminuem e ha
um aumento no sTNFR1. Isso demonstra que o condicionamento € dependente de
TNF, porém, para que a protecao contra o dano isquémico acontega, os niveis de TNF
devem ser mais baixos (109). Isso demonstra a complexidade e especificidade da

sinalizagao de TNF e seus receptores.

1.5 Justificativa
A ouabaina é considerada um horménio endégeno que € capaz de inibir a NKA
e ativar cascatas de sinalizagcdo como a Src-Ras-MAPK que podem gerar um efeito

protetor. Diversos relatos na literatura mostram que a ouabaina possui um efeito
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protetor e anti-inflamatério em diferentes tecidos e modelos de lesao. Estudos recentes
No Nosso grupo mostraram a importancia da isoforma a2-NKA na resposta inflamatéria
causada por LPS e ainda o aumento da expressdo de TNF apds o tratamento com
ouabaina, mostrando um papel relevante desta proteina na resposta inflamatéria.
Como existem diversas lacunas na literatura com relagdo ao papel fisiolégico da
ouabaina e qual a relevancia do TNF neste papel, € necessario e relevante observar
como as alteragdes na modulacdo do TNFR1 podem influenciar os efeitos da ouabaina

na vigéncia do estimulo inflamatério (LPS).

3.0BJETIVOS

Este projeto tem como objetivo avaliar a participagdo do TNFR1 na sinalizagao
celular e nos efeitos na cognicdo, especificamente, aprendizado e memoria,
desencadeados pela presenga de ouabaina frente a um estimulo inflamatério como o
LPS (Figura 5).

Figura 5: Hipotese simplificada do projeto.
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A hipétese contempla se o efeito protetor da ouabaina seria também observado neste modelo, se esta
possivel protegdo seria mantida na auséncia do receptor TNFR1 e se haveria alteragdes
comportamentais com ou sem o TNFR1.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais WT e TNFR1 KO
Foram utilizados para obtengdo dos animais selvagens (WT) e homozigoto
nocaute Tnfr1™™e (TNFR1 KO), camundongos C57BL/6J machos adultos

heterozigotos Tnfr1™Mak

provenientes do Biotério da Universidade Cruzeiro do Sul. Os
animais foram transferidos para o biotério do Departamento de Farmacologia —ICB,
USP/SP e foram mantidos em casais para a criagao dos animais WT e TNFR1 KO que
foram identificados por genotipagem.

Os animais foram mantidos em grupos de 5 animais em gaiolas plasticas, por

um periodo minimo de 1 més antes do inicio dos experimentos, para adaptacdo dos
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animais ao novo ambiente. Os animais foram mantidos sob temperatura ambiente
constante (22 ~ 2°C), ciclo de iluminagao controlado, sendo o periodo de claro entre 7 —
19h, e receberam agua e comida ad libitum durante todo o periodo do tratamento.
Foram utilizados animais com dois a quatro meses de idade para a realizacdo dos
experimentos. O protocolo de ética foi registrado sob n° 37 nas fls.15 do livro 03 e foi
aprovado pelo CEUA 09/04/2014.

4.2 Genotipagem dos camundongos transgénicos para TNFR1 (Tnfr1"™Mak)

A genotipagem foi realizada a partir de uma pequena parte da cauda dos
animais de acordo com protocolo da empresa The Jackson Laboratory (Bar Harbor,
Maine, EUA). A cauda foi digerida com 75uL de tampéao de lise (25mM NaOH/0,2mM
EDTA) por 1 hora a 98 °C, que foi posteriormente reduzida a 15°C. Foram adicionados
15uL da solugéo de 40 mM Tris HCI (pH 5,5) no tubo e o mesmo foi centrifugado por 3
minutos a 4000 rpm. Uma aliquota foi utilizada para a realizagdo do PCR com os
primers especificos:
0lMR04485'

TGT GAA AAG GGC ACC TTT ACG GC 3' selvagem
0IMR04495'

GGC TGC AGT CCA CGC ACT GG 3' comum aos dois gendtipos
oIMR04505'

ATT CGC CAA TGA CAA GAC GCT GG 3' mutante

4.3 Tratamentos dos animais com Ouabaina e LPS

Os animais (WT, TNFR1KO) foram divididos em quatro grupos que receberam
uma administracédo intraperitoneal de salina estéril livre de pirdgenos ou ouabaina
(30pg/kg) 20 minutos antes da administragdo de uma segunda inje¢ao intraperitoneal
de salina estéril livre de pirégenos ou de LPS (Escherichia Coli O111:B4 Sigma)
dissolvido em salina, correspondendo a uma dose de 250ug/kg. Os grupos foram
denominados: controle (salina+salina), ouabaina (ouabaina+salina), LPS (salina+LPS)
e ouabaina+LPS (O+L).
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Todas as administragdes foram feitas no periodo da manha. Decorridos 2h apds
a administracdo do LPS, baseado em Kawamotoet al. (110), os animais foram
sacrificados por decapitagao, € o cérebro foi rapidamente retirado em solugéo fria de
tampao salina-fosfato. As estruturas cerebrais (estriado, cortex pré-frontal, hipotalamo e
hipocampo) foram dissecadas sobre uma placa gelada e estocadas a —80°C até a

preparagdo dos extratos citosélicos e para a atividade da Na*,K*-ATPase .

4.4 Extracdo de proteinas citosolicas e amostras para Na*,K*-ATPase

As preparagdes de hipocampo e cortex foram homogeneizadas em Tampéao de
Homogeneizacao (20 mM de HEPES pH 7,4; 320 mM de Sacarose; 1 mM de EDTA,;
1,0 MM de DTT e 1,0 mM de PMSF) e foram centrifugadas por 30 segundos a 12.000g.
O sobrenadante foi centrifugado por 20 minutos a 12.000g e o pellet foi ressuspendido
no tampado de homogeneizacdo para ser utilizado no ensaio da determinacao da
atividade da Na',K'-ATPase e fracdo de membrana para Western Blotting. O pellet
resultante da primeira centrifugacao foi ressuspendido em tampao de lise (HEPES 10
mM; MgCl; 1,5 mM; KCI 10 mM; leupeptina 2 ug/mL; antipaina 2 pg/mL; 0,5 mM PMSF;
0,1 mM EDTA) e incubado em gelo durante 10 minutos. Foram adicionados 17,5ul de
NP-40 10% para cada 700ul de tampao de lise. As amostras foram submetidas a uma
agitacao com o vortex por 30 segundos e depois centrifugadas a 12.000g 30 segundos
a 4°C. O sobrenadante (extrato citosolico) foi recolhido para o ensaio de Western

Blotting.

4.5 Determinag&o da concentragdo de proteinas

A dosagem foi realizada através do reagente de Bradford (Bio-Rad, Hercules,
CA, EUA), cujo principio consiste na adicdo de um corante acido a uma solucédo de
proteinas, e subsequente medigdo da absorbancia no comprimento de onda de 595 nm
em um leitor de microplacas (111). A comparagcdo com uma curva padrao forneceu a

concentracado de proteinas presentes nas amostras.
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4.6 Determinagéo da atividade da Na*,K-ATPase

Depois da extracdo, cada amostra foi utilizada em 3 diferentes grupos. Um dos
grupos foi adicionado em tamp&o contendo Na* (Tampao Histidina ATPase: NaCl 140
mM; KCI 20 mM; MgCl, 3 mM; Histidina 30 mM + NaOH 20,6 mM - pH =7,2 - 37°C) e
Tris-ATP (3 mM), sendo utilizado para a determinacdo da ATPase total. Os outros
grupos foram adicionados nas mesmas condi¢gdes anteriores, sendo ouabaina 3 uM e 3
mM acrescentada ao tampao Na* para a determinacdo da atividade das isoformas a; e
a3 € atividade insensivel a ouabaina (Mg-ATPase), respectivamente.

O método utilizado na determinacdo da atividade da enzima Na'K'-ATPase
consiste na determinacdo da quantidade de fosfato (Pi) liberado pela formacgao do
complexo fosfomolibdato, o qual é detectado através da leitura em comprimento de
onda de 700 nm (112,113).

Todas as amostras foram mantidas no gelo (tempo de reagdao 0). O meio de
reacdo continha 400 pl do tamp&o Na* + Tris-ATP (3 mM) em cada um dos tubos de
ensaio dos dois grupos (Total e Mg- ATPase), e também uma aliquota de 40 pl de uma
solucdo de ouabaina (concentragdo de acordo com o grupo). Os tubos foram
transferidos para um banho a 37°C e a reagao se inicia através da adicao das amostras
de tecidos.

Quando cada um dos tubos atingiu o tempo de reagao requerido (30 minutos), a
reacao foi interrompida através da adicdo de 600ul do tampao término de reagao
(molibdato de aménio e acido sulfurico 10 N). Ao final deste processo, foram
adicionados 10 pl da solucao redutora Fiske—Subbarow para a determinacéo de fésforo
nas amostras (114). Os tubos foram submetidos a agitacdo vigorosa apds cada uma
das etapas, garantindo com isso uma menor variabilidade dos resultados. Aliquotas de
200 pl foram transferidas dos tubos de ensaio para uma placa de 96 pogos trinta
minutos apds a adicao da solugao redutora, e a leitura foi realizada em um leitor de
microplaca na absorbancia de 700 nm.

A concentracao de Pi nas amostras foi determinada através da curva obtida pela
incubacado de solugbes com crescentes concentragdes de Pi, provenientes de uma
solucdo de KH,PO4 (10 mM), as quais foram submetidas as mesmas condigdes das

amostras. O ensaio permitiu a determinagcéo da concentracao de Pi.
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A atividade da ATPase sensivel & ouabaina (Na'K*-ATPase) foi obtida através
da diferenca entre as atividades obtidas no grupo Mg-ATPase (atividade insensivel a
ouabaina/mg/min) e as obtidas no grupo sem a ouabaina (ATPase Total/mg/min). A
atividade da isoforma a4 foi calculada através da diferenca entre as amostras com
ouabaina 3 yM e 3 mM, enquanto que a atividade das isoformas a, e as foram
determinadas através da diferenca entre a atividade total e a atividade da isoforma
as1.Devido ao grande numero de amostras, as atividades foram normalizadas pela

média do controle.

4.7 Ensaio de Western Blotting para a expressao de proteinas

Para esse ensaio, foram utilizados os sobrenadantes recolhidos durante a
preparagao do extrato citosdlico. O ensaio de Western blotting que foi usado é baseado
no descrito por Laemmli (115). As proteinas foram ajustadas na concentragao
apropriada para cada uma das proteinas que foram analisadas com o tampao de
amostra (0,125 M tris-HCI; 4% de SDS; 20% v/v glicerol; 0,2 M de DTT; 0,02% de
bromophenol blue; pH 6,8) e foram fervidos por 5 minutos a 95°C.

O conteudo total do meio de reacado (20 a 30uL) foi aplicado no gel de SDS-
poliacrilamida 10% {acrilamida/bisacrilamida (37,5:1), 10% SDS} para que houvesse a
separagao das proteinas contidas na amostra. No mesmo gel foi adicionado um padrao
de peso molecular. Para a eletroforese foi usado um tampéo de corrida consistindo em
25mM de tris-base; 0,192M de glicina e 0,1% de SDS.

O gel foi corrido por 2 horas a 90V. Ao final da corrida, as proteinas separadas e
contidas no gel foram transferidas no tampao de transferéncia (25 mM tris- base, 192
mM glicina, 20% metanol, agua bidestilada) eletroforeticamente para uma membrana
de nitrocelulose por aproximadamente 90 minutos a 400 mA. Apds a transferéncia, as
membranas foram coradas com solucdo de vermelho de Ponceau (0,5% Ponceau-S;
5% &cido tricloro acético e agua bidestilada) para observar se a transferéncia ocorreu
de forma satisfatéria.

As membranas foram deixadas 1 hora a temperatura ambiente numa solugao
contendo TTBS (100mM tris-base; 0,9% NaCl; 0,05% Tween 20 e agua) e 5% de BSA
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para bloquear ligagdes inespecificas com o anticorpo. Em seguida, as membranas
foram incubadas com o anticorpo primario diluido em TTBS (TBS; 0,1% Tween 20)
overnight. As membranas foram entdo novamente lavadas 3 vezes com TTBS e
incubadas com o anticorpo secundario de acordo com o anticorpo primario. Apos 2
horas, as membranas foram lavadas 3 vezes com TTBS novamente. As membranas
foram reveladas através do kit de quimioluminescéncia Immobilon (Merck Millipore,
Billerica, MA, EUA).

Para verificar se ndo houve variacdo na quantidade de proteina aplicada no gel
e como controle negativo do ensaio, apds a revelagcdo com ECL, as membranas foram
lavadas e incubadas por 30 minutos a 50°C com uma solugao (stripping buffer)
contendo 62,5mM Tris-HCI pH 6,7 e 2% SDS. Em seguida, foram lavadas com PBS
(NaCl 136,89mM; KCI 2,86mM;KH,PO4 1,47mM e Na,HPO,4 8,06mM) 2 vezes por 10
minutos e 2 vezes com TTBS. As membranas foram bloqueadas com 5% de BSA em
TTBS como descrito anteriormente e incubadas com anticorpo contra B-actina ou a-
tubulina por 2h. Em seguida, as membranas foram lavadas 3 vezes com TTBS e
incubadas com o anticorpo secundario por 2 horas e, apés a lavagem com TTBS,
foram reveladas. Novamente, a revelacdo foi feita através do kit de

quimioluminescéncia Immobilon.
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Tabela 1: Informacdes sobre os anticorpos utilizados no Western Blotting.

Proteinas-alvo Anticorpo primario Concentragao

a2-Na*,K*-ATPase Merck (AB9094) 1:1000
a3-Na*,K*-ATPase Santa Cruz (sc16052) 1:1000
TNFR2 Santa Cruz (sc7862) 1:500
p65 Santa Cruz (sc372) 1:1000
GFAP Cell Signaling (D1F4Q) 1:1000
TrkB Cell Signaling (80E3) 1:500
PERK Merck (05-797R) 1:1000
tERK Merck (05-1152) 1:1000
Bax Cell Signaling (27725) 1:500
Bcl-2 Cell Signaling (2876S) 1:500
SOD-1 Santa Cruz (sc8637) 1:1000
pAMPK Cell Signaling ( T172) 1:1000
tAMPK NovusBiologicals (NBP2-32746) 1:1000
B-actina Sigma (A5441) 1:5000
a-tubulina Santa Cruz (sc5286) 1:5000

4.8 Medida da concentracdo de TNF-a , IL-1B, IL-6, IL-10 e BDNF

As concentracdes de TNF (soro e hipocampo), IL-1B (soro e hipocampo) e IL-6
(soro) foram medidas por meio do ensaio de ELISA de acordo com as instru¢des do
fabricante (R&D Systems, Minneapolis, MN,EUA). O kit de BNDF (soro, hipocampo e
cortex) também foi realizado de acordo com as instru¢gdes do fabricante (Promega,
Madison, WI, EUA).O kit de Multiplex (Merck Millipore) foi realizado de acordo com as
instrugcdes do fabricante em amostras de cortex onde as citocinas analisadas foram:
TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-10.

As concentragdes das amostras foram calculadas a partir das curvas-padrao

obtidas com as respectivas proteinas recombinantes. No caso de proteinas no tecido, o
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valor encontrado apds o calculo a partir da curva-padréao foi dividido pela concentragéao

de proteina de cada amostra.

4.9 Analise comportamental
Figura 6: Delineamento experimental dos testes comportamentais.
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Um dia apds a injecéo de LPS ou salina, os animais foram submetidos ao ensaio de campo aberto e no
dia seguinte ao reconhecimento do local do objeto. A esquiva inibitéria ocorreu 72 horas depois do
tratamento e foi realizada durante dois dias onde foram avaliados os tempos de laténcia para cada
grupo. Depois de 24 horas apds a esquiva inibitéria, os animais foram eutanasiados. Os animais
utilizados para o comportamento séo diferentes dos animais utilizados para os ensaios bioquimicos.

4.9.1 Teste de atividade locomotora: Campo Aberto

O campo aberto consiste em uma arena com parede de polipropileno de formato
retangular, com 35 x 40 x 15. A atividade geral dos camundongos foi avaliada por meio
do sistema de captacao de imagens Anymaze (Stoelting, IL, EUA).

O usuario do sistema delimita de forma virtual uma area central e outra periférica
da arena. O Anymaze é capaz de captar a imagem, monitorar os movimentos e a
localizacdo do animal através um sistema de subtragdo, que consiste na geragao de

contraste entre a cor da pelagem do animal (preta) e o interior do campo aberto. Esse
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contraste permite distinguir o animal do aparato e, portanto, visualiza-lo como um
objeto em movimento.

Os animais foram colocados individualmente no centro da arena e observados
durante o periodo de 10 min. Foram registrados diversos parametros como a distancia
percorrida (total, na periferia e no centro), velocidade média, tempo em cada regiao da
arena (no centro e na periferia), tempo de freezing e episddios de freezing. Apos a
captura da imagem, o campo aberto foi limpo com uma solugao de alcool 5%, antes do
préximo animal a fim de evitar possiveis rastros de odor deixados pelo animal anterior.
O campo aberto foi realizado 24 horas depois do tratamento com salina ou LPS que

correspondem a segunda injegao.

4.9.2 Teste comportamental: Reconhecimento do local do objeto

Esse ensaio tem como objetivo avaliar a memoria espacial dependente do
hipocampo. O ensaio foi baseado no artigo de Fergunson e Sapolski (116) e avalia o
quanto animal explora o objeto que mudou de lugar. Na sala de experimentagao
existem pistas ambientais para que o animal perceba com mais facilidade que o objeto
foi trocado de lugar. Um dia depois do ensaio de campo aberto, os animais foram
colocados na mesma arena do campo aberto e expostos a dois objetos por 5 minutos.
Depois de 15 minutos, os animais foram colocados novamente na arena por 5 minutos,
porém, um dos objetos foi colocado em um novo local. O tempo em que os objetos

foram explorados foi observado entre o objeto fixo e o que foi movido.

4.9.3 Teste comportamental: Esquiva Inibitoria

Para avaliagcdo da memoria gerada por estimulo aversivo foi utilizado o método
de esquiva inibitéria. O equipamento de esquiva inibitéria (Insight, Sdo Paulo, Brasil)
consiste numa arena fechada que apresenta dois compartimentos de mesmo tamanho
que sao divididos por uma porta-guilhotina. Um dos compartimentos € iluminado (claro)
e o outro é escuro. Os animais foram colocados individualmente na parte iluminada da
gaiola e como 0s animais possuem uma aversao ao ambiente claro, apos a abertura da
porta, eles migram para o compartimento escuro. Estando completamente do lado

escuro, o animal recebeu um choque de 0,5 mA por 2 segundos, deflagrado pelas
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barras metalicas localizadas no chao desse compartimento. Foi medido o tempo de
laténcia, em segundos, para que 0s mesmos passassem para o0 compartimento escuro.

O tempo de laténcia maximo permitido para cada animal foi de 300 segundos.
Foi realizado um treino (30 segundos de porta fechada) e 24 horas depois um teste
para avaliagdo da memoria de longa duracao (10 segundos de porta fechada). O treino

foi realizado no dia seguinte ao reconhecimento do local do objeto.

4.10 Analise dos resultados

Os dados decorrentes de Western Blotting foram analisados quantitativamente
através da analise de densidade O6ptica utilizando sistema de detecgdao Syngene G:BOX
F3 Fluorescence Imaging System (Integrated Scientific Solutions, San Diego, CA, EUA)
e o Image J (NIH, EUA), considerando o resultado reprodutivel a partir de trés
replicagoes.

Os dados de ELISA e da atividade da NKA foram analisados através da analise das
absorbancias no espectrofotdmetro no comprimento de onda necessario e convertidos
de acordo com a curva-padrdo. Os dados bioquimicos e comportamentais receberam
tratamento estatistico pelo teste ANOVA de duas vias seguida do teste de Tukey, onde
as diferencas foram consideradas significantes para o valor p<0,05. Para o dado de
peso foi utilizado o teste t ndo pareado para a analise. A analise da distancia percorrida
pelo tempo foi analisada pelo teste ANOVA de trés vias seguida do teste de Tukey,

onde as diferengas foram consideradas significantes para o valor p<0,05.

5. RESULTADOS

5.1Padronizagdo da genotipagem e peso dos animais

Num primeiro momento, precisavamos aprender a trabalhar com os animais
TNFR1 KO (nocaute). Por isso, padronizamos a genotipagem dos animais
demonstrado na figura 7, onde a primeira banda corresponde ao animal nocaute

(TNFR1 KO) com 300 pares de base, a segunda ao heterozigoto com as duas bandas
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de 300 e 470 pares de base e na terceira o selvagem (WT) que apresenta 470 pares de
base.

Figura 7: Genotipagem dos animais homozigotos TNFR1 KO (HO), heterozigotos (HT)
e homozigoto selvagem (WT).
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As bandas de 470 pares de base correspondem aos animais WT, a banda de 300 pares de base
correspondem aos animais HO e as duas bandas juntas representam o animal HT.

Observamos que alguns animais das colénias eram bem menores em
comparagao com um animal C57BL6 comum, entdo, decidimos averiguar se haveria
alguma diferenca de peso entre os animais WT e TNFR1 KO. Porém, ndo foram
encontradas diferengas significativas entre os grupos, apesar de existir uma tendéncia
em um menor peso no grupo TNFR1 KO (Figura 8).

Figura 8: Peso dos animais WT e TNFR1 KO.
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Nao ocorreram diferengas significativas de peso entre os grupos WT e TNFR1 KO. Os resultados foram
expressos em média + erro padrao (n=29) e analisados com teste t ndo pareado.
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5.2Efeitos na atividade da NKA e na expresséo de isoformas

Dostanic et al. (117), mostraram que a injecao intraperitoneal de ouabaina na
dose de 300 pg/kg nado altera a pressao arterial, o que € um importante indicativo de
nao inibicdo da NKA, o que demonstra que podemos utilizar uma dose até esse valor.
Mesmo que a dose de 300 ug/kg seja uma dose segura para que a inibicdo da
atividade NKA nao ocorra, escolhemos a dose de 30 ug/kg para utilizar nos
experimentos, pois nos estudos anteriores com ratos usamos doses baixas de
ouabaina e queriamos garantir que nao ocorresse a inibigao da NKA.

Entretanto, resolvemos conferir se essa dose de ouabaina e se o proprio LPS
realmente ndo alteravam a atividade da NKA. Por isso, o primeiro ensaio que
realizamos foi o ensaio de atividade da NKA nos animais WT e TNFR1 KO (Figura 9).

Os animais WT e TNFR1 KO n&o mostraram nenhuma alteragdo na atividade
total em nenhum dos grupos e o0 mesmo aconteceu nas atividades das isoformas: a;-
NKA e a,3- NKA. Isso demonstra que a dose de ouabaina nao inibe a atividade da NKA
e que os efeitos da ouabaina sdo resultados apenas da ativacdo de cascatas de

sinalizagao.

Figura 9: Resultados obtidos no ensaio da atividade da Na*,K*-ATPase (total, 02 e a3,
a1) dos animais WT (A,.B e C) e TNFR1 KO (D, E e F) em amostras de hipocampo
tratados com ouabaina e LPS.
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Nao ocorreram diferencas significativas entre os tratamentos e nas diferentes isoformas da Na® K'-
ATPase. Sendo (A,D) a atividade total da Na’K'-ATPase, (B,E) corresponde a atividade das
subunidades a,3. - Na',K'-ATPase e (C,F) apenas a atividade da subunidade a;-Na* K'-ATPase. Os
resultados foram expressos em média + erro padrao em relagado a média das amostras do grupo controle
(salina+salina) (n=4) e analisados com o ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Tukey.

Mesmo nao ocorrendo alteragdes na atividade da NKA, fomos verificar se havia
alguma diferengca na expressao das isoformas a,-NKA e a3-NKA entre os grupos
tratados com ouabaina e LPS no animal WT e TNFR1 KO. Assim, o proximo passo foi
observar se havia uma diferenca na expressao dessas isoformas. A isoforma a,-NKA é
apenas expressa nas células da glia (Figura 10) e a a3-NKA é expressa em neurbnios
(Figura 11) no hipocampo. Porém, ndao houve diferenca na expressao de nenhuma das
isoformas (a2 —NKA e a3-NKA)entre os grupos tanto nos animais TNFR1 KO como no
WT.

Figura 10: Resultados obtidos para a expressdao de membrana da isoforma a,-

NKApresente em astrocitos no hipocampo de camundongos WT e TNFR1 KO tratados

com ouabaina e LPS.
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Nao houve alteragbes na expressao desta isoforma por nenhum tratamento nos animais WT e TNFR1
KO. Sendo (A) andlise densitométrica em relagdo a média das amostras do grupo controle e a
radiografia com bandas representativas dos tratamentos no grupo WT. Sendo (B) analise densitométrica
em relagdo a média das amostras do grupo controle e a radiografia com bandas representativas dos
tratamentos no grupo TNFR1 KO. Os resultados foram expressos em média + erro padrdo (n=8) e
analisados com o ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Tukey.

Figura 11: Resultados obtidos para a expressdao de membrana da isoforma as-
NKApresente em neurénios no hipocampo de camundongos WT e TNFR1 KO tratados
com ouabaina e LPS.
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Nao houve alteragbes na expressao desta isoforma por nenhum tratamento nos animais WT e TNFR1
KO. Sendo (A) andlise densitométrica em relagdo a média das amostras do grupo controle e a
radiografia com bandas representativas dos tratamentos no grupo WT. Sendo (B) analise densitométrica
em relagdo a média das amostras do grupo controle e a radiografia com bandas representativas dos
tratamentos no grupo TNFR1 KO. Os resultados foram expressos em média + erro padrdo (n=8) e
analisados com o ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Tukey.

5.3 Alteragbes na via do TNF

A falta do receptor TNFR1 poderia acarretar em mudancgas no receptor TNFR2,
por ser também um receptor de TNF, e seria uma forma de compensar a falta do outro
receptor. Um dado interessante € que a expressdo do TNFR2 ¢é induzida
diferentemente do TNFR1 que é constitutivo, entdo, fomos observar se haveria alguma
alteragdo na expressao de TNFR2 nos tratamentos nos grupos WT e TNFR1 KO
(Figura 12). Nos animais TNFR1 KO, ocorreu uma diminui¢gao na expressao do TNFR2
quando tratado com LPS independente do tratamento com ouabaina, o que demonstra
que provavelmente a falta do receptor TNFR1 também causa um problema no controle
da expressao do TNFR2 quando tratado com LPS, o que n&o ocorre com o grupo WT.
Outro fato interessante € que a ouabaina ndo consegue reverter este efeito, talvez
devido a falta do TNFR1.
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Figura 12: Resultados obtidos para a expressédo de membrana do TNFR2 presente no
hipocampo de camundongos WT e TNFR1 KO tratados com ouabaina e LPS.
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O tratamento com LPS independente do tratamento com a ouabaina diminui a expressao do receptor
TNFR2 apenas no grupo TNFR1 KO. Sendo (A) analise densitométrica em relagdo a média das
amostras do grupo controle e a radiografia com bandas representativas dos tratamentos no grupo WT.
Sendo (B) analise densitométrica em relagdao a média das amostras do grupo controle e a radiografia
com bandas representativas dos tratamentos no grupo TNFR1 KO (*p<0,05). Os resultados foram
expressos em média + erro padrao (n=7) e analisados com o ANOVA de duas vias seguido do teste de

Tukey.

Outro dado essencial para o projeto era entender como ficaria a liberagao de
TNF tanto no sistema periférico como no SNC. Entdo, medimos a resposta do TNF no
soro (Figura 13) e no hipocampo (Figura 14) pelo ensaio de ELISA. Em trabalhos
anteriores do laboratério (62), observamos que a resposta do TNF é diferenciada no
soro em comparagao com O hipocampo e queriamos ver se haveriam diferengas

também pela delecdo do TNFR1.

Nos grupos TNFR1 KO e WT, ha um aumento do TNF no soro nos grupos
tratados com o LPS independente do tratamento com a ouabaina. O tratamento com
ouabaina no soro nao alterou a liberagao do TNF no WT e TNFR1 KO pelo LPS o que
ja era esperado, pois o mesmo foi visto nos ratos Wistar em nosso trabalho publicado

anteriormente (62). Apenas no grupo TNFR1 KO, os grupos tratados com LPS ou
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ouabaina+LPS possuem diferengas individuais significativas com os grupos controle
(salinatsalina) e ouabaina (ouabaina + salina), embora o efeito do LPS independente
da ouabaina esteja presente em ambos os grupos. O interessante é que o LPS possui
um aumento muito superior do TNF no soro no grupo TNFR1 KO em comparagdo com

o grupo WT.

Figura 13: Resultados obtidos para a quantidade de TNF no soro de camundongos WT
e TNFR1 KO tratados com ouabaina e LPS.
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O tratamento com ouabaina no soro nao alterou a liberagdo do TNF tanto no WT como no TNFR1 KO.
Entretanto, o tratamento com LPS independente da ouabaina aumenta os niveis de TNF no grupo WT e
TNFR1 KO. No grupo TNFR1 KO, este efeito € mais pronunciado do que no grupo WT. Sendo (A)
andlise da absorbancia dos tratamentos no grupo WT. Sendo * o efeito do tratamento com LPS
independente do tratamento com ouabaina (*p<0,05). Sendo (B) analise da absorbancia dos tratamentos
no grupo TNFR1 KO. Sendo * o efeito do tratamento com LPS independente do tratamento com
ouabaina (*p<0,0001), a e b vs controle e ouabaina (p<0,0001). Os resultados foram expressos em
média + erro padrdo em pg/mL (n=4) e analisados com o ANOVA de duas vias seguido pelo teste de
Tukey.

Assim como no soro, os animais WT e TNFR1 KO se comportaram de forma
diferente no hipocampo. No animal WT, o tratamento com ouabaina diminuiu o TNF
independente do tratamento com LPS, mas o LPS nao apresentou nenhuma diferenca

com relagéo ao controle.

No grupo TNFR1 KO, o LPS possui um efeito no aumento de TNF no hipocampo
independente do tratamento com ouabaina. No grupo tratado com LPS ocorreu um
aumento de TNF em comparacado com o controle. Aparentemente, o efeito da ouabaina

visto nos animais WT é perdido no animal TNFR1 KO, mostrando que pode existir uma
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relacao entre o TNFR1 e a ouabaina.

Figura14: Resultados obtidos para a quantidade de TNF no hipocampo de
camundongos WT e TNFR1 KO tratados com ouabaina e LPS.
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Sendo (A) analise da absorbancia dos tratamentos no grupo WT. Sendo (B) analise da absorbancia dos
tratamentos no grupo TNFR1 KO. O tratamento com ouabaina no hipocampo apenas no grupo WT
diminuiu a liberacdo do TNF independentemente do tratamento com LPS (*p<0,05). Porém, no grupo
TNFR1 KO, o LPS aumentou a liberagdo de TNF independente do tratamento com a ouabaina (*p<0,01).
O grupo LPS é diferente em comparagao ao controle (a p<0,05 vs. controle) e essa ativagdo nao foi
revertida pela ouabaina. Os resultados foram expressos em média + erro padrao em pg/ug (n=3) e
analisados com o ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Tukey.

5.4 Alteragbes em outras citocinas pro-inflamatoérias

Como ocorreram mudancgas no perfil de resposta do TNF aos tratamentos entre
os animais WT e TNFR1 KO. Resolvemos avaliar outra citocina inflamatéria para
observar se 0 mesmo comportamento iria se repetir. Escolhemos o IL-1[3, pois ele tem
uma relagao importante com o LPS e o TNF, mas também necessita da ativacédo da via
do inflamassoma para ser liberado. O mesmo foi medido pelo kit de ELISA para
amostras de soro (Figura 15) e de hipocampo (Figura 16).

Assim como no TNF, as respostas relacionadas ao IL-1Bcentrais e periféricas
sao diferenciadas. No caso do soro, os animais WT nao apresentaram nenhuma
diferengca entre os grupos, o que pode mostrar as diferengcas temporais de liberagcao
entre o TNF e IL-18. Nos animais TNFR1 KO, ha uma diminuicdo do IL-1B pela

ouabaina independente do tratamento com LPS.
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Figura 15: Resultados obtidos para a liberagao de IL-18 no soro de camundongos WT e
TNFR1 KO tratados com ouabaina e LPS.
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Sendo (A) analise da absorbancia dos tratamentos no grupo WT. Sendo (B) analise da absorbancia dos
tratamentos no grupo TNFR1 KO. No grupo WT, nao houve alteragédo entre os grupos. Porém, no grupo
TNFR1 KO ha um efeito geral da ouabaina independente do tratamento com LPS, onde ha uma
diminuigcao dos niveis de IL-1B3. Sendo *(p<0,05). Os resultados foram expressos em média + erro padrao
em pg/mL (n=3) e analisados com o ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Tukey.

No hipocampo, o grupo WT apresenta um aumento do IL-1B nos grupos
ouabaina e LPS e também existe uma interagao entre a ouabaina e o LPS, mostrando
o efeito protetor da ouabaina (Figura 16). O que € interessante é que a falta do TNFR1
inviabiliza a resposta da ouabaina e do LPS na liberagao do IL-1B e nao ha diferencgas

entre os grupos.

Figura 16: Resultados obtidos para a liberagdo de IL-1 no hipocampo de
camundongos WT e TNFR1 KO tratados com ouabaina e LPS.
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Sendo (A) analise da absorbancia dos tratamentos no grupo WT. Sendo (B) analise da absorbancia dos
tratamentos no grupo TNFR1 KO. No grupo WT, os grupos ouabaina e LPS aumentam a liberagao de IL-
18 em comparagao com o grupo controle. Também ha uma interagdo entre a ouabaina e o LPS. Sendo
a,b vs controle (p<0,05) e *(p<0,01)corresponde a interagdo entre a ouabaina e o LPS. Nenhum
tratamento alterou a liberagdo de IL-1B nos animais TNFR1 KO. Os resultados foram expressos em
média * erro padréao em pg/ug (n=3) e analisados com o ANOVA de duas vias seguido do teste de
Tukey.

Medimos também os niveis da citocina IL-6 no soro dos animais para observar
se ha o mesmo comportamento do TNF e do IL-1B8 com relagado a resposta da ouabaina
e do LPS entre TNFR1 KO e WT (Figura 17). A ouabaina nao reverteu o aumento da
liberagdo de IL-6 no soro causada pelo LPS tanto no grupo WT quanto no TNFR1 KO,
0 que € um comportamento parecido com a liberagao de TNF no soro.

No grupo WT, ocorreu uma interagao entre a ouabaina e o LPS, mostrando que
a ouabaina potencializou o efeito do LPS. O interessante € que ao mesmo tempo a
ouabaina sozinha também possui um efeito, apesar de nao apresentar diferenca com o
grupo controle. No grupo TNFR1 KO nao ocorreu a potencializagdo da ouabaina, o que
pode ser um efeito que necessita do receptor TNFR1 para que ocorra, como

demonstrado em outro trabalho (117).

Figura 17: Resultados obtidos para a liberagdo de IL-6 no soro de camundongos WT e
TNFR1 KO tratados com ouabaina e LPS.
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Sendo (A) analise da absorbancia dos tratamentos no grupo WT. Ha um efeito geral do LPS
independentemente do tratamento com ouabaina (*p<0,0001) e uma interagédo entre a ouabaina e LPS
(p<0,05). Os grupos LPS e ouabaina+LPS aumentam a liberagdo de IL-6 em comparagdao com o grupo
controle e ouabaina. Sendo a vs controle, ouabaina e ouabaina +LPS (p<0,01), b vs controle, ouabaina
e LPS. Sendo (B) analise da absorbéancia dos tratamentos no grupo TNFR1 KO. Ha um efeito geral do
LPS independentemente do tratamento com ouabaina (*p<0,0001). Os grupos LPS e ouabaina+LPS
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aumentam a liberagao de IL-6 em comparagao com o grupo controle e ouabaina. Sendo a,b vs controle e
ouabaina (p<0,001). Os resultados foram expressos em média + erro padrdao em pg/mL (n=4) e
analisados com o ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Tukey.

5.5 Resposta dos astrocitos e ativagdo do NF-kB

O LPS alterou a liberagao de IL-1p e TNF no hipocampo. Entdo, resolvemos
observar se existiam alteracbes na expressdo de p65 ou RelA (Figura 18), uma
subunidade do NF-kB, no citoplasma e na expressdao de GFAP (Figura 19), um
marcador importante na ativagao astrocitaria.

A expressao do p65 no citoplasma sé diminuiu no grupo WT quando ocorreu a
interacdo entre ouabaina e LPS, o que demonstra que possivelmente a combinagao
dos dois gerou um provavel aumento na translocagao do p65 para o nucleo. O grupo

TNFR1 KO né&o apresentou nenhuma diferenca significativa entre os tratamentos.

Figura 18: Resultados obtidos para a expressdo de p65 (RelA) citoplasmatico no
hipocampo de camundongos WT e TNFR1 KO tratados com ouabaina e LPS.
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Ha uma interagdo entre o tratamento com ouabaina e LPS que ocasiona a diminuicdo da expressao de
p65 no citoplasma. Sendo (A) analise densitométrica em relagdo a média das amostras do grupo
controle e a radiografia com bandas representativas dos tratamentos no grupo WT e *p<0,05 (interagao
ente LPS e ouabaina). Sendo (B) analise densitométrica em relagdo a média das amostras do grupo
controle e a radiografia com bandas representativas dos tratamentos no grupo TNFR1 KO. Os resultados
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foram expressos em média + erro padrao (n=4 para WT e n=3 para TNFR1 KO) e analisados com o
ANOVA de uma via seguido do teste de Tukey.

A expressdo do GFAP nao apresentou diferencas entre os tratamentos e os
gendtipos (Figura 19) o que representa que a ativagao astrocitaria no hipocampo como
um todo nao foi alterada. Porém, existe a possibilidade de apenas alguma regido do
hipocampo ter sido mais afetada que as outras e mesmo assim o efeito ter sido

camuflado pelas outras regiodes.

Figura 19: Resultados obtidos para a expressdao de GFAP no hipocampo de
camundongos WT e TNFR1 KO tratados com ouabaina e LPS.
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Nao ha nenhuma diferenga significativa na expressao de GFAP no hipocampo entre os tratamentos ou
entre a linhagem. Sendo (A) analise densitométrica em relagao a média das amostras do grupo controle
e a radiografia com bandas representativas dos tratamentos no grupo WT. Sendo (B) analise
densitométrica em relagdo a média das amostras do grupo controle e a radiografia com bandas
representativas dos tratamentos no grupo TNFR1 KO. Os resultados foram expressos em média * erro
padrdao(n=4) e analisados com o ANOVA de uma via seguido do teste de Tukey.
5.6 Envolvimento da via TrkB/BDNF

O BDNF é um importante fator de crescimento no SNC. Existem alguns
trabalhos que mostram a relagdo entre TNF e BDNF (118,119). Logo, seria relevante
avaliar os niveis de BDNF no soro (Figura 20) e no hipocampo (Figura 21) frente ao

LPS e a ouabaina. No soro, ndo apareceram diferencas significativas entre os
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tratamentos, embora o comportamento do BDNF seja visivelmente diferente entre WT e

TNFR1 KO o que pode ser resultado de um numero baixo de amostras por grupo (n=3).

Figura 20: Resultados obtidos para os niveis de BDNF no soro de camundongos WT e
TNFR1 KO tratados com ouabaina e LPS.
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Nenhum dos grupos apresentou diferengas nos niveis de BDNF no soro. Sendo (A) analise da
absorbancia dos tratamentos no grupo WT. Sendo (B) analise da absorbancia dos tratamentos no grupo
TNFR1 KO. Os resultados foram expressos em média + erro padrao em pg/mL (n=3) e analisados com o
ANOVA de duas vias.

Estudos anteriores do laboratério em hipocampo de ratos Wistar mostraram que
a ouabaina e o LPS diminuem a expressdo de BDNF, porém, quando os dois séo
administrados juntos, os niveis de BDNF voltam aos niveis do grupo controle. Embora
0 mesmo nao tenha ocorrido nos hipocampo dos camundongos WT, os animais TNFR1
KO apresentaram um aumento nos niveis de BDNF no tratamento com LPS
independente da administracdo da ouabaina (Figura 21) o que fortalece a ideia que

existe um interacao entre a liberagao de BDNF e o receptor de TNFR1 (120).

Figura 21: Resultados obtidos para os niveis de BDNF no hipocampo de camundongos
WT e TNFR1 KO tratados com ouabaina e LPS.
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No grupo WT, nao ha diferengas entre os grupos € nos camundongos TNFR1 KO, os grupos tratados
com LPS apresentam um aumento do BDNF independente do tratamento com ouabaina (*p<0,05).
Sendo (A) analise da absorbancia dos tratamentos no grupo WT. Sendo (B) analise da absorbancia dos
tratamentos no grupo TNFR1 KO. Os resultados foram expressos em média + erro padrao em pg/ug
(n=4) e analisados com o0 ANOVA de duas vias seguido do teste de Tukey.

Como ocorreram alteragdes nos niveis de BDNF no hipocampo, resolvemos
explorar se haveria diferencas importantes no receptor de BDNF, o TrkB (Figura 18).
Apesar do aumento de BDNF no grupo TNFR1 KO quando tratado com LPS
(independente do tratamento com ouabaina), nao ha alteragcdo na expressao no TrkB.
Porém, o grupo WT mostra alteracdo quando tratado com LPS independente do
tratamento com ouabaina e também ha uma diferenga do grupo LPS com o grupo

controle (salina+salina).
O fato do aumento da expressao de TrkB ser modulada pelo LPS ter ocorrido

apenas no grupo WT demonstra que a via do BDNF de certa forma pode estar
desregulada no TNFR1 KO, o que pode ser o motivo do aumento de BDNF encontrado

nos animais tratados com o LPS (Figura 22).

Figura 22: Resultados obtidos para a expressao de TrkB na membrana no hipocampo

de camundongos WT e TNFR1 KO tratados com ouabaina e LPS.
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Os animais WT apresentaram um aumento na expressao do receptor TrkB quando tratados com LPS
independente do tratamento com a ouabaina e o grupo LPS é diferente do grupo controle. O grupo
TNFR1 KO né&o apresentou diferengas entre os tratamentos. Sendo (A) analise densitométrica em
relagdo a média das amostras do grupo controle e a radiografia com bandas representativas dos
tratamentos no grupo WT, onde a vs. controle (salina+salina) (p<0,05) e *p<0,05. Sendo (B) analise
densitométrica em relagdo a média das amostras do grupo controle e a radiografia com bandas
representativas dos tratamentos no grupo TNFR1 KO. Os resultados foram expressos em média * erro
padrao (n=3) e analisados com o ANOVA de uma via seguido do teste de Tukey.

5.7 Vias de sobrevivéncia celular

Estudos na literatura demonstram que a ouabaina € capaz de ativar a via da
ERK e que o LPS também pode atuar na mesma via. Entretanto, a fosforilagdo da ERK
pela ouabaina em células ocorre de forma bem rapida (15 minutos). No projeto anterior
do grupo, mostramos que o LPS aumentava a fosforilagdo de ERK (pERK) em uma
cultura de células da glia ap6s 1 hora. Porém, no modelo atual em camundongos nao
foi observada nenhuma alteragao independente do gendtipo (Figura23), o que pode ser
decorrente de um tempo diferente de tratamento, por ser uma via de administragcédo

intraperitoneal ou devido a variacao entre as amostras (121).

Figura 23: Resultados obtidos para a expressdo da relagcdo de pERK e tERK no
hipocampo de camundongos WT e TNFR1 KO tratados com ouabaina e LPS.
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Em nenhum dos grupos, a relagédo entre a ERK fosforilada e total foi alterada pelos tratamentos com
ouabaina e LPS. Sendo (A) analise densitométrica em relagdo a média das amostras do grupo controle e
a radiografia com bandas representativas dos tratamentos no grupo WT. Sendo (B) analise
densitométrica em relagdo a média das amostras do grupo controle e a radiografia com bandas
representativas dos tratamentos no grupo TNFR1 KO. Os resultados foram expressos em média * erro
padrao (n=3) e analisados com o ANOVA de uma via seguido do teste de Tukey.

A ouabaina possui um efeito anti-apoptético que foi descrito por diversos grupos
e pelo nosso proprio laboratério (27,30,31,41,61) onde a ouabaina diminuiu a relagéao
Bax/Bcl-2 que estava aumentada pelo LPS. Observamos a expressao de Bcl-2 (Figura
24), Bax (Figura 25) e da razédo do Bcl-2/Bax (Figura 26). Entretanto, nao ocorreram
alteragdes na expressdao de Bcl-2, Bax e na razdo do Bcl-2/Bax em nenhum dos

grupos.

Figura 24: Resultados obtidos para a expressao do Bcl-2 no hipocampo de

camundongos WT e TNFR1 KO tratados com ouabaina e LPS.
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Nenhum dos grupos apresentou diferengas na expressao do Bcl-2 no hipocampo. Sendo (A) analise
densitométrica em relagdo a média das amostras do grupo controle e a radiografia com bandas
representativas dos tratamentos no grupo WT. Sendo (B) analise densitométrica em relagdo a média das
amostras do grupo controle e a radiografia com bandas representativas dos tratamentos no grupo
TNFR1 KO. Os resultados foram expressos em média £ erro padrdao (n=4) e analisados com o ANOVA
de duas vias seguido do teste de Tukey.

Figura 25: Resultados obtidos para a expressdo do Bax no hipocampo de

camundongos WT e TNFR1 KO tratados com ouabaina e LPS.
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Nenhum dos grupos apresentou diferengas na expressao do Bax no hipocampo. Sendo (A) analise
densitométrica em relagdo a média das amostras do grupo controle e a radiografia com bandas
representativas dos tratamentos no grupo WT. Sendo (B) analise densitométrica em relagdo a média das
amostras do grupo controle e a radiografia com bandas representativas dos tratamentos no grupo
TNFR1 KO. Os resultados foram expressos em média £ erro padrdao (n=4) e analisados com o ANOVA
de duas vias seguido do teste de Tukey.

Figura 26: Resultados obtidos para a razdo entre Bcl-2 e Bax no hipocampo de

camundongos WT e TNFR1 KO tratados com ouabaina e LPS.
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Nenhum dos grupos apresentou diferengas da razao entre Bcl-2 e Bax no hipocampo. Sendo (A) analise
densitométrica em relagcdo a média das amostras do grupo controle dos tratamentos no grupo WT.
Sendo (B) analise densitométrica em relagdo a média das amostras do grupo controle dos tratamentos
no grupo TNFR1 KO. Os resultados foram expressos em média % erro padrdo (n=4) e analisados com o
ANOVA de duas vias seguido do teste de Tukey.

5.8 Estresse oxidativo

Resolvemos explorar se havia alguma alteragdo na expressdo da enzima
superoxido dismutase -1 (SOD-1) (Figura 27), pois a ouabaina pode levar a ativagao de
especies reativas de oxigénio. Apenas no grupo WT ocorreu uma interacdo entre a
ouabaina e o LPS que é perdida nos animais TNFR1 KO onde n&o foram encontradas

diferengas entre os grupos.

Figura 27: Resultados obtidos para a expressao de SOD-1 no hipocampo de

camundongos WT e TNFR1 KO tratados com ouabaina e LPS.
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Ha uma interagao entre a ouabaina e LPS no grupo WT levando ao aumento da expressdo de SOD-1.
Entretanto o grupo TNFR1 KO n&o apresenta nenhuma diferenga entre os tratamentos. Sendo (A)
analise densitométrica em relagdo a média das amostras do grupo controle e a radiografia com bandas
representativas dos tratamentos no grupo WT e *p<0,05 (interagdo ente LPS e ouabaina). Sendo (B)
analise densitométrica em relagdo a média das amostras do grupo controle e a radiografia com bandas
representativas dos tratamentos no grupo TNFR1 KO. Os resultados foram expressos em média * erro
padrao (n=4) e analisados com o ANOVA de duas vias seguido do teste de Tukey.

5.9 Autofagia

Outro ponto que resolvemos observar é a fosforilacdo do AMPK (Figura 28)
devido a importancia da NKA no metabolismo. Porém, a falta do receptor TNFR1 n&o

alterou de forma significativa a fosforilagdo do AMPK, assim como os tratamentos com

LPS e ouabaina.

Figura 28: Resultados obtidos para a fosforilacgo do AMPK no hipocampo de

camundongos WT e TNFR1 KO tratados com ouabaina e LPS.
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Nenhum dos grupos apresentou diferengas na fosforilagdo do AMPK no hipocampo. Sendo (A) analise
densitométrica em relagdo a média das amostras do grupo controle e a radiografia com bandas
representativas dos tratamentos no grupo WT. Sendo (B) analise densitométrica em relagdo a média das
amostras do grupo controle e a radiografia com bandas representativas dos tratamentos no grupo
TNFR1 KO. Os resultados foram expressos em média £ erro padrdao (n=4) e analisados com o ANOVA
de duas vias seguido do teste de Tukey.

5.10 Citocinas e BDNF no cortex

Resolvemos explorar se algumas respostas de citocinas e do BDNF ao LPS e a
ouabaina encontradas no hipocampo eram parecidas com as respostas no cortex para

os grupos WT e TNFR1 KO.
Na Figura 29, no grupo WT ha um efeito geral do LPS independente do

tratamento com ouabaina, aumentando os niveis de BDNF e o mesmo ndo ocorreu no
grupo TNFR1 KO. Contudo, ¢é interessante notar que no hipocampo o resultado foi o
mesmo porém no grupo TNFR1 KO ao invés do grupo WT. Isso mostra como ha

diferengas importantes entre as regides cerebrais a um mesmo estimulo.

Figura 29: Resultados obtidos para os niveis de BDNF no cortex de camundongos WT

e TNFR1 KO tratados com ouabaina e LPS.
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Os camundongos WT apresentam um aumento do BDNF nos grupos tratados com LPS independente do
tratamento com ouabaina e o grupo ouabaina +LPS ¢ diferente do grupo ouabaina. No grupo TNFR1
KO, nao ha diferengas entre os grupos Sendo (A) analise da absorbancia dos tratamentos no grupo WT,
a vs. ouabaina (p<0,05) e *(p<0,05). Sendo (B) analise da absorbancia dos tratamentos no grupo TNFR1
KO. Os resultados foram expressos em média + erro padrao em pg/ug (n=4) e analisados com o ANOVA
de duas vias seguido do teste de Tukey.

Um kit Multiplex foi realizado para as citocinas TNF, IL-18, IL-6 e IL-10 (Figura
30) com as amostras de cortex. Neste ensaio houve bastante variagdo entre as
amostras e apenas a citocina IL-6 apresentou diferencas estatisticas entre os grupos.
Com relacao as outras citocinas, apenas o IL-1p apresentou niveis compativeis com a
literatura (122), enquanto o TNF e o IL-10 apresentaram niveis muito baixos de
citocinas que parecem ser um problema no ensaio.

O efeito do LPS no aumento de IL-6 independente do tratamento com ouabaina
foi encontrado nos grupos WT e TNFR1 KO. No grupo WT ainda ha a interacéo entre a
ouabaina e o LPS e o tratamento ouabaina+LPS & diferente de todos os outros
tratamentos, mostrando um efeito da ouabaina no aumento de IL-6 quando em

combinagao com o LPS o que é perdido com a falta do receptor TNFR1.

Figura 30: Resultados obtidos para os niveis de TNF, IL-183, IL-6 e IL-10 no cortex de
camundongos WT e TNFR1 KO tratados com ouabaina e LPS pelo kit Multiplex.
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Apenas a citocina IL-6 (E e F) apresentou diferengas estatisticas. No grupo WT ha um aumento em IL-6
apo6s o tratamento com LPS independentemente do tratamento com ouabaina e ha uma interagéo entre
a ouabaina e o LPS. No grupo TNFR1 KO, ha também um aumento de IL-6 no tratamento com o LPS
independente do tratamento com LPS, mas nao ha interagdo com a ouabaina. Sendo (A) analise da
absorbancia de TNF dos tratamentos no grupo WT. Sendo (B) analise da absorbancia de TNF dos
tratamentos no grupo TNFR1 KO. Sendo (C) analise da absorbancia de IL-1B dos tratamentos no grupo
WT. Sendo (D) analise da absorbancia de IL-13 dos tratamentos no grupo TNFR1 KO. Sendo (E) analise
da absorbancia de IL-6 dos tratamentos no grupo WT, onde a vs controle, ouabaina e LPS (p<0,05),
*(p<0,01) e a interagao (p<0,05). Sendo (F) analise da absorbancia de IL-6 dos tratamentos no grupo
TNFR1 KO. Sendo (G) analise da absorbancia de IL-10 dos tratamentos no grupo WT. Sendo (H) analise
da absorbancia de IL-10 dos tratamentos no grupo TNFR1 KO. Os resultados foram expressos em média
* erro padrao em pg/ug (n=4) e analisados com o ANOVA de duas vias seguido do teste de Tukey.

5.11 Testes comportamentais

Alguns testes comportamentais e de locomogao foram realizados para entender
melhor os dados bioquimicos e avaliar se ocorreram mudangas funcionais nos animais
apos os tratamentos. O primeiro teste realizado foi o campo aberto e o primeiro
parametro analisado foi a distancia percorrida com relagdo ao tempo em periodos de
100 segundos (Figura 31).

Apos a analise do ANOVA de trés vias, foi observado que no grupo WT ha um
efeito geral da ouabaina independente do LPS e o mesmo ocorre com o LPS. O
tratamento com ouabaina aumenta a distancia percorrida e o tratamento com LPS
diminui a distadncia percorrida durante todo o tempo do teste (600 segundos),
mostrando um perfil exploratério dos animais tratados com ouabaina.

O interessante € que o aumento da distancia induzido pela ouabaina nao foi
observado no grupo TNFR1 KO, o que demonstra que € necessario o receptor TNFR1
para que o aumento da distancia percorrida pela ouabaina ocorra. Entretanto, a
diminui¢cao da distancia do LPS foi também vista no grupo TNFR1 KO.

Como esperado, em ambos o0s grupos ha uma diminuicdo da distancia
percorrida de acordo com o tempo. As outras analises foram feitas no periodo de
adaptacao(de 0 a 300 segundos), porque depois deste tempo a distancia percorrida se

estabiliza e os animais perdem o interesse em explorar o ambiente.

Figura 31: Distancia percorrida em metros para os animais WT e TNFR1 KO no ensaio
de campo aberto em relagéo ao tempo.
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No grupo WT ha um efeito geral da ouabaina (p<0,001) independente do LPS e um efeito geral do LPS
(p<0,05) independente da ouabaina. O tratamento com ouabaina aumenta a distancia percorrida e o
tratamento com LPS diminui a distancia percorrida durante todo o tempo do teste (600 segundos). No
grupo TNFR1 KO, apenas o tratamento com LPS possui um efeito geral independente do tratamento
com a ouabaina (p<0,0001). Ambos os grupos apresentam um efeito do tempo em que quando maior o
tempo , menor a distancia percorrida (p<0,001) independente de qualquer tratamento. Sendo (A)
tratamentos no grupo WT e (B) tratamentos no grupo TNFR1 KO. Os resultados foram expressos em
média + erro padrdo da média em metros(n=9 para WT e n=12 para TNFR1 KO) e analisados com o
ANOVA de trés vias seguido do teste de Tukey.

Além da distancia total percorrida € importante observar como o animal se
locomove no centro e na periferia da arena, pois pode ser um indicativo importante de
ansiedade (Figura 32). Como esperado, os animais andam mais na regido da periferia
da arena em comparagao com o centro, porém o grupo TNFR1 KO apresenta uma
diminuigdo da distancia percorrida no tratamento com ouabaina independente do
tratamento com LPS e do LPS independente do tratamento com ouabaina na regido da
periferia. Entretanto, ndo apareceram diferengas entre os grupos e tratamento na

distancia total e no centro percorrida.

Figura 32: Distancia percorrida total, no centro e na periferia para os animais WT e
TNFR1 KO no ensaio de campo aberto durante os 300 segundos iniciais.
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Nao ha diferencgas entre os tratamentos para a distancia total e no centro percorrida em 300 segundos de
teste. Ha diferencas apenas no grupo TNFR1 KO para a distadncia percorrida na periferia onde a
ouabaina (*p<0,05) diminui a distancia percorrida na periferia independente do LPS e o LPS (**p<0,05)
também diminui a distancia percorrida na periferia independente da ouabaina. Na comparagao entre
cada tratamento, ha uma diferenga entre o tratamento ouabaina+LPS e o grupo controle. Sendo (A e B)
a distancia total percorrida nos grupos WT e TNFR1 KO, respectivamente. Sendo (C e D) a distancia
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percorrida no centro nos grupos WT e TNFR1 KO, respectivamente. Sendo (E e F) a distancia percorrida
na periferia nos grupos WT e TNFR1 KO, respectivamente onde ha um efeito geral da ouabaina e do
LPS (p<0,05) na diminui¢gdo da distancia percorrida e a vs controle. Os resultados foram expressos em
média + erro padrao da média em metros para a distancia percorrida e em centimetros para as
distancias no centro e na periferia (n=9 para WT e n=12 para TNFR1 KO) e analisados com o ANOVA de
duas vias seguido do teste de Tukey.

Outro parametro essencial para observar as diferengas de locomogao entre os
grupos e os tratamentos € a velocidade média (Figura 33). No grupo TNFR1 KO, foi
observada uma diminuicdo da velocidade média pelo LPS independente do tratamento
com a ouabaina, o que explica a menor distancia percorrida na periferia no tratamento
com LPS o que também demonstra que a falta do receptor leva a respostas
diferenciadas na locomogao. O interessante € que o grupo WT n&o apresenta

diferengas na velocidade média em nenhum dos tratamentos.

Figura 33: Velocidade média para os animais WT e TNFR1 KO no ensaio de campo
aberto durante os 300 segundos iniciais.
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A velocidade média no grupo TNFR1 KO foi diminuida pelo LPS independente do tratamento com a
ouabaina (*p<0,05). Sendo (A) tratamentos no grupo WT e (B) tratamentos no grupo TNFR1 KO. Os
resultados foram expressos em média + erro padrao da média em metros por segundo (n=9 para WT e
n=12 para TNFR1 KO) e analisados com o ANOVA de duas vias seguido do teste de Tukey.

Os tempos dos animais no centro e na periferia foram também analisados
(Figura 34). Os animais ficam mais tempo no centro em comparagdo com o tempo na
periferia. Entretanto, no grupo TNFR1 KO, o tratamento com LPS diminui o tempo no

centro independente do tratamento com ouabaina, o que corrobora os dados de
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diminuicao da distancia percorrida e a menor velocidade média pelo LPS no mesmo
grupo. Este mesmo efeito do LPS n&o foi encontrado no grupo WT e no tempo na

periferia para ambos os grupos.

Figura 34: Tempo no centro e na periferia para os animais WT e TNFR1 KO no ensaio
de campo aberto durante os 300 segundos iniciais.
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Apenas os animais do grupo TNFR1 KO apresentaram menor tempo no centro do campo aberto quando
tratados com LPS o que nao foi revertido com a ouabaina. Sendo (A e B) o tempo no centro em
segundos nos grupos WT e TNFR1 KO, respectivamente, onde o LPS diminuiu o tempo no centro
independente do tratamento com ouabaina (*p<0,05). Sendo (C e D) o tempo na periferia em segundos
nos grupos WT e TNFR1 KO, respectivamente. Os resultados foram expressos em média * erro padrao
da média em segundos (n=9 para WT e n=12 para TNFR1 KO) e analisados com o0 ANOVA de duas vias
seguido do teste de Tukey.

Outro comportamento importante que deve ser avaliado no ensaio de campo
aberto é o freezing. Os episddios e o tempo total de freezing foram avaliados (Figura

35), mas em nenhum grupo foram encontradas diferengas entre os tratamentos. O
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tempo de freezing no centro apresentou uma diminui¢do no grupo TNFR1 KO quando
os animais eram tratados com LPS independente do tratamento com ouabaina. Este
resultado corrobora o dado anterior onde o tempo no centro dos animais TNFR1KO
tratados com LPS é menor. Entdo, este menor tempo de freezing provavelmente é
resultado de um menor tempo no centro. O tempo de freezing na periferia € menor do
que no centro independente do grupo e nenhuma diferenga significativa entre os

grupos foi encontrada (Figura 35).

Figura 35: Episddios e tempo (total, no centro e na periferia) para os animais WT e
TNFR1 KO no ensaio de campo aberto durante os 300 segundos iniciais.
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episédios de freezing no centro sdo menores no grupo TNFR1 KO quando tratados com LPS. Sendo (A
e B) os episodios de freezing nos grupos WT e TNFR1 KO, respectivamente. Sendo (C e D) o tempo de
freezing total nos grupos WT e TNFR1 KO, respectivamente. Sendo (E e F) o tempo de freezing no
centro nos grupos WT e TNFR1 KO, respectivamente, onde ha um efeito geral do LPS (*p<0,05) na
diminuicdo do tempo de freezing no centro. Sendo (G e H) o tempo de freezing na periferia nos grupos
WT e TNFR1 KO, respectivamente. Os resultados foram expressos em média + erro padrao da média
em segundos e episddios (n=9 para WT e n=12 para TNFR1 KO) e analisados com o ANOVA de duas
vias seguido do teste de Tukey.

Na Figura 36, temos os dados obtidos das diferengas basais entre as linhagens
(WT e TNFR1 KO) com relacdo ao centro e a periferia. Para tal, os dados sobre
distancia percorrida, o tempo de permanéncia em cada regiao e o tempo de freezing do
grupo controle para WT e TNFR1 KO foram plotados de acordo com o centro e a
periferia.

Como observado anteriormente (123), nao ha diferengas basais nos parametros
apresentados entre o grupo WT e TNFR1 KO. Porém, ambos apresentam um tempo
maior no centro do que na periferia e ainda assim a distancia percorrida € maior na
periferia. Isso pode ser explicado pelo fato de um maior aumento do tempo de freezing

no centro em comparagao com a periferia.

Figura 36: Distancia percorrida, tempo e tempo de freezing no centro e na periferia de
para os animais WT e TNFR1 KO no ensaio de campo aberto durante os 300 segundos
iniciais.
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Os animais apresentam um aumento na distancia percorrida na periferia em comparagdo com o centro
independente da linhagem. Os animais ficam menos tempo na periferia em comparagdo com o centro, o
que também é independente da linhagem, enquanto ha um maior tempo de freezing no centro em
comparagao com a periferia e € um efeito que independe da linhagem. Sendo (A) a distancia percorrida
em cada area da arena, (B) o tempo em cada area da arena e (C) tempo de freezing em cada area da
arena(* p<0,0001). Os resultados foram expressos em média + erro padrdao da média em centimetros
para a distdncias e em segundos para os tempos (n=9 para WT e n=12 para TNFR1 KO) e analisados
com o ANOVA de duas vias seguido do teste de Tukey.
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O reconhecimento do local do objeto (Figura 37) foi escolhido para ver se os
tratamentos e o gendtipo eram capazes de influenciar a memoria espacial dos animais.
Ao comparar o tempo de exploragédo do objeto fixo com o objeto mével no momento do
teste de reconhecimento, ndo houve nenhuma diferenca entre os tratamentos e o
gendtipo. Porém, observamos que os animais nao apresentam um grande interesse

pelos objetos e por isso nenhuma diferenga entre eles foi observada.

Figura 37:Tempo de interagdo com o objeto movel e fixo para os animais WT e TNFR1
KO no ensaio de reconhecimento do local do objeto durante 5 minutos.
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Nao ha diferengas entre a interacdo dos objetos fixo e movel tanto nos grupos quanto nos tratamentos.
Sendo (A) tratamentos no grupo WT e (B) tratamentos no grupo TNFR1 KO. Os resultados foram
expressos em média + erro padrdo da média em segundos (n=8 para WT e n=11 para TNFR1 KO) e
analisados com o ANOVA de duas vias seguido do teste de Tukey.

No ensaio de esquiva inibitéria (Figura 38), os animais controle e ouabaina+LPS
no grupo TNFR1 KO, apresentaram um aumento no tempo de laténcia no segundo dia
em comparagao com o primeiro, o que demonstra que os animais lembraram que no
lado escuro haveria o choque e o mesmo aconteceu com os animais OUA WT,
mostrando que a ouabaina é capaz de melhorar o desempenho dos animais WT. O
mesmo efeito somente com o tratamento com a ouabaina nao é visto no grupo TNFR1
KO, o que mostra a necessidade do parcial do receptor TNFR1 para as ag¢des da
ouabaina.

Entretanto, era esperado um aumento no tempo de laténcia dos animais controle
WT, mas existe uma tendéncia do aumento do tempo de laténcia neste tratamento no

segundo dia. Outro dado interessante € que nenhum dos animais chegaram no tempo
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limite de laténcia de 300 segundos, 0 que pode ser um indicativo de que o choque

talvez ndo tenha sido exatamente na mesma intensidade que a descrita no

equipamento de 0,5mA ou esta linhagem € mais resistente ao choque.

Figura 38:Tempo de laténcia para os animais WT e TNFR1 KO no ensaio de esquiva

inibitoria.
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No grupo WT, os animais tratados com a ouabaina apresentam um maior tempo de laténcia no segundo
dia de ensaio (*p<0,01 OUA dia 1 vs. dia 2) em comparagao com o primeiro dia. Ja no grupo TNFR1 KO,
0 grupo controle e ouabaina+LPS apresentam um aumento no tempo de laténcia no segundo dia de
ensaio *(p<0,01) em comparagdao com o primeiro dia. Sendo (A) tratamentos no grupo WT *(p<0,01-
ouabaina) e (B) tratamentos no grupo TNFR1 KO(a p<0,01- controle dia 1 vs dia 2 e b p<0,01
ouabaina+LPS dia 1 vs dia 2).0s resultados foram expressos em média * erro padrao da média em
segundos (n=9 para WT e n=12 para TNFR1 KO) e analisados com o0 ANOVA de duas vias seguido do
teste de Tukey. A primeira barra de cada grupo representa o dia 1 do ensaio (treino) e a segunda barra
representa o dia 2 do ensaio (teste).

6. DISCUSSAO

As doengas neurodegenerativas como a doenga de Alzheimer e Parkinson tém
uma importancia enorme de cunho social e econdmico na sociedade contemporanea,
pois a populagdo mundial apresenta um aumento na expectativa de vida. Nos Estados
Unidos, o custo estimado para deméncias (incluindo a doenga de Alzheimer) é de 243
bilhdes de dolares por ano (124). No Brasil, estima-se que a taxa de prevaléncia de
deméncia na populagao idosa acima de 65 anos aumente de 7,6 a 7,9% de 2010 a
2020, o que corresponde a 55 mil novos casos por ano (125). Entdo, encontrar
moléculas e/ou compostos que impegam a evolugdo e a cura dessas doengas sao

extremamente necessarias e desafiadoras (126,127).
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Os casos com o inicio precoce estao geralmente relacionados a mutagdes em
genes especificos e geralmente de origem familiar (autossémico dominante), porém, a
grande maioria dos casos de inicio tardio é considerada de forma esporadica
(128,129). Todas as doencas neurodegenerativas tém em comum a presenca da
neuroinflamacao. Apesar de ndo haver informagdes suficientes para avaliar se a
neuroinflamacéo se instala antes ou durante o desenvolvimento da doenca (130).

A inflamagdo tem um papel tdo importante nessas doencas que estudos
conduzidos em modelos in vivo de doenga de prion e Alzheimer mostraram que ha um
aumento na producao de citocinas proé-inflamatérias. Neste mesmo modelo, quando
esses animais sao desafiados com LPS, a produgdo dessas citocinas aumenta
drasticamente (58).

Isso mostra que um ambiente ja sensibilizado e estimulado apresenta respostas
drasticas que podem ser relevantes para a sobrevivéncia neuronal que é comprometida
nas doencgas. Outro fato relevante é que a neuroinflamacao pode desencadear delirio,
que é um dos sintomas encontrados por pacientes com as doengas de Alzheimer ou de
Parkinson (131,132), o que também é observado em animais tratados com LPS (133).

O TNF é um dos principais mediadores inflamatérios e na homeostasia tem um
papel importante na plasticidade sinaptica no SNC (134). Alguns medicamentos como
anticorpos contra TNF foram desenvolvidos com o intuito de diminuir a inflamacado em
diversos tipos de doencas inflamatérias (97). Porém, a resposta ao TNF é muito mais
complexa do que aparenta devido a presenca dos receptores TNFR1 e TNFR2 que
apresentam respostas e afinidades diferentes.

Logo, ter o TNF como alvo farmacoldgico por si s6 nao € a melhor estratégia
para o tratamento ou prevengdo de doengas neurodegenerativas, entdo, € mais
interessante entender como os receptores funcionam e como estratégias terapéuticas
podem ser exploradas visando a sinalizagao desta citocina.

O TNF também possui um papel importante na sepse que corresponde ao
modelo de LPS que foi utilizado no projeto. Existe uma associagao entre os niveis de
mortalidade de pacientes com os altos niveis séricos de TNF. Foram realizados testes

onde foi administrado TNF exdgeno em humanos que resulta na sindrome da resposta
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inflamatdria sistémica, onde os sintomas ndo podem ser diferenciados de um choque
séptico (97).

Com o uso de animais transgénicos, foi possivel evidenciar diferengas entre os
receptores TNFR1 e TNFR2. Um tratamento com uma dose letal de LPS mostrou que
0s animais sem o receptor TNFR1 tinham uma maior taxa de sobrevivéncia em
comparagao com os animais selvagens, enquanto a falta do TNFR2 n&o interferia na
sobrevivéncia (97).

Outro ponto relevante é que a falta do TNFR1 no tratamento com LPS diminui a
permeabilidade da barreira hematoencefalica, o que & pertinente no desenvolvimento
da encefalopatia associada a sepse que € uma complicagdo da sepse que também
leva a um aumento na taxa de mortalidade dos pacientes (97). Embora o TNFR1 seja
descrito como mais relacionado aos efeitos deletérios do TNF, ainda ha muita
discussao a respeito da funcdo de cada receptor na sinalizagdo do TNF. E interessante
lembrar que existe a necessidade da ativagao da via TNF/TNFR1 para a regulacéo da
plasticidade neuronal e também no acidente vascular cerebral para o reparo e
neurogénese hipocampal (135,136).

No nosso caso, trabalhamos apenas com camundongos sem o receptor TNFR1
onde tentamos observar se a ouabaina precisava do TNFR1 para o aparecimento de
seus efeitos protetores observados em modelos anteriores.

A etapa do projeto inicial era padronizar a genotipagem dos animais e aprender
a trabalhar com a reproducgao dos animais TNFR1 KO. O peso dos animais foi medido
e nao foram encontradas diferencas de peso entre o grupo WT e TNFR1 KO.

A escolha da concentracédo da ouabaina foi um desafio, pois ndo havia nenhuma
previsao de como os camundongos reagiriam a ouabaina neste modelo. Entéo, foi
utilizada uma concentracdo de ouabaina que n&o altera a atividade da NKA, pois o
objetivo era observar o efeito protetor da ouabaina independente da inibicao da NKA
como nos trabalho anterior em ratos Wistar (62).

A concentragdo de 30ug/kg € dez vezes menor do que a dose utilizada na
literatura (117) que nao altera a atividade da NKA no tratamento agudo. Porém, este
estudo foi realizado na linhagem Black Swiss, entdo, como a linhagem de fundo dos

animais TNFR1 é diferente (C57BL6/J), é importante avaliar se os tratamentos com
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ouabaina ou LPS ndo seriam capazes de alterar a atividade da NKA. O LPS
geralmente em concentragdes maiores que as escolhidas pode diminuir a atividade da
NKA, o que esta relacionado também ao seu efeito deletério (137,138). Todavia,
nenhuma alteracao de atividade (NKA total, a2e3-NKA e a1- NKA) entre os tratamentos
foi encontrada independente do gendtipo (WT ou TNFR1).

Outro ponto importante era saber se a falta do receptor TNFR1 poderia modificar
a expressao de isoformas especificas da NKA, principalmente a isoforma a2-NKA, que
esta relacionada com a resposta inflamatdria (63). As isoformas s&o expressas de
forma diferenciada de acordo com o tipo celular no SNC. A isoforma a2-NKA, expressa
em células da glia, e a isoforma a3-NKA, expressa apenas em neurdnios nao
apresentaram nenhuma diferenga de expressado entre os diferentes tratamentos nos
grupos WT e TNFR1 KO.

A expressao do receptor TNFR2 é minima em situagdes fisiologicas e induzida
em doencgas neuroldgicas. Sua expressao € restrita a microglia, astrocitos e
oligodendrdcitos e alguns tipos especificos de neurdnios (139-141). O TNFR2 também
associado a uma agao protetora por favorecer a proliferagdo de progenitores de
oligodendrdcitos e a remielinizagdo (142). Entdo, a falta do receptor TNFR1 poderia
desencadear um aumento na expressao de membrana do receptor TNFR2 como forma
de compensar a perda da sinalizacdo do TNF pelo TNFR1.

O interessante é que o grupo WT ndo apresentou nenhuma alteragdo na
expressdao de membrana de TNFR2 pelo tratamento com o LPS apesar da grande
variagao entre as amostras e o mesmo resultado foi encontrado por outro grupo que
utilizou a mesma linhagem animal por PCR (143). Porém, no grupo TNFR1 KO ha uma
diminuicao da expressao de TNFR2 quando os animais foram tratados com LPS
independente do tratamento com ouabaina.

Isso demonstra que a sinalizacdo do TNF esta comprometida quando ha um
estimulo inflamatério, onde deveria haver um possivel aumento na expressao do
TNFR2 (144,145), ha uma diminuicdo de sua expressdo que nao € revertida pela
ouabaina. Entretanto & importante lembrar que os receptores TNFR (1 e 2) séo

clivados pelaTACE/ADAM17 e se transformam numa porc¢éao soluvel (sTNFR) que € um
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importante mecanismo de auto-regulagcédo para prevenir lesdes e regular a resposta ao
TNF(146).

Porém s6 medimos a por¢cao de TNFR2 que estava na membrana. Pode ser que
esta diminuicdo é um reflexo de uma maior clivagem do receptor pela TACE/ADAM17
como forma de controlar o aumento de TNF no tecido causado pelo LPS. Além disso,
foi visto em macrofagos que a estimulagao apenas de TNFR2 sensibiliza as células a
necroptose mediada por TNFR1 via modulagao da atividade de TRAF2-clAP1/2. Entao,
a diminuicdo da expressao de TNFR2 quando ha o tratamento com LPS pode ser
resultado de uma regulagao pela falta do proprio TNFR1 que nao poderia levar as
células a necroptose (147).

E interessante notar que ndo ha um aumento de TNF no hipocampo no grupo
WT, o que pode ser resultado dos mecanismos de auto-regulagdo totalmente
funcionais com a presenca dos dois receptores. A ouabaina possui um efeito geral na
diminuicao dos niveis de TNF no hipocampo independente do tratamento com LPS no
grupo WT, o que nao foi encontrado no grupo TNFR1 KO. Isso indica que essa
diminuicao é dependente de alguma forma da sinalizagdo do TNFR1 para que ocorra.

A liberagao do TNF no soro dos camundongos foi diferenciada em comparagao
com a resposta do TNF no hipocampo no grupo WT, onde houve um aumento do TNF
com o tratamento com o LPS independente do tratamento com a ouabaina no soro.
Porém, ndo houve o mesmo comportamento no hipocampo. Apesar do TNFR1 ser
importante para a manutencao da permeabilidade da barreira hematoencefalica, ainda
assim, a presenga do receptor impediu o aumento dos niveis de TNF no hipocampo
dos animais tratados com LPS.

No grupo TNFR1 KO, houve um aumento nos niveis de TNF tanto no soro
quanto no hipocampo dos animais tratados com o LPS, mostrando respostas similares
na periferia e no SNC que podem evidenciar que a falta de TNFR1 pode prejudicar os
ajustes de permeabilidade da barreira hematoencefalica ou apenas ser um reflexo do
aumento exacerbado de TNF na periferia que foi observado apenas no grupo TNFR1
KO e ja foi observado em outros trabalhos (148,149).

Existem algumas possibilidades para responder como ha um aumento de TNF

tdo alto no grupo TNFR1 KO. Uma delas é que a falta do receptor TNFR1 pode
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acarretar numa diminuicdo dos sTNFR1 que sao os receptores clivados pela
TACE/ADAM17 e importantes para o controle da resposta fina do TNF. Outra
possibilidade é que o pico de resposta do TNF seja modificado devido a falta do
receptor TNFR1 KO, o que pode dar a ideia que os niveis de TNF sdo mais elevados
no TNFR1 KO. Para avaliar essa hipétese seria necessario realizar uma curva tempo-
resposta com o LPS e verificar os niveis de TNF nos grupos WT e TNFR1 KO. Ou
ainda, a simples falta do receptor TNFR1 pode ter desencadeado uma diminui¢ao na
degradacao do TNF.

Embora a ouabaina nao tenha tido nenhum efeito protetor no soro, o mesmo ja
havia ocorrido no experimento com os animais Wistar (62) em que no sistema periférico
a ouabaina nao possui nenhum efeito protetor porém, no hipocampo apresenta o efeito
protetor. A resposta da ouabaina nao foi exatamente a mesma porque o LPS nao
aumentou os niveis de TNF no hipocampo como anteriormente.

A resposta ao LPS intraperitoneal leva a liberagdo de TNF pelos macréfagos na
circulagdo sanguinea apés 30 minutos e seu pico ocorre entre 60-90 minutos, o que
ocorre antes de outros mediadores inflamatérios como IL-1B (pouco tardio) e IL-6 (mais
tardio) (150,151).

Como ja dito anteriormente, o TNF € um dos principais mediadores inflamatorios
na sepse e em doengas neurodegenerativas, todavia é importante também observar
outras citocinas proé-inflamatoérias que nao fazem totalmente parte da via de sinalizagao
do estudo. Por essa razao, o IL-13 foi escolhido para ser avaliado, pois o padrao de
liberacdo é diferente do TNF e sua ativagao ocorre via inflamassoma (152). Outra
citocina importante é a IL-6 cuja ativacao € dependente de IL-1B (153) e também é
capaz de mostrar como a resposta inflamatoéria se apresenta na auséncia e na
presenca do TNFR1.

Novamente, a resposta no sistema periférico foi diferente da resposta no
hipocampo. No sistema periférico do grupo WT, o LPS aumentou os niveis de IL-1
como esperado e a ouabaina também aumentou os niveis de IL-13 como também visto
no trabalho anterior do nosso grupo em cultura de células da glia (63) e em células
ganglionares da retina (43) onde o IL-1B tinha um papel na sobrevivéncia celular.

Porém, o teste estatistico também demonstrou uma interagdo entre o LPS e a
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ouabaina em que a ouabaina possui atividade protetora quando em jungdo com o
tratamento com LPS. Enquanto no SNC, ndo ha nenhuma diferenca entre os
tratamentos.

Entretanto, no grupo TNFR1 KO nao ha alteragdao nenhuma nos niveis de IL-1p3
no SNC, o que pode ser resultado da falta da sinalizagdo TNF/TNFR1 que n&o leva a
liberacao de IL-1B ou até mesmo uma liberagdo mais rapida nos animais TNFR1 KO do
que no WT que pode ter mascarado os resultados.

A liberacao de IL-1B é diferente da liberacdo de TNF e IL-6, o que foi
evidenciado em um experimento com BFA (inibicao da via reticulo
endoplasmatico/complexo de Golgi) em mondcitos ativados com LPS, onde a liberagéo
de TNF e IL-6 foi comprometida enquanto houve um aumento na liberagcdo de IL-13
(154,155). Talvez o fato de um aumento exacerbado nos niveis de TNF pode ter
interferido na liberacdo de IL-1B. Os niveis de IL-1B também modulam a resposta do
TNF onde ha um aumento na expressao de TNFR2 e sTNFR2, porém esta mudanca é
dependente de TNFR1 (156), o que evidencia mais uma vez que no grupo TNFR1 KO
esta modulagédo no ocorre.

Os efeitos da falta do receptor TNFR1 sdo evidentes tanto no SNC como no
sistema periférico. No soro, o grupo TNFR1 KO apresentou uma diminuicao dos niveis
de IL-1B quando os camundongos receberam o tratamento com ouabaina, o que pode
ser resultado de niveis basais de IL-18 mais elevados e por isso o efeito da ouabaina
apareceu e o do LPS nao foi evidenciado.

Em relacdo aos niveis de IL-6, diferentemente do IL-1B, foram observados no
soro dos animais e em ambos os grupos um perfil de resposta muito parecido com o
TNF onde o LPS aumenta a liberacédo de IL-6 e a ouabaina nao consegue reverter o
efeito. Todavia, no grupo WT ha uma potencializagao do efeito do LPS pela ouabaina,
0 que nao ocorre no grupo TNFR1 KO. A liberagdo de IL-6 foi descrita na literatura
como dependente da sinalizacdo de TNF/TNFR1 através da ativagao de NF-kB (157).

O NF-kB é um fator de transcricao formado por dimeros com diversas funcoes
de acordo com as subunidades presentes. O LPS ativa o dimero p50 e p65 (RelA),
sendo o segundo um importante marcador deste dimero, pois tem a atividade

transcricional devido a presenga do TAD (dominio de transativacao) (158).
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O NF-kB se encontra no citoplasma celular ligado a proteina IkB. Quando ha a
ativacao do receptor TLR4, ha a ativagcdo de uma cascata de sinalizacdo que culmina
na fosforilagdo da proteina IKK que fosforila o IkB que é degradado via proteassoma.
Entdo, apds a separacao do IkB, o NF-kB consegue translocar para o nucleo e ativar a
transcricao de genes proé-inflamatério (146).

Foi observado que a quantidade de p65 no citoplasma de certa forma corrobora
os dados do IL-6, onde ha uma diminuicdo de p65 no citoplasma quando ha a
combinagao de LPS e ouabaina no grupo WT. Logo, ha um aumento na translocagao
de p65 quando ha ouabaina e LPS juntos, justificando o fato da ouabaina potencializar
o efeito do LPS. Porém, ndo ha diminuicdo na expressdao de p65 no citoplasma no
grupo LPS, enquanto no grupo TNFR1 KO ndao ha nenhuma alteracdo no p65.
Entretanto, o entendimento das alteracbes neste fator de transcrigdo passa por uma
avaliacao futura da ativagao do NF-kB pelo ensaio de gel de EMSA (137).

O GFAP é um bom indicativo de ativacdo de astrécitos que € um marcador
importante em doencas neurodegenerativas (159). Na grande maioria dos artigos que
avaliam a expressdo do GFAP, o LPS foi administrado diretamente no hipocampo de
animais pela técnica de estereotaxia e resultando na ativacao de GFAP (160,161).

Os tratamentos nos nossos experimentos nao alteraram a expressao do GFAP
nos camundongos TNFR1 KO e WT, porém, a ativacdo do GFAP pode estar presente
em alguma regido especifica do hipocampo e esse efeito pode estar mascarado por
outras regides que ndo possuem o mesmo efeito.

Um artigo publicado pelo nosso grupo (62) mostra que os animais tratados com
LPS tem um aumento na ativagao de GFAP no giro dentado e que a ouabaina era
capaz de reverter essa ativacdo, mas nas outras regides nem sempre a ativagao era
tdo clara o que pode ter ocorrido no experimento realizado por Western Blotting onde
as regides ndo foram separadas. E curioso o fato do GFAP também ser encontrado
aumentado no soro de pacientes em condi¢des patologicas como traumatismo craniano
e acidente vascular cerebral (162,163).

A nao alteragao na expressao de GFAP também foi vista em um estudo feito em

humanos, onde foi injetado LPS intravenoso o que resultou no aumento de TNF, IL-6 e
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IL-10.Porém, ndo houve alteragao da expressdao de GFAP no soro no periodo de 8
horas ap6s a injecao (164).

BDNF é uma das neurotrofinas mais estudadas e estd associada a
sobrevivéncia e diferenciacdo neuronal, regulacdo de neurotransmissores e
consequentemente da plasticidade neuronal. Por estar relacionado a plasticidade, o
BDNF esta associado a outros processos como memoria e aprendizado e
comportamento.

Ha uma correlacdo entre os niveis de BDNF e melhor performance no
aprendizado no teste comportamental do labirinto aquatico de Morris. O mesmo
trabalho demonstra que a expressdo do TrkB (um dos receptores de BDNF) esta
diminuida no envelhecimento, evidenciando que a via do BDNF pode ser menos
ativada no envelhecimento favorecendo o aparecimento das doencgas
neurodegenerativas ou relacionadas com a inflamagao (165).

Diversos disturbios no SNC estao associadas com inflamacgao e niveis de BDNF
alterados (166), como depressao, epilepsia e em doengas neurodegenerativas como a
doenga de Alzheimer e de Huntington (167). O BDNF é tdo importante durante o
desenvolvimento pds-natal que os animais BDNF” morrem prematuramente (com
aproximadamente 21 dias) (168). A falta de BDNF acarreta em alteragcbes no numero
de neurdnios dopaminérgicos na substancia negra (169) e no desenvolvimento anormal
do cerebelo (170).

Foi descoberto que no ganglio da raiz dorsal ha um aumento na expressao de
TrkB quando os animais foram submetidos ao tratamento com TNF (171) e aumento
nos niveis de RNAm por hibridizacado foi visto apdés o tratamento com LPS (172). A
expressao de TrkB no hipocampo do grupo WT tratado com LPS também esta
aumentada provavelmente devido ao aumento do TNF, mas este mecanismo de
modulagdo da expressdo de TrkB na membrana plasmatica pode ser dependente de
TNFR1, pois 0 mesmo aumento nao foi observado nos camundongos TNFR1 KO.

Curiosamente, o BDNF nao apresentou uma diminuigdo no grupo WT quando
tratado com LPS, como demonstrado em outros trabalhos, mas isso pode ser apenas

resultado de um numero de amostras pequeno ou da concentragao de LPS utilizada
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(173). Entretanto, foi observado em ratos que inje¢cées consecutivas de LPS durante 3
ou 7 dias nao alteram os niveis de BDNF no hipocampo (174).

Os animais TNFR1 KO responderam de forma diferente ao LPS. Esse
tratamento levou ao aumento da expressao de BDNF, mostrando que de alguma forma
a ativacdo TNF/TNFR1 €& responsavel também pela modulacdo de BDNF no
hipocampo. Este aumento dos niveis RNAmM de BDNF pelo LPS também foi visto em
animais TNFR1 KO, mas no modelo de sepse de ligadura e perfuragao cecal (120).

A acdo do BDNF na modulagédo da LTP e no aprendizado associado ao
hipocampo é dependente da sinalizacdo de ERK(1/2) (175). Além disso, a ERK é uma
quinase importante que pode ser ativada pela ouabaina e também pode ser ativada
pelo LPS e o TNFR1 (176).

Contudo, a ouabaina nao ativou a ERK, mas isso era esperado, pois a ativagao
da ERK pela ouabaina € muito rapida na ordem de minutos (177), o que seria muito
dificil de observar nas amostras que foram tratadas por um periodo de duas horas. No
grupo WT, existe uma tendéncia do tratamento com LPS aumentar a fosforilagdo da
ERK o que era esperado. Talvez com o aumento do numero de amostras, a diferenca
aparecga. Quanto ao grupo TNFR1 KO, esta tendéncia ndo aparenta ser a mesma.

Alguns estudos mostraram que a ouabaina atua na alteracdo da expressao de
Bax e Bcl-2 (23,41,51,52,61) uma proteina pro- e anti-apoptotica, respectivamente. O
Bax é capaz de fazer poros na mitocondria liberando o citocromo ¢ que leva a ativagao
da via das caspases, enquanto o Bcl-2 tenta impedir que a formagao dos poros ocorra
(178).

O Bcl-2 e Bax nao apresentaram nenhuma diferenca entre os grupos tratados.
Porém, é importante avaliar a razdo entre Bcl-2 e Bax, como foi avaliado num trabalho
anterior do nosso grupo onde a ouabaina mostrou um efeito protetor perante o LPS.
Entretanto, a analise foi realizada em niveis de RNAm, o que nao necessariamente
garante que a diferenga também poderia ser encontrada na expressao protéica, porque
depende do tempo que demora para que o RNAm seja traduzido para proteinas e
também se ndo ha mecanismos pdés-transcricionais de regulacdo da expressao destas

proteinas através de miRNA.
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Nos experimentos com o grupo TNFR1 KO existe uma tendéncia em que a
ouabaina combinada com LPS diminua a relagcédo Bcl-2/Bax, o que nao ocorre no grupo
WT, mostrando que pode haver um desequilibrio na resposta com a falta de TNFR1.

A expressao da SOD1 foi avaliada também pela ouabaina por interferir na
produgao de espécies reativas de oxigénio e na apoptose, pois interage com proteinas
da familia BCL-2. A SOD1 é extremamente relevante na esclerose lateral amiotroéfica,
onde foram encontradas mutagdes relacionadas a doenca (179).

No grupo WT, ha apenas uma interagao entre a ouabaina e o LPS, entretanto
nao ha nenhuma diferenca nos tratamentos com ouabaina ou LPS isolados. Parece
que ha uma tendéncia em uma diminuicdo da SOD1 com a ouabaina e o LPS que é
revertida quando os dois sdo administrados juntos. Esta interagdo nao € vista no grupo
TNFR1, o que revela que o efeito da ouabaina é perdido. Independente dos resultados
da expressao protéica da SOD1, vale lembrar que a atividade da SOD1 n&o foi medida
e pode estar alterada.

A AMPK é uma proteina importante para a regulacdo do metabolismo e da
produgao de ATP, o que é imprescindivel para a atividade da NKA. Além disso, a sua
fosforilagdo € um indicativo importante para observar se ha autofagia e crescimento
celular (180). Foi visto também que a AMPK pode ser inibida pela ouabaina em altas
concentragdes, entdo, a AMPK é um marcador importante para reforgar que a dose de
ouabaina utilizada nao inibe a NKA (180).

O coértex foi escolhido para fazer a analise do perfil de algumas citocinas por ter
uma relagao importante com a memoria assim como o hipocampo. Embora de forma
diferente, por exemplo, o cortex pré-frontal tem relevancia na recuperacéo da meméoria,
enquanto o hipocampo tem mais relevancia na consolidagcdo da memoria e 0 mais
fascinante € que precisamos da comunicagdo entre as duas regides para que a
memoria seja armazenada e recuperada quando necessario(181).

E interessante observar como cada regido responde de forma diferente a um
mesmo estimulo. No modelo de sepse, foi observado que a inibicdo da NKA ocorre
mais rapidamente no cortex em comparagao com o hipocampo (182). Além disso, o
hipocampo parece ser mais suscetivel a neuroinflamacgao crénica por ter um maior

numero de receptores de NMDA (183). No cértex, o grupo WT apresentou um aumento
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de BDNF quando os camundongos foram tratados com LPS independente do
tratamento com a ouabaina, o que n&o ocorreu no grupo KO, que foi justamente o
contrario do visto no hipocampo.

Entretanto, na literatura foi visto que os niveis de BDNF estdo diminuidos no
cortex apo6s o tratamento com LPS, porém o mesmo foi feito 7 horas depois da injecéao
intraperitoneal do LPS (173) e os niveis de RNAmM do BDNF sdo menores apos 4 horas
da inje¢ao de LPS no hipocampo (172). Porém, nossos resultados mostraram que em 2
horas, o BDNF pode responder de forma a tentar proteger o cértex dos efeitos lesivos
do LPS como visto em cultura primaria de microglia de cortex que depois pode levar a
deplecado de BDNF por diminuir os niveis de RNAmM do BDNF (184).

Os resultados do kit de Multiplex para cortex apresentaram uma grande variagao
entre as amostras para algumas citocinas. Até mesmo outro trabalho na literatura
apresenta algumas variagdes entre as amostras, mesmo para um numero amostral
maior (185). O IL-18 n&o possui diferengcas entre os grupos e ndao ha um aumento
quando tratado com LPS, o que também foi observado em outro trabalho (122).

Enquanto o LPS, como esperado em 2 horas, aumenta o IL-6 tanto no grupo WT
e TNFR1 KO e o efeito ndo é revertido pela ouabaina em ambos os casos. No grupo
WT ocorre uma interagao entre a ouabaina e o LPS, o que aumenta os niveis de IL-6,
mas 0 mesmo nao ocorre no animal TNFR1 KO, o que demonstra mais uma vez que os
efeitos da ouabaina em sua grande maioria precisam da sinalizacdo do TNFR1. A
ouabaina em cultura de células é capaz de aumentar os niveis de IL-6 (186) e nao
necessariamente o aumento de IL-6 é prejudicial ao SNC.

O IL-6 tem um papel dual em lesbes ou em doencas e, principalmente, o seu
efeito depende do tipo neuronal (187). Foram descritos efeitos protetores do IL-6 ao
diminuir a liberagado de glutamato e consequentemente a atividade neuronal no cértex
de ratos (188) e isso pode ser devido ao aumento de BDNF (189), o que se enquadra
nos achados do cértex em relagdo aolL-6 e BDNF. Além disso, em animais IL-6 KO foi
demonstrado que ha um comprometimento na resposta inflamatéria, na cicatrizacao e
reparo apoés um dano no SNC (190,191).

Os dados comportamentais sao extremamente importantes para observar os

resultados das mudangas encontradas nos ensaios bioquimicos. O fato da ouabaina ter
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aumentado a distancia percorrida independente do LPS era esperado, pois dados na
literatura apontam para o aumento da locomogao em animais tratados com ouabaina
(192-194).

Porém, os trabalhos que observaram este fendbmeno injetaram ouabaina
intracerebroventricularmente em altas concentragdes, que alteram a atividade da NKA,
para tentar mimetizar mania nos animais. Entdo, pela primeira vez, mostramos que ha
um aumento na distancia percorrida no ensaio de campo aberto pela ouabaina sem
alteracdo na atividade da NKA, o que pode ser relacionado com um aumento de
exploracao do ambiente pelos animais.

Isso pode ser resultado parcial do aumento de IL-18 no hipocampo causado pela
ouabaina, o que foi visto também apds a injecao intraperitoneal de IL-1B (195). O mais
interessante é que este efeito de locomogao é perdido no grupo TNFR1 KO, mostrando
que o TNFR1 pode ser essencial para o aumento da locomogéo.

Os grupos WT e TNFR1 KO apenas com o tratamento com salina (controle) nao
apresentaram diferencas nos primeiros 300 segundos de ensaio entre o centro e
periferia (distancia percorrida, tempo de permanéncia e tempo de freezing). Em ambos
0s grupos, a distancia percorrida foi maior na periferia e o tempo de freezing menor na
periferia onde os animais se sentem mais seguros.

O tempo no centro foi maior do que na periferia, o0 que demonstra que os
animais provavelmente ndao sao ansiosos sem nenhum tratamento (195). O mesmo foi
encontrado em um estudo que comparou animais TNFR1 e TNFR2 KO com WT no
ensaio de labirinto de cruz elevado e apenas o TNFR2 KO mostrou um perfil mais
ansioso (123).

Entretanto, os animais TNFR1 KO apresentaram uma diminuicdo da distancia
percorrida na periferia tanto com o tratamento com a ouabaina como com o LPS. Essa
diminuicao apresentada pelo LPS e também no tratamento ouabaina+LPS pode ser
reflexo da diminuigao da velocidade média.

O tempo no centro também foi menor com o tratamento com LPS no TNFR1 KO.
Este comportamento de tigmotaxia (maior proximidade da paredes da arena)

demonstra um perfil de ansiedade quando tratados com o LPS e que também acarreta
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em um menor tempo de freezing no centro apenas pelo fato de permanecer um menor
tempo no centro.

E interessante que mesmo os animais TNFR1 KO sendo mais resistentes a
uma concentracao letal de LPS (196), ainda sofrem mais os efeitos do LPS do que os
animais WT. Isso mais uma vez prova a importancia do TNFR1 para a resolugcédo da
inflamacdo e nas respostas comportamentais. E importante ressaltar que serdo
necessarios mais ensaios comportamentais para confirmar alguns comportamentos
como o aumento da ansiedade por LPS no TNFR1 KO e alguns parametros sao
importantes para a avaliagao dos resultados como iluminagéo, tamanho e tipo de arena
e a linhagem dos animais, por exemplo (197).

O ensaio de reconhecimento do local do objeto parece ndo ser um ensaio muito
sensivel para revelar diferengcas nesses animais, pois nem 0s animais controles
apresentaram alteragbes importantes no comportamento nesse ensaio, 0 que
demonstra uma possivel falta de interesse e/ou motivagcdo pelos objetos, semelhante
ao observado com os duplos nocautes (TNFR1/TNFR2) no labirinto aquatico (110).

Embora tenham ocorrido diferengas na locomogdo em alguns aspectos pelo
ensaio de campo aberto, as diferengas no ensaio de esquiva inibitéria ndo podem ser
consideradas irrelevantes. Primeiro, o efeito do LPS deve estar mais brando com
relacéo a velocidade de locomogao principalmente no grupo TNFRI KO, porque apos 3
dias de experimento, inicia-se a fase de resolu¢ao da inflamagao e consequentemente
a ativagcao da micréglia € menor (179,198). Outro importante aspecto € o fato de, no
grupo TNFR1 KO, o tratamento com LPS ter praticamente 0 mesmo tempo de laténcia
no dia do teste e no dia do treino, o que nao seria possivel se houvessem alteragdes de
locomocgéo.

O fato do tempo de laténcia ter sido relativamente baixo no segundo dia (teste)
mostrou que a linhagem dos animais pode ter menor sensibilidade a dor ou que o
choque do equipamento foi um pouco menor do que 0 necessario para causar uma
memoria aversiva e consequente aumento no tempo de laténcia no segundo dia em
relagcdo ao dia anterior no grupo controle WT. Foi visto que os niveis de corticosterona
na linhagem C57BL/6J sao aumentados apds um choque de 0,3mA por 2 segundos.

Porém, este aumento é menor do que outras linhagens como o BALBc e os niveis de
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corticosterona voltam aos niveis basais em apenas 30 minutos, o que poderia impedir a
formagao da memoaria (199). Além disso, poderiam ser realizados testes relacionados
com dor até mesmo com o proprio aparato de esquiva inibitéria para verificar se ha
efeito no limiar de dor relacionado a linhagem através da curva de sensibilidade (200).

Entretanto, o grupo ouabaina WT apresentou um aumento no tempo de laténcia,
0 que evidencia o papel relevante da ouabaina na meméria. E interessante que a
ouabaina possui efeitos antinociceptivos, mostrando que a resposta da ouabaina nao é
fruto do aumento da sensibilidade a dor (54,201,202).

No grupo TNFR1 KO, o efeito da ouabaina desapareceu, evidenciando um
crosstalk entre as vias da ouabaina e do TNF/TNFR1. Porém, este efeito também pode
ocorrer via TLR4 devido ao aumento do tempo de laténcia no grupo ouabaina+LPS
TNFR1 KO.
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7. CONCLUSAO

Apesar do TNFR1 ter o dominio de morte, a ativacdo de sua via € importante
para que ocorra o feedback negativo desse processo, entdo, os animais com delegao
do TNFR1 apresentam uma perda do controle da resposta inflamatéria causada pelo
LPS principalmente ligada ao TNF e isso acarreta em modificagdes comportamentais.
Os animais TNFR1 KO tém mais dificuldade em degradar o TNF no soro em
comparagao com os animais WT provavelmente devido a falta dos receptores sTNFR1
e isso altera as respostas na esquiva inibitéria e no campo aberto. Embora o efeito
protetor da ouabaina nao tenha sido evidenciado, alguns efeitos da ouabaina sdo de
alguma forma dependente de TNFR1. Isso demonstra que o TNFR1 também participa
de mecanismos finos que sao importantes para a recuperagao apos a resposta
inflamatdria no SNC e que o efeito protetor da ouabaina parece estar relacionado com
a via do TNFR1.
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APENDICE
APENDICE A — Tabela com o resumo dos resultados significativos para o hipocampo,
soro, cortex e hipocampo

Sendo que ¥ corresponde a diminuicdo, A ao aumento, = sem alteracdes e INT
quando ha interacéo entre ouabaina e LPS.

A-hipocampo
Figura Proteina Controle OUA LPS O+L Controle OUA LPS O+L
WT WT WT  WT KO KO KO KO

8 TNFR2 = = = = = = v v
10 TNF = 2 = v = = I
12 IL-1B3 = () () INT = = = =
14 P65 = = = INT = = = =
17 BDNF = = = = = = () ()
18 TrkB = = () () = = = =
23 SOD-1 = = = INT = = = =

B-soro

Figura Proteina Controle OUA LPS O+L Controle OUA LPS O+L

WT WT WT WT KO KO KO KO
9 TNF = = N A = = N A
11 IL-1B = = = = = N7 - v
12 IL-6 = = ) INT = = 0 0
C-cortex

Figura Proteina Controle OUA LPS O+L Controle OUA LPS O+L
WT WT WT WT KO KO KO KO

25 BDNF
26 IL-6

non
>
>

0 INT 0 O
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D-comportamento

Figura Parametro Controle OUA LPS O+L Controle OUA LPS O+L
WT WT WT WT KO KO KO KO
27 Distancia percorrida = ) = A = = = =
total
28 Distancia percorrida = = = = = v v v
periferia
29 Velocidade média = = = = = = 7 7
30 Tempo no centro = = = = = = N7 N\
31 Tempo de freezing = = = = = = v v
centro
34 Tempo de laténcia = 0 = = N = = N



APENDICE B- Mapa da distribui¢cdo do deslocamento dos animais WT e TNFR1 KO
Sendo A os animais WT e B os animais TNFR1 KO no periodo de 600 segundos.

A

— -
=

2P




controle

ouabaina

y T
-

BT Pl
URESATS T
I

‘ '7" ‘t.f .\";:‘-"‘ ) .; “
2 \

Sy
-

e = uig

: - S -

T T W, A A

- s e | o e

A e e
!

L el o

- :
.\ ,.;‘.‘?ff-‘.v.e-}'."
R T '.:;fa‘g

.
=T

"'é
o4




APENDICE C - Resultados significativos apenas comparando a linhagem dos animais

e LPS

Figura 1- Os niveis de TNF no soro (A) e no hipocampo (B).
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Tanto no soro quanto no hipocampo ha o efeito geral da linhagem e do LPS nos niveis de TNF. Sendo
(A) analise da absorbancia do tratamento com LPS e da linhagem no soro onde ha um efeito geral do
LPS no aumento de TNF (a p<0,0001) e também um efeito geral da linhagem onde ha um aumento dos
niveis de TNF no soro nos animais TNFR1 KO (*p<0,001). Ha também uma interagao entre o LPS e a
linhagem (b<0,001).Sendo (B) analise da absorbancia do tratamento com LPS e da linhagem no
hipocampo onde ha um efeito geral do LPS no aumento de TNF (a p<0,05) e também um efeito geral da
linhagem em que o animal WT possui niveis mais elevados de TNF (*p<0,05). Os resultados foram
expressos em média + erro padrao em pg/mL para o soro € em pg/ug para o hipocampo (n=4 para o soro
e n=3 para o tecido) e analisados com o ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Tukey.

Figura 2- Os niveis de IL-1B no soro (A) e no hipocampo (B).
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Tanto no soro quanto no hipocampo ha o efeito geral da linhagem nos niveis de IL-13. Enquanto que no
hipocampo ainda ha o efeito geral do LPS. Sendo (A) analise da absorbancia do tratamento com LPS e
da linhagem no soro onde ha um efeito geral do TNFR1 KO no aumento de IL-1B (*p<0,01). Sendo (B)
analise da absorbancia do tratamento com LPS e da linhagem no hipocampo onde ha um efeito geral do
LPS no aumento de IL-1B (a p<0,001).Ha também uma interagéo entre LPS e a linhagem. Os resultados



foram expressos em média + erro padrdo em pg/mL para o soro e em pg/ug para o hipocampo (n=3) e
analisados com o ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Tukey.

Figura 3- A expressao de TrkB (A) e niveis de BDNF (B) no hipocampo.
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A expressao do TrkB é modulada pelo LPS independente da linhagem e ha uma interagéo entre LPS e
linhagem nos niveis de BDNF. Sendo (A) analise densitométrica do tratamento com LPS e da linhagem
no hipocampo em relagdo a média das amostras do grupo controle onde ha um efeito geral do LPS no
aumento de TrkB (*p<0,05). Sendo (B) analise da absorbancia do tratamento com LPS e da linhagem no
hipocampo onde ha uma interagao entre o LPS e a linhagem (*p<0,05). Os resultados foram expressos
em média t erro padrao em relagao a média do controle para o TrkB e em pg/ug para o BDNF (n=3 para
o TrkB e n=4 para BDNF) e analisados com o ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Tukey.
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APENDICE D- Resultados do projeto ATP1A1

No periodo em que estava no laboratério da Profa. Anita Aperia, participei de um
projeto, onde exploramos a descoberta de uma nova mutacdo da a1-NKA com
sintomas neuroldgicos. Uma paciente de apenas dez meses faleceu no Hospital do
Karolinska Institutet por complicagdes pulmonares que provavelmente estdo
relacionadas ao numero elevado de convulsdes ténico-clénicas. Até os primeiros trés
meses de vida, a paciente apresentou um desenvolvimento normal, porém a mae
percebeu uma movimentagdo que aparentava ser involuntaria e repetitiva que
posteriormente foi diagnosticada como coreia.

Com trés meses, a paciente apresentou uma diminuicdo na curva de
crescimento e logo depois teve o primeiro episddio de convulsdo, apesar de nao
apresentar alteragdes nos exames de eletroencefalografia e em exames de
ressonancia magnética. Os casos de convulsdes se tornaram cada vez mais frequentes
com a presenga de status epilepticus que eram resistentes a diversos tratamentos,
apenas o uso da cetamina foi efetivo durante um curto periodo.

Os exames de eletroencefalografia e ressonancia magnética apresentaram
anormalidades e as alteracbes de movimentos continuaram presentes. Apos diversos
exames, 0s niveis de magnésio na urina estavam diminuidos, o que motivou o0
tratamento com reposicdo de magnésio foi utilizado, mas o quadro continuou o mesmo.
Aos dez meses a paciente faleceu e foi detectada morte neuronal na regido CA1 do
hipocampo e a presenca de calcificagdes no cerebelo.

Apos um exame genético, foi detectado uma mutacdo na a1-NKA que tinha
como consequéncia a mudanga do aminoacido triptofano (neutro) por arginina
(carregado positivamente). A posicdo do aminoacido que apresenta a mutagao € a 931
que € localizado em uma regido extremamente conservada entre espécies e até
mesmo entre as proprias isoformas da NKA. Essa regido € especial, pois fica proxima
ao terceiro sitio de ligagao do ion sédio na NKA onde ainda nao foi elucidado como o
ion sédio se liga nessa regiao.

O nosso primeiro ensaio para entender melhor a mutagao, foi utilizar células

HEK 293 transfectadas com plasmideos com diferentes sensibilidades a ouabaina. O



primeiro plasmideo € o chamado OS que é basicamente a a1-NKA selvagem dentro do
plasmideo e que possui uma alta sensibilidade a ouabaina. Enquanto os outros
plasmideos sdo chamados de OR que sao resistentes a ouabaina com a mutagao
WO31R ou apenas WT (selvagem). Apés um dia de transfecgdao dos plasmideos,
adicionamos ouabaina (10uM) por 2 dias onde inibimos a isoforma a1-NKA endégena e
ficamos apenas com as células transfectadas.

A partir da selegdo com ouabaina, conseguimos comparar 0s niveis de
sobrevivéncia entre os grupos onde observamos que as células transfectadas com
mutacao apresentam uma menor sobrevivéncia em comparagdo com 0 grupo apenas
OR WT, o que demonstra que a funcionalidade ou expressao da isoforma a1-NKA

provavelmente esta comprometida ( Figura 1).

Figura 1 - Esquema de transfecgao e selecao das células com o uso de
ouabaina(10uM).
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Apenas as NKAs transfectadas expressas sao funcionais devido a inibicdo da NKA enddgena pela
ouabaina. A mutacdo W931R apresentou uma diferenga significativa em comparagdo com o grupo
controle ouabaina resistente, onde p <0,001 (n=7), 0 que mostra que a mutagao altera a fungdo da NKA.
Os resultados foram expressos em média + erro padrao e analisados com o ANOVA de uma via seguido
pelo teste de Tukey.

Utilizamos também plasmideos de NKA marcados com Phluorin que apresentam
uma alteracdo na intensidade de fluorescéncia de acordo com as mudancas de pH
para observar se a a1-NKA era expressa na membrana de neurdnios (cultura primaria
hipocampal). Com a mudanca do pH no meio extracelular, ocorreu a diminuicdo da
intensidade de fluorescéncia tanto para a a1-NKA WT quanto para a mutada (W931R),
mostrando que a alteragdo na sobrevivéncia ndo tem relacdo com o fato da ail-
NKAmutada ndo conseguir ser expressa na membrana celular. Porém, estudos
posteriores em microscopios com melhor precisdo mostraram que possivelmente a
proporcdo de proteina no grupo W931R apresenta uma menor expressao na

membrana (Figura 2).

Figura 2 - Figuras representativas para a expressdao da isoformaa1-NKA (WT e a
mutacdo W931R).

Alphal-pHlourin WT Alphal-pHlourin WOI31R

Isoformaa1-NKA (WT e a mutagcdo W931R) marcadas com pHlourin, onde é possivel observar a
presenca de proteina na membrana de neurénios hipocampais.

Realizamos ensaio de atividade para as células HEK transfectadas com os
plasmideos OR e OR W931R em comparagao com células nao transfectadas (NT)
(Figura 3). Existe uma tendéncia ao aumento da atividade relativa com a mutagcdo, mas

como o plasmideo apresenta resisténcia a ouabaina, os resultados devem ser



analisados de uma outra forma. As pessoas que estdo continuando o projeto vao

refazer o ensaio provavelmente para confirmar os dados obtidos com outros tipos de
plasmideo.

Figura 3 - Grafico representativo do ensaio da atividade da NKA em células HEK293
nao transfectadas (NT), OR e OR W931R.
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Existe uma tendéncia no aumento da atividade da NKA no grupo com a mutagao W931R, porém, os

dados precisam ser reavaliados (n=5).0s resultados foram expressos em média + erro padraoe
analisados com o ANOVA de uma via seguido pelo teste de Tukey.



APENDICE E- Resultados do projeto GPNMB

No laboratério da Profa. Anita surgiu a ideia de trabalhar com uma nova
proteina chamada GPNMB (glicoproteina ndo-metastatica b) que é uma proteina
transmembrana que foi descoberta a principio em tumores agressivos, como o tumor
de mama triplo-negativo. O GPNMB é clivado pela ADAM-10 e seu fragmento
extracelular interage com a NKA tanto na isoforma a1-NKA (expressao constitutiva)
quanto na isoforma a3-NKA que é presente apenas em neurénios.

Um trabalho do Scientific reports demonstrou que o GPNMB tem um efeito
protetor em células que possuem a mutacdo na proteina SOD1 encontrada em
pacientes com esclerose lateral amiotrofica. Um outro artigo mostrou o efeito protetor
do GPNMB mais uma vez no SNC em um modelo de isquemia-reperfusdo. O efeito
protetor do GPNMB pode ser mediado pela fosforilagcdo das proteinas Akt e ERK, o
que € um ponto interessante pois as mesmas vias também sao ativadas quando as
células s&o tratadas com ouabaina.

Num primeiro momento, testamos se havia expressao do GPNMB tanto em
tecido (hipocampo, cortex e estriado de ratos) como em neurbénios provenientes da

cultura de hipocampo de embrides de ratos (Figuras 1 e 2).

Figura 1 - Expressao protéica de GPNMB em diferentes areas cerebrais pelo

ensaio de Western Blotting.




Radiografia com bandas representativas para a regides: hipocampo (HPC), cértex (CX) e estriado (ST),
onde o GPNMB ¢é expresso em todas as regides estudadas. O peso molecular corresponde a 75KDa,
um dos fragmentos do GPNMB.

Figura 2 - Expressao protéica de GPNMB em cultura embrionaria de neurénios
hipocampais.

Pan neuronal
merged

Figura representativa com a marcacgao especifica de neurénios (Pan neuronal) e GPNMB, em que é
possivel observar a expressdo de GPNMB em neurdnios.

Observamos que ha GPNMB tanto no hipocampo quanto nos neurbnios e um
dado interessante encontrado foi uma tendéncia no aumento da expressdao de GPNMB
intracelular nos neurénios tratados com NMDA durante 5 minutos e mantidos por 6
horas em cultura na imunofluorescéncia. Porém, no caso do GPNMB extracelular ndo
ha diferengas pelo ensaio de Western Blotting. O GPNMB extracelular provavelmente
nao teve ainda influéncia pelo aumento de GPNMB intracelular no tempo estudado
(Figura 3). Esse dado corrobora dados da literatura que mostram o aumento da
expressdo GPNMB no CNS quando ocorre um estresse no reticulo endoplasmatico

muitas vezes relacionado a um estimulo lesivo.

Figura 3 - Resultados obtidos para a expressao de GPNMB intracelular e extracelular

(ECD) em neur6nios tratados com ouabaina e NMDA.
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Neurdnios tratados com ouabaina e NMDA por 5 minutos que ficaram 6 horas em cultura depois do
tratamento pelas técnicas de Imunofluorescéncia e Western Blotting. Sendo o grafico da esquerda, a
andlise densitométrica em unidades arbitrarias da expressdo do GPNMB intracelular de neurbnios
tratados com ouabaina e NMDA no ensaio de imunofluorescéncia (n=4). O grafico da direita
corresponde a analise densitométrica da expressao de GPNMB extracelular normalizado pela proteina
constitutiva GAPDH de neurbnios tratados com ouabaina e NMDA no ensaio de Western Blotting (n=6).
Os resultados foram expressos em média % erro padrdo e analisados com o teste t.

Depois resolvemos testar o efeito protetor do GPNMB para posteriormente
compara-lo com o efeito protetor da ouabaina. Porém, como neurdnio expressa tanto
a1-NKA quanto a3-NKA, resolvemos explorar um modelo muito utilizado no laboratério
da profa. Anita Aperia que € a cultura de células do tubulo proximal renal (TR) de ratos
onde s6 ha a expressao da isoforma a1-NKA,o que facilitaria entender se o fenbmeno
de protecgao era relacionado apenas com uma das isoformas para depois avancar para
o estudo com a cultura neuronal. Além disso, o GPNMB ¢é também considerado um
marcador de doenca renal cronica, o que pode ser resultado de uma tentativa de
reparo celular com o aumento de GPNMB na area afetada.

A cultura de TR é de certa forma delicada e dura pouco tempo, pois apdés o
quarto dia de cultura, as células tendem a se transformar em fibroblastos. A cultura
provém de rim de ratos com 20 dias de vida.

Escolhemos investir no tratamento com albumina (10 mg/mL) como estimulo
lesivo durante 6 horas que € um modelo utilizado no laboratério e também tratamos as
células TR com GPNMB (2,5ug/mL) que foi a concentracdo usada em outros trabalhos
ja publicados e ativa as vias da ERK e Akt. Porém, o efeito da albumina muitas vezes
ndao € tao diferente do controle devido as diferencas de respostas entre os

experimentos, apesar de ser uma concentragdo alta de albumina. Existia uma



tendéncia nos resultados, mas nao existia uma diferenca estatistica entre os grupos
(Figura 4).

Resolvemos também tentar o modelo de glicose como possivel efeito lesivo que
também é um modelo bastante utilizado no laboratério porém mais complicado, pois &
necessario o uso de manitol como controle de osmolaridade e para isso era necessario
mais células (consequentemente mais animais) para realizar o experimento e ainda a
apoptose causada pela glicose é muito sutil, o que inviabiliza os experimentos (Figura
5).

Entdo, voltamos a trabalhar com a albumina, mas aumentamos o tempo de
exposig¢ao a albumina para 18 horas de tratamento. Porém, o tratamento ainda assim
nao resultou em diferenga estatistica entre o grupo controle e albumina, provavelmente

porque muitas células ja tinham morrido durante o processo (Figura 6).

Figura 4 - O indice de apoptose em cultura primaria de tubulo renal tratada com
albumina e GPNMB.

N
o
J

apoptotic index (%)

O indice de apoptose em cultura primaria de tubulo renal tratada com albumina e GPNMB por 6 horas
obtidos no ensaio de TUNEL. Onde o tratamento de albumina apresenta uma tendéncia a aumento do
indice de apoptose (n=7).

Figura 5- O indice de apoptose em cultura primaria de tubulo renal tratada com glicose



109

I -
E 8 .
3 . .
2 6 .
o . ——
A -
.
o N ': "an"
g
0 \. T
o g
035 °o°
© &

O indice de apoptose em cultura primaria de tabulo renal tratada com glicose por 6 horas em
comparagao com o grupo controle obtidos no ensaio de TUNEL. Apresentagdo de todas as laminas
observadas onde o tratamento de glicose apresenta uma tendéncia a aumento do indice de apoptose
(n=3).

Figura 6 - O indice de apoptose em cultura primaria de tubulo renal tratada com
albumina e GPNMB.
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O indice de apoptose em cultura primaria de tubulo renal tratada com albumina e GPNMB por 18 horas
obtidos no ensaio de TUNEL. Onde o tratamento de albumina apresenta uma tendéncia a aumento do
indice de apoptose (n=5) e uma possivel recuperagao pelo tratamento com GPNMB.



APENDICE F- Resultados do projeto ouabaina e NMDA

Realizamos o ensaio de TUNEL para detectar apoptose em culturas de
neurénio provenientes de hipocampos de embrides de rato. Observamos que a
ouabaina era capaz de diminuir 0 numero de neurdnios que apresentavam DNA
fragmentado (em apoptose) com o tratamento com NMDA, mostrando que as vias de

sinalizacao ativadas pela interacdo da ouabaina com a NKA apresentam um efeito

relevante na sobrevivéncia celular de neurdnios (Figura 1).

Figura 1 - Resultados obtidos pelo ensaio de TUNEL para o tratamento com ouabaina
e NMDA em neurénios.
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Os neurdnios foram tratados com ouabaina e NMDA por 5 minutos que ficaram 6 horas em cultura
depois foram fixadas para o ensaio de TUNEL. Sendo o grafico da esquerda, a analise do indice de



apoptose (n=3). Na direita, vemos as figuras representativas das células tratadas com NMDA e
ouabaina+NMDA. Os resultados foram expressos em média + erro padréao e analisados com o ANOVA
de uma via seguido pelo teste de Tukey.

ApOs esta etapa, realizamos a imunofluorescéncia da proteina apoptética Bax
que pode ser modulada pela ouabaina, ja que demonstramos que a ouabaina também
€ capaz de aumentar a expressao de BclL-xL que é uma proteina anti-apoptotica que
protege a mitocdndria de sofrer danos e liberar o citocromo ¢ e iniciar toda a cascata
de apoptose.

A imunofluorescéncia de Bax possui um background muito forte o que dificulta
as analises e em alguns estudos também foi demonstrado que nem sempre a
quantidade de Bax se modifica e que muitas vezes € mais uma relagdo com sua
localizagdo o que é dificil de ser detectado. Tentamos também realizar o ensaio de
Western blotting para toda a cultura o que inclui uma pequena quantidade de células
da glia para Bax e Bcl-xL (Figura 2), mas os resultados provavelmente ficaram
mascarados devido a presenca de outros tipos celulares, embora haja uma tendéncia
a alteracbes na relacdo Bax/Bcl-xL no grupo OUA, NMDA e OUA+NMDA em

comparagao com o grupo controle.

Figura 2 - Resultados obtidos para a expressdo de Bax e da razdo Bax/Bcl-xL em

neurdnios tratados com ouabaina e NMDA.

ratio Bax/Bcl-xL

31 2.54
= Y 2.01 -
< 2- A )
- M X 1.5+ 4
o i a b
o = ¥
g .. -+ B
E A v ° ? ?
0.5+ .
i R v :
c L T | | O'C | L) L] |
) v v = > v v °
N ) Q x & ) Q' x

<

Sendo o grafico da esquerda, a analise densitométrica em unidades arbitrarias da expressao da proteina
Bax normalizada pela proteina constitutiva GAPDH de neurdnios tratados com ouabaina e NMDA (n=6).
O grafico da direita é a analise densitométrica da razédo entre as proteinas relacionadas com apoptose
Bax (pro-apoptética) e Bel-xL (anti-apoptotica) de neurdnios tratados com ouabaina e NMDA (n=5). Os



resultados foram expressos em média * erro padrao e analisados com o ANOVA de uma via seguido
pelo teste de Tukey.

Concluimos que o papel do Bcl-xL provavelmente € mais importante do que a
possivel diminuicdo do Bax para a protegcao da ouabaina e que ndo encontramos um
anticorpo com o qual o sinal da fluorescéncia fosse adequado para a anadlise e
comparagao entre os grupos. Resolvemos tentar explorar também outra possivel
proteina que poderia ser modulada pela ouabaina e para tal, resolvemos fazer o
ensaio de imunofluorescéncia para a proteina Bad que faz parte da cascata de
apoptose numa fase posterior ao da ativagao da proteina Bax.

A proteina Bad forma heterodimeros com as proteinas anti-apoptoéticas como
Bcel-xL e Bcl-2, o que impede que essas proteinas protejam a mitocéndria do Bax, por
exemplo. Permitindo assim, a formagao de poros na mitocondria e como consequéncia
a liberacdo do citocromo c e ativagdo da cascata de apoptose. Porém, apesar de
apresentar uma tendéncia de aumento na expressao de Bad no tratamento com NMDA
através do ensaio de imunofluorescéncia e uma reversdo com a ouabaina, ndo houve

diferenca estatistica entre os grupos (Figura 3).

Figura 3 - Resultados obtidos para a expressao de Bad em relacdo ao grupo controle

em neurdnios tratados com ouabaina e NMDA.
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Nao ha diferengas estatisticas entre os grupos(n=5). Os resultados foram expressos em média t erro padrio
e analisados com o ANOVA de uma via seguido pelo teste de Tukey.

Tentamos também observar se o efeito protetor da ouabaina tem relacédo com o

fator de transcricdo NF-kB que é importante para a regulagdo de diversos genes,



principalmente genes relacionados a inflamacgao. Para isso, optamos por observar a
subunidade p65 do NF-kB que é responsavel pela transcricdo de genes pro-
inflamatoério e comparamos sua translocagao para o nucleo apenas de neurénios pelo
ensaio de imunofluorescéncia (Figura 4).

Observamos que o grupo NMDA apresenta um aumento na translocacao
nuclear da subunidade p65 em comparagdo com o grupo ouabaina e controle, porém,
o grupo tratado com ouabaina e NMDA possui diferengas apenas no grupo controle,
mostrando que nao ocorreu a reversao da translocacdo de p65 pela ouabaina em
neurdnios e que o papel do p65 na sobrevivéncia pode ser relacionado a outro tipo

celular como as células da glia que também estao presentes na cultura.

Figura 4- Resultados obtidos para a translocag¢ao nuclear da subunidade p65 do fator

de transcricao NF-kB em neurdnios tratados com ouabaina e NMDA.
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Sendo a vs. controle e ouabaina e b vs. controle (p<0,005), mostrando a alteragdo do NMDA na
translocagao da p65 que aparentemente nao é revertida pela ouabaina em neurdnios (n=4).



