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Resumo
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Conhecidos hé& aproximadamente 2500 anos, os transtornos do humor continuam a
dominar o interesse da salde publica. Cerca de 5% dos pacientes depressivos nédo
respondem a qualquer medida farmacologica e/ou psicoterapica. Para esses pacientes, a
eletroconvulsoterapia (ECT) constitui uma importante oportunidade de melhora.

Inducéo de convulsdes na forma de ECT tem sido usada no tratamento de desordens
psiquiatricas por mais de 60 anos. As principais indicacGes diagnosticas incluem depresséo,
mania, catatonia e esquizofrenia. Devido as dificuldades na identificacdo dos mecanismos
de acdo da ECT, tém-se usado a estimulagdo eletroconvulsiva (EEC) aplicada
experimentalmente a animais com o intuito de obter dados que contribuam para explicar
alguns efeitos terapéuticos da ECT. Ha relatados de alteracdo nos niveis das proteinas
DARPP-32 (fosfoproteina regulada por AMPc e dopamina) e NCS-1 (sensora neuronal de
calcio 1) em pacientes com transtornos neuropsiquiatricos.

Neste trabalho foram avaliados 0s niveis de expressdo das proteinas DARPP-32 e
NCS-1 em quatro regiGes cerebrais (striatum, cértex, hipocampo e cerebelo) de ratos
submetidos ao choque eletroconvulsivo agudo e cronico. A estimulacdo eletroconvulsiva
aguda gerou aumento na expressdo de DARPP-32 no cortex. E interessante notar que nessa
area as alteracGes foram observadas logo apos a realizacdo do estimulo e apds 24 horas
sendo essa sustentada até as 48 horas. Nas outras ares avaliadas (striatum, hipocampo e
cerebelo) ndo foram observadas alteracfes significativas. Tais achados corroboram a
auséncia de eficacia dessa terapéutica de modo agudo usualmente.

A estimulacdo cronica provocou alteracdes significativas em todas as &reas
estudadas, o que estd de acordo com a utilizacdo de repetidas sessdes desta técnica na
clinica. A estimulacéo eletroconvulsiva aguda gerou somente alteracfes pontuais nos niveis
de NCS-1 no cortex (diminuicdo em 48 horas), hipocampo (diminuicdo em 03 horas) e
cerebelo (aumento em 3 horas). A estimulagéo cronica gerou modificagdes importantes no
striatum e cdrtex, cerebelo. No striatum, aumento € notado logo ap6s do ultimo estimulo e
a partir de 03 horas até as 24 horas. No cortex e cerebelo, 0 aumento € evidente de 12 horas
até as 48 horas. Tais dados, assim como 0s obtidos para DARPP-32, mostram uma maior
eficiéncia da terapia cronica em relacdo a aguda e uma dindmica temporal que favorece a
aplicacdo da técnica num intervalo de 2-3 dias (tempo pelo qual manteve-se 0s niveis

elevados das proteinas).



1-Introducao



1.1 - Eletroconvulsoterapia

As primeiras décadas do século XX presenciaram uma revolugdo no tratamento das
doencas mentais. Antes disto, pessoas com psicoses eram usualmente colocadas em
hospicios. Embora reformadores médicos bem intencionados, como Phillipe Pinel, tenham
melhorado as condigdes dos sanatdrios, nenhum tratamento era executado. A primeira
revolucdo no tratamento foi colocada em movimento pela psicoterapia, baseada nas teorias
da mente propostas pelo médico austriaco Sigmund Freud. Seu valor foi principalmente
observado em disturbios mentais moderados, particularmente neuroses. No inicio de 1930,
esses métodos comegaram a ser suplementados por abordagens fisicas usando drogas,
terapia eletroconvulsiva e cirurgia. Entre 1917 e 1935, quatro métodos para produzir
choques foram descobertos, testados e usados na pratica psiquidtrica:

- febre induzida por maléria, para tratar neurosifilis, descoberta em Viena por Julius
Wagner-Jauregg, em 1917;

- coma e convulsdes induzidas por insulina, para tratar esquizofrenia, descoberto em
Berlim por Manfred J. Sakel, em 1927;

- convulsdes induzidas por metrazol, para tratar esquizofrenia e psicoses afetivas,
descoberta em Budapeste por Ladislaus von Meduna, em 1934;

- terapia por choque eletroconvulsivo, descoberta por Ugo Cerletti e Lucio Bini em
Roma, em 1938.

Cerletti descobriu que os choques elétricos gerados na eletroconvulsoterapia (ECT)
tornavam os pacientes dificeis e obsessivos em doceis e controlédveis (Royal College of
Psychiatrists, 1989). O uso desta técnica difundiu-se rapidamente e nas duas primeiras
décadas do século XX houve uma progressiva aceitacdo e refinamento na aplicagdo.
Inicialmente, a ECT era realizada com o paciente consciente, sem uso de anestesia ou
relaxante muscular. Havia perda da consciéncia durante a aplicagdo da corrente, e os
pacientes apresentavam contragdes musculares incontrolaveis e, com freqiliéncia,
quebravam o0ssos, especialmente vértebras, e apresentavam distensdo muscular devido as
convulsdes violentas induzidas pelo choque. Em 1939, Walter Freeman sugeriu que o
curare poderia ser usado para reduzir as taxas de fraturas associadas a ECT, e em seguida

logo se incorporou o uso sistematico de anestésicos gerais.



A partir dos anos 60, com o desenvolvimento de medicagdes eficazes para o
tratamento de transtornos mentais € um movimento anti-psiquiatrico, a necessidade e uso
para ECT diminuiram, mas ndo desapareceu. Uma queda de 46%, no uso da ECT, entre os
anos de 1975 e 1980 foi demonstrada em um levantamento do National Institute of Mental
Health, EUA (Busnello e cols., 1995).

Atualmente, a técnica ¢ um procedimento pelo qual convulsdes generalizadas, com
duracdo de 25 a 250 segundos, sdo induzidas pela passagem de uma corrente elétrica
através do cérebro, sob anestesia geral e relaxamento muscular, utilizadas com finalidade
terapéutica. Avangos no tratamento tém permitido uma redu¢do dos efeitos adversos,
principalmente cognitivos (NIH & NIMH Consensus Conference, 1985; Rudorfer e cols.,
1997), sendo classificado como um método terapéutico eficaz, seguro, internacionalmente
reconhecido e aceito, cuja pratica requer consentimento informado que devera ser obtido do
paciente antes do inicio do tratamento (Resolu¢ao CFM N° 1.640/2002).

A ECT tem sido considerada efetiva no tratamento da depressdo, mania e
esquizofrenia (American Psychiatric Association, 1990; Abrams, 1992; Potter e Rudorfer,
1993). Nao se trata de teraplutica de excecdo por existirem indicagdes precisas e
especificas (Resolucdo CFM No 1.640/2002), sendo mais freqiientemente utilizada no
tratamento da depressdo. Torna-se especialmente indicada quando uma resposta clinica
rapida ¢ essencial em pacientes gravemente doentes, quando hé histéria de resposta positiva
a ECT, ou ha refratariedade ou intolerdncia a medicacdo, além de situagdes em que o
paciente ou a familia requerem o uso da técnica (Sackeim, 1994).

A aplicagdo da técnica muitas vezes ¢ decisiva para a vida do paciente, evitando o
suicidio por tratar com grande eficacia a depressao grave (The UK ECT Review Group,
2003). Cerca de 5% dos pacientes depressivos ndo respondem a qualquer medida
farmacolégica e/ou psicoterapica (Post, 1999). Para esses pacientes, a ECT constitui uma
importante oportunidade de melhora. Além disso, quadros depressivos graves com psicose
respondem melhor a ECT que a farmacoterapia (Pande e cols., 1990; Parker e cols., 1992;
The UK ECT Review Group, 2003). Estudos demonstram que a utilizagdo da ECT diminui
o tempo de internagdo e custos com o tratamento (Olfson e cols., 1998), dados relevantes

considerando a realidade de satde publica do Brasil.



Os problemas na identificacdo dos mecanismos de a¢cdo da ECT recaem no fato de
que esta afeta muitas vias no sistema nervoso central (SNC), além da dificuldade de definir
neuroquimicamente as doengas para as quais ¢ empregada. Dessa forma, a estimulacio
eletroconvulsiva (EEC) aplicada experimentalmente a animais tem sido largamente
utilizada como um modelo de ECT (Green e Nutt, 1987).

Os efeitos moleculares da EEC sao diversos e compreendem aumento nos niveis de
neurotransmissores, neuropeptideos e remodelagem sinaptica (Fochtmann e cols., 1994).
Os experimentos com EEC crénicos tém mostrado efeito nas monoaminas cerebrais
(Modigh, 1975). A EEC promove um aumento na transmissdo serotoninérgica no
hipotalamo induzindo dessensibilizacdo dos autorreceptores pré-sinapticos S-HTI1A
(Dremencov e cols., 2002), provavelmente, tendo o sistema serotoninérgico como um dos
alvos de sua agdo nos transtornos do humor.

O tratamento com EEC aumenta a concentragdo de receptores glutamatérgicos
metabotropicos (mGIuR), principalmente nos interneurdnios inibitérios do hipocampo
(Smialowska e cols., 2002) o que pode estar relacionado com o aumento da concentragdo
do acido y-aminobutirico (GABA) em varias regides do cérebro (Wiclosz e cols., 1985;
Nutt e cols., 1981; Sanacora e cols., 2003). Ambos sistemas de neurotransmissores,
provavelmente, também estao relacionados ao efeito antidepressivo da ECT.

Evidéncias sugerem que a EEC altera as concentracdoes de neurotrofinas em
algumas regides do cérebro. Os fatores neurotroficos sdo proteinas que estdo envolvidas na
sobrevivéncia neuronal e plasticidade de neuronios dopaminérgicos, colinérgicos e
serotoninérgicos no SNC e, provavelmente, exercem importante papel na fisiopatologia e
tratamento da depressdo (Angelucci e cols., 2003), caracterizando um alvo importante no
mecanismo de agao da ECT.

No hipocampo, a EEC mostrou-se capaz de reverter a atrofia encontrada nesta
regido em pacientes depressivos (Smith e cols., 1995). Os mecanismos propostos para tal
melhora sdo a regulagdo de fatores neurotroficos (Duman e Vaidya, 1998) e o aumento da
neurogénese hipocampal (Jacobs e cols., 2000; Malberg e cols., 2000), aumentando a
expressdao de RNAm do fator de crescimento neuronal (NGF) (Follesa e cols., 1994), do
fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) e dos receptores de BDNF no sistema

limbico (Nibuya e cols., 1995).



O fator de crescimento para o fibroblasto (FGF-2) estd implicado na diferenciagdo
de progenitores celulares de neuronios, astrécitos e oligodendrécitos, sendo encontrado,
também, na formacdo de novas sinapses, além de ter um efeito neuroprotetor. Apds
convulsdes induzidas por ECT, ocorre um aumento na expressao de RNAm para FGF-2 no
hipocampo, que permanece por muitas horas apds a convulsdo (Cole e cols., 1990).

Sugere-se que problemas com proteinas envolvidas na matriz estrutural das sinapses
(como as sinapsinas) podem ocorrer na esquizofrenia, uma das indicagdes da ECT, levando
a um numero reduzido de vesiculas sinapticas, formacdo sinaptica aberrante e retardo ou
reducdo na formacao das sinapses (Stahl, 2002). Estimulos elétricos induzem a ativagdo de
proteinas de regulacdo associadas ao citoesqueleto. A sinapsina ¢ uma destas proteinas e ¢
fosforilada por vérias proteinas quinases. A EEC induz uma mudanga bidirecional na
fosforilagdo da sinapsina. Imediatamente ap6s a convulsdo, ocorre um rapido aumento na
desfosforilagdo da sinapsina, o que implica uma maior rigidez na organizagdo da actina-
citoesqueleto, que modula a liberagdo de vesiculas sinapticas Esse fato impede que ocorra
uma liberagdo maci¢a de neurotransmissores na fenda sindptica, provocada pela EEC,
promovendo assim, um efeito protetor. No entanto, alguns minutos apds a convulsdo,
ocorre um aumento na fosforilagdo da sinapsina, desaparecendo a rede de actina,
aumentando a liberacdo de neurotransmissores e, possivelmente, induzindo plasticidade
neuronal, tal como uma reorganizacao sinaptica (Kondratyev e cols., 2001).

A entrada excessiva de calcio dd inicio a varias cascatas intracelulares que
acarretam a destruicdo da célula. Sugere-se que um desequilibrio nas concentra¢des do
calcio possa estar relacionado a disfungdo da memoria, relatada por pacientes submetidos a
ECT. Estudos utilizando bloqueadores dos canais de Ca*" reforcam esta idéia, visto que,
com o uso de bloqueadores destes canais, houve melhora na performance dos ratos nos
testes de memoria, em relagdo aos animais que ndo utilizaram essas drogas (Lisanby e cols.,
2000).

Além disso, outras alteragdes bioquimicas como o aumento da expressdo de um
grande nimero de genes, incluindo genes de expressdao imediata, subunidades de canais de
potassio e receptores foram relatadas (Burnet e cols., 1995; Chen e cols., 1995; Cole e cols.,
1990; Pej e cols. 1997; Smith e cols., 1995).



Recentemente, dois grupos relataram resultados de experimentos realizados em
amostras de cérebro de individuos esquizofrénicos, onde a expressao de duas proteinas
moduladoras da sinalizacdo celular foi investigada. Em ambos a area estudada foi a regido
dorsolateral do cortex pré-frontal. No primeiro, publicado em 2002 no Archieves of General
Psychiatry pelo grupo de Paul Greengard (Albert e cols., 2002), a quantidade de DARPP-
32 (fosfoproteina regulada por AMPc e dopamina — peso molecular 32kDa) e de outras
proteinas neuronais foi medida por imunoblot em amostras post-mortem de cérebros de
individuos esquizofrénicos, que tiveram idade, sexo e tempo de autdlise pareados com
controles. Foram pareados também individuos em uso de neurolépticos mas ndo
esquizofrénicos, nesse caso com Doenca de Alzheimer, com a finalidade de afastar
possiveis influéncias do uso dessas drogas. Demonstraram que a DARPP-32 estava
significativamente reduzida na regido dorsolateral do cortex pré-frontal em mais
esquizofrénicos que individuos controles pareados. As demais proteinas estudadas,
sinapsina I e subunidade alfa da proteina quinase dependente de célcio/calmodulina, nao
estavam alteradas.

O outro trabalho, publicado em 2003 no Proceedings of National Academy of
Sciences, USA, descreve resultados obtidos de amostras de cérebros de individuos
esquizofrénicos, bipolares e controles normais, provenientes do banco de cérebros do
Consorcio de Neuropatologia da Stanley Foudation (Koh e cols., 2003). Eles encontraram
um aumento maior que 50% nos niveis de NCS-1 (neuronal sensora de céalcio-1) na regido
dorsolateral do cortex pré-frontal de pacientes esquizofrénicos e bipolares, comparados
com controles normais. Controles para o uso de antipsicoticos e/ou estabilizadores do
humor também foram feitos, o que foi confirmado por estudo dos niveis de NCS-1 em
macacos submetidos a tratamento cronico com haloperidol, onde ndo foi observada
diferenca significativa com o grupo controle.

Sabe-se que estas proteinas estdo envolvidas na regulacdo eletrofisiologica,
transcricional e respostas comportamentais a estimulos fisioldgicos e farmacoldgicos,
incluindo antidepressivos, neurolépticos e abuso de drogas. Através da expressdo destas,
busca-se entender se a ECT causa algum tipo de altera¢@o no sistema nervoso central que,
possivelmente, possa reverter quadros de transtornos psiquidtricos, incluindo abuso de

drogas, alcool e substancias ilicitas (Svenningsson, 2004; Hanlon e Wallace, 2002).



1.2- Transmissdo dopaminérgica

A dopamina (CgH;NO,), at¢ a metade da década de 1950, era considerada
exclusivamente um precursor intermedidrio da biossintese de outros neurotransmissores,
como epinefrina e norepinefrina. Diferencas marcantes na distribui¢do regional de
dopamina e norepinefrina levaram investigadores suecos, na década de 1960, a propor um
papel bioldgico especifico (Carlsson e cols, 1958; Carlsoon e Waldeck, 1958).

Diferente de outros sistemas de neurotransmissdo, que sdo encontrados difusamente
no sistema nervoso central, a dopamina se ditribui de maneira circunscrita (Glenthoj, 1995)
no SNC e também no sistema nervoso periférico. As principais proje¢des sao apresentadas
a seguir e ilustradas na figura 1:

- via mesolimbica - projeta-se dos corpos celulares da area tegumentar ventral do
mesencéfalo para os axonios terminais das areas limbicas do cérebro, como o nucleo
acumbens;

- via mesocortical - os corpos celulares desta via surgem na area tegumentar ventral,
proximo aos corpos celulares dos neuroénios dopaminérgicos da via mesolimbica, e prjetam-
se para areas do cortex cerebral, particularmente do cortex limbico;

- via nigroestriatal - projeta-se dos corpos celulares da substincia negra do
mesencéfalo por meio de ax6nios que terminam nos ganglios da base ou striatum;

- via tibero-infundibular- projeta do hipotalamo para a glandula pituitaria anterior.

Ganglios
da base

Nucleus
accumbens
Substancia
negra

Figura 1: As quatro vias dopaminérgicas. (a) via nigroestriatal, (b) via mesolimbica, (c¢) via
| mesocortical, (d) via tibero-infundibular. Modificado de Stahl, 2002.



A dopamina ¢ um neurotransmissor catecolaminérgico sintetizado a partir de
tirosina por duas reagdes seqiienciais catalizadas pelas enzimas tirosina hidroxilase (TH)
(formacao de 3.,4-dihidroxifenilalanina ou L-DOPA) e descarboxilase de L-aminoacidos
aromaticos (AAAD) (Figura 2A). A dopamina livre no citosol é rapidamente captada pelo
transportador vesicular de monoaminas (VMAT) que utiliza um gradiente eletroquimico de
protons para transportd-la para o interior das vesiculas, sendo que este apresenta duas
isoformas: VMAT-1, presente na periferia, ¢ VMAT-2, localizado em estruturas do SNC
(Erickson e cols., 1992). As vesiculas contendo o neurotransmissor fundem-se a membrana
do neurdnio pré-sindptico, apos influxo de calcio pelos canais de calcio sensiveis a
voltagem (Staal e cols., 2004).

Ap6s a liberacdo e interagdo da dopamina com receptores pos-sinapticos especificos
ocorre a recaptacdo pelo transportador de dopamina (DAT) e posterior degradacdo, no
citosol, em produtos inativos (figura 2B) pela monoamino oxidase (MAO) e pela catecol-
O-metil-transferase =~ (COMT). Esses produtos s3o 3-metoxitiramina, 4cido

diidroxifenilacético e o acido homovanilico (Thorpe e cols., 1987)
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Figura 2: Vias de sintese (2A) e degradacgio (2B) da dopamina

Os efeitos dopaminérgicos sdo exercidos pela ligagdo com receptores pré e pds-
sinapticos. Em 1966, Van Rossum j4 apresentava tais receptores como importantes pontos
modulatorios da via dopaminérgica e distirbios a ela relacionados. Até 1990, acreditava-se

que existiam somente dois tipos de receptores: D1 e D2. Estudos realizados através de



técnicas de biologia molecular possibilitaram a identificagdo de mais trés tipos: D3, D4 ¢
D5. Avaliando-se as propriedades bioquimicas, estruturais ¢ farmacoldgicas in vitro e in
vivo estes foram agrupados em duas familias: receptores do tipo D1 (D1 e D5) e receptores
do tipo D2 (D2, D3 e D4) (Levant, 1997).

Os receptores do tipo D1 sdo acoplados a proteina Gs0/Goso (figura 3) que ativam a
adenilato ciclase (AC) resultando no aumento dos niveis intracelulares do AMPc, ja os do
tipo D2 estdo acoplados a Gio/G,a gerando inativagdo desta enzima e reducdo dos niveis de

AMPc (Missale e cols., 1998; Vallone e cols., 2000).

Figura 3: Modulagdo da adenilato ciclase (AC) mediada por receptores dopaminérgicos (GDP:
guanosina difosfato, GTP: guanosina trifosfato)

A dopamina ¢ responsavel pela regulagdo de muitas fungdes em mamiferos, tais
como o controle: motor, hormonal, de processos cognitivos, de humor, da resposta imune,
da motivagdo e da atengdo, entre outros (Giros e cols., 1996; Packard ¢ Knowlton, 2002;
Lourenco e cols., 2005; Kavelaars e cols., 2005).

Disfuncdes desse neurotransmissor estdo relacionadas com diversos transtornos
neuropsiquiatricos. Estudos demonstrando que a maior parte da dopamina cerebral esta
confinada aos ganglios basais levaram a hipdtese que essa estaria envolvida com o controle
motor ¢ que uma diminui¢do dos niveis estriatais dessa amina poderia ser a causa de
sintomas extrapiramidais na doenca de Parkinson (Kish e cols., 1988). A descoberta de
profundas redugdes de dopamina no striatum de pacientes com Parkinson e a demonstragao

que L-DOPA tem efeitos benéficos nesses pacientes substanciou a relevancia clinica dessa



teoria (Walton-Hadlock, 2005). Tal reducao deve-se a degeneragdo dos neurdnios capazes
de sintetiza-la, presentes na substancia negra (Lang e Lozano, 1996).

O transtorno do déficit de atengdo e hiperatividade (TDAH) ¢ outra manifestacao
clinica cuja etiologia ¢ creditada a um desbalango em sistemas de neurotransmissdo, entre
eles o dopaminérgico. O tratamento deste ¢ feito com farmacos que aumentam os niveis
dopaminérgicos na fenda sindptica e, paradoxalmente, acalmam os pacientes (Seiden e
cols., 1993; Russell e cols., 2000).

A esquizofrenia ¢ um disturbio com ampla variedade de sintomas, como o
transtorno: afetivo, do pensamento, da percepcdo ¢ da funcdo psicomotora. Podem estar
associados sintomas negativos como a falta de motivacdo, o que sugere disfungdao nos
circuitos de recompensa. Alguns sintomas sdo compativeis como o aumento da dopamina
no SNC e com o desenvolvimento anormal das projecdes dopaminérgicas do cortex pré-
frontal (Goldstein e Deutch, 1992).

Outros quadros clinicos como depressdo maior, depressao bipolar, alcoolismo,
transtorno do panico, dependéncia de drogas e déficits cognitivos estdo também associados
com pertubagdes nesse sistema (Nass ¢ Bressman, 2002; Tsuang e cols., 2004; Tupala ¢
Tithonen, 2004). Vias ainda ndo elucidadas na sinalizacdo do sistema dopaminérgico
podem gerar uma melhor compreensdo quanto ao mecanismo responsavel por essas
patologias e, consequentemente, a proposi¢do de novos alvos farmacolédgicos (Suo e cols,

2004).
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1.3 - DARPP-32

Uma proteina, descoberta por S. Ivar Walaas e Dana W. Aswad (Walaas, Aswad e
Greengard, 1983) e extensivamente estudada desde entdo, DARPP-32 (fosfoproteina
regulada por AMPc e dopamina peso molecular-32 kDa), tem desempenhado um papel
central na compreensdao da sinalizagdo dopaminérgica e suas interagdes com outros
neurotransmissores, drogas terapéuticas e de abuso (Self e cols., 1998; Maldve e cols.,
2002). Localiza-se em neur6nios que possuem receptores dopaminérgicos sendo
identificada como o maior alvo dos produtos da adenilato ciclase ativada por dopamina no

estriato (Wallas e cols., 1983) (figura 4).

Dopamine

pDARPP-32

PP1 ___—»»{NMDA|

v

GABA,
{ .g j_JNIP -Ca?’|

Figura 4: Sinalizacdo dopaminérgica em neurdnios poés-sinapticos (modificado de Greengard,
2001)

Existindo disponibilidade de AMPc, ocorre ativacao da proteina quinase sensivel a
AMPc (PKA) que por sua vez atua fosforilando a DARPP-32 no residuo de treonina na
posicdo 34 (Thr**) (figura 5), passando a atuar como potente inibidor da proteina fosfatase
1 (PP-1) (Yan e cols., 1999). Além da Thr*, essa fosfoproteina apresenta outros trés sitios

de fosforilagao:
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- treonina na posi¢do 75 (Thr'®), que ao ser fosforilada pela quinase dependente de
ciclina 5 (Cdk-5) provoca inibi¢ao de PKA;

102

- serina na posi¢do 102 (Ser ), que fosforilada pela caseina quinase 2 (CK-2)

favorece a fosforilagdo da Thr** pela PKA;

- serina na posicdo 137 (Ser"’

), fosforilada pela caseina quinase 1 (CK-1) passa a
inibir a atividade da proteina fosfatase 2B (PP-2B) sobre o residuo Thr'* (King e cols.,
1984; Girault e cols., 1989; Desdouits e cols., 1998; Bibb e cols., 1999; Nishi e cols.,
1999).

A PP1, cuja atividade ¢ modulada pela DARPP-32, ¢ capaz de regular o estado de
ativacdo de diversos canais i0nicos, receptores e fatores de regulagdo da transcrigdo génica

(Greengard e cols., 1999; Hsich-Wilson e cols., 1999).

CDK5 CK2 CK1

PKA
DARPP-32 + ¢ ¢ *
NH; T34 T75 151025137, -COOH
P P P P

PP-2C

Figura 5: Sitos de fosforilagio da DARPP-32 (adaptado de Svennigsson e cols., 2004). Em
vermelho sdo indicadas vias inibitérias e em azul as estimulatorias.

Estudos realizados em camundongos que ndo expressam DARPP-32 (Fienberg, e
cols., 1998) tém permitido maior detalhamento do envolvimento desta proteina nas agdes
da dopamina. H4 evidéncias de um importante papel na mediacdo dos efeitos deste
neurotransmissor nas mudancgas a longo prazo na excitabilidade neuronal, através da
inducdo de ambas, depressdo e potenciagdo de longa duracio (LTD e LTP,
respectivamente), formas opostas de plasticidade sinaptica (Calabresi e cols., 2000). O
envolvimento pode ser explicado pelo fato de estes efeitos serem mediados via proteina
quinase sensivel a GMPc (PKG) e PKA. .

Mudangas a longo prazo na plasticidade sindptica geram alteragdes na transcri¢do
génica que sdo importantes para manutencdo das adaptagdes moleculares e inicio das
adaptacdes morfologicas. Ha evidéncias de que a regulagdo da transcrigdo génica envolve

‘ fosforilacdo alterada de fatores de transcri¢do, e consequente modulacdo de sua atividade

| 12



(Hyman e cols., 2001). Perturbagdes nos sistemas de neurotransmissores contribuem para a
etiologia de varias desordens neuropsiquiatricas. Os sistemas dopaminérgico e
serotoninérgico parecem ser alvos primdrios para a maioria das medica¢des usadas no
tratamento destes transtornos psiquiatricos (Parsons e cols., 2000). Estudos detalhados com
animais tém demonstrado que a serotonina causa um aumento da fosforilagdo na Thr’* e
Ser®” e diminuicio na Thr’> da DARPP-32 (Sveningsson, e cols., 2002). As acdes da
serotonina na fosforilagdo da Thr** e Thr’® sio mediadas primariamente pela ativagdo de
receptores 5-HT4 e 5-HTs, enquanto a regulacdo da Ser'®” ¢ mediada primariamente via
receptores 5-HT,. Esses trés caminhos parecem inibir PP-1 através de mecanismos
sinérgicos.

Glutamato ¢ GABA sdo os principais neurotransmissores que controlam a
fosforilacdo da DARPP-32 estriatal. O principal efeito anti-dopaminérgico do glutamato ¢ a
desfosforilagio da DARPP-32 na Thr*, através da ativagio da PP-2B induzida pelos
receptores NMDA/AMPA (figura 6).

Dopamine Glutamate Glutamate
D1 AMPA/NMDA mGlu1/5
Golf dcar — Gq

Y \ Y
fcamp dPLC
“lpp2at \

\ ki3

*dpKat
\ Y
\ACa2+
TThr7s4 \
Y L) vy

IThr3s) «——4pP2BY

18137
‘

.
tPP-14

Figura 6: Mecanismos de integragdo envolvidos na sinalizagdo dopaminérgica e glutamatérgica via
cascatas quinase/fosfatase. FEtapas da regulagio da cascata PKA/PP-2A/Thr”-DARPP-
32/PKA/Thr**-DARPP-32 que sio pro-dopaminérgicas estdo indicadas com setas azuis e as que sdo
anti-dopaminérgicas com setas vermelhas (modificado de Greengard, 2001).
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Além deste, o glutamato tem varios outros efeitos regulatorios na fosforilacdo da
DARPP-32. Através da via mGluR1/CK1/Cdk5/fosfo-Thr”-DARPP-32, o glutamato
antagoniza a sinalizagio PKA/fosfo-Thr'*-DARPP-32. Porém, o glutamato pode
potencializar a sinalizagdo PKA/fosfo-Thr**-DARPP-32 através de trés cascatas por:

- receptores NMDA-AMPA/Ca®"/PP-2A/desfosforilagio da DARPP-32 na Thr'*;

- favorecer a formagao de AMPc acoplado ao receptor A;x mediada pela ativagao de
receptores mGluS;

- aumentar a fosforilagio na Ser'’’ da DARPP-32 mediada através da ativacio
induzida do receptor mGlu da CK1 (Nishi e cols., 2003).

Estudos realizados em fatias estriatais mostraram que o GABA foi capaz de
produzir um rapido aumento no estado de fosforilagio da Thr**. Este efeito foi prevenido
por baculina, antagonista de receptores GABAa. GABA potencializou significativamente o
aumento na fosforilagio da Thr* da DARPP-32 produzido por forskolina, ativador de
adenilato ciclase. Isto sugere que o0 GABA aumenta a fosforilagio da Thr’* através da
inibigdo de PP-2B (Snyder e cols., 1994).

DARPP-32 estd envolvida nas acdes de uma variedade de substancias usadas para o
tratamento de vdrios transtornos psiquidtricos e neuroldgicos. Tratamento com drogas
antipsicoticas (ou neurolépticas) representam a terapia mais comum para esquizofrenia. Um
efeito comum das drogas antipsicdticas € agir como antagonista de receptores D, (Lindgren
e cols., 2003). A ativagdo de receptores D, reduz o estado de fosforilagdo na Thr*.

Mostrou-se que o tratamento com varios antidepressivos, incluindo fluoxetina,
favorece a eficacia da sinalizacdo de PKA em vérios niveis diferentes no cortex pré-frontal,
hipocampo e nucleo acumbens (Nestler e cols., 2002). O tratamento agudo e crénico com
fluoxetina causou um aumento na fosforilacdio da DARPP-32 na Thr** ¢ uma diminui¢io na
fosforilagio da Thr” no hipocampo, cértex frontal e estriato (Svenningsson € cols., 2002).

A L-DOPA permanece como o tratamento farmacoldgico mais efetivo para Doenca
de Parkinson. Evidéncias apontam para o envolvimento da DARPP-32 nos mecanismos da
geracdo de discinesia induzida por L-DOPA (Picconi e cols., 2003). Relatou-se que
neurdnios estriatais de ratos discinéticos ndo mostram despotenciacdo em resposta a
estimulacdo de baixa freqiiéncia de aferentes corticais. Falta de despotenciagdo pode refletir

um estado alterado de transmissdo sinaptica estriatal, que pode produzir discinesia. A
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despotenciagdo ¢ bloqueada pela ativagdo de receptores D, bem como por inibi¢do de PP-1
(Picconi e cols., 2003). Animais discinéticos apresentam anormalmente altos niveis de
fosforilagio na Thr** (Picconi e cols., 2003). Baseado nestes dados, sugere-se que a
discinesia pode resultar de mudangas especificas ocorridas ao longo da sinalizacdo
dopaminérgica Dy, levando a um aumento da fosforilagdo da Thr**, aumentando a inibi¢io
da atividade de PP-1 e perda de despotenciagao.

Relata-se, ainda, o envolvimento de DARPP-32 nas acdes de muitas categorias de
drogas de abuso, incluindo etanol, cafeina, cocaina e anfetamina.

- Etanol: a DARPP-32 estd envolvida nas respostas agudas e a longo prazo ao
etanol. Tem sido proposto que o envolvimento da DARPP-32 na dependéncia ao etanol
depende da habilidade dela em regular o estado de fosforilagio do receptor NMDA.
Dopamina, via receptores D, estimula fosforilagdo mediada por PKA da subunidade NR1
do receptor NMDA na Ser*”” e reduz a sensibilidade ao etanol do receptor NMDA (Maldve
e cols., 2002). Estas observagdes indicam que a DARPP-32 pode mediar o reforgo por
reduzir a fosforilagdo de receptores NMDA e, conseqiientemente, por prevenir a
sensibilidade ao etanol.

- Cafeina: ha fortes evidéncias para o envolvimento da DARPP-32 nas acdes
estimulatorias da cafeina. Administra¢do sistémica de cafeina, ou de SCH58261, um
antagonista seletivo do receptor A, causa aumento na fosforilacio da Thr” em
camundongos selvagens (Lindskog, e cols., 2002).

- Cocaina e anfetaminas: o tratamento agudo com cocaina ou anfetamina aumenta a
fosforilagdo da Thr’* ¢ diminui a fosforilagdo da Thr’> (Nishi e cols., 2000). Tratamento
com cocaina e anfetamina também aumenta o estado de fosforilacdo de CREB, ELK e
multiplos genes de expressdo imediata (Nestler e cols., 2001). Entretanto, tratamento
cronico com cocaina leva ao aumento da fosforilacdo da Thr” e diminuicdo da Thr* (Bibb
e cols., 2001).

Logo, DARPP-32 aparece como um elemento intermediario com potencial para
associar o funcionamento de diversas vias sinalizatorias e o estudo da expressdo pode

auxiliar na compreensdo das vias envolvidas em desordens psicoativas e neuroldgicas.
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1.4 —NCS-1

Viarios trabalhos tém mostrado a contribui¢do dos ions calcio em inimeras vias
sinalizatorias, tais como o acoplamento contracdo-relaxamento, secre¢do, endocitose e
exocitose, trafego de receptores e canais i0nicos ao longo dos compartimentos de
membrana, transcricdo génica e atividade enzimatica (fosforilagao e desfosforilagcdo). Por
isso, o calcio ¢ considerado um dos mensageiros intracelulares mais versateis e
indispensaveis para o ajuste fino e para regulagdo da atividade e plasticidade nervosa. Para
que cada uma das suas funcdes seja garantida de maneira especifica ¢ importante notar que
0s sinais e concentragdes intracelulares de calcio sao rigorosamente compartimentalizados e
obedecem a uma grande variagdo temporal, indo de fracdes de milisegundos a horas, dias e
até mesmo semanas.

O processo de transducdo espaco-temporal do sinal de célcio em fungdes especificas
intracelulares e deve-se, em grande parte, a interacdo desse ion com algumas proteinas
conhecidas como ligantes de calcio (“calcium binding proteins”) e/ou sensoras de calcio
(“calcium sensor proteins”), dentre elas a proteina NCS-1.

A NCS-1 pertence a uma familia de proteinas do tipo “EF-hand” apresentando 4
sitios de ligagdo ao Ca®", um grupo miristoil capaz de interagir com membranas e regides
de associacdo com quinases e outras proteinas (Bourne e cols., 2000). Tanto a NCS-1
quanto sua ortologa frequenina encontrada em Drosofila sp. sdo capazes de:

- regular a exocitose de neurotransmissores e agentes secretorios;

- controlar o trafego de proteinas celulares e modular a atividade de canais i6nicos,
como os canais de Ca®" e os canais de K*;

- modular alguns processos de plasticidade celular (Pongs e cols., 1993; Nakamura e
cols., 2001; Mora e cols., 2002; Tsujimoto, 2002).

Evidéncias sugerem o envolvimento da NCS-1 no processo de facilitacdo da
neurotransmissao e, possivelmente, em certos transtornos do sistema nervoso, como a
esquizofrenia e o distirbio bipolar.

Trabalhos tém mostrado que a NCS-1 ocupa uma posicao “chave” na regulacao de
diversas vias de sinalizag¢ao intracelular. Esta é capaz de inibir/ativar canais de célcio e

potassio dependentes de voltagem, ativar a calcineurina e a 6xido nitrico sintase, inibir a

16



guanilato ciclase, dessensibilizar receptores de dopamina D,, ativar a fosfatidilinositol 4-
hidroxiquinase-f3 do tipo III (PI4K(-III) dentre outras (Rajebhosale e cols., 2003).

Em 2003, Koh e cols, mostraram que a NCS-1 encontra-se superexpressa no cortex
pré-frontal de pacientes esquizofrénicos e bipolares pos-morte (Koh e cols., 2003). Naquele
mesmo ano, Kabbani e cols mostraram que a NCS-1 forma complexos com a proteina
kinase-2 acoplada a proteina G (GRK2) e com o receptor de dopamina (D2), regulando,
assim, a dessensibilizagdo do receptor D2 ativado (Kabbani e cols.,2002) (figura 7) . Essa
associacao entre os altos niveis da NCS-1 encontrada em pacientes esquizofrénicos e
bipolares e a regulacdo da atividade dos receptores D2 favorecem, assim, a hipotese do

envolvimento da NCS-1 em distirbios neurologicos e psiquiatricos.

Increased

dopamine

signaling ~a Reduced
PFC and/or
hippocampal
activity

Figura 7: Modulag¢do de GRK2/ D2 por NCS-1(modificado de Braunewell, 2005)

Em 2005, Negyessy e Goldman-Racik reportaram, em cortex pré-frontal de
primatas, a localizagdo ultraestrutural de D, e compararam com a NCS-1. Foi observada
imunoreatividade abundante em estruturas pré e pos-sindpticas, nas quais também estava
colocalizada com D,. Relatou-se, também, a coexisténcia de NCS-1 e D, (Negyessy e
Goldman-Racik, 2005). Estes dados corroboram com a idéia de um papel da NCS-1 na

dessensibilizacdo de D; no cortex pré-frontal.
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2 — ODbjetivos
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Objetivo geral

- avaliar os niveis de expressao da DARPP-32 e da NCS-1 em ratos submetidos ao choque

eletroconvulsivo.

Obijetivos especificos

- estudar o impacto da estimulagdo eletroconvulsiva na expressdo de DARPP-32 ¢ NCS-1
em diferentes regides cerebrais de ratos;

- analisar o papel da estimulacdo eletroconvulsiva aguda e cronica sobre a expressdo de
DARPP-32 ¢ NCS-1 em cérebros de ratos;

- avaliar a dindmica temporal da expressao de DARPP-32 ¢ NCS-1 apos a estimulacio

eletroconvulsiva.
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3— Material e métodos
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3.1 — Estimulacao eletroconvulsiva

Foram utilizados ratos Wistar machos com 60 (sessenta) dias de vida. Os
procedimentos foram realizados com os ratos previamente anestesiados com tiopental
(60mg/Kg i.p.) e relaxante muscular (cloridrato de d-tubocurarina 4mg/Kg i.p.) para evitar
dor e sofrimento fisico ou psicologico durante os procedimentos. Houve aprovacao do
Comité de Etica em pesquisa da Universidade do Extremo Sul Catarinense.

Com base em estudos prévios em modelos animais, para uma diferenca de 10% nos
parametros a serem analisados entre os grupos, com uma variancia de no maximo 10% enre
as médias calculou-se um tamanho de amostra de 5 ratos por grupo, para um erro alfa de
0,05 e um poder de 80%. Foram entdo computados 40 ratos adicionais (25%), prevendo a
mortalidade no modelo animal.

Para o eletrochoque utilizou-se aparato que produz uma corrente elétrica (150V,
60HZ) através de eletrodos (clipes) bilaterais fixados previamente nas orelhas dos animais,
durante dois segundos. Cada estimulacdo produz uma convulsdo tonico-clonica. Foram
utilizados dois protocolos: agudo e cronico. Agudo — uma Unica sessdao de EEC. Cronico —
oito sessoes de EEC, distribuidas ao longo de 16 dias. O procedimento do eletrochoque foi
realizado pela equipe do Professor Jodo Quevedo, do Laboratério de Neurociéncias, da
Universidade do Extremo Sul Catarinense.

A coleta do material biologico foi efetuada em diferentes tempos apds a ultima
sessdo de EEC (unica no caso agudo): imediatamente e apds, 30 minutos, 03 horas, 12
horas, 24 horas e 48 horas. Os animais foram anestesiados com tionembutal (30mg/Kg, i.p.)
e sacrificados por decaptacdo; os cérebros foram removidos e fracionados nas areas
cerebrais de interesse (hipocampo, striatum, cortex e cerebelo) e imediatamente congelados

em nitrogénio liquido. Os tecidos foram armazenados a —80° C.
3.2 - Producdo de extrato proteico de tecidos
Amostras de diferentes regides cerebrais foram lavadas em PBS 1x (58mM

Na,HPO4, 17mM NaH,PO, ¢ 68mM NaCl, pH 7.4) e, posteriormente, incubados em
tampao de lise (20mM Tris pH 8,0, 137mM NaCl, 0,5mM ortovanadato de sodio, 2mM
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acido okadaico, 10% glicerol, 1% Nonidet P40, 2% de coquetel de inibidores de protease) e
sonicados por pulsos de 1 segundo. Apds uma hora, centriugou-se a amostra a 1000xg a 4

°C por 20 minutos. Apos a centrifugacdo o sobrenadante foi coletado.

3.3 - Dosagem de proteina

Para a quantificacdo protéica foi utilizado o método descrito por Bradford
(Bradford, 1976). Entre 0,2 e 1,0uL de extrato protéico foram adicionados a 1,0mL de
solucao de NaCl 0,15M e 1,0mL de reagente de Bradford. O reagente de Bradford continha
0,06% (p/v) de azul de Comassie G-250 e 3% (v/v) de é&cido perclorico. Apds a
homogenizag¢do, incubou-se a mistura por 2 minutos a temperatura ambiente. Entdo, foram
feitas as leituras das absorbancias no espectrofotometro (Kinetics/ Endpoint System
Analyser - Hitachi) no comprimento de onda de 595nm. Em cada dosagem, uma curva de

calibracao com albumina bovina (1 a 10ug ) foi utilizada.

3.4 - Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE

Realizou-se eletroforeses em gel de poliacrilamida desnaturante de acordo com
Laemmli (Laemmli e cols., 1970). O gel de separagdo consistia de 15% (v/v) de acrilamida/
bisacrilamida 29:1 (p/p); Tris-HCI 0,4M, pH 8.8; SDS 0,1% (p/v); persulfato de amdnio
50mM e TEMED 0,05% (v/v). Ja& o gel de concentragdo consistia de 4% (v/v) de
acrilamida/ bisacrilamida 29:1 (p/p); Tris-HC1 0,125M, pH 6.8; SDS 0,1% (p/v); persulfato
de amo6nio 4mM e TEMED 0, 025% (v/v). O tampao de corrida continha Tris-Hel 0,025M,
pH8.3; glicina 0,192M e SDS 0,1% (p/v). O tampao de amostra era compostto de SDS
0,2% (p/v), glicerol 0,2% (v/v), 2-mercaptoetanol 0,32% (v/v), zul de bromofenol 0,0001%
(p/v) e Tris-Hcl 12,5mM, pH6.8.
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3.5 - Imunoblots

O western blot foi realizado como descrito por Towbin (Towbin e cols., 1979). Ao
término da eletroforese, o gel foi lavado com tampao de transferéncia (Tris 48mM; glicina
39mM; metanol 20% (v/v); 0,013mM SDS) e montado um sanduiche com papéis de filtro e
uma membrana de nitrocelulose (Hybond, Amersham Biosciences). A transferéncia foi
realizada a 24V, 80mA por 8-12 horas. Ao fim da transferéncia, a membrana foi corada
com solu¢do de Ponceau - Ponceau S 1% (p/v); acido acético 10% (v/v) - por 3 minutos em
agitacao constante ¢ descorada com agua deionizada.

A membrana foi incubada por uma hora com solugao de bloqueio (PBS 1X; Tween
20 0,5% (v/v); leite desnatado em p6 5% (p/v)). Em seguida, incubou-se as membranas por
2 horas com anticorpos anti-actina (1:2000- Chemicon), anti-DARPP-32 (H-62-1:500-
Santa Cruz) e anti-NCS-1 (FL-190-1:2000- Santa Cruz). As membranas foram lavadas 3
vezes por 7 minutos e incubadas com anticorpo secundario conjugado com peroxidase (goat
anti-mouse peroxidase-linked Ig,G 1:7000 - Molecular Probes ou goat anti-rabbit
horseradish peroxidase-linked IgG, 1:20000 - Molecular Probes) por uma hora.

A deteccdo foi realizada pelo processo de quimioluminescéncia, utilizando o kit
ECL™ (Amersham Biosciences). Apos a sensibilizagio do filme de raio X (Kodak), este

foi revelado com o revelador e fixador (GBX, Kodak).
3.6 — Analise dos imunoblots

Bandas imunoreativas nao saturadas foram submetidas a escaner densitométrico e a
quantificacdo pelo Scion Image Software. Os valores obtidos para DARPP-32 e NCS-1

foram corrigidos pelos valores da actina. Os dados foram analisados pelo teste t de Student

e foram considerados estatisticamente significativos para valores de p< 0,05.
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4 - Resultados
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| 4.1 - Expressdo de DARPP-32 e NCS-1 no striatum

O tratamento agudo ndo causou alteragdo nos niveis de expressdo das proteinas
DARPP-32 ¢ NCS-1 no striatum ao longo do tempo analisado, ou seja, até o tempo de 48
horas ap6s a aplicagdo do choque (figura 8A e 8B).

Observou-se maior expressio da DARPP-32 no tempo de 03 horas apds o
tratamento cronico. Houve um decréscimo, mas ainda significativo, nos tempos de 12 e 24
horas. Apés 48 horas, houve retorno aos niveis basais na expressio desta proteina. E
interessante notar que houve diferenga estatistica quando comparado os grupos controle e
sham shock (figura 8C).

Houve aumento significativo nos niveis de NCS-1 nos tempos de 0, 03, 12 ¢ 24
horas quando comparados ao grupo controle no tratamento cronico. Os valores de

expressdo retornaram aos niveis basais com o tempo de 48 horas apos o ultimo choque

(figura 8D).
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Figura 8: Niveis de DARPP-32 ¢ NCS-1 em striatum de ratos submetidos ao tratamento
eletroconvulsivo agudo (A e B, respectivamente) e ao tratamento cronico (C e D, respectivamente).
Os valores no eixo tempo representam o intervalo que os animais foram sacrificados apds o ultimo
choque (*p<0.05 em relagdo ao controle; ** p<0,05 em relagdo ao tempo Oh, todos os graficos
foram plotados com desvio padrao e n=5).
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4.2 — Expressdo de DARPP-32 e NCS-1 no clrtex

A andlise da expressio da DARPP-32, no tratamento agudo, indica aumento nos
tempos de 0, 24 e 48 horas apo6s o ultimo choque eletroconvulsivo, quando comparado ao
controle (figura 9A). Ja nos niveis de NCS-1, relativos ao tratamento agudo, ndo observou-
se alteragdo na expressao desta proteina até 24 horas e houve diminuicao significativa no
tempo de 48 horas (figura 9B).

No tratamento cronico, os niveis de DARPP-32 aumentaram no tempo de 30
minutos, quando comparados ao grupo controle ¢ ao tempo de 0 hora, retornando aos
valores basais com o tempo de 48 horas (figura 9C). Em relacao aos niveis de NCS-1
notou-se um aumento da expressdo no grupo sham shock, no tempo de 12, 24 e 48 horas,

quando comparadas ao controle (figura 9D).
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Figura 9: Niveis de DARPP-32 e NCS-1 em cortex de ratos submetidos ao tratamento
eletroconvulsivo agudo (A e B, respectivamente) e ao tratamento cronico (C e D, respectivamente).
Os valores no eixo tempo representam o intervalo que os animais foram sacrificados apds o ultimo
choque (*p<0.05 em relagdo ao controle; ** p<0,05 em relagdo ao tempo Oh, )
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4.3 — Expressdo de DARPP-32 e NCS-1 no hipocampo

Nao houve alteracdo nos niveis de expressdo da DARPP-32 apoés tratamento agudo
no hipocampo (figura 10A). Os niveis da NCS-1 mostrou diminui¢do no tempo de 03 horas
em relagdo ao grupo controle e ao tempo de 0 hora. Os niveis retornaram ao basal ap6s 24
horas e se mantiveram até o tempo de 48 horas (figura 10B).

Houve um grande aumento na expressao da DARPP-32, com tratamento crénico, no
tempo de 0 hora quando comparado com o grupo controle. Houve um decréscimo deste
aumento, comparado com o controle, mas a expressdo continuou aumentada nos tempos de
30 minutos e 24 horas. Os niveis retornaram a valores basais com o tempo de 48 horas.
Houve diferengas do grupo sham shock e dos tempos de 30 minutos, 03, 12, 24 ¢ 48 horas
quando comparados com o tempo de O hora (figura 10C). Obervou-se alteracdo na

expressao de NCS-1 somente entre os grupos controle e sham shock (figura 10D).
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Figura 10: Niveis de DARPP-32 ¢ NCS-1 em hipocampo de ratos submetidos ao tratamento
eletroconvulsivo agudo (A e B, respectivamente) e ao tratamento cronico (C e D, respectivamente).
Os valores no eixo tempo representam o intervalo que os animais foram sacrificados apds o tltimo
choque (*p<0.05 em relagdo ao controle; ** p<0,05 em relagdo ao tempo Oh)
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4.4 — Expressdo de DARPP-32 e NCS-1 no cerebelo

No cerebelo, ndo observou-se alteracdes nos niveis detectaveis de DARPP-32, com
tratamento agudo, em relacdo ao grupo controle e ao tempo de 0 hora (figura 11A). Na
analise de NCS-1 nota-se um significativo aumento no tempo de 03 horas. Os niveis desta
retornaram aos valores basais nos tempos seguintes (figura 11B).

Com o tratamento cronico, constatou-se um aumento na expressao de DARPP-32
no tempo de 48 horas (figura 11C). Além disso, aumentaram os niveis de NCS-1 nos
tempos de 12, 24 e 48 horas quando comparado ao grupo controle. Houve aumento do

grupo sham shock quando comparado ao tempo de 0 hora (figura 11D).
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Figura 11: Niveis de DARPP-32 ¢ NCS-1 em cerebelo de ratos submetidos ao tratamento
eletroconvulsivo agudo (A e B, respectivamente) e ao tratamento cronico (C e D, respectivamente).
Os valores no eixo tempo representam o intervalo que os animais foram sacrificados apds o ultimo
choque (*p<0.05 em relagdo ao controle; ** p<0,05 em relagdo ao tempo Oh)
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5 — Discussao
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5.1 — Efeito da estimulacéo eletroconvulsiva na expressdo de DARPP-32

A estimulacdo eletroconvulsiva aguda gerou aumento na expressdo de DARPP-32
no cortex. E interessante notar que nessa area as alteragdes foram observadas logo apds a
realizacdo do estimulo e ap6s 24 horas sendo essa sustentada até as 48 horas. Nas outras
areas avaliadas (striatum, hipocampo e cerebelo) nao foram observadas alteragdes
significativas. Tais achados corroboram a auséncia de eficacia dessa terapéutica de modo
agudo usualmente.

A estimulagdo cronica provocou alteracdes significativas em todas as areas
estudadas, o que estd de acordo com a utilizagdo de repetidas sessdes desta técnica na
clinica. As alteragdes no hipocampo e striatum foram as mais pronunciadas e que estdo de
acordo com os dados descritos na literatura. Segundo Hendriksen, a EEC tem influéncia em
varias regides cerebrais, particularmente no hipocampo, cortex frontal, neostriatum, cortex
parieto-temporal e varios nicleos monoaminérgicos que projetam para essas areas. Além
disso, este afirma que os grandes beneficios da ECT s3o devidos ao tratamento cronico e
sugere que os efeitos moleculares cronicos da EEC podem elucidar mecanismos para a
eficécia terapéutica (Hendriksen e cols., 2001).

Ainda sobre altera¢des nos niveis de DARPP-32 no hipocampo e striatum, nota-se
um efeito placebo (aumento da expressdo no grupo sham shock em relagdo ao controle).
Esse dado estd de acordo com os achados reunidos por Mendelson que mostram a
existéncia deste em dez estudos analisados, porém com menor magnitude em relagdo a
aplicacao da técnica (Mendelson, 1977).

Como a indicagdo da ECT ¢ para casos que necessitam de resposta clinica rapida ou
quando ha refratariedade e/ou intolerdncia a medicacdo, a rdpida alteragdo na expressao
protéica (notada a partir de 30 minutos no cortex, por exemplo) poderia entdo justificar seu
uso. Os niveis de expressdo nas areas estudadas retornam aos valores basais com até 48
horas, exceto no cerebelo, que ¢ o intervalo comum entre o uso de terapias
eletroconvulsivas. Este dado também mostra-se interessante por sugerir que a ECT ndo gera
alteracdes constantes nos niveis de DARPP-32, o que modificaria permanentemente a

fisiologia do paciente.
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Ha radioimunoensaios que indicam a presenga de DARPP-32 no striatum, cortex,
hipocampo e marcagdes pontuais no cerebelo, que corroboram com os dados encontrados

para essas regides neste trabalho (figura 12).

Figura 12: Niveis de proteicos (A, B) ¢ de RNAm (C,D) de DARPP-32 em cérebros de ratos
(modificado de htpp://www.pubmed.com).

Svenningsson e colaboradores, em 2002, publicaram um trabalho que mostra a
regulacdo do estado de fosforilacio de DARPP-32 por serotonina. Foi observado que a
estimulacdo de receptores de serotonina do tipo 4 € 6 (5-HT4 E 5-HTg) causam aumento no
estado de fosforilacdo na Thr'* ¢ uma diminuicdo na Thr’> da DARPP-32. Estimulacdo de
5-HT, aumentam o estado de fosforilacao na Ser'’®” da DARPP-32. Com o residuo Thr’*
fosforilado DARPP-32 torna-se um potente inibidor de PP1 (figura 5). Sabe-se que a
desfosforilagdo de CREB estd sob o controle de PP1. De acordo com o que tem sido
proposto, sugere-se um possivel aumento nos niveis de expressdo da DARPP-32, nao
apenas pela ativacao da via dopaminérgica através de receptores de dopamina do tipo 1

(D), mas possivelmente por ativacdo de receptores serotoninérgicos (figura 13).
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Figura 13: Vias pelas quais a transmissio serotoninérgica pode regular o estado de fosforilagdo da
DARPP-32. Modificado de Svenningsson e cols., 2002.

Essa ativagao seria favorecida uma vez que a EEC promove:

- aumento na transmissdo serotoninérgica no hipotdlamo induzindo
dessensibilizacdo dos autorreceptores pré-sinapticos 5S-HT1A;

- diminui¢do da expressao de RNA mensageiro (RNAm) para o transportador de
serotonina (5-HTT), tanto no tratamento agudo quanto no crdnico (tal adaptacdo na
mudanca da expressdo do RNAm responsavel pela sintese de 5-HTT pode estar implicada
na eficacia da ECT sobre a depressdo resistente a firmacos);

- repetidas EECs aumentam significativamente os niveis de RNAm de 5-HT;
(Dremencov e cols., 2002; Gur € cols., 2002; Shen e cols., 2001).

A atividade serotonérgica atuando no aumento da expressdo de DARPP-32 ¢
particularmente possivel no cortex pré-frontal e striatum, uma vez que essas duas areas
recebem inervagao serotoninérgica e dopaminérgica convergente (Lindvall e cols., 1984).

Estudos prévios sugerem que ECT pode promover alteragdes duradouras na
expressdo génica. Tais alteragdes, que sdo mediadas por oncogenes, funcionam como um

codigo para a transcrigdo de fatores na futura expressdo de genes por estimulos
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extracelulares. Sabe-se que a ECT cronica modifica o sistema serotoninérgico, em
particular o 5-HT>4, via oncogenes, como c-fos (Quevedo e cols., 2002).

Cole e colaboradores, avaliaram a transcri¢do dos genes zif/268, c-fos, c-jun e jun-B
em resposta a ECT aguda e cronica. Os niveis de RNAm de cada um destes genes
aumentaram dentro de 15 minutos e todos, exceto C-jun, retornaram aos niveis basais em
quatro horas. Embora essa resposta tenha sido mais proeminente nas células granulares dos
neurdnios hipocampais, aumentos também foram observados no neocortex e cortex
piriforme. A rapida resposta do RNAm persistiu em animais que foram submetidos a um
protocolo de tratamento cronico similar ao usado na ECT clinica (Cole e cols., 1990). Esse
aumento de c-fos poderia entdo aumentar a atividade serotoninérgica e, consequentemente,
os niveis de DARPP-32.

Outra possivel explicacdo para a alteragdo dos niveis de DARPP-32 sdo as possiveis
acoes do fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) na expressdo desta proteina. O
BDNF pertence a uma familia de neurotrofinas que interage com alta afinidade aos
receptores de proteina quinase (TrK). O gene do BDNF apresenta uma estrutura complexa
com multiplos elementos regulatérios e quatro promotores que S30 exXpressos
diferencialmente nos tecidos centrais e periféricos (Nagatsu e Sawada, 2005).

Neurotrofinas regulam a sobrevivéncia e diferenciagdo neuronal durante o
desenvolvimento, mas evidéncias crescentes também indicam que elas estdo envolvidas em
varias fungdes na fase adulta, incluindo processos de plasticidade. A expressdo de BDNF
no sistema nervoso central ¢ modificada por varios tipos de injurias cerebrais (estresse,
isquemia, atividade convulsiva, hipoglicemia, entre outras) ¢ alteracdes na sua expressao
podem contribuir para algumas patologias, como depressao, epilepsia, doenga de Alzheimer
e de Parkinson (Barde e cols., 1990).

Em cultura de células estriatais embrionarias de camundongos, a dopamina tem sido
mostrada capaz de regular os niveis de RNAm e proteina de BDNF através da ativagdo de
receptores D;. Além disso, o elemento responsivo a AMPc (CRE) foi recentemente
identificado no promotor III do BDNF humano, que participa da modula¢ao dopaminérgica
na expressdo de BDNF via receptor do tipo D;. Estes dados apontam para a importancia da
regulacdo dopaminérgica do BDNF na via nigroestriatal (figura 14) (Fang e cols, 2003;
Kuppers e cols, 2001)
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Figura 14 : Via de modulacdo CREB por BDNF. A ativacdo de CREB esta envolvida no aumento
dos niveis de DARPP-32 (Hashimoto ¢ cols, 2004).

Relata-se que a inducdo de convulsdes quimicas ou elétricas aumenta a expressao de
BDNF e de seu receptor TrkB no cérebro de roedores. Estudos sugerem que a ativagdo dos
receptores NMDA contribui para a regulagdo do BDNF e para as mudangas morfologicas a
ela associadas (Zetteerstrom e cols., 1998). As cascatas a partir da ativagdo do BDNF
promovem aumento na fosforilagdo de CREB, que ¢ um fator de transcricdo, e pode

favorecer o aumento na expressao de DARPP-32.
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5.2 — Efeito da estimulacéo eletroconvulsiva na expressdo de NCS-1

A estimulagdo eletroconvulsiva aguda gerou somente alteragdes pontuais nos niveis
de NCS-1 no cortex (diminuicdo em 48 horas), hipocampo (diminuicdo em 03 horas) e
cerebelo (aumento em 3 horas).

A estimula¢do cronica gerou modificagdes importantes no Sstriatum e cortex,
cerebelo. No striatum, aumento é notado logo ap6s do tltimo estimulo e a partir de 03
horas até as 24 horas. No cortex e cerebelo, o aumento é evidente de 12 horas até as 48
horas. Tais dados, assim como os obtidos para DARPP-32, mostram uma maior eficiéncia
da terapia cronica em relagdo a aguda e uma dinamica temporal que favorece a aplicacao da
técnica num intervalo de 2-3 dias (tempo pelo qual manteve-se os niveis elevados das
proteinas).

Os dados encontrados no striatum estdo de acordo com os resultadso obtidos no
trabalho de Koh e cols, no qual ele descreve resultados obtidos de amostras de cérebros de
individuos esquizofrénicos, bipolares e controles normais, provenientes do banco de
cérebros do Consorcio de Neuropatologia da Stanley Foudation (Koh e cols., 2003). Eles
encontraram um aumento maior que 50% nos niveis de NCS-1 (neuronal sensora de calcio-
1) na regido dorsolateral do cortex pré-frontal de pacientes esquizofrénicos e bipolares,
comparados com controles normais. Controles para o uso de antipsicOticos e/ou
estabilizadores do humor também foram feitos, o que foi confirmado por estudo dos niveis
de NCS-1 em macacos submetidos a tratamento cronico com haloperidol, onde ndo foi
observada diferenca significativa com o grupo controle.

No hipocampo e cortex nota-se um efeito “placebo” sobre os niveis de NCS-1. A
literatura apresenta a existéncia do efeito placebo para ECT, porém com menor eficiéncia
que a técnica (Mendelson, 1977). Nossos dados, mostram que quando hé esse efeito para a
expressdo de NCS-1 estes sdo semelhantes aos valores encontrados para os animais
submetidos a EEC, o que contrasta com a literatura.

Pouco se conhece sobre a regulagdo da transcricdo da proteina NCS-1. Em relagdo
as vias em que atua sabe-se que o célcio ¢ um componente importante na sua modulacao

uma vez que esta possui quatro sitios de ligagdo a esse ion (Bourne e cols., 2001). O choque
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eletroconvulsivo acarreta um influxo de Ca>" extracelular devido & abertura de canais de
Ca”" dependentes de voltagem (Lisanby e cols., 2000).

Em neurdnios, mudancas na concentracio do Ca®" citosolico regulam diferentes
eventos em uma ampla variagdo de tempo, de menos que milisegundos a horas, dias e até
mesmo semanas (Augustine € cols., 2003). Tem se tornado aparente que as proteinas
sensoras de calcio estdo envolvidas na regulagdo de uma ampla variedade de fungdes
neuronais envolvendo efeitos nos receptores, canais iOnicos, trafego de membrana e
sobrevivéncia neuronal (Burgoyne e cols., 2001).

A NCS-1 age como um regulador dependente de Ca*" da plasticidade sinaptica em
neurdnios hipocampais e, assim, pode estar envolvida no aprendizado hipocampal e em
processos de memoria (Sippy e cols., 2003). NCS-1 interage com GRK2 e com o receptor
de dopamina do tipo D,. NCS-1 inibe a fosforilagdo do receptor mediada por GRK2 em
uma maneira dependente de Ca®" e, assim, inibe a dessensibilizagio de receptores D, e
atenua a internalizagdo do receptor D, induzida por dopamina (Kabbani e cols., 2002).

O aumento das concentragdes de calcio citosdlico proporcionado pela ECT
poderiam favorecer as fun¢des da NCS-1. Essa maior ativagdo poderia estar relacionada as

alteracdes nos niveis de expressdo desta proteina.
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6 - Conclusao
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Os niveis de DARPP-32 aumentaram apoés a estimulacdo eletroconvulsiva aguda no
cortex. Nas outras areas avaliadas (Striatum, hipocampo e cerebelo) ndo foram observadas
mudangas significativas. Tais achados corroboram a auséncia de eficacia dessa terapéutica
de modo agudo. J4 a estimulag@o cronica provocou alteracdes significativas em todas as
areas estudadas, o que estd de acordo com a utilizagao de repetidas sessdes desta técnica na
clinica.

A estimulacdo eletroconvulsiva aguda gerou somente alteragdes pontuais nos niveis
de NCS-1 no cortex (diminuicdo em 48 horas), hipocampo (diminuicdo em 03 horas) e
cerebelo (aumento em 3 horas). A estimulacdo cronica gerou modificagdes importantes no
striatum, cortex, cerebelo. No striatum, aumento € notado logo ap6s do ultimo estimulo e a
partir de 03 horas até as 24 horas. No cortex e cerebelo, o aumento ¢ evidente de 12 horas
até as 48 horas.

Tais dados mostram uma maior eficiéncia da terapia cronica em relagdo a aguda e
uma dinamica temporal que favorece a aplicagdo da técnica num intervalo de 2-3 dias
(tempo pelo qual manteve-se os niveis elevados das proteinas), tal como utilizando na

pratica clinica.
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