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RESUMO

Os astrdcitos sao células gliais que desempenham um papel crucial na fisiologia e estrutura do
sistema nervoso central. A reatividade dos astrocitos ¢ uma resposta defensiva complexa,
heterogénea e especifica ao contexto patologico, resultando em alteragdes moleculares,
morfoldgicas e funcionais. A cuprizona ¢ uma neurotoxina amplamente utilizada para estudar
anormalidades das células da glia, desmielinizag@o e condigdes neuroinflamatorias observadas
na esclerose multipla. Além disso, diversos estudos mostram que a reatividade dos astrocitos
¢ uma caracteristica marcante deste modelo. A clozapina ¢ um antipsicdtico de segunda
geracdo utilizado principalmente para manejar os sintomas de pacientes refratirios ao
tratamento da esquizofrenia e t€m como um possivel mecanismo de agdo a interagdo e
modulagdo de astrdcitos. Entretanto, estudos que buscam investigar o envolvimento deste
farmaco na modulagao da reatividade de astrocitos ainda sdo escassos. Sendo assim, o
objetivo deste projeto foi avaliar, em modelo animal, se a modulacdo do perfil de reatividade
de astrécitos ¢ um dos mecanismos relacionados ao efeito terapéutico da clozapina, bem como
quais outros mecanismos moleculares estdo associados aos efeitos terapéuticos deste farmaco.
Para isso, foram utilizados camundongos C57BL/6 machos expostos por 5 semanas a
cuprizona, sendo 2 semanas de tratamento com clozapina 10mg/kg via i.p. a partir da 3*
semana de exposicdo. Além das andlises comportamentais conduzidas nestes animais,
amostras de seus cérebros foram analisadas quanto a sua expressdo génica por RT-qPCR e
protedmica. Nossos resultados mostraram que a cuprizona resulta em prejuizos na memoria e
interagdo social dos animais, além de ocasionar um aumento significativo na expressdo da
maioria dos genes associados ao perfil reativo dos astrécitos no cortex pré-frontal, cortex e
hipocampo dos camundongos. O tratamento com clozapina reverteu os déficits de memoria e
interacao social causados pela cuprizona, mas ndo foi capaz de reduzir a expressao dos genes
relacionados a reatividade dos astrdocitos. Apesar disso, andlises qualitativas por
imunofluorescéncia indicaram uma tendéncia de reducdo na expressdo da proteina GFAP na
sub-regido CA3 do hipocampo. Nossas analises protedmicas revelaram que o tratamento com
clozapina alterou significativamente a expressao de proteinas envolvidas em vias como
fosforilacdo oxidativa, autofagia, ferroptose e sistema endocanabindide no cortex e/ou
hipocampo dos animais. Portanto, os resultados obtidos sugerem uma possivel acdo
modulatdria da clozapina sobre a reatividade astrocitaria induzida pela cuprizona e fornecem
informacodes sobre proteinas e vias bioquimicas que podem contribuir para a compreensao dos

mecanismos moleculares de sua agdo e, possivelmente, para sua eficacia.



ABSTRACT

Astrocytes are glial cells that play a crucial role in the physiology and structure of the central
nervous system. Astrocyte reactivity is a complex, heterogeneous, and context-specific
defensive response, resulting in molecular, morphological, and functional alterations.
Cuprizone is a neurotoxin widely used to study abnormalities of glial cells, demyelination,
and neuroinflammatory conditions observed in multiple sclerosis. Furthermore, several
studies show that astrocyte reactivity is a hallmark feature of this model. Clozapine is a
second-generation antipsychotic used to manage symptoms in treatment-resistant
schizophrenia patients, with its possible mechanism of action involving interaction and
modulation of astrocytes. However, studies investigating the involvement of this drug in
modulating astrocyte reactivity are still scarce. Therefore, the aim of this project was to
evaluate, in an animal model, whether modulation of astrocyte reactivity profile is one of the
mechanisms related to the therapeutic effect of clozapine, as well as to identify other
molecular mechanisms associated with the therapeutic effects of this drug. Male C57BL/6
mice were exposed to cuprizone for 5 weeks, with 2 weeks of clozapine treatment (10 mg/kg,
1.p.) starting from the 3rd week of exposure. In addition to behavioral analyses conducted in
these animals, samples of their brains were analyzed for gene expression by RT-qPCR and
proteomics. Our results showed that cuprizone resulted in impairments in memory and social
interaction of the animals, as well as a significant increase in the expression of most genes
associated with the reactive astrocyte profile in the prefrontal cortex, cortex, and hippocampus
of the mice. Clozapine treatment reversed the memory and social interaction deficits caused
by cuprizone, but it was not able to reduce the expression of genes related to astrocyte
reactivity. However, qualitative analyses by immunofluorescence indicated a trend towards
reduced expression of the GFAP protein in the CA3 sub-region of the hippocampus. Our
proteomic analyses revealed that clozapine treatment significantly altered the expression of
proteins involved in pathways such as oxidative phosphorylation, autophagy, ferroptosis, and
the endocannabinoid system in the cortex and/or hippocampus of the animals. Therefore, the
results obtained suggest a possible modulatory action of clozapine on cuprizone-induced
astrocyte reactivity and provide information about proteins and biochemical pathways that
may contribute to understanding the molecular mechanisms of its action and possibly its

efficacy.



INDICE DE FIGURAS

INTRODUCAO

Figura 1: Comunicacdo astrocito-neuronal no ambiente ativo (“active milieu”). O
conceito de ambiente ativo integra multiplas teorias que abordam diferentes aspectos da
organizagdo funcional local do cérebro, como sinapse multipartida, unidade
neuro(glio)vascular, sinalizacdo extra sinaptica e transmissao de volume. O ambiente ativo ¢
formado por interagcdes dindmicas entre elementos neuronais (soma, axonios, dendritos e
espinhas dendriticas), elementos celulares ndao neuronais (processos astrociticos e
microgliais), vasculatura (capilar), espaco extracelular (ECS) e matriz extracelular (ECM).
Em um ambiente ativo, as sinapses podem se contatar, sinalizar e ser controladas
homeosticamente por ramos astrociticos (a), por uma ou varias “folhas” (b). Um tinico ramo
ou folha astrocitica pode ser contatado por varias sinapses (c). Mudancas dinamicas na
morfologia dos processos astrociticos afetam as barreiras de difusdo, a depuracdo de
neurotransmissores, a dindmica de K+ e o fornecimento de glutamina ou substratos
energéticos, regulando assim a plasticidade neuronal. Os processos astrociticos formam
estruturas em forma de laco por meio de jungdes gap (GJs) reciprocas. Imagem retirada de

(Semyanov and Verkhratsky, 2021).

Figura 1.1: Deteccdo da reatividade astrocitaria através da expressdo da proteina do
filamento intermediario GFAP. (A) Imunodeteccdo de GFAP (verde) em astrdcitos nao
reativos no hipocampo de camundongo (a esquerda) e astrdcitos reativos no hipocampo de
camundongo 4 dias apos a lesdo do cortex entorrinal, estes ultimos com claros sinais de
hipertrofia dos processos astrocitdrios marcados com GFAP (a direita). (B) Esquema da
resposta dos astrocitos a lesao. Os processos dos astrocitos reativos tornam-se mais espessos
e, portanto, visiveis a uma distancia maior quando visualizados com anticorpos contra GFAP.
Em lesdes pontuais do SNC, os astrocitos adjacentes a lesdo podem se comportar de maneira
diferente: eles também exibem hipertrofia dos processos, mas muitas vezes mostram uma
extensdo proeminente de seus processos celulares em dire¢do a lesdo, o que implica no

rearranjo de seus dominios. Imagem retirada de (Pekny, Wilhelmsson and Pekna, 2014).


https://paperpile.com/c/6OEuXf/cz07
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Figura 1.2: Astrocitos no estado nio reativo, em condicoes normais e em estado reativo,
em condi¢des inflamatorias. (A) Os astrdcitos interagem com neurdnios, oligodendroécitos,
microglia e células da barreira hematoencefalica (BHE) em condigdes normais. (B) Interagdes
sinapticas (sinapses tripartites) dos astrocitos com neurdnios regulando a transmissdao
sinaptica através do suporte metabolico e da remocdo de neurotransmissores. (C) Os “pés”
dos astrécitos acompanham a vasculatura cerebral e sdo um constituinte da BHE, limitando
assim a infiltracao de patogenos e células imunes periféricas no SNC. Seus “pés” expressam
aquaporina-4 e formam uma interacdo proxima com pericitos e a lamina basal do parénquima
cerebral. (D) Durante condi¢gdes inflamatorias, astrdcitos reativos secretam uma miriade de
mediadores inflamatdérios que regulam as fungdes de células mieloides, linfocitos,
oligodendrocitos, neurdnios e micréglia. (E) Mediadores inflamatoérios soltveis derivados de
micréglia e outras células imunes induzem diferencialmente fungdes patogénicas (vermelho)
ou protetoras (azul) dos astrocitos. (F) Células imunes periféricas invadem a BHE durante
condi¢cdes inflamatdrias e transgridem para o SNC. Clq, Componente 1q do complemento;
IL-1B, Interleucina-1 B; IL-10, Interleucina 10; TNF-a, Fator de necrose tumoral a; TGF-a,
Fator de crescimento transformador o; VEGF-B, Fator de crescimento endotelial vascular B.

Imagem retirada de (Linnerbauer and Rothhammer, 2020).

Figura 1.3: Estrutura quimica 2D da clozapina. Imagem retirada do site PubChem

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Clozapine#section=2D-Structure).

Figura 1.4: Visao lateral do cérebro do camundongo (C57BL/6). O cortex cerebral de
roedores possui superficie lisencefalica. Imagem retirada de (Schroder, Moser and

Huggenberger, 2020).

Figura 1.5: Representacio esquematica do cortex pré-frontal de camundongos em vista
mediossagital. Na dire¢do dorsoventral, as areas frontais 2, cortex cingulado anterior (parte
dorsal), pré-limbico, infra-limbico e coértex orbital medial estao dispostas. Posterior ao cortex
pré-limbico, encontra-se o cortex cingulado anterior (parte ventral). Imagem retirada de

(Schroder, Moser and Huggenberger, 2020).

Figura 1.6: Anatomia comparada do hipocampo de roedores e humanos. A) Diferenca da
disposi¢do entre roedores (dorsal-ventral) e humanos (anterior-posterior). B) Posi¢do do

hipocampo e do cortex entorrinal (EC) no cérebro de roedores e humanos. C) Esquema das
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secOes transversais de tecido corado pela técnica de Nissl em hipocampo de roedores e

humanos. Adaptado de (Strange et al., 2014).

METODOS

Figura 2: Imagem ilustrativa representando os 4 grupos experimentais. (A) Os
camundongos C57BL/6 do grupo Controle (CTL) e Clozapina (CLZ) receberam alimentagao
padrdo (racdo moida) por 5 semanas e aplicagdo i.p. da solugdo veiculo no grupo CTL e
clozapina (10mg/kg) no grupo CLZ, por 2 semanas a partir da 3* semana de alimentagdo
padrdo. (B) Os camundongos C57BL/6 do grupo Cuprizona (CUP) e Cuprizona+Clozapina
(CUP+CLZ) receberam ragao moida misturada com cuprizona em uma concentragao final de
0,2% por 5 semanas e aplicacdo i.p. da solucdo veiculo no grupo CUP e clozapina (10mg/kg)

no grupo CUP+CLZ , por 2 semanas a partir da 3* semana de exposicao a cuprizona.

Figura 2.2: Esquema com vista lateral do cérebro do camundongo C57BL/6 ilustrando
as regioes coletadas para analise de RT-qPCR e proteémica. As linhas tracejadas
delimitam as regides coletadas na matriz de corte: em preto, cortex pré-frontal (CPF);

amarelo, cortex (CTX); vermelho, hipocampo (HPC).

RESULTADOS

Figura 3: Avaliacdo da locomocao através do teste de Campo Aberto apos 3 semanas de
exposicio a cuprizona. (A) Total da distancia percorrida na arena, (B) média da velocidade
de locomogao do animal. Numero de entradas na (C) periferia ¢ (D) no centro da arena.
Tempo de permanéncia na (E) periferia e no (F) centro da arena. Total da distancia percorrida
na (G) periferia e no (H) centro da arena. O teste foi realizado 3 semanas apds a exposicao a
cuprizona. Os dados estdo expressos como média + E.P.M. Teste t com corre¢ao de Welch.

*p<0,05 comparado com o grupo Controle (n= 5-7 animais por grupo).

Figura 3.1: Avaliacdo da locomocao através do teste de Campo Aberto apos 5 semanas
de exposicio a cuprizona. (A) Total da distancia percorrida na arena e (B) média da
velocidade de locomogdo do animal. Numero de entradas na (C) periferia e (D) no centro da
arena. Tempo de permanéncia na (E) periferia e no (F) centro da arena. Total da distancia

percorrida na (G) periferia e no (H) centro da arena. O teste foi realizado em 5 semanas de


https://paperpile.com/c/6OEuXf/Fmux

exposi¢do a cuprizona. Os dados estdo expressos como média + E.P.M. Teste t com corre¢ao

de Welch. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 comparado com o grupo Controle (n= 5-7 animais

por grupo).

Figura 3.2: Avaliacdo do reconhecimento de objeto e interacio social apos S semanas de
exposicao a cuprizona. (A) Memoria de curta duragdo ¢ (B) longa duragdo. (C) Interagdo
social. Os dados estdo expressos como média = E.P.M. do indice de discrimina¢do (n=3-5
animais por grupo). Teste t com correcdo de Welch. *p<0,05; ****p<(0,001 comparado com o

grupo Controle (n= 5- 7 animais por grupo).

Figura 3.3: Avaliacdo da mediana e média de intensidade de fluorescéncia para MBP
através da citometria de fluxo no hipocampo. Os dados estdo expressos como média +
E.PM. Teste t com corre¢do de Welch. **p<0,01 comparado com o grupo Controle (n= 3-5
animais por grupo). Estratégia de marca¢do da andlise para MBP+ (SSC-A vs APC-A),

através da técnica de citometria de fluxo.

Figura 3.4: Avaliacido da locomocio através do teste de Campo Aberto apos 2 semanas
de tratamento com clozapina 10mg/kg via i.p a partir da 3" semana de exposicao a
cuprizona. O grafico expressa (A) distancia percorrida, (B) velocidade, (C) tempo de
permanéncia no centro ¢ (D) tempo de permanéncia na periferia. Os dados estdo expressos

como média + E.P.M. Teste t com corre¢ao de Welch (n= 5-8 animais por grupo).

Figura 3.5: Avaliacdo do Reconhecimento de Objetos apds tratamento com clozapina.
(A) memoria de curta duragao e (B) memoria de longa duragdo apos 2 semanas de tratamento
com clozapina 10mg/kg via i.p a partir da 3* semana de exposi¢ao a cuprizona. Os dados estdo
expressos como média + E.P.M. (n= 3-5 animais por grupo). ANOVA de duas vias seguida
pelo pos-teste de Tukey.**p<0,01 e ****p<0,0001 comparado com o grupo Controle; #

p<0,05 e ##p<0,01 comparado com o grupo cuprizona (CUP).

Figura 3.6: Avaliacdo do teste de Interacdo Social apos apds 2 semanas de tratamento
com clozapina 10mg/kg via i.p a partir da 3" semana de exposi¢io a cuprizona. Os dados
estdo expressos como média = E.P.M. (n=6-13 animais por grupo). ANOVA de duas via
seguida pelo pos-teste de Tukey.**p<0,01 e ****p<(0,0001 comparado com o grupo Controle;

# p<0,05 comparado com o grupo CUP.



Figura 4: Expressio de RNAm dos genes marcadores da reatividade de astrocitos no
cortex apos 5 semanas de exposicao a cuprizona, sendo 2 semanas de tratamento com
clozapina 10mg/kg via i.p. a partir da 3" semana de exposicido. Os niveis de expressao de
RNAm de cada gene foram normalizados com a média geométrica dos controles enddgenos
Actb e Hprt. Os dados foram representados como média £ E.P.M., n = 4-8 animais por grupo.
Anova de duas-vias seguido de pos-teste de Tukey. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0.001,
*AxEP<0,0001 comparado com o grupo controle; #p<0,05, ##p<0,01, ###p<0.001,
####p<0,0001 comparado com o grupo CLZ.

Figura 4.1: Expressio de RNAm dos genes marcadores da reatividade de astrocitos no
cortex pré-frontal. apoés 5 semanas de exposicio a cuprizona, sendo 2 semanas de
tratamento com clozapina 10mg/kg via i.p. a partir da 3” semana de exposicio. Os niveis
de expressio de RNAm de cada gene foram normalizados com a média geométrica dos
controles endogenos Actb e Hprt. Os dados foram representados como média + E.P.M., n =
4-8 animais por grupo. Anova de duas-vias seguido de poés-teste de Tukey. *p<0,05,
*#p<0,01, ***p<0.001, ****p<(0,0001 comparado com o grupo controle; #p<0,05, ##p<0,01,
###p<0.001, ####p<0,0001 comparado com o grupo CLZ.

Figura 4.2: Expressio de RNAm dos genes marcadores da reatividade de astrocitos no
hipocampo apods 5 semanas de exposi¢do a cuprizona, sendo 2 semanas de tratamento
com clozapina 10mg/kg via i.p. a partir da 3" semana de exposicio. Os niveis de expressao
de RNAm de cada gene foram normalizados com a média geométrica dos controles
endogenos Actb e Hprt. Os dados foram representados como média = E.P.M., n = 4-8 animais
por grupo. Anova de duas-vias seguido de pos-teste de Tukey. *p<0,05, **p<0,01,
*E%p<0.001, ****p<0,0001 comparado com o grupo controle; #p<0,05, ##p<0,01,
###p<0.001, ####p<0,0001 comparado com o grupo CLZ.

Figura 5: Expressdo de GFAP na regiio CA3 do hipocampo em sec¢do coronal apos 5
semanas de exposicdo a cuprizona, sendo 2 semanas de tratamento com clozapina
10mg/kg via i.p. a partir da 3" semana de exposi¢ao. (A) Figura esquematica do hipocampo
(HPC) marcando em verde regido CA3 onde a reatividade dos astrocitos foi analisada. (B)

Astrocitos marcados com anticorpo anti-GFAP (em verde) nas condi¢des controle (VEI),



cuprizona (CUP) e cuprizona+clozapina (CUP_CLZ). Nucleos celulares marcados com DAPI

(em azul). Escala: 100pm. n = 3.

Figura 6: Distribuicio das proteinas diferencialmente reguladas. (A) Total de proteinas
quantificadas e diferencialmente expressas no cortex (CTX), hipocampo (HPC) e totais
(CTX+HPC), de camundongos apds 5 semanas de exposi¢do a cuprizona. (B) Total de
proteinas quantificadas e diferencialmente expressas no cortex (CTX), hipocampo (HPC) e
totais (CTX+HPC), de camundongos tratados com clozapina 10mg/kg via i.p. por 2 semanas a
partir da 3 semana de exposi¢@o a cuprizona por 5 semanas. Cortex (CTX) representado em

azul e hipocampo (HPC) representado em rosa.

Figura 6.1: Distribuicdo das proteinas diferencialmente reguladas. (A) Total de proteinas
mais e menos expressas, no cortex (CTX), em azul, e hipocampo (HPC), em vermelho, de
camundongos apds 5 semanas de exposi¢ao a cuprizona. (B) Total de proteinas infra- e
supra-reguladas, no cortex (CTX), em azul, e hipocampo (HPC), em vermelho, de
camundongos camundongos tratados com clozapina 10mg/kg via i.p. por 2 semanas a partir

da 3* semana de exposi¢do a cuprizona por 5 semanas.

Figura 6.2: Grafico UpSet mostrando a interseccio das proteinas diferencialmente
expressas apos exposicao a cuprizona. As barras na vertical mostram a quantidade de
proteinas diferencialmente expressas exclusivamente em cada regido e a intersec¢do. As
proteinas diferencialmente expressas em comum em cada regido ¢ representada pela
interligacao das duas regides pela linha vertical. As barras na horizontal mostram o conjunto
total de proteinas diferencialmente expressas em cada regidao. Em azul, hipocampo (HPC) e

em rosa, cortex (CTX).

Figura 6.3: Grafico UpSet mostrando a intersec¢do das proteinas diferencialmente
expressas apos tratamento com a clozapina. As barras na vertical mostram a quantidade de
proteinas diferencialmente expressas exclusivamente em cada regido e a intersec¢do. As
proteinas diferencialmente expressas em comum em cada regido € representada pela
interligacdo das duas regides pela linha vertical. As barras na horizontal mostram o conjunto
total de proteinas diferencialmente expressas em cada regidao. Em azul, hipocampo (HPC) e

em rosa, cortex (CTX).



Figura 7: As 33 principais vias bioquimicas enriquecidas (Elsevier pathway collection) no
cortex (CTX) e hipocampo (HPC) de camundongos apos exposicdo a cuprizona. A
circunferéncia e cor dos circulos representam a relevancia estatistica da via em -logl10(p)
sendo consideradas estatisticamente relevantes as vias com ANOVA (p) < 0.05.

Enriquecimento de vias através da base de dados Elsevier pathway collection.

Figura 7.1: Diagrama de cordas representando a localizaciao e o nivel de expressao das
proteinas envolvidas na via de Glioblastoma e oligodendrdcitos (ANOVA (p) < 0.05) apds
exposicdo a cuprizona. As cores das proteinas indicam seus niveis de expressdo em
2log(Fold Change), enquanto as cordas destacam se foram encontradas alteradas no

hipocampo (HPC), em azul ou cortex (CTX), em rosa.

Figura 7.2: Diagrama de cordas representando a localizacio e o nivel de expressido das
proteinas envolvidas na via de Astrocitoma (ANOVA (p) < 0.05) apds exposicao a
cuprizona. As cores das proteinas indicam seus niveis de expressao em 2log(Fold Change),
enquanto as cordas destacam se foram encontradas alteradas no hipocampo (HPC), em azul

ou cortex (CTX), em rosa.

Figura 7.3: Diagrama de cordas representando a localizacio e o nivel de expressiao das
proteinas envolvidas na via de Sinaliza¢oes por Glutamato (ANOVA (p) < 0.05) apés
exposicio a cuprizona. As cores das proteinas indicam seus niveis de expressio em
2log(Fold Change), enquanto as cordas destacam se foram encontradas alteradas no

hipocampo (HPC), em azul ou cortex (CTX), em rosa.

Figura 7.4: As 21 principais vias bioquimicas enriquecidas (KEGG) no cortex (CTX) e
hipocampo (HPC) de camundongos apés exposicdo a cuprizona. A circunferéncia e cor
dos circulos representam a relevancia estatistica da via em -logl0(p) sendo consideradas
estatisticamente relevantes as vias com ANOVA (p) < 0.05. Enriquecimento de vias através da

base de dados KEGG.

Figura 7.5: Diagrama de cordas representando a localizacio e o nivel de expressiao das
proteinas envolvidas na via de Fosforilacio Oxidativa e Glicdlise/Gliconeogénese

(ANOVA (p) < 0.05) apos exposicio a cuprizona. As cores das proteinas indicam seus



niveis de expressao em 2log(Fold Change), enquanto as cordas destacam se foram

encontradas alteradas no hipocampo (HPC), em azul ou cortex (CTX), em rosa.

Figura 8: As 23 principais vias bioquimicas enriquecidas no cortex (CTX) e hipocampo
(HPC) de camundongos apés o tratamento com clozapina. A circunferéncia e cor dos
circulos representam a relevancia estatistica da via em -loglO(p), sendo consideradas

estatisticamente relevantes as vias com ANOVA (p) <0.05.

Figura 8.1: Diagrama de cordas representando a localizacio e o nivel de expressido das
proteinas envolvidas na via de Fosforilacio oxidativa (ANOVA (p) < 0.05) apos
tratamento com clozapina. As cores das proteinas indicam seus niveis de expressao em
2log(Fold Change), enquanto as cordas destacam se foram encontradas alteradas no

hipocampo (HPC), em azul ou cortex (CTX), em rosa

Figura 8.2: Diagrama de cordas representando a localizaciao e o nivel de expressao das
proteinas envolvidas na via de Autofagia (ANOVA (p) < 0.05) apds tratamento com
clozapina. As cores das proteinas indicam seus niveis de expressdo em 2log(Fold Change),
enquanto as cordas destacam se foram encontradas alteradas no hipocampo (HPC), em azul

ou cortex (CTX), em rosa

Figura 8.3: Diagrama de cordas representando a localizacio e o nivel de expressiao das
proteinas envolvidas na via de Ferroptose (ANOVA (p) < 0.05) apos tratamento com
clozapina. As cores das proteinas indicam seus niveis de expressdao em 2log(Fold Change),
enquanto as cordas destacam se foram encontradas alteradas no hipocampo (HPC), em azul

ou cortex (CTX), em rosa

Figura 8.4: Diagrama de cordas representando a localizacio e o nivel de expressiao das
proteinas envolvidas na via de Sistema Endocanabinoide (ANOVA (p) < 0.05) apés
tratamento com clozapina. As cores das proteinas indicam seus niveis de expressdo em
2log(Fold Change), enquanto as cordas destacam se foram encontradas alteradas no

hipocampo (HPC), em azul ou cortex (CTX), em rosa.
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1| INTRODUCAO

"Até agora, senmhores, ao considerar o sistema nervoso, eu so falei das partes
realmente nervosas dele. Mas se quisermos estudar o sistema nervoso, é extremamente
importante ter conhecimento da substancia que fica entre as proprias partes nervosas, que as
mantem juntas e da ao todo sua forma em maior ou menor grau" - Citacdo de Rudolf
Virchow, em uma palestra no Hospital Charité, Berlim, 3 de abril de 1858. (Kettenmann
and Verkhratsky, 2008)

1.1 | Astrocitos

Por um longo periodo, os astrocitos estiveram as sombras na neurociéncia. Apods um
foco inicial nos neurdnios, a pesquisa voltou sua atencdo para as células produtoras de
mielina do sistema nervoso central (SNC), os oligodendrocitos, e as células da imunidade
inata, as microglias. No entanto, os astrocitos emergiram das sombras da neurociéncia e agora
sdo reconhecidos como elementos-chave em uma ampla variedade de fungdes do SNC.

As células neurais podem ser categorizadas em neuronios e células gliais, sendo estas
ultimas subdivididas em macroglia e microglia. Enquanto a microglia desempenha o papel de
células imunes inatas no SNC, a macroglia constitui uma populagao celular heterogénea,
compreendendo oligodendroécitos, células ependimarias, pericitos e astrocitos (Kipp, 2023).

Os astrocitos sdo células que apresentam notavel heterogeneidade em sua morfologia
e fun¢do. Dentre os mais importantes tipos podemos citar: astrdcitos protoplasmaticos,
presentes na substidncia cinzenta; astrécitos fibrosos, presentes na substancia branca;
astrocitos velados, presentes na camada granular do cortex cerebelar ou bulbo olfatdrio;
astrocitos perivasculares, que recobrem a superficie externa da membrana basal dos capilares
cerebrais; astrécitos interlaminares, subconjunto de astrdcitos corticais, que em humanos
possuem longos processos interlaminares que se estendem entre as camadas 2 a 4 do cortex
cerebral, mas em camundongos sdo interlaminares rudimentares, que residem na camada
cortical 1 com processos curtos; e 0s astrocitos de projecdo varicosa, estes ultimos um tipo
raro, caracterizados mais recentemente apenas no coértex de hominideos e ainda em debate
sobre ser, ou nao, um tipo de astrécitos (Gomes, Tortelli and Diniz, 2013; Falcone et al.,
2019, 2022; Verkhratsky et al., 2021; Degl’Innocenti and Dell’ Anno, 2023).

Entre as caracteristicas moleculares gerais dos astrécitos destacam-se a presenca de
prolongamentos com filamentos intermedidrios (fibrilas gliais), cujo componente principal ¢
a proteina acida fibrilar glial (GFAP); a proteina ligadora de calcio, S-100 beta, a enzima

conversora de glutamato em glutamina, glutamina sintetase e a enzima metabolica, aldeido


https://paperpile.com/c/6OEuXf/mqjk
https://paperpile.com/c/6OEuXf/mqjk
https://paperpile.com/c/6OEuXf/O9dj
https://paperpile.com/c/6OEuXf/HsBP+AlVR+m3uc+ANCZ+dkSE
https://paperpile.com/c/6OEuXf/HsBP+AlVR+m3uc+ANCZ+dkSE
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desidrogenase 1 (ALDHI1L1), cujo padrdo de especificidade tém se mostrado maior do que o
classico marcador GFAP (Cahoy et al., 2008; Gomes, Tortelli and Diniz, 2013).

No que tange as fungdes, os astrocitos desempenham um papel fundamental na
manutencdo da homeostase do SNC e expressam uma infinidade de receptores, canais e
transportadores de membrana (Verkhratsky and Nedergaard, 2018). No tocante aos processos
sindpticos, os astrocitos estabelecem uma relacdo funcional complexa com neurdnios
compondo a sinapse tripartite, descrita por (Araque ef al., 1999) e atualmente sendo revisada
e proposta como o novo conceito de ambiente ativo (“active milieu”) por (Semyanov and
Verkhratsky, 2021) (Figura 1). Os processos perissindpticos astrogliais envolvem
estreitamente os contatos sinapticos e controlam a homeostase da fenda sinéptica, além disso,
orquestram o ciclo glutamato/GABA-glutamina, fundamental para a neurotransmissdo
glutamatérgica e gabaérgica, sendo cruciais para o processamento, transmissio e
armazenamento de informagdes no sistema nervoso, € consequentemente para 0S processos
de plasticidade sindptica, aprendizado e memoria (Perea, Navarrete and Araque, 2009;
Verkhratsky and Nedergaard, 2016; Andersen, Schousboe and Verkhratsky, 2022). Ademais,
por serem abundantemente equipados com diversos transportadores, estes processos
astrogliais perissinapticos sdao responsaveis pela regulacdo idnica e neurotransmissora na
fenda sinaptica, apoiando o metabolismo local e liberando agentes necréfagos para combater
espécies reativas de oxigénio (Verkhratsky, Nedergaard and Hertz, 2015)

Um papel adicional dos astrocitos ¢ o apoio a homeostase metabdlica, facilitando
interacdes complexas entre a vasculatura sanguinea, o liquido cefalorraquidiano e o fluido
intersticial circundante. Eles realizam essa fun¢do por meio de seus processos perivasculares,
que compdem uma estrutura seletivamente permeavel, formando uma barreira entre o tecido
do sistema nervoso central e o liquido cefalorraquidiano nos espagos subaracndides e ao
longo de todo o sistema ventricular (Verkhratsky, Nedergaard and Hertz, 2015). Desta forma,
contribuem para a integridade da barreira hematoencefilica e estabelecem um sistema de
drenagem "glinfatica" do SNC (Verkhratsky, Nedergaard and Hertz, 2015; Hablitz and
Nedergaard, 2021).

Ademais, os astrocitos também se comunicam com oligodendrocitos e microglia
através do contato direto entre as células, bem como por meio de citocinas, quimiocinas,
exossomos e moléculas sinalizadoras secretadas (Matejuk and Ransohoff, 2020; Nutma et al.,
2020). Tal interagdo tém se mostrado importante para a modulagdo da resposta inflamatoria
no SNC e essencial para regulacdo da remielinizagdao (Matejuk and Ransohoft, 2020; Nutma

et al., 2020; Molina-Gonzalez et al., 2023).


https://paperpile.com/c/6OEuXf/7yfM+HsBP
https://paperpile.com/c/6OEuXf/HJWm
https://paperpile.com/c/6OEuXf/yjeM
https://paperpile.com/c/6OEuXf/cz07
https://paperpile.com/c/6OEuXf/cz07
https://paperpile.com/c/6OEuXf/Cqa2+1ve5+swmI
https://paperpile.com/c/6OEuXf/Cqa2+1ve5+swmI
https://paperpile.com/c/6OEuXf/JaQ2
https://paperpile.com/c/6OEuXf/JaQ2
https://paperpile.com/c/6OEuXf/oOv6+JaQ2
https://paperpile.com/c/6OEuXf/oOv6+JaQ2
https://paperpile.com/c/6OEuXf/qMSx+bBXr
https://paperpile.com/c/6OEuXf/qMSx+bBXr
https://paperpile.com/c/6OEuXf/4oUh+bBXr+qMSx
https://paperpile.com/c/6OEuXf/4oUh+bBXr+qMSx
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Fufiparite synapse Heurcigho] Extrasynapiic Volume
and synaptic wascular unit signaling and transmission
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Active milieu

Microglial
process

Figura 1: Comunicacio astrécito-neuronal no ambiente ativo (“active milieu). O conceito de ambiente
ativo integra multiplas teorias que abordam diferentes aspectos da organizagao funcional local do cérebro, como
sinapse multipartida, unidade neuro(glio)vascular, sinalizacdo extra sinaptica e transmissio de volume. O
ambiente ativo ¢ formado por interagdes dinamicas entre elementos neuronais (soma, axonios, dendritos e
espinhas dendriticas), elementos celulares ndo neuronais (processos astrociticos e microgliais), vasculatura
(capilar), espago extracelular (ECS) e matriz extracelular (ECM). Em um ambiente ativo, as sinapses podem se
contatar, sinalizar e ser controladas homeosticamente por ramos astrociticos (a), por uma ou varias “folhas” (b).
Um unico ramo ou folha astrocitica pode ser contatado por varias sinapses (c). Mudangas dindmicas na
morfologia dos processos astrociticos afetam as barreiras de difusdo, a depuragdo de neurotransmissores, a
dindmica de K+ e o fornecimento de glutamina ou substratos energéticos, regulando assim a plasticidade
neuronal. Os processos astrociticos formam estruturas em forma de lago por meio de jungdes gap (GJs)

reciprocas. Imagem retirada de (Semyanov and Verkhratsky, 2021).


https://paperpile.com/c/6OEuXf/cz07
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Em suma, os astrocitos controlam a homeostase do SNC em todos os niveis de
organizacdo. Isso inclui a homeostase de ions, pH e neurotransmissores; fornecendo
substratos metabodlicos aos neuronios; apoiando os oligodendrdcitos e axdnios; regulando a
sinaptogénese, neurogénese € formacdo e manutencdo da barreira hematoencefalica;
contribuindo para o funcionamento do sistema “glinfatico”, participando da modulacao da
resposta inflamatdria e regulando a homeostase sistémica (Verkhratsky et al., 2021). Além
disso, os astrocitos sdo capazes de responder a estimulos patologicos que resultam no

processo de reatividade astrocitaria.

1.2 | Astrocitos e reatividade

As alteragdes patologicas nos astrocitos sdo documentadas em diversas doengas
neurologicas e estes respondem a danos e doencas do SNC por meio de um processo
denominado "reatividade" (Liddelow, Olsen and Sofroniew, 2024). A reatividade dos
astrocitos ¢ uma resposta defensiva complexa, heterogénea e especifica ao contexto
patologico, o que produz variados fenotipos reativos associados tanto a fungdes benéficas
essenciais quanto a efeitos prejudiciais (Pekny, Wilhelmsson and Pekna, 2014; Verkhratsky,
Nedergaard and Hertz, 2015; Liddelow, Olsen and Sofroniew, 2024).

E recente o estado da arte acerca da nomenclatura e definicdo da reatividade de
astrocitos. Foi durante a década de 1970 que ocorreu a primeira descricdo moderna de um
‘astrocito reativo’, apos a descoberta da proteina acida fibrilar (GFAP) de filamentos
intermediarios (Eng et al., 1971). Atualmente, define-se ‘astrocitos reativos’ como astrocitos
que passam por remodelagdo morfoldgica, molecular e funcional em resposta a lesdo, doenca

ou infeccdo do SNC (Escartin et al., 2021) (Figura 1.1).


https://paperpile.com/c/6OEuXf/dkSE
https://paperpile.com/c/6OEuXf/lYLP
https://paperpile.com/c/6OEuXf/JaQ2+Scgr+lYLP
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25

Non-reactive astrocytes Reactive astrocytes

Figura 1.1: Deteccio da reatividade astrocitiria através da expressdo da proteina do filamento
intermediario GFAP. (A) Imunodeteccdo de GFAP (verde) em astrocitos ndo reativos no hipocampo de
camundongo (a esquerda) e astrocitos reativos no hipocampo de camundongo 4 dias apds a lesdo do cortex
entorrinal, estes Ultimos com claros sinais de hipertrofia dos processos astrocitarios marcados com GFAP (a
direita). (B) Esquema da resposta dos astrocitos a lesdo. Os processos dos astrocitos reativos tornam-se mais
espessos e, portanto, visiveis a uma distdncia maior quando visualizados com anticorpos contra GFAP. Em
lesdes pontuais do SNC, os astrocitos adjacentes a lesdo podem se comportar de maneira diferente: eles também
exibem hipertrofia dos processos, mas muitas vezes mostram uma extensdo proeminente de seus processos
celulares em direcdo a lesdo, o que implica no rearranjo de seus dominios. Imagem retirada de (Pekny,

Wilhelmsson and Pekna, 2014).

A nomenclatura ¢ atualmente entendida em nivel amplo como equivalente a
‘astrogliose reativa’, mas enfatiza como ‘astrocitos reativos’ a capacidade destas células de
adotar estado(s) distintos em resposta a diversas patologias. Sendo ‘estado’ uma condigdo
transitoria ou duradoura dos astrocitos, caracterizada por um perfil molecular especifico,
funcdes especificas e impacto distinto em doencas (Escartin et al., 2021). Portanto, tal
terminologia inclui informagdes sobre a morfologia (por exemplo, hipertrofia, atrofia),

marcadores moleculares e resultados funcionais, buscando identificar as principais varidveis
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que impulsionam estados, fendtipos e fungdes de astrdcitos reativos em contextos especificos
(Escartin et al., 2021).

Alguns dos aspectos benéficos da reatividade astrocitaria vao desde o isolamento e
conten¢do da regido afetada do SNC do tecido vizinho, limitando o tamanho da lesdo, até a
regeneragdo tecidual, neuroprotecao ativa e regulacao da homeostase do SNC em momentos
de estresse isquémico agudo, osmotico ou outros tipos de estresse (Pekny, Wilhelmsson and
Pekna, 2014; Linnerbauer and Rothhammer, 2020). Entretanto, os astrocitos também podem
contribuir diretamente para os danos no SNC ao passarem por uma transformacgao reativa na
qual perdem muitas de suas fungdes fisioldgicas, como formagdo e maturacao de sinapses,
fagocitose, entre outras, e secretam citocinas e quimiocinas para aumentar a neuroinflamagao
e acidos graxos de cadeia longa neurotdxicos, que matam as células vizinhas (Novakovic et
al., 2023; Liddelow, Olsen and Sofroniew, 2024).

A comunicagdo entre microglias e astrocitos desempenham um papel importante na
resposta neuroinflamatéria, contribuindo tanto para a destrui¢do do tecido vizinho quanto
para a resolugdo da inflamacdo. A literatura recente aponta que as microglias induzidas pela
inflamagdo e pelo dano liberam fator de necrose tumoral (TNF), interleucina la (IL-1a),
interleucina-1 B (IL-1B) e componente 1q do complemento (C1q), que induzem os astrécitos
a adquirirem um subestado de astrocitos reativos neurotoxicos (Matejuk and Ransohoff,
2020; Liddelow, Olsen and Sofroniew, 2024) (Figura 1.2). Além disso, os oligodendrocitos
também secretam fatores conhecidos por ativar os astrécitos. Em situacdes de estresse, estas
c€lulas liberam fatores como IL-1B e IL-17, capazes de levar os astrocitos a um estado reativo

que exacerba a inflamacdo no SNC (Nutma ef al., 2020).
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Figura 1.2: Astrécitos no estado niio reativo, em condicées normais e em estado reativo, em condicdes
inflamatoérias. (A) Os astrocitos interagem com neurodnios, oligodendrocitos, microglia e células da barreira
hematoencefalica (BHE) em condi¢des normais. (B) Interagdes sindpticas (sinapses tripartites) dos astrocitos
com neurdnios regulando a transmissdo sindptica através do suporte metabolico e da remocdo de
neurotransmissores. (C) As projecdes dos astrocitos acompanham a vasculatura cerebral e sdo um constituinte
da BHE, limitando assim a infiltragdo de patogenos e células imunes periféricas no SNC. Seus “pés” expressam
aquaporina-4 e formam uma interagcdo préxima com pericitos e a lamina basal do parénquima cerebral. (D)
Durante condigdes inflamatorias, astrocitos reativos secretam uma miriade de mediadores inflamatorios que
regulam as fungdes de células mieloides, linfocitos, oligodendrdcitos, neurdnios e microglia. (E) Mediadores
inflamatodrios soluveis derivados de microglia e outras células imunes induzem diferencialmente fungdes
patogénicas (vermelho) ou protetoras (azul) dos astrdcitos. (F) Células imunes periféricas invadem a BHE
durante condi¢des inflamatdrias e transgridem para o SNC. Clq, Componente 1q do complemento; IL-1j,
Interleucina-1 B; IL-10, Interleucina 10; TNF-a, Fator de necrose tumoral a; TGF-a, Fator de crescimento
transformador o; VEGF-B, Fator de crescimento endotelial vascular B. Imagem retirada de (Linnerbauer and

Rothhammer, 2020)

Os sinais mais evidentes e amplamente reconhecidos da reatividade dos astrocitos
incluem a hipertrofia dos processos celulares € o aumento na expressao de proteinas dos

filamentos intermedidrios (nanofilamentos), especialmente a proteina GFAP, que ¢ o
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componente principal do sistema de filamentos intermediarios dos astrocitos maduros (Pekny,
Wilhelmsson and Pekna, 2014). Embora as altera¢des na quantidade de proteina GFAP e no
nivel de expressdo do gene Gfap tenham sido marcadores uteis para avaliar a reatividade
astrocitaria at¢é o momento, estudos recentes revelaram outros genes, que em conjunto,
compdem um painel marcador do perfil reativo dos astrocitos (Liddelow et al. 2017; Labib et
al. 2022; Escartin et al. 2021). Dentro deste painel de genes marcadores, cabe citar, além do
Gfap, os genes Aldoc, Chi3ll, Eaatl, Lcn2, Slrp3, S100b, Serpina3n, Srgn e Stat3 (Tabela 1)
identificados como mais expressos em astrocitos reativos e também avaliados neste projeto
(Liddelow et al., 2017; Escartin et al., 2021) .

Com base nos argumentos expostos até aqui, ¢ possivel afirmar que o subestado
reativo neurotoxico dos astrocitos compde um elemento de grande atencdo nas patologias do

SNC, e portanto, um possivel alvo para futuras intervencdes terapéuticas.
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Ref.
Gene Nome Funcao Ref. Astrocitos )
Cuprizona
Aldoc Aldolase C Enzima glicolitica
(Escartin et al., 2021) -
Proteina leve do ) ]
. N Biomarcador para danos neuroaxonais
Chisll neurofilamento e quitinase q 4 %0 local (Cubas-Nuiiez ef al., (Bonneh-Barkay
agudos e inflamacgao loca ASR—— 201
3 semelhante a 1 021; Escartin et al., et al.,2010)
2021)
Transportador de Controle da captagdo de glutamato e
FEaatl . . ) ) (Beschorner et al., (Lee et al., 2018)
aminoacidos excitatorios 1 aspartato do espaco extracelular 2007: Escartin f al.
2021)
Gfap Proteina acida fibrilar glial Filamento intermediario
(Liddelow et al., 2017; (Zhan et al.,
Escartin et al., 2021) 2020)
. . Regulagdo de morte, sobrevivéncia
Len2 Lipocalina-2 . . (Liddelow et al., 2017;  (Liu et al., 2022)
celular, inflamagao/transporte de ferro i
Liu et al., 2022)
Regulagdo da proliferagdo, motilidade,
Receptores de o .
Sipr3 ] sobrevivéncia e rearranjo )
esfingosina-1-fosfato 3 ) . (Liddelow et al., 2017)
citoesquelético
oL Regulagdo da proliferagao,
5 Proteina soluvel de ligacao dif ul
S100 iferenciacdo, apoptose celular. . .
a0 calcio 100B . ~Q » 4pop ? (Escartin et al., 2021) (Liu et al., 2022)
inflama¢do/homeostase do Ca**
Membro 3N do clado A de Inibidor de serino-protease/resposta
Serpina3n ] ) ) (Liddelow et al., 2017;
serpinas inflamatoria Escartin et al., 2021) -
o Proteoglicano mediador de reagdes
Srgn Serglicina . . -
inflamatorias (Liddelow et al., 2017)
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) Transdugdo de sinais intracelulares
Transdutor de Sinal e ) ) o
Stat3 _ ) induzidos por citocinas e fatores de (Priego et al., 2018; (Ohgomori and
Ativador da Transcri¢do 3 ) Escartin ef al., 2021) Jinno, 2021)
crescimento

Tabela 1: Lista dos genes marcadores do estado reativo de astrécitos. A tabela contém o simbolo do gene,
nome, func¢do global e referéncias de trabalhos que ja reportaram a expressdo destes em astrocitos reativos e no
modelo da cuprizona. Referéncias ndo preenchidas representam o ndo retorno de trabalhos associados a
expressdo do gene no contexto de busca realizada na plataforma PubMed.

1.3 | Principios e mecanismo de a¢do da clozapina

A clozapina (CLZ) é uma dibenzodiazepina triciclica (Figura 1.3) desenvolvida na
década de 50 como uma potencial terapia farmacologica para o tratamento da esquizofrenia
(Hippius, 1999). Foi classificada como antipsicotico atipico, por nao produzir os efeitos
colaterais que antipsicéticos classicos ou tipicos produzem (Seeman, 2002). Entretanto, na
década de 70, o farmaco foi retirado do mercado apds levar alguns pacientes a obito devido
ao efeito colateral de agranulocitose (Hippius, 1999). Devido a isso, seu uso ficou restrito a
alguns paises sob condi¢des rigorosamente controladas até a década de 80, quando estudos
demonstraram sua eficdcia em uma propor¢do significativa de pacientes com esquizofrenia

refrataria (Hippius, 1999).
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Figura 1.3: Estrutura quimica 2D da clozapina. Imagem retirada do site PubChem

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Clozapine#section=2D-Structure).

Foi a partir da sua aprovacgdo pelo Food and Drug Administration (FDA), na década
de 90, que este farmaco foi reintroduzido na pratica clinica de diversos paises e demonstrado,
em estudos comparativos com outros antipsicoticos, sua superioridade em tratar os sintomas
positivos e negativos da psicose em pacientes resistentes ao tratamento (Pickar et al., 1992;

Lindenmayer, Grochowski and Mabugat, 1994; Hippius, 1999). Atualmente, a clozapina
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possui duas indicagdes de uso aprovadas. A primeira, e principal, € para pacientes com
esquizofrenia resistente ao tratamento, que tenham recebido doses adequadas de outros
antipsicoticos (um ensaio de dois ou mais, com pelo menos um sendo um antipsicotico
atipico de segunda geragdo) (Correll and Howes, 2021; Gammon et al., 2021; Correll et al.,
2022). Enquanto que a segunda indicagdo ¢ para reduzir o risco adicional de automutilagao
em pacientes com comportamento suicida recorrente diagnosticados com esquizofrenia ou
transtorno esquizoafetivo (Food and Drug Administration Clozaril: Novartis Pharmaceuticals
Corporation). Além disso, a clozapina ¢ frequentemente utilizada, fora das indicacdes
aprovadas, para tratar a doenga de Parkinson, transtorno bipolar e esquizofrenia com
depressdo comorbida (Young ef al., 1997). Ha também evidéncias preliminares sugerindo sua
eficacia como terapia alternativa no transtorno depressivo maior (Tiihonen et al., 2017).

Apesar de altamente eficaz, a clozapina continua sendo um medicamento subutilizado
devido a necessidade de monitoramento laboratorial frequente, um regime de titulagao
regulamentado e um perfil de efeitos colaterais graves (Gammon et al., 2021). Estes efeitos
colaterais inclui riscos como agranulocitose, miocardite, convulsdes, constipagdo, arritmia,
sincope, hipersalivagdo, sintomas obsessivo-compulsivos (Khokhar et al., 2018; de Leon et
al., 2020; Kim et al., 2020) e sindrome metabdlica, que engloba a desregulagdo da glicose,
insulina, lipidios plasmaticos e gordura corporal (Yuen et al., 2021).

O mecanismo preciso de agdo antipsicdtica da clozapina ainda ndo ¢ completamente
elucidado, porém ¢ bem documentada sua interacdo com diversos neuroreceptores no SNC
(Nasrallah, 2008; Wenthur and Lindsley, 2013). A clozapina atua como antagonista dos
receptores de dopamina, porém possui baixa afinidade pelos receptores D2 (com menos de
60% de ocupagdo) e alta afinidade pelos receptores D4 (Seeman, 2014; Aringhieri et al.,
2018). Além disso, também possui afinidade alta por multiplos receptores de serotonina
(5-HT1A, 5-HT2A-C, 5-HT6, 5-HT7), receptores adrenérgicos alfa 1 (al) e alfa 2 (a2),
receptores de histamina (H1) e receptores muscarinicos M1-M5 (Wenthur and Lindsley,
2013; Aringhieri et al., 2018; Stepnicki, Kondej and Kaczor, 2018). A dissociacdo rapida da
clozapina dos receptores D2 (Kapur and Seeman, 2001) e sua atividade antagdnica nos
receptores 5-HT2A (Stgpnicki, Kondej and Kaczor, 2018) foram apontadas como possiveis
mecanismos subjacentes a sua eficicia antipsicdtica, enquanto suas interagdes com diversos
receptores como responsaveis por muitos dos seus efeitos adversos (Meltzer et al., 2003;
Gammon ef al., 2021).

A clozapina produz um metabolito principal, o N-desmetilclozapina (NMDC,

norclozapina), que demonstra atividade semelhante a da clozapina nos receptores D2 e
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5-HT2A, além de também afetar outros receptores (Wenthur and Lindsley, 2013). Tanto a
clozapina, quanto seu metabolito, tém a capacidade também de ativar os receptores de
glutamato N-metil-D-aspartato (NMDA) (Wenthur and Lindsley, 2013). A metabolizacio da
clozapina envolve diversas enzimas CYP, com destaque para a CYP3A4 ¢ CYP1A2,
responsaveis principalmente pela conversio em NMDC, enquanto a CYP1A2 ¢ crucial na
formag¢do do N-6xido de clozapina (CNO) (Willcocks ef al., 2021). Embora haja sugestdes de
que o NMDC seja um metabolito ativo que contribui para o efeito terapéutico da clozapina,
também pode estar associado a reducdo na contagem de neutrofilos em pacientes tratados
com o farmaco (Willcocks et al., 2021). O CNO, ¢ considerado um metabdlito inativo, porém
parece ser mais neuroprotetor do que a clozapina em culturas de neuronios-glia expostas a
agentes neurotoxicos como lipopolissacarideo e 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina
(MPTP), e esse efeito neuroprotetor parece ser resultado da inibicdo da neuroinflamacio
mediada pela microglia (Jiang et al., 2016).

Também ja foi documentado que a clozapina ativa a exocitose de D-serina em
astrocitos, que subsequentemente aumenta a liberacdo neuronal de L-glutamato via ativagao
do receptor NMDA no cortex pré-frontal e cultura primadria de ratos (Tanahashi et al., 2012).
Além disso, a clozapina apresentou capacidade de reduzir a expressao de GFAP no corpo
caloso de camundongos expostos a cuprizona (Chang et al., 2019) e modular o proteoma de
astrocitos em cultura expostos a MK-801, um antagonista do receptor NMDA
(Martins-de-Souza, Lebar and Turck, 2011).

Apesar de haver indicios da interacdo e modulagdo de astrocitos pela clozapina, ainda
sdo escassos os trabalhos que busquem compreender os efeitos deste farmaco na modulacdo
do estado reativo destas células, ¢ se esta modulagao tém relacdo com o mecanismo de agdo e

efeitos clinicos deste farmaco.

1.4 | O modelo da cuprizona

Os disturbios da mielina no SNC abrangem uma ampla gama de condi¢des
neuroldgicas em humanos, desde a esclerose multipla (EM), uma patologia mais comum, até
condigdes genéticas raras, como a doenca de Niemann-Pick (Kipp, 2023). Além disso, ha
evidéncias de que disfuncdes dos oligodendrocitos e mielina estdo relacionadas a diversos
distirbios neurodegenerativos e psiquidtricos, incluindo Alzheimer, Parkinson, transtornos
alimentares, depressdo e esquizofrenia (Gouvéa-Junqueira et al., 2020; Kipp, 2023).

A cuprizona ¢ um agente quelante que tem como alvo diversas metaloenzimas de

cobre (Vega-Riquer et al., 2019). Sua intoxicacdo resulta em desmielinizagdo em todo o
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cérebro ¢ o modelo animal da cuprizona ¢ bem estabelecido para mimetizar e estudar as
alteracdes de mielina, além de processos de desmielinizagdo e remielinizagdo observados na
esclerose multipla (Vega-Riquer et al., 2019). Alimentar os camundongos com 0,2% de
cuprizona durante 5-6 semanas induz a ativacdo de microglia e macrofagos, a apoptose
precoce nos oligodendroécitos e, finalmente, desmielinizagdo (Blakemore, 1972; Buschmann
etal.,2012; Voss et al., 2012; Zhan et al., 2020).

Apesar de muitos estudos se concentrarem principalmente no corpo caloso, a
desmielinizagdo neste modelo afeta multiplas areas cerebrais, tanto de substancia branca
quanto cinzenta, como o cortex pré-frontal, cortex e hipocampo (Gudi et al, 2009;
Koutsoudaki et al., 2009; Oveland et al., 2021). Durante as 5-6 semanas de exposi¢cdo a
cuprizona, as regides cerebrais passam por desmielinizagdo aguda e quando a ingestdo de
cuprizona ¢ interrompida, ocorre remielinizagdo espontanea. No entanto, se a intoxicagdo
pela cuprizona for prolongada além de 12-13 semanas, ocorre uma desmielinizagdo cronica
com capacidade limitada de remielinizagdo espontanea (Zhan et al., 2020; Kipp, 2023)

Mesmo n3o havendo um consenso sobre como a cuprizona induz toxicidade no
metabolismo dos oligodendrodcitos, diversas observagdes apontam para um modo de acao
mais complexo que nao se baseia apenas nas propriedades quelantes do cobre, mas também
na capacidade da cuprizona de quelar outros metais, como zinco, ferro e manganés,
prejudicando ndo s6 a fung¢do de diversas enzimas importantes como também diversos
processos celulares (Gudi et al., 2014; Taraboletti et al., 2017)

A cuprizona parece afetar principalmente as mitocondrias, resultando em aumento da
producdo de agentes oxidantes e distirbios no metabolismo energético dos oligodendrocitos
(Gudi et al., 2014; Zirngibl et al., 2022). Além disso, também induz a ferroptose e estresse no
reticulo endoplasmatico, que juntamente com a reducdo nos niveis de aminoacidos, resulta
em uma deficiéncia na sintese de lipidios da mielina e sintese de proteinas, eventualmente
levando a desintegragdo da bainha de mielina (Praet et al., 2014; Fischbach et al., 2019;
Jhelum et al., 2020). Além disso, outros estudos indicam, que os efeitos prejudiciais da
cuprizona ndo podem ser atribuidos apenas a quelacao de cobre ou a um impacto seletivo nos
oligodendrocitos. Em vez disso, propde-se que o complexo reativo cuprizona-cobre e a
inducdo de processos neuroinflamatdrios, sejam responsaveis pelos efeitos toxicos da
cuprizona e que varios tipos de células no SNC sejam afetados (Pasquini et al., 2007,
Buschmann et al., 2012; Gudi et al., 2014; de los Angeles Castillo-Rodriguez et al., 2022;
Morgan et al., 2022).
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A reatividade dos astrocitos € um evento precoce e robusto durante a desmielinizagao
induzida por cuprizona. J4 na década de 1960, foi relatado que a ingestdo de cuprizona por
camundongos levou ao hipertrofia e hiperplasia de astrécitos em regides do SNC que
apresentavam sinais de desmielinizagdo induzida por esta toxina, € que a reatividade
astrocitaria precedeu a perda de mielina (Carlton, 1967). Além disso, astrocitos reativos
foram observados no modelo da cuprizona durante o processo de desmielinizagdo aguda ou
cronica, sendo que a reatividade astrocitaria, marcada por proliferacdo precoce das células e
aumento da expressao de GFAP no corpo caloso dos animais, persistiu mesmo apos um
periodo de recuperagao de seis semanas (Hibbits et al., 2012).

A reatividade proeminente dos astrocitos apds exposi¢cdo a cuprizona também ja foi
apontada tanto na substancia branca, quanto cinzenta em outras regides cerebrais para além
do corpo caloso, como por exemplo, no hipocampo, cerebelo, cortex e ganglios da base (Gudi
et al., 2014). Ademais, a perda de astrocitos no modelo de cuprizona mostrou prejuizos no
recrutamento de microglia e remocdo dos residuos da mielina danificada, trazendo como
consequéncia danos na remielinizagdio e na proliferacio de células precursoras de
oligodendrocitos (Skripuletz ef al., 2013; Gudi et al., 2014; Sen et al., 2022).

Diversos estudos ja demonstraram que durante o curso da desmielinizagdo induzida
pela cuprizona, ha uma regulagdo positiva significativa na expressao de proteinas marcadoras
de astrécitos, como GFAP, ALDHIL1, vimentina (VIM), lipocalina 2 (LCN2) e S100B nas
regioes desmielinizadas (Gudi et al., 2014; de los Angeles Castillo-Rodriguez et al., 2022;
Kipp, 2023). De fato, varios estudos usando esse modelo conseguiram mostrar que o0s
astrocitos estdo funcionalmente envolvidos no processo de des- e remielinizagdo, exercendo
interagdes complexas entre células precursoras de oligodendrocitos, oligodendrocitos

maduros e microglia .

1.5 | Regibes cerebrais

1.5.1 | Cortex

O cértex (CTX) dos mamiferos consiste em uma estrutura laminar localizada na parte
externa do cérebro, que contém varias areas e tipos celulares, os quais estdo densamente
interconectados de maneira complexa (Keller, Ero and Markram, 2018). E composto pela
substancia cinzenta contendo muitos corpos celulares neuronais e relativamente poucos
axonios mielinizados (Keller, Er6 and Markram, 2018; Javed, Reddy and Lui, 2019).

Localizado logo abaixo das meninges, o cortex cerebral contém multiplas camadas, cada uma
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com diferentes densidades/tipos celulares e uma infinidade de fungdes (Keller, Erd and
Markram, 2018; Javed, Reddy and Lui, 2019).

Em relagdo a densidade celular, de acordo com a revisdo de literatura elaborada por
(Keller, Eré and Markram, 2018), no CTX de camundongos a maioria das células excitatérias
sdo células piramidais, e as células ndao neuronais superam em numero 0s neurdnios.
Interneurdnios inibitérios GABAérgicos compdem de 15 a 20% de todos os neurdnios
corticais. A densidade de células gliais diferem por regido. A propor¢do de astrdcitos para
neuronios se mostrou mais alta no hipocampo do que no CTX, que por sua vez era maior do
que no cerebelo (Keller, Erd and Markram, 2018). Entretanto, ¢ importante citar que (Keller,
Er6 and Markram, 2018) chamam a atenc¢do para o fato de que as densidades de neuronios e
tipos celulares comuns estavam disponiveis na literatura para as regides mais estudadas do
cérebro. No entanto, a densidade de astrocitos e oligodendrécitos, em particular, ndo estava
bem caracterizada fora das principais regides cerebrais. Portanto, a escassez de dados na
literatura ilustra que abordagens alternativas sdo necessarias para preencher tais lacunas.

A andlise anatdmica, bem como a localizacdo de partes funcionalmente diferentes do
cortex cerebral de roedores, ¢ dificultada pelo fato de que a superficie do cérebro de espécies
murinas ¢ lisencefélica (Figura 1.4), diferentemente do CTX de primatas, principalmente
humanos, que ¢ composto de circunvolugdes (giros) e fissuras (sulcos) (Schroder, Moser and
Huggenberger, 2020). Ainda assim, o CTX dos camundongos ¢ subdividido em regides
frontal, parietal, temporal, occipital, cingulada, insular e pallium lateral, sendo cada uma
dessas subdivididas em demais regides de acordo com suas especificidades (Schroder, Moser

and Huggenberger, 2020).

. Rh“:;'lal fissure

Figura 1.4: Visao lateral do cérebro do camundongo (C57BL/6). O cortex cerebral de roedores possui

superficie lisencefalica. Imagem retirada de (Schroder, Moser and Huggenberger, 2020).
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1.5.2 | Cortex pré-frontal

O cortex pré-frontal (CPF) ¢ fundamental para uma variedade de fungdes executivas,
incluindo motivagdo, atencdo, tomada de decisdo, controle inibitorio, cogni¢cdo social e
memoria (Bicks et al., 2015; Hui and Beier, 2022). Na neurociéncia translacional, existe
certa controvérsia sobre a existéncia do CPF em roedores, e muitos pesquisadores tém
discutido a semelhanga entre regides especificas no cérebro anterior destes e de primatas
(Bicks et al., 2015; Hui and Beier, 2022).

Em humanos, hd um consenso de que o CPF pode ser dividido nas regides
dorsolateral (dICPF), ventrolateral (vICPF), dorsomedial (dmCPF), ventromedial (vimCPF),
cortex cingulado anterior (ACC) e orbitofrontal (OFC) (Hui and Beier, 2022). J& em
camundongos, a literatura descreve que o CPF ¢ uma subregido do CTX frontal e
compreende o cortex infra-limbico (IL), cortex orbital medial (MO), cortex pré-limbico
(PrL), cortex orbital ventral (VO), cortex orbital dorsolateral (DLO) e cortex orbital lateral
(LO) (Figura 1.5) (Schroder, Moser and Huggenberger, 2020)

Apesar de tal controvérsia, pesquisas em humanos e animais t€ém indicado um papel
central das regides frontais do cérebro na cognicdo, e alteracdes nessa regido t€m sido
associadas a prejuizos na atencdo, memoria de trabalho e tomada de decisao, que sdao fungdes
cognitivas comuns atribuidas ao CPF (Carlén, 2017). Em roedores, por exemplo, déficits nas
sinalizacdes do CPF foram associados a um desempenho prejudicado na aquisi¢ao e
consolidagdo da memoria (Hui and Beier, 2022). Além disso, a ablagdo genética dos
receptores gabaérgicos GABAb nos astrécitos do mCPF de camundongos alterou as
oscilagdes de baixa frequéncia gama e as propriedades de disparo dos neurdnios corticais, o
que afetou os comportamentos direcionados a objetivos e memoria de trabalho dos mesmos
(Mederos et al., 2020). A perda astrocitica induzida pela toxina L a-aminoadipato no mCPF
de ratos também afetou o ajuste atencional, a memoria de trabalho e as fungdes de

aprendizagem dos animais (Lima et al., 2014).
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Figura 1.5: Representacio esquematica do cortex pré-frontal de camundongos em vista
mediossagital. Na diregdo dorsoventral, as areas frontais 2, cortex cingulado anterior (parte dorsal),
pré-limbico, infra-limbico e cortex orbital medial estdo dispostas. Posterior ao cortex pré-limbico, encontra-se o

cortex cingulado anterior (parte ventral). Imagem retirada de (Schroder, Moser and Huggenberger, 2020).

1.5.3 | Hipocampo

O hipocampo (HPC) ¢ uma regido localizada no lobo temporal medial de cada
hemisfério cerebral e de grande interesse devido seu papel central na aprendizagem e na
formagdo e armazenamento de memorias (Schultz and Engelhardt, 2014). Esta regido faz
parte de uma estrutura maior denominada formagao hipocampal, que inclui o hipocampo, o
giro denteado (GD) e o giro parahipocampal, sendo este Ultimo composto pelo cortex
entorrinal e o subiculum (Schultz and Engelhardt, 2014). De acordo com estudos moleculares
e anatomicos, pode se subdividir a regido do hipocampo em trés setores: CA1, CA2 e CA3
(Figura 1.6), compostos principalmente por neurdnios piramidais e astrocitos, que
desempenham um papel fundamental na regulacdo da plasticidade sindptica no hipocampo
(Schultz and Engelhardt, 2014; Wang, Fu and Ip, 2022).

A capacidade de aprender e lembrar localizagdes espaciais e de associa-las a outros
estimulos ¢ um comportamento adaptativo essencial para a sobrevivéncia. Ambas, navegagao
e memdria espacial estdo associadas principalmente ao hipocampo, tanto em roedores quanto

em humanos (Bannerman et al., 2014). Ademais, o hipocampo ¢ uma regido envolvida em
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diversos distirbios neuroldgicos e psiquiatricos, como depressao, esquizofrenia, doenca de

Alzheimer, esclerose multipla e epilepsia (Anand and Dhikav, 2012).
a
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Figura 1.6: Anatomia comparada do hipocampo de roedores e humanos. A) Diferenca da disposi¢ao entre
roedores (dorsal-ventral) e humanos (anterior-posterior). B) Posicdo do hipocampo e do cértex entorrinal (EC)
no cérebro de roedores e humanos. C) Esquema das sec¢des transversais de tecido corado pela técnica de Nissl

em hipocampo de roedores e humanos. Adaptado de (Strange et al., 2014).
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2| HIPOTESE

Dado que a reatividade astrocitaria ¢ uma caracteristica presente em diversas
condi¢des patologicas do SNC e no modelo da cuprizona (Gudi et al., 2009; Zhan et al.,
2020; Kipp, 2023; Liddelow, Olsen and Sofroniew, 2024), conjuntamente com indicios de
que o antipsicotico clozapina seria capaz de modular o perfil reativo dos astrocitos (Chang et
al., 2019), esperamos que a expressdo dos marcadores especificos de reatividade dos
astrocitos esteja aumentada apos a exposicao a cuprizona e que o tratamento com clozapina
reverta esta expressdo, indicando a modulagdo da reatividade astrocitaria como um dos
mecanismos de acdo deste farmaco. Além disso, esperamos compreender melhor as proteinas
e vias bioquimicas envolvidas no modelo cuprizona e tratamento com clozapina através da

andlise protedmica.
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3| JUSTIFICATIVA

Nosso grupo de pesquisa tem buscado compreender o mecanismo de acdo de
antipsicoticos, bem como as bases moleculares da esquizofrenia e as alteragdes gliais dentro
do contexto deste transtorno. Considerando que o estado reativo neurotoxico dos astrocitos
contribui para os processos de inflamagao e desmielinizacao do sistema nervoso central, e
que apesar de mais de 30 anos de intenso estudo, as bases moleculares precisas que explicam
a eficacia Unica da clozapina permanecem indefinidas, o presente estudo busca acessar o
perfil de reatividade de astrocitos através do modelo desmielinizante e neuroinflamatorio da
cuprizona, bem como investigar se a modulacdo da reatividade astrocitidria no cortex
pré-frontal, cortex e hipocampo de camundongos compde o mecanismo de ag¢do da clozapina.
Também buscamos fornecer insights sobre proteinas diferencialmente expressas e vias
bioquimicas moduladas no cértex e hipocampo dos animais, bem como interpretar possiveis
caracteristicas funcionais associadas a tais padroes de expressdao e sua relacdo com o
mecanismo de a¢do deste farmaco. Ademais, a reatividade de astrocitos no contexto da
esquizofrenia tem sido reportada tanto em relacdo a fisiopatologia, quanto ao tratamento
deste transtorno (Catts et al., 2014; Gomes et al., 2015; Mallya and Deutch, 2018; Chang et
al., 2019; Carmona et al., 2023). Sendo assim, os dados produzidos nesta dissertagdo podem
servir de base nao s6 para uma maior compreensao do mecanismo de agao da clozapina, mas

também para futuros estudos no contexto da esquizofrenia.
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4| OBJETIVOS
No decorrer deste projeto os seguintes objetivos especificos foram perseguidos:

- Analisar os efeitos da clozapina no modelo da cuprizona in vivo através de

testes comportamentais;

- Avaliar o perfil de reatividade dos astrocitos nas regides cortex, cortex

pré-frontal e hipocampo de camundongos expostos a cuprizona e apods
tratamento com clozapina, através da analise de expressao génica (RT-qPCR)

de um painel marcador da reatividade astrocitaria;

- Avaliar se a cuprizona e clozapina altera a expressdo de GFAP no hipocampo
dos camundongos através da andlise por imunofluorescéncia;

- Avaliar as alteragdes protedmicas nas regides cortex e hipocampo dos

camundongos expostos a cuprizona e apds tratamento com clozapina,
buscando identificar proteinas e vias bioquimicas relacionadas ao mecanismo

de acdo da clozapina.
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5| METODOS

5.1 | Animais

Os camundongos C57BL/6 machos com 8 semanas de idade foram obtidos no
CEMIB, Unicamp. Todos os animais foram mantidos em gaiolas de polietileno apropriadas
para camundongos e acomodadas em estantes ventiladas com temperatura (22 + 2°C) e
umidade (55%=5) controladas e sistema de fotoperiodo determinado de 12 horas de
claro/escuro com acesso a adgua e a ragdo ad libitum. Todos os procedimentos realizados
foram aprovados pela Comissdo de Etica de Uso de Animais (CEUA), protocolo CEUA
5448-1/2019.

5.2 | Drogas e tratamento dos animais

A Cuprizona (Sigma-Aldrich) foi misturada a racdo em pd em uma concentragao final
de 0,2%. A clozapina (Supera Farma Laboratdrios S.A.) foi solubilizada em dimetilsulfoxido
(DMSO), diluida em solucdo salina estéril e administrada via i.p. na concentragdo de
10mg/kg.

A partir da 3* semana de exposi¢do a cuprizona 0.2% ou dieta normal os animais
foram separados em 4 grupos experimentais e tratados via i.p. por 2 semanas: controle (CTL)
- solugdo Veiculo (Salina (NaCl 0,9%) : DMSO : Tween, na propor¢ao 8:1:1); Clozapina
(CLZ) 10mg/kg; Cuprizona (CUP) + Veiculo; CUP_CLZ - 5 semanas de exposi¢dao a
cuprizona 0,2%, mais 2 semanas de tratamento com clozapina (10mg/kg) a partir da 3?
semana de exposi¢do a cuprizona (Figura 2). Os animais foram submetidos aos testes
comportamentais descritos na proxima sessdo apos a 3* semana de exposicdo a CUP, para
valida¢do do modelo e ao término da 5* semana de cada tratamento, para avaliar os efeitos do
tratamento com CLZ no modelo. Os testes e dados dos experimentos campo aberto, memoria
e reconhecimento de objetos e de interagdo social, bem como a coleta das regides cerebrais,

foram realizados pela Dr*. Fernanda Crunfli.
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Figura 2: Imagem ilustrativa representando os 4 grupos experimentais. (A) Os camundongos C57BL/6 do
grupo Controle (CTL) e Clozapina (CLZ) receberam alimentagdo padrdo (ragdo moida) por 5 semanas e
aplicacdo i.p. da solugdo veiculo no grupo CTL e clozapina (10mg/kg) no grupo CLZ, por 2 semanas a partir da
3* semana de alimentacdo padrdo. (B) Os camundongos C57BL/6 do grupo Cuprizona (CUP) e
Cuprizona+Clozapina (CUP+CLZ) receberam ragao moida misturada com cuprizona em uma concentragao final
de 0,2% por 5 semanas e aplicagdo i.p. da solu¢do veiculo no grupo CUP e clozapina (10mg/kg) no grupo

CUP+CLZ , por 2 semanas a partir da 3% semana de exposi¢@o a cuprizona.

5.3 | Testes comportamentais

5.3.1 | Avaliaciao da Locomoc¢iao: Campo Aberto

Os camundongos foram colocados em uma arena medindo 30 x 30cm, com o assoalho
dividido em 12 quadrantes iguais onde permaneceram por 15 minutos, os quais puderam
explorar a arena livremente, em sala isolada e iluminada com lampada incandescente (60 1x
no nivel do chido da arena. As sessdes foram registradas em video através de uma camera
Sony Action Cam 4K que, por sua vez, foram utilizadas para a andlise empregando-se o

programa computacional ANY-maze. Apods cada sessdo, o campo aberto foi limpo com
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solugdo de agua e etanol a 10%. Os experimentos foram realizados no periodo entre

7:00-14:00 horas.

5.3.2 | Avaliacao cognitiva: Memoria de Reconhecimento de Objetos

Com o intuito de reduzir o estresse associado a um novo ambiente € minimizar o
efeito de comportamentos exploratdrios naturais que podem interferir no teste, os
camundongos foram primeiro habituados ao ambiente experimental que consistiu na arena do
campo aberto por um total de 15 minutos. Apos 24h do processo de habituacdo, os
camundongos passaram pela fase de familiarizagao, onde foram colocados na arena com dois
objetos idénticos (objetos A), em forma e volume, por um total de 10 minutos. Apds 1 hora
de exposi¢do aos objetos idénticos, a memoria de curta duragdo (short-term) foi avaliada
apresentando um dos objetos da fase de familiarizacdo (objeto A), mais um objeto novo de
forma diferente (objeto B), por 5 minutos. Apos 24h a memoria de longa duragao (long-term)
foi avaliada apresentando novamente um dos objetos familiares (objetos A) e um novo
objeto, de forma diferente (objeto C), por 5 minutos. Entre cada animal testado, a arena e os
objetos foram higienizados utilizando alcool a 10%, a fim de remover qualquer indicio de
odores que pudessem influenciar os resultados. Foi utilizado como parametro de analise a
duracdo da interacdo com os objetos ao longo de um periodo de 5 minutos. Isso incluiu
atividades como cheirar, lamber, tocar com o focinho ou as patas dianteiras, além de quando
o animal aproximava o focinho do objeto a uma distancia de até¢ 1 cm (Leger ef al., 2013). O
indice de reconhecimento foi avaliado através da mensuracdo do tempo gasto na exploracao
do objeto B ou C, dividido pelo tempo total de exploragdo dos objetos (A+B ou A+C). Todas

as sessoes foram registradas em video através de uma cadmera Sony Action Cam 4K.
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Figura 2.1 - Protocolo experimental para o teste comportamental de reconhecimento de objetos apds a
exposicio a cuprizona e tratamento com clozapina (10 mg/kg, i.p.). Apds 3 e 5 semanas de exposicao a
cuprizona 0,2% e posteriormente 2 semanas de tratamento com clozapina (10 mg/kg, i.p.) os animais passaram
pela sessdo de habituagdo a arena de campo aberto por 15 minutos. Apos 24h os animais foram expostos a 2
objetos de forma e volume idénticos (A e B), por 10 minutos. Ap6s 1 hora dessa exposi¢do, a memoria de curta
duragdo (Short-term) foi avaliada pela apresentagdo de um dos objetos do treino (A) e um novo objeto, de forma
diferente (B). Apds 24 horas foi avaliada a memoria de longa duracdo (Long-term) pela apresentacdo de um dos
objetos do treino (A) e outro novo objeto, de forma diferente (C). Apds 24 horas do ultimo teste, os animais

foram eutanasiados e as regides cerebrais coletadas para andlise génica por RT-qPCR e proteina por

imunofluorescéncia e protedmica.

5.3.3 | Teste de interacgao social

Os camundongos foram habituados a arena do campo aberto, conforme descrito
previamente (Gomes et al., 2015; Rodrigues da Silva et al., 2020). Apos a habituagdo, o
camundongo a ser avaliado (camundongo-teste), juntamente com um um camundongo
desconhecido (ndo-familiar) de mesma idade, foram colocados em lados opostos da arena do
campo aberto (30 x 30 cm), onde podiam explorar livremente por 10 minutos. O
comportamento social ativo foi medido pelo tempo em que os camundongos-teste passavam
interagindo com o camundongo nado-familiar, através de comportamentos como farejar,

seguir, acariciar e subir ou se esconder sob o camundongo nao-familiar.


https://paperpile.com/c/6OEuXf/5aYk+Jy71
https://paperpile.com/c/6OEuXf/GCMws+lB8Fc+2sBLV+Jy71+SKFp
https://paperpile.com/c/6OEuXf/5aYk+Jy71
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5.4 | Coleta dos Tecidos para RT-qPCR, protedmica e imunofluorescéncia

Para a coleta das regides CPF, CTX e HPC, ao término da 5* semana de cada
tratamento, os animais foram anestesiados com xilazina 20 mg/kg e quetamina 100 mg/kg,
via 1.p. conforme descrito em (Levin-Arama et al., 2016). Constatada a anestesia profunda
pela perda de reflexo corneal, os animais foram submetidos a perfusdo transcardiaca, com
solucao salina 0,9%, e os encéfalos foram coletados, as regides foram separadas (Figura 2.1),
congeladas imediatamente a -55°C e estocadas a -80°C.

Para a coleta dos encéfalos destinados a imunofluorescéncia, os animais foram
anestesiados e submetidos a perfusdo transcardiaca, com solugdo salina 0,9%, seguida de
solucdo fixadora constituida de paraformaldeido 4% dissolvido em tampao fosfato 0,1 M
(PB, pH 7,4). Apdés a perfusdo, os encéfalos foram coletados e armazenados em
paraformaldeido 4% por 24 horas. Apos este periodo, o material foi transferido para uma
solugdo crioprotetora de sacarose a 30% em PB 0,01M. Apds 4 dias, os cérebros foram secos
em papel toalha e congelados em isopentano por 60 segundos e armazenados no biofreezer a

-80°C.

Figura 2.2: Esquema com vista lateral do cérebro do camundongo C57BL/6 ilustrando as regides
coletadas para analise de RT-qPCR e protedmica. As linhas tracejadas delimitam as regides coletadas na

matriz de corte: em preto, cortex pré-frontal (CPF); amarelo, cortex (CTX); vermelho, hipocampo (HPC).

5.5 | Imunofluorescéncia

Os cérebros previamente coletados foram processados em um criostato (Leica®
Biosystems - Wetzlar, Germany) a uma temperatura de -20° C (+1) sendo produzidos cortes
histologicos de 30um para cada animal. O inicio da coleta dos cortes foi a partir da

visualizacdo do terceiro ventriculo, e o final da coleta apds o desaparecimento da camada de


https://paperpile.com/c/6OEuXf/WuYZ
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células granulares do GD (Bregman -1.72mm AP até -6.72mm AP). A regido mencionada foi
identificada de acordo com as coordenadas do atlas cerebral de camundongos Paxinos and
Franklin's the Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates. Os cortes histologicos foram
coletados em placas de cultivo, em solu¢do tampao (PBS 0,1 M com 0,05% azida), e
estocados em geladeira a 4 °C.

Para o ensaio de imunofluorescéncia os cortes de hipocampo dorsal foram lavados em
PBS 0,1 M por duas vezes de 10 minutos, e foram entdo incubados em solug¢do bloqueio
(PBS 0,1 M contendo 0,2% Triton X-100 e 3% BSA) por 30 minutos. Apos este periodo, os
cortes foram incubados com anticorpo primario anti-GFAP (1:500, Abcam), em solugdo de
bloqueio por um periodo de 14 a 18 horas a 4°C. Em seguida, os cortes foram lavados 3x de
10 minutos com PBS 0,1 M a temperatura ambiente e incubados por 1 hora com anticorpo
secundario em uma concentragdo de 1:500 em solugdo de bloqueio. Apds 3 lavagens de 10
minutos com PBS 0,1 M com o objetivo de remocao do excesso de reagente, os cortes foram
colocados sobre laminas de vidro gelatinizadas e cobertos com laminulas, tendo como meio
de montagem o Permount (Sigma). Os limites da regido CA3 foram localizados baseando-se
em estudos anteriores sobre as regides (Richards ef al., 2011), e marcadores encontrados nas

imagens de hibridizagao in situ do Allen Brain Atlas (http://portal.brain-map.org/).

5.6 | Extracdo de RNA e RT-qPCR

A extragdo do RNA total dos tecidos foi realizada com o uso do reagente Trizol de
acordo com as instrugdes do fabricante (Invitrogen, Califérnia, EUA). A concentracdo e
pureza de cada amostra foram verificadas no espectrofotometro DeNovix. Para a produ¢do do
cDNA, a transcri¢do reversa foi realizada com 500 ng de RNA utilizando o kit Promega. Em
cada reacdo de qPCR de 10 pL, 1 pL de ¢cDNA diluido em 1:10 foi misturado com 200 nM
dos primers (Exxtend, Campinas, Sao Paulo, BRA), 5 uLL do master mix Evagreen (Cellco) e
agua sem nucleases. A expressao dos mRNAs foi analisada por meio da PCR em tempo real
quantitativa. As reacdes foram realizadas no sistema CFX 384 Touch Real-Time PCR
Detection System (Biorad). As curvas de dissociagdo dos produtos da PCR foram obtidas
com um aquecimento inicial de 50°C por 2 minutos € 95°C por 10 minutos, seguido de 40
ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Para avaliar a especificidade dos
primers, as amostras foram aquecidas de 65°C a 99°C. Os dados foram normalizados pela
expressao dos genes housekeeping Actb (B-actina; 100 nM) e Hprt (Hypoxanthine Guanine
Phosphoribosyltransferase; 200nM). A quantificagdo relativa de cada gene alvo foi analisada

utilizando o método de CT comparativo (Vandesompele et al., 2002; Schmittgen and Livak,


https://paperpile.com/c/6OEuXf/F9bi
http://portal.brain-map.org/
https://paperpile.com/c/6OEuXf/aClc+AVXU
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2008). Para a amplificagdo, foi realizada a padronizacao dos primers, onde primers com
eficiéncia entre 90-110% foram utilizados. As sequéncias dos primers utilizados estdo

descritas na Tabela 2.

Gene Foward Reverse Ref.

Aldoc GAGGTATCTGTCACGCCCC CTCGGTCCAAGCTGGAGTAA www.ncbi.nlm.nih.gov
Chi3ll CACACCTCTACTGAAGCCAGG GCAGACCAGCTTGTACGCAG www.ncbi.nlm.nih.gov
Eaatl GGCAGCTCCCAGGTTTAAAAG GAAGCAGCTGGTACTGTCAGA www.ncbi.nlm.nih.gov
Gfap GCCACCAGTAACATGCAAGA GGCGATAGTCGTTAGCTTCG  (Zhangeral., 2020)

Len2 CCAGTTCGCCATGGTATTTT CACACTCACCACCCATTCAG  www.ncbi.nlm.nih.gov
Sipr3 AAGCCTAGCGGGAGAGAAAC TCAGGGAACAATTGGGAGAG www.ncbi.nlm.nih.gov
S100b CACCCGAAGAGGTTGCTCAT GGAAGGGTGTAGGCGATCAG www.ncbi.nlm.nih.gov
Serpina3n CCTGGAGGATGTCCTTTCAA TTATCAGGAAAGGCCGATTG  www.ncbi.nlm.nih.gov
Srgn GCAAGGTTATCCTGCTCGGA TGGGAGGGCCGATGTTATTG  www.ncbi.nlm.nih.gov
Stat3 ACCATTGACCTGCCGATGTC TCCATGTCAAACGTGAGCGA  www.ncbi.nlm.nih.gov

Tabela 2: Sequéncias de primers utilizadas para amplificacio nas analises por RT-qPCR. Todas as

sequéncias referenciadas como https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ foram desenhadas na plataforma National Center

for Biotechnology Information. Todos os primers foram padronizados com eficiéncia entre 90-110%.

5.7 | Analise protedmica

Apos o final dos tratamentos, os encéfalos foram extraidos pela Dr* Fernanda Crunfli
e para as andlises protedmicas as seguintes regides cerebrais foram coletadas: cortex (N
CTL=5; N CUP =4; N CLZ = 3; CUP+CLZ = 4) e hipocampo (N CTL =4; N CUP =4; N
CLZ =4; N CUP+CLZ = 4). Os tecidos foram homogeneizados em tampao de lise (Tris-HCL
100mM, ImM EDTA, 150 mM NacCl, 0,5% Triton-X e cocktail de inibidores de protease) e
mecanicamente lisados através de maceragdo com pistilo e ultrasonicador de ponta. O extrato
de proteinas totais foi quantificado por BCA conforme as instru¢des do fabricante (Thermo
Scientific). 30 pg do extrato de proteinas de cada amostra foi transferido para um
Microcon-10 Centrifugal Filter, com corte de 10 kDa, para digestao por FASP (Sielaff et al.,
2017; Carregari, 2022). Apds a digestdo por tripsina, os peptideos foram secos e
re-suspendidos em 0,1% FA, sendo subsequentemente submetido a analise por LC-MS/MS.
Realizamos analise de LC-MS de quantificagdo livre de marcagao (label-free) e aquisicao

independente de dados (DIA) com incremento de mobilidade i6nica (HDMse, Waters Co),


https://paperpile.com/c/6OEuXf/aClc+AVXU
https://paperpile.com/c/6OEuXf/OuPG
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://paperpile.com/c/6OEuXf/E75g+TU5d
https://paperpile.com/c/6OEuXf/E75g+TU5d
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utilizando duplicatas técnicas para cada uma das replicatas biologicas. Os dados brutos
advindos das andalises de LC—MS foram importados no programa
Progenesis QI for proteomics (Waters, Co), para realizarmos a
normalizagdo, identificagcdo e quantificacdo das proteinas.
Proteinas com ANOVA (p) < 0.05 entre os grupos foram
quantificadas e consideradas para a analise de expressao

diferencial.

5.8 | Analise in silico
As listas de proteinas quantificadas por LC-MS/MS foram analisadas na plataforma

OmicScope (https://omicscope.ib.unicamp.br/) e Nebula

(https://omicscope.ib.unicamp.br/Nebula). Esta plataforma contém ferramentas capazes de

realizar a analise estatistica de dados Omicos, além de apresentar repositorios capazes de
auxiliar na descoberta dos componentes moleculares, o nivel de enriquecimento de vias e
ontologia génica presente nos dados inseridos. As bases de dados utilizadas para as analises
de enriquecimento de vias bioquimicas nesta dissertacdo foram a Kyoto Encyclopedia of

Genes and Genomes (KEGQG) e Elsevier pathway collection.


https://omicscope.ib.unicamp.br/
https://omicscope.ib.unicamp.br/Nebula
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6 | RESULTADOS

6.1 | Padronizacio do modelo de desmielinizacio in vivo induzido por cuprizona

Camundongos C57BL/6 machos com 8 semanas de idade foram expostos a cuprizona
0,2%. Com o intuito de observar as primeiras alteragdes comportamentais resultantes da
desmielinizagdo causada pela CUP, foram realizados os seguintes testes comportamentais
apos 3 e 5 semanas de exposicdo: teste de atividade locomotora no campo aberto, para
avaliacdo dos prejuizos na locomogao, teste de interagdao social, para avaliagdo da cognicdo
social, teste reconhecimento de objetos, para avaliagdo dos déficits cognitivos (memoria de
curta e longa duragdo).

Apo6s 3 semanas de exposi¢do a cuprizona, como € possivel observar na Figura 3 - A,
nao houve diferenca significativa na locomog¢ao dos animais no teste de campo aberto, apenas
uma redugdo no tempo de permanéncia no centro da arena no grupo dos animais cuprizona

quando comparado com o grupo controle (p<0,05; Figura 3-G).
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Figura 3: Avaliacdo da locomocio através do teste de Campo Aberto apdés 3 semanas de exposicio a
cuprizona. (A) Total da distdncia percorrida na arena, (B) média da velocidade de locomogdo do animal.
Numero de entradas na (C) periferia e (D) no centro da arena. Tempo de permanéncia na (E) periferia e no (F)
centro da arena. Total da distancia percorrida no (G) centro da arena ¢ na (H) periferia. O teste foi realizado 3
semanas apds a exposi¢do a cuprizona. Os dados estdo expressos como média + E.P.M. Teste t com corregdo de

Welch. *p<0,05 comparado com o grupo Controle (n= 5-7 animais por grupo).
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Apoés 5 semanas de exposicdo dos animais a CUP, a avaliacdo do teste de campo
aberto revelou que os animais ndo apresentaram prejuizo na locomogdo, entretanto
apresentaram diminui¢do na velocidade de locomogao (Figura 3.1-B), no nimero de entradas
na periferia (Figura 3.1-C), no nimero de entradas e na distancia percorrida no centro da

arena (Figura 3.1-D e H).
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Figura 3.1: Avaliacio da locomociio através do teste de Campo Aberto apos 5 semanas de exposi¢io a
cuprizona. (A) Total da distdncia percorrida na arena ¢ (B) média da velocidade de locomogdo do animal.
Numero de entradas na (C) periferia e (D) no centro da arena. Tempo de permanéncia na (E) periferia e no (F)
centro da arena. Total da distancia percorrida na (G) periferia e no (H) centro da arena. O teste foi realizado em
5 semanas de exposi¢do a cuprizona. Os dados estdo expressos como média £ E.P.M. Teste t com corregdo de

Welch. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 comparado com o grupo Controle (n= 5-7 animais por grupo).

No teste de reconhecimento de objeto foi possivel observar que os animais expostos a
cuprizona apresentaram prejuizo quanto a memoria de curta e longa duracdao (p<0,001;
Figura 3.2 - A e B). Em relacdo a avaliacdo da interacdo social, houve uma redu¢do
significativa no tempo de interacdo dos animais expostos a cuprizona quando comparados

com o grupo controle (Figura 3.2-C).
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Figura 3.2: Avaliacio do reconhecimento de objeto e interacdo social apos 5 semanas de exposiciao a
cuprizona. (A) Memoria de curta duracdo e (B) longa duragdo. (C) Interag@o social. Os dados estdo expressos
como média + E.P.M. do indice de discrimina¢do (n=3-5 animais por grupo). Teste t com corre¢do de Welch.

*p<0,05; ****p<0,001 comparado com o grupo Controle (n= 5- 7 animais por grupo).

Além das andlises comportamentais, a analise molecular por citometria de fluxo,
utilizando o marcador especifico de oligodendrécitos para a proteina béasica da mielina
(MBP), revelou uma redu¢do dos niveis de MBP no hipocampo dos animais expostos a
cuprizona em comparacdo com o grupo controle, indicando uma desmielinizacdo no

hipocampo ocasionada pelo modelo (média e mediana MFI, p<0,01; Figura 3.3).
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Figura 3.3: Avaliacio da mediana e média de intensidade de fluorescéncia para MBP através da
citometria de fluxo no hipocampo. Os dados estdo expressos como média + E.P.M. Teste t com corregdo de
Welch. **p<0,01 comparado com o grupo Controle (n= 3-5 animais por grupo). Estratégia de marcacdo da

analise para MBP+ (SSC-A vs APC-A), através da técnica de citometria de fluxo.
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6.2 | Efeitos comportamentais do tratamento com clozapina em camundongos expostos a
cuprizona

A partir da 3* semana de exposi¢do a cuprizona 0,2%, os camundongos C57BL/6
machos com 8 semanas de idade foram tratados com clozapina por 2 semanas. Ao final do
tratamento foram avaliados os aspectos comportamentais mencionados anteriormente, dos
animais no modelo e apos o tratamento com clozapina. Como ¢ possivel observar na Figura
3.4, nao houve diferenca significativa na distancia percorrida (A), velocidade (B), e tempo de
permanéncia no centro (C) e na periferia (D), sugerindo que nao houve prejuizo na
locomog¢do dos animais apds a exposicdo a cuprizona (CUP) e tratamento com clozapina
(CLZ; CUP+CLZ) quando comparados com o controle (CTL).
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Figura 3.4: Avaliacido da locomocio através do teste de Campo Aberto apés 2 semanas de tratamento com
clozapina 10mg/kg via i.p a partir da 3" semana de exposicio a cuprizona. O grafico expressa (A) distancia
percorrida, (B) velocidade, (C) tempo de permanéncia no centro e (D) tempo de permanéncia na periferia. Os

dados estdo expressos como média = E.P.M. Teste t com corregcdo de Welch (n= 5-8 animais por grupo).

O teste de reconhecimento de objeto foi utilizado com o intuito de avaliar o efeito da
cuprizona em relacdo ao prejuizo cognitivo e o efeito da clozapina na recuperagao deste. Foi
possivel observar que os animais expostos a cuprizona apresentaram prejuizos quanto a
memoria de curta e longa duragdo, quando comparados ao grupo controle e o tratamento com
clozapina (cuprizona+tclozapina) reverteu o prejuizo cognitivo desencadeado pela exposicao a
cuprizona (Figura 3.5-A e B). Portanto, a clozapina foi capaz de melhorar o prejuizo na
memoria de curta duragdo (Fator interagdo: p=0.0045 e Fator cuprizona: p=0.0004) ¢ na



54

memoria de longa duracdo (Fator de interacdo: p=0.0177; Fator cuprizona: p=0.0445 e Fator
tratamento: p=0.0108) desencadeado pela exposi¢do a cuprizona.
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Figura 3.5: Avaliacio do Reconhecimento de Objetos apos tratamento com clozapina. (A) meméria de
curta duracio e (B) memoria de longa duracio apés 2 semanas de tratamento com clozapina 10mg/kg via
i.p a partir da 3" semana de exposi¢do a cuprizona. Os dados estdo expressos como média + E.P.M. (n= 3-5
animais por grupo). ANOVA de duas vias seguida pelo pos-teste de Tukey.**p<0,01 e ****p<0,0001

comparado com o grupo Controle; # p<0,05 e ##p<0,01 comparado com o grupo cuprizona (CUP).

J& na andlise do teste de interagcdo social, foi possivel observar que os animais
expostos a cuprizona apresentaram uma redu¢ao no tempo de interacdo com o intruso quando
comparado ao grupo controle (p<<0,001), e o tratamento com clozapina (cuprizona+clozapina)
reverteu esse prejuizo na interagao social ocasionado pela cuprizona (p<0,05; Figura 3.6).
Logo, a clozapina foi capaz de melhorar o prejuizo na interagdo social desencadeado pela
exposicao a cuprizona (Fator intera¢dao: p<0.0001; Fator cuprizona: p=0.0262).

Interagao Social
#

*kkk

80
O .
= 60— ..
g S ;
8 * ° 0
£ 40+ _I_
o .
o . 1 H
8 . +
& 20-
'_
0 T I [
A\ (‘J\z1 C\)? ?XQ\:L



55

Figura 3.6: Avaliacido do teste de Interacio Social apés apés 2 semanas de tratamento com clozapina
10mg/kg via i.p a partir da 3 semana de exposi¢do a cuprizona. Os dados estdo expressos como média +
E.PM. (n=6-13 animais por grupo). ANOVA de duas vias seguidas pelo pos-teste de Tukey. **p<0,01 e

*A*%p<0,0001 comparado com o grupo Controle; # p<0,05 comparado com o grupo CUP.

6.3 | Analise do perfil de reatividade de astrdcitos nas regides cortex, cortex pré-frontal e
hipocampo por RT-qPCR

Apo6s a exposicdo a cuprizona 0,2% e o tratamento de 2 semanas com clozapina, foi
realizada a analise da expressdao de 10 genes descritos na literatura recente como parte de um
painel marcador da reatividade de astrocitos (Liddelow et al., 2017; Escartin et al., 2021;
Labib et al., 2022), com intuito de avaliar se a clozapina ¢ capaz de modular o estado reativo
dos astrdcitos no modelo da cuprizona.

No cortex foi possivel observar que houve alteragdo significativa na expressao de 9
dos 10 genes pertencentes ao painel marcador escolhido, sendo o gene Lcn2 o tnico que ndo
apresentou alteragdo significativa de expressao nesta regido (Figura 4). Na analise ANOVA
de duas vias observamos que a exposi¢do a cuprizona foi significativa na expressao de 7 dos
10 genes: Aldoc (Fator cuprizona: p<0,0001), Chi3/l (Fator cuprizona: p<0.0001), Eaatl
(Fator cuprizona: p=0,0007), Gfap (Fator cuprizona: p<0,0001), S/pr3 (Fator cuprizona:
p=0,0069), Serpina3n (Fator cuprizona: p<0,0001) e Srgn (Fator cuprizona: p=0,0006),

porém ndo houve diferenga no fator clozapina e interacao.


https://paperpile.com/c/6OEuXf/DolLz+NCr0w+jWj2s
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Figura 4: Expressio de RNAm dos genes marcadores da reatividade de astrécitos no cortex apés S

~

semanas de exposicio a cuprizona, sendo 2 semanas de tratamento com clozapina 10mg/kg via i.p. a
partir da 3" semana de exposicao. Os niveis de expressdo de RNAm de cada gene foram normalizados com a
média geométrica dos controles endogenos Actb e Hprt. Os dados foram representados como média = E.PM., n
= 4-8 animais por grupo. Anova de duas-vias seguidas de pos-teste de Tukey. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0.001,
*A*%p<0,0001 comparado com o grupo controle; #p<0,05, ##p<0,01, ###p<0.001, #H##p<0,0001 comparado
com o grupo CLZ.

No cortex pré-frontal foi possivel observar que houve alteracdo significativa na
expressao de 8 dos 10 genes pertencentes ao painel marcador escolhido, sendo os genes Lcn2
e SIpr3 os que ndo apresentaram alteracdo significativa de expressdo nesta regido (Figura
4.1). Na analise ANOVA de duas vias observamos que a exposi¢do a cuprizona foi
significativa na expressdo de 6 dos 10 genes: Aldoc (Fator cuprizona: p<0.0001), Chi3/1
(Fator cuprizona: p<0.0001), Gfap (Fator cuprizona: p<0.0001), Serpina3n (Fator cuprizona:
p<0.0001), Srgn (Fator cuprizona: p=0,0004) e Stat3 (Fator cuprizona: p<0.0001), porém ndo

houve diferenga no fator clozapina e interagao.
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Figura 4.1: Expressio de RNAm dos genes marcadores da reatividade de astrdcitos no cértex pré-frontal
apés 5 semanas de exposiciao a cuprizona, sendo 2 semanas de tratamento com clozapina 10mg/kg via i.p.
a partir da 3° semana de exposi¢ao. Os niveis de expressao de RNAm de cada gene foram normalizados com a
média geométrica dos controles endogenos Actb e Hprt. Os dados foram representados como média = E.PM., n
= 4-8 animais por grupo. Anova de duas-vias seguidas de pos-teste de Tukey. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0.001,
*A*%p<0,0001 comparado com o grupo controle; #p<0,05, ##p<0,01, ###p<0.001, #H##p<0,0001 comparado
com o grupo CLZ.

No hipocampo foi possivel observar que houve alteragao significativa na expressao de
todos os genes pertencentes ao painel marcador escolhido (Figura 4.2). Na analise ANOVA
de duas vias observamos que a exposi¢do a cuprizona foi significativa na expressao de todos
os genes: Aldoc (Fator cuprizona: p<0.0001), Chi3ll (Fator cuprizona: p<0.0001), Eaatl
(Fator cuprizona: p<0.0001), Gfap (Fator cuprizona: p<0.0001), Lcn2 (Fator cuprizona:
p=0,0013), SIrp3 (Fator cuprizona: p<0.0001), S/00b (Fator cuprizona: p=0,0001),
Serpina3n (Fator cuprizona: p<0.0001), Srgn (Fator cuprizona: p<0.0001) e Stat3 (Fator

cuprizona: p<0.0001), entretanto ndo houve diferenga no fator clozapina e interagao.
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Figura 4.2: Expressio de RNAm dos genes marcadores da reatividade de astrécitos no hipocampo apds 5

~

semanas de exposicio a cuprizona, sendo 2 semanas de tratamento com clozapina 10mg/kg via i.p. a
partir da 3" semana de exposicao. Os niveis de expressdo de RNAm de cada gene foram normalizados com a
média geométrica dos controles endogenos Actb e Hprt. Os dados foram representados como média = E.PM., n
= 4-8 animais por grupo. Anova de duas-vias seguidas de pos-teste de Tukey. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0.001,
*A*%p<0,0001 comparado com o grupo controle; #p<0,05, ##p<0,01, ###p<0.001, #H##p<0,0001 comparado
com o grupo CLZ.

6.4 | Analise qualitativa da reatividade de astrocitos através de
imunofluorescéncia

A andlise de imunofluorescéncia qualitativa foi realizada com o intuito de verificar a
expressdo de proteina fibrilar 4cida (GFAP) no hipocampo dos animais durante a exposi¢ao a
cuprizona e apos o tratamento com a clozapina. As marcagdes foram realizadas com o
marcador especifico de GFAP, em secg¢des coronais do hipocampo de camundongos expostos

a cuprizona (CUP), controle (VEI) e cuprizona+clozapina (CUP_CLZ) (Figura 5).
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Figura 5: Expressio de GFAP na regido CA3 do hipocampo em sec¢do coronal apdés 5 semanas de
exposicio a cuprizona, sendo 2 semanas de tratamento com clozapina 10mg/kg via i.p. a partir da 3*
semana de exposicdo. (A) Figura esquematica do hipocampo (HPC) marcando em verde regido CA3 onde a
reatividade dos astrocitos foi analisada. (B) Astrocitos marcados com anticorpo anti-GFAP (em verde) nas
condigdes controle (VEI), cuprizona (CUP) e cuprizona+clozapina (CUP_CLZ). Nucleos celulares marcados

com DAPI (em azul). Escala: 100pum. n = 3.

Na Figura 5 ¢ possivel observar uma tendéncia de aumento da expressao de GFAP, na
regido CA3 do hipocampo dos animais expostos a cuprizona (CUP), quando comparados ao
controle (VEI). Apo6s o tratamento com a clozapina ha uma tendéncia de diminui¢do da

expressao de GFAP, quando comparado o grupo cuprizona+clozapina (CUP_CLZ) com o
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grupo cuprizona (CUP). Entretanto, no terceiro animal, observa-se que a expressdao de GFAP

parece se manter em ambos os grupos de comparagao.

6.5 | Analise proteémica

6.5.1 | Identificacdo das proteinas diferencialmente expressas no cortex e hipocampo dos
camundongos apods exposicio a cuprizona e tratamento com clozapina

Através da analise protedmica pudemos quantificar um total de 1128 proteinas no
cortex e 1904 proteinas no hipocampo dos animais apos 5 semanas de exposi¢ao a cuprizona
(Figura 6-A) e ap0s tratamento com clozapina (Figura 6-B). Apds a exposi¢ao a cuprizona,
identificamos um total de 243 proteinas diferencialmente expressas no cortex (CTX) e 353 no
hipocampo (HPC) (Figura 6-A), enquanto que apds e o tratamento com a clozapina, 228

proteinas estavam diferencialmente expressas no cortex (CTX) e 144 no hipocampo (HPC)
(Figura 6-B).
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Figura 6: Distribuicio das proteinas diferencialmente reguladas. (A) Total de proteinas quantificadas e
diferencialmente expressas no cortex (CTX), hipocampo (HPC) e totais (CTX-+HPC), de camundongos apoés 5
semanas de exposi¢do a cuprizona. (B) Total de proteinas quantificadas e diferencialmente expressas no cortex
(CTX), hipocampo (HPC) e totais (CTX+HPC), de camundongos tratados com clozapina 10mg/kg via i.p. por 2

semanas a partir da 3* semana de exposi¢do a cuprizona por 5 semanas. Cortex (CTX) representado em azul e

hipocampo (HPC) representado em rosa.
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Apobs a exposicdo a cuprizona, 214 proteinas estavam menos expressas no cortex
(CTX) e 29 mais expressas (Figura 6.1-A), enquanto que no hipocampo (HPC) foram
encontradas 272 proteinas menos expressas ¢ 81 mais expressas (Figura 6.1-A). Apos o
tratamento com a clozapina, 84 proteinas estavam menos expressas no cortex (CTX) e 144
mais expressas (Figura 6.1-B), ja no hipocampo (HPC), 71 proteinas estava menos expressas

e 73 mais expressas (Figura 6.1-B).

B — Cuprizone+Clozapine Number

Number
'§
o °
. 84 144
. )

A — Cuprizone

Groups
Groups

50

21 71 73
272 )
A
%) & %, %
() el ) b
7 ’(:'_) i r'(-.(’/
r_r:,) 7 %, ) %
Sty 3 'v’/( &
P (4 [+4

Figura 6.1: Distribuicdo das proteinas diferencialmente reguladas. (A) Total de proteinas mais ¢ menos
expressas, no cortex (CTX), em azul, e hipocampo (HPC), em vermelho, de camundongos apds 5 semanas de
exposicao a cuprizona. (B) Total de proteinas infra- e mais expressas, no cortex (CTX), em azul, e hipocampo
(HPC), em vermelho, de camundongos tratados com clozapina 10mg/kg via i.p. por 2 semanas a partir da 3*

semana de exposi¢ao a cuprizona por 5 semanas.

Em relagdo a intersec¢do das proteinas diferencialmente reguladas, observamos que
50 proteinas foram reguladas em comum entre o cortex e hipocampo, apos a exposi¢ao dos
animais a cuprizona (Figura 6.2). Sendo que, 303 proteinas foram reguladas

exclusivamente no hipocampo e 193 no cértex (Figura 6.2).
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Figura 6.2: Grafico UpSet mostrando a interseccio das proteinas diferencialmente expressas apoés

exposicdo a cuprizona. As barras na vertical mostram a quantidade de proteinas diferencialmente expressas
exclusivamente em cada regido e a intersec¢@o. As proteinas diferencialmente expressas em comum em cada
regido ¢ representada pela interligacdo das duas regides pela linha vertical. As barras na horizontal mostram o
conjunto total de proteinas diferencialmente expressas em cada regido. Em azul, hipocampo (HPC) e em rosa,

cortex (CTX).

Ja apos o tratamento com a clozapina, 16 proteinas foram reguladas em comum entre
o cortex e hipocampo, 128 proteinas reguladas exclusivamente no hipocampo e 212 no

cortex (Figura 6.3).
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Figura 6.3: Grafico UpSet mostrando a interseccio das proteinas diferencialmente expressas apos
tratamento com a clozapina. As barras na vertical mostram a quantidade de proteinas diferencialmente
expressas exclusivamente em cada regido e a intersec¢do. As proteinas diferencialmente expressas em comum
em cada regido ¢ representada pela interligacdo das duas regides pela linha vertical. As barras na horizontal
mostram o conjunto total de proteinas diferencialmente expressas em cada regido. Em azul, hipocampo (HPC)

e em rosa, cortex (CTX).

6.5.2 | Identificacdo das proteinas e vias bioquimicas moduladas no cortex e hipocampo
dos camundongos apds exposi¢io a cuprizona
Para a andlise de enriquecimento de vias apds exposi¢do a cuprizona, as proteinas
significativamente alteradas foram analisadas através do banco de dados Elsevier pathway
collection e KEGG. Para todas as andlises de enriquecimento, os termos e vias foram
considerados significativamente relevantes quando ANOVA (p) < 0.05 (apds o ajuste para
multiplos testes por Benjamini—Hochberg).
No6s observamos um total de 84 vias bioquimicas significativamente enriquecidas no
cortex (CTX) e 277 no hipocampo (HPC), na base de dados Elsevier pathway collection.

Optamos por representar os 33 termos mais relevantes na Figura 7. Dentre os termos
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representados na Figura 7, destacam-se as vias relacionadas a astrocitoma, como
“Astrocytoma”, glioblastoma, como “Glioblastoma, Secondary”, oligodendrdcitos, como
“MBP/MOG/PLP in Immune System Activativation” e sinaliza¢cdes por glutamato, como

“Glutamate overdose and Aura Effect...” (Figura 7).

Acinar Cells in the Saliva Formation

Age-Related Cataract
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CD47 Repression by miRNAs

CNR1/2 -= Vascular Motility

CRH -> Synthesis of Corticosteroids

Ca2+ Toxicity in Lens Cells

Catecholamines Secretion from Adrenal Gland

Cell Cycle Dysregulation in Melanoma

GALR1/2/3 -= Neurotransmitter Metabolism
Glioblastoma, Secondary

Glutamate Overdose and Aura Effect Caused by Mutations in PRRT2 Gene
Glutamate Overdose and Aura Effect Caused by Mutations in SLC1A3 Gene
Glutamate Overdose and Aura Effect Overiew

Glutamate Overdose and Aura Effect in Migraine Type 2
Glycolysis

Golgi to Endosome Transport

HTR1 -> Vascular Motility

Integrins in Cancer Cell Motility, Invasion and Survival
MBP/MOG/PLP in Immune System Activation

Metabolic Reprogramming in Cancer: Overview
Neutrophil Activation via FCGR3B

Morepinephrine Neuronal Release

Norepinephrine Release Regulation

Potassium Cycling in the Inner Ear (Age-Related)

Protein Kinase C in Diabetic Microangiopathy

Proteins Involved in Epilepsy
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Figura 7: As 33 principais vias bioquimicas enriquecidas (Elsevier pathway collection) no cértex (CTX) e

by

hipocampo (HPC) de camundongos apés exposicdo a cuprizona. A circunferéncia e cor dos circulos
representam a relevancia estatistica da via em -logl0(p) sendo consideradas estatisticamente relevantes as vias

com ANOVA (p) < 0.05. Enriquecimento de vias através da base de dados Elsevier pathway collection.

As proteinas e seus respectivos niveis de expressdo na via de glioblastoma e
oligodendrocitos podem ser observadas na Figura 7.1, astrocitoma (Figura 7.2) e

sinalizacdes por glutamato (Figura 7.3), todas representadas no diagrama de corda.
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Figura 7.1: Diagrama de cordas representando a localizacio e o nivel de expressdo das proteinas
envolvidas na via de Glioblastoma e oligodendrécitos (ANOVA (p) < 0.05) apos exposicio a cuprizona. As
cores das proteinas indicam seus niveis de expressdo em 2log (Fold Change), enquanto as cordas destacam se

foram encontradas alteradas no hipocampo (HPC), em azul ou cortex (CTX), em rosa.
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Figura 7.2: Diagrama de cordas representando a localizacio e o nivel de expressdo das proteinas
envolvidas na via de Astrocitoma (ANOVA (p) < 0.05) apds exposiciio a cuprizona. As cores das proteinas
indicam seus niveis de expressdo em 2log (Fold Change), enquanto as cordas destacam se foram encontradas

alteradas no hipocampo (HPC), em azul ou cortex (CTX), em rosa.
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Figura 7.3: Diagrama de cordas representando a localizacio e o nivel de expressdo das proteinas
envolvidas na via de Sinalizacdes por Glutamato (ANOVA (p) < 0.05) apés exposi¢cdo a cuprizona. As cores
das proteinas indicam seus niveis de expressdo em 2log (Fold Change), enquanto as cordas destacam se foram

encontradas alteradas no hipocampo (HPC), em azul ou coértex (CTX), em rosa.

Na base de dados KEGG, ndés observamos um total de 77 vias bioquimicas
significativamente enriquecidas no cortex (CTX) e 115 no hipocampo (HPC). Optamos por
representar os 24 termos mais relevantes na Figura 7.4 e aprofundar a discussao sobre as
vias relacionadas ao metabolismo energético, como “Glycolysis” e “Oxidative

phosphorilation”.
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Figura 7.4: As 21 principais vias bioquimicas enriquecidas (KEGG) no coértex (CTX) e hipocampo (HPC)
de camundongos apo6s exposicdo a cuprizona. A circunferéncia e cor dos circulos representam a relevancia
estatistica da via em -loglO(p) sendo consideradas estatisticamente relevantes as vias com ANOVA (p) <0.05.

Enriquecimento de vias através da base de dados KEGG.

As proteinas e seus respectivos niveis de expressao na via relacionada ao
metabolismo energético, como fosforilacdo oxidativa e glicolise/gliconeogénese podem ser

observadas na Figura 7.5, representadas no diagrama de cordas.
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Figura 7.5: Diagrama de cordas representando a localizacdo e o nivel de expressdo das proteinas
envolvidas na via de Fosforilacio Oxidativa e Glicolise/Gliconeogénese (ANOVA (p) < 0.05) apos
exposicio a cuprizona. As cores das proteinas indicam seus niveis de expressdo em 2log (Fold Change),
enquanto as cordas destacam se foram encontradas alteradas no hipocampo (HPC), em azul ou cortex (CTX),

€m rosa.

6.5.3 | Identificacio das proteinas e vias bioquimicas moduladas no cortex e hipocampo
dos camundongos apés tratamento com clozapina

Para a andlise de enriquecimento de vias apds o tratamento com clozapina, as
proteinas significativamente alteradas foram analisadas através do banco de dados KEGG
apenas, pois nao houve enriquecimento de vias para regido do hipocampo na base de dados
Elsevier pathway collection. Para todas as analises de enriquecimento, os termos e vias foram
considerados significativamente relevantes quando ANOVA (p) < 0.05 (apds o ajuste para
multiplos testes por Benjamini—Hochberg).

No6s observamos um total de 65 vias bioquimicas significativamente enriquecidas no
cortex (CTX) e 12 no hipocampo (HPC). Na Figura 8 estao representados os 23 termos mais
relevantes. Dentre os termos representados na Figura 8, destacam-se as vias relacionadas a
fosforilagdo oxidativa, como “Oxidative phosphorylation”, autofagia, como “Autophagy”,
ferroptose, como “Ferroptosis”, sinapses glutamatérgicas e sistema endocanabinoide, como

“Retrogade endocannabinoid signaling”.



69

AMPK signaling pathway o

Alzheimer disease

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS)
Autophagy

Cardiac muscle contraction

Endocrine and other factor-regulated calcium reabsorption
Endocytosis

Ferroptosis

Glutamatergic synapse

Glycolysis / Gluconeogenesis

HIF-1 signaling pathway

Huntington disease

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD)
Oxidative phosphorylation

Parkinson disease

Peroxisome

Protein processing in endoplasmic reticulum
Proximal tubule bicarbonate reclamation
Pyruvate metabolism

@]

o}
Retrograde endocannabinoid signaling
Thermogenesis

O

O

al

o

=]

1]

=

=
[

= =
w =)

cooc@ o@
o]

P
U

o0 O 00 (@]
@0@®0o0o:

O o

Thyroid hormone synthesis
cGMP-PKG signaling pathway

HPC

Group

Figura 8: As 23 principais vias bioquimicas enriquecidas no cértex (CTX) e hipocampo (HPC) de
camundongos apos o tratamento com clozapina. A circunferéncia e cor dos circulos representam a relevancia

estatistica da via em -log10(p), sendo consideradas estatisticamente relevantes as vias com ANOVA (p) < 0.05.

As proteinas e seus respectivos niveis de expressdo na via de fosforilagdo oxidativa
podem ser observadas na figura Figura 8.1, na autofagia (Figura 8.2), ferroptose (Figura

8.3) e sistema endocanabinoide (Figura 8.4). Todas representadas em diagrama de corda.
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Figura 8.1: Diagrama de cordas representando a localizacio e o nivel de expressdo das proteinas
envolvidas na via de Fosforilacdo oxidativa (ANOVA (p) < 0.05) apés tratamento com clozapina. As cores
das proteinas indicam seus niveis de expressdo em 2log (Fold Change), enquanto as cordas destacam se foram

encontradas alteradas no hipocampo (HPC), em azul ou cortex (CTX), em rosa.
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Figura 8.2: Diagrama de cordas representando a localizacio e o nivel de expressdo das proteinas
envolvidas na via de Autofagia (ANOVA (p) < 0.05) ap6s tratamento com clozapina. As cores das proteinas

indicam seus niveis de expressdo em 2log (Fold Change), enquanto as cordas destacam se foram encontradas

alteradas no hipocampo (HPC), em azul ou cortex (CTX), em rosa
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Figura 8.3: Diagrama de cordas representando a localizacio e o nivel de expressdo das proteinas

envolvidas na via de Ferroptose (ANOVA (p) < 0.05) apo6s tratamento com clozapina.. As cores das

proteinas indicam seus niveis de expressdo em 2log(Fold Change), enquanto as cordas destacam se foram

encontradas alteradas no hipocampo (HPC), em azul ou cértex (CTX), em rosa
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Figura 8.4: Diagrama de cordas representando a localizacdo e o nivel de expressdo das proteinas

envolvidas na via de Sistema Endocanabinoide (ANOVA (p) < 0.05) apés tratamento com clozapina. As
cores das proteinas indicam seus niveis de expressdo em 2log(Fold Change), enquanto as cordas destacam se

foram encontradas alteradas no hipocampo (HPC), em azul ou cortex (CTX), em rosa.
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7| DISCUSSAO

Neste trabalho investigamos por meio de testes comportamentais, RT-qPCR e
LC-MS/MS, as alteragdes no padrao de reatividade astrocitaria, através da analise dos genes ¢
proteinas expressos em diferentes regides cerebrais de camundongos apOs exposicdo a
neurotoxina desmielinizante cuprizona e tratamento com o antipsicotico clozapina. Nosso
objetivo foi descobrir a influéncia da clozapina na modulagdo do painel génico relacionado
ao perfil reativo neurotéxico dos astrécitos e também no proteoma, para identificar as

proteinas e vias relacionadas ao mecanismo de agdo deste farmaco.

7.1| Modulacio da reatividade astrocitaria no cortex pré-frontal, cortex e hipocampo

Com relacdo ao painel marcador da reatividade dos astrocitos, nds observamos o
aumento da expressdo da maioria dos genes relacionados ao perfil reativo dos astrdcitos no
cortex e cortex pré-frontal (Figuras 4 e 4.1 respectivamente), bem como o aumento na
expressdo de todos estes genes na regido do hipocampo (Figura 4.2) dos animais apos a
exposicdo a cuprizona. Essa diferenca na quantidade de genes modulados entre cortex e
cortex pré-frontal em comparagdo ao hipocampo, pode ser explicada pelo fato de que no
modelo da cuprizona, no cortex e em outras regides da substancia cinzenta, a ativagao da
microglia e reatividade dos astrdcitos € menos severa (Zhan et al., 2020).

Nossas analises da expressao dos genes especificos para o perfil de reatividade dos
astrocitos ndo demonstraram significancia estatistica do fator clozapina e tratamento, sendo
apenas o fator cuprizona significativo no aumento da expressao dos genes. De forma geral, a
reatividade astrocitaria ¢ bem estabelecida no modelo da cuprizona (Kipp, 2023). Entretanto,
a descri¢do de um painel molecular marcador mais especifico da reatividade dos astrocitos,
neste modelo, ainda ndo é bem documentada.

A analise da reatividade astrocitaria através da medicao da expressao de Gfap/GFAP ¢
a mais bem estabelecida no modelo (Zhan et al., 2020; Schroder et al., 2023). Porém, analises
incluindo a expressdo de Lcn2 e S100b (de los Angeles Castillo-Rodriguez et al., 2022),
Chi3ll (Ahmad et al., 2023), Stat3 (Toutouna et al., 2016; Elbaz et al., 2018; Ohgomori and
Jinno, 2021) e Eaatl (Azami et al., 2013) também ja foram documentadas. Em nossas
buscas, nés nao encontramos trabalhos que utilizaram o modelo da cuprizona e analisaram a
expressdao dos genes Srgn, Slpr3, Serpina3n e Aldoc. O que ¢é interessante, pois em nossos
dados ¢ notavel e intrigante a magnitude do aumento na expressdo dos genes Gfap e
Serpina3n, no cortex (Figura 4) e cortex pré-frontal (Figura 4.1), e Lcen2, Sipr3 e Serpina3n

no hipocampo (Figura 4.2), que se mostram muito mais expressos na condi¢do cuprizona
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(CUP) quando comparados com a condi¢gdo controle (CTL). Entretando, a expressdo
aumentada da proteina SERPINA3N no CPF de camundongos j& foi documentada neste
modelo (Oveland et al., 2021). Juntos, esses dados corroboram com a reatividade astrocitaria
ocasionada pela cuprizona e agregam informacdes a respeito da especificidade da expressao
génica do perfil reativo destas células neste modelo.

Apesar do aumento expressivo dos marcadores da reatividade astrocitaria no modelo
da cuprizona, o tratamento com a clozapina nao foi eficaz em diminuir a expressdo desses
marcadores gé€nicos nas trés regioes avaliadas. Interessantemente, ¢ possivel observar uma
tendéncia de aumento da expressao de GFAP, na regido CA3 do hipocampo de animais
expostos a cuprizona (CUP) quando comparados ao controle (VEI) (Figura 5) e uma
tendéncia de diminuicao da expressao de GFAP apos o tratamento com clozapina (Figura 5).
Este efeito na redugdo na expressao de GFAP no corpo caloso e cortex pré-frontal de
camundongos expostos a cuprizona ¢ tratados com clozapina (10mg/kg) ja foi reportado
(Chang et al., 2019). Curiosamente, em nossas analises por RT-qPCR ndo houve reducio na
expressao génica de Gfap no hipocampo, cortex e cortex pré-frontal dos camundongos.

A ndo efetividade de modulacdo da expressio destes genes apds aplicacdo da
clozapina pode ser devido a alguns fatores. Entre a 3% e a 5* semana de exposi¢do a cuprizona,
periodo este que iniciamos o tratamento com a clozapina, a reatividade astrocitéria, ativagdo
da microglia e lesdo axonal aguda se tornam mais graves, € a desmielinizacdo se torna visivel
por imuno-histoquimica (Zhan et al., 2020; Sen et al., 2022). O que corrobora o aumento na
expressao dos genes marcadores da reatividade astrocitaria na condicdo da cuprizona em
nossas analises (Figuras: 4, 4.1 e 4.2). Entre a 3*-5" semana de exposi¢do a neurotoxina,
acontece também o inicio dos processos fagociticos dos debris da bainha de mielina,
realizado pelos astrocitos e microglia (Zhan et al., 2020; Sen et al., 2022). A desmielinizagdo,
juntamente com a reatividade astrocitaria e microgliose, desencadeiam a ativagdo e
recrutamento das células progenitoras de oligodendrécitos (OPCs) (Zhan et al., 2020; Sen et
al., 2022). Portanto, a 3% 4* e 5* semana representam um periodo critico no modelo da
cuprizona. Sendo assim, nés hipotetizamos que a neurotoxicidade e neuroinflamagio
relacionada ao modelo cuprizona, foram acentuadas ao ponto da clozapina recuperar
parcialmente os prejuizos da exposi¢do a toxina, sendo suficiente para observarmos o efeito
fisiologico da droga, mas ndo o suficiente para conseguirmos observar os efeitos na expressao
génica da reatividade de astrocitos.

Além disso, ha evidéncias de que a reducao da reatividade astrocitaria se da apenas

ap6s 6 semanas de interrupgdo da exposicdo dos animais a cuprizona (Praet ef al., 2014). E
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importante notar também que os tratamentos com a clozapina foram realizados com uma
unica concentracdo (10mg/kg), porém hé outras dosagens descritas na literatura (Templeton
et al., 2019), que seriam interessantes de serem comparadas nos experimentos. Com isso em
vista, pode ser que a janela terapéutica escolhida para anélise do efeito da clozapina, bem
como a dosagem escolhida neste trabalho, ndo tenham possibilitado a visualizagdo do efeito
significativo da droga na redugdo da expressdo dos genes marcadores do perfil reativo de
astrocitos no modelo.

Cabe citar que ha também outros marcadores importantes para avaliar a reatividade
astrocitaria que podem ter sido modulados pelo tratamento com clozapina, mas nao
conseguimos avaliar neste trabalho. Como por exemplo: o membro 1 da familia de aldeido
desidrogenase L1 (ALDHILI), a proteina de filamento intermedidrio Vimentina e a proteina
translocadora TSPO (Nack et al., 2019; Zhan et al., 2020; de los Angeles Castillo-Rodriguez
etal.,2022).

Por fim, ha ainda a possibilidade do principal mecanismo protetor da clozapina nao
ser realmente em relagdo a neuroinflamacdo mediada pela reatividade astrocitaria. Porém,
mais estudos sdo necessarios para confrontar essa hipotese. A partir desta constatagao,
decidimos avaliar o proteoma das regides cortex e hipocampo para investigar as alteragdes
moleculares que a clozapina exerce no modelo da cuprizona e elucidar os possiveis

mecanismos moleculares que possam ter relagdo com eficacia clinica deste antipsicotico.

7.2| Alteragoes protedomicas no cortex e hipocampo apos exposicdo a cuprizona

7.2.1

Alteracdes em proteinas da via de glioblastoma e oligodendrocitos

Nossos resultados demonstram que ap6s a exposi¢ao a cuprizona, houve uma redugio
em todas as proteinas da via de glioblastoma e oligodendrécitos (Figura 7.1). E interessante
notar que a reducdo na expressdao da proteina basica da mielina (MBP) e da glicoproteina da
mielina de oligodendrocitos (MOG), no cortex, da proteina proteolipidica (PLP) no
hipocampo e receptor alfa do fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGFRa) em
ambos, condizem com a desmielinizagdo ocasionada pela cuprizona, visto que sdo proteinas
componentes estruturais da bainha de mielina e um marcador de células progenitoras de
oligodendrocitos (OPCs) (Baumann and Pham-Dinh, 2001), que sdo relatadas como menos
expressas neste modelo (Zhan et al., 2020; Danesh-Seta et al., 2021; Zirngibl et al., 2022).
Além disso, esse dado corrobora molecularmente com as observacoes de que a

desmielinizagdo ¢ diferente entre as regides cortex e hipocampo, no modelo da cuprizona.


https://paperpile.com/c/6OEuXf/4yBX
https://paperpile.com/c/6OEuXf/4yBX
https://paperpile.com/c/6OEuXf/rlTg+DxnU+Ss5a
https://paperpile.com/c/6OEuXf/rlTg+DxnU+Ss5a
https://paperpile.com/c/6OEuXf/pMK1
https://paperpile.com/c/6OEuXf/DxnU+sysN+IIf6

76

7.2.2| Alteracdes em proteinas da via de astrocitoma e sinalizacées por glutamato

Na via de astrocitoma houve uma redugdo na expressdo de 11 das 13 proteinas
envolvidas na via (Figura 7.2) e em 7 das 8 proteinas da via de sinaliza¢dao por glutamato
(Figura 7.3). E interessante notar que a proteina GFAP, na via de astrocitoma, mostrou um
aumento de expressdo apenas no hipocampo (Figura 7.1), mas em nossos dados de expressao
génica o gene Gfap aparece com a expressao aumentada em todas as regides que analisamos
(Figuras 4, 4.1 e 4.2). Curiosamente, em nossas analises qualitativas de imunofluorescéncia,
também parece haver um aumento na expressao de GFAP na sub-regido CA3 do hipocampo
(Figura 5) e esse dado vai de encontro a este achado da protedmica indicando uma
reatividade dos astrdcitos no hipocampo

Ainda na via de astrocitoma, a proteina glutamina sintetase (GLUL/GS) mostrou uma
expressao reduzida em ambas as regides, cortex e hipocampo (Figura 7.2) e na via de
sinalizagdo glutamatérgica hd a glutaminase (GLS) com sua expressdo reduzida no cortex
(Figura 7.3). A GS ¢ responsavel por catalisar a sintese de glutamina a partir de glutamato e
amonia, enquanto que a GLS ¢ responsavel por catalisar a conversdo da glutamina em
glutamato e amonia (Bak, Schousboe and Waagepetersen, 2006; Eid ef al., 2016). Ambas sao
essenciais para o ciclo glutamato-glutamina, orquestrado por astrocitos e fundamental para a
neurotransmissdo glutamatérgica (Andersen, Schousboe and Verkhratsky, 2022).

A desregulacdo destas proteinas, junto as perturbagdes no ciclo glutamato-glutamina
podem apontar para a excitotoxicidade do glutamato, ja documentada no modelo da
cuprizona e doencas neurodegenerativas (Azami et al., 2013; Klauser et al., 2018). Seguindo
essa linha de pensamento, em nossos dados de expressdo génica confirmamos que ha um
aumento da expressdo do transportador de glutamato Eaatl no cortex e hipocampo dos
animais apos a exposi¢ao a cuprizona (Figuras 4 e 4.2). De forma interessante, o0 aumento na
expressdo de EAAT1 em astrocitos do corpo caloso e cortex de camundongos ja foi
documentada neste modelo. Além disso, as evidéncias sugerem que a adaptagdo do tecido
cerebral por meio do aumento na expressao de EAAT1 ¢ eficaz para lidar com a toxicidade do
glutamato durante as semanas de exposicao a cuprizona (Hamby and Sofroniew, 2010;
Peterson and Binder, 2020; An ef al., 2021). A redugdo na expressao da proteina superoxido
dismutase 2 (SOD2), no hipocampo, na via de astrocitoma (Figura 7.2), também aponta para
desregulagdes no mecanismo antioxidante nesta regido, visto que a SOD2 ¢é uma enzima que

desempenha um papel chave na contengdo do estresse oxidativo (Flynn and Melov, 2013).
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E interessante notar que a Unica proteina com a expressdo aumentada na via de
sinalizagdo por glutamato foi a membro 4 da familia 4 de transportadores de solutos
(SLC4A4), no cortex (Figura 7.3). SLC4A4 ¢ o principal transportador de bicarbonato
expresso em astrocitos e principal regulador do pH intracelular, extracelular e sinaptico,
modulando assim a excitabilidade neuronal (Khakipoor et al., 2019). O aumento de sua
expressdo pode indicar uma resposta aos disturbios acido/base extracelulares potencialmente
ocasionados pela cuprizona. A proteina SI00A11 também ¢é uma das poucas proteinas que
aparecem com a expressao aumentada na regido do hipocampo, na via de astrocitoma
(Figura 7.2), o que ¢ curioso pois experimentos de co-imunoprecipitagdo ja demonstraram
que a proteina S100A1l1 ¢ um dos alvos de ligacdo da proteina S100B, formando o
heterocomplexo S100B-S100A11 (Deloulme et al., 2000), e em nossas analises de expressao
génica o aumento na expressao de S700b apoOs a exposicao a cuprizona foi observado apenas
no hipocampo dos animais (Figura 4.3). Juntos estes dados corroboram o que a literatura ja
vem demonstrando a respeito das alteracdes astrocitdrias no modelo da cuprizona e
fortalecem nossos achados, que tanto nas analises de expressdo agéncia por RT-qPCR quanto

nas analises protedmica apontam para o mesmo direcionamento.

7.2.3| Alteracdes em proteinas da via de fosforilacdo oxidativa

Noés observamos que a cuprizona ocasionou a redu¢do na maioria dos complexos da
cadeia respiratoria e proteinas envolvidas na glicdlise no cortex e hipocampo dos
camundongos (Figura 7.5). As perturbagdes na mitocondria e disfungdes no metabolismo
energético sdo amplamente associadas ao mecanismo de neurotoxicidade da cuprizona (Xuan
et al., 2015; Faizi et al., 2016; Varhaug et al., 2020). A diminui¢ao da expressdo de enzimas
mitocondriais contendo cobre em sua estrutura ou como cofator, como a citocromo ¢ oxidase
(complexo IV), responsavel por realizar a acepgao final de elétrons na cadeia de transporte de
elétrons, ja foi observada em camundongos expostos a esta neurotoxina (Gudi et al., 2014).
Entretanto, curiosamente em nossos dados a subunidade 4 da citocromo ¢ oxidase isoforma 1
(COX4I1) se mostrou com a expressao aumentada no hipocampo (Figura 7.5).

A reducdo na expressao do complexo I (NADH desidrogenase) da cadeia respiratéria
em culturas de oligodendrocitos tratadas com cuprizona, bem como em mitocondrias isoladas
de camundongos exposto a neurotoxina também ja foi observada (Pasquini et al., 2007). Em
nossas analises nds observamos que a maioria das subunidades complexo I estdo com a
expressao reduzida, com exce¢do das subunidades 11 e 6 do subcomplexo alfa (NDUFAI11) e

(NDUFA®6), que se mostram com a expressdao aumentada no hipocampo (Figura 7.5).
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Nossos dados também mostram uma redugdo em componentes do complexo III da
cadeia respiratdria (redutase de ubiquinol-citocromo c), como na subunidade 7 (UCRB) e
subunidade 5 (UQCRFSI1) (Figura 7.5) e com relacdo a via glicolitica, também ha a redugdo
na expressao de proteinas chaves como aldolase C (ALDOC) e enolase (ENO1, ENO2,
ENO?3) no hipocampo e dihydrolipoamide S-acetyltransferase (DLAT) no cortex e hipocampo
(Figura 7.5). Curiosamente, em nossos dados de expressdo génica ha um aumento na
expressdao de Aldoc no cortex, cortex pré-frontal e hipocampo dos animais. Esses resultados
confirmam que nossos achados estdo consonantes com a literatura e que a cuprizona de fato
interfere na fung¢do mitocondrial, afetando diversas proteinas envolvidas no metabolismo
energético das diferentes regides cerebrais in vivo.

Entretanto, ha algumas observag¢des em nossos dados de protedmica que apontam para
o aumento da expressio de algumas subunidades de proteinas da via de oxidagdo
fosforilativa. Estas contradigdes, podem ser explicadas pelo fato das nossas andlises terem
sido realizadas apds a 5* semana de exposi¢do a neurotoxina, periodo critico onde a perda de
oligodendrocitos e desmielinizagdo sdo severos (Zhan et al., 2020). Talvez estes achados
apontem para um mecanismo compensatorio em neurénios que estao passando pela perda de
suporte energético fornecido pelos oligodendrdcitos. Além disso, ha relatos na literatura de
que a lesdo axonal em modelos in vivo da esclerose multipla ¢ seguida por uma resposta
compensatoria, onde o conteido e a atividade mitocondrial aumentam nos axonios
desmielinizados para compensar a desmieliniza¢do e promover a neuroprotecao (Licht-Mayer
et al., 2020). Por outro lado, o aumento de expressao de apenas algumas subunidades dos
complexos pode perturbar o equilibrio da proporcdo entre os componentes, € acabar

colaborando para a inibi¢ao da eficiéncia dos mesmos.

7.3| Alteragdes em proteinas do cortex e hipocampo apos o tratamento com a clozapina

7.3.1

Alteracdes em proteinas da via de fosforilacao oxidativa

O tratamento com a clozapina (grupo CUP+CLZ) reverteu a expressao da maioria das
proteinas da via de fosforilacdo oxidativa e cadeia transportadora de elétrons quando
comparada a regulacio da mesma via apds exposi¢do a cuprizona (Figuras 8.1 e 7.5
respectivamente). Apesar da clozapina ndo modular exatamente as mesmas proteinas que
foram moduladas pela cuprizona, observa-se algumas semelhancas de modulag¢ao, como por
exemplo as subunidades 7 (UCRB) e 5 (UQCRFSI) do complexo III, que estavam com a

expressao reduzida apos a exposicdo a cuprizona e aparecem com a expressao aumentada
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apos o tratamento com a clozapina. Também ha de se observar que algumas proteinas que
foram moduladas pela cuprizona, deixaram de aparecer nos dados de modulagdo pela
clozapina, o que possivelmente indica um retorno ao estado basal de expressdo apos o
tratamento.

Também houve diferenca na direcdo de regulagdo das proteinas entre as duas regides,
como por exemplo, as subunidades da citocromo c¢ oxidase (Complexo 1V) COX4ILI,
COXS5A, COX6A1, COX6B1 e COX1A2, com a expressdo aumentada no cortex e reduzida
no hipocampo (Figura 8.1). Além disso, a clozapina reverteu a redu¢do da expressdo da
subunidade 4 da isoforma 1 do complexo IV (COX4IL1) no hipocampo, que estava com a
expressdo aumentada apos a exposicdo a cuprizona (Figura 7.5) e diminuiu apds o
tratamento com a clozapina (Figura 8.1).

Nossos achados parecem apontar para um aumento da eficiéncia do metabolismo
energético no cortex dos animais, visto que a maioria das proteinas que tiveram a expressao
aumentada pela clozapina estavam localizadas nessa regido (Figura 8.1). Ja existem relatos
na literatura sobre a modulacdo de proteinas envolvidas na respiragdo mitocondrial e
metabolismo energético pela clozapina e outros antipsicoticos (Ji et al., 2009; Tran et al.,
2018; Cikankova et al., 2019; Amiri et al., 2021; Panizzutti et al., 2023). A clozapina parece
melhorar a captagdo de glicose e aumentar a eficacia da fosforilagdo oxidativa em
oligodendrocitos in vitro e esse aumento de eficiéncia parece estar relacionado com a sintese
de mielina (Steiner ef al., 2014). Dada a reversao dos prejuizos de memoria e interagao social
que observamos nos testes comportamentais dos animais apds o tratamento, ¢ plausivel supor
que a clozapina esteja potencializando a eficiéncia bioenergética dos oligodendrocitos,
resultando em remielinizacdo e melhora da conectividade neuronal. A reversao de disfuncdes
mitocondriais € comportamentais apds o tratamento com a clozapina ja foi observada em
modelos animais de esquizofrenia (Tran et al., 2018; Amiri et al., 2021). Por outro lado, o
aumento na expressdo das proteinas relacionadas ao metabolismo energético nao
necessariamente estd relacionado ao aumento da eficiéncia bioenergética das células.

Portanto, mais estudos seriam necessarios para confirmar tal correlagao.

7.3.2| Alteracdes em proteinas da via autofagica

A via autofagica foi uma das vias enriquecidas em nossos dados apods o tratamento
dos animais com a clozapina (Figura 8.3). A autofagia ¢ um processo de degradagdo e
reciclagem de componentes intracelular, responsavel por remover proteinas e/ou organelas

envelhecidas ou danificadas devido a erros de dobramento. Basicamente, esse processo se da
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a partir da formagdo de autofagossomos, estruturas de dupla membrana que envolve parte do
citoplasma, organelas e proteinas que precisam ser degradadas formando uma vesicula selada
de dupla membrana (Hollenstein and Kraft, 2020; Cao et al., 2021). Os autofagossomos se
fundem com os lisossomos, formando os autofagolisossomos, que leva a degradacao e/ou
reciclagem da carga envolvida (Hollenstein and Kraft, 2020). Este processo ¢ essencial para
manter a homeostase celular e a renovagdo das organelas, e tem sido associado a doencas
neurodegenerativas, cancer, doencas metabolicas e doencas psiquiatricas (Gassen and Rein,
2019; Yang and Xu, 2020).

A autofagia e suas formas seletivas (mitofagia e ferritinofagia) ja foram reportadas em
modelo animal com a cuprizona, sendo que a clozapina e haloperidol foram capazes de inibir
a autofagia, prevenir a desmielinizagdo, induzir a remielinizagdo e reverter os déficits
comportamentais induzidos pela cuprizona (Patergnani et al. 2021). A clozapina e o
haloperidol também foram capazes de bloquear a formagdo de autofagolisossomos em
neurdnios primarios de rato (Park et al. 2012). Em contrapartida, a clozapina induziu a
autofagia por meio da via de sinalizacgio AMPK-ULKI1-Beclinl no cortex frontal de rato
(Kim et al. 2018).

Além disso, a clozapina foi capaz de limpar proteinas agregadas e aumentar a
expressdo de ATG8/LC3, proteinas da familia da autofagia em C. elegans (Hao et al. 2017).
O metabolito N-Oxido da clozapina (CNO) também foi capaz de reverter a ativagio de
autolisossomos e ferritinofagia em camundongos expostos a um modelo de doenga de
Parkinson (Sun et al., 2024). Ademais, a clozapina protegeu células-tronco neurais humanas
da morte celular induzida por cetamina em correlacio com a diminuicdo da apoptose e
autofagia, em modelo celular (Lundberg et al. 2020). Por fim, a autofagia microglial parece
estar envolvida no refinamento sinaptico e na regulagdo do neurocomportamento (Kim et al.,
2017).

Uma das proteinas alteradas nessa via pela clozapina em nossos experimentos, foi a
BCL2LI, encontrada com a sua expressao reduzida no hipocampo (Figura 8.3). As proteinas
da familia BCL2 s3o proteinas antiapoptdticas capazes de controlar tanto a apoptose
mitocondrial quanto inibir a autofagia (Pattingre et al., 2005). Ja foi demonstrado que a
BCL2LI1 foi capaz de suprimir a mitofagia através da inibicdo da PGAMS, uma fosfatase
localizada na mitocondria, e também através da inibicdo da formacdo do autofagossomo
(Pattingre et al., 2005; Wu et al., 2014).

Recentemente, a autofagia como um mecanismo de ag¢do da clozapina tem sido

amplamente estudada, porém os dados ainda sdo elusivos. S3o escassos os trabalhos que
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buscam entender a modulacdo da proteina BLC2L1 pela clozapina, demonstrando que o
aprofundamento nesta via e proteina sdo um campo promissor de estudo para compreender

melhor o mecanismo de agdo e eficacia clinica deste antipsicotico.

7.3.3| Alteracdes em proteinas da via de ferroptose

Em nossos achados, a via da ferroptose foi enriquecida nas andlises do hipocampo e,
principalmente, do cortex dos camundongos apds o tratamento com a clozapina (Figura 8).
Apesar de na literatura ja haver evidéncias de que a perda de oligodendrocitos e a
desmielinizagdo ocasionada pela cuprizona no corpo caloso ¢ mediada pela ferroptose
(Jhelum et al., 2020), ¢ interessante notar que em nossos dados protedmicos da condicao
cuprizona apenas, essa via e suas proteinas ndo aparecem alteradas. O enriquecimento da via
da ferroptose, bem como das proteinas citadas nessa se¢do, se deu apenas apos o tratamento
com a clozapina.

Dentre as proteinas alteradas pela clozapina dentro desta via, nos chamou a atencdo a
proteina ligante de poli(rC) 1 (PCBP1) e 2 (PCBP2), com a expressao reduzida no cortex
(Figura 8.2). Além disso, a proteina membro 2 da familia 3 de transportadores de solutos
(SLC3A2), tnica proteina da via regulada em comum no cortex e hipocampo, com a
expressdo aumentada (Figura 8.2). Nos somos os primeiros a relatar a modulagdo de
expressao das proteinas PCBP1, PCBP2 e SLC3A2 pela clozapina.

A ferroptose ¢ um tipo de morte celular programada, conceituado em 2012 por Dixon,
S. J. et al como um novo modo de morte celular ndo apoptotica, dependente de ferro, e
caracterizado pelo acimulo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e peroxidacdo lipidica
(Dixon et al., 2012). A morte celular por ferroptose difere da necrose, apoptose e autofagia
em morfologia e fungdo celular e tem chamado atengdo por desempenhar um papel
regulatoério importante na ocorréncia e desenvolvimento de condi¢des patologicas como
doengas inflamatorias, cancer e doencas neurodegenerativas (Xie et al., 2016; Su et al., 2019;
Yan et al., 2021). Morfologicamente, a ferroptose parece afetar principalmente as
mitocondrias, onde observa-se a redu¢do do volume mitocondrial, aumento da densidade da
bicamada lipidica interna e redugdo ou desaparecimento das cristas mitocondriais, porém a
membrana celular permanece intacta, o nucleo mantém o tamanho normal e nao ha
concentracdo de cromatina (Dixon et al., 2012; Li et al., 2020).

Bioquimicamente, ha trés fatores principais que estao envolvidos na morte celular por
ferroptose: o aumento do ferro livre intracelular, o esgotamento da glutationa (GSH)

/glutationa peroxidase 4 (GPX4) /sistema do eixo-Xc e a oxidacdo de 4acidos graxos
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poli-insaturados (PUFAs) da membrana (Jiang, Stockwell and Conrad, 2021). Basicamente,
as EROs reagem com os fosfolipidios insaturados nas membranas lipidicas, levando a
peroxidagdo de lipidios. O acumulo de ferro livre (Fe*') na célula reage com peroxidos
lipidicos gerando o radical hidroxila (¢*OH), que ¢ uma espécie altamente reativa de oxigénio.
Esse ciclo continuo de peroxidacao lipidica e formagao de EROs leva ao estresse oxidativo e
danos fatais nas proteinas, acidos nucleicos e lipidios, resultando em ultima instancia na
morte celular por ferroptose. Além disso, prejuizos na concentragdo intracelular de glutationa
(GSH) e diminuicao da atividade da glutationa peroxidase 4 (GPX4) fazem com que os
peroxidos lipidicos deixem de ser metabolizados pela reacdo de reducao catalisada pela
GPX4, resultando no aumento significativo de EROS que promovem a ferroptose (Yang and
Stockwell, 2008; Su et al., 2019; Li et al., 2020; Jiang, Stockwell and Conrad, 2021; Yan et
al., 2021).

As proteinas de ligagdo ao poli(C) (PCBPs) sdo comumente proteinas ligantes ao
RNA que interagem de maneira especifica com sequéncias de poli-cisteina (Choi et al.,
2009). Recentemente também tém sido reconhecidas como chaperonas citosélicas de Fe (II)
(Yan et al., 2021). Estudos ja demonstraram que as proteinas PCBP1 e PCBP2 compdem a
via da ferroptose, sendo responsaveis por mediar o armazenamento e transporte de ferro entre
a proteina ferritina e citosol mitocondrial, e portanto, relacionadas com o acumulo de ferro
livre observado no processo de ferroptose (Ryu et al., 2017; Yan et al., 2021).

Sugere-se também que a PCBP1 desempenha um papel importante na resposta imune
inata mediada pela sintetase de GMP-AMPc (cGAS) (Liao, Lei and Shu, 2021). A expressao
aumentada da proteina PCBP2 foi observada em pacientes com glioma e ja foi demonstrado
que esta proteina ¢ capaz de modular a progressdo e desenvolvimento deste tipo de tumor
(Mao et al.,, 2020; Chen et al., 2022). Entretanto, a redugdo da expressio de PCBP2
aumentou significativamente a sensibilidade das células de mesotelioma maligno a ferroptose
(Yue et al., 2022). Ademais, a PCBP2 parece desempenhar um papel importante também na
apoptose neuronal e na proliferagdo de astrocitos (Mao et al., 2016).

Em nossos achados, a proteina membro 2 da familia 3 de transportadores de solutos
(SLC3A2), foi a unica proteina da via de ferroptose regulada em comum no cortex e
hipocampo, com a expressdo aumentada (Figura 8.2). A SLC3A2 ¢ uma sub-unidade da
glicoproteina transmembranar CD98 (Vection, O’Callaghan and Keriel, 2022) e compde
também o sistema transportador de cistina/glutamato Xc-, crucial no metabolismo do
glutamato (Koppula, Zhuang and Gan, 2021). A diminuicao da expressdo de SLC3A2 e

GPX4 ¢ um fator que promove a ferroptose no contexto da esquizofrenia (Zhang et al., 2024).
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Em contrapartida, o restabelecimento da expressdao de GPX4 e SLC3A2 parece reverter a
promogao de ferroptose no contexto deste transtorno (Zhang et al., 2024).

A inibicdo da expressdo do fator de transcri¢do e ativador de sinal 3 (STAT3) pelo
antibidtico tiostreptona induziu a ferroptose através da via STAT3/GPX4, demonstrando que
o fator de transcricdo STAT3 liga-se a regido promotora do GPX4 para promover sua
transcri¢do (Zhang et al., 2022). Além disso, estudos anteriores indicaram que a reducao de
GSH pode dificultar a ativacdo do fator de transcrigdo STAT3 in vitro (Liang et al., 2018).
Demonstra-se na literatura também, que a proteina SLC3A2 parece mediar a sintese de GSH,
potencialmente facilitando a ativacao de Stat3 e consequentemente promovendo a transcri¢gao
de GPX4 (Zhang et al., 2024). E importante citar que a modulacio de Stat3 e da via
JAK-STAT pela clozapina ja foi descrita por (Singh ef al., 2009). Interessantemente, além do
aumento na expressao da proteina SLC3A2 em nossos dados protedmicos, em nossos dados
de expressdo génica, a expressao de Stat3 se mostra aumentada no cértex apenas na condigao
de tratamento com a clozapina (Figura 4).

Ademais, investigagdes mecanisticas revelaram que o metabdlito N-Oxido da
clozapina (CNO) foi capaz de suprimir a ferroptose em um modelo animal de doenca de
Parkinson ao corrigir desequilibrios de ferro, reduzir a peroxidacao lipidica e mitigar
alteracdes morfologicas mitocondriais em neuroénios dopaminérgicos (Sun et al., 2024). Além
disso, a literatura descreve que a clozapina exerce atividade antioxidante através da
modulacdo da superdxido dismutase, glutationa (GSH) e reducdo da peroxidacao lipidica
(Dalla et al., 1998; Caruso et al., 2020)

Cabe também citar que observacdes clinicas demonstraram que os niveis séricos de
GPX4 e SLC3A2 estavam diminuidos em pacientes com esquizofrenia (Zhang et al., 2024) e
em nossos dados a clozapina aumentou a expressao de SLC3A2 no cortex e hipocampo de
camundongos. Além disso, a clozapina também parece ser capaz de modular a expressao de
Stat3, que juntamente com SLC3A2 parece regular a expressdo de GPX4, um antioxidante
crucial para atenuar a morte celular por ferroptose (Zhang et al., 2024).

Nos somos os primeiros a descrever a modulagdo das proteinas PCBP1, PCBP2 e
SLC3A2 pela clozapina na via da ferroptose, e juntos, estes dados langam alguma luz sobre
um potencial novo mecanismo de agdo deste farmaco, que talvez explique sua eficiéncia
clinica Uinica no contexto de tratamento da esquizofrenia. Entretanto, o mecanismo preciso

por tras desse fenomeno requer maior elucidagao por meio de investigacdes mecanisticas.


https://paperpile.com/c/6OEuXf/eTwG
https://paperpile.com/c/6OEuXf/Xj0J
https://paperpile.com/c/6OEuXf/eJB2
https://paperpile.com/c/6OEuXf/eTwG
https://paperpile.com/c/6OEuXf/1PnZ
https://paperpile.com/c/6OEuXf/MvNs
https://paperpile.com/c/6OEuXf/1g00+wh6F
https://paperpile.com/c/6OEuXf/eTwG
https://paperpile.com/c/6OEuXf/eTwG

84

7.3.4

Alteracdes em proteinas da via do sistema endocanabinoide

As alteracdes pela clozapina na via do sistema endocanabindide ocorreram apenas no
cortex dos animais (Figura 8.4). Apesar de quase todas as proteinas descritas ndo serem
diretamente parte do sistema endocanabinoide, nos chamou a atengdo a modulagao da enzima
de degradacdo amido hidrolase de acido graxo (FAAH), que teve sua expressdo aumentada
pela clozapina e a modulagdo positiva de subunidades da proteina G.

O sistema endocanabindide consiste em uma rede de sinalizagdo lipidica que
desempenha fungdes regulatorias em diversos processos fisiologicos do sistema nervoso
central, incluindo aprendizado, memoria, processamento emocional, bem como controle da
dor, resposta inflamatdria e imunoldgica (Mangiatordi et al., 2023; Machado et al., 2024).
Seus principais mensageiros endogenos sdo a anandamida (AEA) e o 2-araquidonilglicerol
(2-AG), sintetizados sob demanda em neuronios pos-sindpticos que, uma vez liberados,
atuam como mensageiros retrogrados, ligando-se aos receptores canabinoides acoplados a
proteina G, CB1 e CB2, nos neurdnios pré-sindpticos (Seabra et al., 2018). Apds serem
removidos das sinapses por transportadores nas membranas neuronais, a anandamida ¢
hidrolisada pela FAAH ou pela N-aciletanolamina-hidrolisante amida 4acida (NAAA) nos
neurdnios (Seabra et al., 2018). O sistema endocanabinoide estd fortemente envolvido em
distirbios neuropsiquiatricos e neurodegenerativos ¢ a FAAH ¢ uma enzima que contribui
diretamente para a regulacdo dos niveis de endocanabinoides no organismo (Zajicek, 2011;
Kucerova et al., 2014).

Evidéncias de estudos pré-clinicos mostram que os canabinoides podem limitar o
processo de desmielinizagdo, promover a remielinizagio e ter propriedades
anti-inflamatorias, reduzindo a infiltragdo de células imunes no sistema nervoso central em
camundongos modelo da esclerose multipla (Sirbu et al, 2023). Em nossos achados, a
regulacdo positiva das subunidades da proteina G, uma classe de proteinas de sinalizacdo
intracelular associadas a ativagdo do receptores de endocanabinoides (Wiley et al., 2008),
junto ao aumento das expressao de FAAH nos ddo uma pista de que a clozapina talvez esteja
ativando as sinalizacdes e regulagcdes do sistema endocanabinoide no cortex dos animais.
Além disso, ja foi demonstrado que células precursoras de oligodendrécitos e
oligodendrocitos maduros, tanto do cortex quanto da medula espinhal, expressam niveis altos
de FAAH, que aumentam com a maturagdo (Moreno-Luna et al., 2021). Sendo assim, ¢é

razoavel supor que a possivel modulacdo positiva da via de sinalizagdo do sistema


https://paperpile.com/c/6OEuXf/eOu1+Td6l
https://paperpile.com/c/6OEuXf/9ns4
https://paperpile.com/c/6OEuXf/9ns4
https://paperpile.com/c/6OEuXf/nNJD+wh6w
https://paperpile.com/c/6OEuXf/nNJD+wh6w
https://paperpile.com/c/6OEuXf/x7zl
https://paperpile.com/c/6OEuXf/prVj
https://paperpile.com/c/6OEuXf/BwvL

85

endocanabinoide possa estar relacionada a melhora das disfungdes comportamentais que
observamos nos animais expostos a cuprizona.

Embora pareca ser importante para o mecanismo de agdo dos antipsicoticos, ha uma
escassez de estudos publicados que investiguem mecanistica e sistemicamente as agodes
modulatorias da clozapina sobre a enzima FAAH. Isso ressalta que a interagdo entre a
clozapina e enzimas de degradagdo do sistema endocanabinoide ¢ um campo promissor de

estudo para melhor compreender o mecanismo de agdo desse farmaco.

7.4| Alteracdoes comportamentais apos exposicio a cuprizona e tratamento com a
clozapina

Nossos resultados demonstraram que os camundongos C57BL/6 submetidos a uma
dieta contendo 0,2% de cuprizona, apresentaram apds 5 semanas de exposi¢ao a neurotoxina
prejuizos significativos em relacdo a memoria de curta e longa duracdo (Figura 3.2) e
interacdo social (Figura 3.3), além de também apresentarem uma diminui¢cdo no tempo de
permanéncia no centro da arena, nimero de entradas e na distancia percorrida no centro da
arena, além de uma diminui¢cao no nimero de entradas na periferia (Figura 3.1), que pode
indicar um comportamento associado a ansiedade. Estudos prévios ja demonstraram que a
cuprizona ¢ capaz de alterar a atividade locomotora dos animais e induzir comportamentos
relacionados a ansiedade (Franco-Pons ef al., 2007; Torkildsen et al., 2008).

O tratamento com clozapina foi capaz de reverter os prejuizos comportamentais
desencadeados pela exposicao a cuprizona. A Figura 3.4 nos mostra que ndo houve diferenca
significativa na locomog¢do dos animais apds o tratamento com a clozapina (CLZ;
CUP+CLZ) quando comparados com o controle (CTL). O tratamento com a clozapina
também foi capaz de reverter os déficits na memoria de curta e longa duracao, (Figura 3.5-A
e B) e de interagdo social (Figura 3.6) ocasionados pela cuprizona. Nossos dados estdo
condizentes com a literatura, visto que sdo bem documentadas as alteragdes comportamentais
observadas no modelo da cuprizona (Franco-Pons et al., 2007). Ademais, hé evidéncias de
que a clozapina ¢ capaz de melhorar os déficits de interagdo social observados neste modelo
Xuetal., 2010).

Em relacdo aos prejuizos relacionados a memoria observados nos animais apos a
exposi¢do a cuprizona, nossos dados mostram que o modelo ocasionou a desmielinizagdo do
hipocampo dos camundongos apds 5 semanas de exposi¢cdo a neurotoxina (Figura 3.3). Esse

dado também vai de encontro a literatura, visto que ¢ bem estabelecido que a cuprizona ¢
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capaz de desmielinizar o hipocampo e com isso acarretar danos de aprendizado e memoria
(Cui et.al., 2018).

No que tange a memoria episddica, avaliada neste trabalho através do teste de
reconhecimento de objetos, esta refere-se a memorias de experiéncias cotidianas, que
envolvem a codificagdo de uma representacdo dindmica dos objetos presentes e suas
caracteristicas contextuais (Danieli, Guyon and Bethus, 2023). A codificacio da memoria
episddica comeca com a percep¢ao sensorial do episddio (neste contexto, o objeto ofertado ao
camundongo), seguida pelo processamento em areas corticais no lobo temporal, onde sdao
produzidas representagdes multimodais dos objetos (no cortex perirrinal) e das caracteristicas
espaciais e contextuais (na regido parahipocampal). Os dados sdo entdo encaminhados através
do coértex entorrinal para a formacdo hipocampal, onde sdo integrados. Por fim, o padrao
neural codificado ¢ transmitido de volta ao neocortex para sua consolidagdo (Danieli, Guyon
and Bethus, 2023). O comprometimento da memoria episdédica ¢ um sintoma cognitivo
debilitante e a recuperagdo dos prejuizos observados e medidos no teste de reconhecimento
de objetos transcende a regido do hipocampo, visto que ha o envolvimento das vias corticais
na formacgdo e consolidagdo deste tipo de memoria e € sabido que a cuprizona ocasiona a
desmielinizagdo em diversas regides cerebrais, mesmo que em diferentes intensidades (Gudi
et al., 2009).

Nos observamos o aumento da expressao da maioria dos genes relacionados ao perfil
reativo dos astrocitos no cortex e cortex pré-frontal (Figuras 4 e 4.1 respectivamente), bem
como o aumento na expressao de todos estes na regido do hipocampo (Figura 4.2), apés a
exposicdo a cuprizona. Esses dados consolidam molecularmente, que possivelmente os
prejuizos na memdoria episodica, observados nos animais, ndo estdo relacionados apenas ao
advento da desmielinizagdo j& consolidada neste modelo, mas também ao ambiente
pro-inflamatorio que a cuprizona desencadeia no SNC.

Curiosamente, Le Cozannet et. al. relataram que a clozapina nao foi capaz de reverter
os prejuizos relacionados @ memoria episddica em um modelo animal de esquizofrenia com o
composto fenciclidina (Le Cozannet, Fone and Moran, 2010). Entretanto, em nossos dados
fica claro que a clozapina foi capaz de reverter o comprometimento da memoria episddica
ocasionada pela cuprizona. Porém, a mesma nao foi capaz de diminuir a expressao dos genes
relacionados ao perfil reativo dos astrocitos no cortex, cortex pré-frontal e hipocampo
(Figuras 4; 4.1 ¢ 4.2).

A literatura tem demonstrado que os astrocitos desempenham um papel crucial na

remoc¢ao da mielina danificada no modelo da cuprizona (Skripuletz et al., 2013; Sen et al.,
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2022). Falhas nos processos fagociticos da mielina e o consequente excesso de debris de
mielina impede o recrutamento, prolifera¢cdo e maturagdo das células progenitoras de
oligodendrocitos, o que prejudica a remielinizacdo dos axodnios de neurdnios (Sen et al.,
2022). Além de desempenharem um papel importante no processo fagocitico dos debris de
mielina, os astrocitos reativos também sdao importantes no recrutamento da micrdglia para o
local de desmielinizagdo e este recrutamento no modelo da cuprizona esta relacionado a uma
aceleragdo da remieliniza¢ao (Sen et al., 2022). Por outro lado, a ativagdo ou recrutamento
inadequado das microglias para o local de desmielinizacdo, e a produ¢do de mediadores
toxicos, prejudica a remielinizacao resultando em desmielinizagao progressiva (Sen et al.,
2022).

Interessantemente, a modulagdo de astrocitos pela clozapina também tem sido
evidenciada em pesquisas recentes. Em astrocitos derivados de iPSCs vindas de pacientes
com esquizofrenia, a clozapina foi capaz de resgatar a deficiéncia de glutamato e d-serina
observadas nos astrocitos em cultura antes do tratamento (Akkouh et al., 2022). A modulacao
da liberagdo de d-serina e L-glutamato pela clozapina também ja foi observada no cortex
frontal de ratos e em astrocitos primarios (Tanahashi ef al., 2012), bem como a modulagdo
das subunidades do receptor NMDA em linhagem de astrécitos (Martins-de-Souza, Lebar and
Turck, 2011). Estes dado ndo sé fornecem evidéncias de que a clozapina atua em astrocitos,
como refor¢a que a d-serina em particular, e a neurotransmissdo glutamatérgica mediada pelo
receptor NMDA em geral, podem desempenhar um papel importante na fisiopatologia deste
transtorno ¢ no mecanismo de acao deste farmaco.

Estes dados evidenciam que h4 a participagdo dos astrdcitos na recuperacdo dos
prejuizos desencadeados pela cuprizona e que a clozapina ¢ capaz de modular este tipo
celular. Porém, apesar das propriedades anti-inflamatdrias e imunomoduladoras da clozapina,
inclusive através da regulagao da reatividade astrocitdria e ativagdo microglial ja terem sido
relatadas no modelo da cuprizona e correlacionadas com a melhora de prejuizos
comportamentais dos camundongos (Chang et al., 2019; Templeton et al., 2019; Stamoula et
al., 2022), os nossos dados nos mostram que talvez nio seja por esta via molecular que a
clozapina atuou na reversdo dos prejuizos comportamentais observados no modelo da
cuprizona executado nesta dissertacao.

Nos apontamos para algumas vias que podem estar relacionadas ao mecanismo de
acdo e eficacia da clozapina, que seriam interessantes de serem futuramente aprofundadas. Os
marcadores de autofagia e mitofagia, por exemplo, ja foram encontrados aumentados nos

biofluidos de pacientes com esclerose multipla e o aumento no fluxo autofagico e mitofagia
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reportados no modelo da cuprizona. A inibi¢ao dessas vias pela clozapina foi capaz de
atenuar os prejuizos comportamentais dos animais neste modelo (Patergnani et al., 2021). Em
nossos dados a modulagdo da via autofagica pela clozapina foi significativamente alterada e
este achado vai de encontro ao que a literatura atual tem produzido, confirmando portanto,
que a modulagdo das vias autofagicas talvez estejam relacionadas a melhora dos prejuizos
cognitivos € sociais que observamos em nossos experimentos. Ademais, essas vias sio
promissoras para o entendimento profundo do mecanismo de acdo deste farmaco e suas
aplicacgdes, tanto para o tratamento da esquizofrenia, quanto como uma possivel ferramenta
terapéutica no contexto da esclerose multipla.

Além disso, apontamos também para a via da ferroptose, onde reportamos a
modulagdo de proteinas importantes pela clozapina, que até onde sabemos, ndo haviam sido
reportadas na literatura até entdo. A cuprizona diminui a atividade de enzimas cuprilicas,
como superoxido dismutase 1 e citocromo oxidase, causando estresse oxidativo. Sendo este
um dos mecanismos associados a morte oligodendrécitos e desmielinizagdo no SNC (Xu et
al., 2010; Jhelum et al., 2020). Na literatura, demonstra-se que a clozapina atua como um
antioxidante eficaz na peroxidacao lipidica produzida nas membranas microssomais (Dalla et
al., 1998; Caruso et al., 2020). O estresse oxidativo advindo do acimulo de espécies reativas
de oxigénio e peroxida¢ado lipidica sdo um dos ativadores da via da ferroptose. Sendo assim,
a modulagdo das proteinas desta via pela clozapina também podem ser um dos caminhos
pelos quais observamos a melhora dos prejuizos cognitivos e sociais evidentes em nossos
experimentos. Outrossim, também ¢ um caminho promissor de estudo e aprofundamento no

mecanismo de acdo e eficdcia clinica da clozapina.
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8 | CONCLUSAO

Nos concluimos que a cuprizona gera prejuizos significativos na memoria de curta e
longa duragdo ¢ interacdo social dos animais, além de aumentar significativamente a
expressao da maioria dos genes relacionados ao perfil reativo dos astrdcitos no cortex
pré-frontal, cortex e hipocampo dos camundongos. O tratamento com a clozapina resultou na
reversao dos prejuizos na memoria de curta e longa duracgdo e interagdo social ocasionados
pela cuprizona nos animais, porém nao foi capaz de reverter o aumento significativo na
expressdao dos genes relacionados a reatividade astrocitdria, mesmo a analise qualitativa por
imunofluorescéncia apontando para uma tendéncia na diminui¢do da expressdao da proteina
GFAP na sub-regido CA3 do hipocampo dos animais. Por outro lado, nossas analises
protedmicas mostraram que o tratamento com clozapina foi capaz de alterar
significativamente a expressao de proteinas envolvidas em vias como fosforilacdo oxidativa,
autofagia, ferroptose e sistema endocanabindide no coértex e/ou hipocampo dos animais.
Sendo assim, os resultados obtidos nesta dissertacdo nos dao uma pista sobre a possivel a¢ao
modulatdria que a clozapina exerce sobre a reatividade astrocitaria e lancam alguma luz em
proteinas e vias bioquimicas que auxiliam no entendimento dos mecanismos moleculares de
sua acdo e que possam também estar envolvidos com a efetividade clinica exclusiva deste

farmaco.
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INFORMAGCAO CEUA n° 1/2023

4 Comissao de Etica no Uso de Animais ¢
UNICAMP CEUA/Unicamp

CEUA/Unicamp

INFORMACADO

A Comissiao de Etica no Uso de Animais da UNICAMP -
CEUA/UNICAMP - esclarece que ndo ha necessidade de submeter o projeto
de pesquisa “Analise prote6mica e o perfil de ativacdao de astrocitos em
camundongos tratados com cuprizona e clozapina”, de responsabilidade
do Prof. Dr. Daniel Martins de Souza e da executora Livia Ramos da Silva, para

analise desta comisséo.

Trata-se de projeto que ird apenas realizar a anélise dos dados advindos
a partir de experimentagdes do protocolo 5448-1/2019, cuja autorizaga@o para
uso também resta aprovada com a anuéncia do Prof. Daniel (Responsavel),
para compor a dissertagcdo de mestrado da aluna. Para este projeto, nao

havera manipulagéo in vivo na Unicamp.

Campinas, 03 de fevereiro de 2023.

Prof. Dr. Wagner José Favaro Eduardo Villaverde Haszler
Presidente Secretario Executivo
CEUA/UNICAMP CEUA/UNICAMP
CEUA/UNICAMP Telefone: (19) 3521-6359
Rua Monteiro Lobato, 255 E-mail: comisib@unicamp.br
13083-862 Campinas, SP — Brasil http://www.ib.unicamp.br/comissoes/ceua_principal

Documento assinado. Verificar autenticidade em sigad.unicamp.br/verifica
Informar codigo A1DC21E1 21284E91 A07B2AD5 B9359E5A
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10/02/2023, as 11:58 horas, conforme Art. 10 § 2° da MP 2.200/2001 e Art. 1° da Resolugdo GR 54/2017.

Documento assinado eletronicamente por EDUARDO VILLAVERDE HASZLER, SECRETARIO EXECUTIVO DA
CEUA/UNICAMP, em 03/02/2023, as 11:46 horas, conforme Art. 10 § 2° da MP 2.200/2001 e Art. 1° da Resolugao GR
54/2017.
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CERTIFICADO CEUA n° 184/2021

n
“a¥

uNICAMB

CEUA/UNICAMP

CERTIFICADO
Certificamos que a proposta intitulada O papel da sintese de colesterol no mecanismo de
acdo da Clozapina em modelos experimentais para Esquizofrenia, registrada com o n°®
5448-1(A)/2021, sob a responsabilidade de Prof. Dr. Daniel Martins de Souza e Fernanda
Crunfli, que envolve a producdo, manutencado ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino),
encontra-se de acordo com os preceitos da LEI N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que
estabelece procedimentos para o uso cientifico de animais, do DECRETO N° 6.899, DE 15 DE
JULHO DE 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacido Animal (CONCEA), tendo sido aprovada pela Comisséo de Etica no Uso
de Animais da Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP, em reunido de

19/08/2021.

Finalidade:

() Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica

Vigéncia do projeto:

01/09/2021 a 06/01/2023

Vigéncia da autorizacao para
manipulagao animal:

19/08/2021 a 06/01/2023

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib

No. de animais:

8

Idade/Peso:

8.00 Semanas / 25.00 Gramas

Sexo:

8 Machos

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib

No. de animais:

8

Idade/Peso:

8.00 Semanas / 25.00 Gramas

Sexo:

8 Machos

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib

No. de animais:

8

Idade/Peso:

8.00 Semanas / 25.00 Gramas

Sexo:

8 Machos

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib

No. de animais:

8

Idade/Peso:

8.00 Semanas / 25.00 Gramas

Sexo:

8 Machos

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib

No. de animais:

8

Idade/Peso:

8.00 Semanas / 25.00 Gramas

Documento assinado. Verificar autenticidade em sigad.unicamp.br/verifica
Informar cédigo 985D2A0D 1239400E BCF3C991 7625D01C



CERTIFICADO CEUA n° 184/2021

Sexo:

8 Machos

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib

No. de animais:

8

Idade/Peso:

8.00 Semanas / 25.00 Gramas

Sexo:

8 Machos

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib

No. de animais:

8

Idade/Peso: 8.00 Semanas / 25.00 Gramas
Sexo: 8 Machos
Origem: CEMIB

Biotério onde serdao mantidos os

animais:

Biotério 1 - Area de Fisiologia e Biofisica,
DBEF/IB/UNICAMP

A aprovacao pela CEUA/UNICAMP ndo dispensa autorizagdo a junto ao
IBAMA SISBIO ou CIBio e é restrita a protocolos desenvolvidos em biotérios e
laboratérios da Universidade Estadual de Campinas.

Campinas, 26 de agosto de 2021.

Prof. Dr. Wagner José Favaro

Presidente

IMPORTANTE: Pedimos atengdo ao prazeo para envio do relatério final de ativi

formulério encontra-se disponivel na pagina da CEUA/UNICAMP, srea do

que novos protocolos sejam submetidos.

Documento assinado. Verificar autenticidade em sigad.unicamp.br/verifica

Informar cédigo 985D2A0D 1239400E BCF3C991 7625D01C

Rosangela dos Santos

Secretaria Executiva

a este pi : até 30 dias apés o encerramento de sua vigéncia. O

avel. A nio apr %o de relatério no prazo estabelecido impedira
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Documento assinado eletronicamente por WAGNER JOSE FAVARO, COORDENADOR CEUA/UNICAMP, em
26/08/2021, as 17:16 horas, conforme Art. 10 § 2° da MP 2.200/2001 e Art. 1° da Resolugdo GR 54/2017.

Documento assinado eletronicamente por ROSANGELA DOS SANTOS, SECRETARIA EXECUTIVA CEUA/UNICAMP,
em 27/08/2021, as 09:21 horas, conforme Art. 10 § 2° da MP 2.200/2001 e Art. 1° da Resolugdo GR 54/2017.

A autenticidade do documento pode ser conferida no site: P
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Certificamos que a proposta intitulada O papel da sintese de colesterol no mecanismo de agédo da Cloza
modelos experimentais para Esquizofrenia, registrada com o n° 5448-1/2019, sob a responsabilidade de
Daniel Martins de Souza e Fernanda Crunfli, que envolve a produgdo, manuten¢ao ou utilizag&o de anim

CERTIFICADO

pina em
Prof. Dr.
ais

pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino),
encontra-se de acordo com os preceitos da LEI N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece
procedimentos para o uso cientifico de animais, do DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagéo Animal (CONCEA), tendo sido aprovada pela
Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP, em reunio de

14/11/2019.
Finalidad () Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia do projeto: 06/01/2020 a 06/01/2023

manipulagdo animal:

Vigéncia da autorizagio para

14/11/2019 a 06/01/2023

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib

9

No. de animais:
Idade/Peso: 8.00 S /25.00 Gramas
Sexo: 9 Machos

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib

9

No. de animais:

Idade/Peso: 8.00 Semanas / 25.00 Gramas

Sexo: 9 Machos

Espécie / li [ raca: Camundongo isogénico / CS7BL/6JUnib
No. de animais: 9

Idade/Peso: 8.00 Semanas / 25.00 Gramas

Sexo: 9 Machos

Espécie / linhagem!/ raga:

Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib

No. de animais:

9)

Idade/Peso:

8.00 Semanas / 25.00 Gramas

Sexo:

9 Machos

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib

9

No. de animais:
Idade/Peso: 8.00 Semanas / 25.00 Gramas
Sexo: 9 Machos

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo isogénico / C5TBL/6]Unib

9

No. de animais:
|dade/Peso: 8.00 Semanas / 25.00 Gramas
Sexo: 9 Machos

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib

9

No. de animais:
|dade/Peso: 8.00 Semanas / 25.00 Gramas
Sexo: 9 Machos

Espécie / linhagem!/ raga:

Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib

9

No. de animais:
Idade/Peso: 8.00S /25.00 Gramas
Sexo: 9 Machos

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib

No. de animais:

9

Idade/Peso:

6.00 Semanas / 20.00 Gramas

Sexo:

9 Machos

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib

9

v

No. de animais:

ldade/Peso: 6.00 S /20.00 Gramas

Sexo: 9 Machos

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo isogénico / C57BL/6]Unib
No. de animais: 9

Idade/Peso: 6.00 Semanas / 20.00 Gramas
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Sexo: 9 Machos

Espécie / linhagem!/ raca: Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib
No. de animais: 9

Idade/Peso: 6.00 Semanas / 20.00 Gramas

Sexo: 9 Machos

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib
No. de animais: 9

Idade/Peso: 6.00 Semanas / 20.00 Gramas

Sexo: 9 Machos

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo isogénico / C57BL/6]Unib
No. de animais: 9

Idade/Peso: 6.00 Semanas / 20.00 Gramas

Sexo: 9 Machos

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib
No. de animais: 9

Idade/Peso: 6.00 Semanas / 20.00 Gramas

Sexo: 9 Machos

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib
No. de animais: 9

Idade/Peso: 6.00 Semanas / 20.00 Gramas

Sexo: 9 Machos

Espécie / linhagem!/ raga: Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib
No. de animais: 9

Idade/Peso: 6.00 Semanas / 20.00 Gramas

Sexo: 9 Machos

Espécie / linhagem!/ raga: Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib
No. de animais: 9

Idade/Peso: 6.00 Semanas / 20.00 Gramas

Sexo: 9 Machos

Espécie / linhagem! raga: Camundongo isogénico / C57BL/6]Unib
No. de animais: 9

Idade/Peso: 6.00 Semanas / 20.00 Gramas

Sexo: 9 Machos

Espécie / linhagem!/ raga: Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib
No. de animais: 9

Idade/Peso: 6.00 Semanas / 20.00 Gramas

Sexo: 9 Machos

Espécie / linhagem/ raca: Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib
No. de animais: 9

|dade/Peso: 6.00 S /20.00 Gramas

Sexo: 9 Machos

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib
No. de animais: 9

Idade/Peso: 6.00 Semanas / 20.00 Gramas

Sexo: 9 Machos

Origem: CEMIB

Biotério onde serio mantidos os | Biotério 1 - Area de Fisiologia e Biofisica, DBEF/IB
animais: /UNICAMP

A aprovagdo pela CEUA/UNICAMP nio dispensa autorizagao a junto ao IBAMA, SISBIO ou CiBio e € restrita
a protocolos desenvolvidos em biotérios e laboratérios da Universidade Estadual de Campinas.

Campinas, 29 de novembro de 2019.
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IMEQETANTE: Pedimos atenglo

Atz

Rosangela dos Santos
Secretéria Executiva

thdsdas reterenta 30 dias vigh pégina da
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