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RESUMO

LIMA, T.A.S. Participagdo do receptor 1 do fator de necrose tumoral nos processos de
memoria e aprendizado de camundongos submetidos ao modelo de diabetes mellitus tipo 1.
2024. Dissertacdo (Mestrado em Farmacologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2024.

O Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1) ocorre por conta da destruicdo das células p-pancreaticas,
gerando deficiéncia de insulina. O DM1 em humanos tem sido associado a reducdo de
diversas fungdes cognitivas, como nos escores de inteligéncia fluida e cristalizada, velocidade
de processamento, flexibilidade cognitiva, eficiéncia psicomotora, atencéo e percepcéo visual.
Com a administracdo de estreptozotocina (STZ), é possivel estabelecer um modelo de DM1
em camundongos que, a longo prazo, gera reducdo de memdria e aprendizado. O fator de
necrose tumoral (TNF-o) € uma citocina que regula processos de plasticidade sindptica pela
ativacdo do seu receptor tipo 1 (TNFR1), estando diretamente ligado a processos de
aprendizado e memoria. Em situacBes de desafio imune, a ativacdo de TNFR1 pode
desregular a plasticidade sinaptica e induzir prejuizo das fungdes de aprendizado e memodria,
que podem ser revertidos pela delecdo do receptor. Portanto, o presente estudo teve como
objetivo investigar se 0 modelo de DM1 provoca prejuizo de aprendizado e memoria a curto
prazo e se esses possiveis efeitos sdo protegidos pela delecdo de TNFR1. Para isto, foram
utilizados ao todo 120 camundongos machos nocautes para TNFR1T"MtmIMak (TNFR1 KO) e
suas contrapartes selvagens (WT). Os animais foram submetidos ao modelo de DM1 induzido
por uma unica dose alta de STZ (200 mg/kg) via intraperitoneal. Os animais em que a
glicemia em jejum ultrapassou 250 mg/dL trés dias p6s STZ foram incluidos no estudo.
Foram realizados dois experimentos separados para acompanhar o perfil comportamental dos
animais ao longo de uma semana (experimento 1) e ao longo de duas semanas (experimento
2). No experimento 1 foram realizados uma bateria de testes comportamentais (alternancia
espontanea, labirinto em cruz elevado, campo aberto, reconhecimento de objetos e esquiva
passiva), enquanto no experimento 2 apenas dois testes foram realizados (alternancia
espontanea e teste de procura por novidade). No experimento 1 foi observado prejuizo de
memoria associativa nos animais TNFR1 KO em comparagdo com o grupo WT, porém sem
diferenca significativa entre os grupos diabéticos em nenhum dos testes de aprendizado e
memoria. Alteracdes no teste de campo aberto apontam para um aumento do comportamento
tipo-ansioso nos grupos diabéticos, contudo ndo houve alteracdes significativas no labirinto
em cruz elevado. Além disso, 0s grupos diabéticos tiveram comportamento locomotor
reduzido em todos os testes. No experimento 2 houve redugdo da memoria de trabalho no
grupo TNFR1 KO em comparacdo com o WT, porém sem diferencas entre 0s grupos
diabéticos. O teste de procura por novidade ndo demonstrou alteracdo dos pardmetros
relacionados a ansiedade, porém demonstrou que prejuizo locomotor observado no
experimento 1 ocorreu por conta de danos motores e ndo por uma redu¢do da motivacao para
exploracdo de novos estimulos. Conjuntamente, 0 DM1 a curto prazo ndo provoca reducgéo
das funcBes de aprendizado e memoria, porém aponta para uma elevagdo do comportamento
tipo-ansioso que precisa ser melhor investigada em futuros trabalhos. Por outro lado, os danos
motores surgem nos primeiros dias pds STZ e ndo sdo protegidos pela auséncia do TNFR1.

Palavras-chave: TNFR1. Diabetes mellitus tipo 1. Memdria e aprendizado.



ABSTRACT

LIMA, T.A.S. Role of tumor necrosis factor receptor 1 in memory and learning processes of
mouse model of diabetes mellitus type 1. 2024. Dissertation (Masters thesis in Pharmacology)
— Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2024.

Type 1 diabetes mellitus (T1DM) occurs due to the destruction of pancreatic p-cells, leading
to insulin deficiency. TLDM in humans has been associated with reduced cognitive functions,
such as fluid and crystallized intelligence scores, processing speed, cognitive flexibility,
psychomotor efficiency, attention, and visual perception. With the administration of
streptozotocin (STZ), it is possible to establish a TLDM model in mice that, in the long term,
results in reduced memory and learning. Tumor necrosis factor (TNF-a) is a cytokine that
regulates synaptic plasticity processes by activating type 1 receptor (TNFR1), being directly
linked to learning and memory processes. Under immune challenge situations, TNFR1
activation dysregulates synaptic plasticity and induces impairment of learning and memory
functions, which are reversed by receptor deletion. Therefore, this work aimed to investigate
whether the TLDM model causes short-term impairment of learning and memory and whether
these potential effects are protected by TNFR1 knockout. For this purpose, a total of 120 male
knockout for TNFR1™tmIMa&k (TNFR1 KO) and their wild-type counterparts (WT) were
used. The animals were subjected to the TIDM model induced by a single high dose of STZ
(200 mg/kg) intraperitoneally. Animals with fasting blood glucose levels exceeding 250
mg/dL three days post-STZ were included in the study. Two separate experiments were
conducted to monitor the behavioral profile of the animals over one week (experiment 1) and
two weeks (experiment 2). In experiment 1, a battery of behavioral tests was performed
(spontaneous alternation, elevated plus maze, open field, object recognition memory test, and
passive avoidance), while in experiment 2, only two tests were conducted (spontaneous
alternation and novelty seeking test). In experiment 1, associative memory impairment was
observed in TNFR1 KO animals compared to the WT group, but without significant
differences between diabetic groups in any of the learning and memory tests. Changes in the
open field test indicate an increase in anxiety-like behavior in diabetic groups, however there
were no significant alterations in the elevated plus maze. Additionally, diabetic groups
exhibited reduced locomotor activity in all tests. In experiment 2, there was a reduction in
working memory in the TNFR1 KO group compared to WT, but no differences were observed
between diabetic groups. The modified open field test did not show alterations in anxiety-
related parameters but demonstrated that locomotor impairment observed in experiment 1
occurred due to motor impairments and not due to a reduction in motivation for exploring
new stimuli. Collectively, short-term T1DM does not result in a reduction in learning and
memory functions, however, it indicates an elevation in anxiety-like behavior that needs
further investigation in future studies. On the other hand, motor impairments emerge in the
early days post-STZ administration and are not protected by TNFR1 absence.

Keywords: TNFRL1. Type 1 diabetes mellitus. Memory and learning.



1 INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) é definido pela Sociedade Brasileira de Diabetes (2019, p.
19) como um “distarbio metabolico caracterizado por hiperglicemia persistente, decorrente de
deficiéncia na producao de insulina ou na sua a¢do, ou em ambos 0s mecanismos”.

Dados da Organizacdo Mundial da Saude (2019) mostram que o numero de pessoas
com DM aumenta constantemente a nivel mundial. Em 1980 houve estimativa de que 4,7%
dos adultos possuiam a doenga, valor que subiu para 8,5% (422 milhdes de adultos) em 2014
(WORLD HEALTH ORGANIZATION et al., 2019). Em 2021, a estimativa subiu para 537
milhGes, com projecdo para 647 milhdes em 2030. Desses valores, estima-se que 3 a cada 4
adultos com diabetes sdo de paises com baixa ou média renda (MAGLIANO et al., 2022). As
estimativas da epidemiologia sdo feitas contemplando o DM no geral. Contudo, a doenga
possui subtipos, dos quais se destacam o DM tipo 1 (DM1) e DM tipo 2 (DM2).

Como revisado por Biessels et al. (2008), DM1 e DM2 tém em comum a
hiperglicemia, porém diferem com relacdo a alguns aspectos epidemioldgicos e pela
fisiopatologia. O DM1 é majoritariamente diagnosticado durante a infancia até o comego da
vida adulta, especialmente em pessoas abaixo de 30 anos. Porém, atualmente existe um
aumento dos diagnosticos de DML entre adultos que ultrapassam essa idade (LESLIE et al.,
2021).

A maior causa do DM1 € a destruigdo das células B-pancreaticas através de um
mecanismo autoimune, com forte componente genético, gerando a caracteristica de
deficiéncia de insulina. Por outro lado, se tratando do DM2, as chances de diagnostico
aumentam progressivamente depois dos 30 anos. A obesidade e um estilo de vida sedentério,
além de uma forte influéncia genética, contribuem para o desenvolvimento da doenca. Neste
caso, aléem do organismo diminuir sua sensibilidade a acdo da insulina, as células B-
pancreaticas diminuem progressivamente sua capacidade de produzir e secretar o horménio,
podendo perder completamente sua fun¢do com o passar dos anos (BIESSELS et al., 2008).

Sem o tratamento adequado, a hiperglicemia gera polidipsia, polidria e polifagia, trés
sintomas classicos associados diretamente & doenca em ambos os tipos de DM (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2014). A longo prazo, pode gerar diversas complica¢bes, como,
por exemplo, de ordem macrovascular (doencas cardiovasculares e acidente vascular cerebral)

e microvascular (retinopatia e neuropatia) (DESHPANDE et al., 2008).



1.1 Relagdo do DM1 com danos cognitivos

Uma outra consequéncia possivel do DM relacionada ao sistema nervoso central
(SNC) € de ordem cognitiva. A literatura que investiga a cognicdo de pacientes com DM
demonstra que existem danos associados a doenca, porém em alguns casos existem muitos
outros fatores associados, o que dificulta o entendimento preciso dos principais fatores que
levam ao dano cognitivo. A Tabela 1 mostra a definicdo de algumas fungdes cognitivas que
serdo citadas no decorrer do texto, cujo conceito ndo é compreendido de maneira intuitiva.

Uma metanalise realizada por Brands et al., (2005) demonstrou que adultos com DM1
apresentaram reducdes moderadas nos escores de inteligéncia fluida e cristalizada, velocidade
de processamento, flexibilidade cognitiva, eficiéncia psicomotora, atencdo e percepcao visual
(BRANDS et al., 2005). Outro estudo de metandlise corroborou os achados anteriores,
demonstrando que adultos com DM1 possuem menores medidas de quociente de inteligéncia
(QI), velocidade motora, funcdo executiva geral e memdria espacial reduzidas quando
comparadas com as de adultos sem a doenca (TONOLI et al., 2014).

Da mesma forma, criancas com diagnostico de DML tiveram desempenho reduzido
das medidas de QI e velocidade motora (GAUDIERI et al., 2008). Criancas com DM1
desempenham pior em tarefas que requerem habilidade visuoespacial, na escrita, leitura e
atencdo sustentada em comparagdo com criancas sem a doenc¢a. Ademais, o inicio da doenca e
0 numero de episddios de hipoglicemia nédo tiveram efeitos sobre os resultados (NAGUIB et
al., 2009). No entanto, existe evidéncia mostrando que niveis extremos de glicemia em
criancas, sejam episodios de hipoglicemia ou hiperglicemia, agravam os danos cognitivos

guando comparadas com criancas em que o controle glicémico € adequado (HE et al., 2018).



Tabela 1 — Definicdo de fungfes cognitivas menos intuitivas.

Funcio Definicio Citacio
Inteligéneia Uso deliberado e controlado das operacdes mentais para resolver
fluida problemas que nfo poderiam ser resolvidos de maneira automatica McGrew,
Inteligéneia Conhecimento cultural adquinido que é incorporado pelos individuos | 2009
cristalizada atraves de sua experiéncia cultural
Quociente de | Medida psicométrica geral relacionada com diversas funcdes mentais | Neisser et
inteligéncia verbais e ndo-verbais al., 1996
Velocidade de | Taxa maxima em que processos cognitivos basicos sfo executados Kail e
processamento Salthouse,
1994
Flexabalidade | Prontiddo em que o sujeito troca entre processos mentais para gerar a | Dajam e
cognitiva melhor resposta possivel para uma tarefa especifica Uddin, 2015
Habilidade Processo de captar estimulos sensoriais, processa-los e gerar uma | Chaitken et
psicomotora resposta motora al., 2000

Por outro lado, em outro estudo, pessoas com a doenca que tiveram glicemia regulada
com insulina foram acompanhadas por 18 anos e suas funcBes cognitivas medidas ndo
apresentaram reducgdes significativas (JACOBSON et al., 2007). Ao realizarem uma outra
analise mais complexa desse mesmo estudo anos depois, encontraram associacdes entre as
complicagdes micro e macrovasculares e os niveis de hemoglobina glicada (HbA1c) com a
eficiéncia e velocidade psicomotora desses pacientes (JACOBSON et al., 2011).

De maneira geral, sdo observados danos na esfera cognitiva e motora, tanto em
criancas quanto em adultos. Apesar de algumas complicacdes do diabetes aparecerem depois
de alguns anos de exposicdo a doenca e serem, juntos aos niveis de HbA:c, fatores de risco
para o desenvolvimento de danos cognitivos (JACOBSON et al., 2011; LACY et al., 2018),
ha registro na literatura de criancas sendo afetadas pelos danos cognitivos em poucos anos
com a doenca (NAGUIB et al., 2009), o que gera duavidas quanto aos fatores que levam a este

desfecho.

1.2 Modelo de diabetes tipo 1 induzido pela estreptozotocina
Existem diversos modelos para o estudo da diabetes. Alguns desses modelos envolvem

a influéncia genética para desenvolvimento da doenca (WANG et al., 2013), desenvolvimento



da doenca associado a obesidade (KARASAWA et al., 2011) ou inducdo por agentes
quimicos (LENZEN, 2008), como é o caso da estreptozotocina (STZ).

A STZ ¢é um anélogo da glicose que possui propriedades alquilantes e toxicas. Por
iSso, pode ser transportada pelo transportador de glicose tipo 2 (GLUT2) para dentro das
células B pancreaticas e gerar citotoxicidade (SCHNEDL et al., 1994), reduzindo quase
completamente o nimero de células quando administrada em uma unica alta dose (150-200
mg/kg) (DEEDS et a., 2011). Isso ocorre porque a STZ gera alquilacdo do DNA e quebra de
seus filamentos, induzindo aumento da enzima poli-ADP-ribose (PARP-1) para reparo. A
grande demanda de PARP-1 gera deplecdo das reservas de nicotinamida adenina
dinucleotideo (NAD)+ e adenosina trifosfato (ATP), podendo induzir as células a apoptose ou
necrose (GAUTHIER, 2014; WU e YAN, 2015).

Pelo seu efeito, a STZ é eficiente em gerar hiperglicemia em roedores, ocasionada pela
deficiéncia de insulina que pode durar diversas semanas. Durante esse periodo, 0s animais
possuem niveis de glicemia em jejum aumentados consideravelmente, exibem polilria,
polidipsia, polifagia, perda de peso e, com tempo suficiente, também apresentam as
complicacbes de longo prazo observadas no diabetes em humanos, como doengas
cardiovasculares, neuropatia e retinopatia diabéticas (GOYAL et al., 2016).

A administracdo de STZ via intraperitoneal em camundongos é capaz de gerar esses
efeitos mencionados, além de destruir praticamente todas as células B pancreaticas, gerando
deficiéncia de insulina nos animais (DEEDS et a., 2011). Por esta razdo, o uso da STZ é
considerado como modelo de DM1. Embora ndo seja uma droga totalmente eficiente em
modelar o desenvolvimento inicial da doenca, € um modelo bastante estabelecido dentro da
literatura para estudar os sintomas relacionados ao DM1 (GRAHAM e SCHUURMAN,
2015).

1.3 Transporte da glicose para o sistema nervoso central

O aumento periférico da glicemia no DM1 induzido pela STZ rapidamente chega ao
SNC. Para isso, a glicose precisa atravessar a barreira hematoencefalica (BHE), uma camada
de celulas que reveste o encéfalo e regula a passagem de moléculas. A BHE é composta por
células endoteliais, murais (células do musculo liso vascular e pericitos), imunes, gliais e por
células neuronais que interagem na unidade neurovascular. Basicamente, as células
endoteliais sdo intimamente ligadas por juncdes oclusivas, compostas por moléculas de

adesdo ligadas a proteinas que formam uma barreira entre as celulas, dificultando a passagem



livre de moléculas (Figura 1). Por isso, a BHE consegue regular quais moléculas passam para
0 SNC através de diversos tipos de transportadores (DANEMAN e PRAT, 2015).

Figura 1 — Representacdo da barreira hematoencefélica.
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Figura 1. Representacdo esquematica da barreira hematoencefélica. Em verde, células endoteliais ligadas por
moléculas de adesdo em complexo com proteinas, como as cateninas e ZO-1. Em roxo, um pericito ligado a uma
célula endotelial por uma caderina. Em cinza uma porcdo da ldmina basal, em azul um pé vascular de um
astrocito e em laranja um neurdnio. Os GLUT-1 sdo expressos na porcdo luminal da célula endotelial, onde a
glicose transportada é captada pelos astrécitos e levada aos neurénios, cuja glicose é transportada pelo GLUT-3.
Zonula occludens (ZO); Transportador de glicose tipo 1 (GLUT-1); Sistema Nervoso Central (SNC). Adaptado
de Daneman e Prat (2015).

Duas familias de transportadores de glicose foram identificadas na BHE e participam
do transporte da molécula. A familia dos co-transportadores de sodio-glicose (SGLT) podem
transportar glicose em algumas situacdes especificas, como no caso de isquemia ou auséncia
de oxigénio, no entanto a familia dos transportadores de glicose (GLUT) sdo as mais
relevantes. A glicose atravessa a BHE através do GLUT-1, principal subtipo expresso em
células endoteliais, sendo levada ao SNC e captada pelos neurdnios através do GLUT-3, que é
amplamente expresso em neuronios e células gliais (PRASAD et al., 2014).

Algumas alteragbes provocadas pelo diabetes foram revisadas por Bogush et al.
(2017), que mostra, em diversos estudos, achados no sentido do aumento da permeabilidade,
remodelamento e disfuncdo no funcionamento da BHE. E possivel que essas alteragdes no

decorrer do tempo provoquem danos ao SNC por conta do aumento da passagem de glicose



pela BHE sem a necessidade dos transportadores, gerando 0s prejuizos cognitivos discutidos

anteriormente.

1.4 Efeito da hiperglicemia no sistema nervoso central

De fato, em modelos animais, a hiperglicemia estd relacionada com algumas
disfungdes no regulamento da atividade neuronal e glial que estdo diretamente ligadas ao
desempenho de algumas fungdes cognitivas, como a memdria e o aprendizado. A plasticidade
sinaptica € um conceito que abrange algumas funcdes dentro do SNC de regulacdo da
atividade neuronal, modulando a atividade das sinapses em situacdes de aprendizado
(STACHO e MANAHAN-VAUGHAN, 2022). Dois conceitos fundamentais sdo os de
potenciagdo de longa duragdo (LTP) e depresséo de longa duragdo (LTD) que, brevemente,
descrevem processos de fortalecimento conjunto entre sinapses que se ativam juntas (HEBB,
2005).

O LTP ocorre quando ha simultaneamente grande liberacdo de neurotransmissores no
terminal pré-sinaptico e ativacdo dos receptores do terminal pds-sinaptico, despolarizando a
célula e gerando o potencial de acdo, essa acdo conjunta fortalece a eficacia da sinapse. O
LTD, por sua vez, ocorre quando ha ativacao do terminal pré-sinaptico em frequéncias baixas,
sem a ativacdo do terminal pdés-sinaptico, enfraquecendo a ativacdo da sinapse. A acao
coordenada de LTP e LTD resultam em um substrato neurobiolégico dos processos de
aprendizado e memoria (LUSCHER e MALENKA, 2012).

A hiperglicemia no SNC est4 associada com a inducéo de neuroinflamacéo, resultando
na desregulacdo da plasticidade sinaptica de neurdnios hipocampais por conta do aumento da
concentracdo de mediadores inflamatdrios, dificultando a inducdo e manutencdo de LTP e
LTD, que sdo refletidos em uma maior dificuldade de aprendizado no labirinto aquético de
Morris (BIESSELS et al., 1996; KAMAL et al., 2000; AHMED et al., 2019). Este prejuizo de
aprendizado também se estende as memadarias de trabalho e de longo prazo, que sdo diminuidas
nos animais com DM crénica (POPOVIC et al., 2001).

A hiperglicemia € um dos principais fatores associados ao declinio da memoria e
aprendizado, especialmente quando se submete animais ao modelo de DM durante periodos
crbnicos, sendo possivel observar que, além dos danos de aprendizado e memoria, ha
ocorréncia de neuroinflamacéo, reducéo da liberagdo de dopamina e da ativagdo da proteina
de ligacdo responsiva ao AMPc (CREB), fator de transcricdo associado a respostas de

proliferacdo, sobrevivéncia e diferenciacdo (AHMED et al., 2019).
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Além disso, parece que nivel de hiperglicemia pode ser um fator relevante para a
inducdo de danos ao SNC. Quando se compara animais diabéticos com hiperglicemia
moderada (reduzida com dose baixa de insulina) e severa (sem intervencdo), os animais com
hiperglicemia severa possuem plasticidade sindptica e memoria reduzidas em comparacao
com o controle, enquanto a hiperglicemia moderada ndo exerceu efeitos negativos aparentes
(BIESSELS et al., 1996). Além disso, 0 aumento dos niveis de glicemia que ocorre com 0
passar do tempo parece estar diretamente correlacionado com a piora da memoria e do
aprendizado (AHMED et al., 2019). Deste modo, ndo apenas o periodo de tempo expostos a

hiperglicemia, mas também o nivel de glicemia, sdo responsaveis por gerarem danos ao SNC.

1.5 TNF-a e seus receptores

A superfamilia do fator de necrose tumoral (TNF) é composta por 19 ligantes e 29
receptores. E responsavel por diversas funcdes dentro do organismo, como inflamagcéo,
proliferagdo celular, apoptose e morfogénese (AGGARWAL et al., 2012). O TNF-a é uma
das citocinas que compd@e esta superfamilia, no SNC é produzida primariamente por células
microgliais, em resposta a moléculas reconhecedoras de padrGes, como os receptores tipo-Toll
(TLR), que detectam produtos bacterianos como os lipopolissacarideos (MONTGOMERY et
al., 2012).

O TNF-a € produzido, encapsulado em uma vesicula e levado a membrana plasmatica,
onde é depositado em sua forma transmembrana (TNFtm). Metaloproteinases como as
enzimas conversoras de TNF (TACE/ADAML17) clivam o TNF para ser liberado ao meio
extracelular em sua forma soltvel (TNFsol), que serd levado a ativacdo de seus alvos. O
TNFtm também pode ativar os receptores de TNF (TNFR) estando ligado a membrana
plasmatica ou através de uma via ndo candnica de liberacdo do TNF, que provoca a liberacéo
de vesiculas extracelulares (VES) que carregam o TNFtm até a célula alvo (Figura 2;
RAFFAELE et al., 2020).
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Figura 2 — Via candnica e ndo-canonica de liberagdo do TNF.

Neuroprotegao
—— Via canonica Ol
— s bof "ok
—— Via ndo-canodnica / !
VEs INEED Via da PI3K/AKT
ATP » s
o Neurodegeneragao
4 T Apoptose
{ Paxz” » . <
_ Via da MAPK & Y Inflamacgao
ATP TNFtm N
Y --. ¥ > FADD e -
Saiioas --" \ N, caspase 8 Célula
S receptora
Complexo de — S TRAF2
Golgi r==8 " N e RIPKT
; e
RE v TACE
TNFsol\‘ TNFRT

o \)

TNFR1

Microglia

Created in BioRender.com bio

Figura 2. Pela via candnica (setas azuis), 0 TNFtm é produzido pelos ribossomos, encapsulado pelo complexo de
Golgi e levado a membrana plasmatica, onde sofre acdo da enzima TACE e é convertido em sua forma soldvel.
O TNFsol pode ativar o0 TNFR1 localizado na prépria célula que o liberou, gerando retroalimentagdo positiva.
Outra possibilidade é a ativagdo de TNFR1 em uma célula receptora, que pode ter inducdo de apoptose pela via
da FADD e caspase 8 ou inflamacdo pela via da TRAF2 e RIPK1, com ativagdo de NF-«xB. Pela via nio-
candnica (setas verdes), o ATP pode ativar o receptor purinérgico P2X7, estimulando a via de sinalizagdo da
MAPK que redireciona as vesiculas com TNFtm para uma porcdo da célula sem a presenca de TACE. Deste
modo, as VEs sdo extravasadas pela membrana plasmaética, carregando o TNFRtm pelo meio extracelular até
alcancarem seu alvo, que pode ser tanto TNFR1 como TNFR2. A ativacdo de TNFR2 em astrocitos gera, pela
via da PI3K/AKT, sinais prd-sobrevivéncia. Enzima conversora de TNF (TACE); TNF soltavel (TNFsol);
Receptor do fator de necrose tumoral (TNFR); Proteina do dominio de morte associada ao FAS (FADD); Fator 2
associado ao receptor de TNF (TRAF2); Serina/treonina-proteina quinase 1 (RIPK1); Fator nuclear kappa B
(NF-xB); Adenosina trifosfato (ATP); Proteina cinase ativada por mitégenos (MAPK); TNF transmembrana
(TNFtm); Vesicula extracelular (VE); Fosfatidilinositol 3-quinases (PI13K). Adaptado de RAFFAELE et al.
(2020).

Existem dois subtipos de receptores para TNF-a, 0s receptores tipo 1 (TNFR1) e tipo 2
(TNFR2). As vias de sinalizacdo desses dois receptores séo diferentes (Figura 3). O TNFR1
esta ligado a proteina de dominio de morte associada ao receptor de TNF (TRADD), portanto

estd mais associada a morte celular, seja por apoptose ou por necrose. Além disso, possuli
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outra via possivel que leva a ativacdo de fatores de transcricdo, como o NF-kB e AP-1, que
podem estimular a producdo de citocinas, quimiocinas e fatores de sobrevivéncia para as
células, contudo no caso do TNFR1 predomina a producéo de citocinas e quimiocinas pro-
inflamatdrias. O TNFR2 néo possui ligacdo a uma proteina de dominio de morte, mas com o
fator associado ao TNF (TRAF), uma proteina que esta ligada a cascata de sinalizacdo que
leva a ativacdo dos fatores de transcricdo ja mencionados, porém no caso do TNFR2 estdo
mais ligados a producdo de fatores de sobrevivéncia e citocinas anti-inflamatérias (CHU,
2013).

Figura 3 — Vias de sinalizacdo dos TNFR1 e TNFR2.

“u
—
+
l Necrose

Citocinas

Apoptose
= m Quimiocinas
oL a
2 \"y Fatores de sobrevivéncia celular

Figura 3. Na esquerda, o TNFR1 é ativado pela ligagdo de TNF-a, fazendo com que a proteina TRADD recrute
FADD junto ao RIP1, gerando ativacdo da caspase 8 e inducdo de apoptose. Por outra via, TRADD pode recrutar
as proteinas TRAF, que recrutam RIP1, podendo induzir uma via de sinalizacdo pela TAK1 que ativa os fatores
de transcricdo NF-xB e AP-1, induzindo a producéo de citocinas, quimiocinas prd-inflamatérias. De outro modo,
a RIP1 pode formar um complexo com a RIP3 chamado de necrossomo, que induz ativagdo de necrose. Na
direita, O TNFR2 n&o possui proteinas de dominio de morte ligadas ao receptor, mas proteinas TRAF, por conta
disto sua ativacdo pelo TNF-o estd mais associada a via de sinalizagdo responsavel pela ativagdo dos fatores de
transcricdo, induzindo producdo de citocinas e quimiocinas anti-inflamatérias e fatores de sobrevivéncia celular.
Proteina de dominio de morte associada ao receptor de TNF (TRADD); Proteina do dominio de morte associada
ao FAS (FADD); Proteina de interacdo com receptor (RIP); Fator associado ao receptor de TNF (TRAF);
Serina/treonina-proteina quinase de interagdo com receptor (RIPK); Quinase 1 ativada por fator de crescimento
transformador B (TAKZY); Fator nuclear kappa B (NF-«B); Proteina ativadora 1 (AP-1). Adaptado de Chu (2013).

Os TNFRs possuem afinidades diferentes para TNF-a. O TNFsol se liga a0 TNFR1
com maior afinidade, possuindo pouca ou nenhuma ao TNFR2. Por outro lado, o0 TNFtm pode
ativar tanto TNFR1 como TNFR2 com alta eficdcia (WAJANT e SIEGMUND, 2019). Em
alguns casos especificos, o TNFR1 pode ser encapsulado e liberado por VESs. Nessas
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situacOes, o0 receptor consegue competir pela ligacdo de TNFsol, diminuindo a resposta
inflamatoria ou se ligar ao TNFtm que estd na membrana plasmatica. O Gltimo caso é pouco
compreendido, mas existem hipoteses de que nessas situacdes 0 TNFR1 tenha o papel de
ligante e produza uma resposta anti-inflamatéria em células que expressem o TNFtm
(RAFFAELE et al., 2020).

O TNF-a e seus receptores sao muito pesquisados por sua complexa modulacdo da
inflamacéo, porém seu papel no SNC extrapola esta funcdo. Considerando um contexto
fisiolodgico fora da ocorréncia de neuroinflamacdo, 0 TNF-a possui também a capacidade de
regular processos de plasticidade sindptica (ALBENSI e MATTSON, 2000).

1.6 Regulacdo da plasticidade sinaptica pelo TNF-a. e TNFRs

A plasticidade sinaptica foi mencionada anteriormente com relacdo aos processos de
LTP e LTD. Esse tipo de plasticidade é chamada de Hebbiana por conta do trabalho pioneiro
de Donald O. Hebb, que formulou os conceitos na tentativa de compreender a organizagao
funcional do comportamento, especialmente dos processos de memoria e aprendizado. No
entanto, ao longo do tempo, foi descoberto e formalizado o conceito de plasticidade sinaptica
homeostatica, que descreve a capacidade regulatdria das sinapses sempre manterem um nivel
6timo de funcionamento (GALANIS e VLACHOS, 2020). Escalonamento sinaptico (ES) é
uma forma de plasticidade homeostéatica que aumenta (escalamento positivo) ou diminui
(escalamento negativo) a forca sinaptica em funcdo da atividade. Diferente da plasticidade
Hebbiana, o controle da forca sinaptica pelo ES pode se espalhar para diversas sinapses em
um dendrito (TURRIGIANO et al., 1998).

Sua regulacdo é complexa e ainda com diversas lacunas quanto aos mecanismos,
contudo é proposto que 0 TNF-a consegue regular a for¢a sinaptica através da inser¢do ou
retirada de receptores, mantendo um nivel 6timo de ativacdo do terminal pos-sinaptico e
regulando a liberacdo de neurotransmissores no terminal pré-sinaptico. Quando ha baixa
ativacdo sinaptica por periodos longos, 0 TNF-a induz escalamento positivo provocando
insercdo de receptores AMPA (-amino-3-hidroxi-5-metil-4 isoxazolproprionato) no terminal
poOs-sinaptico e aumentando a probabilidade de liberacdo de glutamato do terminal preé-
sinaptico. Ao mesmo tempo, em terminais GABAérgicos provoca uma diminuicdo da
probabilidade de liberacdo de GABA (&cido gama-aminobutirico), enquanto induz endocitose
dos receptores de GABA, facilitando a inducdo e propagacdo dos potenciais de agdo. Nos

casos de intensa ativacdo sindptica, o escalamento negativo € realizado de forma inversa,
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reduzindo a forca das sinapses glutamatérgicas e aumentando das GABAérgicas (HEIR e
STELLWAGEN, 2020).

As células gliais também auxiliam na regulacéo da plasticidade sinaptica, 0s astrocitos
podem regular a for¢a sinaptica através da liberacdo de glutamato em células do hipocampo.
Em condicGes basais, na auséncia de neuroinflamacdo, a ativacdo do receptor purinérgico
P2Y1R provoca um influxo de célcio que resulta na exocitose de vesiculas contendo
glutamato, que auxiliam na regulacédo da ativacdo sindptica. Ainda que 0 mecanismo nao seja
compreendido completamente, sabe-se que a expressdo constitutiva de TNF-o ¢ necessaria
para que este processo ocorra de maneira adequada (SANTELLO et al., 2011).

O TNF-a auxilia na regulacao da forca sinaptica, porém sua acao per se ndo € capaz de
gerar estimulo o suficiente para induzir atividade sinéptica, tendo em vista que sua fungéo é
regulatoria. Contudo um aumento de 10x sua concentracdo basal (60 pM para 600 pM) €
capaz de provocar atividade sinaptica de neurdnios glutamatérgicos. Essa modulacdo ocorre
via TNFR1 expresso nos astrocitos, que quando ativado, devido a elevada concentracdo de
TNF-a em situagbes de inflamacédo, induz uma persistente atividade sindptica que pode ser
associada a processos patoldgicos de neuroinflamagdo, podendo resultar em morte celular
(HABBAS et al., 2015).

Além dessa ativagdo persistente das sinapses, é proposto que o ES se desregula pelo
aumento da concentragdo de TNF-a, podendo provocar ativagdo do mecanismo de
escalamento positivo mesmo sem necessidade (RIZZO et al., 2018). Desta forma, as sinapses
aumentam ainda mais sua atividade glutamatérgica, gerando excitotoxicidade pelo aumento
do influxo de célcio, que provoca ativacdo de proteases que degradam uma variedade de
substratos, como proteinas do citoesqueleto, receptores e enzimas. Também gera peroxidacao
lipidica por conta da ativacdo de oxigenases, culminando na producdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO), que podem danificar o DNA. Todas essas consequéncias provocam
mecanismos de reparo celular, que gastam muito ATP. O dano persistente no DNA pelos
EROs, assim como o0 esgotamento das reservas de ATP podem provocar morte celular
(MATTSON, 2017).

1.7 A funcdo do TNF-a e TNFRs na regulagdo dos processos de memoria e aprendizado
A expressdo de TNF-oé necesséria para a regulacdo adequada dos mecanismos de
plasticidade homeostatica, que se reflete no comportamento de animais submetidos a testes

comportamentais que mensuram memoria e aprendizado. Isto pode ser observado em
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linhagem nocaute para TNF-o (TNF KO), que possuem prejuizo do aprendizado, memoria
espacial e discriminativa, sugerindo que a auséncia da citocina em niveis basais compromete a
regulagdo desses processos (BAUNE et al., 2008).

O aumento de TNF-a ocorre em diversas doencgas, podendo ser associado ao declinio
cognitivo, por exemplo, em doencas como o Alzheimer (BRUUNSGAARD et al., 1999;
FISCHER et al., 2015). O modelo de DM em periodos crénicos também provoca aumento de
TNF-0, que estd associado ao declinio da memdria e aprendizado, porém o tratamento com
astaxantina, um carotenoide que possui propriedades anti-oxidantes, anti-inflamatdrias e anti-
apoptéticas nos camundongos com DM1 gera reducdo dos prejuizos de memoria e
aprendizado, associado com os efeitos anti-oxidantes e com a reducdo de TNF-a (ZHOU et
al., 2015).

A nivel comportamental, sem a ocorréncia de neuroinflamacéo, ja foi observado que o
nocaute do TNFR1 nédo altera de modo significativo fungdes como memdria, aprendizado,
coordenacao motora e ansiedade. O que ndo ocorre no caso do TNFR2, em que camundongos
nocautes possuem prejuizo de memoria, aprendizado, coordenagdo motora e aumento do
comportamento tipo-ansioso quando comparados com seus controles (NAUDE et al., 2014).
Estas funcbes podem estar relacionadas ao periodo de desenvolvimento do animal, visto que
com 3 meses de idade camundongos TNFR1 KO possuem as funcdes de memoria e
aprendizado prejudicadas (CAMARA et al., 2013), enquanto com 9 meses a memoria e
aprendizado ndo sdo alterados, mas a flexibilidade cognitiva desses animais é reduzida e ha
um aumento do comportamento tipo-depressivo (CAMARA et al., 2015)

Por outro lado, mediante um desafio imune, parece que a presenca do TNFR1, por
conta de sua funcgdo pro-inflamatoria, gera prejuizo cognitivo. A inducdo de neuroinflamacéo
através da utilizacdo de um modelo de sepse provocado pela ligadura e perfuracdo do ceco
provoca prejuizos de memoria e aprendizado, porém animais TNFR1 KO sdo protegidos
destes danos (CALSAVARA et al., 2015).

De fato, diante de um desafio imune, como administrar TNF-a para induzir
comportamento doentio, camundongos controles e TNFR2 KO sdo suscetiveis as
caracteristicas de reducdo de peso, da interacdo social e maior tempo de imobilidade,
enquanto os animais TNFR1 KO sdo protegidos desses sintomas, demonstrando a maior
participacdo do TNFR1 diante de desafios imunes (PALIN et al., 2009). Esses tipos de

resultados reforcam a ideia de que o TNFR1 possui maior participacdo em situacdes onde ha
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estimulo inflamatdério em decurso, enquanto a ativacdo de TNFR2 estd mais associada a
neuroprotecdo (KASSIOTIS e KOLLIAS, 2001; VERONI et al., 2010).

6 CONCLUSAO

Os dados obtidos conjuntamente apontam para 0 prejuizo da memdria associativa e
memoria de trabalho pelo nocaute do TNFR1, sugerindo maior participacdo do receptor
nessas fungdes. Porém, duas semanas de exposi¢do ao modelo de DM1 ndo foram capazes de
provocar prejuizo cognitivo. Além disso, ha modificagcbes no comportamento tipo-ansioso,
porém de forma inconsistente entre os testes utilizados, impedindo que uma inferéncia
conclusiva sobre o estado emocional do animal seja afirmada. Por outro lado, os animais
diabéticos apresentam danos motores que sdo manifestados nos primeiros dias pés STZ,

contudo o nocaute do TNFR1 néo é capaz de proteger desses danos.
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