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APRESENTAÇÃO 

 

A seguinte tese está organizada em conformidade com as normas do Programa 

de Pós-Graduação em Ciências Biológicas: Bioquímica da Universidade Federal do 

Rio Grande do Sul, artigo 31° do regimento de 2023. A tese está dividida nas seguintes 

partes: 

 

Parte I 

        Abstract/Resumo 

        Introdução: introdução abordando os temas importantes para o entendimento 

dos trabalhos de pesquisa a serem apresentados na Parte II. 

        Objetivos: Objetivos gerais e específicos 

 

Parte II 

Artigos que estão divididos em três capítulos, sendo cada que capítulo contém 

um breve prefácio seguido do um artigo científico; 

 

Parte III 

Conclusão 

Referências 

 

Na seção “Anexos A” estão os artigos científicos publicados durante o período de 

doutoramento que têm conteúdo associado ao tema do projeto de doutorado. Na 

seção “Anexos B” está o artigo que não possui tema associado ao projeto de 

doutorado. 
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ABSTRACT 

Advancements in functional imaging have enabled the visualization of in vivo 

and non-invasive brain glucose metabolism through positron emission tomography 

(PET) imaging using the radiopharmaceutical 2-deoxy-2-[18F]fluoroglucose ([18F]FDG). 

Over the past few decades, [18F]FDG-PET has been pivotal in understanding brain 

function and diagnosing various pathologies, especially Alzheimer's Disease (AD). 

However, despite its widespread use, the interpretation of the cellular origin of 

[18F]FDG-PET signals remains controversial. For many years, the imaging signals from 

this exam have been attributed to neuronal [18F]FDG metabolism. However, multiple 

lines of evidence have pointed toward a significant involvement of other brain cell 

types, such as glial cell, in the cerebral glucose metabolism. 

This thesis aimed to evaluate: I) brain cell contributions to [18F]FDG-PET 

signals, with a particular focus on astrocytes, and  II) the role of [18F]FDG-PET imaging 

in the understanding of AD pathophysiology. In Article I, we provided evidence that 

pharmacological manipulation of the astrocyte glutamate transport in rats alters the 

brain [18F]FDG-PET signal, mimicking the hypometabolism seen in AD and other 

causes of dementia.  In Article II, we provided evidence that soluble amyloid-β 

oligomers (AβOs) induce [18F]FDG-PET abnormalities in mice, even in the absence of 

amyloid plaques. The presence of detectable metabolic changes using [18F]FDG-PET 

in the early stages of AD and in the absence of amyloid plaques has been confirmed 

in two additional transgenic models of AD and in non-demented amyloid-negative 

individuals on the AD continuum. These results challenge the notion that amyloid 

plaque deposition precedes brain glucose abnormalities as postulated by the most 

well-accepted biomarker-based models. In Article III, we conducted a longitudinal 

analysis of brain glucose metabolism via [18F]FDG-PET in the AD transgenic rat model 

(TgF344-AD) rats at four time points, starting before plaque deposition. In parallel, we 

evaluated these animals’ behavior, glial, neuronal, and inflammatory markers, as well 

as glutamate uptake at the same ages. Our findings suggest that this model exhibits 

early hypermetabolism in glucose metabolism, possibly related to astrocyte reactivity 

and increased glutamate uptake by these cells. 

All findings suggest astrocytes contribute to the [18F]FDG-PET signal, AβOs 

cause early glucose brain abnormalities, which seem to be related to astrocyte 

reactivity. Altogether, these results have important clinical implications for the 

interpretation of [18F]FDG-PET and, also highlight its potential as an early biomarker 

for AD.   
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RESUMO 

Avanços na imagem funcional permitiram a visualização do metabolismo da 

glicose cerebral in vivo e de forma não invasiva por meio da tomografia por emissão 

de pósitrons (PET) usando o radiofármaco 2-desoxi-2-[18F]fluoroglicose ([18F]FDG). 

Nas últimas décadas, o [18F]FDG-PET tem sido fundamental na compreensão da 

função cerebral e no diagnóstico de diversas patologias, especialmente a doença de 

Alzheimer (DA). No entanto, apesar do seu uso generalizado, a interpretação da 

origem celular dos sinais [18F]FDG-PET permanece controversa. Durante muitos 

anos, os sinais de imagem deste exame têm sido atribuídos ao metabolismo neuronal 

do [18F]FDG. No entanto, múltiplas linhas de evidência apontaram para um 

envolvimento significativo de outros tipos de células cerebrais, como as células gliais. 

Esta tese teve como objetivo avaliar: I) as contribuições das diferentes células 

cerebrais para o sinal de [18F]FDG-PET, com foco particular nos astrócitos, e II) o 

papel da imagem de [18F]FDG-PET na compreensão da fisiopatologia da DA. No 

Artigo I, fornecemos evidências de que a manipulação farmacológica do transporte 

de glutamato em astrócitos em ratos altera o sinal cerebral [18F]FDG-PET, 

mimetizando o hipometabolismo observado na DA e outras causas de demência. No 

Artigo II, identificamos que os oligômeros β-amiloide solúveis (AβOs) induzem 

anormalidades de cerebrais no sinal do [18F]FDG-PET em camundongos, mesmo na 

ausência de placas amiloides. A presença de alterações metabólicas detectáveis 

usando [18F]FDG-PET nos estágios iniciais da DA e na ausência de placas amiloides 

foi confirmada em dois modelos transgênicos de DA adicionais e em indivíduos não 

dementes negativos para amiloide no continuum da DA. Esses resultados desafiam a 

noção de que a deposição de placas amiloides precede as alterações da glicose 

cerebral, conforme postulado pelos modelos baseados em biomarcadores mais 

aceitos. No Artigo III, conduzimos uma análise longitudinal do metabolismo da glicose 

cerebral via [18F]FDG-PET em um modelo de rato transgênico da DA (TgF344-AD) em 

quatro idades, começando antes da deposição das placas. Paralelamente, avaliamos 

o comportamento, marcadores gliais, neuronais e inflamatórios, bem como a captação 

de glutamato nesses animais. Nossos achados sugerem que este modelo apresenta 

hipermetabolismo precoce no metabolismo da glicose, possivelmente relacionado à 

reatividade dos astrócitos e ao aumento da captação de glutamato por essas células. 

Nossos achados sugerem que os astrócitos contribuem para o sinal [18F] FDG-

PET e os AβOs causam anormalidades precoces no metabolismo de glicose cerebral, 

que parecem estar relacionadas à reatividade dos astrócitos. Em conjunto, estes 

resultados têm implicações clínicas importantes para a interpretação do [18F]FDG-PET 

e, também, destacam o seu potencial como um biomarcador precoce para a DA. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 O metabolismo cerebral de glicose 

Responsável por coordenar nossas funções cognitivas, sensoriais e motoras, o 

encéfalo humano é considerado um órgão altamente complexo e metabolicamente 

exigente, cujo funcionamento adequado depende substancialmente do metabolismo 

de glicose. Estima-se que, apesar de corresponder a apenas cerca de 2% da massa 

corpórea, o encéfalo consuma perto de um quinto (20%) da quantidade total de glicose 

presente no corpo. No encéfalo, fontes alternativas de combustível, como corpos 

cetônicos, ficam em segundo plano quando comparadas com a glicose (ERBSLOH; 

BERNSMEIER; HILLESHEIM, 1958). 

O encéfalo parece ter adaptado sua maquinaria metabólica para priorizar o uso 

de glicose e acredita-se que essa particular dependência do encéfalo pela glicose 

derive em parte da existência da barreira hematoencefálica (BBB) e de sua 

permeabilidade seletiva. A entrada de diversas moléculas (por exemplo, glutamato, 

aspartato, glicina, D-serina) no encéfalo é altamente restrita pela BBB, sendo assim, 

esses compostos devem ser sintetizados a partir da glicose dentro do cérebro. Além 

de essencial para a síntese de diversos neurotransmissores e neuromoduladores, no 

cérebro a glicose é utilizada para diversas funções críticas, como a produção de ATP, 

manutenção do estresse oxidativo e síntese de componentes estruturais 

(MERGENTHALER; LINDAUER; DIENEL; MEISEL, 2013). 

Outro ponto pelo qual o metabolismo cerebral se destaca, quando comparado 

aos órgãos periféricos, é por ser relativamente independente da insulina. Ao contrário 

de muitos outros tecidos, o cérebro, em geral, não requer a presença direta de insulina 

para a captação de glicose. As células cerebrais predominantemente expressam 

transportadores de glicose do tipo GLUT1 ou GLUT3, que apresentam alta afinidade 

pela glicose e não são sensíveis à insulina. Isso garante um suprimento constante de 

glicose, independentemente dos níveis de insulina circulante. Entretanto, pesquisas 

mais recentes indicaram que, mesmo sem atuar diretamente nos transportadores de 

glicose, a insulina pode influenciar funções cerebrais (KLEINRIDDERS; FERRIS; CAI; 

KAHN, 2014). 

Outra peculiaridade do metabolismo cerebral de glicose é a presença de um 

estoque de glicogênio específico para seu uso, localizado principalmente nos 

astrócitos. Esse estoque atua como uma reserva rápida de glicose em momentos de 
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escassez, como durante o jejum ou em situações de hipoglicemia (DURAN; GRUART; 

LOPEZ-RAMOS; DELGADO-GARCIA et al., 2019). 

No cérebro, o metabolismo da glicose é cuidadosamente regulado e 

intricadamente ligado a diferentes vias metabólicas. Por exemplo, para gerar 

adenosina trifosfato (ATP), a glicose passa pelo processo de metabolização que inclui 

a glicólise, e pode vir ou não a incluir o ciclo de Krebs e a fosforilação oxidativa, 

depende da região e estado de ativação cerebral e tipo celular.  

Evidências apontam que no cérebro em repouso e acordado, a maior parte da 

glicose é completamente oxidada a gás carbônico e água, e quase uma quantidade 

estequiométrica de oxigênio (ou seja, 6 moléculas oxigênio por molécula de glicose) 

é consumida. Dessa forma, nesse estado, a proporção entre o consumo de oxigênio 

e glicose é geralmente cerca de 5.5 a 5.8 moléculas oxigênio por molécula de glicose. 

Acredita-se que a proporção não seja exatamente 6 devido a reações biossintéticas 

ocorrendo no cérebro (MERGENTHALER; LINDAUER; DIENEL; MEISEL, 2013). 

No entanto, durante a ativação do cérebro, observou-se que a taxa de glicólise 

é preferencialmente aumentada, e a proporção de utilização de oxigênio/glicose 

diminui, apesar do aporte de oxigênio suficiente. Nesse contexto, ainda persistem 

consideráveis controvérsias em relação a quais células cerebrais mais intensamente 

utilizam a glicose e que são responsáveis, predominantemente, por essas diferentes 

vias metabólicas nos diferentes estados de ativação cerebral (ver seção 2.2 na Parte 

I dessa tese) (MERGENTHALER; LINDAUER; DIENEL; MEISEL, 2013). 

A compreensão integral do metabolismo de glicose, processo crucial para o 

funcionamento normal do cerebral, é indispensável para o entendimento, diagnóstico 

e tratamento de inúmeros distúrbios neurológicos que têm demonstrado apresentar 

modificações nesse metabolismo, tais como a doença de Alzheimer (DA), epilepsia e 

acidente vascular cerebral. Sendo assim, o desenvolvimento de diversas técnicas 

para estudar o metabolismo de glicose, tanto in vitro quanto in vivo, desempenha um 

papel fundamental nesse avanço científico e clínico, possibilitando uma compreensão 

mais profunda e precisa das complexas interações metabólicas que ocorrem no 

cérebro. Neste cenário, o desenvolvimento da tomografia por emissão de pósitrons foi 

um grande trunfo. 
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1.2 A tomografia por emissão de pósitrons 

A tomografia por emissão de pósitrons (PET), desenvolvida em 1974 (PHELPS; 

HOFFMAN; MULLANI; TER-POGOSSIAN, 1975), é uma técnica de imageamento 

nuclear que revolucionou a área de imagem médica. Com a PET tornou-se possível, 

de forma não invasiva, a visualização e a quantificação de funções e componentes 

moleculares em organismos biológicos vivos. Para isso, a PET faz uso dos chamados 

radiofármacos, moléculas de interesse biológico nas quais um átomo emissor de 

pósitrons foi inserido.  Estes átomos são produzidos em um acelerador de partículas, 

chamado cíclotron, e depois inseridos rapidamente na molécula de interesse. Após a 

administração do radiofármaco, este distribui-se no organismo e interage com 

componentes moleculares e processos fisiológicos/bioquímicos em curso, podendo, 

por exemplo, ser transportado, ligar-se a receptores ou ser metabolizado, entre outras 

possibilidades. Simultaneamente, o equipamento de PET é capaz de detectar, 

quantificar e mapear a localização espacial deste radiofármaco e, consequentemente, 

das moléculas e processos com os quais este interage (PORTNOW; 

VAILLANCOURT; OKUN, 2013). 

A detecção e o processamento da imagem pelo PET é possível graças a uma 

série de processos físicos e matemáticos (a Figura 1 apresenta um esquema 

ilustrativo).  Basicamente, quando o átomo radioativo emissor de pósitrons decai, um 

pósitron é emitido. O pósitron então percorre uma distância muito curta no tecido do 

organismo onde foi injetado e rapidamente encontra e colide com elétrons dos átomos 

compondo o tecido. Quando ocorre essa colisão entre pósitron e elétron, uma reação 

chamada aniquilação acontece e a massa das duas partículas é convertida em 

energia, resultando na emissão de fótons de alta energia (raios gama) com direção 

oposta (CHERRY; GAMBHIR, 2001).  

O PET, por sua vez, consiste em um conjunto de detectores dispostos ao redor 

do organismo a ser estudado e são projetados para converter esses fótons de alta 

energia em um sinal elétrico, que pode ser processado posteriormente por 

componentes eletrônicos. Durante uma varredura típica do PET, são detectados entre 

1 milhão e 1 bilhão desses eventos de decaimento. Esses eventos são corrigidos para 

levar em consideração diversos fatores e, em seguida, são reconstruídos em uma 

imagem tomográfica utilizando algoritmos matemáticos (CHERRY; DAHLBOM, 2006). 
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O resultado desse processo de reconstrução é um volume de imagem 

tridimensional, onde a intensidade do sinal em cada voxel específico é proporcional à 

quantidade de radionuclídeo presente nesse voxel (e, portanto, à quantidade da 

molécula marcada à qual ele está ligado). Desse modo, as imagens obtidas por PET 

permitem mapear de forma quantitativa a distribuição espacial de radiofármacos em 

um organismo vivo. Ao realizar uma sequência de imagens ao longo do tempo, é 

possível medir a concentração do radiofármaco nos tecidos em função do tempo e, 

com o uso de um modelo matemático apropriado, determinar a taxa de processos 

biológicos específicos (CHERRY; DAHLBOM, 2006). 

 

 

1.3  A 2-desoxi-2-[18F]fluoroglicose 

 Dentre os radiofármacos emissores de pósitrons desenvolvidos até hoje, a 2-

desoxi-2-[18F]fluoroglicose ([18F]FDG) destaca-se como o mais conhecido, sendo 

considerada, por vezes, como o "radiotraçador do século" (WAGNER, 2008). 

Inspirado pelas pesquisas pioneiras de Sokoloff e colaboradores com a 2-desoxi-2-

Figura 1. Física básica da tomografia por emissão de pósitrons. Um composto marcado com um radionuclídeo 
emissor de pósitrons é introduzido no corpo, geralmente por meio de injeção intravenosa. Quando um dos átomos do 
radionuclídeo decai, um pósitron é emitido. O pósitron percorre uma distância muito curta no tecido (tipicamente cerca 
de 10 mm) e aniquila-se com um elétron no tecido. A massa das duas partículas é convertida em energia, que é 
emitida na forma de dois raios gama de 511 keV, opostos um ao outro. O aparelho tómografo por emissão de pósitrons 
consiste em um anel, ou vários anéis, de detectores de raios gama que registram a detecção simultânea dos raios 
gama e sua localização, definindo assim a linha ao longo da qual ocorreu a emissão de pósitrons. Ao coletar um 
grande número de eventos de pares de raios gama e utilizar métodos de tomografia computadorizada, imagens 
refletindo a concentração do radionuclídeo emissor de pósitrons são geradas. Fonte: (CHERRY; GAMBHIR, 2001; 
LEE; CHO; RYU, 2021) 
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[14C]-glicose ([14C]2DG) (KENNEDY; DES ROSIERS; JEHLE; REIVICH et al., 1975), 

o [18F]FDG foi sintetizado pela primeira vez em 1976 (IDO; WAN; CASELLA; FOWLER 

et al., 1978).  Inicialmente, este radiofármaco foi concebido com o intuito de avaliar a 

atividade cerebral (em razão do grande uso de glicose por esse tecido) (FOWLER; 

IDO, 2002), mas posteriormente revelou-se também uma ferramenta inestimável na 

detecção do câncer, em virtude do efeito Warburg observado nas células 

cancerígenas (KELLOFF; HOFFMAN; JOHNSON; SCHER et al., 2005; SOM; 

ATKINS; BANDOYPADHYAY; FOWLER et al., 1980).  

A notável relevância do [18F]FDG no diagnóstico de tumores impulsionou sua 

disseminação global, bem como da própria PET. Atualmente, o [18F]FDG é o 

radiofármaco emissor de pósitrons mais utilizado, encontrando-se em uso clínico em 

quase todas cidades de médio e grande porte ao redor do mundo. A ampla 

disponibilidade desse radiofármaco, em comparação com outros radiofármacos para 

avaliação cerebral, torna seu uso em escala global viável nas neurociências e 

estabelece uma grande relevância para a interpretação correta dos seus resultados. 

No Brasil, por exemplo, o [18F]FDG foi o primeiro do radiofármaco emissor de pósitrons 

aprovado para fins de diagnóstico clínico. 

O [18F]FDG é uma molécula análoga a glicose, modificada com a adição de um 

radioisótopo Fluor-18 em substituição a um grupo hidroxila na posição C-2 (Figura 

2a). Quando administrado em organismos vivos, o [18F]FDG se comporta exatamente 

como uma molécula de glicose, apresentando distribuição no organismo e transporte 

celular equivalentes, bem como, recebendo um fosfato pela ação da enzima 

hexoquinase ao entrar nas células. Assim como no caso da glicose-6-fosfato, a 

fosforilação do [18F]FDG em [18F]FDG-6-fosfato impede a liberação dessa molécula 

da célula (SUOLINNA; HAAPARANTA; PAUL; HARKONEN et al., 1986). No entanto, 

diferentemente da glicose-6-fosfato, a molécula de [18F]FDG-6-fosfato não pode 

seguir as vias metabólicas e permanece retida na célula até que o radioisótopo Fluor-

18 decaia para Oxigênio-18, permitindo então sua entrada nas rotas metabólicas 

(REIVICH; KUHL; WOLF; GREENBERG et al., 1979) (Figura 2b-c). 

Dessa forma, o [18F]FDG entra nas células como se fosse uma molécula de 

glicose e se acumula. Consequentemente, células que consomem mais glicose terão 

um maior acúmulo de [18F]FDG, enquanto células com metabolismo mais lento 

acumularão menos. A concentração intracelular de [18F]FDG é, portanto, um indicativo 
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da taxa de captação de glicose pelas células, e a quantificação do [18F]FDG em um 

tecido ao longo de um período de tempo específico, combinada com outros fatores, 

permite calcular a taxa de absorção de glicose pelo tecido (WIENHARD, 2002).  

 

O uso deste radiofármaco para avaliação da taxa metabólica de glicose 

cerebral foi validado em 1979 (PHELPS; HUANG; HOFFMAN; SELIN et al., 1979) e 

é, até hoje, empregado para identificar regiões cerebrais mais ou menos ativas em 

situações fisiológicas e em resposta a diferentes estímulos, danos ou patologias. O 

[18F]FDG-PET pode ser aplicado para realizar estudos fisiológicos de memória, 

cognição, entre outros (GREENBERG; REIVICH; ALAVI; HAND et al., 1981), bem 

como, para detectar e diagnosticar vários tipos de tumores e outras doenças 

cerebrais. 

De fato, nos últimos anos, o [18F]FDG-PET tornou-se uma das ferramentas mais 

importantes na investigação do encéfalo, com aplicações em pesquisa, diagnóstico e 

monitoramento de vários distúrbios cerebrais e condições neuropsiquiátricas, como 

demência (SMAILAGIC; VACANTE; HYDE; MARTIN et al., 2015), epilepsia 

(SARIKAYA, 2015), doença de Huntington (FEIGIN; LEENDERS; MOELLER; 

MISSIMER et al., 2001), doença de Parkinson (POSTON; EIDELBERG, 2010), trauma 

cranioencefálico (ALAVI, 1989), esclerose múltipla (BLINKENBERG; JENSEN; 

HOLM; PAULSON et al., 1999), lesões isquêmicas (HEISS; KESSLER; KARBE; FINK 

et al., 1993), esquizofrenia (SEETHALAKSHMI; PARKAR; NAIR; ADARKAR et al., 

2006), transtorno bipolar (ALTAMURA; BERTOLDO; MAROTTA; PAOLI et al., 2013), 

Figura 2. A molécula de [18F]FDG. a) Comparação das moléculas de glicose e [18F]FDG. b) Equação de decaimento 
do Fluor-18. c) Decaimento do Fluor-18 na molécula de [18F]FDG resultando em uma molécula de [18O]glicose. 
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depressão (SU; CAI; XU; DUTT et al., 2014), transtorno de déficit de atenção com 

hiperatividade (ZAMETKIN; NORDAHL; GROSS; KING et al., 1990), entre outros. 

Por exemplo, no caso das demências, o [18F]FDG-PET desponta como uma 

importante ferramenta de diagnóstico e já tem sido adotado em larga escala na prática 

clínica. Os estudos com [18F]FDG-PET não apenas fornecem evidências do processo 

patológico que se manifesta no cérebro, mas também possibilitam o diagnóstico 

diferencial dos diversos tipos de demência. Isto é possível porque essas patologias, 

apesar de exibirem uma manifestação cognitiva semelhante, apresentam distintos 

padrões regionais de alteração no metabolismo de glicose (BROWN; BOHNEN; 

WONG; MINOSHIMA et al., 2014). A Figura 3 exibe os variados padrões de 

hipometabolismo regional encontrados nas diferentes demências com uso do 

[18F]FDG-PET, contribuindo para o seu diagnóstico diferencial. 

 

Figura 3. Padrões de mudança no metabolismo da glicose indexados por [18F]FDG-PET em diferentes demências. 
Mapas de Z-score codificados em escala de cores demonstrando o padrão clássico de alteração no metabolismo de glicose 
cerebral exibido por diversos tipos de dêmencia. Vistas lateral e medial dos hemisférios direito (R) e esquerdo (L) são 
mostradas. Doença de Alzheimer (DA); Demência com corpos de Lewy (DCB); Variante comportamental da demência 
frontotemporal (bvFTD); Afasia progressiva primária variante semântica (svPPA); Afasia progressiva primária variante não 
fluente (nfvPPA); Afasia progressiva primária variante logopênica (lvPPA); Paralisia supranuclear progressiva (PSP); Atrofia 
de múltiplos sistemas, tipo cerebelar (MSA-C); Demências mistas: DA+Demência Vascular (VaD); AD+PSP, DA+hidrocefalia 
de pressão normal (NPH). Fonte: (MINOSHIMA; MOSCI; CROSS; THIENTUNYAKIT, 2021) 



16 
 

 
 

No que diz respeito à interpretação dessa técnica a nível celular no encéfalo, 

presume-se que os sinais do [18F]FDG-PET reflitam diretamente o uso de glicose 

pelos neurônios (SOKOLOFF; REIVICH; KENNEDY; DES ROSIERS et al., 1977). 

Está interpretação se deve ao fato de que por muitos anos os neurônios têm sido 

amplamente considerados como os principais consumidores de energia no cérebro. 

Portanto, tomando novamente as demências como exemplo, o hipometabolismo de 

[18F]FDG observado em determinadas regiões cerebrais nesse pacientes é 

frequentemente interpretado como um indicativo de disfunção ou morte neuronal 

(MORBELLI; GARIBOTTO; VAN DE GIESSEN; ARBIZU et al., 2015).  

A participação de outras células cerebrais para o sinal do [18F]FDG-PET ainda 

é amplamente negligenciada. Um importante dilema, uma vez que, nos últimos 30 

anos, a neurociência acumulou um grande número de fortes evidências corroborando 

uma importante contribuição de outros tipos celulares, como os astrócitos (PELLERIN; 

MAGISTRETTI, 2012), no metabolismo cerebral de glicose. O possível envolvimento 

e as implicações da contribuição dos astrócitos na captação de glicose para o exame 

de [18F]FDG-PET e técnicas similares, como a autorradiografia com 2-desoxi-D-

glicose, têm sido apontadas desde o início dos anos 90 (MAGISTRETTI; PELLERIN, 

1996; PELLERIN; MAGISTRETTI, 1994). No entanto, foram necessários mais de 20 

anos para que essa teoria fosse finalmente colocada à prova na prática com o uso da 

técnica de [18F]FDG-PET. 

Em 2017 surgiram as primeiras evidências in vivo da contribuição dos astrócitos 

no sinal do [18F]FDG-PET. Zimmer e colegas (ZIMMER; PARENT; SOUZA; LEUZY et 

al., 2017) utilizaram ceftriaxona para estimular o transporte de glutamato nos 

astrócitos e observaram o efeito no metabolismo cerebral de glicose em roedores com 

uso do [18F]FDG-microPET. A administração de ceftriaxona resultou em um claro 

aumento no sinal de [18F]FDG (Figura 4). Além disso, uma abordagem in vitro 

utilizando culturas de astrócitos adultos tratados com ceftriaxona foi também 

empregada. Na captação de [3H]2DG nas culturas de astrócitos observou-se que a 

ceftriaxona também causou um aumento na captação desse análogo de glicose, 

resultado semelhante ao visto in vivo com o [18F]FDG-microPET. Simultaneamente, 

também se observou o aumento no transporte de glutamato nessas culturas.  

Mais recentemente, dois estudos em pacientes com DA encontraram uma 

associação entre a reatividade astrocitária, verificada por meio de [11C]deutério-L-
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deprenil-PET ou níveis plasmáticos da proteína ácida fibrilar glial (GFAP), e o 

metabolismo da glicose, via [18F]FDG-PET (CARTER; CHIOTIS; NORDBERG; 

RODRIGUEZ-VIEITEZ, 2019; SALVADO; MILA-ALOMA; SHEKARI; ASHTON et al., 

2022). 

Em resumo, estes trabalhos apresentaram as primeiras evidências in vivo da 

contribuição dos astrócitos no sinal do [18F]FDG-PET. Desde então, outras pesquisas 

têm sido realizadas para investigar a possível contribuição de outros tipos celulares 

cerebrais neste exame. Por exemplo, mais recentemente, Brendel e colegas 

observaram evidências de que as células microgliais também podem estar 

contribuindo para o sinal do [18F]FDG-PET (XIANG; WIND; WIEDEMANN; BLUME et 

al., 2021) e sugerem que está participação pode ser particularmente aumentada em 

patologias que apresentam um forte componente inflamatório, como a DA.  

Figura 4. Efeitos do tratamento com ceftriaxona e da estImulação da captação de glutamato astrocitária nos 
resultados do [18F]FDG-PET. Mapas cerebrais médios de [18F]FDG-PET SUV antes (baseline) e após a administração 
de ceftriaxona (ceftriaxone) (a). Mapa estatístico T apresentando as regiões cerebrais onde houve diferença significativa 
no [18F]FDG-PET entre os grupos baseline e ceftriaxona (b). Gráfico apresentando o percentual de mudança no [18F]FDG-
PET SUV médio regional entre os grupos baseline e ceftriaxona em diferentes regiões cerebrais (c). Gráfico apresentando 
os resultados da captação de 2-desoxi-D-glicose em culturas astrocitárias controle, que receberam tratamento com 
ceftriaxona e/ou dihidrocainato (DHK, inibidor da captação de glutamato astrocitária) (d). Gráfico apresentando os 
resultados da captação de D-aspartato (index da captação de glutamato) em culturas astrocitárias controle ou que 
receberam tratamento com ceftriaxona (e). Gráfico apresentando a concentração de glutamato no meio de cultura das dos 
astrócitos controle ou que receberam tratamento com ceftriaxona (f). Valor de captação padronizado (SUV). 
Fonte:(ZIMMER; PARENT; SOUZA; LEUZY et al., 2017) 
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Ainda não há um consenso sobre a origem celular do sinal cerebral do 

[18F]FDG-PET. Há, sem dúvidas, importantes evidências corroborando a hipótese de 

que os células astrocitárias, e mais recentemente, células microgliais, desempenham 

um papel importante na captação e metabolismo da glicose (CARTER; CHIOTIS; 

NORDBERG; RODRIGUEZ-VIEITEZ, 2019; MAGISTRETTI; ALLAMAN, 2015; 

NEHLIG; COLES, 2007; PELLERIN; MAGISTRETTI, 2012; XIANG; WIND; 

WIEDEMANN; BLUME et al., 2021; ZIMMER; PARENT; SOUZA; LEUZY et al., 2017). 

No entanto, existem também fortes argumentos corroborando a hipótese de que 

contribuição das células gliais é mínima e que a maior parte da captação e 

metabolismo de glicose ocorre em neurônios (DIENEL, 2013; 2017; 2019; HERTZ, 

2004; TANG, 2018). 

Por enquanto, a interpretação mais aceita ainda é a de que o metabolismo de 

glicose no cérebro e, consequentemente, o sinal do [18F]FDG-PET, são principalmente 

derivados da atividade sináptica neuronal, com envolvimento mínimo das células gliais 

(MOSCONI, 2013). Ao mesmo tempo, por participarem da sinapse tripartida, os 

astrócitos parecem estar sendo gradualmente inseridos na interpretação sináptica do 

metabolismo de glicose cerebral (STOESSL, 2017). Permanece em debate se uma 

disfunção de origem astrocitária ou de outras células gliais poderia influenciar esse 

processo.  

 

1.4 O sistema glutamatérgico 

O sistema glutamatérgico é uma intrincada rede de neurônios que utiliza o  

aminoácido glutamato como principal neurotransmissor. O glutamato é considerado o 

principal neurotransmissor excitatório no sistema nervoso central (SNC) de 

vertebrados (ORREGO; VILLANUEVA, 1993; PLATT, 2007). Sua importância na 

sinalização cerebral é tão extensa que frequentemente o encéfalo é referido como 

uma máquina Glutamato/GABA (SANACORA; TRECCANI; POPOLI, 2012) sendo o 

GABA o principal neurotransmissor inibitório. Além de ser responsável por grande 

parte da neurotransmissão excitatória, o glutamato também parece ser o principal 

mediador de informações sensoriais, cognitivas, motoras e emocionais (BLISS; 

COLLINGRIDGE, 1993; DINGLEDINE; BORGES; BOWIE; TRAYNELIS, 1999; 

OZAWA; KAMIYA; TSUZUKI, 1998). Estima-se que cerca de 70-80% das sinapses do 
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encéfalo em mamíferos sejam glutamatérgicas (FAIRMAN; AMARA, 1999; WATKINS; 

EVANS, 1981). 

Essencialmente, o glutamato é sintetizado a partir de um esqueleto de carbono, 

derivado direta ou indiretamente, da molécula de glicose em conjunto com doadores 

do grupo amino, como outros aminoácidos, amônia ou nucleotídeos. Uma das 

principais fontes de glutamato no encéfalo parece ser a glutamina, que é convertida 

em glutamato pela ação da glutaminase ativada por fosfato (BAK; SCHOUSBOE; 

WAAGEPETERSEN, 2006). O glutamato produzido é então armazenado em 

vesículas sinápticas por meio dos transportadores vesiculares de glutamato (vGLUTs) 

e pode ser liberado dos terminais pré-sinápticos através de um mecanismo 

dependente de cálcio (ANDERSON; SWANSON, 2000; BIRNBAUMER; CAMPBELL; 

CATTERALL; HARPOLD et al., 1994). 

Após ser liberado na fenda sináptica, o glutamato é capaz de se ligar a 

receptores pré- e pós-sinápticos ou ser captado pelos transportadores de glutamato 

presentes em células gliais ou neuronais. O glutamato exerce sua ação basicamente 

em duas classes de receptores: ionotrópicos (canais iônicos) e metabotrópicos 

(acoplados à proteína G). A classe de receptores ionotrópicos, por sua vez, é dividida 

em três tipos: receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), receptores alfa-amino-3-

hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionato (AMPA) e receptores de cainato. Os oito 

receptores metabotrópicos identificados também são subdivididos em três tipos, com 

base na homologia de suas sequências, no segundo mensageiro e na farmacologia 

(KEW; KEMP, 2005). 

Um importante ponto do sistema glutamatérgico a ser mencionado, é o de que 

as concentrações de glutamato no espaço extracelular são baixas e rigorosamente 

controladas. Até o momento, não foram identificadas enzimas capazes de realizar a 

degradação do glutamato extracelular. Portanto, um fenômeno de extrema 

importância no sistema glutamatérgico é a recaptação do glutamato liberado na fenda 

sináptica pelos astrócitos. Desequilíbrios nesse sistema regulatório podem ter efeitos 

prejudiciais, induzindo hiperexcitabilidade e excitotoxicidade em neurônios pós-

sinápticos (CHOI, 1994; DOBLE, 1999), ou interferindo na sinalização glutamatérgica 

ao alterar a relação sinal-ruído necessária para uma sinalização específica. Outro 

ponto relevante na captação de glutamato é a economia, uma vez que o glutamato 
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coletado é, em sua maior parte, reciclado através do ciclo glutamina-glutamato 

(DANBOLT; FURNESS; ZHOU, 2016). 

A captação de glutamato é realizada pelos transportadores de aminoácidos 

excitatórios (EAATs). Esse processo constitui uma importante fonte de gasto de 

energia cerebral, pois está acoplado ao transporte de íons (H+, Na+ e K+) e à 

manutenção de um gradiente eletroquímico (SILVER; ERECINSKA, 1997). Até o 

momento, foram identificados cinco tipos distintos de EAATs em mamíferos: GLAST 

(Transportador de Glutamato-Aspartato, também conhecido como EAAT1), GLT-1 

(transportador de glutamato 1, também conhecido como EAAT2), EAAC1 

(transportador de aminoácidos excitatórios 1, também conhecido como EAAT3), 

EAAT4 (transportador de aminoácidos excitatórios 4) e EAAT5 (transportador de 

aminoácidos excitatórios 5) (TANAKA, 2000). 

Os cinco tipos de transportadores de glutamato são expressos de maneira 

diferencial em regiões distintas do encéfalo e tipos de células. Em relação à expressão 

celular dos transportadores, o GLT-1 é encontrado quase exclusivamente em 

astrócitos - com expressão neuronal rara em regiões específicas, como nas células 

piramidais da região CA3 do hipocampo; o GLAST está presente apenas em 

astrócitos; e o EAAC1, EAAT4 e EAAT5 são encontrados apenas em células 

neuronais, sendo que o EAAC1 é expresso apenas em soma e dendritos, mas não 

em axônios (DANBOLT; FURNESS; ZHOU, 2016). 

Em termos da distribuição regional no SNC, o transportador EAAT5 é 

encontrado exclusivamente em células da retina (fotorreceptores e neurônios 

bipolares), enquanto o EAAT4 é expresso predominantemente no cerebelo (nas 

células de Purkinje), embora também esteja presente em alguns neurônios do 

prosencéfalo. Por outro lado, o EAAT3 é mais disperso, sendo encontrado na maioria 

dos neurônios no SNC (ZHOU; DANBOLT, 2013). Quanto aos transportadores 

astrocitarios, o GLT-1 é encontrado em todo o cérebro, mas é significativamente mais 

abundante no córtex, hipocampo e estriado. Enquanto isso, o GLAST é o principal 

transportador no cerebelo, ouvido interno, retina, entre outras regiões. 

No cerebelo, onde está mais concentrado, a expressão de GLAST é 

aproximadamente seis vezes maior do que a de GLT-1. Em contraste, no hipocampo, 

o GLT-1 é cerca de quatro vezes mais abundante do que GLAST (DANBOLT, 2001; 
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LEHRE; LEVY; OTTERSEN; STORM-MATHISEN et al., 1995; VANDENBERG; 

RYAN, 2013; ZHOU; DANBOLT, 2013) (Figura 5). 

Além de ser o transportador de glutamato mais abundante no encéfalo - 

representando 1% da proteína total cerebral - o GLT-1 é, de longe, o mais importante 

na captação de glutamato, sendo responsável por mais de 90% da captação desse 

neurotransmissor no encéfalo (HOLMSETH; SCOTT; REAL; LEHRE et al., 2009).  

 

 

1.4.1 Moduladores do transporte de glutamato astrocitário 

Como mencionado, a captação de glutamato é uma função crucial na 

homeostase cerebral e é, majoritariamente, realizada por astrócitos, principalmente 

através do transportador GLT-1, mas também via GLAST. Ao longo dos anos, foram 

encontradas algumas moléculas capazes de alterar a expressão e função desses 

transportadores. Em termos de modulares positivos, uma revisão recente realizada 

por Fontana e colegas classifica as moléculas moduladoras positivas em três 

categorias: proteínas, moléculas endógenas e moléculas sintéticas/exógenas 

(FONTANA, 2015).  

Figura 5. Distribuição encefálica dos transportadores de glutamato GLT-1 e GLAST em ratos. Imagens 
representativas e quantificação do Western Blot dos transportadores GLT-1 (a) e GLAST (b) em diferentes regiões do 
encéfalo de ratos. Regiões: P, ponte; T, tálamo/hipotálamo; H, hipocampo; X, córtex; S, estriado; C, cerebelo; B, bulbo 
olfatório. Imagens representativas de imunostoquimica dos transportadores GLT-1 (c) e GLAST (d) em fatias sagitais 
do encéfalo de ratos. Regiões: Pi, córtex piriforme; S, estriado; Tu, tubérculo olfatório; Cx, córtex; St, estria terminal; 
Th, tálamo; So, núcleo supra óptico; H, hipocampo; Sn, substantia nigra; Ci and Cs, colículo inferior e superior; Cbm, 
camada molecular cerebelar. Fonte: (LEHRE; LEVY; OTTERSEN; STORM-MATHISEN et al., 1995) 
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Na primeira categoria, encontramos um grupo de quinases, as quinases 

específicas de serina-treonina Akt (proteína quinase B), mTOR (proteína alvo da 

rapamicina em mamíferos) e GSK3β (Glicogênio Sintase Quinase 3β), e a quinase de 

tirosina JAK2 (Janus quinase 2). Todas mostraram efeitos potencializadores na 

expressão de GLT-1 (FONTANA, 2015).  

Dentre as moléculas endógenas, encontramos hormônios, segundos 

mensageiros, metabólitos e um neurotransmissor: guanosina, fator de crescimento 

epidérmico (EGF), dBcAMP (dibutiril-adenosina 3',5'-monofosfato cíclico), 

corticosterona, retinol, estradiol e histamina. O dibutiril-cAMP é um análogo de AMP 

cíclico (cAMP) que ativa quinases dependentes de cAMP e é amplamente utilizado 

em culturas primárias de astrócitos neonatais para elevar a expressão de GLT-1 

(FONTANA, 2015). 

Por fim, alguns medicamentos e moléculas exógenas foram identificados como 

estimuladores do transporte de glutamato: o medicamento Riluzole, a toxina de 

aranhas Parawixin1, o corticosteroide Dexametasona, o anticonvulsivante Ácido 

valproico, os antibióticos Minociclina, Sulbactam e Ceftriaxona, entre outros. Dentro 

desse grupo, é importante mencionar a Ceftriaxona, cujo efeito específico sobre GLT-

1 foi descrito pela primeira vez em 2005 (ROTHSTEIN; PATEL; REGAN; HAENGGELI 

et al., 2005). Devido à sua especificidade cerebral, efeito significativo e fácil 

administração, a Ceftriaxona foi utilizada por Zimmer e colegas (ZIMMER; PARENT; 

SOUZA; LEUZY et al., 2017) para testar os efeitos do transporte de glutamato 

astrocitário nos resultados do [18F]FDG-PET. 

A excitotoxicidade, causada pelo acúmulo excessivo de glutamato no espaço 

extracelular, é uma característica comum em diversos distúrbios neurológicos. 

Portanto, as moléculas mencionadas anteriormente e seus efeitos no transporte de 

glutamato são de extrema relevância, apresentando um potencial promissor na 

prevenção e tratamento dessas doenças. Muitas delas já demonstraram efeitos 

neuroprotetores em diversos estudos. Vale ressaltar que, entre essas moléculas, o 

medicamento Riluzol é o único até o momento aprovado para uso clínico (FONTANA, 

2015). 

Por outro lado, também foram descritos na literatura alguns inibidores do 

transporte de glutamato. Até o momento, não foram encontradas aplicações 

terapêuticas para essas moléculas, porém elas são de grande interesse para 
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abordagens experimentais que visam investigar a influência do sistema 

glutamatérgico em diversas funções cerebrais e distúrbios. 

A lista de moduladores negativos do transporte de glutamato é relativamente 

pequena, representando menos da metade dos membros em comparação com a lista 

de moduladores positivos. Até o momento, foram identificados os seguintes 

compostos: Clozapina, Dihidrocainato (DHK), DL-TBOA (ácido dl-treo-β-

benziloxiaspartato), β-THA (ácido dl-treo-β-hidroxiaspartato), L-β-TBOA (L-β-benzil-

aspartato), PDC (L-trans-pirrolidina-2,4-dicarboxilato) e WAY-855 (3-amino-triciclo-

heptano-1,3-dicarboxilato) (SONI; REDDY; KUMAR, 2014). 

O DHK é um inibidor específico e competitivo do transportador GLT-1, sendo 

utilizado em pesquisas há décadas. Além de inibir a captação de glutamato, o DHK 

também apresenta efeitos nos receptores ionotrópicos de glutamato. No entanto, é 

importante ressaltar que a permeabilidade do DHK na barreira hematoencefálica 

(BBB) é muito baixa. Embora o DHK seja capaz de atravessar a BBB, as 

concentrações no cérebro são baixas após a administração sistêmica (GYNTHER; 

PETSALO; HANSEN; BUNCH et al., 2015). Por esse motivo, em muitos estudos que 

utilizam o DHK, a administração por infusão intracerebroventricular é a rota escolhida 

para sua administração. 

O β-THA e o PDC são bloqueadores de amplo espectro dos transportadores 

EAATs, com afinidade igual para GLT‐1, GLAST e EAAT3. O PDC também apresenta 

efeitos depressores na transmissão sináptica excitatória (MAKI; ROBINSON; 

DICHTER, 1994). Já o L-β-TBOA é seletivo para EAAT3 (ESSLINGER; AGARWAL; 

GERDES; WILSON et al., 2005).  DL-TBOA e WAY‐855 também são bloqueadores 

de amplo espectro dos EAATs, com efeitos em GLT‐1, GLAST e EAAT3, mas 

apresentam maior afinidade por GLT‐1 (SHIMAMOTO; LEBRUN; YASUDA-

KAMATANI; SAKAITANI et al., 1998), (DUNLOP; ELIASOF; STACK; MCILVAIN et al., 

2003). No entanto, WAY‐855 é uma molécula bastante recente e, portanto ainda não 

foi amplamente caracterizada e utilizada em pesquisas. 

Por fim, a clozapina é um medicamento antipsicótico atípico e o seu mecanismo 

de ação ainda não foi completamente elucidado, mas já se observou que essa 

molécula  apresenta baixa afinidade pelos receptores de dopamina D1 , D2 e D4, 

pelos subtipos 2A, 2C, 6 e 7 dos receptores de serotonina (5-HT), pelos receptores 

histamínicos H1 e pelos receptores muscarínicos de acetilcolina (NAHEED; GREEN, 
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2001). Além disso, identificou-se que a clozapina é capaz de reduzir em até 60% a 

densidade e função de GLT-1 no córtex de ratos (MELONE; VITELLARO-

ZUCCARELLO; VALLEJO-ILLARRAMENDI; PEREZ-SAMARTIN et al., 2001). 

Estudos subsequentes demostraram que GLAST e EAAT3 não foram afetados pela 

clozapina, sugerindo que sua ação é mais específica em relação ao GLT-1 (MELONE; 

BRAGINA; CONTI, 2003). Além disso, o efeito da clozapina na densidade do GLT-1 e 

na captação de glutamato é replicado em culturas astrocitárias, sugerindo que essas 

células estão diretamente envolvidas nesse fenômeno (VALLEJO-ILLARRAMENDI; 

TORRES-RAMOS; MELONE; CONTI et al., 2005). A Figura 6 apresenta os principais 

resultados desses trabalhos investigando o efeito da clozapina nos transportadores e 

no transporte astrocitário de glutamato. 

Figura 6. Efeitos da administração de clozapina nos níveis de GLT-1 e no transporte de glutamato. Imagens 
representativas de imunohistoquimica do transportador GLT-1 em fatias parasagitais do encéfalo de ratos tratados com 
clozapina por 1 semana (1w), 3 semanas (3w), 6 semanas (6w), 9 semanas (9w) e 12 semanas (12w) (a). Imagens 
representativas e quantificação do Western Blot do transportador GLT-1 no encéfalo de ratos tratados com clozapina por 9 
semanas. Regiões: aCx, córtex anterior; pCx, córtex posterior (b).  Imagens representativas e quantificação do Western Blot 
dos transportador GLT-1, GLAST e EAAC-1 na região cortical encefálica de ratos tratados com clozapina por 9 semanas (c). 
Imagens representativas de campo claro e imunofluorescência dos transportadores GLT-1 e GLAST, e do marcador astrocitario 
GFAP, em culturas de astrócitos tratadas com 30 mM de clozapina (d). Imagens representativas e quantificação do Western 
Blot dos transportadores GLT-1 e GLAST em culturas de astrócitos tratadas com 30 mM de clozapina (e). Resultados do ensaio 
de captação de [3H]-glutamato (dependente de Na+) em culturas de astrócitos tratadas com 5, 10, 30 ou 50 mM de clozapina 
(f). Fonte: (MELONE; VITELLARO-ZUCCARELLO; VALLEJO-ILLARRAMENDI; PEREZ-SAMARTIN et al., 2001) (MELONE; 
BRAGINA; CONTI, 2003) (VALLEJO-ILLARRAMENDI; TORRES-RAMOS; MELONE; CONTI et al., 2005) 
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1.5 Astrócitos e a lançadeira de lactato 

Os astrócitos são células gliais abundantes no cérebro e participam de diversas 

atividades importantes para a manutenção adequada da função cerebral. Essas 

células gliais participam na formação da barreira hematoencefálica (BBB) e da matriz 

extracelular, na regulação da homeostase iônica e química no ambiente extracelular, 

além de contribuírem para o desenvolvimento neuronal e para a plasticidade sináptica 

(MARKIEWICZ; LUKOMSKA, 2006; MONTGOMERY, 1994). A importância dos 

astrócitos no funcionamento cerebral tem sido cada vez mais reconhecida, à medida 

que novas interações e funções dessas células são descobertas a cada ano.  

Na década de 1990, Pellerin e Magistretti foram responsáveis por propor uma 

nova contribuição astrocitária: o envolvimento dessas células no metabolismo de 

glicose cerebral. Pellerin e Magistretti observaram em culturas primárias de astrócitos 

que a presença do neurotransmissor glutamato estimula significativamente a captação 

de glicose e a liberação de lactato (PELLERIN; MAGISTRETTI, 1994) por estas 

células. Nesse trabalho seminal, eles identificaram que o glutamato estimula a 

glicólise aeróbica nos astrócitos e sugeriram que o lactato liberado é captado pelos 

neurônios, onde será utilizado pelas vias oxidativas para gerar energia ou em vias de 

biossíntese. É importante ressaltar que o efeito do glutamato nos astrócitos não foi 

inibido pelos antagonistas dos receptores de glutamato, mas sim por inibidores 

específicos dos transportadores de glutamato ou da Na+,K(+)-ATPase. Indicando que 

o gatilho para o aumento da captação de glicose não é mediado pela ligação do 

glutamato a receptores, mas sim pelo transporte de glutamato e que seu efeito 

depende da Na+,K(+)-ATPase. No ano seguinte, o efeito do glutamato na captação de 

glicose astrocitária foi replicado por outro importante grupo de pesquisa, que também 

avaliou a influência de variantes do gradiente eletroquímico no processo, observando 

novamente um papel importante para a Na+,K(+)-ATPase e os canais de Na+ 

(TAKAHASHI; DRISCOLL; LAW; SOKOLOFF, 1995).  

A teoria baseada inicialmente nesses resultados é hoje chamada de 

"Lançadeira de Lactato Astrócito-Neurônio" (ANLS) (PELLERIN; PELLEGRI; BITTAR; 

CHARNAY et al., 1998), um esquema simplificado da ANLS pode ser encontrado na 

Figura 7. Nos últimos 29 anos, a existência da ANLS foi corroborada por novas 

evidências (BARROS; SAN MARTIN; RUMINOT; SANDOVAL et al., 2020) além dos 

trabalhos iniciais de Pellerin, Magistretti, Takahashi e colegas.  
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Por exemplo, um trabalho mais recente, utilizando sensores de glicose 

baseados na Transferência de Energia por Ressonância de Forster (FRET), também 

observou que o glutamato age estimulando o aumento da captação de glicose e 

glicólise pelos astrócitos. Além disso, nesse trabalho verificou-se que o  K+, assim 

como o glutamato liberado junto no disparo neuronal, também exerce o mesmo 

estimulo nos astrócitos. No entanto, o estimulo gerado K+ é rápido e transitório, 

enquanto o estimulo gerado pelo glutamato tem um início mais tardio, porém mais 

duradouro (BITTNER; VALDEBENITO; RUMINOT; LOAIZA et al., 2011). 

O papel do transporte de glutamato como um gatilho para a captação de glicose 

em astrócitos também foi observado in vivo. Por exemplo, estudos que analisaram o 

metabolismo da [14C]-2-desoxiglicose ([14C]2DG) em camundongos com 

downregulation de GLAST ou knockout para GLAST e GLT-1, observaram uma 

diminuição na resposta de captação de [14C]2DG à ativação somatossensorial 

(CHOLET; PELLERIN; WELKER; LACOMBE et al., 2001; VOUTSINOS-PORCHE; 

KNOTT; TANAKA; QUAIRIAUX et al., 2003). Além disso, um estudo utilizando 

Figura 7. Lançadeira de Lactato Astrócito-Neurônio. Esquema representativo da ANLS demonstrado em uma sinapse 
triparrida. O glutamato (Glu) liberado na fenda sináptica pelo neurônio pré-sináptico pode agir nos receptores de glutamato 
(GluR) e/ou ser capturado pelo astrócito através dos transportadores de glutamato (EAATs). O transporte de glutamato 
pelos EAATs está acoplado ao transporte de íons Na+, H+ e K+. A manutenção dos gradientes desses íons é realizada por 
uma bomba de Na+/K+ com gasto de ATP. O astrócito, localizado mais próximo ao vaso, captura glicose (transportador 
GLUT1) e utiliza essa molécula para gerar ATP por meio de um processo de glicólise aeróbica, gerando lactato. O lactato 
é liberado no meio extracelular pelos transportadores de monocarboxilato (MCTs). O lactato no meio extracelular pode ser 
capturado pelo neurônio também através dos MCTs. Uma vez dentro do neurônio, o lactato pode ser convertido em piruvato 
e oxidado para gerar energia. O neurônio também pode captar glicose (transportador GLUT3) diretamente e realizar a 
glicólise e oxidação dessa molécula para gerar energia. Fonte: (BELANGER; ALLAMAN; MAGISTRETTI, 2011) 
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microscopia de dois fótons e o análogo de glicose 6-desoxi-N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-

diazol-4-il)-aminoglicose em ratos verificou que a captação de glicose em astrócitos é 

aumentada em resposta à estimulação das vibrissas, enquanto a captação neuronal 

de glicose permanece inalterada (CHUQUET; QUILICHINI; NIMCHINSKY; BUZSAKI, 

2010). 

Ademais, Itoh e colaboradores investigaram o uso de glicose e lactato em 

culturas de astrócitos e neurônios. Nesses estudos as culturas neuronais oxidaram 

rapidamente tanto a glicose quanto o lactato, enquanto as culturas de astrócitos 

oxidaram os dois substratos moderadamente e metabolizaram a glicose 

predominantemente em lactato, corroborando a ANLS. Além disso, um aumento 

significativo na concentração de glicose no meio de cultura inibiu a oxidação do lactato 

pelos astrócitos, mas não pelos neurônios, indicando uma preferência pela oxidação 

do lactato nos neurônios (ITOH; ESAKI; SHIMOJI; COOK et al., 2003). 

Outro estudo importante corroborando a ANLS e a participação dos astrócitos 

na captação de glicose foi o trabalho realizado por Nehlig e colaboradores. Utilizando 

[14C]2DG e aplicando um procedimento de imagem microautoradiográfica combinado 

com imunohistoquímica, observou-se que os neurônios captaram apenas cerca da 

metade do [14C]2DG, enquanto aproximadamente 53% foi absorvido pelos astrócitos 

(NEHLIG; WITTENDORP-RECHENMANN; LAM, 2004).  

Além de todas as observações funcionais que corroboram a ANLS, também 

existem evidências estruturais. Os astrócitos possuem prolongamentos enriquecidos 

em transportadores de glicose que se estendem aos vasos sanguíneos e os envolvem 

(DUELLI; KUSCHINSKY, 2001; LEINO; GERHART; VAN BUEREN; MCCALL et al., 

1997). Inclusive, um estudo recente identificou que quase todos os astrócitos da 

substância cinzenta têm contato direto com o sistema vascular (HOSLI; ZUEND; 

BREDELL; ZANKER et al., 2022). Além disso, os astrócitos parecem ter participação 

na regulação do fluxo sanguíneo cerebral (MACVICAR; NEWMAN, 2015). Dessa 

forma, a captação da glicose, que é entregue ao cérebro pelo sistema vascular, parece 

ser facilitada e favorecida nos astrócitos.  

Por outro lado, também há uma grande quantidade de evidências e discussões 

contrárias à existência ou importância real do ANLS como um fenômeno in vivo. Por 

exemplo, em contraste com o estímulo do metabolismo glicolítico por glutamato em 

astrócitos proposto pela ANLS, um estudo observou um aumento, também 
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dependente de Na+,K(+)-ATPase, nos processos oxidativos em culturas de astrócitos 

quando expostos ao glutamato (ERIKSSON; PETERSON; IVERFELDT; WALUM, 

1995).  

Em relação ao consumo de ATP no cérebro, um estudo, utilizando modelos 

matemáticos, estimou que no córtex cerebral de roedores a glia é responsável por 

apenas 5% do consumo de energia cerebral em sinalização, o qual é atribuído ao 

potencial de repouso glial, captação de glutamato e sua conversão em glutamina 

(ATTWELL; LAUGHLIN, 2001). É importante observar que esse valor está relacionado 

ao consumo de energia cerebral em tarefas de sinalização e, portanto, não inclui 25% 

de gasto energético estimados em "tarefas de manutenção" cerebral. É também 

relevante considerar que esse estudo adotou uma perspectiva oxidativa, 

negligenciando a possibilidade de que alguns processos possam ser 

predominantemente impulsionados pela glicólise. No entanto, modelar e estimar o uso 

de energia no cérebro é uma tarefa complexa e ainda não há consenso na literatura. 

Diferentes resultados foram calculados para regiões como o cerebelo (HOWARTH; 

PEPPIATT-WILDMAN; ATTWELL, 2010) e outros estudos propuseram valores mais 

altos para a função glial no córtex humano (LENNIE, 2003).  

No que diz respeito ao transporte e consumo de lactato pelos neurônios, um 

conceito-chave na teoria da ANLS, alguns estudos também propuseram um consumo 

preferencial de glicose pelos neurônios, em detrimento do lactato (LUNDGAARD; LI; 

XIE; KANG et al., 2015; PATEL; LAI; CHOWDHURY; HYDER et al., 2014). Além disso, 

como bem lembrado por Morelli e Panfoli, o uso de grandes quantidades de lactato 

transportado para os neurônios exigiria grandes quantidades de NAD+, o que, em 

termos bioquímicos, pode ser problemático obter rapidamente e constantemente 

(BARROS; WEBER, 2018a).  

Outro ponto sempre mencionado para refutar a ANLS é a existência de 

evidências de que o glutamato pode ser oxidado em astrócitos, fornecendo assim a 

energia necessária para sua própria captação (DIENEL, 2013; DIENEL; BEHAR; 

ROTHMAN, 2018; MCKENNA, 2013). Como consequência, propõe-se que um 

aumento na captação de glicose pelos astrócitos em resposta à captação de 

glutamato não seria necessário. No entanto, a ANLS não postula que aumento na 

captação de glicose em astrócitos em resposta ao glutamato ocorra para bancar o 

gasto energético da sua captação. Na realidade, a hipótese mais aceita para a 
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existência desse mecanismo foi apresentada por Barros e colegas em 2018. 

Assumindo uma perspectiva evolutiva, acredita-se a ANLS traria uma vantagem 

crucial para um tecido especializado como o cérebro: economia de oxigênio para os 

neurônios. Em uma situação de alta demanda energética cerebral, outras células, 

como os astrócitos, passariam a gerar energia sem uso de oxigênio, através da 

glicólise aeróbia, dessa forma, economizando oxigênio para os neurônios, células 

altamente especializadas e muito sensíveis ao estresse oxidativo (FERNANDEZ-

MONCADA; RUMINOT; ROBLES-MALDONADO; ALEGRIA et al., 2018). 

Para considerações adicionais sobre o tema da ANSL, uma seção CrossTalk 

recentemente foi proposta no The Journal of Physiology, na qual um debate 

extraordinário sobre esse tema foi realizado por pesquisadores líderes na área (BAK; 

WALLS, 2018a; b; BARROS; WEBER, 2018a; b). 

 

1.6 A importância de estudar doenças neurológicas 

À medida que as taxas de natalidade diminuem e a expectativa de vida 

aumenta, a população mundial está alcançando um novo marco demográfico, a 

população com mais de 65 anos triplicará até o ano de 2050, atingindo mais de 1,5 

bilhão de pessoas (WAN HE, 2016). Essa mudança demográfica já vem gerando um 

impacto substancial na saúde pública. No início do século XX, doenças infecciosas e 

parasitárias eram as causas de alta mortalidade. Neste século, as doenças que têm o 

maior impacto na saúde de adultos e idosos, com maior relevância social e econômica, 

são as doenças do sistema nervoso central (COLLABORATORS, 2019). 

Os distúrbios neurológicos são fonte de sofrimento para um número crescente 

de indivíduos e famílias, e um fardo para a sociedade. Estudos epidemiológicos 

internacionais recentes mostram que os distúrbios neurológicos são a segunda 

principal causa de morte e a principal causa de incapacidade em todo o mundo. Entre 

os distúrbios neurológicos, a DA e outras demências ocupam a segunda posição tanto 

em termos de causas de incapacidade quanto de mortes, ficando atrás apenas dos 

distúrbios cerebrovasculares (FEIGIN; VOS; NICHOLS; OWOLABI et al., 2020). 

No entanto, o impacto das mudanças demográficas, entre outros fatores, 

parece ter sido maior nas demências do que nas doenças cerebrovasculares.  Entre 

1990 e 2016 ocorreu um aumento de 161% nas mortes atribuíveis à DA e outras 

demências. Já as incapacidades causadas por essas doenças aumentaram em 148%. 
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Comparativamente, as doenças cerebrovasculares tiveram um aumento de apenas 

28% nas mortes e 22% nas incapacidades (COLLABORATORS, 2019). Ademais, o 

relatório “Facts and Figures” de 2023 divulgado pela Alzheimer's Association 

(ASSOCIATION, 2023) também compara outras principais causas de morte e a DA, 

mostrando um aumento de 145% para a DA, enquanto outras doenças, como HIV e 

acidente vascular cerebral, apresentaram reduções (Figura 8). 

As diferenças mencionadas acima refletem não apenas as mudanças no 

diagnóstico da DA e outras demências ao longo dos anos, mas também evoluções na 

pesquisa biomédica. Com o avanço nas pesquisas, novos tratamentos médicos e 

políticas de saúde, visando prevenção e modificação de fatores de risco foram 

implementados. Essas modificações parecem ter sido eficazes na redução e melhor 

manejo de outras doenças importantes, mas não tanto para as demências. 

 

Esse progresso lento é resultado de diversos fatores, incluindo a complexidade 

do estudo do encéfalo, que é frequentemente desafiador, e, por consequência, a 

Figura 8. Mudanças percentuais nas causas de morte entre 2000 e 2019 nos Estados Unidos. Fonte: 
Alzheimer’s Disease Facts and Figures Report (ASSOCIATION, 2023; LEE; CHO; RYU, 2021). 
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dificuldade em compreender a fisiopatologia das demências. Apesar dos esforços 

contínuos de pesquisa, os principais desencadeadores e mecanismos fisiopatológicos 

específicos dessas doenças ainda não são plenamente compreendidos. Isso ressalta 

a importância contínua da pesquisa nessas doenças. 

 

1.6.1 A doença de Alzheimer 

Dentre as causas de demência, a DA é a mais prevalente, afetando atualmente 

cerca de 55 milhões de pessoas em todo o mundo, e estima-se que esse número 

aumente para 139 milhões até 2050 (GAUTHIER S, 2022). A DA se manifesta como 

um distúrbio neurodegenerativo progressivo e irreversível, apresentando deterioração 

cognitiva grave. Os sintomas iniciais da DA costumam incluir perda de memória 

recente, dificuldade em realizar tarefas cotidianas, desorientação temporal e espacial, 

alterações de humor e personalidade, bem como dificuldades na linguagem. À medida 

que a doença progride, os pacientes experimentam uma deterioração cada vez mais 

acentuada das funções cognitivas, o que resulta em uma significativa perda de 

autonomia e dependência total de cuidados. 

A DA pode ocorrer em duas formas distintas: a forma familiar e a forma 

esporádica. A forma familiar, também conhecida como DA de início precoce, é menos 

comum (por volta de 1% dos casos) e está associada a mutações genéticas 

hereditárias autossomais dominantes específicas. Por outro lado, a forma esporádica, 

que representa a grande maioria dos casos, ocorre sem uma causa genética direta 

conhecida. Embora a causa exata da DA esporádica ainda seja objeto de extensa 

investigação científica, evidências sugerem que uma combinação de fatores 

genéticos, ambientais e estilo de vida, bem como, o processo de envelhecimento, 

contribuem para o seu desenvolvimento (MASTERS; BATEMAN; BLENNOW; ROWE 

et al., 2015; MUSIEK; HOLTZMAN, 2015). 

A DA é caracterizada por duas características neuropatológicas específicas: a 

deposição do peptídeo β-amiloide (Aβ) nas placas amiloides/senis no espaço 

extracelular cerebral; e a deposição de emaranhados neurofibrilares (NTFs) de 

proteína TAU hiperfosforilada nos corpos celulares de neurônios (Figura 9a). 

Ademais, a DA apresenta extensa disfunção sináptica, distúrbios no controle 

energético cerebral, reatividade astrocitária, neuroinflamação, disfunção vascular, 

morte progressiva de células cerebrais e atrofia cerebral, entre outras características 

(SCHELTENS; BLENNOW; BRETELER; DE STROOPER et al., 2016) 
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Entre os desafios para a compreensão da patogênese da DA, e de outras 

doenças neurológicas, está a dificuldade em examinar o encéfalo in vivo e determinar 

biomoléculas relacionadas à sua função. Ao contrário de órgãos periféricos, onde a 

coleta de biópsias de tecido ou a quantificação de biomarcadores em amostras de 

tecido ou fluidos podem ser mais facilmente realizadas, o exame do encéfalo e a 

obtenção de seus biomarcadores é muito mais complexo. Como consequência, por 

muitas décadas, o campo de pesquisa da DA baseou-se em observações de tecido 

post-mortem, restringindo as descobertas da DA a observações pontuais e 

desconectadas de um processo contínuo e longo de degeneração cerebral, como 

"frames" de um "filme longa-metragem".  

Felizmente, nas últimas duas décadas, o desenvolvimento de radiofármacos 

para PET capazes de detectar in vivo de forma não invasiva as alterações no 

metabolismo da glicose, a deposição de Aβ e da TAU hiperfosforilada e as respostas 

neuroinflamatórias, revolucionou o entendimento dessa patologia. Como resultado, 

atualmente podemos acompanhar longitudinalmente as principais modificações 

patológicas, quantificá-las e localizá-las espacialmente no encéfalo dos pacientes com 

DA.  

As placas de Aβ e os NTFs se espalham no encéfalo à medida que a doença 

progride. Temporalmente, deposição de Aβ precede as alterações neurofibrilares e 

neuronais e, em casos típicos de DA, tem uma origem aparente nos lobos frontal e 

temporal, hipocampo e sistema límbico (Figura 9b, superior). Os NTFs e a 

degeneração neuronal começam nos lobos temporais médios e no hipocampo e se 

espalham progressivamente para outras áreas do córtex cerebral (Figura 9b, 

inferior). A deposição dos NTFs, as alterações sinápticas e a degeneração neuronal 

estão mais intimamente relacionadas as alterações cognitivas que a deposição de 

placas de Aβ (MASTERS; BATEMAN; BLENNOW; ROWE et al., 2015)  

Outro avanço significativo para a DA ocorreu nas tecnologias de quantificação 

de biomarcadores em fluidos, começando com a detecção de biomarcadores da DA 

no líquido cefalorraquidiano (LCR) e, mais recentemente, com um foco crescente na 

detecção de biomarcadores no sangue. Estudos recentes têm apontado que o 

diagnóstico da DA usando biomarcadores sanguíneos pode ser realizado com valores 

próximos a 96% de precisão (PALMQVIST; JANELIDZE; QUIROZ; ZETTERBERG et 

al., 2020). 
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Os avanços mencionados têm melhorado drasticamente o diagnóstico e o 

entendimento da DA. Por exemplo, descobriu-se que a patogênese da DA tem início 

no cérebro dos pacientes mais de 20 anos antes dos sintomas cognitivos aparecerem 

(Figura 9c). As recentes evidências também já permitem a criação de modelos 

postulando a ordem temporal com que os biomarcadores se tornam anormais (Figura 

9d) (JACK; KNOPMAN; JAGUST; PETERSEN et al., 2013). A “curva de Jack”, como 

ficou popularmente conhecida, ordena as principais alterações patofisiológicas 

identificadas até o momento da DA na seguinte sequência: 1) alterações nos níveis 

de Aβ no LCR e sua deposição no tecido cerebral na forma de placas; 2) alterações 

Figura 9: Marcadores histopatológicos e evolução têmporo-espacial da Doença Alzheimer. Imagens 
ilustrativas dos marcadores histopatológicos da DA: placas de amiloide/senis (depósitos de Aβ) e NTFs (depósitos 
de TAU hiperfosforilada) (a). Imagens representativas da evolução espaciotemporal e de severidade dos dois 
principais marcadores histopatológicos da DA (placas de Aβ e NTFs de Tau) no encéfalo (b). Gráfico apresentando 
a evolução temporal das principais alterações patológicas da DA verificadas por exames de imagem (volume 
hipocampal via ressonância magnética, deposição de Aβ via amiloide-PET, metabolismo de glicose via FDG-PET), 
biomarcadores de biofluidos (níveis de Aβ e tau no líquido cefalorraquidiano) ou exames cognitivos (escala CDR), 
indicando que estas iniciam entre 30 e 20 anos antes do sintomas cognitivos (c). “Curva de Jack”: Modelo teórico 
mais amplamente aceito que representa as mudanças dinâmicas nos biomarcadores da DA em função da sua 
evolução temporal, demonstrando que os biomarcadores se tornam anormais de maneira ordenada no tempo. 
Fonte: (MASTERS; BATEMAN; BLENNOW; ROWE et al., 2015) e (JACK; KNOPMAN; JAGUST; PETERSEN et al., 
2013; LEE; CHO; RYU, 2021). 
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nos níveis de tau no LCR e sua deposição no tecido cerebral na forma de NTFs; 3) 

redução no metabolismo de glicose cerebral e perda de volume cerebral em regiões 

específicas; 4) redução na capacidade cognitiva. 

A DA agora é reconhecida como um continuum que abrange várias fases. 

Inicialmente, existe a fase pré-clínica, na qual alterações patológicas começam a se 

acumular no cérebro, mas sem a presença de sintomas. À medida que a doença 

progride, inicia se a fase de comprometimento cognitivo leve (CCL), na qual o 

indivíduo apresenta alterações cognitivas objetivas sutis, mas que ainda não 

interferem significativamente em suas atividades diárias. Nessa fase, os sintomas 

podem ser negligenciados ou atribuídos ao envelhecimento normal, dificultando o 

diagnóstico precoce. Finalmente, chega-se as fases sintomática da DA. Nessa etapa, 

os sintomas característicos, como perda de memória, desorientação e alterações de 

personalidade, se tornam evidentes e afetam significativamente a qualidade de vida 

do indivíduo. Compreender esse continuum tem sido crucial para o entendimento da 

doença, para intervenções precoces e para pesquisas em busca de tratamentos mais 

eficazes. 

No entanto, em comparação a grande evolução na compreensão e no 

diagnóstico da DA, a busca por tratamentos eficazes ainda tem sido bastante lenta e 

infrutífera. Apesar de tentativas promissoras recentes e dois novos medicamentos 

aprovados, ainda não foi confirmada a existência de um tratamento capaz de impedir 

a progressão da DA. O número de ensaios clínicos investigando tratamentos para a 

DA que fracassaram já ultrapassou os quatrocentos. Os poucos medicamentos 

disponíveis para a DA são capazes apenas de amenizar os sintomas por um período, 

sem capacidade de prevenir, reverter ou mesmo retardar o progresso da doença. Para 

corrigir essa situação, é essencial entender melhor os mecanismos bioquímicos 

subjacentes às perturbações patológicas observadas nessa doença (KHOURY; 

PATEL; GOLD; HINDS et al., 2017). 

 

1.6.1.1 O diagnóstico da Doença de Alzheimer 

O diagnóstico clínico da DA tem sido historicamente desafiador, pois muitas 

vezes é difícil distinguir seus sintomas iniciais de simples lapsos de memória 

relacionados ao envelhecimento normal ou diferenciá-la de outras demências, como 

as demências frontotemporais. No entanto, avanços recentes no campo da 

neurociência e da medicina têm levado a uma mudança fundamental no diagnóstico 
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da DA, passando de um diagnóstico clínico cognitivo (MCKHANN; DRACHMAN; 

FOLSTEIN; KATZMAN et al., 1984) para um diagnóstico biológico (JACK; BENNETT; 

BLENNOW; CARRILLO et al., 2018).  

O diagnóstico tradicional da DA dependia de uma avaliação clínica cuidadosa 

dos sintomas cognitivos apresentados pelo paciente. Avaliações neuropsicológicas, 

como o Mini-Mental State Examination (MMSE) e o Montreal Cognitive Assessment 

(MoCA), são utilizados para avaliar a presença e a gravidade desses sintomas. No 

entanto, essa abordagem clínica tem suas limitações, uma vez que os sintomas 

cognitivos têm início mais tardio no continuum da DA, podem variar 

consideravelmente entre os indivíduos e podem ser influenciados por outros fatores, 

como nível de educação, presença de outras patologias e estado emocional. Sendo 

assim, o diagnóstico clínico cognitivo tradicional só poderia ser confirmado 

definitivamente com uma avaliação histológica post-mortem. 

Com os avanços tecnológicos e na compreensão da DA, biomarcadores 

específicos que pudessem auxiliar no desenvolvimento de diagnóstico precoce e mais 

preciso passaram a ser explorados. Essa nova abordagem possibilita não apenas um 

diagnóstico mais assertivo ainda em vida, mas também em estágios mais precoces, 

mesmo em indivíduos assintomáticos em fase pré-clínica. Permitindo, dessa forma, 

pesquisas e intervenções terapêuticas em estágios mais iniciais da doença, 

proporcionando maiores chances de sucesso. 

 Os primeiros estudos sugerindo uso de biomarcadores para auxiliar no 

diagnóstico da DA surgiram entre o final da década de 70 e meados da década de 80. 

Alterações de volume em regiões cerebrais especificas, como o córtex temporal e, 

depois, o hipocampo, foram detectadas com o uso da tomografia computadorizada 

(DE LEON; FERRIS; BLAU; GEORGE et al., 1979; DE LEON; GEORGE; 

STYLOPOULOS; SMITH et al., 1989). Posteriormente, o uso da tomografia 

computadorizada para verificar atrofia cerebral na DA foi substituído pelo uso da 

ressonância magnética (DUBOIS; FELDMAN; JACOVA; DEKOSKY et al., 2007), que 

é capaz de gerar imagens com maior resolução.  

O segundo biomarcador identificado foi o [18F]FDG-PET (FERRIS; DE LEON; 

WOLF; FARKAS et al., 1980) com a observação da ocorrência de hipometabolismo 

cerebral de glicose nesses pacientes. Essa redução no metabolismo do [18F]FDG-PET 

tem sido atribuída a disfunção neuronal que ocorre nessa patologia. No entanto, pelos 
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custos altos associados a produção de radiofármacos, o [18F]FDG-PET demorou 

algumas décadas para ser utilizado em ampla escala na clínica. Felizmente, a 

aplicabilidade do [18F]FDG-PET na detecção do câncer acabou incentivando a difusão 

dessa técnica. Dessa forma, o [18F]FDG-PET passou a ser efetivamente utilizado na 

clínica para o diagnóstico de DA e outras demências no início dos anos 2000 

(DUBOIS; FELDMAN; JACOVA; DEKOSKY et al., 2007). Interessantemente, estudos 

recentes têm apontado também a existência de um outro período de significativas 

alterações no metabolismo de glucose cerebral na DA verificado pelo [18F]FDG-PET, 

que ocorreria em uma fase mais inicial da doença, ainda no estágio pré-clínico ou 

prodromal (ASHRAF; FAN; BROOKS; EDISON, 2015; BENZINGER; BLAZEY; JACK; 

KOEPPE et al., 2013; RUBINSKI; FRANZMEIER; NEITZEL; EWERS et al., 2020) 

(Figura 10). Ainda estão em andamento investigações para determinar se essas 

alterações metabólicas precoces ocorrem de maneira consistente em todos os casos 

da DA, bem como para compreender as causas subjacentes desse achado. 

 No início da década de 90 surgiram também os primeiros biomarcadores da DA 

em fluídos. Investigações do LCR de pacientes com DA identificaram redução nos 

níveis de Aβ1-42 (forma do peptídeo com 42 aminoácidos) e elevação nos níveis da 

proteína tau total (t-tau) (MOTTER; VIGO-PELFREY; KHOLODENKO; BARBOUR et 

al., 1995; VANDERMEEREN; MERCKEN; VANMECHELEN; SIX et al., 1993). Nos 

Figura 10: Alterações propostas na curva de metabolismo de glicose cerebral no modelo teórico da DA. Inclusão 
de um possível novo período de alteração no metabolismo de glicose cerebral no modelo teórico de evolução temporal 
da DA. Fonte: modificado de (ASHRAF; FAN; BROOKS; EDISON, 2015; KIM; CHAE; LEE; CHROMY et al., 2003) 



37 
 

 
 

anos seguintes, novos biomarcadores e combinações de biomarcadores no LCR 

foram testados, como níveis de Aβ1-40, de Aβ1-38 e de tau fosforilada (p-tau). Por fim, 

os mais aceitos e que passaram a serem utilizados amplamente na prática clínica para 

auxiliar no diagnóstico da DA foram os seguintes: redução em Aβ1-42; redução na 

razão Aβ1-42/Aβ1-40; elevação de t-tau; elevação de p-tau, elevação da razão de tau/p-

tau (DUBOIS; FELDMAN; JACOVA; DEKOSKY et al., 2007; DUBOIS; FELDMAN; 

JACOVA; HAMPEL et al., 2014; FRISONI; WINBLAD; O'BRIEN, 2011). 

 A área de neuroimagem não ficou para trás, e no início dos anos 2000 

inovações nesse campo passaram a surgir, iniciando com a descoberta do primeiro 

radiofármaco de PET capaz de marcar as placas de amiloide, o [11C]Pittsburgh 

Compound-B  (KLUNK; ENGLER; NORDBERG; WANG et al., 2004). Hoje, existe uma 

série de radiofármacos de PET aprovados por agências regulatórias internacionais 

para marcar as placas de amiloide. No Brasil, desde setembro de 2022, o 

radiofármaco [18F]florbetabeno está aprovado como para a detecção de placas de 

amiloide em pacientes com características clínicas da DA. Mais recentemente, 

radiofármacos capazes de marcar os depósitos da proteína Tau, bem como, 

marcadores de neuroinflamação e reatividade astrocitária, também foram 

desenvolvidos e estão começando a ser utilizados na pesquisa clínica (BAO; XIE; 

ZUO; GUAN et al., 2021). No entanto, o uso clínico desses radiofármacos ainda não 

é aprovado em muitos países e o seu uso até o momento não é tão difundido quanto 

o do [18F]FDG-PET. 

 Por fim, o mais recente desenvolvimento na área de diagnóstico da DA são os 

biomarcadores plasmáticos. Os mais promissores até o momento incluem a proteína 

tau fosforilada em sítios específicos (p-tau181, p-tau217, p-tau231) (LEUZY; 

JANELIDZE; MATTSSON-CARLGREN; PALMQVIST et al., 2021) e o marcador 

astrocitário GFAP (BENEDET; MILA-ALOMA; VRILLON; ASHTON et al., 2021). 

Entretanto, novos marcadores, como proteínas sinápticas e microgliais, têm sido 

investigados (KLYUCHEREV; OLSZEWSKI; SHALIMOVA; CHUBAREV et al., 2022). 

 

1.6.1.2 As espécies da proteína β-amiloide  

A hipótese mais aceita sobre o desenvolvimento e causas da DA surgiu em 

1992, conhecida como hipótese da cascata amiloide. Essa hipótese inicialmente 

postulava que a neurodegeneração na DA era causada pelo acúmulo anormal de 
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placas de Aβ em várias áreas do cérebro e mais recentemente foi atualizada para 

incluir outros tipos de agregados da proteína Aβ. A descoberta de mutações 

patogênicas na proteína precursora da Aβ (APP) em casos de DA familiar, juntamente 

com o conhecimento de que a Aβ é o principal componente proteico das placas senis 

(marcador histopatológicos específicos da DA), levou ao estabelecimento dessa 

hipótese (HARDY; HIGGINS, 1992). 

A APP é uma glicoproteína transmembrana encontrada em altas concentrações 

no cérebro e pode ser processada por diferentes vias metabólicas. Essa proteína é 

inicialmente sintetizada no retículo endoplasmático e posteriormente transportada 

para o complexo de Golgi, onde sofre modificações pós-traducionais. Posteriormente, 

a APP pode ser clivada e dar origem a outros peptídeos. É nesse processo que acaba 

por ocorrer a formação da Aβ.  Existem duas principais vias de clivagem da APP: a 

via amiloidogênica e a via não amiloidogênica. 

Na via amiloidogênica, a APP é clivada inicialmente pela enzima β-secretase, 

resultando na formação de dois fragmentos, a proteína precursora solúvel β (sAPPβ) 

e fragmento C-terminal 99 (βCTF99) ligado à membrana celular. A clivagem 

subsequente do βCTF99 pela γ-secretase acaba por gerar o peptídeo Aβ e o domínio 

intracelular da APP (AICD). Já na via não-amiloidogênica, a APP é clivada inicialmente 

pela α-secretase resultando na formação de dois fragmentos, a proteína precursora 

solúvel α (sAPPα) e fragmento C-terminal 83 (αCTF83) ligado à membrana celular. A 

clivagem subsequente do fragmento αCTF83 também pela γ-secretase, gera 

novamente o AICD e um pequeno fragmento p3 (Figura 11a). 

Após a formação dos peptídeos Aβ pelas clivagens sequenciais da APP na 

amiloidogênica, esses monômeros solúveis podem passar a se agregar gerando 

oligômeros (AβOs), protofibrilas e, por fim, fibrilas maduras, que são grandes 

agregados insolúveis que encontramos em abundância depositadas nas placas 

amiloide/senis (LAMBERT; BARLOW; CHROMY; EDWARDS et al., 1998) (Figura 

11b-c). Apesar da hipótese da cascata amiloide inicialmente atribuir a culpa pela 

neurodegeneração encontrada na DA às placas senis, evidências mais recentes tem 

apontado que as formas solúveis da Aβ, as protofibrilas e, principalmente, os AβOs, 

sejam, na verdade, as forma mais tóxicas dessa molécula.  

Nos últimos anos houve um acúmulo de evidências demonstrando que os AβOs 

possuem propriedades neurotóxicas e neuroinflamatórias. Estudos apontam que 
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estes pequenos agregados de Aβ tem a capacidade de se ligar a receptores nas 

células neuronais e gliais, desencadeando uma série de eventos prejudiciais, como 

geração de espécies reativas e produção de modulares inflamatórios, que levam à 

Figura 11: Produção e agregação do peptídeo β-amiloide. Esquema representativo das vias amiloidogênica e 
não-amiloidogênica do processamento da proteína precursora de amiloide (a). Imagens de microscopia de força 
atômica de oligômeros (b) e fibrilas de Aβ (c). Esquema representativo simplificado da agregação dos monômeros 
de Aβ podendo gerar oligômeros, protofibrilas, fibrilas e, eventualmente, placas de Aβ. Fonte: modificado de (UDDIN; 
KABIR; JEANDET; MATHEW et al., 2020) (KIM; CHAE; LEE; CHROMY et al., 2003) (LEE; CHO; RYU, 2021)  
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disfunção sináptica, inflamação e morte neuronal. Além disso, os AβOs são altamente 

solúveis e têm a capacidade de se disseminar pelo cérebro, propagando a toxicidade 

para regiões saudáveis. Essa disseminação é sugerida como um mecanismo 

importante na progressão da DA (CLINE; BICCA; VIOLA; KLEIN, 2018).  

Atualmente, a hipótese da cascata amiloide atualizada postula que a Aβ, em 

suas diversas formas de agregação, mas principalmente na forma de AβOs, 

desencadeia uma cascata de sinalização que prejudica sinapses, células gliais e 

neurônios, produzindo as manifestações patológicas encontradas na DA, como 

depósitos de tau, perda de sinapses e neurodegeneração, levando à demência. Nessa 

hipótese, o acúmulo e a difusão de AβOs seria o evento primário na DA. 

 

1.6.1.3 Modelos da Doença de Alzheimer em Roedores 

Os modelos animais da DA são ferramentas cruciais na pesquisa biomédica, 

permitindo a investigação das características patológicas da doença e a avaliação de 

intervenções terapêuticas. Estes modelos são desenvolvidos para recapitular as 

principais características da DA humana, incluindo acúmulo de placas de Aβ e 

depósitos de tau, perda de neurônios e déficits de memória. A maioria dos modelos 

hoje disponíveis foi desenvolvido em roedores, primariamente camundongos e, mais 

recentemente, alguns ratos (lista completa disponível em: 

www.alzforum.org/research-models) (GOTZ; BODEA; GOEDERT, 2018). 

Existem essencialmente dois principais tipos de modelos em roedores para 

estudar a DA: modelos induzidos por administração de substâncias químicas e 

modelos transgênicos. Os modelos induzidos implicam na administração de 

substâncias tóxicas, como a estreptozotocina, ou na infusão de proteínas associadas 

à fisiopatologia da DA, como a Aβ ou Tau, diretamente no cérebro dos roedores. Por 

outro lado, os modelos transgênicos são desenvolvidos pela inserção de genes 

humanos com mutações ligadas à forma hereditária da DA, como APP, presenilina-1 

(PSEN1, parte do complexo da γ-secretase) e presenilina-2 (PSEN2, parte do 

complexo da γ-secretase), no genoma dos roedores. Isso resulta em produção 

diferenciada de proteínas mutadas, incluindo a Aβ, o que leva à formação de placas 

de Aβ, bem como a alterações cognitivas e outros achados relacionados à doença 

(MYERS; MCGONIGLE, 2019).  

https://www.alzforum.org/research-models
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Aproximadamente 200 modelos transgênicos murinos da DA já foram 

desenvolvidos desde a descoberta da primeira mutação familiar da DA em 1991 

(GOATE; CHARTIER-HARLIN; MULLAN; BROWN et al., 1991). Diversas 

combinações foram criadas, modelos com apenas uma mutação em APP (APP23, 

Tg2576, APPSwe), modelos com várias mutações em APP (APPSweLon,TgCRND8), 

modelos com mutações simultâneas em APP e PSENs (5xFAD, APP-PS1, PS2APP). 

No entanto, embora reproduzam os depósitos da Aβ e demonstrem algumas 

alterações gliais, comportamentais e até sinápticas, nenhum desses modelos 

conseguiu replicar os outros dois achados mais cruciais da DA: os NTFs de proteína 

Tau e a extensa neurodegeneração. Na tentativa de superar essa limitação, mutações 

no gene da proteína tau (MAPT), encontradas na forma familiar hereditária de outras 

doenças neurodegenerativas, como as demências frontotemporais, também 

passaram a ser incorporadas ao genoma dos roedores, em conjunto com as mutações 

em APP e PSENs, resultando na criação de modelos como o 3xTg e o PLB1-triple. 

Porém, devido à introdução de mutações de outras patologias, esses modelos não 

são considerados representativos da DA em sua totalidade (ESQUERDA-CANALS; 

MONTOLIU-GAYA; GUELL-BOSCH; VILLEGAS, 2017; MYERS; MCGONIGLE, 

2019).  

A situação permaneceu assim até 2013, quando o rato TgF344-AD foi criado, 

o primeiro modelo animal de DA, utilizando apenas mutações da forma familiar da DA, 

a apresentar os dois marcadores neuropatológicos característicos - placas de Aβ e 

NTFs - associados a uma extensa atrofia cerebral de maneira dependente da idade 

(COHEN; REZAI-ZADEH; WEITZ; RENTSENDORJ et al., 2013). 

Os animais TgF344-AD possuem duas mutações: gene da proteína precursora 

β-amiloide humana (hAPP) com a mutação sueca (K595N / M596L) dirigida pelo 

promotor priônico de camundongo (Prp); gene da presenilina 1 humana (PS1) com 

uma deleção do exon 9, também dirigida pelo promotor do príon do camundongo (Prp). 

Esse novo modelo apresenta as características clássicas da doença, incluindo 

amiloidose cerebral dependente da idade e deposição dos NFTs da proteina Tau, 

inflamação crônica, pronunciada perda neuronal no córtex e hipocampo, 

comprometimento cognitivo e redução nos níveis de alguns neurotransmisores. As 

modificações patológicas identificadas parecem iniciar aos 6 meses de idade e se 

agravar entre 10 e 24 meses, seguindo uma evolução dependente da idade que 
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inicialmente reproduz o período cognitivamente assintomático da doença visto em 

humanos (COHEN; REZAI-ZADEH; WEITZ; RENTSENDORJ et al., 2013). 

Mais recentemente, graças a evoluções nas tecnologias de edição genética, 

uma nova classe de modelos murinos transgênicos da DA têm sido desenvolvidos: os 

modelos knock-in. Muitos desses modelos empregam as mesmas mutações na APP 

e PSENs que foram utilizadas anteriormente. A grande diferença desses modelos em 

relação aos modelos transgênicos convencionais está nos padrões de expressão do 

gene adicionado. Nos modelos knock-in a inserção gênica é direcionada, com o gene 

sendo inserido em um local específico no genoma-alvo por meio de recombinação 

homóloga. Como resultado, a expressão da APP e PSENs mutadas acaba sendo 

próxima dos níveis normais de expressão. Em contrapartida, os modelos transgênicos 

convencionais usam integração aleatória: o gene pode se inserir em qualquer parte 

do genoma hospedeiro, levando, muitas vezes, a níveis elevados de expressão. 

Consequentemente, esses modelos tendem a superexpressar os genes mutados, 

resultando em um fenótipo mais agressivo e, portanto, menos comparável à DA 

humana (YOKOYAMA; KOBAYASHI; TATSUMI; TOMITA, 2022). 

Por fim, um último subgrupo de modelos geneticamente modificados também 

passou a ser criado mais recentemente, os chamados “modelos da DA esporádica”. 

Que são modelos que variam desde apenas a inserção da forma humanizada do gene 

APP, como o camundongo Appem1Bdes, até a inserção de diversos genes e mutações 

que são fatores de risco para o desenvolvimento da DA esporádica, como APOE4, 

TREM2 e ABCA7 (YOKOYAMA; KOBAYASHI; TATSUMI; TOMITA, 2022). 
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2. OBJETIVO 

 

O objetivo geral deste trabalho é explorar a contribuição astrocitária no 

metabolismo cerebral de glicose mensurado via [18F]FDG-PET e investigar 

metabolismo cerebral de glicose em modelos murinos da doença de Alzheimer, com 

ênfase em fases iniciais da patologia e na compreensão dos diferentes tipos celulares 

envolvidos. 

 

 

2.1 Objetivos Específicos 

I. Investigar a influência do transporte astrocitário de glutamato, via GLT-1, no 

metabolismo cerebral de glicose in vivo via [18F]FDG-PET; 

II. Analisar, ex vivo, o impacto da redução dos níveis de GLT-1 no transporte de 

glutamato;   

III. Analisar, in vitro, os efeitos da redução dos níveis de GLT-1  na captação de 

glicose, na captação de glutamato e nos níveis de transportadores de glutamato em 

culturas primárias de astrócitos e de neurônios. 

IV. Investigar os efeitos dos oligômeros de Aβ (AβOs) no metabolismo cerebral da 

glicose in vivo via [18F]FDG-PET em camundongos. 

V. Investigar alterações no metabolismo cerebral da glicose in vivo via [18F]FDG-PET 

na fase pré-placas amiloides em dois modelos animais transgênicos de amiloidose. 

VI. Investigar alterações no metabolismo cerebral da glicose in vivo via [18F]FDG-PET 

na fase pré-placas amiloides em humanos. 

VII. Investigar longitudinalmente (3, 6, 9 e 12 meses) o metabolismo cerebral de 

glicose, os níveis de biomarcadores no líquido cefalorraquidiano (LCR) e o 

desempenho em testes de memória nos ratos TgF344-AD; 

VIII. Avaliar transversalmente a deposição de placas de Aβ, o conteúdo de proteínas 

celulares especificas e a captação de glutamato no tecido cerebral de ratos TgF344-

AD em quatro diferentes idades (3, 6, 9 e 12 meses); 
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PARTE II 
 

 

 

 

Nesta seção serão apresentados os principais artigos científicos produzidos 

durante o período de doutoramento. Os capítulos são compostos por um breve 

prefácio seguido do artigo científico. 
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Capítulo I.  Clozapine induces astrocyte-dependent FDG-PET hypometabolism. 

 

No capítulo I apresentamos o artigo publicado no periódico European Journal of 

Nuclear Medicine and Molecular Imaging 

 

Neste estudo investigamos o envolvimento dos astrócitos no metabolismo 

cerebral de glicose indexado pelo [18F]FDG-PET. Para isto, realizamos uma 

intervenção farmacológica com clozapina, visando reduzir uma importante função 

astrocitária, o transporte de glutamato, e avaliamos os efeitos dessa redução no 

[18F]FDG-PET. O tratamento com clozapina resultou em uma diminuição significativa 

do metabolismo de [18F]FDG em regiões cerebrais específicas, como o córtex 

cerebral, o hipocampo e o estriado, em ratos adultos. Além disso, verificamos uma 

redução do transporte de glutamato no córtex cerebral, bem como uma diminuição do 

imunoconteúdo e da expressão de GLT-1, o principal transportador de glutamato em 

astrócitos. Em culturas de astrócitos tratadas com clozapina, também observamos 

uma redução na densidade de GLT-1 e GLAST, na captação de glutamato e glicose. 

No entanto, as culturas neuronais não apresentaram alterações significativas. 

Com base nessas descobertas, sugerimos que os astrócitos desempenham um 

papel relevante no sinal obtido pelo [18F]FDG-PET, um exame de diagnóstico e 

pesquisa amplamente utilizado em diversas doenças neuropsiquiátricas, contrariando 

a interpretação mais estabelecida de que esse exame reflete apenas a função 

neuronal. 
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Supplemental Data 

1. Supplementary Figures 

 

 

 

Supplementary Figure 1: GLUT1 immunocontent in tissue and culture samples. 

Glucose transporter GLUT1 immunocontent in the cortical tissue (normalized by the β-

actin immunocontent; control, n = 6; CLO, n = 7) (a, b) and in primary cortical astrocyte 

cultures (normalized by GAPDH immunoreactivity; n = 4 for each group) (c, d). Data 

represented as violin plots indicating the mean interquartile range and, the minimum 

and maximum values. Unpaired or paired two-tailed student’st-testt. 
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Supplementary Figure 2: Behavioral analysis following CLO treatment. 

(A) Representative occupancy plot of control and CLO groups in the Open Field task 

after the treatment period. (B) Total distance traveled in the Open Field task.  (C) Total 

immobile time in the Open Field task; (control, n = 14; CLO, n = 12). (D) Representative 

occupancy plot in the NOR task of control and CLO groups for the training and test 

sessions. (E) Percentage of time exploring the objects for the training session of the 

NOR task. (F) Percentage of time exploring the objects for the test session of the NOR 

task; (control, n = 7; CLO, n = 5). Data are represented as violin plots indicating the 

mean, interquartile range, and minimum and maximum values. One-sample t-test with 

hypothetical value = 50%. 
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Supplementary Figure 3: Body weight, volume intake, and, CLO stability  

(A) Body weight in control and CLO groups across the treatment period. (B) Volume 

intake across the treatment period in control and CLO groups (control, n = 12; CLO, n 

= 14). Data presented as mean ± S.D. (C) High-Performance Liquid Chromatography 

(HPLC) chromatogram showing the homogeneity of CLO preparations compared to a 

standard sample. (D) HPLC Chromatogram showing the stability of the CLO solutions 

after a 24 h period at room temperature. 
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2. Supplementary Methods 

2.1 [18F]FDG microPET scanning 

Rats were scanned longitudinally before treatment (Baseline), at PND 90, and after 6 

weeks of treatment (Follow-up), at PND 136. After overnight fasting, animals were 

anesthetized using a mixture of isoflurane and medical oxygen (3–4% induction dose) 

and received an intravenous injection (0.4 mL) of [18F]FDG (mean ± s.d.: 1.03 ± 0.07 

mCi) into the tail vein. Then, each rat was returned to its home cage for a 40 min period 

of conscious (awake) uptake of [18F]FDG, which was followed by a 10 min static 

acquisition under anesthesia (2% isoflurane at 0.5 L/min oxygen flow). PET 

measurements were performed on a Triumph™ micro-PET [LabPET-4, TriFoil 

Imaging, Northridge, CA, USA (for LabPET-4 technical information see Bergeron et al 

[1])]. The brain was positioned in the center of the field of view (FOV; 3.75 cm) and 

body temperature was maintained at 36.5 ± 1 ˚C. All data were reconstructed using 

the maximum likelihood estimation method (MLEM-3D) algorithm with 20 iterations. 

Each micro-PET image was reconstructed with a voxel size of 0.2 × 0.2 × 0.2 mm and 

spatially normalized into an [18F]FDG template using brain normalization in PMOD v3.8 

and the Fuse It Tool (PFUSEIT) (PMOD Technologies, Zurich, Switzerland) [2]. The 

subsequent imaging analysis was conducted using the minc-tools software (developed 

at McGill University and available at 

http://www.bic.mni.mcgill.ca/ServicesSoftware/MINC). Standardized uptake value 

reference (SUVr) was calculated using the pons as the reference region. Mean SUVrs 

of 14 brain regions and whole brain were extracted using a predefined volume of 

interest (VOI) template.  

 

2.2 Synaptosomal preparation and L-[3H]glutamate (L-[3H]Glut) the potassium-

stimulated release 

This procedure was performed as previously described [3]. Whole cortex (left 

hemisphere) tissue samples were homogenized in a buffer sucrose solution (0.32 M 

sucrose, 10 mM HEPES, 1 mMM EDTA and, 1 mM DTT; pH = 7.4). Homogenates 

were centrifuged at 1000 g for 10 min at 4 °C. The resulting supernatant was 

centrifuged at 11000 g for 20 min at 4 °C. The synaptosomal-enriched pellet was then 

washed three times with HBSS-low K+ (in mM: 133 NaCl, 2.4 KCl, 1.2 KH2PO4, 1.0 

CaCl2, 1.2 MgSO4, 27.7 HEPES and 12 glucose, pH 7.4) by centrifugation at 14,000 g 

http://www.bic.mni.mcgill.ca/ServicesSoftware/MINC
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for 10 min at 4 °C, to remove excess sucrose. The final pellet was resuspended in 

HBSS-low K+ containing 0.33 μCi/mL L-[3H]Glut and 100 μM of L-glutamate, followed 

by a 15 min incubation at 37 °C, for glutamate uptake. Then, synaptosomal 

preparations were immediately put on ice and washed three times with ice-cold HBSS-

low K+, by centrifugation at 16,000 g for 10 min at 4 °C. This final pellet was 

resuspended in HBSS-low K+ and divided into tubes containing HBSS-low K+ and tubes 

containing HBSS-high K+ (in mM: 95.5 NaCl, 40.4 KCl, 1.20 KH2PO4, 1.0 CaCl2, 1.20 

MgSO4, 27.7 HEPES and 12 glucose, pH 7.4). The HBSS-low K+ and HBSS-high K+ 

tubes were incubated for 1 min at 37 °C for release. The release process was slowed 

down by immediately putting the tubes on ice, followed by centrifugation at 16,000 g 

for 1 min at 4 °C. Supernatant radioactivity was measured using a liquid scintillation 

counter. Protein content was determined using the bicinchoninic acid assay (Thermo 

Fischer Scientific, Waltham-MA/USA). Experiments were performed in triplicate. 

 

2.3 Sodium-dependent D-[2,3-3H]-aspartate (D-[3H]Asp) uptake 

D-[3H]Asp is a substrate for the high-affinity sodium-dependent glutamate transport 

system, however,  its main advantage is that, unlike L-glutamate or L‐aspartate, D‐

aspartate does not undergo rapid metabolism, therefore,  its uptake was used as a 

proxy of glutamate uptake [4, 5]. The sodium-dependent D-[3H]Asp uptake was 

assessed in adult cortical slices (137-140 PND rats) and primary cultured astrocytes 

(P1-2 rats). For ex-vivo experiments, slices (300 μm) of the whole cortex (right 

hemisphere), from 137-140 PND rats, were rapidly obtained using a McIlwain Tissue 

Chopper. For in vitro experiments, cells were rinsed once with a modified HBSS Hanks' 

balanced salt solution (HBSS; in mM: 137 NaCl, 0.63 Na2HPO4, 4.17 NaHCO3, 5.36 

KCl, 0.44 KH2PO4, 1.26 CaCl2, 0.41 MgSO4, 0.49 MgCl2 and 5.55 glucose, pH 7.2). 

Cortical slices were preincubated with HBSS at 37 °C for 30 min. Following, slices were 

incubated with HBSS containing 0.33 μCi/mL of D-[3H]Asp in presence of 100 μM of 

L-glutamate, while astrocyte cell cultures were incubated with HBSS containing 0.33 

μCi/mL of D-[3H]Asp in presence of 10 μM (basal) or 100 μM of L-glutamate 

(stimulated). Incubation was stopped after 7 min with three washes with ice-cold HBSS 

and slices or cells were lysed overnight with NaOH 0.5 M. To determine the Na+-

independent uptake, the same procedure was repeated using the aforementioned 

protocol with modifications in the temperature (4 °C) and composition of the HBSS 
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medium (in mM: 137 N-methyl-D-glucamine-HCl, 0.82 N-methyl-D-glucamine-HEPES, 

5.36 KCl, 0.44 KH2PO4, 1.26 CaCl2, 0.41 MgSO4, 0.49 MgCl2 and 5.55 glucose, pH 

7.2). The Na+-dependent uptake was calculated as the difference between the total 

uptake and the Na+-independent uptake. Incorporated radioactivity was measured 

using a liquid scintillation counter (Hidex 300 SL, Mikrotek Labor system, 

Overath/Germany). Protein content was determined using the bicinchoninic acid assay 

(Thermo Fischer Scientific, Waltham/USA). Experiments were performed in 

quadruplicate. 

 

2.4 2-Deoxy-D-[3H]glucose ([3H]2DG) uptake 

 [3H]2DG uptake was assessed in neuronal (P0-1 rats) and astrocyte (P1-2 rats) 

cultures as previously described [6] with modifications. Briefly, cells were rinsed once 

with HBSS and incubated with DMEM 1 % FBS or Neurobasal medium containing 1 

µCi/mL [3H]2DG in the absence (Basal) or in the presence of 100 µM glutamate 

(Stimulated) for 20 min at 37 ◦C. After incubation, cells were immediately rinsed three 

times with cold HBSS and lysed overnight with NaOH 0.5 M. Incorporated radioactivity 

was measured using a liquid scintillation counter (Hidex 300 SL, 

MikrotekLaborsysteme, Overath, Germany). Protein content was determined using the 

bicinchoninic acid assay (Thermo Fischer Scientific, Waltham/USA). Experiments were 

performed in triplicate. 

 

2.5 SDS-PAGE 

Whole cortex (left hemisphere) from 137-140 PND rats or astrocyte cultures were 

immediately solubilized in RIPA buffer (Bio-Rad, Hercules-CA/USA) containing a 

protease inhibitor cocktail (Sigma Aldrich). Samples were standardized in sample 

buffer (Bio-Rad), separated by SDS-PAGE (10 μg or 20 μg protein/well) and 

transferred to a nitrocellulose membrane. Subsequently, membranes were incubated 

overnight at 4 °C with the following antibodies: GLT-1 (1:1000 dilution, Alpha 

diagnostic, San Antonio-TX/USA), glutamate-aspartate transporter (GLAST, 1:2000 

dilution, Alpha diagnostic), Glucose transporter 1 (GLUT1, 1:800 dilution, cell signaling, 

Danvers-MA/US), β-actin (1:10000 dilution, abcam, Cambrigde/UK or GE Healthcare, 

Amersham/UK) and Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH, 1:4000 

dilution, abcam). Then, membranes were incubated with horseradish peroxidase 

conjugated donkey anti-rabbit or anti-mouse IgG (1:5000 dilution, GE Healthcare) 
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secondary antibody for 2 h at RT. Chemiluminescent bands were detected in the 

ImageQuant LAS4000 system (GE Healthcare) using an Immobilon™ Western 

chemiluminescence kit (Merck Millipore, Burlington-MA/USA). Results are expressed 

in percent of control levels after normalization using β-actin or GAPDH as an internal 

standard. 

 

2.6 RNA extraction and quantitative real time PCR (qRT-PCR) 

The whole cortex (right hemisphere) was dissected out from 137-140 PND rats. Total 

RNA was extracted using TRIzol Reagent according to manufacturer's instructions 

(Invitrogen, Carlsbad-CA/USA). The concentration and purity of RNA were 

spectrophotometrically determined at a ratio of 260/280 nm. Subsequently, 1 μg of total 

RNA was reverse transcribed using the High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit 

(Applied Biosystems, Foster City-CA/USA) in a 20 μL reaction, according to the 

manufacturer's instructions. The mRNAs of GLT-1 and GLAST were quantified using 

the TaqMan qRT-PCR system with inventory primers and probes purchased from 

Applied Biosystem. β-actin mRNA levels (primers 5′-CAACGAGCGGTTCCGAT-3′ and 

5′-GCCACAGGATTCCATACCCA-3′) were also quantified using the TaqMan real-time 

qRT-PCR system. Target mRNA levels were normalized to β-actin levels using the 2-

ΔΔCt method [7]. Experiments were performed in triplicate. 

 

2.7 High-performance liquid chromatography (HPLC) procedure 

High-performance liquid chromatography (HPLC) procedure was performed as 

previously described [8] using cerebrospinal fluid (CSF) to quantify three amino acids: 

glutamate (Glut), aspartate (Asp) and glutamine (Gln). The CSF was filtered (0.22 μm 

pore) and the analysis was performed in a Shimadzu Class-VP chromatography 

system with fluorescence detector using a Supelco Supelcosil LC-18 column (250 x 

4.6 mm, 5 μm particle size) Chromatographic parameters were set as follows: flow rate 

1.4 mL/min; temperature 24 °C; injection volume 40 μL; mobile phase consisting of: 

buffer A = H4NaO5P pH 5.5 (0.04 mol/L): methanol (20:80); buffer B = H4NaO5P pH 

5.5 (0.01 mol/L) : methanol (80:20). The gradient profile was modified according to the 

content of buffer B in the mobile phase:100% at 0.10min, 90% at 15min, 48% at 10min, 

100% at 60min. Detection was performed at 360nm and 455nm, excitation and 

emission respectively. For glutamine determination, samples were diluted 10x. The 

experiments were performed in duplicates. 
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2.8 Immunofluorescence analysis 

Immunofluorescence was performed as described previously by our group [31]. Cell 

cultures were fixed with 4% paraformaldehyde for 20min and permeabilized with 0.1% 

Triton X-100 in PBS for 5 min at RT. After blocking overnight with 4% albumin, cells 

were incubated overnight with anti- β-Tubulin III (1:500 dilution, Abcam, 

Cambridge/UK) and/or anti-GFAP (1:400 dilution, Dako, Carpinteria/USA) at 4ºC, 

followed by PBS washes and incubation with a specific secondary antibody conjugated 

with Alexa Fluor® 488 or 594 (Thermo Fischer Scientific, Waltham/USA) for 1h at RT. 

For all immunostaining-negative control reactions, the primary antibody was omitted. 

No reactivity was observed when the primary antibody was excluded. Cell nuclei were 

stained with 0.2 mg/mL of 4’,6’-diamino-2-phenylindole (DAPI; Merck Millipore, 

Billerica/USA) for 10 min. 

 

2.9 Open Field 

At the end of the six weeks of treatment, two days before the final imaging procedure, 

at PND 134, rats were submitted to an open field task to evaluate locomotion, sedative 

and freezing behavior [9]. The apparatus was made of black-painted Plexiglas 

measuring 50×50 cm and was surrounded by 50 cm high walls. Each rat was placed 

in the center of the arena and allowed to walk and explore it for 10 min. Experiments 

were conducted in a sound-attenuated room under low-intensity light. The rat’s activity 

was recorded with a video camera positioned above the arena. Locomotion was 

analyzed using a computer-operated tracking system (Any-maze, Stoelting, Woods 

Dala/USA). 

 

2.10 Novel Object Recognition Task 

The novel object recognition (NOR) task was carried out 24hs after the OF as 

previously described [10]. Rats underwent a training session in which two identical 

objects were placed in parallel on one side of the arena. Rats were placed individually 

into the open field facing the center of the opposite wall and allowed to explore the 

objects for 10 min. The test session was performed 90min after training and two 

dissimilar objects were presented, a familiar one and a novel one. Rats’ activity was 

recorded with a video camera positioned above the arena and analyzed by an observer 

blind to the treatment of animals. Exploration was defined as directing the nose toward 
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the object at a distance of at least 2 cm and/or touching the object with the nose or 

forepaws. Rearing on the object was not considered exploratory behavior. Animals that 

exhibited a total exploration time of less than 10 seconds or showed an evident 

preference for an object in the training session were excluded from the analysis. 

 

2.11 CLO high-performance liquid chromatography 

An HPLC with ultraviolet detection (UV) method was applied to verify CLO presence 

and stability in the animals drinking solution. Chromatographic separation was 

conducted on an Agilent Zorbax SB-C18 column (2.1 x 50 mm, 1.8 µm, particle size) 

with a C-18 pre-column. Chromatographic parameters were set as follows: flow rate 

0.2 mL/min; temperature 25 °C; injection volume 2 μL; mobile phase consisting of 

phosphate buffer pH 3.5 (0.5% KH2PO4, 5% H3PO4):acetonitrile:methanol (63:25:12 

v/v); UV detection at 292 nm. Three independent solutions of CLO were prepared as 

previously described in section 2.2 of the article and analyzed concerning 

reproducibility and expected concentration. To assess stability, the same solutions 

were left at room temperature and analyzed 24h later. 

 

2.12 Statistical Analysis 

A Two-way ANOVA with repeated measures analysis was used for whole brain and 

regional SUVr data. A two-tailed unpaired Student’s t-test was used for statistical 

analysis of the tissue SDS-PAGE, qRT-PCR, cerebrospinal fluid (CSF) amino acids, 

brain slices D-[3H]Asp uptake, L-[3H]Glut release and OF. A two-tailed paired Student’s 

t-test was used for astrocytes and neurons culture data: SDS-PAGE, basal and 

stimulated D-[3H]Asp uptake, basal and stimulated [3H]2DG uptake. The percentage 

of control data of the D-[3H]Asp and [3H]2DG uptake in cell assays was analyzed by 

Two-way ANOVA. One-sample t-test (hypothetical value = 50 %) was used to evaluate 

the novel object recognition test. Two-way ANOVA with repeated measures was used 

for the weight and volume intake data analysis. Normality was evaluated using 

histograms and quantile plots. Data represented as violin plots indicating the mean, 

interquartile range and, the minimum and maximum values. Differences were 

considered statistically significant at p < 0.05. GraphPad Prism 8 was used for 

statistical analysis. 
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Capítulo II.  Soluble amyloid-β oligomers trigger brain glucose hypometabolism and 

network abnormalities 

 

No capítulo II apresentamos o artigo submetido para revisão no periódico 

Proceedings of the National Academy of Sciences (PNAS). 

 

No capítulo I demonstramos que a redução em uma importante função 

astrocitária, a captação de glutamato, é capaz de gerar uma diminuição significativa 

no metabolismo cerebral de glicose e alterar o sinal do [18F]FDG-PET, recapitulando 

o hipometabolismo de glicose visto em muitas doenças neurodegenerativas, como a 

DA. Este achado contraria a suposição de que a disfunção e morte neuronal são 

necessárias para gerar uma redução significativa no metabolismo cerebral de glicose 

e alterar o sinal do [18F]FDG-PET. 

Neste estudo, nosso objetivo foi investigar se os oligômeros de β-amiloide 

(AβOs), uma importante alteração patofisiológica inicial no continuum da DA, tem o 

potencial de alterar significativamente o metabolismo cerebral de glicose e o sinal do 

[18F]FDG-PET. Atualmente, acredita-se que alterações importantes no metabolismo 

cerebral de glicose são um acontecimento tardio na DA, ocorrendo apenas muitos 

anos após a deposição das placas amiloides. 

Em camundongos, a infusão de AβOs foi capaz de desencadear, de forma 

dose-dependente, alterações no [18F]FDG-PET. Ao analisar as redes metabólicas 

derivadas do [18F]FDG-PET, constatamos uma resposta dinâmica dos AβOs: 

hiperconectividade em doses baixas e hipoconectividade em doses altas. Essa 

hiperconectividade foi confirmada na fase pré-placa em modelos animais transgênicos 

de DA e em pacientes no continuum da DA. Esses achados indicam que as alterações 

no metabolismo da glicose podem ocorrer nas fases iniciais da DA, desafiando o 

modelo de biomarcadores atual da evolução da doença. 
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Capítulo III.  Early metabolic and glial changes in a transgenic rat model of 

amyloidosis 

 

No capítulo III apresentamos o artigo Early metabolic and glial changes in a 

transgenic rat model of amyloidosis em preparação para submissão no periódico 

Progress in Neurobiology no formato de original research article. 

 

No capítulo II demonstramos que AβOs são capazes de desencadear, de 

forma dose-dependente, alterações no [18F]FDG-PET e gerar um reposta dual na rede 

metabólica cerebral: hiperconectividade em doses baixas e hipoconectividade em 

doses altas. A hiperconectividade foi corroborada na fase pré-placas em dois modelos 

animais transgênicos da DA e em indivíduos no continuum da DA. Essas descobertas 

sugerem que as mudanças no metabolismo da glicose podem ocorrer nas fases 

iniciais da DA, desafiando o paradigma atual sobre a progressão da doença. 

Sendo assim, decidimos investigar o metabolismo cerebral de glicose via 

[18F]FDG-PET longitudinalmente em um modelo mais recente da DA: os ratos TgF344-

AD. Em paralelo, avaliamos o comportamento, marcadores gliais, neuronais e 

inflamatórios específicos, bem como, a captação de glutamato nesses animais nas 

mesmas idades. 

Nosso estudo é o primeiro a investigar longitudinalmente o metabolismo 

cerebral de glicose in vivo no rato TgF344-AD. Nossos resultados sugerem que esse 

modelo apresenta um hipermetabolismo precoce no metabolismo da glicose, que 

pode estar relacionado à reatividade astrócitaria e ao aumento da captação de 

glutamato por essas células. 
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4. Conclusão 

Nessa tese de doutorado, nossa pesquisa se concentrou na utilização do 

[18F]FDG-PET para analisar o metabolismo cerebral de glicose em relação a três 

aspectos cruciais: a influência dos astrócitos na interpretação desse exame, o impacto 

das AβOs no metabolismo cerebral de glicose e a potencial identificação de alterações 

no metabolismo cerebral de glicose durante a fase inicial da DA. 

Em relação ao estudo apresentado no capítulo I, identificamos importantes 

evidências que corroboram a significativa contribuição dos astrócitos no metabolismo 

cerebral de glicose e nos resultados apresentados no [18F]FDG-PET, um ponto já 

sugerido previamente em outros estudos (CARTER; CHIOTIS; NORDBERG; 

RODRIGUEZ-VIEITEZ, 2019; MAGISTRETTI; ALLAMAN, 2015; NEHLIG; COLES, 

2007; PELLERIN; MAGISTRETTI, 2012; XIANG; WIND; WIEDEMANN; BLUME et al., 

2021; ZIMMER; PARENT; SOUZA; LEUZY et al., 2017). 

Esperamos que nossos achados sejam um ponto de partida para investigações 

mais sofisticadas sobre a contribuição dos astrócitos, e outras células gliais, no sinal 

do [18F]FDG-PET. Para corroborar nossos achados, outros fármacos inibidores do 

transporte astrocitário de glutamato, como o DHK e o WAY-855, poderiam ser 

testados para verificar se são capazes de reproduzir o efeito da clozapina. Além disso, 

para obter mais especificidade, intervenções genéticas focando na redução da 

expressão ou funcionamento de GLT-1 e GLAST seriam importantes para confirmar 

estes resultados. De fato, esforços nesse sentido já estão em andamento em nosso 

laboratório. RNAs de interferência que tem como o alvo o GLT-1 estão sendo testados 

em culturas astrocitárias. No entanto, ainda estamos nas fases preliminares desse 

trabalho. 

Ainda no contexto do estudo do capítulo I, é importante ressaltar que não 

estamos propondo que os neurônios sejam irrelevantes no [18F]FDG-PET, nem que a 

atividade sináptica, direta ou indiretamente, não seja o principal fator impulsionador 

do sinal. Os nossos dados, entretanto, apontam que os neurônios não sejam os únicos 

responsáveis pelo sinal do exame, uma vez que outras células no cérebro também 

tem a habilidade de captar e metabolizar glicose. Com base em estudos anteriores e 

em nossas observações, sugerimos que os astrócitos podem influenciar 

significativamente o metabolismo cerebral e, como consequência, o [18F]FDG-PET. 

Acreditamos que esse seja um ponto importante a ser incluído na interpretação desse 
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exame,  pois implicaria que uma disfunção exclusivamente astrocitária poderia afetar 

independentemente os seus resultados. Esperamos que nossa pesquisa, em conjunto 

com outros trabalhos, contribua para o esclarecimento das bases celulares desse 

procedimento e permita uma melhor compreensão dos fascinantes resultados que 

essa técnica oferece. 

No que diz respeito ao estudo apresentado no capítulo II, de acordo com nosso 

conhecimento, está é a primeira vez que efeito de AβOs no metabolismo cerebral de 

glicose são investigados in vivo. Portanto, nosso trabalho fornece uma nova evidência 

do impacto dos AβOs no metabolismo de glicose, uma associação previamente 

sugerida apenas por estudos in vitro e ex vivo (PEARSON-LEARY; MCNAY, 2012; 

SEIXAS DA SILVA; MELO; LOURENCO; LYRA et al., 2017; TARCZYLUK; NAGEL; 

RHEIN PARRI; TSE et al., 2015). Ademais, em nosso trabalho, a presença de 

alterações no metabolismo cerebral de glicose detectáveis com o uso do [18F]FDG-

PET na ausência de placas de amiloide foi identificada em outros modelos animais e 

em indivíduos negativos para o exame de PET amiloide. Esses resultados trazem uma 

nova perspectiva a ser considerada nos modelos teoréticos da evolução temporal de 

biomarcadores na DA.  

Com isso em mente, decidimos investigar longitudinalmente o metabolismo 

cerebral de glicose em um modelo transgênico da DA, buscando entender quando as 

primeiras alterações nesse processo acontecem, como elas evoluem e quais eventos 

fisiopatológicos estariam associados com essas alterações, especialmente, em quais 

tipos celulares. Para isso, realizamos o trabalho apresentado no capítulo III, onde 

ratos TgF344-AD foram acompanhados longitudinalmente e escaneados com 

[18F]FDG-PET em quatro diferentes idades (3, 6, 9 e 12 meses). Paralelamente, 

também examinamos, longitudinalmente, o comportamento e monitoramos os níveis 

de biomarcadores de fluido associados a células gliais e processos inflamatórios em 

ratos TgF344-AD nas mesmas idades. Além disso, realizamos análises transversais 

para investigar a deposição de placas de Aβ, os níveis de proteínas celulares 

específicas e a captação de glutamato no córtex temporal e hipocampo desses 

animais. Nesse trabalho, encontramos novamente indícios de alteração no 

metabolismo cerebral de glicose em fases iniciais da amiloidose. Os ratos TgF344-AD 

apresentaram hipermetabolismo de glicose cerebral aos 9 meses de idade, apenas 

três meses após os primeiros depósitos de placas de Aβ aparecerem. 
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Além disso, as alterações no metabolismo cerebral de glicose não ocorreram 

isoladamente; elas foram acompanhadas por modificações nos níveis de marcadores 

astrocitários e de uma importante função dessas células, a captação de glutamato - o 

mesmo mecanismo indicado no trabalho do capítulo I. Essa associação sugere a 

possibilidade de uma relação intrincada entre esses eventos. Futuros estudos que 

sejam capazes de bloquear a reatividade astrocitária e a captação de glutamato nesse 

modelo e verificar o efeito metabolismo de glicose serão importantes para confirmar 

se existe correlação entre estes fenômenos.  

Acreditamos que a identificação dessas interações possa ser de grande 

relevância para o entendimento dos mecanismos subjacentes à progressão da DA. 

Por exemplo, um estudo recente, com uso de biomarcadores de fluído e de imagem, 

em indivíduos na fase pré-clinica da DA, identificou que existe uma associação entre 

os níveis de Aβ com tau em pacientes que apresentam positividade para 

biomarcadores de reatividade astrocitária (PASCOAL; BELLAVER; POVALA; 

FERREIRA et al., 2023). Sugerindo que essa resposta inicial dos astrócitos possa ser 

um passo crucial para que pacientes progridam do estágio amiloide para o estágio de 

tau na DA. Nesse contexto, acreditamos que futuras investigações bloqueando a 

reatividade astrocitária poderiam ajuda a elucidar se esse fenômeno tem participação 

nos processos biológicos que tornam os ratos TgF344-AD o único modelo de DA, sem 

a inserção de mutações na MAPT, a progredir para essa próxima fase da doença e 

apresentar depósitos NFT-like e extensa neurodegeneração. 

Por fim, quando analisamos todas essas descobertas de forma abrangente, 

torna-se evidente que elas têm implicações de grande relevância para a interpretação 

dos resultados obtidos por meio do [18F]FDG-PET, para o seu potencial uso clínico 

como um biomarcador precoce e também para o entendimento da progressão 

fisiopatológica da DA. Essa compreensão mais aprofundada do metabolismo cerebral 

de glicose e das funções astrocitárias poderia contribuir significativamente para a 

compreensão, detecção e tratamento precoces da DA, oferecendo esperança para 

um melhor manejo dessa condição devastadora. 
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ANEXOS 

ANEXO A: Artigos científicos publicados durante o período de doutoramento que 

participei como co-autora e que apresentam conteúdo associado ao tema do projeto 

de doutorado, mas não serão incluídos no corpo principal da tese.  

 

Os dois primeiros artigos, “Activated peripheral blood mononuclear cell mediators 

trigger astrocyte reactivity”, publicado no periódico “Brain, Behavior, and 

Immunity”, e Antidepressant-Like Effects of Chronic Guanosine in the Olfactory 

Bulbectomy Mouse Model” publicado no periódico “Frontiers in Psychiatry”, 

investigam dois diferentes modelos animais, de sepse e de depressão. Ambos 

modelos exibiram alterações no metabolismo cerebral de glicose identificadas via 

[18F]FDG-PET e corroboram nossos achados de perturbações no metabolismo 

cerebral de glicose associadas a mudanças astrocitárias. 

 

O terceiro artigo, intitulado “Amyloid-β oligomers in cellular models of Alzheimer’s 

disease” e quarto artigo, intitulado “Guanosine Neuroprotection of Presynaptic 

Mitochondrial Calcium Homeostasis in a Mouse Study with Amyloid-β 

Oligomers” abordam os efeitos dos AβOs. 

 

O quinto artigo, intitulado “Astrocyte biomarker signatures of amyloid-β and tau 

pathologies in Alzheimer’s disease”, o sexto artigo, intitulado “Hippocampal GFAP-

positive astrocyte responses to amyloid and tau pathologies” e o sétimo artigo, 

intitulado “Neuroinflammation Biomarkers in the AT(N) Framework Across the 

Alzheimer’s Disease Continuum” abordam o papel das resposta glial, especialmente 

astrócitos, e uso de biomarcadores associados a estas células na DA. 
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ANEXO B: Artigo científico publicado durante o período de doutoramento que não 

possui conteúdo associado ao tema do projeto de doutorado. 

 

Artigo “Structural and biochemical analysis of phosphoethanolamine 

methyltransferase from the pine wilt nematode Bursaphelenchus xylophilus” 

publicado no periódico “Molecular & Biochemical Parasitology”. Este estudo foi 

conduzido durante o curso “Laboratory in Protein Analysis, Proteomics, and Protein 

Structure” realizado na Washington University in St. Louis. Sua elaboração teve o 

propósito de servir como uma ferramenta de ensino para as técnicas de análise de 

proteínas. 
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