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APRESENTACAO GERAL

A seguinte dissertacdo esta organizada de acordo com as normas do Programa
de Pdés-Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas: Bioquimica da Universidade Federal do

Rio Grande do Sul. A dissertacdo esté dividida em trés partes:

Parte I: Resumo, Introducgéo e Objetivos.
Parte Il: Manuscritos em preparacao.

Parte lll: Discussao, Conclusdes e Referéncias.

A Introducdo apresenta os objetivos e uma extensa revisdo bibliografica dos
temas relevantes para a dissertacdo. Os resultados sao apresentados na Parte I,
como dois manuscritos a serem submetidos a periédicos de circulacao internacional,
contendo uma extensa descricdo da metodologia utilizada e uma concisa introducao,
discussédo e conclusdo. A Parte Ill discute os temas apresentados ao longo da
dissertacdo e os resultados descritos na Parte Il, com interpretacfes e comentéarios
gerais. As referéncias bibliograficas ao final da dissertacdo representam aquelas

utilizadas apenas nas Partes | e .
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RESUMO

O cérebro € composto por diferentes tipos celulares que estdo distribuidos de
maneira especifica pelas suas regides. Devido as suas func¢des, os neurdnios foram
considerados as células com o maior custo energético no cérebro, sendo os
principais responsaveis pela captacdo e utilizacdo da glicose. Nesse contexto, o
sinal do exame de 2-deoxi-2-[18F]fluoroglicose via Tomografia por Emissdo de
Pésitrons ([18F]FDG-PET), técnica de neuroimagem que avalia o metabolismo de
glicose no cérebro, tem sido considerado um biomarcador da atividade neuronal.
Assim, o hipometabolismo do [18F]FDG-PET no cérebro é proposto como um indice
de disfuncdo neuronal ou neurodegeneracdo. No entanto, ha evidéncias de que
outras células cerebrais, como a microglia e o astrdcito, também sdo importantes
contribuidores para o sinal do [18F]FDG-PET no cérebro. Assim, a origem celular do
sinal [18F]JFDG-PET permanece indefinida. Com isso em mente, nessa dissertagao
de mestrado, nos: |) realizamos uma revisao sistematica para avaliar a correlacdo do
sinal da Tomografia por Emissdo de Pdésitrons da Proteina Translocadora de 18 kDa
(TSPO-PET), um marcador microglial, com o sinal do [18F]FDG-PET em roedores e
humanos. Nossos dados indicam que os sinais do TSPO-PET e FDG-PET estao
negativamente associados; Il) integramos marcadores de diferentes tipos celulares
com [18F]FDG-PET de ratos wild-type e transgénicos para os genes APP/PS1 (ratos
TgF344, modelo de amiloidose humana). Identificamos que a expressdo génica da
proteina acida fibrilar glial (GFAP), um marcador de astrocitos, no cérebro e os seus
niveis proteicos no plasma se correlacionam com o sinal do [18F]FDG-PET cerebral.
Entretanto, ndo encontramos essas associa¢gdes com os niveis de GFAP no liquido
cefalorraquidiano e no conteddo proteico do tecido cerebral. Essa dissertacao
sugere que as ceélulas da glia contribuem para o sinal do [18F]FDG-PET. Nossos
resultados recomendam uma reavaliacdo na interpretacdo bioldgica do sinal

[18F]JFDG-PET.



ABSTRACT

The brain is composed of different cell types distributed in specific ways in its
regions. Due to their functions, neurons were considered the cells with the highest
energy cost in the brain, mainly responsible for glucose uptake and use. In this
context, the [*®F]FDG-PET signal, an exam that assesses glucose metabolism in the
brain, has been considered a biomarker of neuronal activity. Thus, hypometabolism
of [**F]FDG-PET in the brain has been proposed as an index of neuronal dysfunction
or neurodegeneration. However, there is evidence that other brain cells, such as
microglia and astrocyte, are also important contributors to the [**FJFDG-PET signal in
the brain. Thus, the cellular origin of the [**F]FDG-PET signal remains undefined.
With this in mind, we: 1) performed a systematic review to assess the correlation of
the TSPO-PET signal, a microglial marker, with the [*®F]FDG-PET signal in rodents
and humans. Our data indicate that TSPO-PET and FDG-PET signals are negatively
associated; I1) integrated markers from different cell types with [**F]FDG-PET from
wild-type and transgenic mice for APP/PS1 genes (TgF344 mice, human amyloidosis
model). We identified that brain GFAP gene expression and plasma GFAP protein
levels correlate with brain [**F]JFDG-PET signal. However, we did not find these
associations with GFAP levels in cerebrospinal fluid and brain tissue protein density.
This dissertation suggests that glial cells contribute to the [**F]FDG-PET signal. Our
results recommend a reassessment of the biological interpretation of the [**F]FDG-

PET signal.
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1. INTRODUCAO

A glicose é a principal fonte de energia no cérebro (Mergenthaler et al., 2013).
Embora corresponda a apenas 2% do peso corporal, cerca de 20% da glicose
consumida é direcionada ao metabolismo cerebral (Mergenthaler et al., 2013; Dienel,
2019). O metabolismo da glicose é responsavel por muitas funcfes criticas no
cérebro, como a manutencdo celular, transmissdo de sinalizacdo neuronal e
gerenciamento do estresse oxidativo (Dienel, 2019; Zhang et al., 2021). Em virtude
de as células cerebrais ndo serem capazes de armazenar glicose, ha um suprimento
constante através da barreira hematoencefalica da periferia para o cérebro (Benton,

Parker e Donohoe, 1996; Nimgampalle, Chakravarthy e Devanathan, 2021).

No cérebro, o metabolismo de glicose é especifico para cada tipo celular
(Camandola e Mattson, 2017; Wang et al., 2022). No caso dos neurdnios, a entrada
de glicose ocorre via transportadores de glicose 3 (GLUT3) (Benarroch, 2014). Ja os
astrocitos tém como principal transportador o GLUT1, que também capta glicose na
microglia, especialmente sob condi¢cbes inflamatérias (Jakoby et al., 2012; Wang et
al., 2019; Yang et al., 2021). A microglia, entretanto, expressa predominantemente

GLUTS5 para a entrada de glicose (Jennifer Payne et al., 1998; Koepsell, 2020).

A maior parte da adenosina trifosfato (ATP) usada pelo cérebro provém do
metabolismo oxidativo da glicose, que ocorre através da via glicolitica, ciclo do acido
tricarboxilico e fosforilagdo oxidativa (Hall et al., 2012; Hertz e Chen, 2017), sendo
gue o0s neurbnios apresentam um metabolismo predominantemente oxidativo,
enquanto os astrocitos sdo mais glicoliticos (Kasischke et al., 2004; Rose et al.,

2020). Ja a microglia, embora apresente ambos os metabolismos, glicolitico e
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oxidativo, quando ativada aumenta o metabolismo glicolitico e diminui o oxidativo

(Ghosh et al., 2017; Cheng et al. 2021).

Nesse sentido, a glicélise € uma reacdo que pode ser dividida em fase
preparatéria e fase de conservacdo de energia (Nimgampalle, Chakravarthy e
Devanathan, 2021). Na fase preparatoria a glicose € fosforilada pela enzima
hexoquinase em glicose-6-fofato utilizando uma molécula de ATP, que é convertido
em ADP (Mergenthaler et al., 2013) A glicose-6-fosfato entdo é isomerizada em
frutose-6-fosfato pela fosfohexose isomerase (Arren Bar-Even et al., 2012). E essa
molécula é fosforilada em Frutose-1,6-fosfato utilizando outra molécula de ATP
(Locasale, 2018). Por fim, a Frutose-1,6-fosfato é clivada pela aldolase em duas
trioses fosfato diferentes, o gliceraldeido-3-fosfato e a diidroxiacetona-fosfato (Arren

Bar-Even et al., 2012; Nimgampalle, Chakravarthy e Devanathan, 2021).

A fase de conservacdo de energia utiliza entdo duas moléculas de
gliceraldeido-3-fosfato formado na fase preparatoria, juntamente com 4NAD" e 4
fosfatos para formar 2 moléculas de 1,3-bifosfoglicerato uto e 4NADH+H" como
produtos (McCall, 2004). Cada molécula de 1,3-bifosfoglicerato é defosforilada pela
enzima fosfogliceratoquinase, gerando 3-fosfoglicerato e a conversdao de 2
adenosina difosfato (ADP) em 2ATP (Fothergill-Gilmore, Michels, 1993;
Nimgampalle, Chakravarthy e Devanathan, 2021). Entdo, a enzima
fosfogliceratomutase promove a isomerizacdo da molécula a 2-fosfoglicerato, que
posteriormente € desidratado pela enolase e gera fosfoenolpiruvato (Arren Bar-Even
et al.,, 2012). Devido ao seu elevado potencial de transferéncia de fosfato, o
fosfoenolpiruvato pode transferir um fosfato ao ADP, assim se transformando em

piruvato (Meléndez-Hevia et al., 1997).
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Nesse contexto, 0 exame cerebral mais utilizado por tomografia por emissao
de pésitrons (PET) usa [*®F]2-fluoro-2-desoxi-D-glicose  ([**FJFDG) como
radiofarmaco (de Leon et al., 1983; Schilling et al., 2016). O [**F]JFDG é um anélogo
estrutural da glicose, no qual o grupo hidroxila na posicdo C-2 da molécula é
substituido pelo is6topo Fluor'®, que é emissor de pésitrons (Reivich et al., 1979;
Fowler e Ido, 2002). Essa substituicdo permite o [*®F]JFDG (Vallabhajosula et al.,
2010) entre no cérebro através da barreira hematoencefalica e, tal qual a glicose,
adentra as células por proteinas de membrana transportadoras de glicose

(Hasselbalch et al., 1996; Schmidt et al., 2013).

Entretanto, o [*®F]FDG é uma molécula quimicamente distinta da glicose e,
portanto, ndo segue 0s mesmos caminhos metabodlicos e permanece nas células por
mais tempo (Gallagher et al. 1978; Larson, 2020). Assim como a glicose, o [**F]FDG
é fosforilado pela hexoquinase, sendo assim transformado em [**F]FDG-6 fosfato
(Gallagher et al. 1978). Esse produto da fosforilagdo da hexoquinase, devido a falta
de oxigénio na posicdo 2 da estrutura, ndo é um substrato da glicose-6-fosfato
isomerase (Gallagher et al. 1978), portanto, ndo participando (ou participando muito

pouco), da rota glicolitica.

Essa vantagem particular do [*®F]FDG e a emissdo de pdsitrons devido &
presenca do radioisotopo permitem a quantificacdo de sua captacdo no tecido
cerebral por meio de um exame de PET (Ziai et al., 2016; Feng et al., 2019; Levin et
al., 2021). Posteriormente, [*®F]FDG é excretado intacto e mais rapidamente que a
glicose através dos rins, assim melhorando o contraste da imagem (Larson, 2020;

Amoabeng et al., 2022).



13

Assim, o sinal [**F]FDG-PET é representativo da atividade da hexoquinase do
tecido cerebral, portanto, do metabolismo cerebral (Schéll et al., 2011; Marcus,
Mena, e Subramaniam, 2015 Bouter et al., 2019). E esse consumo pode ser
observado a nivel regional no cérebro; entretanto a imagem do PET ndo tem

resolucao celular (Dienel, Behar e Rothman, 2018).

Nesse contexto, € intuitivo que o disparo neuronal consumiria muita glicose
(Sokoloff et al., 1977; Roberts et al., 2017). E, por muitos anos, assumiu-se que o
sinal [*®F]JFDG-PET no cérebro era originado exclusivamente do consumo de glicose
pelo neurbnio, sendo considerado um indice de fung¢do neuronal (Mosconi et al.,
2008; Jack et al., 2016). Porém, os neurdnios ndo sdo as Unicas células cerebrais
metabolicamente ativas, e, por essa razdo, o impacto de outras células cerebrais no
[**F]JFDG-PET vem sendo debatido (Figley e Stroman, 2011; Dienel, Behar e

Rothman, 2018).

As células gliais estdo altamente envolvidas nos processos cerebrais e, assim
como o0s neurdnios, utilizam glicose como fonte de energia (Klip e Hawkins, 2005;
Jha e Morrison, 2018; Afridi et al., 2020). De fato, os neurbnios sé&o
predominantemente oxidativos, enquanto 0s astrocitos s&do principalmente
glicoliticos (Magistretti e Allaman, 2015; Vandoorne, Bock e Bosch, 2018; Han et al.,
2021). Ademais, Pellerin e Magistretti postularam em 1994 o conceito da lancadeira

de lactato Neurdnio-Astrécito (ANLS) (Pellerin e Magistretti, 1994).

Segundo essa hipotese, os astrocitos ndo sédo considerados simplesmente
apoio passivo para o bom funcionamento neuronal, e sim células que participam

ativamente no processo neuroenergético (Pellerin e Magistretti, 1994; Brooks, 2018).



14

Os astréocitos também cobrem majoritariamente vasos sanguineos cerebrais
(Pellerin, 2010; Hosli et al., 2022). Inclusive, 99,8% dos astrécitos presentes na
massa cinzenta estdo ligados a, no minimo, um vaso sanguineo (Hésli et al., 2022).
Essa particularidade confere uma grande vantagem, em termos de localizagcéo, na

captacao de glicose (Brooks, 2018).

Assim, em situacdes de atividade sinaptica, os neurdnios liberam glutamato
(Okumoto et al., 2005; Zhou e Danbolt, 2014). Para evitar excitotoxicidade, os
astrocitos captam esse glutamato da fenda sinaptica, um processo que €
dependente de gradiente de sédio (Zhang et al., 2018; Mahmoud et al., 2019). Para
tanto, é necessaria a entrada de trés ions de Na® para cotransporte com um
glutamato (Pellerin et al., 1998; Pellerin e Magistretti, 2012). Portanto, a captacéo de
glutamato gera um aumento nas concentracdes intracelulares de sodio nos
astrocitos. Isso gera uma ativacdo na enzima Na'/ K'/ATPase, dessa forma
desencadeando um aumento glicolitico nessas células (Mason, 2017). Assim, a
entrada de glutamato promove captacdo de glicose nos astrocitos em uma

estequiometria 1:1 (Pellerin et al., 1998).

O piruvato produzido nos astrocitos, via glicélise, é convertido em lactato, que
ao ser liberado no espaco extracelular, € utilizado pelos neurénios como substrato
energético através de transportadores monocarboxilato (Pellerin e Magistretti, 1994;
Barros e Weber, 2018). Dentro dos neurbnios, o lactato € convertido a piruvato pela
enzima lactato desidrogenase 1 (LDH1), que é utilizado como substrato energético

(Genc, Kurnaz e Ozilgen, 2011).
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Isso s € possivel porque 0s neurdnios parecem ter preferéncia por lactato
guando ambos os substratos (lactato e glicose) estdo disponiveis (Schurr e Payne,
2007, Brooks, 2018). Aléem disso, diferentemente dos neurdnios, que expressam
exclusivamente a LDH1, os astrocitos apresentam a lactato desidrogenase 5,
responsavel pela converséo de piruvato a lactato (Bittar et al., 1996; Genc, Kurnaz e
Ozilgen, 2011). Assim, o ANLS sugere que os neurbnios ndo sdo majoritariamente
dependentes de glicose para o suprimento energético e que os astrécitos, durante a
neurotransmissao glutamatérgica, apresentam um perfil mais glicolitico (Pellerin e

Magistretti, 1994).

O numero celular também pode ser um fator significativo para o consumo de
glicose e, portanto, no metabolismo do [*®F]JFDG-PET (Fischer et al., 2006). No
encéfalo humano, as células gliais correspondem a cerca de 50% do namero celular
total (Azevedo et al., 2009; Herculano-Houzel, 2012). Azevedo et al. mostraram que
h& uma populacdo de 170,68 bilhdes de ceélulas cerebrais, sendo que 86,1 bilhdes

sao neurdnios e 84,6 bilhdes das quais sao células gliais (Azevedo et al., 2009).

Ademais, h4 uma diferenca na proporcéo de neurénios:glia de acordo com a
regido cerebral. No cértex, das 77,18 bilhGes de células, apenas 16,34 bilhdes de
células sdo neurbnios, gerando uma razao de 3,76 células gliais para cada neur6nio.
Essa proporcao se inverte no cerebelo, uma regido com alto indice neuronal, no qual
ha 4,3 neurdnios para 1 célula glial, contendo 69,03 e 16,04 bilhdes de células
neuronais e gliais, respectivamente (Azevedo et al., 2009; Herculano-Houzel et al.,

2015; Herculano-Houzel e Dos Santos, 2018).
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Nesse sentido, ha evidéncias de que os astrocitos também contribuem para o
sinal [**FJFDG-PET (Magistretti e Pellerin, 1996; Carter et al., 2019). Zimmer et al.
mostraram o0 aumento da captacdo de glutamato via GLT-1, um transportador quase
exclusivamente presente nos astrécitos, induzido pelo farmaco ceftriaxona aumentou
o sinal do [*®F]JFDG-PET. De fato, a inducéo do transporte de glutamato via GLT-1
pela ceftrixona causou um hipermetabolismo de glicose nos astrocitos, traduzido na
captacdo de [*®F]JFDG-PET (Zimmer et al., 2017). Por outro lado, em animais
tratados com clozapina, um farmaco multi-alvo que induz infraraugulacédo de GLT-1,

foi observado um hipometabolismo no sinal do [*®F]FDG-PET (Rocha et al., 2022).

Além disso, a microglia, mesmo sendo menor em compara¢do com astrécitos
e neurbnios, é uma célula altamente ativa, principalmente em situacdes
inflamatorias, e também utiliza a glicose como combustivel (Lauro e Limatola, 2020;
Camacho-Morales, 2022). Xiang et al. mostraram que uma deplecdo parcial da
microglia em um em camundongos PS2APP, um modelo de Doenga de Alzheimer
(DA), gera uma diminuicdo no sinal de [**F]FDG-PET. Nesse mesmo estudo,
animais TREM2*"*, modelo de ativacdo microglial, apresentam um hipermetabolismo

cerebral de glicose (Xiang et al., 2021).

Alteracbes no metabolismo cerebral de glicose estdo presentes em diversos
distarbios neurodegenerativos, incluindo a DA (Cleland et al.,, 2021; Ryu et al.,
2021). A DA e dividida em forma familiar, causada por mutacdes genéticas, e e
esporadica, que tem inicio tardio e é responsavel pela vasta maioria dos casos. De
fato, existe uma assinatura hipometabélica no [**F]JFDG-PET em pacientes com DA,
especialmente na forma esporadica, que tem sido utilizada como biomarcador de

neurodegeneracdo, sendo o cOrtex uma das regides mais afetadas (Mosconi et al.,
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2010; Knopman et al., 2021). Ademais, em alguns modelos murinos da doenca, na
fase inicial, a regido cortical apresenta um aumento na captacéo de [*°F]FDG-PET,
possivelmente devido a reatividade glial (Brendel et al., 2016; Xiang et al., 2021).
Estudos clinicos com pacientes com a forma familiar da DA e individuos com
comprometimento cognitivo leve, mostraram um aumento similar no metabolismo de
[*®F]JFDG-PET em algumas regifes na fase inicial da doenca (Gordon et al., 2018;

Rubinski et al., 2020).

De fato, os ratos TgF344-AD, um modelo transgénico de amiloidose cerebral,
gue apresentam a mutacdo sueca humana para o gene que codifica a proteina
precursora de amiléide (APP) e expresséao de presenilina 1 (PSEN1) com a mutacao
A no exon 9, apresenta diversas apresentam as caracteristicas patoldgicas classicas
da DA (Figura 1) (Cohen et al., 2013; Tsai et al., 2014). Nesse modelo além da
presenca de depdsitos de placas de beta-amiloide (AB) e alteracdes astrocitarias, ha
um aumento no sinal do [**F]FDG-PET aos 9 meses de idade (Cohen et al., 2013,

2013; Rocha et al., 2021).

Alteracées no sinal do [*®F]FDG-PET também foram observados em modelo
de sepse severa, que classicamente estimula o processo neuroinflamatério e a
ativacdo microglial (Catarina et al., 2018; Bellaver et al. 2019). A estimulacdo em
cultura de células microgliais com agentes inflamatorios, como o lipopolissacarideo
(LPS) e interferon-gama, geram um aumento no consumo de glicose, mediado

predominantemente por GLUT1 (Wang et al., 2019).

Ja4 Baik et al. utilizaram cultura primaria de microglia de camundongos

tratadas com AB, 0 que gerou uma ativacdo microglial e mudanca no metabolismo



18

destas células, que passaram de um estado de fosforilagdo oxidativa para glicolise

(Baik et al., 2019).

CARACTERIZACAO FENOTIPICA DO RATO TGF344-AD

1 més 3 meses 6 meses 9 meses 12 meses, 15 meses +18 meses Sem dados

| I

PLACAS DE B-AMOLOIDE Acumulacao dependente da idade de placas amildides no hipocampo e cdrtex entre 6 e 26 meses de idade

Estruturas semelhantes em aparéncia aos emaranhados neurofibrilares revelados por coloragéo de Gallyas e imunaocoloragao
usando um anticorpo dirigido contra fosfo-tau. .

PERDA NEURONAL Aproximadamente 40 por cento de perda de neurnios no hipocampo e cértex aos 16 meses

Microgliose e reatividade astrocitaria sao aparentes aos 6 meses.

PERDA SINAPTICA Sem dados

ALTERACOES EM LTP/LTD Sem dados

ALTERACAO COGNITIVA Déficits no aprendizado de reversao no labirinto aquatico de Morris aparentes em 6 meses

Figura 1. Caracterizacdo fenotipica do rato TgF344-AD. Alteracbes
presentes nos rato TgF344-AD em diversas idades. Fonte: Adaptado de (Alzforum,

2022)

Existem também trabalhos na literatura estabelecendo uma relacdo entre
imagens por PET obtidas com marcadores da proteina translocadora de 18 kDa
(TSPO) e o [*®F]FDG (Fan et al., 2015; Kleinberger et al., 2017; Eckenweber et al.,

2020). Em situacdes de ativacdo microglial, hA um aumento no numero desses
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receptores TSPO na membrana externa da mitocdndria microglial (Crawshaw e

Robertson, 2017; Zhang et al., 2021).

Assim, como nos astricitos, essas evidéncias apoiam uma relagdo intima
entre o metabolismo de glicose e as respostas inflamatorias na microglia (Choi et al.,
2021; Pan et al., 2022; Xiong, Tang e Yang, 2022). E, dessa forma, acredita-se que
essas células também podem modular o sinal de PET-[*®F]JFDG no cérebro (Xiang et
al., 2021). No entanto, a origem celular do sinal [*®F]FDG-PET no tecido cérebral

ainda parece ser neuronal ou astrocitaria.

2. OBJETIVO

Essa dissertacdo de mestrado visou investigar, em dados publicados na
literatura, o impacto da ativacdo da microglia no sinal do [**F]FDG-PET e as

associacdes entre marcadores celulares e o sinal do [**F]JFDG-PET.

2.1 Objetivos especificos

|.  Realizar uma revisdo sistematica da literatura sobre [**F]JFDG-PET e
TSPO-PET;

II. Avaliar o metabolismo de glicose cerebral em ratos transgénicos que
carregam a mutacao humanas patolédgicas presentes na DA,

[ll.  Analisar marcadores neuronais e gliais em amostra de tecido, plasma e
liquido cefalorraquidiano (LCR) em em ratos trangenicos que carregam a
mutacdo humanas patologicas presentes na DA ;

IV. Correlacionar os niveis de marcadores neuronais e gliais em tecido e em

fluidos com o sinal do [**F]JFDG-PET no cérebro.
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4. Discussao

Neste trabalho conduzimos uma revisdo sistematica da literatura acerca da
microglia e o metabolismo cerebral de glicose, com énfase na investigagéo por PET
e seus respectivos marcadores, mais especificamente [*°F]FDG e radioligantes de
TSPO. Estudos recentes demonstraram que a microglia pode modular o sinal do
[*®F]JFDG-PET. De fato, um artigo observou que a captacdo celular de FDG pela
microglia hipocampal se encontra aumentada em modelo transgénico da DA. Essas
alteracbes ndo se restringem ao processo glicolitico, mas também aos
transportadores de glicose e a fosforilagdo oxidativa, e parecem estar relacionados
com o processo de ativacdo microglial. Assim, € intuitivo sugerir que o metabolismo
cerebral de glicose estaria positivamente associado com o sinal do TSPO-PET, uma
técnica que utiliza radioligantes considerados marcadores de ativacao microglial.

Entretanto, os resultados da nossa extensiva revisdo de literatura, apontou
para o oposto. O estudo englobou 29 artigos, contando com mais de 10 diferentes
modelos pré-clinicos de doencas cerebrais, bem como estudos clinicos,
majoritariamente em pacientes com doencas neurodegenerativas. Observamos com
a compilacdo dos dados encontrados que, na vasta maioria desses estudos, o sinal
do TSPO-PET se encontra aumentado em regifes associadas com hipometabolismo
do [*®F]FDG-PET. Esse resultado sugere uma correlagdo negativa dos dois
radiofarmacos, bem como antagoniza a ideia de que a microglia € uma das células
que mais contribui para o sinal do [**F]FDG-PET.

Tendo em vista esses resultados, investigamos a associacdo de células
cerebrais com o metabolismo de glicose. Utilizando um modelo animal transgénico

da AD (TgF344-AD), avaliamos marcadores canbnicos da microglia, astrocitos e
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neurdnios em trés compartimentos bioldgicos (tecido cerebral, LCR e plasma) e suas
respectivas correlacdes com o [**F]JFDG-PET encefélico. Assim, apresentamos
evidéncias de uma associacao entre biomarcadores astrocitarios com o metabolismo
de glicose.

Nossos resultados demonstraram que o metabolismo cerebral global de
glicose ndo se encontra alterado nos animais aos 10 meses, idade na qual ja ha
agregacdo de placas de AB. A analise a nivel regional também néo resultou em
diferenca significativa entre os grupos no CXTP, CXF, HP, ST, TAL, HT e CB.
Entretanto, o mapa t-estatistico da imagem mostrou o grupo TgF344-AD apresentou
alguns clusters hipermetabdlicos na regido cortical. Esse resultado corrobora com
um estudo longitudinal, ainda n&o publicado, conduzido por nosso grupo de
pesquisa utilizando esse mesmo modelo, no qual se observou somente um
hipermetabolismo de glicose em algumas regides, como talamo e cortex (Rocha et
al., 2021). Além disso, ha aumento no metabolismo de [*®F]FDG-PET em outros
modelos animais de DA, como é o caso dos camundongos APP/PS1 que assim
como os ratos TgF344-AD, apresentam APP com a mutacdo sueca e mutacdo em
PS1 (Bouter e Bouter, 2019; Snellman et al., 2019; Xiang et al., 2021).

No tecido cerebral, avaliamos o mRNA de S100B, NeuN e IBA1 em 3 regides:
CXTP, CXF e CB. Nossos resultados demonstraram que, embora S100B, NeuN e
IBA1 ndo apresentam diferenga nos niveis de mRNA entre os grupos, 0 mRNA de
GFAP estd aumentado no CXTP dos animais transgénicos. Entretanto, o
imunoconteudo proteico de GFAP néo diferiu entre 0os grupos em nenhuma das
regides. Os dados de mRNA de GFAP corroboram com diversos estudos presentes
na literatura, nos quais reatividade astrocitaria e, consequentemente o GFAP, estao

aumentados na regido cortical na AD. Entretanto, assim como nesses estudos, era
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esperado um aumento nos niveis proteicos de GFAP, 0 que ndo ocorreu no grupo
TgF344-AD (Muramori, Kobayashi e Nakamura, 1998; Porchet et al., 2003; Roltsch
et al., 2010; Porchet et al., 2003; Perez-Nievas e Serrano-Pozo, 2018; Grubman et
al., 2019; Habib et al., 2020). Esses resultados sugerem uma possivel reatividade
astrocitaria na regido cortical desses animais.

Na andlise de associacdo de mRNA com os dados de [**F]FDG-PET, os
niveis de mRNA de GFAP cortical apresentaram a maior correlacdo com o
metabolismo de glicose cerebral. Essa associacdo pode ser explicado por duas
razbes: primeiro 0 cortex € uma regido muito mais vulneravel a DA (Dubois et al.,
2014; Grothe et al., 2018; Mrdjen et al., 2020); segundo o0 cerebelo é composto
majoritariamente por neurdnios, ao contrario do coértex, que € formado
predominantemente por células gliais (Herculano-Houzel e Lent, 2005; Azevedo et
al., 2009). Assim, demonstramos que o0 mMRNA de GFAP, principalmente do CXTP,
se correlaciona com grande parte do cérebro.

Dentre os outros marcadores investigados, somente 0 mMRNA de S100B do
CXF apresentou associacdo com o metabolismo de glicose cerebral. O mRNA de
NeuN e IBA1 extraido do tecido cerebral ndo correlacionaram com nenhuma regido
do [*®F]JFDG-PET. De fato, esses dados divergem com os resultados descritos por
Dienel, Behar e Rothman, e Xiang et al. que mostraram que os grandes contribuintes
para o sinal do [*®*F]JFDG-PET sdo os neurdnios e microglia, respectivamente.
Entretanto, nossos resultados corroboram com estudos que demonstraram que 0S
astrocitos tém um amplo impacto no metabolismo de [**F]JFDG-PET (Zimmer et al.,
2017; Rocha et al., 2022). Assim, nossos resultados sugerem que 0s astrocitos
estdo fortemente associados com o metabolismo de glucose e, consequentemente,

sinal de [*®F]JFDG-PET.
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No plasma e LCR, os niveis proteicos de GFAP n&o diferiram entre o grupo
TgF344-AD e controle. Entretanto, na correlacdo voxel-a-voxel com o metabolismo
de glicose, somente o GFAP plasmatico apresentou uma correlagdo positiva, em
especial na area cortical. Os resultados de plasma corroboram com dados de
estudos clinicos de marcadores em fluidos, no entanto, divergem em relagdo ao
GFAP no LCR (Fukuyama, Izumoto, & Fushiki, 2001; Benedet et al., 2021). Isso
sugere que o GFAP plasmaético, e possivelmente novos biomarcadores astrocitarios,
possam ser biomarcadores de grande potencial para o entendimento da patologia de

DA e até mesmo na predi¢cdo da conversao clinica.

5. Concluséo e Perspectivas

Em resumo, nossos resultados sugerem uma correlacéo inversa dos sinais de
FDG- e TSPO-PET, assim como fornecem evidéncias de que os astrdcitos séo,
dentre os tipos celulares investigados no presente trabalho, as células mais
associadas ao sinal do [*®*F]JFDG-PET. De fato, mostramos que o GFAP, a nivel
génico e plasmatico, € um indicador do metabolismo da glicose no cérebro. Também
demonstramos que mutacfes classicas da DA além de causarem alteracdes
metabdlicas cerebrais, levam a modificacdes a nivel de mRNA nos astroécitos.
Finalmente, acreditamos que uma reavaliacdo do papel da bioenergética dos
astrocitos na DA é necessaria, e também merece mais investigacado em pesquisas

clinicas.
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