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As geographers, Sosius, crowd into the edges of their maps parts of the world which they
do not know about, adding notes in the margin to the effect, that beyond this lies nothing
but the sandy deserts full of wild beasts, unapproachable bogs, Scythian ice, or a frozen sea,
so in this work of mine, in which I have compared the lives of the greatest men with one
another, after passing through those periods which probable reasoning can reach to and real
history find a footing in, I might very well say of those that are farther off: “Beyond this
there is nothing but prodigies and fictions, the only inhabitants are the poets and inventors
of fables; there is no credit, or certainty any farther.”

Plutarco “The Lives”
Traduzido por John Dryden
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PARTE I
1. RESUMOS
1.1. Resumo em Portugués

A Eletroconvulsoterapia é atualmente o método mais efetivo no manejo dos transtornos
depressivos, e sua superioridade frente ao tratamento farmacoldgico apresenta-se bem
documentada. Apesar disso, criticos ainda véem o método como potencialmente danoso e
capaz de provocar lesdes cerebrais, fatos que carecem de comprovacao cientifica. Hipoteses
guanto aos mecanismos bioguimicos desencadeados pela eletroconvulsoterapia, bem como
pelos antidepressivos de um modo geral, voltam-se tradicionalmente para o sistema
monoaminérgico como principal envolvido na orquestracdo subjacente a recuperagdo dos
sintomas de humor. Ha algum tempo esforgos tém sido direcionados para identificacdo de
outros sistemas que possam estar desempenhando um importante papel. Nesta tese
utilizamos um tradicional modelo de choque eletroconvulsivo em ratos para investigar seus
efeitos sobre marcadores de lesdo neuronal, atividade e consumo energético glial, bem
como atividade de ectonucleotidases. Ratos wistar machos com 60 a 90 dias de idade foram
alocados a dois tratamentos. No primeiro, denominado agudo, os individuos receberam um
unico choque eletroconvulsivo, sendo posteriormente sacrificados em horarios
predeterminados. No segundo modelo, cronico, os ratos receberam 8 choques
eletroconvulsivos, mimetizando um curso de tratamento de eletroconvulsoterapia. O
sacrificio dos ratos no modelo crbénico ocorreu ap6s o oitavo choque, também em
momentos predeterminados. No primeiro trabalho foi extraido o liquor dos animais 0, 3, 6,
12, 24, 48 e 72 horas apds terminadas as sessdes, sendo medidos os niveis de proteina
S100B, enolase especifica do neurdnio e lactato. Os niveis de S100B apresentavam-se
significativamente elevados seis horas apds o ultimo choque no modelo crénico
(p<0,0001). Enolase especifica do neurdnio ndo teve alteragdes, e os niveis de lactato
aumentaram significativamente na primeira medicdo ap6s o choque, tanto no modelo
crénico quanto no agudo (p<0,001, para ambos). No segundo trabalho, 0 mesmo modelo foi
usado, agora com medicBes nos niveis séricos da hidrdlise de nucleotideos da adenina.
Nosso modelo agudo demonstrou uma diminui¢do significativa da hidrélise de ATP, ADP e
AMP, no primeiro momento medido ap6s o choque, 0 horas (p<0,05 para ATP, e p<0,01
para ADP e AMP), enquanto no modelo cronico avaliou-se que a atividade sérica da
enzima aumentava significativamente 48 horas apds o Gltimo choque (p<0,05 para o0s trés
nucleotideos), permanecendo significativamente aumentada 7 dias apds (p<0,001 para os
trés nucleotideos). Assim, os resultados do primeiro trabalho apdiam a proposta de que o
choque eletroconvulsivo ndo produz dano neural, e que as alteragdes observadas nos niveis
de S100B e lactato, refletem uma reacdo astrocitaria de natureza protetora. No segundo
observamos que o modelo crénico de choque eletroconvulsivo é capaz de induzir ativacoes
enzimaticas sustentadas, o que pode apoiar a idéia de que a adenosina esteja associada com
0s mecanismos bioquimicos envolvidos nas mudancas cerebrais ocasionadas pela
eletroconvulsoterapia.



1.2 Abstract

Electroconvulsive therapy is currently the most effective method in the treatment of
depressive disorders, and its superiority over the pharmacological approaches is well
documented. In spite of that, critics still look at the method as potentially injurious and
capable of inducing brain lesions, facts that lack the support of scientific evidence.
Hypothesis regarding the biochemical mechanisms unleashed by electroconvulsive therapy,
as well as by the pharmacological treatments in general, have traditionally considered the
monoaminergic system as the leading player in the orchestration underlying the recovery of
depressive mood states. For some time now, efforts have been directed towards the
identification of other systems that may have an important role. In this thesis we used a
traditional model of electroconvulsive shock in rats to investigate its effects on markers of
neuronal lesion, glial activity and energetic consumption, as well as the activity of
ectonucleotidases. Wistar male rats of 60-90 days of age were assigned to two treatments.
In the first, named acute, the individuals received a single electroconvulsive shock, and
were subsequently sacrificed at pre-established times. In the second model, named chronic,
the rats received eight shocks, mimicking a therapeutic course of electroconvulsive therapy
in humans. In the chronic model sacrifice took place at pre-established times after the
eighth shock. In the first study cerebrospinal fluid was extracted from the animals at 0, 3, 6,
12, 24, 48 and 72 hours after the sessions were over, and the levels of S100B protein,
neuron specific enolase and lactate were measured. S100B levels were significantly
elevated six hours after the last shock in the chronic model (p<0.0001). Neuron specific
enolase was not altered, and the levels of lactate increased significantly in the first
measurement after the shock in both models (p<0.001, for both). In the second trial the
same model was used, now measuring serum levels of adenine nucleotide hydrolysis. Our
acute model demonstrated a significant inhibition of the hydrolysis of ATP, ADP and AMP
in the first measurement taken after the shock at O hour (p<0.05 for ATP and p<0.01 for
ADP and AMP), whereas in the chronic model the serum activity of the enzyme increased
significantly 48 hours after the last shock (p<0.05 for the three nucleotides), remaining
significantly increased after 7 days (p<0.001 for the three nucleotides). Thus, the results of
our first experiment support the proposal that the electroconvulsive shock does not produce
neural injury, and that the alterations observed in the levels of S100B and lactate, reflect an
astrocytic reaction of a protective nature. In the second we observed that the chronic model
of electroconvulsive shock is capable of inducing a sustained enzymatic activation, what
can support the idea that adenosine is associated with the biochemical mechanisms
involved in the cerebral changes brought about by the electroconvulsive therapy.



2. LISTA DE ABREVIATURAS

BDNF — Fator neurotréfico derivado do cérebro
CEC - Choque eletroconvulsivo

DAG - Diacilglicerol

ECT - Eletroconvulsoterapia

GABA - Acido gama-aminobutirico

GFAP - Proteina glial fibrilar acida

IP3 — Inositol trifosfato

N-CAM — Molécula neuronal de adesdo celular
NMDA — N-metil-D-aspartato

NSE - Proteina enolase especifica de neurdnio
PKC - Proteina cinase C

PTZ - Pentilenotetrazol

RNA — Acido ribonucleico

SNC - Sistema nervoso central

3. INTRODUCAO

3.1 Historico

Um dos primeiros investigadores a induzir convulsbes sistematicas como método
terapéutico no século passado foi Ladislas Joseph von Meduna. Ao examinar os cérebros de
pacientes do hospital psiquiatrico de Budapeste acreditou que havia um espessamento da
neuroglia de pacientes epiléticos enquanto nos esquizofrénicos parecia ocorrer 0 oposto.

Essa observacdo nunca comprovada levou-o a postular haver um antagonismo entre



epilepsia e estados psicoticos, e que a inducdo de crises convulsivas poderia ter um papel
terapéutico no manejo desses. Para obté-las usou uma injecdo intramuscular de canfora o
que foi capaz de produzir uma crise do tipo grande mal aproximadamente 45 minutos
depois da aplicacdo, obtendo resultados terapéuticos satisfatorios (Shorter, 1997). A
canfora foi posteriormente substituida por pentilenotetrazol, mas a agonizante fase de
espera pela crise convulsiva e o mal estar profundo do paciente nesse periodo levam a
procurar outros métodos de inducdo da crise convulsiva (Thuillier, 1999). Dessa maneira,
Ugo Cerletti, na Universidade de Roma, no dia 18 de abril de 1938, realiza o primeiro
procedimento de eletroconvulsoterapia (ECT) em seres humanos, inaugurando um método
que, com algumas alteragdes, permanece em uso até hoje (Dubovski, 1995). No Rio Grande
do Sul, Alvaro Murillo da Silveira introduziu em 1942, no Hospital Psiquiatrico S&o Pedro,
a eletroconvulsoterapia usando um aparelho construido pelo engenheiro Olmiro llgenfritz.
(Busnello, 1995).

Ao longo de sua historia as indicacdes para o uso do ECT tém sido ditadas ndo pelos
resultados que demonstra quando submetido ao escrutinio cientifico, mas pelas percepcdes
do publico, meio cultural aonde ele é empregado e por inclinagdes dos profissionais que
lidam com transtornos mentais graves, além de peculiaridades da legislacédo local (Winslade
et al, 1984). Hoje, mesmo com indica¢des precisas para diagndsticos definidos, a realizacdo
da ECT ainda esta sujeita a esses fatores, o que explica taxas altamente discrepantes de
utilizacdo entre diferentes populacdes. Dados demonstram que ha, proporcionalmente, uma
maior utilizacdo por membros das classes média e alta (Babigian & Guttmacher, 1984), ao
contrario do que ocorria na década de 1950 quando classes desprivilegiadas tinham uma

maior probabilidade de serem submetidas ao procedimento (Hermann et al, 1995). Negros



sdo sub-representados entre aqueles que recebem ECT (Thompson et al, 1994). Hospitais
privados aplicam mais que os publicos (Thompson & Blaine, 1987) e a presenca de um

centro académico na area aumenta a chance de aplicacdo (Hermann et al, 1994).

3.2 Efetividade da Eletroconvulsoterapia

Os mais de sessenta anos de histéria da ECT foram acompanhados por avangos em diversas
areas da psiquiatria, principalmente no campo diagnostico e farmacoldgico (Andreasen,
1985). A organizacdo dessas areas ofereceu uma base mais solida para o estudo dos
mecanismos bioldgicos dos transtornos mentais e uma apuragdo mais precisa da qualidade
dos tratamentos disponiveis. A ECT teve sua indicacdo terapéutica mais direcionada aos
casos de depressdo maior, vindo a ser comparada com as alternativas farmacoldgicas de
tratamento a depressao, indiscutivelmente o0 método terapéutico mais utilizado no mundo
ocidental nos dias de hoje. Relatos clinicos e observacdes empiricas apontaram
regularmente a ECT como uma estratégia terapéutica superior as demais na resolucao de
quadros de humor, tanto por conseguir uma diminui¢cdo mais acentuada dos sintomas como
por alcanca-la em um espacgo de tempo significativamente mais curto (Strober et al, 1998;
Flint & Rifat, 1998; Folkerts et al, 1997). Essa superioridade as drogas antidepressivas foi

novamente confirmada em abrangente estudo metanalitico (UK ECT Review Group, 2003).

3.3. Eletroconvulsoterapia e Dano Cerebral
Apesar de sua efetividade, e de uma diminuicdo do estigma relacionado a ECT nos ultimos
anos, ele ainda € visto muitas vezes como uma alternativa terapéutica de excec¢do, reservada

a casos refratarios ou severos (Fink, 2005). Criticos persistem exigindo apuracdes



minuciosas e o0 debate acerca da relacdo da ECT e danos no sistema nervoso central (SNC)
tornou-se uma polémica intermitente e cronica (Sterling, 2000; Abrams, 2000) que promete
sofrer reavaliacOes periddicas conforme as exacerbagfes do &nimo de seus criticos mais
loquazes e sua capacidade de reanimar na sociedade antigos preconceitos sobre 0 método.
Todavia, dados cientificos tém demonstrado repetidamente que a ECT ndo produz lesdes
neuronais, e que dentro dos pardmetros atuais de dose e duragdo do estimulo elétrico, elas
sdo uma possibilidade remota (Zachrisson et al, 2000; Reisner, 2003). Estudos classicos em
animais avaliaram alteracfes neuropatoldgicas usando técnicas de fixa¢do por perfuséo e
contagem de neurdnios. Os resultados indicaram que nas doses atualmente em uso ndo ha
uma diminuigdo no nimero de neurdnios ou alteracdo patoldgica (Devanand et al, 1994).
Atualmente estudos mais rigorosos (Dwork et al, 2004) e com marcadores mais sensiveis
ofereceram novas oportunidades para a avaliacdo de danos provocados pela ECT (Pelsers et
al, 2004; Agelink et al, 2001). Os resultados obtidos até agora se alinham com os dos

estudos mais antigos apontando uma auséncia de dano.

3.4 Efeitos troéficos e protetores do choque eletroconvulsivo

Atualmente ja existe um significativo corpo de evidéncias apontando que o choque
eletroconvulsivo é capaz de mobilizar mecanismos cerebrais de natureza protetora e trofica
(Ongur & Heckers, 2004; Altar et al, 2004; Stewart & Reid, 2000; Lamont et al, 2001).
Madsen e colaboradores foram os primeiros a relatar um possivel papel da
eletroconvulsoterapia na neurogénese em cérebro de animais adultos (Madsen et al, 2000).

Com isso ndo tardaram em surgir hipdteses propondo que os mecanismos de acdo da ECT



poderiam depender, em parte, da estimulacdo da plasticidade neuronal e sinptica em
determinadas areas do cérebro (Jacobs, 2002).

Relatos de um aumento da molécula neuronal de adesdo celular (N-CAM) existem ha mais
de 20 anos (Jorgensen & Bolwig, 1979). Outros fatores também demonstraram alteracdes
significativas ap6s um curso de CEC, sendo essas alteracfes, possivelmente, de natureza
salutar (Jeon et al, 2005; Strome et al, 2005; Sun et al, 2005; Kim et al, 2005; Barichello et

al, 2004; Shen et al, 2003).

3.5 Modelos Experimentais de Eletroconvulsoterapia

O método experimental de eletroconvulsoterapia em ratos vem sendo utilizado em
trabalhos de neurociéncias por mais de duas décadas (Meldrum, 1986). Os modelos de
choque eletroconvulsivo (CEC) crénico e agudo sé@o rotineiramente publicados e aceitos
como o equivalente animal da ECT em humanos (Cereser et al, 2006; Wennstrom et al,
2006; Hellsten et al, 2005). A técnica mais comum, e também a utilizada neste estudo,
consiste da colocacéo de dois clipes, um em cada orelha do rato. Para que o circuito elétrico
seja fechado a corrente tem que necessariamente passar pelo cérebro do animal, tal qual
ocorre nas descargas elétricas num procedimento de ECT em humanos. Os parametros do
estimulo elétrico sdo 150 volts, 60 hertz em onda sinusoidal, por dois segundos (Barrichelo
et al, 2004). Choques dentro dessas especificacdes sao capazes de induzir nos animais uma
crise convulsiva tonico-clénica, generalizada, muito semelhante a que o procedimento de

ECT induz em humanos.



3.6 PROTEINA S100B

A proteina S100B é um membro da familia das proteinas implicadas nas atividades
intracelulares do Ca2+, sendo esta proteina objeto de extensiva pesquisa nas Ultimas
décadas (Donato, 2001). Ela foi primeiramente descrita em encéfalo bovino, recebendo o
nome S100 devido a sua solubilidade em uma solucéo de sulfato de amonio 100% saturada
(Moore, 1965), e definida como sendo especifica do encéfalo. Em estudos posteriores, foi
demonstrado que o encéfalo bovino consistia de duas proteinas distintas, porém
estreitamente relacionadas (Isobe & Okuyama, 1981). Estas duas isoformas consistem de
um dimero a-a, denominado S100A1 e um dimero -, denominado S100B (Isobe et al,

1981). Existem dezenove membros descritos na familia destas proteinas (Donato, 2001).

No SNC a localizagdo da proteina S100A1 é principalmente em neurénios, enquanto que a
proteina S100B estd em maior concentracdo nos astrdcitos, e em menor grau, nas células de
Schwan (Donato, 1991; Donato, 1999). Apesar de ser uma proteina intracelular, alguns
membros desta familia desempenham funcdes extracelulares (Shashoua et al, 1984; van
Eldick & Zimmer, 1987; Zimmer et al, 1995). O Ca2+ liga-se na proteina S100,
provocando mudancas estruturais expondo residuos hidrofébicos, podendo estes ser os
sitios de ligacdo com a proteina-alvo, resultando em uma resposta celular (Rustandi et al,

1999; Garbuglia et al, 1999).

No meio intracelular, a proteina S100 tem sido relacionada com as seguintes funcgdes
bioldgicas: (i) regulacdo da fosforilagdo de proteinas constituintes do citoesqueleto; (ii)
modulacdo da atividade das enzimas ATPase, adenilato ciclase e aldolase; (iii) participacao
modulatéria no ciclo celular; e (iv) manutencdo da homeostasia do Ca2+ intracelular

(Donato, 1991; Zimmer et al, 1995; Schafer & Heizmann, 1996; Gentil et al, 2001). No



meio extracelular, esta proteina é secretada por diferentes tipos celulares exercendo 0s
seguintes efeitos: (i) efeitos troficos e neuroprotetores, em concentracbes de ordem
nanomolar; (ii) efeitos tdxicos, em concentragdes de ordem micromolar; (iii) inducdo de

apoptose; e (iv) liberacdo de serotonina (Donato, 2001).

Dentre as proteinas da familia S100, a S100B é o membro mais estudado. Diversos estudos
sugerem que a S100B no soro e liquor pode ser utilizada como marcador de injarias no
SNC. A determinacdo precoce das concentragdes de S100 no soro e liquor em pacientes
com lesdo cerebral, poderia refletir a extensdo da lesdo, desse modo podendo ser
considerada um marcador prognostico (Aurell et al, 1991). Apesar de estudos
demonstrarem que a proteina S100B esta alterada em diversas situagfes patologicas
(Ingebrigstsen & Romner, 1996; Rosen et al, 1998; Abraha et al, 1997), dados sobre a
proteina S100B sdo controversos. Existem estudos apontando um aumento nos niveis de
S100B em pacientes com epilepsias intrataveis e pacientes que apresentaram um Unico
episédio convulsivo (Steinhoff et al, 1999; Otto et al, 1999). Por outro lado, diversos
estudos ndo conseguiram demonstrar aumento nos niveis de S100B nestas mesmas

situacOes (Buttner et al, 1999; Palmio et al, 2001; Leutmezer et al, 2002).

3.7 PROTEINA NSE

A enolase é uma enzima da via glicolitica sendo conhecidos trés tipos de subunidades e
cinco isoenzimas (aa, BB, vy, o e ay). A distribuicdo destas isoenzimas é bem conhecida:
células gliais contém somente a aa-enolase, enquanto a yy—enolase é especifica de

neurdnios. Dentre as proteinas acidas presentes no encéfalo, a mais abundante em



neurbnios, € a proteina enolase especifica de neurdnio (NSE). Inicialmente fora
denominada proteina 14-3-2, porém devido a ser especifica de neurdnios e a sua atividade
enolasica, foi denominada enolase especifica de neurdnio (Kaiser et al, 1989). Esta enzima
da via glicolitica foi descrita na década de 80 como marcador em diversos tipos tumorais, e
recentemente, tem sido utilizada como marcador de injdria de SNC (Kaiser et al, 1989;

Lamers et al, 2003; Guan et al., 2003).

Estudos demonstram que a NSE estd aumentada em diversas patologias do SNC
(Rodriguez-Nufiez et al, 2003; Guan et al, 2003; Ko et al, 1990). Estes estudos demonstram
principalmente, que a NSE apresenta-se aumentada somente quando ha dano que provoca
morte neuronal (Lamers et al, 2003). Em convuls@es, pacientes que apresentaram uma febre
convulsiva ndo apresentaram aumento nos niveis de NSE, enquanto que pacientes que
apresentaram uma convulséo devido a outro fator que ndo a febre, apresentaram altos niveis

de NSE (Ko et al, 1990).

3.8 NUCLEOTIDASES

Os nucleotideos extracelulares podem ser hidrolisados por uma variedade de enzimas
localizadas nas membranas celulares ou presentes na forma solGvel nos meios intra e
extracelulares. Uma vez liberados no espaco extracelular, os nucleotideos exercem diversos
efeitos como moléculas sinalizadoras, e tém suas fungdes terminadas pela acdo das
nucleotidases (Zimmermann, 2001). Assim, as nucleotidases desempenham um importante

papel no controle da homeostasia dos nucleotideos e nucleosideos extracelulares.
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Diversas enzimas estdo envolvidas no controle dos niveis dos nucleosideos trifosfatados e
difosfatados, sendo as principais enzimas envolvidas neste processo aquelas que séo
membros da familia das E-NTPDases (ectonucleosideo trifosfato difosfoidrolase), da
familia das E-NPPs (ectonucleotideo pirofosfato/ fosfodiesterase) e da familia das
fosfatases alcalinas. Nucleosideos monofosfatados estdo sujeitos a acdo da ecto-5’-
nucleotidase, porém podem também ser hidrolisados pela fosfatase alcalina (Zimmermann,

2001).

O nosso grupo vem estudando basicamente as enzimas da familia das NTPDases e 5’-
nucleotidase, caracterizando estas enzimas de diferentes origens bioldgicas, além de
demonstrar alteracGes nestas enzimas em diversas situagdes fisiologicas e patologicas
(Battatini et al, 1991; Battastini et al, 1995; Sarkis & Salto, 1991; Bonan et al, 2000g;

Bonan et al, 2000b; Bonan et al, 2000c; Bruno et al, 2002; Bruno et al, 2003).

As NTPDases sdo classificadas como: NTPDasel, NTPDase2, NTPDase3, NTPDase4,
NTPDase5 e NTPDase6. As NTPDasel-3 sdo enzimas ancoradas na membrana celular
pelos terminais N-terminal e C-terminal e um extensivo “loop” transmembrana onde estdo
localizadas as cinco regides conservadas da apirase. Estas NTPDases hidrolisam o0s
nucleotideos das purinas e pirimidinas, as enzimas estdo adaptadas ao meio extracelular e
requerem cations divalentes como o Ca™ ou Mg"™* e um pH alcalino. O valor do Km para o

ATP esta na faixa micromolar (Goding, 2000).

A principal diferenca entre estas trés enzimas (NTPDase 1, 2 e 3) é a especificidade pelo
substrato. A NTPDasel hidrolisa ATP e ADP igualmente bem, sendo a proporcdo da
hidrolise destes dois substratos de 1:1, e é conhecida também como CD39, ecto-apirase ou

ecto-ATP difosfoidrolase. A NTPDase2 tem uma preferéncia trinta vezes maior pelo ATP
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do que pelo ADP (30:1), sendo a mesma considerada uma ecto-ATPase. A NTPDase3 tem
uma preferéncia maior para 0 ATP do que o ADP. A NTPDase3 hidrolisa o ATP
aproximadamente trés vezes mais que o ADP, sendo considerada uma CD39, ecto-apirase
ou ecto-ATP difosfoidrolase. Embora existam estas diferencas na especificidade pelo
substrato entre esses trés membros das NTPDases, suas especificidades por células ou
tecidos ainda é pouco compreendida (Zimmermann, 2001). Espera-se que a diferenca na
especificidade destas trés enzimas tenha um distinto impacto na ativacdo dos receptores
purinérgicos. Devido ao fato da NTPDasel hidrolisar ATP e ADP igualmente bem, resulta,
consequientemente, a inativacdo dos receptores P2X (ativados exclusivamente por ATP) e
P2Y (ativados por ATP, ADP, UDP e UTP), gerando nucleotideos monofosfatados

(Zimmermann 2001).

A NTPDase4, embora possua uma estrutura como a das NTPDases 1, 2 e 3, tem, em
humanos, uma localizagdo celular completamente diferente. Elas tém sido descritas no
complexo de Golgi (UDPase, NTPDase4p) e em vactolos lisossémicos e autofagicos
(NTPDaseda)). A NTPDaseda tem uma alta preferéncia por UTP e TTP, enquanto que a
NTPDase4 apresenta alta preferéncia por CTP e UDP. A funcdo das NTPDasesl e 2
parece ser a de hidrolisar ATP no sentido de terminar com 0 processo de neurotransmissao
e ao mesmo tempo evitar a ligacdo do nucleotideo a receptores citotoxicos (Kukulski &

Komoszynski, 2003).

A NTPDase5 e a NTPDase6 apesar de apresentarem as regides conservadas das apirases,
apresentam propriedades diferentes das outras NTPDases. Elas estdo ancoradas na
membrana celular somente pela porcdo N-terminal, ndo havendo ancoragem no dominio C

terminal. A NTPDase5 de humanos apresenta alta preferéncia por nucleotideos
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difosfatados, principalmente GDP e UDP. A NTPDase6 também seria uma enzima
secretada sollvel, porém a origem desta enzima seria no complexo de Golgi. Acredita-se
gue essas enzimas, apesar de possuirem um terminal ligado a membrana, seriam facilmente
liberadas para 0 meio extracelular. Como as outras NTPDases, a NTPDase5 e a NTPDase6
sdo ativadas por céations divalentes, e tem uma preferéncia maior por nucleotideos

difosfatados.

Diversos estudos vém demonstrando a importancia das NTPDases em diversas situac0es
patoldgicas, inclusive em epilepsia e convulsdo (Schetinger et al, 1999; Braun et al, 1998;
Frassetto et al, 2000; Bonan et al, 2000a; Bonan et al, 2000b; Bruno et al, 2002; Bruno et
al, 2003), indicando que estas enzimas estdo envolvidas na formacdo de adenosina
extracelular, um importante neuromodulador e neuroprotetor (Cunha, 2001; Rebola et al,
2003). Além disso, recentes trabalhos tem proposto o desenvolvimento de inibidores
especificos para as NTPDases, 0 que possibilitaria uma melhor compreensdo do papel
fisiolégico desempenhado por estas enzimas, possibilitando assim o desenvolvimento de

novas abordagens terapéuticas (Gendron, 2002).

3.9 SISTEMA PURINERGICO

Purinas, principalmente ATP e adenosina, desempenham uma acdo ampla e especifica na
sinalizacdo extracelular, regulando assim diversas funcGes em tecidos de vertebrados e
invertebrados. Adicionalmente, desempenham um papel chave no desenvolvimento,
proliferacdo e diferenciagdo celular (Abbracchio & Burnstock, 1999). Os efeitos
extracelulares das purinas sdo exercidos através de sua interacdo com receptores

extracelulares ligados a membrana citoplasmatica. Os receptores de purinas foram sub-
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divididos baseados com suas propriedades farmacol6gicas como receptores P1 (seletivos

para adenosina), e receptores P2 (seletivos para ATP) (Gendron et al, 2002).

Contudo, os primeiros trabalhos demonstrando a acdo extracelular do ATP atuando como
um neurotransmissor, surgiram na década de 50, no qual foi demonstrada a liberagdo de
ATP em nervos sensoriais (Holton & Holton, 1954; Holton, 1959). Em estudos posteriores,
foi demonstrado que além das transmissdes colinérgicas e adrenérgicas existe uma
transmissdo puramente purinérgica, no qual o ATP é o principal neurotransmissor
(Burnstock, 1972) e a existéncia de receptores especificos para nucleosideos e nucleotideos

(Burnstock, 1978).

O ATP é armazenado em vesiculas nos terminais nervosos, e co-liberado com
noradrenalina, acetilcolina e serotonina (von Kuegelgen & Starke, 1991; Richardson &
Brown, 1987). Esta liberacdo é realizada de uma forma Ca2+ -dependente (Phillis & Wau,

1981).

Assim que ¢é liberado para o espaco extracelular o ATP exerce suas funcdes atraves de sua
interacdo direta com os receptores P2, sendo que estes estdo subdivididos em duas familias
distintas: a familia P2X ligada a um canal ionotrépico, esta envolvida na transmissao
excitatoria rapida, e a familia P2Y metabotrdpica, ligada em uma proteina-G. A familia
P2X esta dividida em 8 membros e aproximadamente 11 membros da familia P2Y tém sido
clonados e caracterizados. Sete receptores P2X (P2X1-7) e seis receptores P2Y (P2Y1,
P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11 e P2Y12) sdo farmacologicamente distintos e possuem suas
respostas funcionais descritas (Burnstock & Williams, 2000).

A estimulacdo dos receptores P2X causa um influxo dos cations Ca2+ e Na+,

despolarizacdo e geracdo do potencial de acdo. A ativacdo de receptores P2Y estimula a
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fosfolipase C via proteina-G; esta enzima, por um lado, ira catalisar as sinteses de inositol
trifosfato (IP3), e de diacilglicerol (DAG). IP3 vai ativar receptores especificos no reticulo
endoplasmatico, causando a liberacdo de Ca2+ do reticulo endoplasmatico no citosol,
finalmente mediando uma inibicdo dos canais de K+ tipo M. DAG vai ativar a proteina
cinase C (PKC), gerando potenciais de acéo.

Além disso, o ATP é capaz de inibir pré-sinapticamente a liberagdo de glutamato no
hipocampo, estimular a liberacdo do &cido y-aminobutirico (GABA) e glicina no
hipocampo e no corno da medula espinhal, respectivamente (Inoue, 1998).

A adenosina é um nucleosideo que desempenha multiplas fun¢des na modulacdo de
diferentes atividades do SNC (Moreau & Huber, 1999). Seu primeiro efeito extracelular foi
descrito na década de 80, quando foi demonstrado um efeito depressor nas atividades
neuronais (Dunwiddie, 1985). Contudo, em baixas concentracOes, foram descritas a¢des
estimulatorias da adenosina em fatias de hipocampo (Okada et al, 1992). Estudos
posteriores demonstraram que a adenosina exerce diversos efeitos como: diminuir a
liberacdo de aminoacidos excitatorios, hiperpolarizar a membrana neuronal, conter a
ativacdo do N-metil-D-aspartato (NMDA), limitar o influxo de Ca2+, inibir a formagé&o de
radicais livres, exercer efeitos modulatérios nas células gliais e bloguear a liberagcdo de
neurotransmissores (Mendonca et al, 2000).

A adenosina pode aparecer no meio extracelular de duas maneiras: i) sendo liberada
diretamente sob a forma de adenosina, via transportadores bidirecionais de nucleosideos;
ou ii) de uma maneira indireta, via acdo de nucleotidases, através da degradacdo dos

nucleotideos da adenina liberados para o meio extracelular (Latini & Pedata, 2001).
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Ao ser liberada para o meio extracelular, a adenosina desempenha suas funcées através da
interagdo com receptores P1 (Gendron et al, 2002). Todos os receptores de adenosina sdo
receptores ligados a uma proteina G com sete dominios transmembrana, e estdo ligados a
uma variedade de mecanismos de transduc¢do (Dunwiddie & Masino, 2001). Os receptores
P1 estdo divididos em quatro subtipos: Al, A2A (receptores de alta afinidade), A2B e A3
(receptores de baixa afinidade) (Dunwiddie & Masino, 1997). Os receptores Al séo
amplamente distribuidos no encéfalo e estdo ligados a ativacdo dos canais de K+ (Trussell
& Jackson, 1985) e inibi¢do dos canais de Ca2+ (Macdonald et al, 1986), ambos podendo
inibir a atividade neuronal. Os receptores A2A sdo expressos em altos niveis somente em
poucas regides do encéfalo, sendo primariamente ligados a ativacdo da adenilil ciclase. O
antagonismo dos receptores Al e A2A séo o0s responsaveis pelos efeitos estimulantes dos
antagonistas de adenosina, embora a estimulacdo da atividade motora seja primariamente
devido a um efeito dos receptores A2A (Ongini et al, 1997; El Yacoubi et al, 2000). Os
receptores A2B, que também ativam a adenilil ciclase, tém sido propostos como ativadores
da proteina netrin-1, controlando o alongamento axonal e guiando a ligacdo axonal (Ribeiro
et al, 2003). A localizacdo e fungdo dos receptores A3, no SNC, ainda € pouco conhecida,
embora recentemente tenha sido proposto um possivel papel neuroprotetor desempenhado

por este receptor (Ribeiro et al, 2003).

A adenosina é um importante modulador da excitabilidade neuronal no SNC (Kostopoulos
et al, 1989), e sua acdo se da através da ativacdo dos receptores pré-sinapticos Al de
adenosina, reduzindo a liberacdo de neurotransmissores, deprimindo a atividade neuronal
no SNC (Fredholm & Dunwiddie, 1988; Phillips & Wu, 1981). Diversos estudos tém

demonstrado um envolvimento do sistema purinérgico nos processos de epilepsia e
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convulsdo (Dragunow, 1988; Dunwiddie et al, 1997). Alguns estudos demonstram que a
resposta anticonvulsivante de adenosina é predominantemente mediada por mudancgas nos
receptores Al (Malhotra & Gupta, 1997), estando aumentados apds um abrasamento com
pentilenotetrazol (PTZ). Ainda, outros estudos demonstraram um aumento significante dos
receptores Al de adenosina em diferentes regides cerebrais (Angelatou et al., 1990) e uma
“upregulation” nos receptores Al de adenosina foi observada 1 hora apds a convulsdo
induzida por PTZ, sendo que este estado permaneceu por 14 dias (Pagonopoulou &
Angelatou, 1998; Pagonopoulou et al, 1993; Angelatou et al., 1990). Além disso, estudos
experimentais tém demonstrado um aumento nos niveis de adenosina ap6s convulséo
(Pasini et al, 2000; Berman et al, 2000), e em muitas situacdes patoldgicas estdo associadas
com um rapido aumento dos niveis de adenosina no plasma e liquor (Pasini et al, 2000;
Rodriguez-Nuriez et al, 2001). Os niveis de adenosina na fenda sindptica aumentam durante

periodos de demanda metabdlica, como as convulsfes (Dunwiddie et al, 1997).

A neuromodulacdo mediada pela adenosina ndo envolve somente a liberacdo deste
nucleosideo per se, mas também o catabolismo extracelular do ATP pelas nucleotidases

presentes no SNC (Bonan et al, 2000a).
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4. OBJETIVOS DO TRABALHO
Considerando que:

v Os mecanismos de acdo da ECT ainda permanecem por ser estabelecidos;

v' Criticas ainda existem quanto a possibilidade desse tratamento ocasionar lesdes
cerebrais;

v Novas evidencias sugerem um importante papel da astroglia na recuperacdo de
estados depressivos;

v' Estudos do nosso grupo demonstraram que a proteina S100B pode ser um marcador
de dano glial ou astrogliose reativa dependendo da intensidade de suas alteragoes;

v" Poucos estudos existem avaliando o papel do sistema purinérgico na depressao;

v" Foi demonstrado por estudos deste departamento que as enzimas envolvidas no
metabolismo de nucleotideos, particularmente a NTPDase, estdo alteradas em
diferentes modelos animais de epilepsia e convulséo;

v' Também descrevemos, a presenca de NTPDases sollveis no soro de ratos, e
propomos que estas enzimas podem ser uma ferramenta promissora em doencas do

SNC.

Tendo estas informacdes, pretendemos neste trabalho:
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Avaliar os niveis da proteina S100B liqldrica de ratos, em diferentes tempos apds
uma Unica administracdo de CEC e apos um serie de oito choques mimetizando o
um curso de ECT em humanos;

avaliar os niveis da NSE liquorica, um classico marcador de morte neuronal, em
diferentes tempos ap6s uma Unica administracdo de CEC e apos um serie de oito
choques mimetizando o um curso de ECT em humanos;

Avaliar os niveis de lactato, em diferentes tempos ap6s uma Unica administracdo de
CEC e apos um serie de oito choques mimetizando o um curso de ECT em
humanos;

investigar o envolvimento da atividade NTPDasésica no soro de ratos quando

submetidos a estes modelos de CEC.
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Abstract

Electroconvulsive therapy (ECT) is considered one of the most effective treatments of
major depression, but controversy still exists on whether it may be brain damaging. The
aim of this work was to evaluate the cerebrospinal fluid (CSF) levels of neuron specific
enolase (NSE), protein S100B and lactate of rats submitted to acute and chronic models of
Electroconvulsive shock (ECS). Rats were submitted to either one shock (acute) or a series
of eight shocks, applied one at every 48 hours (chronic). CSF samples were collected at 0,
3, 6, 12, 24, 48 and 72 hours after the shock in the acute model and at these same time
intervals after the last shock in the chronic model. Neither model produced significant
alterations in the levels of NSE. S100B levels were significantly increased at six hours in
the chronic model (p< 0.0001). There was a significant increase in the levels of lactate at 0
hours in both models (p<0.001). These results support the proposition that ECS does not
produce neural damage, and suggest that the alterations in the levels of S100B and lactate

may reflect an astrocytic activity of a protective nature.

Key words: NSE, S100B, lactate, electroconvulsive shock, electroconvulsive therapy
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Introduction

Among current anti-depressive treatments electroconvulsive therapy (ECT) has been shown
to be an effective and safe method (UK ECT Review Group, 2003). However, the
stigmatization related to ECT has kept this method as a last resort alternative in the
treatment of patients with mood disorders (Fink, 2005). Critics still argue that ECT may be
related to brain damage (Sterlin, 2000). However, current evidence shows that any putative
deleterious effect of ECT remains to be proven. Mechanisms underlying antidepressive
action tend to emphasize monoamine neurotransmission imbalances. However, novel
research has postulated several systems that can have a pivotal implication on symptoms
(Wong and Licinio, 2000), among these, glial and neuronal plasticity are candidates who

deserve a careful examination (Manev et al., 2003).

Electro Convulsive Shock (ECS)-induced damage in animals has been studied since late in
the first half of the last century, after the introduction and popularization of ECT. Classical
studies evaluated neuropathological changes using perfusion fixation techniques and
neuronal cell counting. Overall their results indicated that electric doses of ECS in the
therapeutic range were safe (Devanand et al., 1994). For some time now, cerebral markers
have been used to assess ECT-induced injuries at neuronal and glial levels. These have also
failed to evidence damage (Zachrisson et al., 2000). Research evidence from other studies
with these markers postulated that their peripheral levels may not only be expressing injury
but adaptive brain alterations as well (Portela et al., 2002; Dietrich et al., 2003; Van Eldik
and Wainwright, 2003).

S100B, a calcium binding protein is physiologically expressed and secreted by astrocytes.

Its extra cellular concentrations in the nanomolar range exert a pro-survival effect on
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neurons and astrocytes, whereas micromolar concentrations may induce neuronal death via
apoptosis (Van Eldik and Wainwright, 2003). Various intracellular activities of this protein
have been described, such as modulation of enzyme activity, protein phosphorylation,
cytoskeletal integrity and dynamics, interaction with transcription factors, regulation in
exocytosis and cell cycle. Its extracellular activities are particularly relevant to
understanding the potential of the protein in mediating neuropathological outcomes after
brain injury (Donato, 2003). However, independently from its roles, the peripheral levels of
S100B have been used as marker of brain injury or as marker of astrocytic responses to
neuronal injury (Donato, 2003; Van Eldik and Wainwright, 2003; Vos et al., 2004) and the

efficacy of strategies of neuroprotection (Kogel et al., 2004).

Neuron specific enolase (NSE) is a glycolytic pathway enzyme, and its yy isoform is
predominantly neuronal (Heizman, 2004; Kaiser et al.,, 1989). Since NSE is not
physiologically secreted, increases in its peripheral levels have been specifically related to
neuronal injury, as reported in traumatic brain injury (Herrmann et al., 1999), stroke

(Persson et al., 1987) and epileptic seizures (Rabinowicz et al., 1996).

Glial cells, which have long been assigned trophic functions, seem to play a pivotal role in
meeting the energy requirements of active neurons (Deitmer, 2001; Fillenz, 2005). The
astrocyte—neuron lactate shuttle hypothesis proposes that, in addition to the simple glucose
diffusion from capillaries to neurons through the intercellular spaces or its transport via the
astrocytes, glucose is converted inside the astrocytes into lactate, which in turn, is
transferred to neurons to be used as energy substrate (Bouzier-Sore et al., 2003). It has been
postulated that under neuronal stress, astrocytes exert a pivotal role to help neurons to

obtain energy and survive (Bouzier-Sore et al., 2003; Pellerin, 2005). Thus, the levels of
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lactate have been used as an index of astrocytic responses to high neuronal necessity

(Makoroff et al, 2005).

The present study was designed to assess the effect of acute and chronic electroconvulsive
shock (ECS) on cerebrospinal fluid (CSF) levels of markers of neuronal damage (enolase)

and astrocytic activity/damage (S100B and lactate).

Materials and Methods

Chemicals

S100B immunoluminescent assay kit, LIA-mat®, was obtained from Sangtec Medical
(Dietzembach, Germany). NSE electrochemiluminescent assay kit was purchased from
Roche Diagnostics Corporation® (Indianapolis, USA) and lactate from Katal

Biotecnologica®(MG, Brazil). All other reagents were of analytical grade.

Animals, CSF samples and study design

The study protocol consisted of two models of electroconvulsive shock, using male Wistar
rats (250-300 g). The first model (ACUTE) consisted of the application of a single
electroconvulsive shock and subsequent collection of cerebral-spinal fluid (CSF) samples at
specific points of time (0, 3, 6, 12, 24, 48, 72 hours), after which individuals were
immediately sacrificed. In the CHRONIC model a series of 8 ECS’s were applied to each
rat. There was a 48 hour interval between each application. CSF samples collection

occurred 0, 3, 6, 12, 24, 48 and 72 hours after the last shock.
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The rats were anesthetized with 40 mg/kg of sodium thiopental (Cristalia, Itapira, SP,
Brazil), i.p., and the CSF was drawn (80 - 100 ul per rat), by direct puncture of the cisterna
magna with an insulin syringe (27 gauge 31/20 length). Individual samples that presented
visible blood contamination were discarded. After sampling, the samples were centrifuged
at 4500 x g at 5 °C for 5 min, to obtain cell-free supernatants (see Cruz Portela et al., 2002).
CSF samples were stored at -70 °C and defrosted only when measurements were carried

out.

Every time group consisted of an average of five rats. In the sham groups, rats were
handled in the exact same way, with the ECT apparatus momentarily placed on them, but

no electric current was applied.

Electroconvulsive shock (ECS)

Electroconvulsive shock was applied via bilateral clip electrodes. The stimulus parameters
were 150 V, 60 Hz, sine wave, during 2 seconds. Each stimulation elicited tonic-clonic
seizures. We have chosen these procedures due to its resemblance to ECT treatment in
clinical practice, be it in the number of shocks applied or in the intensity of the stimulus.
This protocol was performed as approved by the Ethics Committee of the Universidade do

Extremo Sul Catarinense.

Measurement of NSE protein levels
An electrochemilumiscent assay kit was used to measure NSE. It consists of a double

sandwich assay that use an antibody anti-NSE bound with ruthenium, which is the
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luminescent molecule. Reactions and quantification were performed by Elecsys-2010
(Roche Diagnostics Corporation®) (Kulpa et al., 2002). NSE is expressed as ng/ml (mean

+ S.D.). The coefficient of variation was less than 5% for samples and standard.

Measurement of Lactate levels
Lactate was assayed in serum and standard using a lactate oxidase methodology

manufactured by Katal Biotecnologica, MG, Brazil. All samples and standard were carried
out in duplicate in the same experiment. A calibration factor was determined using a
standard of lithium lactate (4.44 mmol/L). The coefficient of variation was less than 5% for

samples and standard.

Measurement of S100B protein levels
Measurements of S100B were performed in a Lumat LB9507 luminometer (EG&G

Berthold) using an immunoluminescent assay Kit, which use an antibody labeled with
isoluminol (Portela et al., 2002). S100B standard curve was linear up to 20 ng/ml and the
variation coefficient of duplicates in all range levels of standards and samples were within

5%. S100B levels are expressed as ng/ml (mean + S.D.).

Statistical Analysis

The data are expressed as means and standard deviations (S.D.). One-way analysis of

variance (ANOVA) was used to analyze different time groups in the same model. Data
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were considered statistically different when p < 0.05. All tests were performed with SPSS

statistical package version 11.0 for Windows.

Results

NSE levels did not show any statistically significant difference in both acute and chronic
models. Mean levels in the sham group were virtually identical for both chronic and acute
models at 0.121 ng/ml. Standard deviations were 0.015 and 0.016 for acute and chronic

models, respectively.

Lactate peaked immediately after the ECS. Sham group levels were 1.77 nmol/L £ 0.20 in
the acute model and 1.57 nmol/L + 0.34 in the chronic model. The 0 hour groups in both
models showed a roughly twofold increase, as compared to sham group: 3.18 £ 0.52 (p<
0.001) and 2.82 = 0.49 (p< 0.001) for acute and chronic models, respectively.

Measurements descended to control levels in the very next time group taken at three hours

(Fig. 1).

S100B levels in the acute and chronic sham groups were 4.03 £ 1.95 and 4.03 + 2.73 ng/ml,
respectively. In the chronic model there was an increase in S100B levels, which started at O
min, and reached significant levels of 19.22 + 7.61 at its peak at 6 hours (p<0.0001, Fig. 2).

ANOVA of the levels of S100B acute model did not show difference between groups.
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Discussion

As the intercellular space in the brain is in direct contact with the CSF, biochemical
changes in brain tissue may be reflected in the CSF (Zachrisson et al., 2000). As far as we
are aware this is the first study which has compared the effects of acute and chronic ECS
models on CSF levels of S100B, NSE and lactate in rats. Two clinical studies have assessed
peripheral levels of NSE and S100B in patients who underwent a course of ECT, aiming to
evaluate if current standard ECT procedures are capable of inducing brain damage. In the
first one NSE, S100B along with tau protein were measured in CSF samples taken two days
before and one day after a course of six ECT sessions in a group of patients with major
depressive disorder. Levels of NSE and S100B did not change after the treatment, which
lead the authors to conclude that no biochemical evidence of neuronal or glial damage
could be demonstrated after a therapeutic course of ECT (Zachrisson et al., 2000). One
possible shortcoming of this work might have been the limited amount of timed-CSF
samples the authors had access due to the clinical nature of their protocol. The second
sample was taken one day after the last ECT session. In our study a significant peak of
S100B occurred 6 hours after the last ECS session, decreasing to baseline levels 12 hours
after the last session. Therefore, if SI00B CSF levels, in a clinical sample, peak during the
first six hours after the last ECT session remains to be established. The second study
measured serum samples of NSE and S100B in a group of patients with a diagnosis of
resistant major depression and schizodepressive psychosis. Participants were also submitted
to cognitive tests. Serum samples were taken on the day before the series of ECT was

started, 6, 24 and 48 hours after the first to third ECT, and 24 hours after the fourth, fifth,
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sixth and last ECT. At no point during the course of ECT and after its completion there
were significant increases in either NSE or S100B levels in peripheral blood serum.
Moreover, NSE levels did not correlate with cognitive performance (Agelink et al., 2001).
Again we cannot rule out the hypothesis that elevations of serum S100B levels may have
occurred during the time interval between the last ECT session and the last serum sample
collection 24 hours after that. Another study measured only NSE serum levels. Samples
were taken even more frequently than in the other studies, both during and after the course
of ECT, and, consonantly with those works, no increases were found (Berrouschot et al.,
1997).

Two animal studies by the same group measured, among other markers, the levels of NSE
in specific brain areas, but not in the CSF. They induced seizures by ECS and also through
the infusion of lidocaine. Samples were measured in different limbic areas; namely the
hippocampus, amygdala and piriform cortex. Either method of seizure induction failed to
elevate NSE levels (Kragh et al., 1993). A subsequent paper revealed a significant, albeit
small, elevation of NSE levels in the piriform cortex only, concluding that such a selective
alteration is more likely to reflect increased gene transcription or a trophic role of NSE in
enhancing ECS induced synaptic remodeling (Rasmussen et al., 1994). Our study showed
that NSE levels in rat CSF remained steady throughout all measurements in both acute and
chronic models. This study is in line with the above mentioned works suggesting that ECS
does not cause neural injuries, and, therefore, adds to the body of evidence pointing that
ECT is not brain damaging.

Moderate concentrations of S100B have been associated with neurite outgrowth (Haglid et

al., 1997), neurotrophic and protective activities (Brewton et al., 2001), whereas highly
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increased levels can enhance the production of pro-inflammatory cytokines (Koppal et al.,
2001), stimulate the production of inducible nitric oxide synthase (Hu et al., 1996) or
reflect direct brain damage (Leviton and Dammann, 2002; Van Eldik and Wainwrigh,
2003). Other types of antidepressive treatments have also been shown to increase S100B
levels in experimental models (Manev et al., 2001). Roles for glia in the actions of ECT
have been proposed. Post-mortem studies have consistently supported the proposition that
depressive states are related to decreased numbers of glial cells (though without reduction
in neuronal numbers) and that ECT may induce compensatory cellular changes (Ongur and
Heckers, 2004). Moreover, an elevation in the concentration of hippocampal glial fibrillary
acidic protein (GFAP), a specific astrocytic protein, in response to intense neuronal activity
is a well-established phenomenon (Torre et al., 1993). In view of these facts, the increased
levels of S100B in the chronic, but not in the acute model, seen in our work may also
represent a valuable glial activation.

Acute and chronic models of ECS have shown to induce enhancement in brain derived
neurotrophic factor (BDNF) and its receptor trk B gene expression in the rat brain
(Lindefors et al., 1995). A previous study measured regional changes of BDNF mRNA
levels in the rat dentate gyrus and piriform cortex by in situ hybridization histochemistry
following acute and chronic models of ECS (Zetterstrom et al., 1998). Elevations were
observed in both models. This phenomenon may lead to the speculation that ECS could
enhance astrocytic and neuronal trophic activities during the course of an antidepressive
response, and that the higher rate of efficacy of ECT as compared to other treatments could

be due to its capacity to more fully mobilize brain mechanisms.
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Differently from the observed with S100B, the increase in lactate levels presented very
acute changes in both models. This fact may reflect the well-established acute increase in
energy consumption during and immediately after a generalized seizure (Ingvar and Siesjo,
1983), which would induce astrocytic responses resulting in the increase of lactate
production aiming to help the neuronal metabolism. However, in spite of the predominant
contribution of astrocytic cells, neuronal anaerobic metabolism, which increases in hypoxic
conditions, may also participate in the increment of CSF lactate levels. Therefore, due to
the multiple mechanisms that may be related to increases in lactate in the CSF, we consider

that lactate is a less specific marker than S100B level.

Conclusion

The present study indicated that acute and chronic ECS triggers astrocytic responses, as
evidenced by lactate and S100B levels. While lactate levels increased after both ECS
models, S100B varied only after the chronic model. All these data, together with the
absence of variations in the levels o NSE, support the hypothesis that ECS-induced
astrocytic responses may be of a neuronal protective nature. If these evidences are, or are
not, related to the previously demonstrated therapeutic effect of ECT remains to be

answered.
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Legends

Fig. 1. CSF levels of lactate after ECS (0, 3, 6, 12, 24, 48 and 72 hours) in acute and
chronic models, as well as in the sham group. The data represent means + S.D. Chronic
(*p<0.001) and acute (#p<0.001) models show a significant peak of lactate at 0 hours, as

compared to the sham group, according to ANOVA.

Fig. 2. CSF levels of S100B after ECS (0, 3, 6, 12, 24, 48 and 72 hours) in acute and
chronic models, as well as in the sham group. The data represent means + S.D. Chronic
model shows a significant peak of S100 levels at 6 hours (*p<0.0001), as compared to the

sham group, according to ANOVA.
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Abstract

Electroconvulsive therapy (ECT) is an efficacious and safe method for the
treatment of mood disorders. Its utilization is accompanied by a myriad of
biochemical and cellular changes, which are far from fully understood. The present
work investigates in rat serum the effects of seizures induced by electroconvulsive
shocks (ECS), an animal model of ECT, on enzymes that hydrolyze ATP, ADP and
AMP to adenosine. Two different models of ECS were used, consisting in the
application of one or eight ECS sessions, and named acute or chronic respectively.
Serum samples were collected at several time points after the single shock in the
acute and after the eighth and last shock in the chronic model. A single shock
produced a sudden and short-lived inhibition of enzymatic activity (p<0.05 for ATP
and p<0.01 for ADP and AMP), whereas in the chronic model significant increases
were noticed 48 hours (p<0.05 for ATP, ADP and AMP) and 7 days (p<0.01 for
ATP, ADP and AMP) after the last ECS. These results support the idea that
adenosine nucleotides may be involved in the biochemical mechanisms leading to

cerebral changes associated with ECT.

46



Introduction

Electroconvulsive therapy (ECT) has been shown effective and safe for the
treatment of Major Depression (MD) (The UK ECT Review Group 2003), but no
definite answers exist regarding its mechanisms of action. Current theories still
emphasize monoamine neurotransmission imbalances. Several other systems are
likely to play an important role on the amelioration of symptoms (Wong et al 2001),
and efforts to direct research away from the “monoaminergic hypothesis” are
proving to be rewarding (Manev et al 2003). Electroconvulsive shock (ECS) is a
widely used animal model of ECT which has contributed to explain its therapeutic

and side effects profiles (Newman et al 1998; Barichello et al 2004).

Adenosine is an endogenous nucleoside known to be involved in physiological and
pathological conditions of brain metabolism. It is significantly increased in
ischemia, seizures and hypoxia induced by experimental manipulation, and this
increases have shown relevant neuroprotective properties (Bonan et al 1998;
Dunwiddie et al 2001). It possesses well established presynaptic inhibitory actions
leading to the reduction in excitatory neurotransmitter release, including that of
glutamate, dopamine, serotonin and acetylcholine (Ribeiro 1995; Brundege et al
1997). It may diffuse locally and exert effects on other areas, such as in the
hippocampus, where it can modulate synaptic plasticity (de Mendonca et al 1997),

a phenomena also observed under ECS treatment (Stewart et al 2000).
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One of the principal sources of adenosine is its formation in the extracellular space
from adenine nucleotides (Dunwiddie et al 1997). Once adenine nucleotides reach
the extracellular space, they are subsequently converted to adenosine through the
action of ecto-enzymes (Zimmermann 1996; Bonan et al 1998). We have
demonstrated that ATP is hydrolyzed to adenosine in the synaptic cleft by the
conjugated action of an ecto-NTPDase (ATP diphosphohydrolase, apyrase,
ATPDase, EC 3.6.1.5) and a 5'-nucleotidase (EC 3.1.3.5) (Sarkis et al 1991,
Battastini et al 1995). Ecto-NTPDases are a group of enzymes able to hydrolyze
adenine triphosphonucleoside (ATP) and adenine diphosphonucleoside (ADP) to
its equivalent monophosphonucleoside (AMP) and inorganic phosphate
(Zimmerman 1996). Then, this AMP can produce adenosine by the action of an
ecto-5"-nucleotidase (Zimmermann 1996). The ecto-NTPDase is expressed in
neurons and astrocytes (Wang et al 1997), presenting a wide distribution in
cerebral cortex, hippocampus, cerebellum, glial and endothelial cells (Wang et al

1998; Kukulski et al 2004).

ATP is stored in nerve terminals and co-released at the synaptic cleft with several
neurotransmitters and also has a neurotransmitter role (Di lorio et al 1998;
Rathbone et al 1999). Extracelular ATP evokes responses through two general
classes of extracellular receptors, the ionotropic P2X receptors and the
metabotropic P2Y (Ralevic et al 1998; Burnstock 2004). After the release, the
inactivation of ATP signaling occurs via step-by-step hydrolysis through the above

mentioned ecto-nucleotidases pathway, resulting in the production of adenosine.
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The effects of adenosine are mediated through four types of specific G-protein-

coupled receptors: A1, Aza, Azg, and Az (Fredholm et al. 2001).

It is well established that the breakdown of ATP is mediated by membrane-bound
ectonucleotidases. Recent studies, however, indicate that soluble nucleotidases,
probably released from sympathetic nerves, are also involved in ATP breakdown to
adenosine (Yegutkin et al 2000, Todorov et al 1997). It has been suggested that
changes observed in these plasmatic enzymes may be related to altered
processes in the rat brain (Bruno et al 2003). In this work we propose to evaluate
the activities of NTPDase and 5’-nucleotidase in rat serum after the acute and
chronic administration of ECS, thus providing grounds to assess the involvement of
parts of the purinergic system in the biochemical mechanisms underlying the

therapeutic properties of ECT.

Materials and Methods

Animals and Ethical Considerations

Male Wistar rats 60-90 days (250-300 g) were used (around 60 animals). Animals
were kept on 12/12 hour dark/light cycle (lights off at 7 pm), in a room at constant
temperature (22 + 1°C) with ad libitum food and water. Housing was in plastic
cages with 5 rats per cage. Institutional protocols were observed in order to

minimize suffering and limit the number of individuals sacrificed. The study was
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performed as approved by the Ethics Committee of the Universidade do Extremo

Sul Catarinense.

Study Design

The study protocol had two models of electroconvulsive shock. The first model,
named acute, consisted of the application of a single electroconvulsive shock and
subsequent collection of serum samples at specific points of time, after which
individuals were immediately sacrificed. In the second or chronic model, a series of
8 ECSs were applied to each rat. There was a 48 hour interval between each
application and samples were collected at specific points of time after the eighth

and last ECS application.

Serum samples were obtained at 0, 12, 24, 48, 72 hours and 7 days after the ECS
in the acute model, and at 48 hours and 7days after the ECS in the chronic model.

Independent control groups were used for both the acute and chronic models.

Electroconvulsive shock (ECS)

Electroconvulsive shock was applied via bilateral clip electrodes. The stimulus
parameters were 150 V, 60 Hz, sine wave, during 2 seconds. Each stimulation
elicited tonic-clonic seizures. These parameters, along with the 48-hour interval
between every ECS application in the chronic model, were chosen to maintain a
resemblance to ECT treatment in clinical practice, preserving a similar number of

shocks applied and intensity of the stimulus.
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Sampling and isolation of blood serum
Blood was drawn after the decapitation of the rats. Samples were centrifuged in
plastic tubes for 5 min at 5000g and 20 °C and the serum was stored at -70 °C until

analysis.

Measurement of serum ATP and ADP hydrolysis

Serum ATP and ADP hydrolysis was determined using a method described by
Oses et al. (Oses et al 2004). The reaction mixture containing ADP or ATP (3.0
mM) as a substrate, in 112.5 mM Tris—HCI, pH 8.0, was incubated 40 min with 1.0—
1.5 mg serum protein per tube at 37 °C in a final volume of 0.2 ml. The reaction
was stopped by the addition of 0.2 ml 10% trichloroacetic acid (TCA). The
absorbance was measured at 630 nm using a Spectrophotometer Genesis 20.
Inorganic phosphate (Pi) released was determined as previously described by
Chan et al. (Chan et al 1986). Controls to correct for non-enzymatic hydrolysis
were performed by adding the serum after the reaction was stopped with TCA. All
samples were assayed in triplicate. Enzyme activities were expressed as nmol Pi

released per min per mg of protein.

Measurement of serum AMP hydrolysis

The reaction mixture containing AMP (3.0 mM) as a substrate in 100 mM Tris—HCI,
pH 7.5, was incubated 40 min with 1.0-1.5 mg serum protein per tube at 37.8 °C in
a final volume of 0.2 ml. All other procedures were the same as for ATP and ADP

hydrolysis, as described above.
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Protein determination
Protein was determined by the Coomassie blue method, according to Bradford

(Bradford 1976), using bovine serum albumin as standard.

Statistical analysis

The data obtained are expressed as means * standard deviation of at least five
animals. One way analysis of variance (ANOVA) was used to analyze different
groups in the same model. A P value of less than 0.05 was considered to represent

a significant difference.

Results

In the acute model serum hydrolysis of ATP, ADP and AMP were significantly
decreased immediately after the single ECS reaching their respective lowest levels
at 0.77+£0.40, 0.39+0.14 and 0.57+0.20 nmol Pi/min/mg (p<0.05, 0.01 and 0.01
respectively). This decrease was transitory with all time groups returning to control
levels (control levels were 2.01+£0.86, 1.894£0.65 and 2.97+1.08 for ATP, ADP and

AMP, respectively) by the following measure taken 12 hours after the ECS (Fig. 1).

In the chronic model serum ATP, ADP and AMP hydrolysis showed control levels

of 1.43+0.24, 1.63+0.40 and 2.00+0.53, respectively, and were found to be

significantly increased 48 hours after the last ECS reaching 2.96+1.25, 3.16+1.23,
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2.89+£1.21 nmol Pi/min/mg, (p<0.05 for all three nucleotides). This increase was
further incremented by the 7" day reaching 4.31+0.53, 3.16+1.23 and 2.89+1.21
nmol Pl/min/mg respectively (p<0.01 for ATP and ADP and p<0.05 for AMP) (Fig.

2).

Discussion

Seizure-induced biochemical alterations in the brain are prominent (DeGiorgio et al
1996), and, although not as striking and as widely documented, so are
morphological alterations (Lado et al 2002). The later is pronounced at the
microscopic level, where evidence of neurite outgrowth, collateral sprouting of
nerve processes and an overall increase in plasticity have been reported (Duman
et al 1998; Kempermann et al 2003). This trophic phenomenon requires the
stimulation of the target tissues for periods longer than the milliseconds involved in
neurotransmission and is a process likely to underlie the resolution of pathological
mood states. Effective pharmacological antidepressant treatments are notorious for
taking long periods of time to demonstrate clinical improvement (Katz et al 1996),
and this lag has been related to the time required to set in motion plastic changes
(Santarelli et al 2003). Under this rationale it becomes important to search systems

that demonstrate sustained alterations after the therapies are initiated.

In the present study we reported for the first time peripheral changes in adenine

nucleotides hydrolysis induced by ECS, a validated animal model of an effective
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anti-depressive treatment (McKinney 1986). Our results with acute model showed
an abrupt inhibition of hydrolysis immediately after a single ECS with recuperation
to basal levels shortly after. Stimulation through repeated shocks in the chronic
model lead to a sustained increase in the hydrolysis of all nucleotides, which
remained increased at the last time point assayed one week after the last ECS.
This data suggests first; that repeated stimulation is necessary to achieve an
increased hydrolysis, and second; that this repeated stimulation is able to uphold
increased levels for a significant period of time. Our data precludes us from
establishing when, exactly, nucleotide hydrolysis returns to control levels in the
chronic model, and if the inhibition of hydrolysis that occurs right after the

stimulation in the acute model is a phenomenon also observed in the chronic one.

Our group has previously shown that repeated seizures induced by
pentylenetetrazol (PTZ) stimulate this nucleotidase pathway activity in serum, with
elevations sustained 48 hours after the last application of PTZ (Bruno et al 2003),
whereas a single convulsive injection could not maintain the stimulation for longer
than 24 hours (Bruno et al 2002). The similar findings in the present work using
another type of convulsive technique support the idea that the stimulation of
NTPDase and 5’-nucleotidase is secondary to the seizures per se and not to the
convulsive method used. Looking at these facts under the notion that seizures, and
not the electric current, are considered the anti-depressive element of ECT (Fink
1991), one is enticed to conceive adenosine and its nucleotides as one of the

mediators of the antidepressant properties of repeated seizures.
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The temptation to view the changes in plasmatic enzymes as related to altered
processes in the rat brain has to be carefully looked at, as changes in body
temperature, hemodynamics and the sheer muscular stress of the seizure can
result in altered enzymatic activity. On the other hand, the preservation of
increased activity for a period far beyond the time frame where these acute
changes take place is somewhat more likely to attribute their origin to chronic brain
alterations. Moreover, these peripheral changes may find equivalent counterparts
in the central nervous system (CNS). Pronounced increases in adenosine brain
levels in rats after ECS have been established for a long time (Lewin et al 1981) as
well as adenosine anticonvulsant properties (Dragunow 1988; Zhang et al 1993).
The former can be correlated to the increase in convulsive threshold induced by
repeated applications of ECT. Overall the increased hydrolysis of all three
adenosine nucleotides found in our study could ultimately lead to an increase in
adenosine levels in serum. One could speculate that the same may occur in the

CNS.

Recently, Calker and Biber proposed a role for glial adenosine receptors in the
pathophysiology of mood disorders. Their stimulation would be responsible for the
release of neurotrophic factors such as NGF, S100B and cytokines, substances
known to activate plastic processes (van Calker et al 2005). Using the same model
of the present study, our group demonstrated that repeated ECS applications are

capable of triggering astrocytic responses while preserving neuronal integrity
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(Busnello et al 2006), adding evidences that support an active participation of glial
cells in the trophic changes associated with antidepressant treatment. Moreover,
the present study demonstrated that the repeated stimulation was able to maintain
increased levels of nucleotide hydrolysis for a period of at least seven days, a kind
of stimulation that suits the continuous activation required to unleash trophic

activity.

In conclusion, our results show that repeated stimulation by ECS can
boost the activity of soluble forms of NTPDase and 5'-nucleotidase and
sustain this increase for a period that extends up to one week after
the cessation of the stimulus. The characteristics of this activation
are compatible with the long lasting processes required to mobilize
plastic changes. If adenine nucleotides and adenosine are playing a leading or
supporting role in the biochemical processes unleashed by ECS, is something that

should be the focus of further studies.
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Legends to figures:

Figure 1. Effects of one ECS (acute model) on ATP, ADP and AMP hydrolysis in
rat blood serum. Bars represent means + S.D. of a group of at least five animals.
Time groups represent the interval between the ECS and animal sacrifice and

subsequent blood sampling. *p<0.05 and **p<0.001 according to one-way ANOVA.

Figure 2. Effects of eighth consecutive ECS’s (one at every 48 hours - chronic
model) on ATP, ADP and AMP hydrolysis in rat blood serum. Bars represent
means = S.D. of a group of at least five animals. Time groups represent the interval
between the eighth ECS and animal sacrifice and subsequent blood sampling.

*p<0.05 and **p<0.001 according to one-way ANOVA.
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Figure 1.
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PARTE 11l

1. DISCUSSAO

Quando primeiro li as palavras do historiador Plutarco, citadas no inicio dessa tese e
escritas no primeiro século da era Cristd foi chocante a propriedade com que elas poderiam
ter sido aplicadas para observar a psiquiatria contemporanea. A mim, particularmente, cujos
mentores e o destino situaram numa realidade aonde minha vida profissional e estudos
académicos orbitavam entre os aspectos biogquimicos, a neurociéncia basica, e a lida diaria
com pacientes com transtornos mentais da mais variada intensidade, fazia-se explicito o
desejo que essas duas areas estivessem mais proximas do que a atual realidade as apresenta.
Com uma quantidade de dados grandiosa, mas ainda com limitadas aplicacdes na pratica
médica, a neurociéncia basica foi interpretada de maneira livre por diversos profissionais da
area de saude mental que ofereceram explicacGes demasiado simplistas para um problema
muito complexo e pouco conhecido. A realidade do cotidiano clinico mostra como
pacientes tem nocdes erradas das bases sobre as quais sdo instituidos os tratamentos
bioldgicos dos transtornos mentais. Nossa realidade atual é a mesma do historiador quando
fala de um periodo aonde se encontram a historia escrita e a pré-histéria. Ao contrario desse
exemplo, porém, apesar dos elos entre a ciéncia basica e a psicologia clinica permanecerem
obscuros, a pesquisa e 0 tempo o tornam lentamente mais claro e preciso.

A ECT apresenta-se como uma rica oportunidade para comecar a construir um
entendimento mais solido entre a neurociéncia e a psiquiatria clinica. Nenhum outro

método antidepressivo apresenta um inicio de acdo tdo rapido e uma melhora tdo dramatica
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quanto ela. Portanto, as sutis alteragdes cerebrais que representam a mudanca de humor tém
uma chance consideravelmente superior de serem vistas se a procurarmos numa situacao
como esta, aonde as manifestacdes clinicas séo tdo evidentes. Para isso utilizamos o0 modelo
de CEC em ratos para observar sua influéncia sobre importantes marcadores de atividade e

dano cerebrais que poderiam apontar sistemas aonde ha influéncia da ECT.

Nosso primeiro trabalho avaliou os efeitos do CEC sobre marcadores neuronais e
astrocitarios. O que nos permitiu observar se 0 método era capaz de induzir alteracfes
compativeis com dano, ou se as alteracOes vistas poderiam representar processo celulares
benéficos. Mudancgas bioquimicas no liquor ja foram descritas como um reflexo do que
ocorre no espaco intercelular do cérebro (Zachrisson et al, 2000). Assim desenhamos um
primeiro estudo utilizando em conjunto os marcadores S100B, NSE e lactato num modelo
animal de ECT. Dois estudos clinicos apontando o uso desses marcadores ja haviam sido
realizados em pacientes submetidos a tratamento com ECT. O primeiro deles usou NSE e
S100B em um trabalho que ainda ndo admitia que alteracGes de S100B poderiam refletir
efeitos benéficos associados ao tratamento. Nao foram relatadas altera¢cGes nos marcadores
estudados, o que levou os autores a conclusdo de que a ECT ndo é capaz de causar dano
cerebral (Zachrisson et al, 2000). Por questdes éticas o estudo teve acesso a um limitado
nimero de amostras de sangue, 0 que pode ter impedido que alteracbes importantes entre 0s
intervalos de coleta fossem vistas. O nosso trabalho encontrou um significativo aumento de
S100B seis horas ap6s o ultimo de oito CECs, com niveis ja semelhantes ao controle 12
horas ap6s o ultimo choque. Nossos dados sugerem que estudos clinicos devem considerar
um intervalo mais freqliiente de amostragem, a fim de que possam identificar mudancas

temporarias, mas significativas nos marcadores. Um segundo estudo avaliou amostras de
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S100 e NSE em pacientes com quadros depressivos graves ou psicoticos, realizando
também testes cognitivos. Seu regime de amostragem foi mais intenso do que o
previamente citado, porem sé ocorreram amostragens de sangue periférico. Ndo foram
evidenciadas altera¢des nos marcadores e também ndo houve uma correlagdo de seus niveis
com a performance cognitiva dos pacientes (Agelink et al, 2001). Um terceiro estudo que

avaliou somente os niveis de NSE néo detectou elevagdes (Berrouschot et al, 1997).

Um estudo em animais utilizando o mesmo método de CEC descrito nessa tese, alem de um
modelo de indugdo de convulsdes com o uso de lidocaina, mediu os niveis de NSE nas
seguintes areas cerebrais; amigdala, hipocampo e cortex piriforme. Ambos métodos de
inducdo de convulsbes falharam em induzir alteracdes de NSE (Kragh et al, 1997). Outro
trabalho identificou alteracdes somente no cortex piriforme, porém de pequena magnitude,
concluindo que ela estaria mais provavelmente relacionada com um aumento de transcri¢do
génica, ou um possivel papel tréfico da NSE na remodelagdo sinaptica (Rasmussen et al,
1994). Os nossos achados alinham-se com o desses estudos, demonstrando que o CEC ndo
ocasiona danos neuronais, apoiando dados que indicam que a ECT e incapaz de lesar

neurdnios.

Como ja discutido, concentracbes moderadas de S100B tem sido associadas com processos
troficos, como crescimento de processos neuronais (Haglid et al, 1997), e atividades
neuroprotetoras e neurotréficas (Brewton et al, 2001), enquanto niveis altamente elevados
estimulam a acdo de citoquinas pro-inflamatorias (Koppal et al, 2001) ou refletem
diretamente dano cerebral (Leviton & Damman, 2002; Van Eldik & Wainwright, 2003).

Outro tipos de tratamento antidepressivo também se mostraram capazes de elevar os niveis
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de S100B em modelos experimentais (Manev et al, 2001). Um envolvimento da glia nos
mecanismos de acdo da ECT ja foi sugerido. Ativacdo astrocitaria, entdo chamada gliose
astrocitica reativa, foi descrita apds a ECT ja na década de 1940 (Riese, 1948). Estudos em
cérebros de cadaveres tém indicado de forma consistente que estados depressivos estdo
relacionados com um aumento do numero de células gliais, mas ndo do nimero de
neurénios, sendo que o ECT é capaz de induzir mudancas que restabelecam o equilibrio
entre esses dois tipos de células (Ongur & Heckers, 2004). Além disso, concentragfes
elevadas de GFAP, um marcador especificamente astrocitario, sdo um fendmeno
intimamente relacionado a uma intensa atividade neuronal (Torre et al, 1993). Assim, as

elevacdes de S100B vistas no nosso trabalho podem representar uma valiosa ativacao glial.

Os modelos de CEC croénico e agudo também demonstraram serem capazes de induzir
elevacOes do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) e da expressdo de seu gene
receptor, trk B, no cérebro de ratos (Lindefors et al, 1995). Os niveis de RNA mensageiro
do BDNF mostraram-se elevados no giro denteado e cértex piriforme de ratos apds os
modelos crénico e agudo, conforme hibridizagdo in situ (Zetterstrom et al, 1998). Esses
resultados, quando observados conjuntamente com nossos achados, podem sugerir que a
estimulagdo eletroconvulsiva mobiliza ndo apenas atividade trofica glial, mas também
neuronal. Sua maior eficacia frente aos demais tratamentos antidepressivos pode ser

resultado dessa capacidade de mobilizar diferentes mecanismos cerebrais.

As alteracfes nos niveis de lactato provocadas pelo CEC foram répidas e transitorias,
provavelmente refletindo o aumento de consumo energético que ocorre durante uma

convulsdo ténico-clonica generalizada (Ingvar & Siesjo, 1983). Outros mecanismos podem
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levar a esse aumento, como também o podem as condi¢fes de hipoxia que acompanham a
crise. Desse modo ele deve ser observado como um marcador menos especifico do que a

S100B.

Em nosso segundo trabalho avaliamos os efeitos dos dois modelos de CEC sobre a
atividade de ectonucleotidases, mais especificamente a NTPDase e a 5’-nucleotidase.
Apesar de ndo serem tdo fartamente documentadas quanto as alteragcBes bioquimicas, as
alteracGes morfolégicas induzidas pelo CEC ja estdo amplamente descritas (Lado et al,
2002). Seu pronunciamento é maior ao nivel microscdpico, manifestando-se como
crescimento de dendritos e axonios e um aumento global da plasticidade (Duman et al,
1998; Kempermann et al, 2003). Efeitos troficos dessa natureza requerem a estimulacdo dos
tecidos alvo por periodos de tempo superiores aos milisegundos envolvidos na
neurotransmissao, e uma estimulacdo continuada e um provavel fendmeno subjacente a
resolucdo dos estados de humor patologicos. Os tratamentos antidepressivos
farmacoldgicos sdo conhecidos pelo longo periodo de tempo necessario para obterem uma
resposta terapéutica e ainda maior para ocasionarem a remissdo do quadro de humor (Katz
et al, 1996). Esse intervalo ja foi relacionado com o periodo de tempo necessario para
colocar em andamento alteracdes plésticas (Santarelli et al, 2003). Sob esse aspecto, é
importante identificar sistemas que apresentem alteracBes sustentadas apds o inicio do
tratamento.

Nosso trabalho é o primeiro a relatar as alteracfes periféricas na hidrdlise de nucleotideos
ocasionada pelo CEC. Os resultados do modelo agudo demonstraram aqui uma importante
inibicdo da hidrolise imediatamente ap6s o choque. No segundo momento de coleta, 12

horas ap0s o choque, as medidas retornaram aos niveis basais. O modelo crénico mostrou
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alteracGes prolongadas apds o término das oito sessdes de CEC, sendo que ao final de sete
dias os niveis permaneciam significativamente aumentados, e, por limitacbes do protocolo,
ndo podemos descartar a hipotese de que eles permanecam em elevacdo apos esse periodo.
Esses achados sugerem que choques repetidos sao necessarios para que ocorra um aumento
da hidrolise e que essa estimulacéo repetida € capaz de manter niveis elevados por longo
periodo de tempo. Os dados atuais impedem-nos de determinar quanto tempo é necessario
para que a hidrdlise retorne a niveis comparaveis ao controle, mas sdo suficientes para que
consideremos que um processo independente é desencadeado apos repetidas estimulages,
e que este consegue manter-se por longo periodo ap6s o término dos estimulos elétricos. Ou
seja, um fendmeno compativel com a estimulagdo continuada que se postula ser necessaria
para o desencadeamento de processos troficos.

Trabalhos de nossos laboratorios utilizando o agente farmacoldgico PTZ como método de
inducdo de convulsGes demonstraram que uma unica crise convulsiva era capaz de manter
um aumento da atividade das nucleotidases séricas por até vinte e quatro horas (Bruno et al,
2002), enquanto 0 mesmo método induzindo repetidas convulsdes foi capaz de provocar
alteracdes que permaneciam evidentes mesmo quarenta e oito horas apos o fim dos
estimulos (Bruno et al, 2003). Esses achados semelhantes aos encontrados quando a
estimulacdo por CECs foi utilizada nessa tese, apOia a idéia de que o0 aumento da
estimulacdo da NTPDase e da 5’-nucleotidase sdo ocasionados pela convulsdo em si, e ndo
pela corrente elétrica ou propriedades inerentes ao PTZ. Considerando-se que a convulsao é
um elemento indispensavel para que a ECT exerca seus efeitos antidepressivos (Fink,
1991), e que a hidrdlise de nucleotideos da adenosina encontra-se elevada, independente do

método de inducdo da convulsdo, nossos dados colocam esse aumento da atividade
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nucleotidasica, juntamente com o0 aumento na concentracdo de adenosina que ela ocasiona,
como possiveis mediadores das propriedades antidepressivas das convulsdes repetidas.

As especulacbes autorizadas por esses resultados devem ser olhadas com cuidado.
Mudancas na temperatura corporal, hemodindmica e o proprio estresse muscular
ocasionado pela ECT podem alterar as atividades enzimaticas. De outro lado, o fato da
atividade permanecer aumentada mesmo dias ap6s o fim da estimulagdo, nos leva a crer
que os fendbmenos agudos relacionados ao choque e a crise convulsiva em si ja foram
superados. Assim as alteracOes persistentes podem ser vistas como candidatos responsaveis
pelos processos troficos desencadeados pelo tratamento.

Os nossos achados podem ser correlacionados com caracteristicas tipicamente encontradas
na préatica clinica. A adenosina possui importante agdo anticonvulsiva (Dragunow 1988;
Zhang et al 1993). A ECT induz um aumento no limiar convulsivante, que requer muitas
vezes 0 aumento da dose de energia aplicada no procedimento para que se alcance a
convulsdo necessaria para o efeito terapéutico. Niveis elevados de adenosina no liquor
foram observados hd muito tempo (Lewin et al, 1981). As alteracdes periféricas da
hidrolise dos trés nucleotideos por nds relatadas irdo levar, em ultima analise, a um
aumento da adenosina sérica. Apesar desses resultados ndo nos permitirem afirmar, é
interessante sugerir que tais alteracdes periféricas possam também estar ocorrendo no SNC.
Um artigo recente propds um papel para receptores gliais de adenosina na patofisiologia
dos transtornos de humor. Sua estimulacdo seria responsavel pela liberacdo de fatores
neurotroficos como NGF, citoquinas e a propria S100B, sendo que elas ativariam processos
troficos (van Calker et al, 2005). Os dados de nosso primeiro trabalho apdiam esta assercao

que coloca a S100B como um dos estimulantes neurotroficos. Nosso segundo trabalho,
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demonstra que os CECs repetidos sdo capazes de manter niveis sustentados de ativacao
enzimatica, estes seriam necessarios para desencadear mudancas plasticas das células do

SNC.

2. Conclusédo

O CEC é capaz de disparar respostas astrocitarias como observado pelos niveis de S100B e
lactato. As alteracGes de S100B foram observadas apenas no modelo agudo enguanto os
niveis de NSE permaneceram inalterados durante todo o estudo. Esses dados sugerem que

as alteracdes astrocitarias demonstradas sao provavelmente neuroprotetoras.

Em nosso Segundo trabalho foi demonstrado que o CEC pode estimular a atividade das
formas sollveis de NTPDase e 5’-nucleotidase, sustentando esses incrementos por um
periodo que pode ir até sete dias apds cessadas as sessdes de choque. As caracteristicas
dessa ativacdo sdo compativeis com os processos de longa duragdo necessarios para
mobilizar alteracBes plésticas. Se os nucleotideos da adenosina desempenham um papel
principal ou secundario nos processos bioquimicos desencadeados pela ECT, € algo que

deve ser esclarecido por estudos futuros.

3. Perspectivas

Existem diversas alteracfes ja descritas ocasionadas por CECs em sistemas cerebrais, e
certamente muitas outras ainda serdo relatadas. Os resultados dos estudos desta tese
contribuem com dados preliminares, em um modelo experimental bem estabelecido de
CEC. Apesar de hoje existir uma nocdo de que 0Ss processos neurotroficos sédo

manifestacdes saudaveis da fisiologia cerebral, futuramente evoluiremos para uma visdo
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mais detalhada desse processo. Dentro da propria pesquisa sobre quadros convulsivos, ja
existem autores descrevendo alteracBes neurotréficas benéficas e outras que podem
perpetuar quadros patoldgicos, como quando alteragOes plasticas determinam a perpetuagédo
de um quadro epilético (fendmeno “kindling™) ou quando a neurogénese ocasionada por
convulsdes poderia dar origem a células disfuncionais (Meldrum, 2001).

Nossos trabalhos também deixam abertas algumas perguntas que poderiam ser respondidas
por estudos subsequientes. A mais evidente seria a complementacdo de nosso segundo
estudo. Primeiramente a inibicdo da atividade enzimatica observada logo ap6s o término da
crise convulsiva no modelo agudo poderia ser avaliada com mais detalhes. Nossas medidas
foram feitas no momento imediato apds o sacrificio dos ratos num grupo, tendo o grupo
seguinte contribuido com amostras transcorridas doze horas do estimulo. Alteracoes
importantes poderiam ter ocorrido entre esses dois pontos. De forma semelhante, ainda fica
por ser esclarecido o tempo necessario para que a ativacdo enzimatica ocasionada pelo
modelo cronico retorne a niveis basais. Essa ativacdo surpreende pela sua prolongada
duracdo, e pode ser um mecanismo bioquimico cujas alteracdes sdo suficientemente
prolongadas a ponto de ainda estarem presentes quando come¢amos a notar melhoras no
quadro de humor de individuos recuperando-se de episodios depressivos.

Outro passo natural seria a medi¢do dos niveis de atividade enziméatica em amostras mais
intimamente ligadas ao funcionamento cerebral. O liquor seria um material no qual poder-
se-ia fazer um proximo ensaio. Alteracdes semelhantes ai encontradas refletiriam com mais
precisdo eventos do SNC. Além disso, poder-se-ia aferir diretamente os niveis de

adenosina, e relaciona-lo com os dois modelos de CEC.
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As alteragdes nos niveis de S100B aqui encontradas dificilmente poderiam refletir dano
cerebral. Os efeitos de nosso tratamento sobre os neurdnios foram praticamente nulos, e as
alteracGes agudas nos niveis de lactato, devem estar refletindo somente o apetite neuronal
estimulado pela cadtica e intensa descarga neuronal da crise convulsiva. A elevacdo dos
niveis de S100B de ordem nanomolar, falam a favor de efeitos troficos. Aqui poderiamos
realizar estudos medindo os niveis de S100B em areas especificas da anatomia cerebral.
Seria interessante medir seus niveis, antes e ap6s o CEC, em areas aonde foi relatada

importante neurogénese.
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