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RESUMO

A proteina acida fibrilar glial (GFAP) é uma proteina da classe dos
filamentos intermedidrios, exclusivamente expressa em astrécitos no sistema
nervoso central (SNC). A funcdo especifica da fosforilacdo desta proteina é
ainda desconhecida. No entanto, tem sido demonstrado que o equilibrio
dindmico entre o estado fosforilado e desfosforilado de sitios especificos da
GFAP pode regular a polimerizacio e despolimerizagdo dos filamentos
intermedidrios durante eventos de estruturacao do citoesqueleto glial.

Nosso grupo de pesquisa demonstrou que a fosforilagio da GFAP em
hipocampo de ratos jovens (P12-P16) é estimulada no mesmo nivel por
glutamato, via um receptor glutamatérgico metabotrépico do grupo II (mGIluR
II), e pela auséncia de Ca2* externo (presenca de EGTA). Entretanto, o
tratamento simultdneo com glutamato e EGTA ndo resulta em efeito
sinergistico, sugerindo um mesmo mecanismo de acdo para estas duas
situacOes estimulatorias da fosforilagdo da GFAP (WofchuK & Rodnight, 1994;
Kommers et al., 1999; Rodnight et al., 1997). Este mecanismo provavelmente
ndo envolve reservas intracelulares de Ca?+ associadas a receptores de IP3, uma
vez que mGluRs II estdo envolvidos com o mecanismo de transducado de sinal
via adenilato ciclase e ndo via hidrélise de fosfoinositidios. Uma hipo6tese
proposta é de que o glutamato, via mGluR, bloqueia canais de Ca2* tipo L,
inibindo uma cascata de desfosforilagio dependente de Ca?*, associada a
GFAP (Rodnight et al., 1997). Interessantemente, os receptores rianodina
(RyRs) presentes nas reservas intracelulares de Ca?* reguladas por tais
receptores estdo associados com canais de Ca2* tipo L (Chavis et al., 1996).

Com base nestes dados, buscou-se neste trabalho avaliar se a modulacao

glutamatérgica da fosforilacio da GFAP em fatias de hipocampo de ratos



jovens envolve as reservas intracelulares de Ca?* reguladas por RyRs e se o
Ca2* proveniente destas reservas atua de maneira semelhante ao Ca2* oriundo
do espago extracelular.

Nossos resultados mostraram que ha uma evidente participacao do Ca2*
proveniente das reservas intracelulares reguladas por RyRs no mecanismo
modulatério da fosforilagao da GFAP via ativacao de mGluRs em fatias de
hipocampo de ratos jovens, uma vez que a cafeina e a rianodina (agonistas de
RyRs) revertem totalmente o efeito estimulatério do agonista glutamatérgico
metabotrépico 1S,3R-ACPD sobre a fosforilagdo da proteina e este efeito da
cafeina é inibido por dantrolene (antagonista de RyRs). Talvez o Ca2* oriundo
das reservas reguladas por RyRs tenha o mesmo papel do Ca2* proveniente do
espaco extracelular, ou seja, desencadeia uma cascata de desfosforilacdao
associada a GFAP mediada pela calcineurina, uma vez que quelando o Ca2*
intracelular livre com BAPTA-AM, apdés a mobilizacdo destas reservas, tal
efeito ndo ocorre.

A participacdo de receptores adenosina (AdoRs) e do AMP ciclico
(AMP.) ainda permanece a ser estudada. Entretanto, é sabido que em ratos
jovens a ativacdo de mGluRs aumenta a formacdo de AMP. potenciando o
efeito de outros tipos de receptores, como os AdoRs e, provavelmente, isto é
mediado por um mGluR II (Schoepp & Johnson, 1993; Winder & Conn, 1996).

Neste trabalho mostrou-se justamente o possivel envolvimento de tais
mecanismos de transduc¢ado de sinal na modulacdao da fosforilacao da GFAP,
pois a adenosina deaminase (enzima que metaboliza adenosina endégena) e a
forscolina (agente que estimula a enzima adenilato ciclase) alteraram o nivel
de fosforilacdo da GFAP.

Estes resultados evidenciam o envolvimento das reservas intracelulares
de Ca?*reguladas por RyRs no mecanismo de transducdo de sinal que modula

o estado de fosforilacdo GFAP mediado pela ativacao de mGluRs.



ABSTRACT

The glial fibrillary acidic protein (GFAP) is an intermediate filament
protein that is exclusively expressed in astrocytes in the central nervous
system (CNS). The specific function of GFAP phosphorylation is still
unknown. However, it is shown that dynamic equlibrium between the
phosphorylated and dephosphorylated state of GFAP may regulate the
polymerization and depolymerization of the intermediate filament during
reorganization of the glial cytoskeleton.

Our group showed that GFAP phosphorylation from immature
hippocampal slices (P12-P16) is stimulated, at the same level, by glutamate via
a type II metabotropic glutamate receptor (mGluR II), and by absence of
external Ca?* (EGTA present); in the meantime, the simultaneous treatment
with glutamate and EGTA does not result in a sinergistic effect, suggesting a
same mechanism of action for this two situations (WofchuK and Rodnight,
1994; Kommers et al., 1999; Rodnight et al., 1997). This mechanism probably
does not involve internal Ca?* stores regulated by IPs; receptors, because
mGluRs II are involved with modulation of adenylyl cyclase and not via
phosphatidylinositol hydrolysis. The hypothesis proposed is that glutamate,
via mGluRs, inhibits L-type Ca?* channels and down regulates a Ca?*-
dependent dephosphorylation event coupled to GFAP (Rodnight et al., 1997).
Interestingly, ryanodine receptors (RyRs) present in the internal Ca?* stores
regulated by these receptors have been shown to be associated with L-type
Ca?* channels (Chavis et al., 1996).

Based in these data, this work intent to value if the glutamatergic

modulation of GFAP phosphorylation from immature hippocampal slices



involve the internal Ca?* stores regulated by RyRs and if the Ca2* originated
from this stores acts by a similar manner from that of the external CaZ2*.

Our results showed that there is an evident participation of CaZ*
originated from internal Ca2* stores regulated by RyRs in the modulation of
GFAP phosphorylation via mGluRs activation in immature hippocampal
slices, because caffeine and ryanodine (RyRs agonists) revert completely the
stimulation of GFAP phosphorylation given by 15,3R-ACPD (mGluR agonist)
and the effect of caffeine is inhibited by dantrolene (RyRs antagonist). Maybe
the Ca2* originated from internal Ca?* stores regulated by RyRs has the same
role of external Ca?*, that is, to stimulate a Ca2*-dependent dephosphorylation
event coupled to GFAP mediated by calcineurin, because using an
intracellular calcium chelator, BAPTA-AM, after the mobilization of this
internal stores, the caffeine effect does not occur.

The participation of adenosine receptores (AdoRs) and of cyclic AMP
(cAMP) still remain unknown. However, it is known that in immature rats
mGluRs increase cAMP formation potentiating the effect of other receptors, as
AdoRs and probably this is mediated by mGluRs II (Schoepp and Johnson,
1993; Winder and Conn, 1996). In this work we showed the possible
involvement of these sinal transduction mechanisms in the modulation of
GFAP phosphorylation, since adenosine deaminase and forskolin changed the
level of GFAP phosphorylation.

These results evidence the involvement of internal Ca?* stores regulated
by RyRs in the mechanism that modulate the GFAP phosphorylation state via

mGluRs activation.
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1. INTRODUCAO

1.1. Astrocitos

Rudolph Virchow foi quem descreveu pela primeira vez, em 1846, a
neuroglia (“nerve glue”) como um tecido funcional, anatomicamente distinto
do neuronal e conectivo do sistema nervoso central (SNC) (Jacobson, 1991). J&
em 1895, Mihally Lenhssék propds designar as células da neuroglia de
astrocitos. No inicio deste século, Santiago Ramoén Y Cajal aprofundou os
estudos da neuroglia, descrevendo claramente dois tipos de astrdcitos: os
protoplasmaticos, na substancia cinzenta (freqtientemente ramificados e com
largas expansdes) e os fibrosos, na substancia branca (com menos ramificacdes,
cilindricas e longas). Adicionalmente, Cajal atribuiu fungdes para estas células:
nutricdo, isolamento e suporte estrutural de neur6nios. A ultima grande
descoberta sobre a glia foi realizada por Pio del Rio-Hortega, entre 1919 e 1921,
o qual caracterizou dois outros tipos de neuroglia: a oligodendroglia e a
microglia (Young, 1991; Tower, 1992).

Desta forma, hoje reconhece-se no SNC trés grandes grupos de células
gliais: (1) astrdcitos e oligodendrocitos, ambos de origem ectodérmica, que
formam a macroglia; (2) a microglia, de origem mesodérmica; (3) células
ependimais, de origem ectodérmica (Raine, 1993).

Os astrécitos constituem aproximadamente 50% do namero total de
células do SNC (Pope, 1978). Eles se associam, através de seus processos, a
diversos componentes celulares, entre estes o endotélio capilar e os neurénios.
Nestes tltimos os astrocitos estdo intimamente associados com os corpos
celulares, dendritos e até mesmo com a prépria sinapse (Kimelberg &
Norenberg, 1989). E sabido que astrécitos e neurdnios apresentam um

sofisticado sistema de comunicagado reciproca que pode regular a liberagao de



neurotransmissores, a excitabilidade neuronal e a transmissao sindptica
(Carmignoto, 2000).

As fungdes desempenhadas pelos astrécitos no SNC sdo diversas, tais
como: (1) manutengdo da homeostase de ions extracelulares, especialmente o
K+ (Walz, 1989); (2) metabolismo de neurotransmissores, particularmente o
glutamato e o GABA (Hansson & Ronnbéack, 1995); (3) atuam como guias na
migracdo de neurdnios nos estagios iniciais do desenvolvimento (McKay,
1989); (4) sintese e liberacao de fatores tréficos e substancias neuroativas para
os neurdnios e para outros astrocitos (Stockli et al., 1989; Hansson & Ronnback,
1995); (5) estoque de glicogénio para reserva de energia (Magistretti et al.,
1986); (6) participagdo na resposta imune no cérebro (Giulian et al., 1988); (7)
participacdo na resposta a injarias ao SNC, tornando-se reativos (processo
denominado de gliose reativa), o que é caracterizado por um severo aumento
na expressdo da proteina 4cida fibrilar glial (GFAP), uma proteina de
citoesqueleto que é marcadora de células astrociticas (Eng et al., 1992; Giulian,
1993; Eng & Ghirnikar, 1994); (8) regulacdo do espaco extracelular através da
variacdo do volume astrocitico (Kimelberg et al., 1992; Hansson & Ronnbéck,
1995).

Os astrocitos tém a capacidade de realizar muitas destas fungdes pois
possuem um variado arranjo de canais i0nicos e receptores para
neurotransmissores e a ativagdo de muitos destes pode estimular sistemas de

segundos mensageiros (Kimelberg, 1988).

1.2. Glutamato e Seus Receptores

O glutamato é reconhecido como o principal neurotransmissor
excitatorio do SNC e exerce um importante papel na plasticidade neural e
neurotoxicidade (Nakanishi, 1992). Muitas das agdes deste neurotransmissor

sdo mediadas por receptores glutamatérgicos, os quais podem ser ionotropicos



ou metabotrépicos. Esta classificacdo é baseada nas diferengas em relagao a
estrutura molecular, aos mecanismos de transducado de sinal e as propriedades
farmacolégicas destes receptores. Os receptores glutamatérgicos ionotrépicos
(iGluRs) estdo associados a canais ionicos e quando estimulados sdo
permeaveis a cations, como o célcio e o s6dio (Nakanishi, 1992; Seeburg, 1993;
Schoepp et al., 1995). Os receptores metabotropicos de glutamato (mGluRs) sao
funcionalmente e farmacologicamente diferentes dos iGluRs. Eles estao
acoplados a proteina G e podem evocar uma variedade de sinais intracelulares
(Hansson & Ronnbéck, 1995; Pin & Duvoisin, 1995; Porter & McCarthy, 1995).

Atualmente sabe-se que o glutamato e seus receptores estdo envolvidos
em uma variedade de processos durante o desenvolvimento das células
neurais, incluindo proliferacdo, migragao e plasticidade sinaptica (McDonald
& Johnston, 1990), bem como a modulacdo de mecanismos de aprendizado e
memoria (Bianchin et al., 1994; Izquierdo, 1994; Izquierdo & Medina, 1997) e
até no envelhecimento (Segovia et al., 2001). Durante o desenvolvimento do
SNC, o glutamato pode ser liberado por cones de crescimento e axdnios e
influenciar a proliferacdo e/ou a migracdo de células gliais (Rakic & Komuro,
1995).

Em astrécitos, entretanto, o glutamato pode também exercer alguns
efeitos ndo mediados por receptor. Estes sdo causados pela sua captagdo e
incluem aumento de volume destas células (Shao et al., 1994). Desta forma, a
captacao de glutamato é um evento muito importante, pois além de promover
alguns dos efeitos deste neurotransmissor, o remove rapidamente da fenda
sinaptica, impedindo que ocorra dano e morte neuronal através da excessiva

ativacdo de seus receptores (Choi et al., 1987; Meldrum, 2000).

1.2.1. Receptores Glutamatérgicos lonotropicos

Os receptores ionotropicos sdo classificados de acordo com critérios

moleculares, eletrofisioldgicos e farmacolégicos; e sao denominados segundo o



agonista com o qual eles sdo seletivamente ativados: N-metil-D-aspartato
(NMDA), 4cido a-amino-3-hidroxi-5-metilisoxazol-4-propidnico (AMPA) e
cainato (KA). (Hollmann & Heinemann, 1994). AMPA e KA sdo
freqlientemente chamados de receptores nao-NMDA. Os trés tipos de iGluRs
geralmente coexistem em uma tnica sinapse no SNC, estando envolvidos na

ampliacdo do sinal glutamatérgico (Cotman et al., 1995; Ozawa et al., 1998).

1.2.1.1. Receptores NMDA

Os receptores NMDA sdo altamente permedaveis ao Ca?*, dependentes
de voltagem e possuem como co-agonistas glicina e D-serina (Collingridge &
Watkins, 1994). Estes receptores parecem ter um papel central na potenciagcao
de longa duracao (LTP), na depressao de longa duragdo (LTD) e em eventos de
plasticidade do SNC. Quando superativados, parecem causar danos via
excitotoxicidade (Cotman et al., 1995; Gottlieb & Matute, 1997). Em potenciais
de repouso os canais NMDA neuronais estdio normalmente bloqueados por
Mg?2* e a liberacao do canal depende da despolarizagdo da membrana. O nivel
de corrente que promove a despolarizacao depende da ativagao de receptores
AMPA e KA e de outros sinais modulatdrios pds-sindpticos que possam
controlar a despolarizacdo. A modulacdo especifica da atividade dos canais
NMDA ¢é necessdria para uma funcdo neural normal. Os subtipos de
receptores NMDA apresentam trés familias de subunidades, as quais possuem
formas variantes: NMDA NR1, NMDA NR2 e NMDA NR3 (Ozawa et al., 1998;
Sun et al., 1998).

A expressao das diferentes subunidades do receptor NMDA varia muito
no SNC sendo o hipocampo e o cOrtex cerebral estruturas particularmente
ricas neste tipo de receptor (Watkins et al., 1990). E bem caracterizado que nas
células neuronais os receptores NMDA estdo presentes e sdo funcionais. A
expressdo e a funcionalidade destes receptores em células gliais ainda

permanecem obscuras, entretanto, atualmente intmeros trabalhos tém



demonstrado a expressdo de receptores NMDA em astrocitos corticais,
principalmente em seus processos (Conti et al., 1996; 1997; 1999). Além disso,
ap6s um evento isquémico, astrdcitos hipocampais expressam as subunidades

NMDA NR2A/B (Gottlieb & Matute, 1997).

1.21.2. Receptores ndo-NMDA (AMPA e KA)

Tanto AMPA quanto KA estdo associados primariamente a canais
independentes de voltagem. Sdo permedveis a sédio e potassio, mas algumas
subunidades tém permeabilidade ao Ca2* (Cotman et al., 1995; Swanson et al.,
1996; 1997). Estes receptores sao estimulados pelo efeito excitatério rapido do
glutamato. Isto causa despolarizagdo pela abertura de canais de membrana,
permedveis aos ions Na* e K*, propiciando o influxo de Ca2* via canais
dependentes de voltagem. Este é o caso, por exemplo, da despolarizagao
mediada por AMPA estimulando receptores NMDA pelo deslocamento do
Mg?+.

Os receptores AMPA e KA possuem multiplas subunidades: GluR1-
GluR4 e GluR5-GluR7/KA1-KA2, respectivamente. Ambos estdo distribuidos
em todo o SNC, entretanto, a expressio de suas subunidades é muito
heterogénea entre diferentes estruturas e tipos celulares. A distribuicdo de
receptores AMPA acompanha aquela apresentada pelos receptores NMDA.
Por outro lado, os receptores KA estdo mais concentrados em poucas areas do
SNC: regiao CA3 do hipocampo, estriato e tdlamo (Cotman et al., 1995).

No geral, a expressao de iGluRs em células gliais apresenta um aumento
ap0s insultos isquémicos, principalmente nas diferentes regides do hipocampo

(Gottlieb & Matute, 1997).

1.2.2. Receptores Glutamatérgicos Metabotropicos

Os mGluRs constituem uma classe de receptores ligados a proteinas G,

os quais diferem estrutural, funcional e farmacologicamente dos iGluRs



(Schoepp & Conn, 1993; Pin & Duvoisin, 1995). Até o momento, oito subtipos
de mGluRs foram clonados e caracterizados. Estes receptores podem ser
classificados em trés grupos, onde os membros de cada grupo possuem
grande homologia entre si (~ 70%) e similaridades farmacolégicas (Pin &
Duvoisin, 1995; Conn & Pin, 1997).

O Grupo I compreende os subtipos mGluR1l (Masu et al., 1991;
Houamed et al., 1991) e mGIuR5 (Abe et al., 1992), os quais estdo acoplados a
hidrélise de fosfoinositidios de membrana e sdao potentemente ativados por
quisqualato, mas também sao sensiveis ao acido (15,3R)-1-aminociclopentano-
1,3-dicarboxilico (1S,3R-ACPD).  Atualmente, o  agonista  3,5-
dihidroxifenilglicina (DHPG) é descrito como altamente seletivo para
receptores do Grupo I (Ozawa et al., 1998).

O Grupo II inclui os subtipos mGIluR2 e mGIuR3 (Tanabe et al., 1992),
que sdo ligados a formagdo de AMP ciclico (AMP.) e sdo potencialmente
estimulados por 1S,3R-ACPD, por (2S,35,4S)-o-(carboxiciclopropil)-glicina (L-
CCG) e por DCG IV (Schoepp, 1994; Bruno et al., 1996; Ozawa et al., 1998).

O Grupo III compreende os subtipos mGluR4 (Tanabe et al., 1993),
mGluR6 (Nakajima et al., 1993), mGluR7 (Okamoto et al., 1994; Saugstad et al.,
1994) e mGluR8 (Duvoisin et al., 1995). Os receptores do Grupo III, assim como
os do Grupo II, estdo ligados a modulacao da enzima adenilato ciclase e a
consequente sintese de AMP.. Sdo seletivamente ativados pelo acido L-2-
amino-4-fosfanobutirico (L-AP4) (Schoepp, 1994; Ozawa et al., 1998).

Sdo muitos os agonistas que agem nos receptores glutamatérgicos. O 1S,3R-
ACPD foi o primeiro a ser identificado como agonista seletivo de receptores
metabotropicos, sendo entdo de grande importancia para o estudo deste tipo
de receptores glutamatérgicos.

A distribuicdo dos diferentes subtipos de mGluRs no SNC é bastante

irregular, apresentando grandes variagdes em relagdo a diferentes estruturas,



tipos celulares e estagios de desenvolvimento (Vecil et al., 1992; Schoepp,
1994).

Muitos dos receptores metabotropicos de Grupo I, basicamente o
subtipo mGIluR5, estdo presentes na membrana pré-sindptica e apresentam,
curiosamente, envolvimento tanto em eventos de neurotoxicidade quanto em
eventos de neuroprotecao (Nicoletti et al., 1999). O subtipo mGIluR1 tem
significativa expressdao em células granulares do giro denteado e em células
piramidais da regido CA3 do hipocampo; células de Purkinje do cerebelo,
células do bulbo olfatério e neurdnios do tdlamo e septo lateral. O receptor
parece estar localizado pds-sinapticamente e ndo foi demonstrado em glia
(Cotman et al., 1995). O subtipo mGIuR5 é expresso no cortex cerebelar, no
hipocampo, no subiculum, no septo lateral, no bulbo olfatério, no ntcleo
olfatério anterior, no estriato, no caudato e no cértex. Sua presenca pré-
sinaptica nos axdnios terminais indica que os mGluR5 podem exercer fungdes
como receptores pré-sinapticos (Romano ef al., 1995).

Os receptores metabotropicos do Grupo II apresentam grande
homologia (~ 70%) quanto a sua expressao. O subtipo mGluR2 é encontrado
tanto pré como poés-sinapticamente em cérebro de ratos (Neki et al., 1996).
Possui proeminente expressdao no cortex cerebelar, no acessério do bulbo
olfatério, nos neurdnios piramidais do cértex entorrinal e no giro denteado
(Ohishi et al.,, 1994). Sua expressao em células gliais do SNC ndo foi
demonstrada (Cotman et al., 1995). O subtipo mGluR3 é expresso nos
neurdnios do cortex cerebelar, no nucleo reticular talamico, no caudato, no
nucleo supradptico e nas células granulares do giro denteado. O mGIuR3 é
expresso em células gliais (Tanabe et al., 1992, 1993; Cotman et al., 1995).

Os receptores metabotrépicos do Grupo III tém ampla distribuicao,
assim como os receptores dos demais grupos. O mGluR4 é expresso nas
células granulares do cerebelo, nos neurénios da lamina granular interna do

bulbo olfatério, no tdlamo, no septo lateral, no cértex entorrinal, no giro



denteado e na regido CA3 do hipocampo (Cotman et al., 1995). O mGIluR6 é
expresso principalmente na retina (Nakajima et al., 1993), enquanto que o
subtipo mGluR8 é expresso na retina e no bulbo olfatério (Duvoisin et al.,

1995).

1.3. Calcio e Reservas Intracelulares

O ion calcio é um segundo mensageiro que tem papel fundamental na
regulacdo de vérios processos biolégicos. Um aumento na concentracao de
Ca2* citoplasmatico representa um passo crucial para a liberacdo de
neurotransmissores e para a modulacdo da excitabilidade de membranas
celulares. Esses processos dependem basicamente da passagem de Ca2*através
de canais presentes na membrana plasmaética, do seu transporte por bombas
ionicas ou da sua liberacdo a partir das reservas intracelulares (Prado, 2001).

Embora o Ca?* seja fundamental a manutencdo da vida, um aumento
prolongado na concentracdo deste ion pode levar a célula a morte. Ao
contrario das outras moléculas de segundos mensageiros, o CaZ* ndo pode ser
metabolizado. Desta forma, os niveis de calcio dentro da célula sdo regulados
por proteinas ligadoras de Ca2* e por bombas que transportam ativamente este
ion, tanto para as reservas intracelulares (as SERCAs - “sarcoplasmic-
endoplasmic reticulum Ca2*-ATPases”), quanto para o espaco extracelular (as
bombas trocadoras Na*/CaZ*).

As proteinas ligadoras de Ca?* sdo normalmente divididas em proteinas
gatilho (“trigger”) e proteinas tamponantes. As proteinas gatilho mudam sua
conformacao quando ha ligacdo com o Ca?*, passando a modular moléculas
efetoras tais como enzimas e canais ionicos. Como exemplo, temos a
calmodulina, que ligada ao Ca?* torna-se um importante modulador de

proteinas quinases e outras enzimas. As proteinas tamponantes, por exemplo a



parvalbumina, podem simplesmente ligar Ca?* quando sua concentracao
estiver aumentada dentro da célula ou de uma organela (Clapham, 1995).

Embora as proteinas ligadoras de Ca?* auxiliem na homeostase deste
ion, elas sozinhas nao podem controlar todas as fontes de Ca2* que circundam
a célula. A acentuada diferenca entre a concentragao citosdlica de Ca2* (~ 50 -
100 uM) e a concentragdo de Ca2* extracelular (~ 1 mM) exige um eficiente
sistema de bombas a fim de que este gradiente seja mantido. As SERCAs
permitem a rapida captacao de Ca?* citoplasmatico as custas de 1 a 2 ATPs por
ion transportado e, até o momento, cinco subtipos ja foram identificados:
SERCA 1a, 1b, 2a, 2b e 3, as quais apresentam diferengas quanto a distribuigao
e quanto a afinidade por Ca2* (Simpson et al., 1995). Da mesma forma, a bomba
Nat/Ca?*, presente na membrana plasmatica, também auxilia na regulacao
dos niveis de Ca?* intracelular transportando-o ativamente para o espago
extracelular (Clapham, 1995).

As mitocondrias representam uma reserva adicional de Ca?,
acumulando este ion em niveis superiores a 0,5 mM na matriz mitocondrial.
Embora os transportadores mitocondriais de Ca?* apresentem menor
afinidade por este ion do que as SERCAs, eles também desempenham
importante papel na regulacdo quando os niveis de Ca2* citosélico superam 0,5
mM (Pozzan et al., 1994). Em condicOes patoldgicas, as mitocondrias sao
capazes de absorver grandes quantidades de Ca2* (Rizuto et al., 1993). Da
mesma forma, em eventos como isquemia ou andxia, os astrdcitos sao capazes
de liberar Ca2* a partir da reserva mitocondrial (Carmignoto, 2000).

O processo de aumento nos niveis do ion célcio ocorre via canais de
Ca2*, os quais estdo subdivididos em cinco subtipos: dependentes de
voltagem, operados por receptor, operados pela proteina G, operados por
segundos mensageiros e ativados pela liberacdo de Ca2* (Récasens & Vignes,

1994).



Os canais de Ca?* dependentes de voltagem sdo capazes de aumentar
muito os niveis de Ca?* citosolico e sdo essenciais para muitas fungdes
celulares, tais como contracdo muscular, propagacao de potenciais de agao,
manutencdo da atividade elétrica e regulacdo de neurotransmissores (Hui,
1991). A despolarizagdo da membrana plasmatica desencadeia uma mudanca
conformacional na regido da molécula sensivel a voltagem, promovendo um
fluxo de Ca?* através da membrana plasmatica. Estes canais apresentam uma
atividade auto-limitante que comanda o fechamento do canal. Até o momento,
cinco tipos de canais de Ca2?* dependentes de voltagem foram descritos: tipo -
L, -N, -P, -Q e -T (Récasens & Vignes, 1994). Estes tipos diferem entre si em
suas respostas a neuromoduladores, na distribui¢do entre neurdnios e células
gliais e também quanto a sublocalizacdo dentro de uma mesma célula
(Clapham, 1995).

Os astrocitos apresentam uma extraordindria variabilidade em relagado a
expressdo de moléculas responsaveis pela distribuicdo de ions cdlcio no
citoplasma. Embora eles ndo sejam capazes de gerar potenciais de agdo, os
astrocitos podem expressar em suas membranas canais de Ca2* dependentes
de voltagem, bem como canais operados por ligantes (receptores AMPA e
purinérgicos), os quais, em conjunto com receptores metabotrépicos controlam
a liberacdo de Ca2* a partir das reservas intracelulares (Carmignoto, 2000).
Trabalhos recentes mostram que o aumento substancial na concentragdo de
Ca2* intracelular em astrécitos é decorrente da ativagdo de receptores
metabotrépicos por glutamato e/ou por outros neurotransmissores liberados
de terminais sindpticos despolarizados, e a subsequente liberacdo de Ca2* das
reservas intracelulares (Pasti et al., 1997; Carmignoto et al., 1998; Carmignoto,
2000).

Sinais intercelulares de célcio tém sido identificados em uma variedade
de células em cultura. No SNC, ondas de calcio tém sido observadas

principalmente entre neurdnios (Yuste et al., 1995) e entre as células gliais,



incluindo os astrécitos (Cornell-Bell et al., 1990; Charles et al., 1991). Acredita-
se que estes sinais intercelulares contribuam para as interagdes neuro-gliais
(Attwell, 1994). Em astrocitos, as ondas de Ca?* e as oscilagdes na concentracdo
intracelular deste ion representam uma forma glial de excitabilidade, a qual
permite que estas células integrem sinais extracelulares, comuniquem-se
mutuamente e troquem informagdes com neurénios (Cornell-Bell et al., 1990;
Smith, 1994; Carmignoto, 2000). Em cultura de células astrociticas de rato
observou-se que a propagacdo das ondas de Ca?* envolve uma sequéncia de
passos intracelulares bem como de passos intercelulares, nos quais a
fosfolipase C, o inositol trifosfato (IP;3), as reservas intracelulares de Ca?* e as
jungdes “gap” exercem um papel fundamental (Venance et al., 1997).

Os astrocitos possuem uma grande sensibilidade a liberacdo neuronal
de glutamato, a qual desencadeia sinais de Ca2* nestas células permitindo que
haja um sistema de comunica¢do bidirecional entre neurdnios e astrdcitos, o
que garante a perfeita coordenacdo das fungdes cerebrais (Carmignoto, 2000).
Desta forma, o glutamato liberado pelos terminais sindpticos pode modular,
direta ou indiretamente, a maioria dos canais de calcio e sua acao ocorre via
receptores glutamatérgicos ionotrépicos (iGluRs) e metabotrépicos (mGluRs).

Os receptores NMDA (iGluRs) constituem uma familia de receptores
altamente permeaveis ao Ca2?*. Os receptores nao-NMDA, compostos pela
familia AMPA e KA também sdo receptores ligados a canais idnicos; no
entanto, nao sao altamente permeaveis ao Ca2* como os receptores NMDA. A
ativacdo dos receptores ndo-NMDA produz despolarizacdo, a qual promove a
abertura de canais de Ca?* dependentes de voltagem, como é o caso da
despolarizacdo mediada por AMPA estimulando receptores NMDA. Por outro
lado, a ativacdo de mGluRs estimula a producdo de segundos mensageiros
e/ou a regulacdo da funcdo de canais idnicos (Récasens & Vignes, 1994).
Alguns agonistas de mGluRs mostraram-se capazes de inibir canais de Ca2*

dependentes de voltagem em cultura de neurénios de hipocampo, bulbo



olfatério e cerebelo (Baskys, 1992; Pin & Duvoisin, 1995; Tyler & Lovinger,
1995).

O aumento na concentracdo interna de calcio envolve a mobilizacao das
reservas internas, como as associadas ao reticulo endoplasmaético (RE) e as
mitocondriais, e/ou do estoque de CaZ* externo (espaco extracelular). As

reservas intracelulares de Ca2* associadas ao RE estdo descritas a seguir.

1.3.1. Reservas Intracelulares de Ca2* Reguladas por Receptores de Inositol

Trifosfato

No evento de transducdo de sinal envolvendo o Ca?*, um primeiro
mensageiro liga-se ao receptor na membrana plasmaética e este, por sua vez,
estimula a fosfolipase C a converter fosfolipidios de membrana (PIP2) em
inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG) (Berridge & Irvine, 1989). O IPs
atua como segundo mensageiro ligando-se ao seu receptor no reticulo
endoplasmatico (RE), promovendo a liberacio do ion célcio das reservas
intracelulares associadas a receptores de IP3 (IP3Rs).

Os IP;5Rs sao constituidos por mondmeros protéicos com peso molecular
entre 305 e 313 kDa que se arranjam de uma maneira homotetramérica,
formando um canal central permeédvel ao Ca?* na membrana do RE. Até o
momento, trés subtipos de IP3R foram caracterizados, os quais diferem quanto
a expressao, a distribuigdo regional e a sensibilidade ao IPs. O IP3R tipo-1 é o
subtipo predominante no SNC, sendo amplamente expresso. Os IP3Rs tipo-2 e
tipo-3 também estdo presentes no cérebro, entretanto, possuem uma
distribui¢do mais discreta e um nivel de expressao muito menor do que o IP;R
tipo-1 (Simpson et al., 1995).

A atividade dos IPsRs é controlada pela concentragdo de Ca?*
citoplasmético, sendo este mecanismo importantissimo no controle da
homeostase deste ion. Entretanto, a modulagdo da fungdo destes receptores

pelo Ca2?* no cérebro é complicada pelo fato de ai existir a calmedina - uma



proteina que inibe, de uma maneira dependente de Ca?*, a ligacdo do IP; ao
seu receptor. Outros moduladores endégenos que regulam a funcdo dos IP;Rs
incluem: proteinas quinases dependentes de AMP. (PKA), de Ca?" e
fostfolipidios (PKC) e de Ca?* e calmodulina (PKCaM II); a calpaina - uma
protease ativada por CaZ*; e o ATP (Simpson et al., 1995). Os IP3Rs também
possuem alguns agentes experimentais que modulam sua atividade, os quais

estdo citados na Tabela 1. 1.

1.3.2. Reservas Intracelulares de Ca2+* Reguladas por Receptores Rianodina

Muitos tipos de células possuem um segundo mecanismo pelo qual o
ion célcio pode ser liberado a partir das reservas intracelulares. Juntamente
com IP3Rs, muitas células expressam diferentes subtipos de uma familia de
receptores, os quais sdo complexos canais de Ca?* que se relacionam
estruturalmente aos IPsRs, mas sdo muito diferentes quanto ao mecanismo de
acdo. Estes receptores sdo caracterizados por sua habilidade de ligacdo a
rianodina - um alcaléide de planta - sendo por isso chamados de receptores
rianodina (RyRs) (Simpson et al., 1995).

Os RyRs sdo formados por mondmeros protéicos de alto peso molecular
(550 - 565 kDa) que se associam formando um complexo tetramérico funcional.
Estes receptores foram identificados inicialmente no reticulo sarcoplasmatico
de musculos esqueléticos e cardiacos, estando envolvidos na regulacdo da
contragdo das fibras musculares (Sorrentino & Volpe, 1993). Até o momento,
foram identificados trés subtipos de RyRs: tipo-1 ou tipo muscular esquelético
(RyR1 ou sRyR); tipo-2 ou tipo cardiaco (RyR2 ou cRyR); e tipo-3 ou tipo
cerebral (RyR3 ou bRyR). Estes subtipos possuem uma terminologia que os
relaciona a sua expressao original, mas sdo estruturalmente semelhantes,
apresentando diferengas nas propriedades funcionais, nos mecanismos de

regulagao e na distribuicao regional (Mori et al., 2000).



O subtipo RyR1 é encontrado no reticulo sarcoplasmatico em intima
associagdo com canais de Ca2?* dependentes de voltagem, presentes na
membrana plasmatica. Esta associacdo produz uma despolarizagdo que
diretamente permite a liberacdo de Ca?* a partir do reticulo. Os subtipos RyR2
e RyR3 sdo ativados por acimulo local de Ca?*, permitindo um aumento na
concentracao intracelular deste ion em resposta ao seu acimulo (liberagao de
Ca?* induzida por Ca2* - CICR) (Simpson et al., 1995).

No SNC, a distribuicdo regional dos diferentes subtipos de RyRs é
bastante irregular e apresenta muitas variagdes ao longo do desenvolvimento
deste sistema. O subtipo RyR1 é primeiramente encontrado no cértex cerebral
e no bulbo olfatério e entre o primeiro e o sétimo dia pds-natal (P1-P7) comeca
a ser expresso na regido CA1l do hipocampo. Entretanto, durante a fase adulta
este subtipo de receptor é encontrado somente no giro dentado do hipocampo
e na camada das células de Purkinje do cerebelo. O subtipo RyR2 possui uma
expressdo mais ampla, sendo encontrado em vérias regides cerebrais desde a
fase embriondria até o estagio adulto. As regides cerebrais que expressam este
subtipo de receptor sdo: a camada granular olfatéria, o cértex cerebral, o
hipocampo e a camada granular cerebelar. O subtipo RyR3 é encontrado por
todo o cérebro durante a fase embrionéria e, apds este periodo, é fortemente
expresso no hipocampo, no cértex cerebral e no bulbo olfatério. No estdgio
adulto, este subtipo de receptor tem proeminente expressao na regidao CA1l do
hipocampo (Mori et al., 2000).

A atividade dos RyRs é regulada por moduladores endégenos e por
agentes experimentais. Entre os moduladores endégenos pode-se incluir o
Mg?*; nucleotideos da adenina, tais como o ATP; a calmodulina; vérias
proteinas quinases; e, principalmente, a ADP-ribose ciclica - um importante
ativador endégeno dos RyRs, encontrado em uma ampla variedade de tecidos
(Simpson et al., 1995). Entre os agentes experimentais mais utilizados que

regulam a atividade dos RyRs pode-se citar: (1) a rianodina - um agente



especifico destes receptores que em baixas concentracdes (nM) os estimula e
em altas concentracdes (UM) os inibe, modulando, desta maneira, a liberagao
ou nao de Ca?*, respectivamente (Simpson et al., 1995; Simpson et al., 1998); (2)
a cafeina - a qual estimula estes receptores somente em altas concentra¢des
(mM), permitindo, desta forma, a liberacdo de Ca2* das reservas reguladas por
estes receptores (Nehlig et al., 1992; Simpson et al., 1995; Fredholm, 1995;
Simpson et al., 1998; Daly, 2000); e (3) o dantrolene - o qual age como
antagonista dos RyRs, inibindo a liberacdo de Ca2* destas reservas (Simpson et

al., 1995; Wei & Perry, 1996) (ver Tabela 1. 1).

Tabela 1. 1: Moduladores das reservas intracelulares de Ca2*

Sitio de acao Agonistas Antagonistas
IP3Rs IP3 Heparina
IP4 e muitos analogos Decavanadato
Cafeina ?
RyRs Cafeina Rianodina
Rianodina ({ concentragdes) Dantrolene
ADP-ribose ciclica “Ruthenium red”
ADP-ribose-8-amino-ciclica
(seletivo para RyR2 ?)
SERCAs Tapsigargina
BHQ

Acido Ciclopiazonico

Uma variedade de agentes endogenos e experimentais regulam os
mecanismos de captagdo ou de liberacdo de Ca2* das reservas intracelulares.
Os mais importantes destes agentes estdo listados na tabela acima.
Abreviagoes: BHQ, 2,5-Di(terc-butil)-1,4-benzohidroquinona; IP;Rs, receptores
de IPs; IP3, inositol 1,4,5-trifosfato; 1P4, inositol 1,3,4,5-tetraquisfosfato; e RyRs,

receptores rianodina (Adaptado de Simpson et al., 1995).



1.4. Fosforilacao de Proteinas no SNC

A fosforilacdo de proteinas é um processo molecular reversivel de
modulagao intracelular e desempenha um papel fundamental na regulagao de
diversas fungdes celulares, sendo o principal mecanismo utilizado no processo
de transdugdo de sinal (Hunter, 1995). Comum a todos os organismos
eucariontes, o mecanismo de fosforilacdo protéica envolve pelo menos trés
elementos: (1) proteina quinase; (2) proteina fosfatase; (3) substrato protéico, o
qual tem suas propriedades conformacionais e funcionais alteradas em
decorréncia de seu estado fosforilado/desfosforilado (Walaas & Greengard,
1991; Rodnight et al., 1997). As proteinas quinases sao fosforiltransferases que
catalisam a transferéncia do fosfato y do ATP ou GTP para o grupo hidroxila
de residuos serina, treonina ou tirosina do substrato protéico. As proteinas
fosfatases sdo fosforiltransferases que realizam o inverso, ou seja, catalisam a
hidrdlise do grupo fosfato ligado ao substrato protéico (Nestler & Greengard,
1994) (Figura 1. 1). Entao, a fosforilacdo de uma determinada proteina ocorre
em sitios especificos pela acdo de uma ou mais quinases e a desfosforilagao
pela atividade especifica de fosfatases. Deste modo, o processo de fosforilagao
depende de uma agdo coordenada de atividades quindsicas e atividades
fosfatasicas, ambas sujeitas a regulacdo por diversos mensageiros celulares
(Hubbard & Cohen, 1993; MacKintosh & MacKintosh, 1994; Hunter, 1995).

O sistema nervoso é um tecido muito rico em sistemas fosforilantes e
este processo desempenha um papel fundamental nas fungdes neuronal e glial.
Desta forma, uma diversidade de fungdes pode ser regulada através do
processo de fosforilagdo/desfosforilagdo de proteinas no SNC, incluindo:
expressdao de genes, atividade de enzimas, condutancia de canais ionicos,
atividade de receptores, biossintese de neurotransmissores, modulagdo da
transmissdo sindptica, ancoramento e transporte de vesiculas sinapticas,
plasticidade das células no SNC e a dindmica remodelagem da arquitetura

citoesquelética das células nervosas (Nixon & Sihag, 1991, Walaas &



Greengard, 1991; Rodnight & Wofchuk, 1992; Nairn & Shenolikar, 1992;
Inagaki et al., 1994a; Pasqualotto & Shaw, 1996).

Quinase

ATH Ay

Pi
Fosfatase

Figura 1. 1: Representagdo esquematica de um sistema fosforilante. A
reacdo de fosforilagdo é catalisada por uma quinase que transfere o grupo
fosfato de uma molécula de ATP para o grupo hidroxila da cadeia lateral de
um residuo de serina, treonina ou tirosina do substrato protéico. A remocgao

do grupo fosfato é catalisada por uma fosfatase.



A fosforilacdo protéica também esta intimamente envolvida nas varias
formas de plasticidade sindptica, exercendo um importante papel no inicio da
LTP e da LTD (Schulman, 1995; Adams et al., 2000) e em eventos de
aprendizado e memoria (Izquierdo & Medina, 1997; Viola et al., 2000).

1.4.1. Proteinas Quinases

De uma forma geral, trés mecanismos fisiologicos classicos podem ativar
as proteinas quinases: producdo de segundos mensageiros, autofosforilagao
enzimdtica e acoplamento de primeiros mensageiros a complexos receptor-
quinase (Walaas & Greengard, 1991).

As quinases podem ser classificadas de acordo com os residuos de
aminoacidos que fosforilam em dois grupos principais: serina/treonina
quinases e tirosina quinases. Aproximadamente 95% dos residuos fosforilados
sdo em serina e de 3 a 4% em treonina, enquanto que apenas 1% das
fosfoproteinas no SNC sao fosforiladas em residuos de tirosina (Greengard,
1987; Nestler & Greengard, 1994).

As proteinas serina/treonina quinases sdo comumente ativadas via
sistemas de segundos mensageiros, tais como: AMP., GMP, CaZ, DAG e IP;,
entre outros. As proteinas tirosina quinases estdo normalmente associadas a
receptores e sdo ativadas diretamente pela ligacdo de primeiros mensageiros.
Além destes mecanismos, é sabido também que a grande maioria das quinases
apresentam sitios autofosforildveis que regulam sua atividade (Nestler &

Greengard, 1994).

1.4.1.1. Proteinas Quinases Dependentes de Sequndos Mensageiros
Proteinas quinases dependentes de AMP. (PKA): Entre as principais fungdes

fisiol6gicas da PKA pode-se citar a regulacdo de canais i6nicos, a sintese e
liberacdo de neurotransmissores e a reorganizacdo do citoesqueleto

(O’Callaghan, 1994). Sao proteinas encontradas em todas as células



eucariodticas e atuam sobre um grande ntimero de substratos protéicos. No
estado inativo a PKA ¢é formada por um complexo protéico de duas
subunidades cataliticas e duas subunidades regulatérias. A ligacdo de quatro
moléculas de AMP. as subunidades regulatérias altera a conformacao destas,
promovendo a liberagcao das subunidades cataliticas que tornam-se ativas para

fostorilar o substrato protéico (Alberts et al., 1994; Nestler & Greengard, 1994).

Proteinas quinases dependentes de GMP. (PKG): Entre as fungdes
tisiol6gicas da PKG no SNC destaca-se a sua participacdo na regulacao de
canais i6nicos. E uma proteina encontrada basicamente no musculo liso de
mamiferos (Cohen, 1992) e em cerebelo, principalmente nas células de
Purkinje (Schlinchter et al., 1980). E formada por duas subunidades idénticas.
O GMP. liga-se a subunidade regulatéria e os dois dominios inibitérios
localizados nesta subunidade sdo deslocados de modo que a subunidade
catalitica possa atuar sobre o substrato. A inativagdo da PKG ocorre devido a

hidroélise do GMP. por uma fosfodiesterase.

Proteinas quinases dependentes de cdlcio e calmodulina (PKCaM): No SNC
existem pelo menos 5 tipos de proteinas quinases dependentes de Ca?* e
calmodulina. A PKCaM tipo II é particularmente abundante e ativa no cérebro
e em certas regides chega a representar 2% da proteina total existente
(Bronstein et al., 1993). No SNC esta enzima pode estar presente na forma
heteromérica ou homomérica, contendo de 10 a 12 subunidades
autofosforilaveis (processo bastante peculiar, envolvido na regulacdo da
atividade da PKCaM II). Cada subunidade possui um dominio catalitico, um
dominio regulatério que liga a calmodulina e um dominio de associagao
(Walaas & Greengard, 1991; Bronstein et al., 1993; Schulman, 1995). A PKCaM
II esta envolvida, no SNC, na sintese e liberacao de neurotransmissores, LTP e

reorganizagao do citoesqueleto (O’Callaghan, 1994).



Proteinas quinases dependentes de cdlcio e fosfolipidios (PKC): Entre as
atribuicoes fisiologicas da PKC encontram-se a sintese e liberacdo de
neurotransmissores, a regulacdo de canais idnicos (O’Callaghan, 1994), além
do envolvimento nos processos de formacdo de memoria via LTP (Cattabeni,
1997). Sdo proteinas monoméricas e as subespécies exibem um Unico
polipeptideo com variagdes sequenciais. Presentes no SNC, assim como nos
tecidos periféricos, compreendem uma familia de isoformas, as quais
apresentam distintas localizagdes subcelulares e diferentes maneiras de
ativagdo no que se refere a translocagdo para a membrana e quanto ao
requerimento por Ca?* e diacilglicerol (DAG). No entanto, o mecanismo
classico de ativagdo consiste no fato de que, na presenca de Ca?*, a PKC
transloca-se do citosol para a membrana onde liga-se a fosfatidilserina e ao
DAG, provenientes da hidrélise do fosfatidilinositol de membrana. Tais
fosfolipidios promovem o deslocamento do dominio inibitério da enzima

formando um complexo ativo associado a membrana plasmatica (Nishizuka,

1989; Walaas & Greengard, 1991; Inagaki et al., 1994a).

1.4.1.2. Proteinas Quinases Independentes de Sequndos Mensageiros

O cérebro contém uma variedade de proteinas serina-treonina quinases
que ndo sdo reguladas diretamente por segundos mensageiros, as quais
possuem suas funcgdes fisioldgicas e seus mecanismos de agdo pouco
esclarecidos. Neste grupo de proteinas encontram-se : caseina quinase I e II
(CK I e CK II), que promovem a fosforilacdo da DARPP-32 (“dopamine and
AMP regulated phosphoprotein of 32 KDa”), MAP1 (proteina associada a
microtabulo tipo 1) e tubulinas (Girault et al., 1989; Serrano et al., 1989);
MAPKSs (“mitogen activated protein kinases”), que sdo ativadas por fatores
mitogénicos e estdo relacionadas com muitos processos de sinalizacdao
intracelular; proteinas quinases dependentes de ciclinas, as quais

desempenham fungdes ligadas a regulacao do ciclo celular. Em astrécitos a



quinase cdc 2 tem sido referida como proteina quinase dependente de ciclinas

(Inagaki et al., 1994a).

1.4.1.3. Proteinas Tirosina-Quinases

Esta classe de proteinas quinases esta relacionada estritamente com
diferenciacdo celular, basicamente com processos de proliferacio e
crescimento celular, e possui um papel regulatério relevante no SNC devido
ao envolvimento com mecanismos de transducdo de sinal (Greengard, 1987;
Nestler & Greengard, 1994). A atividade das tirosina-quinases é regulada pela
ligacdo do efetor ao receptor de membrana que promove a autofosforilacao

dos proprios residuos de tirosina (Walaas & Greengard, 1991).

1.4.2. Proteinas Fosfatases

Embora os primeiros estudos de fosforilacdo de proteinas estivessem
concentrados nas propriedades das quinases, as proteinas fosfatases sao
imprescindiveis para a dinamica de um sistema fosforilante. As proteinas
fosfatases promovem a reversibilidade da acao quinasica através da hidrélise
do grupo fosfato ligado ao substrato protéico. Seu papel na regulacdo do
estado fosforilado/desfosforilado de proteinas tem sido cada vez mais
evidente (Cohen, 1992; Hunter, 1995).

As proteinas fosfatases podem ser de trés tipos: acidas, bésicas ou
neutras. Os dois primeiros tipos estdo presentes em pequenas quantidades no
SNC, de modo que ndo chegam a ter um papel muito significativo. No
entanto, as fosfatases neutras apresentam-se em grandes quantidades no SNC
e sdo divididas em duas classes, de acordo com a especificidade pelo
substrato: serina/treonina fosfatases (que desfosforilam residuos de
fosfoserina e fosfotreonina) e tirosina fosfatases (que atuam sobre residuos de
fosfotirosina) (Nestler & Greengard, 1994). Um terceiro grupo é constituido de

fosfatases que possuem especificidade dupla no que diz respeito aos residuos



de aminoacidos que desfosforilam, atuando sobre fosfoserina, fosfotreonina e
fosfotirosina. Estas atualmente encontram-se no grupo das tirosina fosfatases
(Jia, 1997). Apesar desta classificagdo, algumas fosfatases sao capazes de atuar
sobre outros sitios de modo que ocorre uma certa sobreposicao de sitios
desfosforilaveis em um mesmo substrato.

No SNC algumas fosfatases tém sua atividade regulada, direta ou
indiretamente, por certos segundos mensageiros: AMP., GMP. e Ca?*. Estes
diferentes sistemas regulatérios possuem distintas distribuicdes celulares e
regionais. Certos neurotransmissores, por exemplo, podem produzir alguns de
seus efeitos fisioldgicos no cérebro regulando os inibidores de algumas
proteinas fosfatases em células especificas. As principais proteinas fosfatases

que exercem alguma atividade no SNC estdo descritas a seguir:

Proteina fosfatase tipo 1 (PP1): Apresenta uma ampla variedade de
substratos, sendo inibida por trés diferentes polipeptideos que sdo: inibidor 1,
inibidor 2 e a DARPP-32. Estas atividades inibitérias sdo definidas por reag¢des
de fosforilagao e desfosforilagao (Cohen et al., 1989). A PP1 é formada por uma
subunidade catalitica que combina-se com diferentes subunidades
regulatorias. Sua atividade muitas vezes se sobrepde a atividade de outras
fosfatases. No SNC, a PP1 é muito abundante e apresenta amplas distribuicao

e atividade (Sim, 1994).

Proteina fosfatase tipo 2A (PP2A): E composta pelas subunidades
catalitica, estrutural e regulatéria. Esta classe de proteinas fosfatases é inibida

por fosforilagao via proteina tirosina quinase (Chen et al., 1992).

Proteina fosfatase tipo 2B (PP2B): E conhecida também como calcineurina,
sendo formada por uma subunidade catalitica e outra regulatoria. Esta fosfatase

vem sendo alvo de intensas investigacdes, pois é altamente concentrada no SNC



e requer a ativacdo por cdlcio e calmodulina. Além disso, esta proteina parece
mediar eventos que envolvam a elevacdo da concentracdo de calcio intracelular,
possuindo, dessa forma, importante papel na neurotoxicidade (Strack et al.,
1996). Os substratos mais conhecidos da PP2B sao as proteinas reguladoras da
atividade de outras fosfatases, como o inibidor 1 e a DARPP-32 (Wera &
Hemmings, 1995).

Proteina fosfatase tipo 2C (PP2C): E uma proteina fosfatase dependente de
Mg?*, sendo significativamente expressa em hipocampo e cerebelo. Entretanto,

existem poucos substratos seletivos descritos desta fosfatase (Abe et al., 1992).

Proteinas fosfatases tipo 3 (PP3) e tipo 4 (PP4): Consistem em proteinas
integrais de membrana. A PP3 estd envolvida com a proliferacdo celular

(Honkanen et al., 1991), enquanto que a PP4 atua provavelmente na divisao

celular (Cohen, 1993).

1.5. Filamentos Intermediarios

Os filamentos intermedidrios (Fls), juntamente com os microtibulos e os
microfilamentos, formam o citoesqueleto celular. Todos estes componentes sao
formados pela polimerizacdo de subunidades protéicas especificas. Os
mondémeros de a e B tubulina formam os microtibulos, os monémeros de
actina formam os microfilamentos e uma heterogénea classe de proteinas
fibrosas formam os filamentos intermediarios (Steinert & Roop, 1988).

Estudos da sequéncia de aminoacidos mostram que nos Fls a regido
central (em a-hélice) é altamente conservada enquanto que as regides amino-
terminal e carboxi-terminal apresentam diferencas que permitem uma
subclassificacdo em seis diferentes tipos: tipo I - queratinas acidas; tipo II -

queratinas neutras e basicas; tipo IIl - vimentina, desmina e GFAP; tipo IV



- neurofilamentos; tipo V - lamininas nucleares e tipo VI - nestina (Fuchs &
Weber, 1994).

A regulacdo da polimerizacdo/despolimerizacdo dos Fls é realizada
pelo estado de fosforilagdo dos mesmos; isto sugere que a organizagao
intracelular é controlada pela atividade de quinases e fosfatases (Inagaki et al.,
1996). Tal processo desempenha um importante papel na reorganizagao
citoesquelética, a qual ocorre durante o desenvolvimento, diferenciacdo e
divisdo celular (Vinadé et al.,, 1997). Estudos in vitro mostraram que a
fosforilagdo das proteinas que compdem um FI resulta em sua
despolimerizacdo e a fosforilagdo das subunidades impede a sua

polimerizagao (Eriksson et al., 1992; Inagaki et al., 1996).

1.6. Proteina Acida Fibrilar Glial (GFAP)

A GFAP é uma proteina componente dos FIs, sendo expressa no SNC
exclusivamente em astrécitos. Desde sua descoberta por Eng e colaboradores
em 1971, um dos mais importantes usos da GFAP tem sido como marcador de
células astrociticas. Desta forma, muitos estudos envolvendo os diferentes
subtipos, o desenvolvimento e os processos plasticos dos astrécitos tém como
alvo principal a GFAP.

Similar a outras proteinas dos Fls, a GFAP polimeriza e é responsavel
pela formagao dos filamentos astrociticos de 10 nm. Isto inclui a formagao de
dimeros paralelos, a partir dos mondmeros de GFAP, que por sua vez se
associam de forma antiparalela para formar o protofilamento (tetramero)
(Figura 1. 2).

O peso molecular do mondmero de GFAP é de aproximadamente 50kDa
em SDS-PAGE e seu ponto isoelétrico é cerca de 6,3 (Gongalves et al., 1990;
Gongalves & Rodnight, 1992). O mondmero de GFAP consiste em um dominio

central em o-hélice, uma cabeca N-terminal e uma cauda C-terminal, ambas



nao helicoidais. A regido central possui aproximadamente 70% de homologia
com a regido central das demais proteinas de FI tipo III. A porcao N-terminal é
altamente carregada e apresenta 5 sitios fosforildveis. Todos os Fls tipo III

apresentam um segmento C-terminal ndo helicoidal e altamente conservado

(Rodnight et al., 1997).
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Figura 1. 2: Tlustragdo esquematica da estrutura de um filamento de
GFAP. A) Estrutura do mondmero de GFAP de porco, com 5 sitios
fosforildveis na porcao N-terminal e um sitio na por¢do C-terminal. B) Arranjo
dos monomeros de GFAP em dimeros paralelos. C) Arranjo de dimeros anti-
paralelos em tetramero ou protofilamento. D) Estrutura de um octamero.

(Adaptado de Rodnight et al., 1997).



A GFAP de rato possui sequéncia conhecida e apresenta similaridade
com a GFAP de porco (Feinstein et al., 1992). Estudos in vitro com GFAP de
porco demonstraram a presenca de seis sitios fosforilaveis, cinco deles na
porcao N-terminal (Thr7, Ser8, Serl3, Serl7 e Ser34) e um na porgao C-
terminal (Ser389). As quinases implicadas tém sido indicadas como sendo: a
PKA (Thr7, Ser8, Ser13 e Ser34); a PKC (Ser8, Ser13 e Ser34); a CaMK II (Ser13,
Serl7, Ser34 e Ser389) e a quinase cdc 2 (Ser8) (Inagaki et al., 1994b; Tsujimura
et al., 1994). Os sitios fosforilaveis em GFAP de rato ainda ndo foram
identificados, mas a grande homologia entre os dominios N-terminais de
ambas espécies é suficiente para indicar que possivelmente estes sitios também
estejam presentes na GFAP de rato e que neles atuem as mesmas quinases
indicadas para GFAP de porco (Rodnight et al., 1997).

Quanto a distribuicdo no SNC de GFAP fosforilada, sabe-se que ocorre
uma grande variacdo regional no nivel de fosforilacdo desta proteina e em
hipocampo ela encontra-se mais fosforilada do que em qualquer outra
estrutura cerebral estudada (Rodnight & Leal, 1990). Coértex cerebelar, por
exemplo, apresenta cerca de 42% do nivel de GFAP fosforilada comparado ao
hipocampo (Leal, 1995). E importante salientar que a analise comparativa
entre o imunocontetido de GFAP e seu nivel de fosforilagio mostra que em
corda espinhal a quantidade de GFAP imunodetectada é maior que aquela
encontrada em hipocampo. Entretanto, em corda espinhal, a quantidade de
GFAP fosforilada é aproximadamente 2,5% da quantidade encontrada em
hipocampo (Gongalves & Rodnight, 1992), indicando que ¢é incorreto
correlacionar diretamente niveis de expressdao com niveis de fosforilagao.
Além da variacdo regional, a GFAP possui variacdo ontogenética,
apresentando niveis baixos nos primeiros dias de vida pés-natal, aumentando
significativamente com o desenvolvimento (Nichols et al., 1993).

Estudos prévios relacionados as propriedades do sistema fosforilante da

GFAP mostraram que esta aparece fosforilada em hipocampo de ratos a partir



do 92 dia pés-natal e tem seu nivel aumentado com o crescimento do animal. A
fosforilacdo desta proteina é altamente estimulada por glutamato em fatias de
hipocampo de ratos jovens (P12-P16), o que nao foi observado em ratos
adultos (Wofchuk & Rodnight, 1990). O efeito do glutamato sobre a GFAP em
hipocampo de ratos jovens parece ocorrer via mGluRs, uma vez que o agonista
metabotrépico 15,3R-ACPD aumenta o nivel de fosforilacdo da proteina de
forma similar aquele aumento obtido com glutamato e na presenga da toxina
pertussis ocorre uma diminuicdo na estimulacdo da fosforilagdo da proteina
promovida por glutamato, sugerindo o envolvimento de proteinas G neste
mecanismo (Wofchuk & Rodnight, 1994; Rodnight et al., 1997). Além disso,
agonistas de iGluRs nao alteram o nivel de fosforilagdo da GFAP.

Em fatias de hipocampo de animais jovens (P12-P16) o nivel de
fosforilagdo desta proteina também aumenta na auséncia de Ca?* externo
(presenga de EGTA) quando comparado ao nivel obtido na presenca de Ca2*
externo e este efeito inibitério sobre a fosforilacdo da GFAP ocorre,
aparentemente, através de canais tipo L, uma vez que é bloqueado por
nifedipina (antagonista especifico de canais tipo L); entretanto, aos 20 dias de
idade (P20) a presenca ou a auséncia de Ca2* nao altera o nivel de fosforilagao
da GFAP e, a partir desta idade, o sistema de fosforilagdo da proteina torna-se
dependente do Ca?* externo (Wofchuk & Rodnight, 1995; Rodnight et al.,
1997). O nivel de fosforilagdo da GFAP na presenca de glutamato é semelhante
ao nivel obtido na auséncia de Ca2* externo (presenca de EGTA) e o tratamento
simultdneo com glutamato e EGTA ndo resulta em efeito sinergistico,
sugerindo um mesmo mecanismo de agdo para estas duas situagdes
estimulatérias da fosforilacdo da proteina (Wofchuk & Rodnight, 1994;
Rodnight et al., 1997).

A desfosforilacdo da GFAP em hipocampo de animais jovens mostrou
ser catalisada pela proteina fosfatase PP1 (Vinadé & Rodnight, 1996), nao

havendo evidéncias de um envolvimento direto do Ca2* sobre a



desfosforilacdo desta proteina. No entanto, observou-se um envolvimento da
PP2B (ou calcineurina) no processo de desfosforilagdo da GFAP. Uma vez que
nao foi evidenciado um envolvimento direto do Ca?*, a acdo da calcineurina
provavelmente ocorre via uma cascata enzimatica dependente de Ca?*, a qual
é conhecida por regular a PP1 em muitos tecidos e que parece estar envolvida
no fendmeno de LTD (Mulkey et al., 1994). Este evento em cascata baseia-se no
fato de que a PP1 é inibida pelo inibidor 1 na forma fosforilada e este sofre
desfosforilacao pela calcineurina. Logo, na auséncia de Ca2* externo ou por
bloqueio da entrada de CaZ* na célula, a calcineurina permanece inativa
permitindo a inibicdo da PP1 pelo inibidor 1 fosforilado o que impede, desta
forma, a reversibilidade do processo de fosforilagio da GFAP, deslocando o
equilibrio para a forma fosforilada da proteina (Vinadé & Rodnight, 1996;
Vinadé et al., 1997; Rodnight et al., 1997).

Em funcdo de todos os aspectos levantados em relacdo a modulagao do
estado fosforilado/desfosforilado da GFAP e considerando que: (1) o
glutamato, via mGluRs, possivelmente inibe entrada de Ca?* através de canais
tipo L, impedindo a desfosforilacdo dependente de Ca2* associada a GFAP
(Rodnight et al.,1997); (2) a estimulagao da fosforilacdo da GFAP em fatias de
hipocampo de ratos jovens (P12-P16) ocorre via um mGluR de propriedades
farmacolégicas do grupo II (mGIuR II) (Kommers et al., 1999), o qual esta
envolvido com o mecanismo de transdugdo de sinal via adenilato ciclase e (3)
os receptores rianodina (RyRs), presentes nas reservas intracelulares de Ca2*
reguladas por tais receptores, estdo relacionados com canais de Ca2* tipo L
(Chavis et al.,, 1996), tornou-se importante caracterizar se a modulacdo
glutamatérgica da fosforilacdo da GFAP envolve as reservas intracelulares de
Caz* reguladas por RyRs, descartando o envolvimento de reservas
intracelulares de Ca2?* associadas a IPs em funcdo de ser um mGluR II

envolvido na modulacdo da fosforilacdo da GFAP por glutamato.



1.7. Obijetivos

Objetivo geral:

o Investigar o possivel envolvimento de reservas intracelulares de Ca2* no
efeito de aminoacidos excitatérios sobre a modulacdao da fosforilacio da

GFAP em hipocampo de ratos jovens.

Objetivos especificos:

o Verificar se a mobilizagdo intracelular de Ca2* via ativacdo de receptores
rianodina (RyRs) est4 envolvida na modulacdo da fosforilacdo da GFAP em
fatias hipocampais de animais jovens e comparar com os dados prévios

sobre o papel do Ca2* extracelular;

o Elucidar os mecanismos de acdo da cafeina sobre o estado fosforilado da
GFAP induzido pela ativagio de receptores glutamatérgicos

metabotrépicos em fatias hipocampais de ratos jovens;

o Analisar se ha envolvimento de AMP ciclico (AMP.), bem como de
receptores adenosina, no efeito da cafeina sobre a modulacdo da

fosforilacdo da GFAP em hipocampo de ratos jovens.



2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais

Alguns reagentes utilizados e a respectiva procedéncia estdo citados a
seguir: acrilamida para gel (SIGMA); 1S,3R-ACPD (Tocris); adenosina
deaminase (Calbiochem); agarose (SIGMA); anfolina 2-4 (Servalyt); anfolina 5-
7 (Pharmacia); anfolina 3,5-10 (Amersham Pharmacia Biotec); BAPTA-AM
(SIGMA); Bay K 8644 (Calbiochem); bis-acrilamida (SIGMA); cafeina (SIGMA);
citocromo C (SIGMA); dantrolene (SIGMA); dodecil (lauril) sulfato de sédio
(SDS) 95% (SIGMA); forscolina (SIGMA); glicina (SIGMA); HEPES (SIGMA);
Igepal (SIGMA); mercaptoetanol (SIGMA); rianodina (RBI);
tetrametiletilenodiamida - TEMED (SIGMA); tapsigargina (Tocris); trizma
base (SIGMA).

A preparacdo das solugdes gerais utilizadas neste estudo era feita com
agua proveniente do destilador de vidro Micronal ou Milli-Q (“Millipore”). Os
reagentes especiais eram diluidos com solventes especificos.

O isétopo 32P (radioativo), sob forma de [32P] NaoHPOs livre de
carreador, era obtido da Comissdao Nacional de Energia Nuclear - CNEN-
IPEN (SP). Os filmes de Raio-X (X-Omat - 13x18), bem como o revelador e o
fixador (GBX) eram obtidos da Kodak.



2.2. Meétodos

2.2.1. Animais

Para este estudo eram utilizados ratos Wistar, de ambos 0s sexos, com

idade entre 13 e 16 dias p6s-natal, procedentes do biotério do Departamento

de Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

2.2.2. Obtencao das fatias de tecido

Os ratos eram mortos por decapitagdo e o cérebro era rapidamente
removido e colocado sobre uma placa de vidro invertida sobre gelo. Esta era
recoberta por papel filtro embebido em meio HEPES salina (composigdo:
NaCl, 124 mM; KCl, 4 mM; MgSQOs, 1,2 mM; glicose, 12 mM; CaCl,, 1 mM e
Hepes sédico, 25 mM pH 7,4). E importante salientar que nos experimentos
em que era analisada a auséncia de calcio extracelular, utilizou-se o meio
HEPES salina e EGTA 1 mM ao invés de CaCl 1 mM. A seguir o hipocampo
era dissecado e seccionado transversalmente em fatias de 0,4 mm de espessura

através de um fatiador (“Mcllwain chopper”).

2.2.3. Pré-incubacao

Cada fatia era cuidadosamente transferida, com auxilio de finos pincéis,
para tubos plasticos conicos, contendo 100 pl de meio HEPES salina (descrito
anteriormente). Aos tubos teste, contendo os inibidores, os antagonistas ou
ainda os outros agonistas ou estimuladores durante a pré-incubacdo e a

incubacao, era adicionado 80 ul de meio e 20 ul do mesmo meio contendo estes



agentes. A pré-incubacdo era feita por 30 minutos a 30 °C, em banho-maria

(“Precision - Reciprocal Shaking Bath”), sob agitagdo constante.

2.2.4. Marcacao das fosfoproteinas com [32P] Na,HPOq

Ao término do periodo de pré-incubagao, o meio era substituido por 20
ou 30 pl (dependendo do ntmero de varidveis de cada experimento) do
mesmo meio contendo 40 uCi de [32P]ortofosfato por tubo. Aos tubos controle
eram acrescentados 20 ou 30 ul de meio e aos tubos teste 20 ou 30 ul do mesmo
meio, contendo o agonista glutamatérgico e/ou os agentes experimentais
utilizados neste estudo. As fatias eram entdo incubadas por 60 minutos a 30 °C
em banho-maria, sob agitagdo constante. Nos experimentos que verificaram o
efeito da auséncia de célcio externo utilizou-se meio HEPES salina contendo
EGTA 1 mM.

Finalizado o tempo de incubagao, as reacdes eram interrompidas pela
adicao de 1 ml, a cada tubo, de acido tricloroacético 10% (TCA). Os tubos eram
mantidos em gelo por aproximadamente 10 minutos para entdo descartar este
meio. A seguir as fatias eram lavadas uma vez com TCA 4% e duas vezes com
agua Milli-Q, para a remogdo do fosfato radioativo ndo incorporado e do
excesso de TCA. Finalmente, as fatias eram transferidas para tubos
“Eppendorf” contendo 100 pl de solucdo de lise, também chamada solugado de
amostra (composicao: uréia 9,5 M; lisina 12,5 mM; SDS 0,2%, Nonidet P-40 4%;
B-mercaptoetanol 2%; azul de bromofenol 0,005%). As amostras eram entdo
homogeneizadas em agitador de tubos e congeladas a -20 °C.

O agonista glutamatérgico utilizado na incubacao era o 15,3R-ACPD na
concentracao de 100 uM. Os inibidores ou os antagonistas utilizados e suas
respectivas concentracdes eram: adenosina deaminase (1 unidade/mL);

dantrolene (50 pM); tapsigargina (1 pM e 10 uM) e BAPTA-AM (5 pM e 50



uM). Os outros agonistas ou estimuladores utilizados e suas respectivas
concentragdes eram: cafeina (1 mM e 10 mM); rianodina (10 nM, 100 nM, 1 uM
e 10 uM); Bay K 8644 (1 pM, 10 uM, 100 uM e 300 uM) e forscolina (30 pM).
Todos estes agentes eram armazenados em solugdes estoque e diluidos em

meio HEPES salina nas concentragdes desejadas, no momento do uso.

2.2.5. Eletroforese Bidimensional

As fosfoproteinas eram separadas através da técnica de eletroforese
bidimensional baseada em O’Farrell e colaboradores (1977) modificada por
Rodnight e colaboradores (1988). Esta metodologia consiste de duas etapas e
promove a separacdo de uma mistura de proteinas de acordo com duas
caracteristicas distintas. Na primeira dimensdo as proteinas migram conforme
sua carga através de uma eletroforese ndo equilibrada em gel tubular de
poliacrilamida com gradiente de pH (NEPHGE). Na segunda dimensao, as
proteinas previamente separadas conforme sua carga elétrica, migram de
acordo com seus respectivos pesos moleculares através de uma eletroforese

em gel de poliacrilamida em condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE).

2.2.5.1. Primeira Dimensdo (NEPHGE)

O gel utilizado na primeira dimensdo apresentava a seguinte
composicao: acrilamida/bis-acrilamida (29/1) 3,5%; uréia 9,2 M; anfolina pH
2-4 0,2%; anfolina pH 3,5-10 1,6%; anfolina pH 5-7 0,2%; Igepal 2% e TEMED
0,2%. Esta mistura de gel permanecia estocada em aliquotas de 0,3 ml a -20 °C.
No momento de utilizagdo, a mistura de gel era descongelada e entdo eram
adicionados 1,5 pl de persulfato de amoénio 10%, concentracdo final de 0,05%,

para ocorrer a polimerizacdo do gel.



Apbs a adigao do persulfato de amoénio, capilares de vidro com 15 cm de
comprimento e 1,0 mm de didmetro interno eram preenchidos com a mistura
de gel com auxilio de canulas de silicone. Na extremidade superior mantinha-
se 3 cm sem a mistura, onde, apds a polimerizagao do gel (aproximadamente 2
horas), eram aplicadas as amostras. Em cada gel era aplicada apenas uma das
amostras. Apos a polimerizacdo, os capilares contendo o gel eram montados
nas cubas de primeira dimensao. Utilizava-se duas cubas onde 12 amostras
eram aplicadas em cada uma, finalizando um total de 24 amostras sendo
submetidas a separagao eletroforética simultaneamente.

As amostras, previamente solubilizadas em tampao de lise para
eletroforese bidimensional, eram descongeladas e aplicadas em volumes
iguais de 30 pl na porcao superior de cada capilar. Acima de cada amostra
eram aplicados 10 pl de solugao de uréia 8% com citocromo C como marcador
da frente de corrida.

Eram utilizados como tampao superior HsPOs 10 mM (andlito) e como
tampao inferior NaOH 20 mM (catolito). A voltagem méxima aplicada era de
800 V, corrente de 10 mA e poténcia de 0,1 watt/tubo. A corrida eletroforética
era interrompida quando as bandas de citocromo C atingiam uma distancia de
7,5 cm de migracdo (cerca de 2 horas). Os capilares eram entdo retirados da
cuba, identificados e congelados a -20 °C até o momento da transferéncia para

a segunda dimensao.

2.2.5.2.  Se¢unda dimensao (SDS-PAGE)

- Confeccgio dos géis

Para garantir uma idéntica composicdao dos géis de segunda dimensao,
estes eram confeccionados em uma caixa de acrilico, onde era permitida a
preparacao de 8 géis simultaneamente. Oito pares de placas de vidro (16 cm x

14 cm) separadas por espacadores (1 mm de espessura) eram utilizadas na



montagem da caixa. Cada par era formado por uma placa inteira e outra com
bisel. O espaco entre as placas, deixado pelos espacadores, era preenchido com
gel de separacdo (composicdo: acrilamida/bis-acrilamida 39:1, 8%; tampao
Tris-HCl pH 8.8, 373 mM; SDS 0,1%; glicerol 7,46%; TEMED 0,06% e persulfato
de amonio 0,045% - volume total de 400 ml) até a altura de 2,5 cm da borda
superior da placa com bisel. Apds a polimerizacdo do gel de separacao era
colocado sobre este o gel de entrada (composicdo: acrilamida/bis-acrilamida
39:1, 4%; tampao Tris-HCl pH 6.8, 123 mM; SDS 0,1%; TEMED 0,05% e
persulfato de amonio 0,098% - volume total de 91,5 ml).

Ap6s a polimerizagdo dos géis, a caixa de acrilico era desmontada e as
placas com o gel de segunda dimensdo eram guardadas sob refrigeracdo,
envolvidas em pléastico. No momento do uso elas eram montadas nas cubas

acrilicas de segunda dimensao.

- Procedimento para transferéncia

A transferéncia consistia na passagem dos géis da primeira dimensado
(NEPHGE) para os géis da segunda dimensdo (SDS-PAGE) e acontecia da
seguinte forma: os géis provenientes da NEPHGE eram descongelados,
expulsos dos capilares de vidro com auxilio de uma seringa e imersos por 15
minutos em 4 ml de uma solugdo conhecida como tampao de equilibragao
(composigao: Tris 25 mM, glicina 190 mM, SDS 2%, B-mercaptoetanol 1% e
azul de bromofenol). A seguir, cada placa de SDS-PAGE recebia 3 géis de
primeira dimensdo, sempre correspondendo a duas amostras teste colocadas
nas extremidades da placa e uma amostra controle colocada no centro da
placa. Os géis de primeira dimensdo eram dispostos horizontalmente sobre o
gel de entrada da segunda dimensdo. Apds a retirada de bolhas, os géis de
primeira dimensao eram fixados com agarose 0,5% contendo B-mercaptoetanol

1%.



Os tampodes para a SDS-PAGE tinham as seguintes composigdes:
tampao superior - colocado na parte superior da cuba (Tris 25 mM, glicina 190
mM, SDS 0,1% - pH 8.8); tampao inferior - colocado na parte inferior (Tris-HCl
50 mM, pH 8,0). A corrida eletroforética era conduzida com voltagem méxima
fixada em 150 V, intensidade de corrente em 45 mA /cuba e era interrompida
quando a frente de corrida (azul de bromofenol) atingia aproximadamente 3

cm do final do gel (6-7 horas).

2.2.6. Fixacdo, secagem e exposicao autorradiografica dos géis

Finalizada a corrida eletroforética, os géis de entrada das placas de SDS-
PAGE eram descartados e os géis de separagdo colocados em solugao fixadora
(composicdo: acido acético 7% e metanol 53%) em um volume de 100 ml/gel,
onde eram mantidos durante a noite. Apds a fixacdo das proteinas, a solugao
fixadora era substituida pela solucdo de secagem (composigdo: glicerol 1% e
metanol 50%) em um volume de 100 ml/gel, onde os géis eram mantidos sob
agitacdo por aproximadamente 1-2 horas. A seguir, cada gel era seco entre
duas folhas de papel celofane (Juang et al., 1984) apoiado em uma placa de
vidro. A secagem dos géis era acelerada com auxilio de lampadas de
infravermelho, que incidiam sobre a placa de vidro, no lado oposto do gel.
Depois de secos, os géis eram colocados sobre placas de “eucatex” e expostos a
tilmes autorradiogréficos. Cada gel era exposto a um filme de raio X ( X-Omat,
13 x 18 cm, Kodak), acompanhado por uma placa intensificadora de impressao
(Cronex, DuPont). O conjunto era entdo empacotado em plastico preto e
colocado a -70 9C por tempos variaveis, de acordo com a atividade do is6étopo
radioativo.

Para a revelacao dos filmes eram utilizados revelador e fixador Kodak e

o procedimento era o seguinte: os filmes permaneciam por 3 minutos na



solucdo reveladora, eram rapidamente lavados em é&cido acético 10% e

permaneciam por 5 minutos na solucao fixadora.

2.2.7. Quantificacao e estatistica

A andlise quantitativa dos resultados era realizada a partir das
autorradiografias procedentes dos géis submetidos a eletroforese
bidimensional. As autorradiografias eram examinadas por um leitor de
imagens (“scanner”) (Hewlet-Packard Scanjet 6100C) e apds eram
determinadas as densidades opticas de cada autorradiografia, utilizando um
programa de computador (Optiquant, versdo 02.00, Packard Instrument
Company). As densidades 6pticas eram analisadas da seguinte forma: cada
amostra tinha uma quantificagdo para a GFAP e uma para o total das
fosfoproteinas da amostra. A andlise era feita comparando-se cada valor para a
GFAP em relacao a amostra total. O valor da GFAP de cada amostra teste era
comparado com o valor obtido em cada amostra controle (considerada 100%).
A andlise estatistica utilizada era o teste t pareado de Student (Nichols et al.,

1990; Sladeczek et al., 1985) e ANOVA.



3. RESULTADOS

3.1. Efeito da cafeina sobre a estimulacdo da fosforilacio da GFAP
causada pelo 15,3R-ACPD em hipocampo de ratos jovens
Inicialmente confirmamos o efeito do 1S5,3R-ACPD em estimular a

fosforilacdo da GFAP em hipocampo de ratos jovens (Wofchuk & Rodnight,

1994). Neste conjunto de experimentos analisou-se o efeito da cafeina em

diferentes concentragdes (1 mM e 10 mM) sobre a estimulacdo da fosforilagao

da GFAP causada pelo agonista glutamatérgico metabotrépico 15,3R-ACPD

100 pM em hipocampo de ratos jovens. A cafeina é um agente que atua em

diferentes sistemas e sua agdo é dependente da concentragdo utilizada (Figura

4.1).

E importante salientar que em hipocampo o perfil de fosforilagio da
GFAP na presenca de agonistas glutamatérgicos esta bem descrito pelo nosso
grupo de pesquisa (Wofchuk & Rodnight, 1994; 1995; Kommers et al., 1999).
Desta forma, o nivel de fosforilacao da GFAP obtido com o 15,3R-ACPD
100uM serviu sempre como controle positivo a ser comparado com o efeito das
demais drogas utilizadas, uma vez que este agonista estimula
significativamente a fosforilagdo da GFAP no mesmo nivel que o glutamato
(principal aminodacido excitatério do SNC).

As figuras 3. 1 e 3. 2 apresentam, respectivamente, porcdes de
autorradiografias representativas do efeito da cafeina 1 mM e 10 mM sobre a
estimulacdo da fosforilacdo da GFAP causada por 1S,3R-ACPD 100 uM em
fatias hipocampais de ratos jovens e o histograma com os dados estatisticos da
reversao total ou parcial do efeito do 15,3R-ACPD 100 uM por cafeina 10 mM e
1mM, respectivamente, sobre a fosforilagdo da GFAP em hipocampo de ratos

jovens.



Pode-se observar que o agonista glutamatérgico metabotrépico 1S,3R-
ACPD 100 pM reproduziu seu efeito em aumentar significativamente o nivel
de fosforilacgdo da GFAP em relacdo ao controle (Cazt* 1 mM) (Wofchuk &
Rodnight, 1994).

A cafeina, quando administrada sozinha nas concentragdes de 1 mM e
10 mM, ndo apresentou efeito sobre a fosforilacdo da GFAP. No entanto,
quando administrada na presenca do 1S3R-ACPD 100 uM, reverteu
totalmente o efeito estimulatério do agonista sobre a fosforilacdo da GFAP na
concentracdo de 10 mM e parcialmente na concentracdo de 1 mM. Por outro
lado, cafeina 0,1 mM ndo alterou a estimulacdo da fosforilacao da GFAP
causada pelo 15,3R-ACPD 100 uM (dados nao mostrados). Estes resultados
indicam um possivel envolvimento de reservas intracelulares de Ca2*
reguladas por receptores rianodina (RyRs), uma vez que somente em
concentragdes elevadas (em torno de 10 mM) a cafeina atua estimulando RyRs
e, consequentemente, liberando Ca2* destas reservas. Em menores
concentracOes, a cafeina atua em outros sitios, inibindo fosfodiesterases e

antagonizando receptores de adenosina (Fredholm, 1995).
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Figura 3. 1: Autorradiografias representativas do efeito da cafeina (1
mM e 10 mM) sobre a estimulagdo do 15,3R-ACPD (100 uM) na fosforilagao de
proteinas hipocampais de ratos jovens. As setas indicam a localizacdo da
GFAP.
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Figura 3. 2: Efeito da cafeina (Caf) em diferentes concentragdes sobre a
estimulacdo da fosforilagdo da GFAP causada pelo 1S,3R-ACPD 100 uM em
tatias hipocampais de ratos jovens, comparado ao controle Caz*1 mM (100%).
O ntimero de determinagdes esta entre parénteses.

* Teste t pareado: p < 0,002 em relagao ao controle (100%).
# ANOVA: p < 0,05 em relagao ao 1S,3R-ACPD 100 uM.



3.2. Papel das reservas intracelulares de Ca2?* sobre o efeito
estimulatorio do 15,3R-ACPD sobre a fosforilacio da GFAP em
hipocampo de ratos jovens
Nestes experimentos buscou-se observar o efeito de diferentes drogas

que agem sobre as reservas intracelulares de Ca?* reguladas por receptores
rianodina (RyRs), uma vez que a estimulacdo da fosforilacdo da GFAP em
fatias hipocampais de ratos jovens é mediada por receptor glutamatérgico
metabotrépico de propriedades farmacolégicas do grupo II (mGluR II), o qual
ndo envolve hidrélise de fosfoinositidios (Kommers et al., 1999). Desta forma, o
mecanismo de modulacdo da fosforilagio da GFAP aparentemente nao
depende de estoques internos de Ca?* regulados por receptores de inositol
trifosfato (IPs). Estes experimentos objetivaram verificar se o efeito obtido com
cafeina (item 1) era via estimulacdo de RyRs, pois um dos sitios de acdo da
cafeina é atuar como agonista destes receptores.

Para tanto, utilizou-se rianodina nas concentracoes de 10 nM, 0,1 uM, 1
uM e 10 pM; foi usado dantrolene na concentracao de 50 uM e tapsigargina
nas concentragoes de 1 uM e 10 uM.

A rianodina é um modulador especifico dos RyRs, que em
concentragdes elevadas (uM) inibe o receptor e em concentragdes baixas (nM)
o estimula (Simpson et al., 1998). O dantrolene age como antagonista seletivo
de RyRs; desta forma, inibe a liberacdo de Ca?* a partir destas reservas
presentes tanto no reticulo sarcoplasmatico quanto no reticulo endoplasmatico
(Wei, & Perry, 1996). A tapsigargina é um antagonista seletivo das bombas
Ca2*-ATPases, as quais sequiestram o Ca2* citosélico as custas de ATP, estando
presentes nos reticulos sarcoplasmatico e endoplasmaético (Simpson et al.,
1998).

As figuras 3. 3 e 3. 4 apresentam, respectivamente, porcdes de
autorradiografias representativas do efeito da rianodina 10 nM, 0,1 uM, 1 pM e

10 uM sobre a estimulagao da fosforilagdo da GFAP causada por 1S,3R-ACPD



100 pM em fatias hipocampais de ratos jovens e o histograma com os dados
estatisticos mostrando reversao total do efeito do 15,3R-ACPD 100 puM por
rianodina 10nM sobre a fosforilacdo da GFAP em hipocampo de ratos jovens.
As concentracdes maiores de rianodina nao tiveram efeito.

As figuras 3. 4 e 3. 6 mostram, respectivamente, porgdes de
autorradiografias representativas do efeito do dantrolene 50 uM sobre a agao
da cafeina 10 mM e sobre a estimulagao da fosforilacdo da GFAP causada pelo
1S,3R-ACPD 100 pM e o histograma com os dados estatisticos mostrando
reversdo induzida por dantrolene da agdo da cafeina sobre o efeito
estimulatério do 1S5,3R-ACPD sobre a fosforilacaio da GFAP em fatias
hipocampais de ratos jovens.

As figuras 3. 7 e 3. 8 apresentam, respectivamente, porcdes de
autorradiografias representativas do efeito da tapsigargina 1 uM e 10 uM
sobre a estimulacao da fosforilacdo da GFAP causada pelo 1S,3R-ACPD 100
uM e o histograma com os dados estatisticos mostrando a acao da tapsigargina
10 uM revertendo o efeito estimulatério do agonista glutamatérgico.

Quando administrada na presenca do 1S,3R-ACPD, a rianodina reverteu
totalmente o efeito estimulatério do agonista sobre a fosforilacdo da GFAP
somente na concentragdo de 10 nM, justamente a concentragdo onde esta atua
como agonista dos RyRs (figura 3. 4). O dantrolene, quando administrado na
presenca da cafeina ndo alterou o nivel de fosforilacdo da GFAP; entretanto,
quando administrado simultaneamente com a cafeina e com o 1S,3R-ACPD,
dantrolene reverteu totalmente o efeito inibitério da cafeina sobre a
estimulagao da fosforilagdo da GFAP induzida pelo 15,3R-ACPD (figura 3. 6).
Tapsigargina, quando administrada juntamente com o agonista
glutamatérgico, reverteu totalmente o efeito estimulatério deste sobre a
fosforilagdo da GFAP somente na concentracdo de 10 pM, sugerindo um efeito

dose-dependente (figura 3. 8).



Pode-se observar em todos os resultados citados até aqui que o 1S5,3R-
ACPD estimulou significativamente o nivel de fosforilacdo da GFAP,
reproduzindo dados prévios (Wofchuk & Rodnight, 1994)

Tanto a rianodina, quanto o dantrolene e a tapsigargina, quando
administrados sozinhos nas concentracdes testadas nao apresentaram efeito

sobre a fosforilacao da GFAP.
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Figura 3. 3: Autorradiografias representativas do efeito da rianodina
(Rya) (10 nM, 0,1 uM, 1 uM e 10 uM) sobre a estimulacao do 15,3R-ACPD (100
uM) na fosforilacdo de proteinas hipocampais de ratos jovens. As setas
indicam a localizacao da GFAP.
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Figura 3. 4: Efeito da rianodina (Rya) em diferentes concentracdes sobre
a estimulacdo da fosforilacdo da GFAP causada pelo 15,3R-ACPD 100 uM em
fatias hipocampais de ratos jovens, comparado ao controle Caz*1 mM (100%).
O ntimero de determinagdes esta entre parénteses.
* Teste t pareado: p < 0,02 em relagao ao controle (100%).
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Figura 3. 5: Autorradiografias representativas do efeito do dantrolene
(Dan) (50 pM) sobre a acao da cafeina (10 mM) no efeito estimulatério do
1S,3R-ACPD (100 uM) na fosforilacdo de proteinas hipocampais de ratos
jovens. As setas indicam a localizagdo da GFAP.
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Figura 3. 6: Efeito do dantrolene 50 uM (Dan) sobre a acdo da cafeina 10
mM (Caf) na estimulacdo da fosforilagdo da GFAP causada pelo 15,3R-ACPD
100 pM em fatias hipocampais de ratos jovens, comparado ao controle Caz* 1
mM (100%). O namero de determinacdes estd entre parénteses.
* Teste t pareado: p < 0,02 em relagao ao controle (100%).
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Figura 3. 7: Autorradiografias representativas do efeito da tapsigargina
(Tg) 1 pM e 10 uM) sobre a estimulacdo do 1S,3R-ACPD (100 pM) na
fosforilacdo de proteinas hipocampais de ratos jovens. As setas indicam a
localizacdo da GFAP.
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Figura 3. 8: Efeito da tapsigargina (Tg) em diferentes concentracdes
sobre a estimulagdo da fosforilagio da GFAP causada pelo 1S,3R-ACPD 100
uM em fatias hipocampais de ratos jovens, comparado ao controle Ca2* 1 mM
(100%). O namero de determinagdes estd entre parénteses.

* Teste t pareado: p < 0,006 em relagao ao controle (100%).



3.3. Efeito da auséncia e presenca de ions Ca?* provenientes dos
“pools” extracelular e intracelular sobre a modulacio da
fosforilacao da GFAP em hipocampo de ratos jovens

Dados prévios obtidos por nosso grupo de pesquisa mostraram um
interessante perfil de modulagao da fosforilacdo da GFAP pelo Ca?* em fatias
de hipocampo (Wofchuk & Rodnight, 1994; 1995): (1) na auséncia de Ca2*
externo e presenca de EGTA 1 mM, o nivel de fosforilacio da GFAP em
hipocampo de ratos jovens (P12-P16), encontra-se significativamente
aumentado em relacdo ao controle com Caz* 1 mM; (2) o aumento no nivel de
fosforilagdo da GFAP na auséncia de CaZ* externo e na presenca de glutamato,
provavelmente ocorre pelo mesmo mecanismo, uma vez que, quando
associados, seus efeitos ndo sdo sinergisticos; (3) em hipocampo de ratos
adultos o glutamato ndo tem efeito sobre a fosforilacdo da GFAP e (4) em
hipocampo de ratos adultos a fosforilacio da GFAP é completamente
dependente de Ca2*. Além destes dados, observamos aqui, conforme descrito
no item 1, que a cafeina 10 mM reverteu totalmente o efeito estimulatério do
1S,3R-ACPD 100 pM, talvez por liberar Ca2* das reservas reguladas por RyRs
(figura 3. 2).

A partir destes resultados buscou-se avaliar o efeito da cafeina 10 mM
sobre a estimulacdo da fosforilagdo da GFAP causada pela auséncia de CaZ*
externo (EGTA 1 mM) em fatias hipocampais de ratos jovens, comparado ao
efeito desta na presenga do 1S,3R-ACPD 100 uM. Também verificou-se o efeito
do Bay K 8644 nas concentragdes de 1 pM, 10 pM, 100 uM e 300 uM, o qual age
como um seletivo agonista de canais de Ca?* tipo L de uma maneira dose-
dependente (Barger, 1999).

As figuras 3. 9 e 3. 10 apresentam, respectivamente, porcdes de
autorradiografias representativas do efeito da cafeina 10 mM sobre a
estimulacdo da fosforilagao da GFAP causada pelo 15,3R-ACPD 100 uM e pelo

EGTA 1 mM (auséncia de CaZ* externo) em fatias hipocampais de ratos jovens



e os dados estatisticos da reversao total ou parcial, pela cafeina, da estimulacao
da fosforilagao da GFAP pelo 15,3R-ACPD e pelo EGTA, respectivamente.

Observa-se, pela andlise dos dados, que a cafeina reproduziu o seu
efeito em reverter totalmente a estimulacao da fosforilacao da GFAP causada
pelo 15,3R-ACPD e reverteu parcialmente a estimulacdo da fosforilagao da
proteina induzida pelo EGTA (figura 3. 10).

As figuras 3. 11 e 3. 12 mostram, respectivamente, porcdes de
autorradiografias representativas do efeito do Bay K 8644 1 uM, 10 uM, 100
uM e 300 uM sobre a estimulacao da fosforilacao da GFAP causada pelo 15,3R-
ACPD 100 uM em hipocampo de ratos jovens e o histograma com os dados
estatisticos mostrando o ndo efeito do Bay K 8644, em nenhuma das
concentracdes utilizadas, sobre a modulacao da fosforilacao da GFAP.

Em relacdo ao Bay K 8644, pode-se notar que nao houve alteracdo
significativa no nivel de fosforilagdo da GFAP quando este agente foi
administrado sozinho ou na presenca do 15,3R-ACPD (figura 3. 12). O Bay K
8644 nao foi capaz de reverter a estimulacdo da fosforilagao da GFAP causada
pelo 1S,3R-ACPD, o qual age provavelmente inibindo a entrada de Ca2*
(Rodnight et al., 1997). Talvez o 1S,3R-ACPD seja muito potente em bloquear a
entrada de Ca2* via canais tipo L, até mesmo estando na presenca de um

agonista destes canais.
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Figura 3. 9: Autorradiografias representativas do efeito da cafeina (10
mM) sobre a estimulac¢do causada pelo 15,3R-ACPD (100 uM) e pelo EGTA (1
mM) na fosforilacdo de proteinas hipocampais de ratos jovens. As setas
indicam a localizacao da GFAP.
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Figura 3. 10: Efeito da cafeina 10 mM sobre a estimulacdo da fosforilacao
da GFAP causada pelo 1S,3R-ACPD 100 uM e pelo EGTA 1 mM em fatias
hipocampais de ratos jovens, comparado aos respectivos controles 1S,3R-
ACPD 100 uM e EGTA 1 mM =100%. O nimero de determinacdes esta entre
parénteses.

* Teste t pareado: p < 0,004 em relagao aos controles (100%).
# ANOVA: p <0,001 em relagao ao 15,3R-ACPD 100 pM com cafeina 10 mM.
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Figura 3. 11: Autorradiografias representativas do efeito do Bay K 8644
(BayK) (1 uM, 10 pM, 100 uM e 300 uM) sobre a estimulacdo causada pelo
15,3R-ACPD (100 pM) na fosforilagdo de proteinas hipocampais de ratos
jovens. As setas indicam a localizagdo da GFAP.
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Figura 3. 12: Efeito do Bay K 8644 (BayK) em diferentes concentracdes
sobre a estimulacao da fosforilacdo da GFAP causada pelo 1S,3R-ACPD 100
uM em fatias hipocampais de ratos jovens, comparado ao controle Ca2* 1 mM
(100%). O namero de determinacdes estd entre parénteses.

* Teste t pareado: p < 0,04 em relagao ao controle (100%).




34. Papel do Ca?* intracelular livre sobre a estimulacio da
fosforilacao da GFAP causada pelo 1S,3R-ACPD em hipocampo
de ratos jovens
Conforme resultados anteriores apresentados neste estudo, se sugere

uma forte participacdo do Ca?* liberado das reservas intracelulares no

mecanismo de modulagao da fosforilacdo da GFAP, via ativacdo de receptores
glutamatérgicos metabotrépicos. Por isso buscou-se, nos experimentos
seguintes, verificar o efeito do BAPTA-AM, um quelante de Ca?* intracelular

(Lee et al., 2000), sobre a estimulacdo da fosforilacdo da GFAP induzida pelo

1S5,3R-ACPD em fatias hipocampais de ratos jovens.

As figuras 3. 13 e 3. 14 mostram, respectivamente, porgdes de
autorradiografias representativas do efeito do BAPTA-AM nas concentragdes
de 5 uM e 50 uM sobre o efeito inibitério da cafeina 10 mM em reverter a
estimulacdo da fosforilacio da GFAP causada pelo 1S,3R-ACPD 100 pM em
hipocampo de ratos jovens e o histograma com os dados estatisticos acerca da
reversao, causada pelo BAPTA-AM, do efeito inibitério da cafeina sobre a
estimulacdo da fosforilacao da GFAP induzida pelo 1S,3R-ACPD.

Pode-se verificar que o agonista 15,3R-ACPD 100 uM reproduziu seu
efeito em aumentar significativamente o nivel de fosforilagio da GFAP em
relacdo ao controle (Caz* 1 mM).

A diminuicdo no nivel de Ca?* intracelular livre pela presenca do
quelante BAPTA-AM néo alterou a modulagao da fosforilacdo da GFAP, tanto
na presenca quanto na auséncia do agonista 1S,3R-ACPD; entretanto, o
quelante intracelular de Ca2* foi capaz de reverter o efeito da cefeina sobre a
estimulacdo induzida pelo 15,3R-ACPD sobre a fosforilacio da GFAP. Estes
dados indicam que, em relacdo a modulacao da fosforilacdo da proteina via
mGluRs, a cafeina atua sobre as reservas rianodina liberando Ca2* das mesmas

e, provavelmente, este ion esteja atuando de forma semelhante ao CaZ*



proveniente do espaco extracelular, ou seja, desencadeando a cascata de

desfosforilagao associada a GFAP (Rodnight et al., 1997).
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Figura 3. 13: Autorradiografias representativas do efeito do BAPTA-AM
(BAP) (5 uM e 50 uM) sobre a acdo da cafeina (10 mM) no efeito estimulatério
do 1S,3R-ACPD (100 uM) na fosforilagdo de proteinas hipocampais de ratos
jovens. As setas indicam a localizagdo da GFAP.
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Figura 3. 14: Efeito do BAPTA-AM (BAP) sobre a acdo da cafeina 10 mM
na estimulagdo da fosforilagdo da GFAP causada pelo 15,3R-ACPD 100 uM em
fatias hipocampais de ratos jovens, comparado ao controle Caz*1 mM (100%).
O ntimero de determinagdes esta entre parénteses.

* Teste t pareado: p < 0,05 em relagao ao controle (100%).



3.5. Envolvimento dos receptores adenosina (AdoRs) e dos niveis de
AMP ciclico (AMP.) sobre o efeito estimulatério do 1S,3R-ACPD
sobre a fosforilacio da GFAP em hipocampo de ratos jovens

Em funcao dos resultados obtidos com cafeina e sabendo que esta atua
também como antagonista de AdoRs, especificamente do subtipo Aza (0 qual
estimula a enzima adenilato ciclase) (Daly, 2000), buscou-se verificar nestes
experimentos o efeito da enzima adenosina deaminase (ADA) - a qual
metaboliza a adenosina endégena - e o efeito da forscolina - a qual estimula a
enzima adenilato ciclase (aumentando, desta forma, os niveis de AMP), sobre
a estimulacdo da fosforilagao da GFAP causada pelo 1S,3R-ACPD.

As figuras 3. 15 e 3. 16 apresentam, respectivamente, por¢des de
autorradiografias representativas do efeito da ADA 1 unidade/mL sobre a
estimulacdo da fosforilagdo da GFAP induzida pelo 15,3R-ACPD 100 uM em
fatias hipocampais de ratos jovens e o histograma com os dados estatisticos
mostrando a estimulacdo da fosforilagdo da GFAP pela ADA e o ndo efeito
desta sobre a estimulagao causada pelo 15,3R-ACPD.

As figuras 3. 17 e 3. 18 mostram, respectivamente, porcdes de
autorradiografias representativas do efeito da forscolina na concentracdo de 30
uM sobre a acao da cafeina 10 mM em reverter a estimulacdo da fosforilacao
da GFAP induzida pelo 15,3R-ACPD 100 pM em fatias hipocampais de ratos
jovens e o histograma com os dados estatisticos mostrando a estimulacdo da
fosforilacao da GFAP pela forscolina e o efeito desta em reverter totalmente a
acao inibitéria da cafeina sobre o efeito estimulatério do 1S,3R-ACPD na
fosforilacao da GFAP.

Pela analise dos dados, observa-se que tanto a ADA quanto a forscolina,
quando administradas sozinhas, aumentaram significativamente o nivel de
fosforilagdo da GFAP comparado ao controle CaZ* (100%). Este aumento,
entretanto, foi menor do que o obtido com o 1S3R-ACPD. Quando

administradas simultaneamente com o agonista glutamatérgico, nenhum dos



agentes (ADA e forscolina) alterou o nivel de estimulacdo da fosforilagao da
GFAP obtido com o 15,3R-ACPD (figuras 3. 16 e 3. 18). Interessantemente,
quando a forscolina foi administrada juntamente com a cafeina e com o 1S,3R-
ACPD, esta reverteu a acao inibitéria da cafeina sobre o efeito estimulatério do
agonista glutamatérgico (figura 3. 18). Estes dados sugerem um possivel
envolvimento de AdoRs e do AMP. no mecanismo de transducdo de sinal
associado com a modulacdo da fosforilacdo da GFAP em fatias de hipocampo

de ratos jovens.
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Figura 3. 15: Autorradiografias representativas do efeito da adenosina
deaminase (ADA) (1 unidade/mL) sobre a estimulagdo causada pelo 1S,3R-
ACPD (100 pM) na fosforilagao de proteinas hipocampais de ratos jovens. As
setas indicam a localizacao da GFAP.
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Figura 3. 16: Efeito da adenosina deaminase 1 unidade/mL (ADA) sobre
a estimulacao da fosforilacdo da GFAP causada pelo 15,3R-ACPD 100 pM em
fatias hipocampais de ratos jovens, comparado ao controle Caz*1 mM (100%).
O ntimero de determinacdes esté entre parénteses.
* Teste t pareado: p < 0,04 em relagao ao controle (100%).
# ANOVA: p < 0,05 em relagdo ao 1S,3R-ACPD 100 pM com e sem ADA 1
unidade/mL.
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Figura 3. 17: Autorradiografias representativas do efeito da forscolina
(Fk) (30 uM) sobre a acdo da cafeina (10 mM) no efeito estimulatério do 1S,3R-
ACPD (100 uM) sobre a fosforilagao de proteinas hipocampais de ratos jovens.
As setas indicam a localizacao da GFAP.
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Figura 3. 18: Efeito da forscolina 30 uM (Fk) sobre os efeitos da cafeina
10 mM (Caf) e do 15,3R-ACPD 100 uM sobre a fosforilacdo da GFAP em fatias
hipocampais de ratos jovens, comparado ao controle Caz* 1 mM (100%). O
namero de determinagdes estd entre parénteses.
* Teste t pareado: p < 0,04 em relacdo ao controle (100%).
# ANOVA: p < 0,05 em relagao ao 15,3R-ACPD 100 uM com e sem forscolina
30 uM e/ ou cafeina 10 mM.



4. DISCUSSAO

Muitos estudos envolvendo a diferenciacdo, o desenvolvimento e os
processos plasticos dos astrécitos tém como alvo principal a proteina acida
tibrilar glial (GFAP). Esta é uma proteina de filamento intermediério, sendo
expressa no SNC exclusivamente em astrocitos. Sua caracterizacdo esté
descrita no item 1. 6 desta Dissertacao.

Trabalhos anteriores mostraram uma grande variagao regional no nivel
de fosforilagio da GFAP e apontaram que em hipocampo esta proteina
encontra-se mais fosforilada que em qualquer outra estrutura do SNC
(Rodnight & Leal, 1990). Estudos relacionados com as propriedades do sistema
fosforilante da GFAP mostraram que este é modulado de forma diferenciada
de acordo com a localizagdo regional e com o desenvolvimento. A andlise
comparativa entre o imunoconteido de GFAP e seu nivel de fosforilacao
mostra que em corda espinhal a quantidade de GFAP imunodetectada é maior
que aquela encontrada em hipocampo. Entretanto, em corda espinhal a
quantidade de GFAP fosforilada é aproximadamente 2,5% da quantidade
encontrada em hipocampo (Gongalves & Rodnight, 1992), indicando que é
incorreto correlacionar diretamente niveis de expressao com niveis de
fosforilagdo. Além da variacdo regional, a GFAP possui variagdo ontogenética,
apresentando niveis baixos nos primeiros dias de vida pés-natal, aumentando
significativamente com o desenvolvimento (Nichols et al., 1993). Em
hipocampo de ratos a GFAP aparece fosforilada a partir do 99 dia pds-natal,
tendo seu nivel aumentado com o crescimento do animal, atingindo seu pico
de fosforilacdo na idade adulta.

A partir destes dados e de outros trabalhos foram desenvolvidos véarios

estudos quanto ao sistema de fosforilagdo da GFAP presente em hipocampo.



Wofchuk & Rodnight (1994; 1995) mostraram que em fatias de hipocampo de
animais jovens o nivel de fosforilagdo da GFAP aumenta significativamente na
presenca de glutamato 1 mM, efeito mimetizado pelo agonista glutamatérgico
metabotrépico 1S,3R-ACPD ou ainda pela auséncia de Ca2* externo (presenca
de EGTA 1 mM) e, por outro lado, em hipocampo de animais adultos a
fosforilacdo da GFAP é dependente de Ca2?* e ndo sofre estimulacdo na
presenca de glutamato ou de 1S,3R-ACPD. Estes resultados reforcam as
evidéncias de que esta proteina é modulada ao longo do desenvolvimento.

Estudos indicam que, em hipocampo de ratos jovens, os efeitos do
glutamato e da auséncia de ions célcio sobre a fosforilacdo da GFAP ocorrem
por um mesmo mecanismo de acdo, o qual pode envolver ativagdo de
receptores glutamatérgicos metabotrépicos (mGluRs) e a posterior inibi¢do da
entrada de Ca?* através de canais tipo L, impedindo que haja a desfosforilagao
dependente de Ca?* associada a GFAP (Wofchuk & Rodnight, 1994; 1995;
Rodnight et al.,1997).

Kommers e colaboradores (1999) demonstraram que a estimulacdo da
fosforilacdo da GFAP em fatias de hipocampo de ratos jovens (P12-P16) ocorre
via um mGluR de propriedades farmacolégicas do grupo II (mGluR 1II), o qual
esta envolvido com o mecanismo de transducao de sinal via adenilato ciclase e
ndo via hidrélise de fosfoinositidios.

Com base nos dados citados anteriormente tornou-se importante
caracterizar se a modulagao glutamatérgica da fosforilacao da GFAP envolve,
além da reserva extracelular de Ca?*, as reservas intracelulares reguladas por
receptores rianodina (RyRs). Estes receptores estdo relacionados com canais de
Ca2* tipo L (Chavis et al., 1996). Esta possibilidade descarta o envolvimento de
reservas intracelulares de Ca?* associadas a inositol trifosfato (IPs) em fungao
de que a modulagdo da fosforilacdo da GFAP por glutamato envolve um

mGluR II.



4.1. Papel das reservas intracelulares de Ca?* sobre a estimulacao da
fosforilacio da GFAP causada pelo 1S,3R-ACPD em fatias
hipocampais de ratos jovens

O 15,3R-ACPD tem sido largamente utilizado em estudos que objetivam
avaliar as consequéncias da ativacdo de mGluRs devido a sua grande
seletividade por estes receptores. Este agonista possui seletividade por
mGluRs dos grupos I e II e sua concentragdo méxima efetiva em hipocampo é
de 100 uM (Schoepp et al., 1992; Wofchuk & Rodnight, 1994; Ozawa et al.,
1998).

E sabido que a estimulacdo da fosforilacdo da GFAP em fatias de
hipocampo de ratos jovens (P12-P16) ocorre via um mGluR de propriedades
tarmacolégicas do grupo II (mGIuR II) (Kommers et al., 1999), o qual esta
envolvido com o mecanismo de transducao de sinal via adenilato ciclase e nao
via hidrolise de fosfoinositidios. Portanto, utilizou-se o 1S,3R-ACPD como um
controle positivo, uma vez que este agonista estimula significativamente o
nivel de fosforilagdo da GFAP via mGluR II no mesmo nivel que o glutamato.
E sobre este efeito observamos o papel dos agentes utilizados, de forma a
avaliar a influéncia destes na estimulacdo da fosforilacado da GFAP por
ativacao de mGluRs.

Os resultados obtidos com a cafeina nas concentracoes utilizadas neste
estudo (1 mM e 10 mM) estdio de acordo com dados demonstrados na
literatura, onde esta atua em diferentes sistemas de acdo no SNC, de acordo
com a concentracdo utilizada (Fredholm, 1995). Em concentragdes elevadas,
basicamente em torno de 10 mM, a cafeina atua estimulando receptores
rianodina (RyRs) presentes nas reservas intracelulares de Ca?* reguladas por
tais receptores. Em concentracdes menores, a cafeina atua (em ordem
decrescente) inibindo fosfodiesterases e antagonizando receptores de
adenosina (AdoRs), especificamente o subtipo Axa (Daly, 2000) (Figura 4. 1).

Outros efeitos da cafeina sdo: (1) inibir os sitios de ligagdo de



benzodiazepinicos em receptores GABAa (Nehlig et al., 1992); (2) inibir a
liberacao de Ca?* via reservas associadas a receptores de inositol trifosfato
(IP3Rs); (3) aumentar a captagao de Ca?* para dentro das reservas associadas a
IP5Rs; (4) inibir a formagao de inositol trifosfato (IP’s) e (5) inibir varios canais

ionicos, incluindo canais de Ca?* tipo L (Daly, 2000).
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Figura 4. 1: Mecanismos de acdo da cafeina. A cafeina atua, em ordem
crescente de concentragdo, antagonizando receptores adenosina (AdoRs),

inibindo fosfodiesterases e mobilizando célcio intracelular. (Adaptado de

Fredholm, 1995).



No presente trabalho mostramos que a cafeina, na concentracao de 10
mM, reverteu totalmente o efeito estimulatério do 1S,3R-ACPD 100 uM e
reverteu parcialmente tal efeito na concentracdo de 1 mM. Estes resultados
sugerem o envolvimento de reservas intracelulares de Ca2?* reguladas por
RyRs na modulagdo da fosforilagdo da GFAP via mGluRs em hipocampo de
ratos jovens (Figura 3. 2), uma vez que na concentracdo de 10 mM a cafeina
atua com aproximadamente 100% de efeito sobre RyRs, e na concentracdo de 1
mM atua parcialmente sobre estes receptores (aproximadamente 30%) (Figura
4.1).

Para confirmar o envolvimento das reservas reguladas por RyRs na
modulagao da fosforilacao da GFAP, utilizamos a rianodina nas concentracoes
de10nM, 0,1 pM, 1 uM e 10 uM. A rianodina é um agente especifico dos RyRs
e possui mecanismos de agdo opostos, de acordo com a concentracdo utilizada:
em baixas concentracdes (em torno de nM) os estimula e em altas
concentracdes (em torno de uM) os inibe, modulando, desta maneira, a
liberagcao ou nao de Ca?*, respectivamente (Simpson et al., 1995; Simpson et al.,
1998). Em um conjunto de experimentos, observou-se que a rianodina reverteu
totalmente o efeito estimulatério do 1S,3R-ACPD sobre a fosforilacao da GFAP
somente na concentracdo de 10 nM, justamente a concentracdo em que esta
atua estimulando os RyRs liberando, desta forma, Ca2* destas reservas (Figura
3. 4).

Como a cafeina atua sobre intmeros sistemas, realizamos alguns
experimentos para saber se o efeito obtido com este agente em reverter a
estimulacdo da fosforilacdio da GFAP induzida pelo 1S,3R-ACPD 100 pM era
somente via RyRs. Para tanto, utilizamos o dantrolene na concentracdo de 50
uM, o qual age como um antagonista seletivo de RyRs, inibindo assim a
liberacdo de Ca?* a partir destas reservas presentes nos reticulos
sarcoplasmaético e endoplasmatico (Wei & Perry, 1996). O dantrolene atua no

mesmo sitio (RyRs) e de maneira contrdria a cafeina; desta forma, realizamos



experimentos em que administravamos num primeiro momento o dantrolene,
para este ligar-se aos RyRs, apds colocavamos a cafeina 10 mM (juntamente
com o dantrolene) e, por fim, o 153R-ACPD 100 uM (juntamente com o
dantrolene e a cafeina). Os resultados mostraram que o dantrolene, quando
administrado simultaneamente com a cafeina e com o 1S,3R-ACPD, reverteu
totalmente o efeito inibitério da cafeina sobre a estimulacao da fosforilacdo da
GFAP induzida pelo 15,3R-ACPD, o que é observado na figura 3. 6. Estes
resultados reforcam as evidéncias de que o efeito da cafeina é via RyRs e que o
Ca2* proveniente destas reservas modula o estado fosforilado/desfosforilado
da GFAP.

Com o objetivo de verificar o envolvimento das bombas Ca2*-ATPases
(SERCAs), presentes nas reservas intracelulares de Ca?*, sobre a modulagao da
fosforilacdo da GFAP, utilizamos a tapsigargina. Este agente inibe as SERCAs
presentes nos reticulos sarcoplasmatico e endoplasmatico. Estas bombas
seqiiestram o Ca?2* citosélico as custas de 1 a 2 ATPs por ion transportado,
auxiliando na manutencdo da homeostase do Ca2?* (Simpson et al., 1998).
Observa-se pela anélise da figura 3. 8 que a tapsigargina na concentracdo de 10
uM reverteu totalmente o efeito estimulatério do 1S,3R-ACPD 100 uM sobre a
fosforilacdo da GFAP. Na concentragao de 1 pM, a tapsigargina ndo alterou o
efeito do agonista, indicando uma agdo dose-dependente para este agente.
Como o efeito final da tapsigargina é o mesmo da cafeina, ou seja, aumentar a
concentragdo de Ca?* citosolico por estimular sua liberacdo ou por inibir sua
captacdo, respectivamente, confirma-se novamente o envolvimento do Ca?,
proveniente das reservas intracelulares, na modulagdo da fosforilagdo da
GFAP por ativagdo de mGluRs.

Uma hipétese proposta pelo nosso grupo de pesquisa é que a ativagdo
de mGluRs inibe, de alguma forma, a entrada de Ca2* na célula através de
canais tipo L, impedindo que ocorra a desfosforilacdo dependente de Caz*

associada a GFAP (Rodnight et al.,1997). Como a liberagdo de Ca?* proveniente



das reservas intracelulares reverte o efeito do 1S,3R-ACPD em estimular a
fosforilagdo da GFAP via mGluRs, talvez o ion calcio, independente da sua
origem, atue sempre ativando o mecanismo de desfosforilagdo, via
calcineurina, associado 2 GFAP. E importante salientar que os RyRs, presentes
nas reservas intracelulares de Ca2?* reguladas por rianodina, estdo relacionados
com canais de Ca?* tipo L (Chavis et al., 1996), tornando cruciais os resultados
obtidos neste estudo, os quais mostram o envolvimento de tais receptores na
estimulacao da fosforilacao da GFAP via mGluRs.

Mesmo sabendo que o mGIuR que esta envolvido com a modulacao da
fosforilacdo da GFAP seja do grupo Il (Kommers et al.,, 1999), ndo se pode
excluir o envolvimento de IP;Rs neste mecanismo, uma vez que na literatura
ainda permanece a davida de que estes receptores possam estar relacionados
regional e funcionalmente aos RyRs, estando presentes na mesma reserva
associada ao reticulo endoplasmatico (Simpson et al., 1995).

Uma hipétese a ser discutida a respeito dos resultados abordados neste
item é a de que exista uma associacdo fisica entre mGluRs e as reservas
intracelulares de Ca2* (reguladas por RyRs ou associadas a IP;Rs) dentro da
célula. Esta associagdo fisica pode ser desempenhada pelas proteinas
“Homer”, as quais formam uma ponte entre estes dois sitios (Fagni et al.,
2000). Como ¢é pouco sabido sobre as fungdes fisiolégicas das proteinas
“Homer”, esta hip6tese ainda permanece a ser estudada.

Todos os resultados discutidos neste item confirmam o envolvimento
das reservas intracelulares de Ca2?* no mecanismo de modulacdo do estado
fosforilado/desfosforilado da GFAP por ativagdo de mGluRs em hipocampo

de ratos jovens.



4.2. Efeito de ions Ca?* sobre a modula¢ao da fosforilacio da GFAP
em fatias hipocampais de ratos jovens

Como mostrado no item 4. 1, o Ca2* liberado das reservas intracelulares
possui uma evidente participagdo na modulacdo da fosforilagdo da GFAP por
agonistas glutamatérgicos metabotrépicos. Resultados prévios de nosso grupo
de pesquisa descritos anteriormente indicam que em animais jovens o Ca?*
proveniente do espaco extracelular diminui o nivel de fosforilacio da GFAP
enquanto que em animais adultos este efeito ndo s6 desaparece como a
fosforilacdo da GFAP torna-se totalmente dependente de Ca2* (Wofchuk &
Rodnight, 1994; 1995). Com base nestes dados, de aumento da fosforilacao da
GFAP por glutamato e agonistas metabotrépicos e na hipdtese proposta por
Rodnight e colaboradores (1997) sobre o mecanismo de agdo do Ca2* externo
sobre a modulacdo do estado fosforilado/desfosforilado da GFAP, tornou-se
importante avaliar o papel do ion calcio oriundo de diferentes populacdes,
bem como o papel do Ca?* intracelular livre no mecanismo modulatério da
fosforilacao da GFAP.

Utilizamos primeiramente EGTA 1 mM (auséncia de Ca2* externo), o
qual reproduziu seu efeito em estimular significativamente a fosforilagdo da
GFAP, no mesmo nivel que o glutamato e que o agonista glutamatérgico
metabotropico 1S5,3R-ACPD (Wofchuk & Rodnight, 1994; 1995). Como a
cafeina 10 mM reverteu totalmente o efeito do agonista 15,3R-ACPD (item 4. 1)
e, provavelmente, a situacdo de auséncia de Ca2* externo e de presenca de
glutamato (ou de 15,3R-ACPD) ocorram pelo mesmo mecanismo (Rodnight et
al., 1997), administramos a cafeina juntamente com o EGTA. Observa-se pela
analise da figura 3. 10 que a cafeina reverteu parcialmente o efeito de auséncia
de Ca?* externo (presenca de EGTA), diferente do observado com o 1S,3R-
ACPD, onde a reversao foi total. Possivelmente, o efeito da cafeina em
estimular receptores rianodina (RyRs) das reservas intracelulares de CaZ2*

reguladas por tais receptores seja dependente de célcio extracelular. Esta



interpretacdo é possivel uma vez que é citado na literatura que o efeito da
cafeina sobre RyRs depende da concentracdo de ions célcio nos espagos intra-
e extracelulares (Nehlig, 1992) e envolve o mecanismo de liberagdao de Ca?*
induzida por Ca2* (CICR) (Simpson et al., 1995; Daly, 2000). Talvez com a
situacdo de auséncia total de Ca2* externo (presenca de EGTA 1 mM) a cafeina
seja incapaz de promover o seu efeito.

Em um segundo momento, analisamos uma situacdo contrdria da
observada anteriormente, em que utilizamos um agonista de canais de CaZ*
tipo L, o Bay K 8644, o qual age de maneira dose dependente sobre tais canais
(Barger, 1999). Este agonista ndo alterou o efeito estimulatério do agonista
15,3R-ACPD 100 uM sobre a fosforilagdo da GFAP em hipocampo de ratos
jovens em nenhuma das concentracdes testadas (1 pM, 10 uM, 100 uM e 300
uM), nem mesmo na concentragdo em que este atua com efeito maximo (300
uM) (Figura 3. 12). Como o 153R-ACPD age, provavelmente, inibindo a
entrada de Ca?* via canais tipo L e, consequentemente, aumentando o nivel de
fosforilagdo da GFAP, era esperada uma reversao do efeito do 15,3R-ACPD
pelo Bay K 8644. Entretanto, pode-se sugerir que o 15,3R-ACPD seja muito
potente em bloquear a entrada de Ca?* via canais tipo L, até mesmo estando na
presenca de um agonista destes canais, uma vez que a concentracdo utilizada
de 1S,3R-ACPD (100 uM) é a concentragdo maxima efetiva deste agonista
sobre mGluRs em hipocampo (Schoepp et al., 1992; Wofchuk & Rodnight,
1994).

Para avaliar o envolvimento do Ca?* intracelular livre no efeito inibitério
da cafeina 10 mM sobre a estimulagao da fosforilagao da GFAP induzida pelo
15,3R-ACPD 100 uM em fatias hipocampais de ratos jovens, utilizamos um
quelante de Ca?* intracelular, o BAPTA-AM, juntamente com a cafeina e o
15,3R-ACPD. O BAPTA-AM em concentracdes M quela efetivamente o Ca2+
existente dentro da célula (Lee et al., 2000). Observa-se pela anélise da figura 3.

14 que o BAPTA-AM nas concentracdes de 5 uM e 50 uM nao altera o efeito do



1S,3R-ACPD em estimular a fosforilacao da GFAP, entretanto, reverte o efeito
inibitério da cafeina sobre a estimulacdo da fosforilagdo da proteina induzida
pelo agonista glutamatérgico. Pode-se confirmar com estes dados que o efeito
observado com a cafeina sobre a modulacao da fosforilacdo da GFAP via
mGluRs é mobilizar Ca2?* das reservas reguladas por RyRs e, provavelmente,
este Ca2* esteja atuando de maneira semelhante ao ion célcio proveniente do
espaco extracelular; isto é, desencadeando a cascata de desfosforilagao (via

ativacdo da calcineurina) associada a GFAP (Rodnight et al., 1997).

4.3. Envolvimento de receptores adenosina (AdoRs) e de AMP ciclico
(AMP: no efeito estimulatério do 1S,3R-ACPD sobre a
fosforilacao da GFAP em fatias hipocampais de ratos jovens

Em fungdo dos resultados obtidos com a cafeina e sabendo-se que esta
atua também como antagonista de AdoRs, basicamente do subtipo A2, 0 qual
estimula a enzima adenilato ciclase (Daly, 2000), estudamos neste conjunto de
experimentos os efeitos da enzima adenosina deaminase (ADA) e da
forscolina sobre a estimulagdo da fosforilagdo da GFAP induzida pelo 1S,3R-
ACPD em hipocampo de ratos jovens. A ADA é uma enzima que metaboliza a
adenosina endodgena, retirando, desta forma, o agonista intracelular dos
AdoRs. A forscolina, por sua vez, estimula a enzima adenilato ciclase,
aumentando os niveis intracelulares de AMP..

Pela anélise das figuras 3. 16 e 3. 18 observa-se que tanto a ADA quanto
a forscolina, aumentaram significativamente o nivel de fosforilacdo da GFAP
quando administradas sozinhas, nas concentragdes de 1 unidade/mL e 30 puM,
respectivamente. Estes dados sugerem o envolvimento do AMP. na

modulacdo da fosforilacio da GFAP, entretanto, os resultados sao



preliminares e indicam efeitos antagonicos, uma vez que a presenca da ADA
ndo alteraria os niveis de AMP. e a forscolina aumentaria tais niveis.

Quando estes dois agentes (ADA e forscolina) eram administrados
juntamente com 1S5,3R-ACPD 100 pM, nenhum destes alterou o nivel de
fosforilacdo da GFAP obtido com o agonista glutamatérgico, indicando que o
efeito do 1S,3R-ACPD sobre mGluRs em relacdo a modulacao da fosforilacao
da GFAP nao envolve AMP..

Um dado interessante é que quando a forscolina foi administrada
simultaneamente com a cafeina 10 mM e com o 15,3R-ACPD, esta reverteu o
efeito inibitério da cafeina sobre a estimulacdo da fosforilacao da GFAP
induzida pelo agonista glutamatérgico (Figura 3. 18). Isto sugere um possivel
envolvimento de AdoRs e de AMP. no efeito da cafeina sobre a modulacao da
fosforilacao da GFAP via mGluRs. E sabido que, em ratos jovens, mGluRs
aumentam a formagdo de AMP. potenciando o efeito de outros receptores,
como os AdoRs e, provavelmente, isto é mediado por mGluRs do grupo II
(Schoepp & Johnson, 1993; Winder & Conn, 1996), justamente o tipo de
receptor metabotrépico associado com a modulagao da fosforilagao da GFAP

(Kommers et al., 1999).



5. CONCLUSOES

O agonista glutamatérgico metabotrépico 1S,3R-ACPD 100 pM reproduziu
dados prévios estimulando significativamente o nivel de fosforilacdo da

proteina 4cida fibrilar glial (GFAP) em fatias de hipocampo de ratos jovens;

A cafeina, quando administrada na presenca do 153R-ACPD 100 uM,
reverteu totalmente o efeito estimulatério do agonista sobre a fosforilagao
da GFAP na concentragdo de 10 mM e parcialmente na concentragao de 1
mM, provavelmente por liberar ions célcio das reservas intracelulares

reguladas por receptores rianodina (RyRs);

A rianodina reverteu totalmente o efeito estimulatério do 1S,3R-ACPD 100
uM sobre a fosforilagio da GFAP somente na concentracdo de 10 nM,
justamente a concentracdo em que esta atua como agonista dos RyRs,

liberando Ca2* destas reservas intracelulares;

O dantrolene 50 uM, quando administrado simultaneamente com a cafeina
10 mM e com o 15,3R-ACPD 100 uM, reverteu totalmente o efeito inibitério
da cafeina sobre a estimulacdo da fosforilagdo da GFAP induzida pelo
1S,3R-ACPD, reforcando as evidéncias do envolvimento das reservas

intracelulares de Ca?* reguladas por RyRs;

A tapsigargina, na concentracdo de 10 pM, reverteu totalmente o efeito
estimulatério do 1S5,3R-ACPD 100 uM sobre a fosforilacao da GFAP,
indicando novamente o envolvimento do Ca?* intracelular no mecanismo

modulatério do estado fosforilado/desfosforilado da proteina;



o O efeito estimulatério da auséncia de Ca2* externo (presenca de EGTA 1
mM) sobre a fosforilacdo da GFAP foi parcialmente revertido por cafeina 10
mM, diferentemente do observado com o 15,3R-ACPD, onde obtivemos

reversao total;

o A estimulacdo da fosforilacdo da GFAP induzida por 1S,3R-ACPD 100 uM
ndo foi alterada pelo agonista de canais de Ca2?* tipo L, Bay K 8644,
sugerindo que o 153R-ACPD esteja agindo com efeito méximo na
concentragdo utilizada ou seu efeito em bloquear a entrada de Ca?* via

canais tipo L seja muito potente e se sobreponha aquele do Bay K 8644;

o O quelante intracelular de Caz*, BAPTA-AM, nas concentracdes de 5 uM e
50 pM, ndo alterou o nivel de fosforilagado da GFAP quando administrado
sozinho e também quando administrado na presenca do 15,3R-ACPD 100
uM; entretanto, na concentracdo de 50 uM o BAPTA-AM reverteu o efeito
inibitério da cafeina sobre a estimulacao da fosforilacdo da GFAP induzida
pelo 15,3R-ACPD, indicando que o efeito da cafeina sobre a modulagao do
estado fosforilado/desfosforilado da GFAP via mGluRs envolve

mobilizacdo de Ca?* das reservas reguladas por RyRs;

o Resultados preliminares sobre o envolvimento de receptores adenosina
(AdoRs) e dos niveis de AMP ciclico (AMP.) sobre a fosforilacdo da GFAP
mostraram que a adenosina deaminase (1 unidade/mL) e a forscolina
(30uM) aumentaram significativamente o nivel de fosforilacdo da GFAP
quando administradas sozinhas, nivel este menor do que aquele obtido
com o 15,3R-ACPD; porém, na presenca deste agonista glutamatérgico
nenhum dos dois agentes alterou o nivel de estimulacdo da fosforilacdo da

proteina;



o A forscolina 30 pM, quando administrada juntamente com a cafeina 10 mM
e com o 15,3R-ACPD 100 uM, reverteu a agao inibitéria da cafeina sobre o
efeito estimulatério do agonista glutamatérgico; isto sugere que parte do
efeito da cafeina em reverter a estimulacdo da fosforilacado da GFAP
induzida pelo 15,3R-ACPD envolva AMP., uma vez que a cafeina altera os
niveis intracelulares deste segundo mensageiro por inibir AdoRs do tipo

AZA.



6. CONCLUSAO FINAL

O Ca?, independente da sua origem, estd envolvido com o mecanismo
de transducdo de sinal que modula o estado de fosforilacdo da proteina acida
tibrilar glial (GFAP) mediado pela ativagdo de receptores glutamatérgicos
metabotrépicos (mGluRs). Neste estudo observou-se uma evidente
participacdo do Ca2?* proveniente das reservas intracelulares reguladas por
receptores rianodina (RyRs) no mecanismo modulatério da fosforilagdo da
GFAP via ativagao de mGluRs em fatias de hipocampo de ratos jovens. Talvez
o Ca2* oriundo destas reservas tenha o mesmo papel do Ca?* proveniente do
espaco extracelular, ou seja, desencadeie uma cascata de desfosforilacao
associada a GFAP mediada pela calcineurina, uma vez que quelando o Ca?*
intracelular livre ap6s uma mobilizacdo das reservas reguladas por RyRs tal
efeito ndo ocorre.

A participacdo de receptores adenosina (AdoRs) e do AMP ciclico
(AMP:) ainda permanece a ser estudado. Neste trabalho mostrou-se
justamente o possivel envolvimento de tais mecanismos de transducdo de

sinal na modulacao da fosforilacao da GFAP.



7. CONSIDERACAO FINAL

Este trabalho faz parte de uma longa histéria a respeito da fosforilacdao
de proteinas no Sistema Nervoso Central (SNC) e, mais especificamente, da
fosforilagdo da proteina 4cida fibrilar glial (GFAP). Foi baseado em resultados
prévios obtidos pelo nosso grupo de pesquisa que, ao longo de alguns anos,
demonstrou vérios aspectos funcionais e farmacolégicos sobre o mecanismo
modulatério da fosforilacao da GFAP em diferentes estruturas do SNC e,
também, de outras proteinas cerebrais. O principal enfoque deste estudo
consistiu em avaliar o envolvimento do Ca2?* proveniente tanto das reservas
intracelulares reguladas por receptores rianodina (RyRs) quanto da reserva
extracelular sobre a modulacdo da fosforilacio de GFAP em fatias de
hipocampo de ratos jovens. Nossos resultados mostram que a fosforilacdo da
GFAP sofre uma semelhante modulacdo pelo Ca2* liberado das reservas
intracelulares e pelo Ca?* oriundo do espago extracelular. Esta modulagdo é
especifica sobre a acdo de agonistas glutamatérgicos metabotrépicos
estimulando os respectivos receptores. Além disso, outros mecanismos de
transducdo de sinal estdo envolvidos na regulagio do estado
tfosforilado/desfosforilado da GFAP, como os receptores adenosina e o AMP
ciclico. Estes dados, associados a resultados anteriores, permitirdo uma
explanacdao mais detalhada do perfil de fosforilagdo da GFAP, assim como

verificar as funcOes exercidas por esta proteina no SNC.
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