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Resamo

A resposta do tecido nervoso a lesdo ainda € pouco conhecida e o seu estudo
tem importancia cientifica muito grande. Este trabalho teve como objetivo central estu-
dar a reacéo das células glias, mais especificamente os astrocitos, as lesées quimicas,
baseado na incorporacéo de *P e no imunocontetido da proteina de filamento interme-
diario denominada Proteina Glial Fibrilar Acida (GFAP). Adicionalmente também foi es-
tudada a variagao da fosforilagdo de outras proteinas apds a lesao. Tanto a incorpora-
¢ao de **P como o imunoconteido da GFAP diminuem nos primeiros 7 dias apds a le-
sdo, aumentando significativamente apds este intervalo e permanecendo elevado em
relagédo ao controle até 84 dias apds a lesdo. O estado de fosforilagao, isto é, a relagdo
entre a incorporacdo de P e o imunocontetido se manteve inalterado apés a lesao.
Vimentina, outra proteina de citoesqueleto de astrécito, teve a sua incorporagéo de *P
aumentada de forma transitéria, 0 mesmo acontecendo com uma proteina provavel-
mente ainda ndo descrita, que denominamos pp25 e que foi caracterizada parcialmen-
te. Podemos concluir que o estado de fosforilacdo da GFAP nédo é alterado significati-
vamente com a lesdo sendo a resposta principal a variacdo na quantidade desta prote-
ina. O aparecimento transitério de fosfoproteinas gliais como a vimentina e a pp25 pa-

recem representar um bom marcador bioquimico para a gliose.
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The response of nervous tissue to lesions is poorly understood as yet, and its
study has a great scientific importance. The main objective of this work was to study the
reaction of glial cells, more specifically astrocytes after chemical lesioning, using as
parameter the incorporation of **P into, and the imunocontent of an intermediate filament
protein called Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP). Changes in the incorporation of P
into other phosphoproteins after lesion were also studied. Both, the incorporation of *P
and the immunocontent decreased until day 7 post lesion, increased significantly above
control levels after this interval and remained elevated until 84 days post lesion in
relation to the control. The state of phosphorylation, that is, the relation between the
incorporation of ¥p and the immunocontent remained close to 1 after lesion. Vimentin,
another cytoskeletal protein of astocytes presented a transient increase in the
incorporation of *P, which also occured with a yet unknown protein, called pp25, that
was partially characterized. We can conclude that the state of phosphorylation of GFAP
is not significantly alterated and that the main response to lesion is the change in the
amount of protein. The transient appearence of glial phosphoproteins like vimentin and

pp25 could be a good biochemical marker for gliosis.
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Tutroducio

O cérebro € um dos grandes desafios da ciéncia no final deste século e
muito provavelmente ainda continuara sendo por um bom tempo. Tratado por muito
tempo como uma caixa preta, na qual ndo adiantaria mexer, ele vem perdendo este
“status” de incompreensivel desde os estudos histoldgicos do inicio deste século,
liderados principalmente por Ramén y Cajal, que mostraram um cérebro composto
de células, como o restante do organismo, mas que diferem deste pela imensa po-
tencialidade de intercomunicaca@o. Os mecanismos usados para esta comunicacao
comegaram a ser esclarecidos com os estudos eletrofisiolégicos realizados nas dé-
cadas de 50 e 60 no axdnio gigante de lula, principalmente por Hodgkin e Huxley
(1952), estabelecendo as bases para as Neurociéncias, que vem evoluindo numa
velocidade incrivel, talvez pela inerente complexidade ou pela importancia humana e
filoséfica que a compreensdo do cérebro representa.

Longas discussdes filosdficas sobre a relacdo mente-cérebro ou como prefe-
rem outros matéria-espirito parecem que finalmente podem receber um feixe de luz
de fora da filosofia, isto é, das ciéncias bioldgicas. Estas ja chegaram a uma razoa-
vel compreensédo dos componentes unitarios, isto €, neurdnios e células gliais, mas -
ainda tém uma enorme dificuldade de conceber as propriedades que emergem da
complexa interrelacao de bilhdes destes componentes.

O estudo das lesbes pode ser visto tanto como um instrumento de ciéncia
basica, isto é, para estudar a resposta das células a les&o, principalmente a plastici-
dade neuronal e glial, mas também como ciéncia aplicada, pois morte neuronal e
gliose ocorrem em varios estados patolégicos. A compreenséo e possivel regulacéo
dos mecanismos basicos envolvidos na lesdo pode significar importantes passos

para a descoberta de tratamentos para estas pat”d‘logias.

1. Neurdnios

Os neurdnios sdo as células responsaveis pela transmissao e integracédo dos
sinais elétricos, e o fazem com ajuda de processos, que sao divididos em dendritos
e axdnio(s). Normalmente os dendritos sdo receptores de sinais, ou seja, preferen-
cialmente pds-sinapticos, enquanto que o axdnio, que geralmente é um so, € libera-

dor de sinais, ou seja, pré-sinaptico.



1.1. Excitabilidade

Para transmitir sinais, os neurénios possuem uma grande quantidade de re-
ceptores, canais ibnicos e bombas de ions, (segdo 3.1) que fazem deles células
excitaveis. Os neurénios mantém um potencial de membrana, que em condi¢des
normais esta na faixa de -70mV, e que é conseguido através de gradientes iénicos
produzidos e mantidos por bombas de ions as custas do consumo de energia
(ALBERTS et al., 1994a).

Quando uma célula é excitada por neurotransmissores, estes se ligam a re-
ceptores que abrem canais idnicos permeaveis ao Na*,' que conseqiientemente
entra, impulsionado tanto pelo gradiente de concentracdo como pelo gradiente idni-
co. Com a entrada do Na*, a célula se despolariza, ou seja, torna o potencial menos
negativo. Se a despolariza¢do alcancar um limiar, que fica em torno de -50mV, ca-
nais de Na* dependentes de voltagem se abrem em um processo com retroalimen-
tacdo positiva, permitindo a entrada de mais Na* e conseqiientemente disparando o
potencial de acéo, que pode alcancar valores até +50mV (SCHMIDT et al., 1979).

A membrana plasmatica é entre 10 a 25 vezes mais permedvel ao potassio
(K" do que ao Na*. O gradiente de K* é devido ao equilibrio entre duas forgas -
opostas, o gradiente de concentragéo deste ion, que “empurra” o K* para fora e o
potencial de membrana, que “puxa” o K para dentro. Quando porém, uma destas
forcas é alterada, ou seja, sai do equilibrio, o K" aumentara a sua corrente através
da membrana, que é o que acontece quando a membrana é despolarizada, e a for-
¢a que mantinha o K" dentro diminui muito, fazendo com que este ion seja liberado
e com isso repolarize a membrana até préximo do valor original.

Para que todas as concentragbes ibnicas retornem ao valor inicial, &€ impres-

cindivel que os ions que atravessaram a membrana sejam retransportados, o que é

feito pela bomba Na'-K* -ATPase, que, como diz o0 nome, consome energia em for-

ma de ATP para executar tal tarefa (SCHMIDT et al., 1979).




1.2. Transmissao Sinaptica

A principal via de comunicacao entre os neurbnios sdo as sinapses. Uma
sinapse quimica é composta por um terminal pré-sinaptico capaz de liberar neuro-
transmissores e uma membrana pds-sinaptica, que pode responder a estes neuro-
transmissores, através de receptores presentes em sua superficie. A seguir cada

um destes itens sera rapidamente analisado:
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Figura 1. Componentes da transmisséo sinaptica. Segundo Lodge e Collingridge (1990).

Receptores: - Nomes:; .,
. "Kainate”: Receptor do tipo cainato “Glutamate”: glutamato

" L-AP4: Receptor do tipo L-AP4 “Glial cell”: célula glial
AMPA: Receptor do tipo AMPA “Phospholipases”: fosfolipases

. NMDA: Receptor do tipo NMDA “Ca’ store”: estoque de Ca*".
“Metabotropic” : metabotrapico “Intracellular free Ca®*“: Ca®" intracelular livre
IPsR - Receptor do tipo IP;. “Glial Cell” - Célula Glial

Abreviaturas:. . Sinais:
G: Proteina G Flexas: ativacdo (agonismo)
PLC: Fosfolipase C Flexas com duas barras: inibicdo (antagonismo)

DAG: Diaciiglicerol
PIP,: Fosfatidil inositol bisfosfato
IP3: Inositol-1,4,5-trifosfato

Simbolos:
AV, Diferenga de Potencial



O terminal sindptico normalmente se encontra repleto de vesiculas carrega-
das de neurotransmissor. Quando 6 estimulo nervoso chega ao terminal, despolari-
za-0 e conseqiientemente abre canais de Ca® dependentes de voltagem, sendo
este ion o principal responsavel pela sinalizacéo para a liberagéo do neurotransmis-
sor (Figura 1).

Na regido pés-sinaptica existe todo um aparato montado no intuito de
“interpretar” a mensagem em forma de neurotransmissor liberado pelo terminal si-
naptico. Os principais componentes séo os receptores, proteinas G, adenilato cicla-
se (AC), PLC, IP;, Ca*, 3,5-adenosina monofosfato ciclico (cAMP), quinases e fos-
fatases etc. (secéo 3, p. 9).

A heterogeneidade das sinapses é grande, dependendo principalmente do
neurotransmissor utilizado. Neste trabalho € importante analisar as sinapses excita-
torias, que despolarizam a regido pés-sinaptica principalmente através de um au-
mento na entrada de Na*, sendo o principal neurotransmissor o glutamato, e as si-
napses inibitérias, que hiperpolarizam a membrana, através do aumento da entrada

de CI', usando como principal neurotransmissor o acido y-amino butirico (GABA).

2. Células Gliais

As células gliais foram observadas pela primeira vez em 1846 por Virchow,
como uma substancia “macia, medular e de natureza fragil”, contrastando com o te-
cido fibroso dos neurénios, como se aquelas fossem a cola mantenedora déstes,
donde provém o nome neuroglia ("nerve-glue”). Até a década de 50, a neuroglia era
vista como um mero suporte estrutural, quando se observou que as células gliais
também forneciam suporte aos neurdnios, principaimente atuando éobre o metabo-
lismo dos neurotransmissores glutamato € GABA, sobre ions como o K* e sobre o
metabolismo energético, regulando a quantidade de glicose cerebral (KIMELBERG
& NORENBERG, 1989).

Somente na década de 70 as células gliais comecaram a ser vistas néo mais
apenas como suporte mecanico e metabdlico, mas também como um ator no siste-
-ma nervoso central (CNS). Crucial para esta mudanca de visdo foi a descoberta de
receptores B-adrenérgicos nos astrocitos, o que mostrou que estas células, apesar
de ndo serem excitaveis, podem responder as mudancas do meio extracelu-
lar(KIMELBERG & NORENBERG, 1989).

A Figura 2 mostra a estreita interrelagdo entre as células do CNS. Prestemos

atengdo nas diversas fungdes das células gliais que podem ser observadas nesta
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figura, como formacéo da mielina, participacdo na barreira hemato-encefélica e su-

porte estrutural.

Neturon and
neturites

Oiigodendrogiia

Endothelium

[] Astroghia
D Ependyma

Figura 2. Os principais componentes do CNS e suas interrelagfes.
Legenda: BV: vasos sanguineos; V. espaco ventricular; M: superficie da meninge. Segundo
Raine (1994) .

Mais da metade do volume e do numero de células do CNS é composta por
células de origem glial. E interessante observar que numa escala filogenética as-
cendente, existe um aumento na preponderancia de células gliais sobre neurbnios,
alcan¢ando o pico nos humanos, parecendo indicar a grande importancia destas
‘células, que se tornam absoluta e relativamente mais abundantes com o aumento
da complexidade do CNS (RAISMAN, 1991).

2.1. Classificagé@o

As células gliais sdo divididas segundo a sua origem ontogenética e segundo

o tamanho do pericério glial. A Tabela 1 mostra os tipos de células gliais.



Tabela 1: Tipos de Células Gliais

Tipo (origem*) Subtipo (& pericario/um) Subsubtipo
Macroglia (ecto) Astrécito (18-20) Protoplasmatico
Fibroso
Oligodendrécito (3-5) Interfascicular
] Satélites Perineurais
Microglia (meso) (2-3)

* Ecto ou mesodermal. Segundo Bradford (1985).

Os astrocitos séo os mais abundantes e os maiores representantes das célu-
las gliais. Na substancia cinzenta predominam os astrécitos protoplasmaticos, en-
quanto que os astrdcitos fibrosos ocorrem na substancia branca, sendo caracteriza-
dos pela grande quantidade de processos fibrosos e pela alta concentragao de pro-
teinas do filamento intermediério (IF), como a Proteina Glial Fibrilar Acida (GFAP).

Os oligodendrécitos sdo claramente distinguidos dos astrécitos por seu dia-
metro de pericério com preponderancia do nucleo em termos de volume celular. Na
substancia branca, os oligodendrécitos interfasciculares séo responsaveis pela for-
macédo da mielina no CNS. Na substancia cinzenta os oligodendrécitos sdo geral-
mente encontrados em associa¢gdo com o pericario neuronal.

As microglias sdo as menores células gliais conhecidas, medindo o seu peri-
cario entre 2 e 3 um, e apresentando uma morfologia muito variavel. Estas células -
sdo de origem mesodérmica. Quando se expde a microglia a estimulos capazes de
gerar inflamacgao, ou outros insultos, esta se transforma do estado passivo para uma
forma ativa na qual tem capacidade de fagocitose semelhante ao macréfago
(BRADFORD, 1985). |

2.2. Fungdes

O astrécito é o tipo de célula glial mais abundante e funcionalmente mais dis-
tinto do CNS, sendo conseqiientemente muitd estudado. Estas células possuem
iniUmeras funcdes, dentre as quais pode-se destacar:
=> tamponar os niveis de ions extracelulares como o K*, Na"* e lactato;
= captar neurotransmissores como glutamato e GABA,;
= participar do metabolismo do CO, e do ion aménio (NH,"),
= regular o pH extracelular,
=> captar e liberar compostos neurotréficos;
= estocar glicogénio, como reserva energética do cérebro;

= guiar os neurdnios em sua migracéo e os axonios no seu crescimento;



= participar da resposta imune do cérebro;

= formar tecido cicatrizante em resposta a perda neuronal;

= participar na formacéo da barreira hemato-encefalica, intermediando o transporte
de substancias entre o sangue e os neurdnios.

Dentre estas fungdes, algumas séo mais importantes na resposta astroglial &
excitotoxicidade, como o transporte de glutamato. Este neurotransmissor precisa ser
mantido em concentracdes baixas (1 a 3 pM) a fim de amplificar a relagdo
“sinal/ruido” nas transmissdes sindpticas e também para evitar a excitotoxicidade. O
glutamato captado pelas células gliais é transformado em glutamina, que tanto pode
ser liberada para a circulagao como pode difundir para os terminais nervosos, onde
pode ser retransformada em glutamato fechando o ciclo. Como a sintese de gluta-
mina a partir do glutamato requer amonia, este ciclo é essencial para a homeostase
da aménia (BRADFORD, 1985).

O tamponamento do espaco extracelular € de vital importancia, pois os
neurdnios s&o muito sensiveis a mudangas no pH. Este tamponamento é feito prin-
cipalmente através da regulacdo do metabolismo do CO,. O CO, produzido pelos
neurdnios difunde até os astrécitos onde é transformado em carbonato pela anidra-
se carbobnica, que pode ser eliminado através da troca por CI' nos vasos sanguineos
(LANDIS, 1994).

Como os astrécitos tamponam os niveis de ions extracelulares, eles nao
estao livres de alteracbes osméticas no seu interior. Em cultura foi observado que o
aumento da quantidade de K* extracelular induz o inchamento dos astrécitos, o qual
pode ser rapidamente revertido. Observou-se que esta reverséo esta associada a
mudancas no transporte de ions, um processo denominado diminuicdo regulatéria
de volume (RVD). Acredita-se que o aumento de concentragdo de ‘Ca2+ intracelular
([Ca*"}, ) seja o responsavel pelo aumento na condutancia do K* e do CI, com con-
seqliente saida destes ions, levando a um restabelecimento do equilibrio osmético.
Muito provavelmente este mecanismo envolve canais de K* e CI dependentes de
Ca**, embora o envolvimento de outros segundos mensageiros, como o cAMP nao
esteja excluido.

As conseqiiéncias fisiologicas do inchamento astroglial ainda s@o especulati-
vas. Ainda ndo esta claro se o inchamento tdo somente é uma conseqiiéncia da
grande concentragéo de ions e/ou glutamato no meio extracelular ou se é uma res-
posta astroglial fisiologicamente importante. Certos autores acreditam que o incha-

mento astroglial pode regular a concentracdo de neurotransmissores e substancias



neurotréficas, diminuindo o espago extracelular em areas restritas do CNS, alteran-
do o perfil de atividade neuronal destas areas (O'CONNOR & KIMELBERG, 1993).

2.3. Interrelagdo Glia-glia e Glia-neurénio

Parece Obvio que para desempenhar e orquestrar todas estas funcbes, os
astrocitos devem estar em comunicacgéo constante com os neurdnios e com o0s ou-
tros astrocitos. Para tal, os astrocitos expressam em sua superficie uma grande va-
riedade de receptores (GLOWINSKI et al., 1994) e canais i6nicos (SONTHEIMER,
1994), conectados a suas devidas respostas por mecanismos de transducéo de si-
nal semelhantes aos que ocorrem em outras células. Estudos em nosso laboratério
demonstraram a existéncia de receptores metabotrépicos em células gliais que po-
dem regular a fosforilagdo da GFAP (WOFCHUK & RODNIGHT, 1994).

Glutamato é o principal aminoacido excitatorio (AAE) do CNS e a resposta
celular ao glutamato € mediada por um grande numero de receptores (segdo 3, pg
9). Destes receptores, somente a localizagéo glial do receptor NMDA permanece
controversa (UCHIHORI & PUROQ, 1993). A despolarizagéo dos astrocitos? devido a
abertura dos canais de Na* e K é mediada por receptores do tipo AMPA e cainato
(KA), enquanto que o aumento de [Ca®] parece ser mediada pelos receptores KA
diretamente, sem o envolvimento de canais de Ca®* voltagem dependente ."
(GIBBONS et al., 1993).

O aumento da concentracdo de segundos mensageiros (Ca** ou IP3) num
astrécito pode exercer influéncia sobre outros astrocitos através da difusdo destes
componentes pelas jungées “gap” . Isto faz com que as alteragées de componentes
difusiveis em um astrécito sejam compartilhadas com inumeros outros astrocitos,
formando o sincicio astroglial, que desta forma pode coordenar suas fungdes.

Estas jungées s@o principaimente usadas para o tamponamento do K" e pelo
segundo mensageiro Ca®*. O K" liberado nos potenciais de agéo é captado pelos
astrocitos e para evitar um desequilibrio osmético localizado este K* difunde-se pe-
las jungées “gap” diluindo-se (HANSSON & RONNBACK, 1995). »

A difusdo de segundos mensageiros, principalmente o Ca®, é relativamente
lenta se comparada com a conducéo de estimulos nervosos pelos neurénios. Em

estudos com cultura observou-se que as ondas de Ca®* podem viajar a uma veloci-

2 As células gliais podem se despolarizar, mas ndo apresentam o potencial de ago, isto &,

ndo séo excitaveis.
® Gap do inglés significa lacuna, fenda, e usualmente ndo é traduzida no caso das “gap-

junctions”.
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dade de 7 a 27um/s, enquanto que as transmissdes nervosas se dao a uma veloci-
dade de 1 a 100 m/s. Por este motivo, esta forma de sinalizagdo ndo deve ter impor-
tancia fisiologica na transmissdo direta de impulsos rapidos, mas pode representar
um sistema de processamento de informacgdes extraneurais capaz de regular niveis
de excitabilidade e suprimento de energia em regides localizadas do CNS
(HANSSON & RONNBACK, 1995).

A importancia da difuséo através da junc¢des “gap” para a transducao de si-
nal se torna mais evidente quando se analisa a vasta regulagao efetuada sobre os
mesmos, entre as quais pode-se destacar: Despolarizacéo por K*, estimulacéo por
glutamato e aumento do cAMP interno (ativantes), a ativacdo da proteina quinase
dependente de Ca*" e fosfolipidio (PKC), diminuigdo no pH intracelular e aumento na
concentragéo de [Ca®}; (inibidores) (ENKVIST & MCCARTHY, 1994).

As ondas de Ca®* podem ser induzidas por atividade neuronal, como foi ob-
servado em um trabalho que usa um estimulo elétrico nos neurénios do Giro Dente-
ado (DG) para ativar ondas de Ca*" na area CA3 do hipocampo, distante 1,5 a 3mm
um do outro. Esta comunicacéo entre neurénios e astrécitos € muito provavelmente
mediado por glutamato (DANI et al., 1992). Outros neurotransmissores também
agem sobre os astrocitos, como por exemplo a norepinefrina, que pode alterar a
morfologia glial (SHAO & MCCARTHY, 1994). '

Astrécitos podem liberar glutamato por um mecanismo dependente do au-
mento da [Ca?];, podendo com isso exercer influéncias sobre os receptores de glu-
tamato presentes nos neurdnios, interferindo diretamente na neurotransmisséo. As
maiores evidéncias para esta intercomunicagao entre astrécitos e neurdnios provém
de estudos em cultura, podendo indicar um papel importante para os astrocitos na

comunicacgao entre os neurdnios também in vivo (PARPURA et al.,, 1994).

3. Transducgdao de Sinal

Organismos multicelulares sao os exemplos mais sofisticados do social. Sdo
varios bilhées de “individuos” coordenados no intento do bem social, ou seja, da
maxima eficiéncia e conseqliente sobrevivéncia do organismo como um todo. Esta
coordenacao opera em varios niveis, desde o organismo como um todo até cada
individuo (célula) em particular. Ao nivel do organismo a circulagéo sangiiinea e o
sistema nervoso sao o0s principais agentes de coordenacéo, levando aos individuos

as mais diversas informacoes sobre a situagdo do todo, que precisam ser interpre-



tadas de forma adequada. E desta interpretacéo celular das informagées coordena-
doras que trata a transdugéo de sinal.

Os socidlogos bem sabem o quanto é dificil compreender uma sociedade, e
ainda mais coordena-la ou guiad-la. Muito provavelmente a natureza também teve
muita dificuldade em coordenar individuos para o social. Aparentemente ha 3,5 bi-
lhdes de anos ja existiam organismos parecidos com as bactérias de hoje, mas so-
mente ha 1 bilhdo de anos pdde-se observar as primeiras evidéncias de vida multi-
celular. Ou seja, o tempo necessario para a evolugdo dos organismos multicelulares
(2,5 bilhdes) € em muito superior ao do aparecimento da vida unicelular (~1 bilhdo)
ou da evolugéo destes primeiros seres multicelulares até o homem (1 bilhdo). E ver-
dade que a evolugdo ndo € um processo continuo, mas esta grande diferen¢a pare-
ce ser o reflexo da dificuidade de coordenacéo social (ALBERTS et al., 1994b).

Esta secao esta dividida levando-se em conta a mais provavel seqgiiéncia
espacial e temporal da transducéo de sinal, qual seja, eventos de superficie celular,
produzindo segundos mensageiros, que por sua vez utilizam efetores para gerar os
efeitos desejados. E verdade que esta divisdo nao tem fronteiras bem definidas,
existindo em alguns casos terceiros e até quartos mensageiros. Na secdo 3.4 sera
discutido brevemente um assunto muito estudado atualmente, que é a transducao
de sinal até o nucleo, regulando a expressdo génica e que usa alguns mecanismos "
distintos e compartilha outros com a transducéo de sinal reguladora dos componen-
tes citosdlicos.

A discussao dos mecanismos de transducéo de sinal sera baseada no sis-
tema nervoso, que apresenta algumas peculiaridades no que tange a superficie ce-
lular, mas compartilha a grande maioria dos segundos mensageiros e dos efetores
com células de outros tecidos e com outros organismos, o que deixa claro a impor-
tancia evolucionista destes sistemas de transducdo de sinal.

T

3.1. Superficie Celular

A membrana plasmatica tem funcdes ambiguas, quais sejam, de proteger o
interior da célula contra agentes exteriores indesejados e ao mesmo tempo ser
“permeavel” a moléculas e mensagens que a beneficiam. Esta ambiguidade de fun-
¢cbes faz da membrana plasméatica uma estrutura muito rica e especializada. A bica-
mada lipidica junto com algumas estruturas citoesqueléticas sdo responsaveis pela
protecdo, ou isolamento fisico, enquanto que uma quantidade enorme de recepto-
res, sistemas de transporte e canais controlam a entrada e saida dos mais diversos
ions e moléculas (ALBERTS et. al., 1994b).
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3.1.1. Receptores Glutamatérgicos

O glutamato € o principal neurotransmissor no sistema nervoso central, po-
dendo ativar varios tipos diferentes de receptores glutamatérgicos, entre os quais
esta o receptor cainato, importante na analise do presente trabalho.

Receptores ionotropicos séo os que langam méao de alteragdes na permeabi-
lidade de certos ions para transmitir o sinal para o interior celular. Estes receptores
foram classificados segundo o agonista mais potente em NMDA, AMPA e Cainato.
Por outro lado, os receptores metabotrépicos estéo ligados ao mecanismo de trans-
dugéo de sinal através de proteina G e sdo divididos, baseado na clonagem dos ge-
nes, em mGIluR1 a mGIuR7 (WATSON & GIRDLESTONE, 1995).

3.1.1.1. NMDA (“N-Metil-D-Aspartato”)

O receptor do tipo NMDA, além do sitio para o agonista, possui um sitio regu-
latério para a glicina e é bloqueado pelo Mg**. Devido a este bloqueio, o receptor
NMDA somente é ativado quando a membrana alcanga um certo limiar de despola-
rizagéo, permitindo a entrada dos ions Na*, K* e, principalmente, Ca**. Este receptor

tem um papel fundamental na potenciacéo de longa duracgéo (LTP).

3.1.1.2. AMPA (“DL-a-Amino-3-hydroxy-5-Methylisoxazolepropionic Acid”)

Este receptor é permeavel ao Na* e ao K, sendo, juntamente com o recep- ‘
tor KA, o principal responsavel pela despolarizagdo do neurénio. Cainato em con-
centracdes na faixa de uM pode ativar o receptor AMPA de forma nao desensibiliza-
dora, levando a uma ativagdo permanente e consequientemente podendo ser um
ponto de atuacdo para a excitotoxicidade do cainato (HALL et al., 1994). Estes re-

ceptores foram clonados e sdo denominados GluR1 a GluR4.

3.1.1.3. Cainato

Receptores de cainato sdo bem distribuidos filogeneticamente, sendo detec-
tados em espécies que vao desde as bactérias até humanos. Portanto também sao
altamente diferenciados. Até o momento foram clonados 5 genes principais cujas
proteinas ligam KA, que séo: GluR1, GluR5, GluR6, GIuR7, KA1 e KA2, com uma
afinidade ao KA variando de 4 a 95 nM (HENLEY, 1994).

Os mRNAs para KA1 e 2 sdo bastante concentrados no hipocampo, princi-
palmente na area CA3, que € a mais sensivel a excitotoxicidade do KA. GIuR6 e
KA2 também estao presentes na area CA1 (HENLEY, 1994).

Fosforilacdo por PKC, proteina quinase dependente de Ca**/calmodulina do
tipo Il (CaMKll), PKG, e proteina quinase dependente de cAMP (PKA) podem regu-
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lar a atividade destes receptores, sendo que a fosforilacdo por PKA aumenta a am-
plitude do sinal produzido por glutamato (WANG et al., 1993).

3.1.1.4. Metabotropicos

Os receptores metabotrépicos sdo proteinas com 7 dominios transmembra-
na, ligados a proteina G. Estes receptores foram classificados baseados na clona-
gem do gene em mGIuR1 a mGIuR7, sendo que alguns agonistas ou antagonistas
tém atividade diferenciada, possibilitando o estudo das propriedades farmacologicas
destes receptores (WATSON & GIRDLESTONE, 1995).

3.1.2. Canais I6nicos

Os canais de Na’ s8o basicamente de dois tipos, os ativados por neuro-
transmissor, como visto acima, e os regulados pelo potencial. Ambos tém papéis
importantes na excitotoxicidade, pois permitem a entrada de Na* despolarizando a
célula, tanto em resposta ao neurotransmissor (em nosso trabalho, o agente excito-
téxico KA), como potencializando esta resposta com a abertura de mais canais de
Na* com a despolarizacéo (ALBERTS et al., 1994a).

Os canais de K' tém como principal funcdo permitir a saida do K* apés o
potencial de agdo para restabelecer o potencial de repouso. E interessante mencio-
nar o tipo de canal de K* denominado lgkca) Cuja probabilidade de estar aberto au- h’
menta com o aumento do {Ca®'}; e que funciona como prevencao contra a hiperexci-
tabilidade e excitotoxicidade. Além dos canais que respondem ao Ca®" existem tam-
bém canais dependentes de voltagem, acoplados a receptores, sensiveis a ATP, a
(Na'], e até sensivel ao volume celular, o que demonstra a importancia destes ca-
nais na resposta ao desequilibrio celular. (ALBERTS et al., 1995a).

A condutividade do CI" esta relacionado aos neurotransmissores inibitdrios
como o GABA,, que agem ativando canais de Cl produzindo desta forma uma hi-
perpolarizacao da célula (WATSON & GIRDLESTONE, 1995).

Sao conhecidos quatro tipos diferentes de canais de Ca®* dependentes de
voltagem (VSCC), diferenciados pela dindmica de resposta, pelo potencial que os
ativam, pela condutancia e provavelmente pela distribuicdo morfolégica (GHOSH &
GREENBERG, 1995). Acredita-se que tanto o canal do receptor NMDA como os
VSCC tenham um papel fundamental na morte neuronal mediada por Ca**.
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3.2. Segundos Mensageiros

3.2.1. Calcio

Este ion desempenha diversos papéis de fundamental importancia para a
célula, estando principalmente envolvido com a transducgéo de sinal. Além da entra-
da do Ca** extracelular, a [Ca®], pode ser alterada também através da sua liberacéo
dos estoques intracelulares, principalmente do reticulo endoplasmatico, por canais
que respondem ao inositol-1,4,5-trifosfato (1P3).

Os principais efetores do Ca®* sdo proteinas quinases como a CaMKll e a
PKC e proteinas fosfatases como a calcineurina. Grande parte da regulagéo do Ca*
¢é feita com ajuda de uma proteina denominada calmodulina, que, ao ligar-se ao

Ca*", pode regular outras proteinas.

3.2.2. Proteina G

As proteinas Gs sé&o proteinas de membrana que transmitem o sinal do re-
ceptor a certas enzimas comoc a AC, a PLC e certos tipos de canais idnicos
(ALBERTS et al., 1994b) e (Figura 1). Estas proteinas sao triméricas, sendo que a
subunidade o se liga aos efetores para regula-los, positiva ou negativamente, de-

pendendo do tipo de proteina o envolvida.

3.2.3. cAMP

O cAMP é produzido pela AC usando como substrato o ATP e degradado
pela cAMP-fosfodiesterase. Existem varias isoformas da AC, sendo a mais conheci-
da regulada por proteinas Gs, como visto acima. Recentemente foi descrito uma AC
ativada por Ca®, o que representa um ponto de ligacdo entre estes dois importantes

sistemas de transducéo de sinal (COOPER et al., 1995).

3.2.4. IP; e Lipidios

Inositol-1,4,5-trifosfato(IP;) é liberado da membrana, onde se encontra ligado
ao diacilglicerol, por intermedio da PLC. O IP; pode abrir canais de Ca* do reticulo
endoplasmatico, aumentando assim a [Ca®']. Por sua vez, o diacilglicerol também

pode funcionar como segundo mensageiro, tendo como principal efetor a PKC.

3.3. Efetores

Os segundos mensageiros causam os efeitos na célula das mais diversas

formas. O jon Ca®* pode regular o fluxo iénico pela membrana agindo diretamente
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sobre 0s canais ou regular as adesdes intercelulares através das caderinas
(ALBERTS et al., 1994d). Contudo, a grande maioria das funcdes dos segundos
mensageiros sdo realizadas por intermédio do sistema de fosforilagéo de proteinas,
que é composto pelo substrato a ser regulado, pela proteina quinase (PK) e pela
proteina fosfatase (PP).

Para que uma dada fosfoproteina seja regulada em resposta aos segundos
mensageiros, € necessario que as PKs e as PPs sejam sensiveis a estes mensagei-
ros. Como a atividade de uma determinada fosfoproteina esté relacionado com o
seu estado de fosforilagdo, o que importa é o equilibrio entre a atividade quinasica e

a fosfatasica. A seguir ser&o analisadas rapidamente as principais PKs e PPs.

3.3.1. Proteinas Quinases

Os tipos de quinases mais estudadas sédo: a PK dependente de cAMP
(PKA), a PK dependente de Ca* e calmodulina, especiaimente a multifuncional
(CaMKIl) e a PK dependente de Ca*'/fosfolipideo (fosfatidil serina) ou PK do tipo C
(PKC).

A PKA ¢ formada de quatro subunidades, sendo duas regulatérias e duas
cataliticas. Com a ligacdo do cAMP as subunidades regulatérias, estas se soltam
das subunidades cataliticas, que desta forma se tornam livres para catalisar a
transferéncia do grupo fosfato aos seus substratos. )

A PKC necessita da presenca dos dois reguladores para se ativar, isto &, o
Ca*" e a fosfatidil serina. Esta quinase é conhecida pela potencialidade de produzir
tumores em resposta a ativacéo por ésteres de forbol, provavelmente através da
ativacéo da cascata das MAP quinases e consedijénte ativacéo da transcricéo.

A CaMKIi é muito estudada devido a sua cinética de ativacdo um tanto pecu-
liar e por ser um dos principais componentes da densidade pds-sinaptica indicando
sua participacdo na plasticidade neuronal, particularmente na meméria (LISMAN,
1994). Como diz 0 nome, esta quinase é dependente do complexo Ca*'/calmodulina
para ser ativada. Mas, em concentrages altas destes ativadores, a CaMKI| pode se
autofosforilar, tornando-se independente de Ca**/caimodulina.

Além da regulacdo que o Ca®* pode efetuar sobre os niveis de cAMP (se¢éo
3.2.3, p. 13), também existe interrelacédo entre estes dois sistemas de transducéo de
sinal a nivel das quinases. A PKA pode fosforilar certos canais de Ca®', como por
exemplo o receptor de IP;, regulando-ihe a atividade. A CaMKIl por sua vez pode ter

a atividade regulada diretamente através da fosforilagéo pela PKA. (ALBERTS et al,,
1994b)
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Outro ponto importante para a interrelacdo dos diversos mecanismos de
transducdo de sinal s&o os substratos fosforilaveis, que normalmente podem ser
fosforilados por diversas quinases. A GFAP por exemplo, que pode ser fosforilada
por PKA, PKC, CaMKIl e cdc quinase. Além de cada fosforilagdo afetar o substrato
de forma diferente, a fosforilacdo em um sitio pode alterar a fosforilagdo em um ou-
tro sitio (WALLAS & GREENGARD, 1991).

3.3.2. Fosfatases

A dindmica e portanto o funcionamento do sistema de fosforilagdo esta na
sua reversibilidade. Assim sendo, as proteinas responsaveis pela desfosforilagdo,
ou seja, as fosfatases, séo tdo importantes quanto as quinases.

As proteinas fosfatases foram classificadas segundo a atividade de desfos-
forilacdo da fosforilase quinase e sua sensibilidade a inibidores endégenos, em PP1
e PP2.

Existe uma intima relagcéo entre a atividade das PPs e PKs, sendo estas re-
guladas por aquelas e vice-versa, ou sendo ambas reguladas pelos mesmos men-
sageiros, possibilitando a orquestragao das atividades destas duas enzimas e le-
vando a uma resposta fisioldgica adequada. (MUMBY & WALTER, 1993)

3.4. Regulacio Génica

A concentracdo intracelular da grande maioria dos componentes celulares
pode ser regulada tanto na degradacdo como na sintese. A regulagéo da sintese
protéica pode se efetuar em varios niveis, desde a transcricdo do RNA mensageiro
(mRNA) a partir do DNA, até a regulacéo da atividade ribossomal.

Um dos mecanismos mais estudados envolve receptores de tirosina quina-
se, uma cascata de proteinas quinases (MAPKs) e a fosforilagdo de proteinas liga-
doras ao DNA, como por exempio a proteina”iii:gadora ao elemento responsivo a
cAMP (CREB), e ao fator responsivo a soro (SRF) (SEGER & KREBS, 1995). Na
Figura 3 pode-se ver um resumo dos mecanismos de transducéo de sinal regulado-

res da expressdo génica a nivel de transcricéo.

15



GLU(NMDA]) Receptores de

V5CC ka-"“".ll fatores de crescimento

" CaZ+ Nivel
C \‘ we
\ Ras.GTP 1
F'KC\\‘ \,
LAC Raf 9
! PRATS 2\

cAMP Pp2a LS ME{( 3
Pﬁf MAPK 4

CaMKil '”‘”‘P" *;5 szn

CaMKIV
ECK1 SRF CREB 08 ——s

Figura 3. Mecanismos de transdugao de sinal que regulam a expresséo génica.

Legenda: VSCC - Canais de ca® dependentes de voltagem; GLU&NMDA) Receptor de giu-
tamato do tipo NMDA, |-AC:Adenilato Cliclase dependente de Ca“’; TyrK: Receptores com
atividade tirosina quinase; MAPK: Proteina quinase ativada por mltose PP2A: proteina fosfa-
tase do tipo 2A; Sos: “son-of-sevenless” , MP: Membrana Plasmatica, MN: Membrana Nuclear,
CREB: Proteina Ligadora ao Elemento Responsivo a cAMP.

PKA, PKC e CaMKII, quinases bem conhecidas pela sua atividade regulaté-
ria no citoplasma, também fazem parte dos mecanismos que regulam a expresséo,
tanto de forma independente, como é o caso da CaMKIl e da PKA através de CREB
(SRINIVASAN et al., 1994), como em conjunto com a cascata das MAPK, como é o
caso da PKC e da PKA, que provavelmente atuam sobre a Raf. Também é interes-
sante mencionar a CaMKIV, presente somente no nucleo e que parece ser impor-
tante para a regulacdo da expressdo génica em resposta ao Ca* (Figura 3)
(ENSLEN et al., 1994; GHOST & GREENBERG',&% 995).

Os fatores de crescimento s&o peptidios ou proteinas de baixo pesc molecu-
lar que induzem a dimeriza¢do nos receptores, que possuem atividade autocatalitica
para fosforilar residuos de tirosina, sendo esta catélise intermolecular. Desta forma a
dimerizacdo é o passo necessario para a ativacio destes receptores. Estes residu-
os de tirosina fosforilados sdo reconhecidos por proteinas que contém o dominio
SH2, como por exemplo a Grb2. Esta classe de proteinas, além do dominio SH2,
possuem dois dominios SH3, que permitem o reconhecimento e ligagdo de uma
proteina liberadora de nucleotidios de guanina (GNRP), denominada Sos, que por

ser uma GNRP ativa Ras (proteina G), que por sua vez ativa a fosforilacdo da Raf.
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Esta fosforila MEK, que fosforila MAPK, que por sua vez é translocada para o ndcleo
para fosforilar e ativar proteinas ligadoras a DNA como por exemplo a ELK. A trans-
ducao de sinal em cascata apresenta algumas caracteristicas importantes como o
grande potencial de amplificacéo e interregulacdo (SEGER & KREBS, 1995).

A complexidade e a heterogeneidade desta cascata é muito grande. Note-
mos a quantidade de regulagao vindo de fora dela, como por exemplo a PKC, PKA,
PP2A e as regulagées no nivel nuclear por fosfatases como a PP2A (HUNTER, T,
1995). Além disto, em varios niveis ja foram descobertos vias paralelas, como é o
caso das trés MAPK (ERK1, ERK2 e a JNK) (WHITMARSH et al., 1995).

4. Citoesqueleto

A condic¢éo social das células num organismo exige delas, ao mesmo tempo,
uma forma definida e uma plasticidade para se ajustar as necessidades. As células
eucaridticas possuem um sistema complexo de estruturas protéicas dindmicas res-
ponsaveis por diversas propriedades, tais como contracdo muscular, movimentacéo
em direcéo ao alimento (observado principalmente em unicelulares), mudancas de
conformacéo e moVimentac;éo no desenvolvimento do embrido, além das atribui-
¢6es intracelulares, como transporte de organelas e segregacéo dos Cromossomos -
na mitose.

Estas atividades sdo desenvolvidas por trés diferentes tipos de estruturas, a
saber: microtabulos (tubulina), actina (actina) e filamentos intermediarios (vimentina,
lamina e GFAP). Destacamos que principalmente actina e tubulina sdo altamente
conservadas nos eucariotos, e ausentes nos procariotos, indicando a grande impor-

tancia destas proteinas no passo evolutivo entre pro e eucariotos (ALBERTS et al,,

1994c)

4.1. Microtibulos

Microtubulos sdo estruturas formadas por moléculas de tubulina. A tubulina
se polimeriza em forma de um tubo com didmetro de 25nm, sendo que cada voita
deste tubo é formado por 13 a/f heterodimeros de tubulina posicionados de tal for-
ma que a estrutura apresente uma polaridade.

Muitas proteinas se ligam aos microtubulos para as mais diversas funcoes,
entre as quais podemos citar as proteinas associadas ao microtibulo (MAPs) que

estabilizam e sao responsaveis por ligar os microtibulos a outros componentes celu-
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lares; a Tau especifica de neurénio e essencial para a formagédo dos axdnios; e os
“motores” dineina e cinesina, que s&o particularmente importantes no transporte
axonal (ALBERTS et al., 1994c)

4.2. Actina

Actina se polimeriza em um filamento de 8nm de espessura, como dois poli-
meros enrolados um no outro. Os filamentos de actina sdo mais finos e flexiveis do
que os microtlbulos, ocorrendo geralmente em feixes, pois isoladamente sdo fra-
geis.

Os filamentos de actina podem apresentar as mais variadas estruturas, des-
de uma rede tridimensional até extensdes fixas e relativamente permanentes, muitas
vezes coexistindo numa mesma célula. Proteinas ligadoras de actina podem alterar
a extensao, a estabilidade, bem como o niumero e a geometria das ligagdes entre os
filamentos de actina e com outros componentes celulares. Filamentos de actina séo
os principais componentes do cértex celular que fornece as células a forga mecéanica
necessaria para varias atividades, tais como movimentos da superficie celular, fa-

gocitose, citocinese e locomocéo (ALBERTS et al., 1994c)

4.3. Filamentos intermediarios

Os filamentos intermediarios (IFs) compreendem um grupo de filamentos que
tém estrutura semelhante e espessura de 8 a 10 nm, sendo o nome devido a es-
pessura estar entre os filamentos de actina e os de miosina nas células de muscu-
los. Na maioria das células, uma extensa rede de IFs envolve o nlcleo e se estende
até a periferia, aonde se liga a membrana plasmética. IFs s&o particularmente con-
centrados em células submetidas a estresse mecanico, como as epiteliais e as
musculares (ALBERTS et al.,, 1994c¢).

No inicio da década de 80, varias observagdes indicavam os microtibulos e
os filamentos de actina como sendo os principais responsaveis pelos diversos mo-
vimentos de uma célula, ou seja, pela sua dinamica, enquanto'que os IFs, eram
considerados como o componente estatico do citoesqueleto.

As proteinas formadoras de IFs sdo fibrosas, ao contrario da actina e da tu-

bulina, que séo proteinas globulares, possuem estruturas muito semelhantes, sendo

constituidas por uma cabega N- terminal, uma cauda C-terminal e um bastédo central

(Figura 4). Esta parte central contém regiées em o-hélice com uma regido chgmafa

7

-



“heptad” que se repete varias vezes. Esta regido constituida por sete aminoacidos é

responsavel pela formacéo de dimeros hélice-sobre-hélice (“coiled coil”) entre duas

helices paralelas. A formacéo dos IFs inicia quando dois mondémeros se juntam na

forma de hélice-sobre-hélice na regido do bastéo central, permanecendo a cabecga e

a cauda em forma de proteinas globulares, que séo responsaveis pela regulacdo da

polimerizacéo. Estes dimeros se juntam dois a dois para formar um microfilamento.

Um numero indeterminado de microfilamentos se junta para formar um IF
(ALBERTS et al., 1994c) (Figura 4).
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Figura 4. Polimerizagéo dos filamentos intermediarios. Modificado de Alberts et al. (1994c).
Os IFs sé&o divididos em cinco tipos diferentes (Tabela 2).

- Tabela 2. Tipos de filamentos intermediarios.

- Tipo de IF (Tipo*) Polipeptideo Mr/ kD | Localizagdo Celular
‘Lamina Nuclear (V) LaminaA BeC 65-75 | Lamina nuclear - eucariotos
Vimentina (Hn Vimentina 54 Cel. de origem mesenquimal
' {m Desmina 53 Musculo
~{Hn 1 GFAP 50 Cel. gliais - astrécitas
(i Periferin 66 Neurdnios
Queratina ) Tipo | (acida) 40-70 Cel. epiteliais e derivadas
(i Tipo H (neutral/basica) 40-70
Neurofilamentos (V) NF-(L, M e H) 60-130 | Neurdnios

* segundo Steiner & Roop (1988).
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Devido a grande importancia da forma celular nos neurdnios, nestes aparece
uma familia especifica de IFs denominados neurofilamentos sendo muito importan-

tes na formacéo do axénio.

4.3.1. Vimentina

Vimentina esta presente em uma grande variedade de células, principalmen-
te nas de origem mesodérmica, como fibroblastos, células endoteliais, glébulos
brancos, além de ser expressa transitoriamente durante o desenvolvimento, como
acontece nos astrocitos.

A dindmica e a regulacdo da vimentina foram muito bem estudadas, pois ela
desempenha um papel importante na mitose. Foi observado que na mitose os fila-
mentos de vimentina se despolimerizam, formando agregados citoplasmaticos de
protofitamentos, fato acompanhado pelo aumento da incorporagdo de fosfato nesta
proteina. A quinase que fosforila a vimentina na indugao da mitose é a p34¢d2, que
€ uma das quinases do “M-phase promoting factor” responsavel pela entrada da
célula na mitose e tendo como substrato, além da vimentina, histonas H1, laminula
nuclear e varias proteinas nucleares. Neste caso a vimentina é fosforilada na Ser-
55, que faz parte da cabe¢a N-terminal, que parece ser responsavel pela dinamica
de polimerizagéo em todos os IFs do tipo Il (CHOU et al., 1991).

PKA e PKC fosforilam a vimentina em sitios diferentes dos da p34°*2, mas
localizados na parte N-terminal. Esta fosforilacdo provavelmente ndo esta envolvida
na mitose e sim na organizacdo dos IFs durante o crescimento e diferenciagao celu-
lar (CHOU et al., 1991).

4.3.2. GFAP
A Proteina Fibrilar Glial Acida (em inglés, “Glial Fibrillary Acidic Protein” -
GFAP) é uma proteina tipica de IF, possuindo as regites caracteristicas deste grupo

de proteinas e apresentando uma homologia consideravel (Tabela 3).

Tabela 3. Homologia entre diferentes proteinas formadoras de IFs e entre proteinas forma-
doras de IFs de espécies diferentes.

Homologia em % N-terminal (Cabeca) Parte Central (bastéo) C-terminal (cauda)
h{GFAPxVimentina) 31 66 56
hGFAPxpGFAP 83 >90 99

h - de humano, p - de porco Segundo Reeves et al. (1989).

Descrita pela primeira vez como uma proteina acida presente em filamentos

gliais por Eng et al. (1971), a GFAP mostrou-se de dificil caracterizagdo, principal-
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mente pela sua insolubilidade em agua, sua forte tendéncia a formacéo de agrega-
dos, e a sua extrema suceptibilidade a protedlise. Uma vez descoberta a localizagéo
glial da GFAP, iniciaram os estudos relacionando esta proteina com a resposta do
tecido cerebral & injuria, isto €, a gliose.

A seguir veremos os dois principais pontos de regulacdo da atividade da

GFAP, isto é, a sua fosforilacdo e a sua expressao.

4.3.2.1. Regulagio da Polimerizagéo.

Como visto acima, as regidées C e N-terminais s&o importantes na regulagdo
da polimerizacéo dos IFs, o que geralmente é feito através da fosforilacdo. A Tabela
4 mostra os sitios de fosforilac&o in vitro com as respectivas quinases responsaveis

pela fosforilagéo.

Tabela 4: Sitios de fosforilag8o in vitro da GFAP de rato e as respectivas quinases envol-
vidas.

Sitios Thr-7 Ser-8 Ser-13 | Ser-17 | Ser-34 | Ser-389
Quinases | CaMKIil X X X X
PKC X X X
PKA X X X X
cdc2K X

Segundo Tsujimura et al. (1994b)

Os primeiros cinco sitios estéo localizados na cabega N-terminal, enquanto que.
o sitio Ser-389 estd localizado na extremidade C-terminal (TSUJIMURA et al,
1994b). Estudos usando clivagem proteolitica dos residuos da cabega mostraram
que esta parte da molécula é fundamental para a sua polimerizacdo. Fosforilagdo
em um dos sitios (Ser-13 por PKA) ja é suficiente para induzir a despolimerizacéo da
GFAP (NAKAMURA et al., 1992). ’

A Tabela 4 mostra os sitios fosforilaveis in vitro, isto &, com o substrato e as
quinases puras, in vivo o processo € menos conhecido, parecendo que a principal
quinase que fosforila a GFAP & a CaMKIl (LEAL, 1995).

Foi demonstrado que a fosforilacdo dos IFs tem uma importancia muito grande
na mitose, sendo que anticorpos especificos para GFAP fosforilada nos residuos
Ser-8 e na Ser-34 marcam somente astrocitos em processo de mitose (MATSUOKA
et al., 1992).

A polimerizagao GFAP pode ser regulada também de outras maneiras, como
por exemplo pela S100, uma proteina ligadora de Ca®* que inibe a polimerizagéo da

GFAP em resposta ao aumento do [Ca®"], (BIANCHI et al., 1994).
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4.3.2.2. Regulagao da Expresséo

A regulagdo da expressédo do gene da GFAP tem uma importancia funda-
mental na fungéo dos astrécitos, tanto durante o desenvolvimento, no quél sua ex-
pressdo esta envolvida na diferenciagdo dos astrécitos, como na resposta a injuria,
quando o aumento da GFAP parece estar envolvido na resposta glial do tecido inju-
riado.

O gene da GFAP possui varios candidatos para a regulagdo da transcrico,
como por exemplo os sitios para AP1 (Fos e Jun) (MASSOD et al., 1993), bem
como para outras proteinas reguladoras tais como CREB e TRE. (LAPING et al,,
1994). A presenca destas seqliéncias na parte regulatéria do gene da GFAP abre a
possibilidade de regulacdo da transcricdo mediada pelos principais sistemas de
transducédo de sinal como a PKA e a PKC (Zagardo et al.,, 1978; Segevia et al,,
1994) (Figura 3, p. 16).

5. Lesées e gliose

A resposta adequada as lesdes é um fator importantissimo para a sobrevi-
véncia dos seres vivos. Assim, ao longo da evolugio, vingaram mecanismos muito -
complexos e eficientes visando recompor o tecido ou érgao afetado. No CNS exis-
tem agravantes, pois a sua funcdo somente se justifica na complexidade de cone-
x0es estabelecidas entre os neurbnios, ndo bastando restabelecer a forma macros-
cépica, mas principalmente a microscdpica, que se estabeleceu através de inime-
ras etapas sequienciais na ontogenia e portanto de dificil recuperagao.

O estudo das lesées no CNS possui uma enorme importancia clinica, pois
em varias doencas existe morte neuronal e conseqtiente reacao glial, como:

e Doencas degenerativas, como o mal de Alzheimer;
o Doencas neoplasicas e metabdlicas que afetam o CNS;
¢ Desmielinizacdo do cérebro na esclerose multipla, e
e Certos tipos de epilepsia.
Neste capitulo sera dado énfase a excitotoxicidade produzida pelo KA, e de-

pois veremos a resposta dos neurdnios e dos astrécitos a estes danos.

22



51. KA

Assim como a grande maioria dos produtos biologicamente ativos, o acido
cainico (KA) também foi isolado seguindo os passos da sabedoria popular. Curan-
deiros japoneses usam (ou quem sabe usavam) um extrato de alga marinha deno-
minada “Kaininso” (fantasma do mar) como anti-helmitico. A molécula ativa foi isola-
da em 1953 e a estrutura determinada através de raio-X em 1958 (NITTA et al,,
1958).

Podemos observar que
o KA é um analogo rigido do /“

glutamato, no qual o Cj estd | . ‘_*\

ligado ao N por um anel de [ CO0" 00~
cinco membros (anel pirrolidi- N+>\ ) +

na) (Figura 5). O grupo isopro- H, Coo FLN Coo”
panil tem uma fungcdo muito KA GLU

importante na ligacédo do KA

ao receptor, pois se este grupo

Figura 5. Estrutura do KA, comparada com o Glutamato.

for hidrogenado a isopropenil
(4cido dihidrocainico), a atividade excitatéria sera em até 200 vezes menor
(JOHNSON et al., 1974). Outra observagao interessante é referente a importancia
da estereoespecificidade do grupo isoproprenil. No KA este grupo esta na configura-
¢do R, enquanto no acido alocainico, que tem muito menos atividade anti-helmitica,
o0 grupo isoprenil se encontra na configuragédo S.

O KA é muito usado como agente excitotdxico, principaimente pela sua alta
afinidade, destruicdo preferencial de certos tipos de células e também pela destrui-
cdo especifica dos corpos celulares, poupando as fibras que passam pela regido
afetada (MCGREER et al., 1978). No entanto, estudos mais recentes mostram que
as fibras também podem ser destruidas por KA (BEN-ARI, 1985).

Quanto ao mecanismo de acdo do KA, ainda existe uma certa controvérsia,
principalmente quanto a localizagao sinaptica destes receptores. Esta bem demons-
trado que o KA aumenta a liberacdo de glutamato e aspartato tanto in vivo quanto in
vitro (YOUNG et al., 1988) em sinaptossomos através da despolarizagdo e aumento
da [Ca®']. Além disto o KA também pode inibir a recaptacéo de glutamato e asparta-
to em sinaptossomos, indicando uma localizagéo pré-sinaptica (PASTUDZKO et al.,
1984).
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O mecanismo de neurotoxicidade do KA pode envolver outros receptores,
além dos receptores KA. Hall et al. (1994) observaram que o receptor AMPA tem
uma afinidade ao cainato na faixa de micromolar, que € muito menor do qué a afini-
dade do KA pelos receptores do tipo KA, que esta abaixo de 100nM, mas que pode
ser responsavel pela agdo excitotéxica do KA visto que é necessario uma concen-
tracdo entre 100 e 500 uM para se conseguir atingir metade da maxima resposta
fisiolégica nos neurdnios hipocampais. Estes dados indicam um possivel mecanis-
mo envolvendo receptores AMPA na excitotoxicidade induzida por KA incluindo
desta forma também a poés-sinapse.

O KA tem uma certa seletividade sobre os neurbnios do hipocampo. Estudos
usando violeta de cresil para avaliar a morte neuronal indicaram a seguinte relagdo
de sensibilidade ao KA no hipocampo: células piramidais do CA3 > CA1 > CA2 >
girus denteado (NADLER et al., 1978).

5.2. Isquemia

Embora este trabalho basicamente tenha usado KA como produtor de lesao,
¢ interessante que seja citado a isquemia também como um modelo de leséo, pois
existem muitos pontos em comum nestes dois modelos. A interrupgdo do fluxo san- -
guineo leva a uma diminuic&o brusca de O, interrompendo a fosforilagdo oxidativa.
Nestas condigbes, a unica fonte de ATP passa a ser a glicélise anaerdbica usando a
glicose estocada em forma de glicogénio nas células gliais, que devido ao baixo
aproveitamento ndo consegue suprir o tecido cerebral de forma adequada. Conse-
glientemente, a isquemia produz acidose, que tem como principal causa o actumulo
do lactato, o aumento na concentragdo de CO,, a produgéo de H' pela hidrélise de
ATP e a diminuigdo do consumo de H' pelas mitocndrias na fosforilacéo oxidativa.
O pH pode decrescer de 7,4 até em torno de 6,0/?;A acidose pode afetar as fungoes
celulares de varias formas, entre as quais estao a inibicdo da recaptacao de neuro-
transmissores, o aumento da formagéo de radicais livres e a degradagao acida do
NAD. (FAROOQUI, et al., 1994)

Em aproximadamente 4 minutos, o ATP é depletado, mesmo considerando
outras fontes, como fosfocreatina e a adenilato quinase, que podem transformar du-
as moléculas de ADP em uma de ATP. Com a depletacdo de ATP, a membrana néo
consegue mais se repolarizar, pois a Na'-K*-ATPase para de funcionar, tornando o
neurdnio hiperativo, o que significa uma grande liberagéo de glutamato, que néo

pode ser recaptado pelos neurdnios, porque o transporte é dependente do gradiente
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de Na'. As células gliais também tém a captagdo de glutamato afetada devido prin-
cipalmente ao inchamento causado pelo aumento na captagdo de K*. Além destes,
a lise celular também pode levar a um aumento extracelular de glutamato, que desta
forma produz os efeitos excitotoxicos, e que se vem se somar com os problemas
metabdlicos que os neurdnios ja apresentam (FAROOQUI et al., 1994).

Como no caso do KA, a isquemia também tem um certa seletividade hipo-
campal, sendo que as células piramidais da drea CA1 sdo as mais sensiveis, segui-
das pelas células da area CA3 (ORDY et al., 1993).

Embora na lesdo induzida por KA néo tenha como causa a quebra do meta-
bolismo energético, esta pode ser comparada com a isquemia, pois ambas tém em
comum a excitotoxicidade, naquela induzida por KA e glutamato e nesta somente

por glutamato.

5.3. Morte Neuronal

O carater excitavel dos neurbnios faz com que estas células possuam uma
sensibilidade bastante elevada as alteragées do meio externo, principalmente quan-
do estas alteragbes envolvem os ions K* e Na*, ou moléculas capazes de alterar a
condutancia destes ions, como por exemplo 0s neurotransmissores.

Estudos que avaliaram a variacéo da densidade sinaptica apds a injecéo de
KA mostraram a grande perda neuronal e a incrivel recuperacdo da densidade si-
naptica com a sinaptogénese reativa. De 1 a 7 dias apés a injecéo (D.A.l) a densi-
dade sinaptica diminuiu de 35 (em sinapses por 100um?) para apenas 6, sendo que
55 dias apods, a densidade ja havia retornado ao seu valor inicial (NADLER et al,,

1978).

5.3.1. Mecanismos

O desequilibrio osmético proveniente das alteragbes na condutancia de K e
Na® parecia ser uma explicagdo convincente sobre a morte neuronal. Observagdes
mais detalhadas porém mostraram que a causa da morte é mais complexa e muitas
vezes até regulada por programas internos da célula, o que € mais conhecido como
apoptose.

Baseado em estudos em cultura, na qual se alterava a concentragéo idnica
do meio, se péde concluir que a excitotoxicidade € mediada por dois mecanismos

distintos: um componente claramente osmatico, isto é dependente de Na* e CI' e
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independente de Ca®"; outro componente dependente de Ca®', mais retardado e
provavelmente envolvendo a morte celular programada (DESSI et al., 1994).

A célula possui mecanismos de morte celular auto-induzida, que s&o ativa-
dos quando esta célula néo recebe do meio na qual estéa inserida os sinais necessa-
rios para a sua sobrevivéncia, principalmente fatores de crescimento. Com o pro-
gresso das pesquisas nesta area, esta emergindo uma intrincada rede de comuni-
cacao responsavel pelo controle da apoptose, desde o nivel de transdugéo de sinal
até a alteracao da expresséo génica (STELLER, 1995).

A apoptose tem uma importancia muito grande na ontogenia do CNS, na
qual um percentual dos neurénios morre para que 0s circuitos possam ser restabe-
lecidos. Recentemente no entanto tem surgido fortes evidéncias para o envolvimen-
to da apoptose nas diferentes formas de excitotoxicidade induzida por glutamato
(MITCHELL et al., 1994), KA (POLLARD et al., 1994) ou isquemia (HERON et al.,
1993).

5.3.2. Receptores

Como visto na secdo 3.1.1, existem varios tipos de receptores glutamatérgi-
cos, tendo estes papéis diferentes na morte neuronal.

Os receptores do tipo NMDA, provavelmente pela sua alta condutancia ao -
Ca*" parecem ser os principais responséaveis pela morte neuronal (ROTHMAN &
OLNEY, 1995), sendo que o bloqueio especifico destes receptores previne a entra-
da de Ca*" e conseqiientemente a excitotoxicidade (LEl et al., 1992). Um pouco
contraditdrio a estes estudos é a observacdo de que o Ca?* pode entrar diretamente
pelos receptores de cainato, podendo ser este um dos principais responsaveis pela
alta excitotoxicidade do KA (GIBBONS et al., 1993).

Por outro lado, agonistas de receptores do tipo metabotrépicos inibem a to-
xicidade induzida por AAEs (KOH et al., 1991; PIZZI et al., 1993). Ainda néo esta
totalmente claro através de qual sistema de segundo mensageiro é desempenhada
esta protecdo, mas parece que receptores tipo mGluRs ligados de forma negativa a
adenilato ciclase possuem uma funcgao importante (AMBROSINI etal, 1995).

Estes receptores podem sofrer alteracdes mediante excitotoxicidade. Estu-
dos com cainato mostraram um aumento na resposta dos receptores metabotrépi-

cos ligados ao IP3, possivelmente como uma resposta a toxicidade (MAYAT et al,,

1994).
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5.4. Reagdo Glial

Talvez devido a complexa interrelagio entre os neurdnios, ja que estas célu-
las ndo mais se dividem uma vez diferenciadas, € que as células gliais desempe-
nham inimeras atividades no intuito de restabelecer o tecido apds a injaria, entre as
quais podemos destacar (entre parénteses os tipos de células mais envolvidas: mg -
microglia, ol - oligodendrécito, as - astrécito) (STREIT & COLTON, 1995; LANDIS,
1994):
= degradar o tecido morto (mg);
= liberar citocinas e fatores de crescimento que regulam a inflamacéo como IL1 e

TNF (mg);
= monitorar e controlar o conteido molecular e idnico do espacgo extracelular (as);
= ocupar o local deixado pelos corpos celulares de neurénios mortos (as);
=> reenvolver axénios e formar novamente as partes da barreira hemato-encefalica

destruida (ol).

5.4.1. Beneficios e Maleficios da Astrogliose

Como foi visto acima, a sinaptogénese reativa € de fundamental importancia
no restabelecimento das conexdes ora existentes. O envolvimento da gliose reativa
neste processo ainda é bastante discutido. Sabe-se que durante o desenvolvimento,
os astrocitos sdo um excelente substrato para a migracéo neuronal e a guia axonal
(SHAO & MCCARTHY, 1994). Algumas evidéncias apontam para os astrécitos
como sendo os responsdveis pela guia axonal também na sinaptogénese reativa.
Por outro lado, foi observado que cicatrizes gliais (“glial scars”) ndo sao permissiveis
para o crescimento axonal, o que muito provavelmente € devido aos oligodendréci-
tos e as microglias presentes nestas cicatrizes (HATTEN et al., 1991).

Outros autores acreditam que gliose reaﬁ'\;a inibe a sinaptogénese reativa e
que conseqlientemente a sua inibicdo seria benéfica (GIULIAN, 1993). Em resumo,
parece que além das funcbes essenciais na recuperacéo do tecido cerebral lesiona-
do, a gliose reativa possui conseqiiéncias negativas principalmente no que tange ao

restabelecimento dos circuitos neuronais.

5.4.2. Hipertrofia ou Hiperplasia dos Astrécitos

Um niimero crescente de estudos vem indicando para uma preponderancia
da hipertrofia sobre a hiperplasia. Norton et al. (1992) refere a existéncia de prolife-

racdo somente em areas proximas ao trauma enquanto que em locais mais distan-
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tes somente ha hipertrofia. Da mesma forma, Cunha et al. (1993) observaram so-
mente alteragbes nos tamanhos dos astrocitos em cérebros humanos com gliose,

néao encontrando proliferacéo.

5.4.3. Diferenciagao

Para desempenhar as funcdes que lhes cabe na gliose reativa, os astrécitos
se tornam ativados, exibindo vérias transformacées morfolégicas e bioquimicas, a
saber : (ENG, 1988; 1985)
¢ Aumento do didmetro nuclear;

o Hipertrofia do corpo celular;

* Aumento do nimero e hipertrofia dos processos;

¢+ Aumento da atividade das enzimas oxi-redutoras;

* Aumento da sintese de GFAP, vimentina, glutamina sintetase e glicogénio.

No intuito de descobrir o papel da GFAP neste processo de ativagdo foram
feitos varios estudos usando o antisense da GFAP para inibir a sua sintese. Em
uma linhagem de células astrocitica transfectada com o antisense da GFAP,
Weinstein et al. (1991) demonstraram que estes astrécitos em cultura séo inaptos a
formarem processos em resposta a adicdo de neurdnios, ao contrario dos astrocitos
normais. ‘

Ghirnikar et al. (1994), usando retrovirus que expressa o antisense da GFAP
em cultura de astrécitos injuriados mecanicamente demonstrou uma diminuicdo na
hipertrofia dos corpos celulares e dos processos mostrando que a GFAP é importan-
te ndo somente para a formagéo dos processos mas também para a sua manuten-
¢éo.

E importante mencionar que a presenca de GFAP é necessaria mas néo su-
ficiente para a formacédo de processos pois astrég;itos em cultura de baixa densida-
de, mesmo tendo niveis significantes de GFAP";'héo estendem processos, s6 o fa-
zendo quando induzidos por algum estimulo, como por exemplo a presen¢a de
neurénios. Isto indica que s&o necessarios modificagbes pds-traducionais para a
formacao de processos (WEINSTEIN et al., 1991). Levando em conta que a polime-
rizacéo da GFAP é regulada por fosforilagdo, além da imensa rede de transduc¢éo de
sinal que regula este processo, é tentador supor que a fosforilacédo da GFAP tem
alguma importancia na formagéo de processos e conseqiiente resposta astroglioti-

ca.
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5.4.4. Expressédo da GFAP

Astrécitos em culturas de baixa densidade se apresentam na forma poligo-
nal, contendo grande quantidade de actina em relacdo a filamentos intermediarios,
enquanto que astrécitos em culturas com alta densidade de células, a forma é este-
lar, com muitos processos citoplasmaticos (“branching cytoplasmic processes”),
possuindo desta forma uma concentragdo maior de filamentos intermediarios do que
actina. O aumento da quantidade de GFAP foi acompanhada da transformagéo
morfolégica de poligonal para estelar.

Fatores que alteram a forma dos astrocitos de poligonal para estelar:

e CAMP ou forscolina (ativador da AC);

o Fatores de crescimento como o fator de crescimento basico de fibroblasto
(bFGF).

¢ Agonistas beta adrenérgicos como o isoproterenol;

¢ Ativadores de PKC como o éster de forbol.

Fatores de crescimento e hormdnios podem regular a expresséao de GFAP in
vitro, como por exemplo hidrocortisona, putrescina, prostaglandina F-2 alfa e fator de
crescimento pituitario (LAPING, et al., 1994).

Certas proteinas astrociticas tém sua express@o aumentada (“upregulatibn”) ,
em resposta a injdria. E o caso da glutamina sintetase, uma proteina exclusivamen- -
te glial e que usa o glutamato para produzir a glutamina, e desta forma regula a con-
centracéo deste neurotransmissor bem como da aménia (PETITO et al., 1992).

Sitios de transporte de amino acidos também aumentam em resposta a le-
sao isquémica. Foi observado um aumento inicial em questdo de alguns minutos,
provavelmente devido a regulacdo destes transportadores através da fosforilacdo
por PKC, e um aumento subsegqliente observado depois de dois dias, provavelmen-
te devido a gliose, ou seja um aumento de sijtios para transporte nos astrécitos
(ANDERSON et al., 1993).

Como foi visto, existem varias tentativas de explicagdo dos mecanismos de
morte neuronal e a conseqliente reacao glial. Quanto a esta, varios fatores capazes
de alterar a morfologia glial e/ou a expresséo de certas proteinas ja foram descritos,
e portanto, podendo ser um ponto de regulagéo sobre o qual se possa trabalhar no

intuito de controlar a gliose em patologias.
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Obetivos

= Estudar as alteragdes na fosforilagc&o e no imunocontetdo da proteina marcadora
de astrécito, GFAP, apds a inducdo de gliose usando injecdo KA em area CA1 de
hipocampo de ratos adultos;

= Observar a alteracao em resposta a gliose de outras fosfoproteinas detectadas
pela metodologia utilizada;

= Comparar o padréo de fosforilagdo observado em lesées com KA, com outro
modelo de lesdo, como a isquemia.

=> Caracterizar alteracbes no padrao geral de fosfoproteinas em hipocampo de ra-

tos em resposta a leséo.




Hatenial e etodos

1. Materiais

[32P]Na;HPO, foi comprado da CNEN, Sao Paulo. Acrilamida, bis-acrilamida,

acido cainico, SDS, B-mercaptoetanol, nonidet P-40, TEMED, EGTA, PDBu, Anti-
GFAP policlonal, foram obtidas da Sigma. “Anti-Rabbit” 1Gg biotinilada, Peroxidase
conjugada com streptavidina e reagentes para a deteccdo do luminol foram obtidos

da Amersham. Demais reagentes utilizados qualidade P.A.

2. Cirurgia

Ratos Wistar machos provenientes do biotério da UFRGS, pesando entre
270 e 320 g foram usados. As injegOes estereotaxicas foram feitas sob as seguintes
coordenadas: LL: + 0,30, RC: -0,43cm a partir da bregma e DV: -0,26 cm a partir da
dura-matter determinadas segundo o atlas estereotaxico (PAXINOS & WATSON, :
1986) como visto na linha pontilhada na Figura 6. As adequac¢des das coordenadas
foram comprovadas com inje¢do de azul de bromofenol. Os ratos foram anestesia-
dos com tiopental sddico via intraperitonial e injetados com 0,2 ul de uma solugcéo de
KA 5 mM dissolvido em uma solugéao de NaCl 0,9%, pH ~ 7 no lado esquerdo
(tratado - T) e como controle (C) foi injetado 0,2 ul de uma soluc&o de NaCl 0,9%,
pH ~ 7 no lado direito. Este volume foi injetado de forma constante durante 10 minu-
tos. .

A quantidade final de KA foi 1nmol. Esta quantidade foi determinada baseado
em Nadler et al. (1978) e na injecdo de quantidades entre 0,5 a 2 nmoles e conse-
qlente avaliacdo histolégica da les&o com violeta de cresil (dados ndo mostrados).
A quantidade de 1nmol ndo destruia o tecido, mas aparentemente destruia boa
parte das células, o que era o nosso interesse.

A isquemia foi induzida usando o método de oclusdo dos 4 vasos (4VO). Sob
anestesia com halotano, as artérias vertebrais dos ratos foram coagyladas e as du-
as carotidas envoltas por um lago plastico. No dia seguinte estes lagos foram fecha-

dos por 20 minutos, sendo que os ratos que ndo perdessem o reflexo em dois minu-
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tos eram descartados. Este método reduz o fluxo cerebral a menos de 10% (NETTO

et al., 1993).

3. Histologia

Para a andlise histolégica, os ratos foram operados como descrito. Nos
mesmos intervalos usados para a andlise das fosfoproteinas, eles foram anestesia-
dos com tiopental sddico via intraperitonial, o térax foi aberto e uma canula foi intro-
duzida na aorta via o ventriculo esquerdo. A seguir a aorta toracica foi grampeada e
o atrio direito aberto. Desta forma o cérebro foi perfundido com salina 0,9% por
10min e depois com uma solucéo de formaldeido 10% por 10min. O cérebro foi dis-
secado e guardado em formaldeido 10% até a sua utilizacao.

Para a fixagéo do tecido foi usado o seguinte protocolo: Desidratagdo do cé-
rebro com solugdes alcodlicas de 70% e 96% por uma hora respectivamente, dei-
xando a seguir em alcool 96% durante a noite. No dia seguinte os cérebros foram
deixados em alcool absoluto por 3 horas, trocando-se a solugéo de hora em hora. O
mesmo foi feito com cloroférmio por duas vezes e com parafina por 3 vezes, apés o
que o cérebro foi incluido num cubo de parafina.

Os cérebros foram cortados em fatias de 5um de espessura com micrétomo
e montados sobre ldminas. Usamos a técnica de hematoxilina e eosina (HE)
(Manual, 1960) para avaliar as mudancas histolégicas do tecido cerebral.

Para cada intervalo apds o tratamento, se usou um “n” de 2 ratos, sendo que
as figuras apresentadas séo representativas.

Nas figuras 11,12,13 e 14 foram adicionados um esquema (PAXINOS &
WATSON, 1986) que mostra os campos das quais as fotomicrografias foram tira-

das.

4. Marcacao

Os ratos foram mortos por decapitagao 1, 4, 7, 14, 28 e 84 dias ap6s a cirur-
gia. Estes intervalos foram escolhidos baseados em Nadler et al. (1978) e Brock &
O’Callaghan (1987) que usaram 55 e 84 dias respectivamente como o maximo por
considerarem que até esta data tenham ocorrido os principais fendmenos a serem
observados. Os primeiros 3 intervalos foram estabelecidos desta forma no intuito de

acompanhar as reagdes iniciais, teoricamente as mais importantes.
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Os hipocampos foram disse-

cados sobre gelo e cortados em fatias

de 0,4 mm de espessura usando um

“Mcliwain chopper”. Foram escolhidas

fatias adjacentes a entrada da agulha, = :
quando era possivel visualiza-la, caso

contrario foram usadas as fatias 9 e

10, onde geralmente se encontrava o
local da injecdo (determinado previa-

mente em experiéncias injetando co-

ZTUVLPMR Y\ N N
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Figura 6. Hipocampo com as areas e local de onde
foram retirados as amostras (circulos). Esta fatia
estda a -4,3mm da Bregma. CA1-3 - &reas do
“Ammon’s horn”. PoDG, IBl, OBl - areas do Giro

rante azul de bromofenol). Destas fa- Denteado (DG). (PAXINOS & WATSON, 1986)

tias foram cortadas microfatias redondas com didmetro de 1mm da area CA1 para
os estudos com KA e das areas CA1 e DG para os estudos com isquemia (Figura 6)
que foram entdo usadas para analise das fosfoproteinas.

Duas microfatias foram pré-incubadas por
60 min. em 100ul do meio de incubagéo (Tabela 5) _Tabela 5. Meio de incubagéo

. . . Composto Conc.
a temperatura ambiente e gaseificados com O,. A NG| YTy
seguir o meio de pré-incubagéo foi retirado e foram  KCl 4mM

. i ) MgSO4 1.2mM .
adxcn‘onados 50pl de meio contendo 60uCi de [*2P]  \aHEPES (pH 7.4) 25mM
ortofosfato, gasificado com O, e incubado a 30°C. g‘;?;e ]i\"&M
por 60min. 0 30 min.

A reacao foi interrompida com a adi¢ao de acido tricloroacético (TCA) 10%, e
as microfatias foram lavadas duas vezes com TCA 4% para eliminar o excesso de

fosfato radioativo ndo incorporado e uma vez com agua destilada para eliminar a

acidez.
O tecido foi entdo solubilizado em 100l _Tabela 6. Solugéo de amostra
- de solugdo de amostra (Tabela 6). Desta solu- Co,r,nposm Cone,
‘ uréia aMm,
. ¢éo foram retiradas duas aliquotas de 10ul lisina 12,5 mM
: . , . . SDS 0,2%*
. para dosagem de proteinas, e a seguir se adi- Nonidet P-40 4%
" cionou 20yl da mesma solugdo de amostra -B-Mercaptoetanol | 0,16%
* % em viv

- contendo P-mercaptoetanol 10%, para dar

uma concentracao final de 2%. Isto foi necessario pbis o0 método de dosagem de

proteinas é sensivel ao 3-mercaptoetanol. _
A dosagem de proteinas foi feita pelo método de Peterson (PETERSON,

1979). Este método usa a base do método de Lowry et al., com algumas alteragbes
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para permitir a presencga de dodecil sulfato de sédio (SDS), melhorando assim a so-
lubilizac&o das proteinas, principalmente as de citoesqueleto, na qual se encontram
as proteinas de interesse.

Nas experiéncias feitas para determinar o sistema de fosforilagdo que age
sobre as fosfoproteinas desconhecidas que aparecem com a leséo, foi usado éter
etileno glicol-bis(B-aminoetil) (EGTA) e o éster de forbol 12,13 dibutirato. No caso do
EGTA, o CaCl, do meio de incubacgéo basico foi substituido por 1mM de EGTA, que
é um quelante bastante especifico para o Ca*. As micro-fatias foram pré-incubadas
e incubadas nesta solugé@o. Nas experiéncias com forbol, as micro-fatias foram pré-
incubadas no meio de incubacdo basico, e incubados no mesmo meio contendo

5uM de 12,13-dibutirato de forbol (PDBu), diluido na hora de usar.

5. Eletroforese Bidimensional

A eletroforese bidimensional consiste em separar as proteinas segundo duas
propriedades distintas. Neste caso, as proteinas foram separadas na primeira di-
mensdo segundo a sua carga por uma eletroforese com gradiente de pH (Figura 7)
e na segunda dimensdo pela eletroforese de gel de poliacrilamida - SDS (S}DS—_

PAGE) (Figura 8) separa as proteinas basicamente pelo peso molecular.

5.1. Primeira Dimensdo - NEPHGE

Foi uilizado o método

H3PO, 10mM
de eletroforese em gradiente
de pH ndo equiibrado EEEEE—— —o,
(NEPHGE) conforme descri- Boolar 800mv
, ) ) 10mA
to por O’Farrell et al. (1977).
0, 1TmWhubo
Neste tipo de eletroforese, o MHHHAHHH - 7
i ! | ©
gradiente de pH é consegui- / I I I
do através de polimeros SANEREENER
NaGH 20mM

com um pKa definido de-

nominados anfolinas. Foi . o <
Figura 7. Primeira dimenséo.
utilizado um gradiente de 2 a 10. Este método é denominado ndo equilibrado porque

as proteinas ndo atingem o seu ponto isoelétrico. A concentragdo de acrilamida
usada na NEPHGE (e na IEF) foi de 3%.
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Foram aplicados 10 ug de proteina em cada tubo e usou-se como marcador
de frente de corrida o citocromo C. A corrida demora aproximadamente 2 horas
usando as solugdes e condicdes de voltagem, corrente e poténcia mostrados na
Figura 7. Num experimento usual foram corridos 16 géis de NEPHGE. Apés a corri-

da os tubos contendo os géis foram congelados a -20 °C até sua utilizacao.

5.2. Segunda Dimenséao - SDS - PAGE

Os géis da SDS-PAGE foram preparados em conjuntos de 8 por vez. Os
componentes do gel de separacdo mostrados na Tabela 7.

Para transferir os géis da primeira para a segunda dimensao, estes foram
expulsos do tubo e imersos em uma solucéo contendo tampao superior, SDS 2% e
B-mercaptoetanol 1% por 15 min., para permitir que o SDS se ligue as proteinas. A
seguir dois géis de primeira dimens&o (sempre Controle e Tratado) foram aplicados
num gel de SDS-PAGE, em forma de imagem especular e com a extremidade acida
para o centro. Todas as comparacdes entre o controle (C) e o tratado (T) foram fei-
tas em um mesmo filme. A corrida eletroforética teve uma duragcdo média de 6 ho-
ras, sob as condi¢cdes indicadas na Figura 8.

ara a determinacdo do peso
P minag P Tabela 7. SDS-PAGE

molecular (M,), foram usados 0s se- Compostos Separacéo Entrada

guintes padrées (M, em quilodaltons Acrilamida/bisacr %% 4%
lamida (39;1)

(kDa)): Fosfolipase B (97,4), Albumina Tamp3o tris-HCI | 373mM pH 8,8| 123mM pH 6,8

. Ani SDS 0,1% 0,1%

do soro (66,2), Ovalbumina (45), Ani-  Gjicerol - 7.46% _

drase Carbonica (31) Inibidor de Tripsi- TEMED 0,06% 0,05%
Persuifato 0,045% 0,098%

na (21,5) e Lisozima (14,4), (BioRad Volume 402ml 91ml

“ow MW markers’). Estes padrdes fo- % expressaemviv

ram separados juntamente com as amostras er'ﬁ'fgéis com concentragdes de 9, 12,
14 e 16% de acrilamida. O logaritmo do Rf foi plotado contra o peso molecular dos
padrdes e o valor do logaritmo do Rf da proteina desconhecida foi extrapolado para
o M,. A média dos valores obtidos nas diferentes concentra¢cées de acrilamida foi
usada como o M, desta proteina. Os valores dos M, indicados na Figura 15 e na

Figura 22 foram baseados nos padrées de M, separados nos respectivos géis.
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Contrale Tratado
28em | | G arivada d%
12 Acm gel de separagéo 5%
‘ 16cm {

Tampédo Superior

Tris-HCI 25mM (pH 8.0)
Glicina 190m

SDS 0,1%

Azul de Bromofenol

©

126V
20mAJplaca

@

Tampéo Inferior

0.1¢m | Tris-HCI 50mM (pH 8.0) |

Figura 8. Segunda dimenséao.

Apés a corrida, os géis foram colocados em uma solucdo fixadora (acido

acético 7%, metanol 53% e agua 40%), por 18 horas em média, e a seguir imersos

por 2 horas numa solucdo de secagem (metanol 50%, glicerol 1% e agua 49%). A

seguir os géis foram montados entre dois papéis celofane sobre uma placa de vidro

e secos com a ajuda de ldmpadas infra-vermelho. Depois de secos, os géis foram
expostos a filme de raio X (X Kodak X-Omat), por tempos variaveis de acordo com a "

atividade do isétopo, em média por 18 horas no “freezer” - 70°C. Para maiores deta-

lhes da marcacéo e da eletroforese bidimensional consultar Rodnight (1994).

6. Imunodeteccao

A banda correspondente a GFAP no
gel foi identificada usando-se o filme e recor-
tou-se uma area de 2x2 cm. Este pedago
de gel foi hidratado com tamp&o contendo
Tris 25mM, glicina 192mM e SDS 0,1% por
1 hora durante o qual se retirava o papel
celofane. Em seguida o gel foi lavado por 1
minuto com tampao Bjerrum (Tris 48mM,
glicina 39mM, metanol 20%) (HEEGAARD &
BJERRUM, 1988).

NC

GFAP
Anti-GFAP
Anti-IGg Biotinilada

Peroxidase conjugada a
Estreptoavidina

Luminol Luz

Figura 9. Sistema de anticorpos usados para
a imunodeteccao.

As proteinas presentes no gel foram transferidas para uma membrana de

nitrocelulose (NC) usando o sistema semi-seco (Trans-blot RD® - Bio Rad). Para tal
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foram empilhadas sobre o dnodo: 4 folhas de papel filtro Watman n°® 3, a membrana
de NC, o gel contendo a(s) proteina(s) a ser analisada, e novamente 4 papéis filtro
respectivamente, todos previamente embebidos em tampao Bjerrum tomando-se o
cuidado de nao deixar bolhas de ar entre os papéis. Tanto os papéis filtro como a
NC foram cortados com uma area 20% maior do que o gel seco. Sobre este
“sanduiche” foi colocado o catodo. As condicdes da transferéncia foram os seguin-
tes: corrente: 1,2 mA/cm?, voltagem: 15V por 60 minutos.

Apods a transferéncia, a NC foi lavada com uma solugéo fixadora contendo
metanol 40% e acido acético 10%. A NC foi lavada com agua, seca e exposta a um
filme de raio X para confirmar a transferéncia das fosfoproteinas e para servir como
base no estudo comparativo entre a incorporacéo de *P e o imunocontetido.

A NC foi incubada com a solugdo MTBS, que é constituido de leite em pod
desnatado 5% (leite Molico)em TBS (Tris 20mM, NaCl 500mM, pH 7.5) por pelo me-
nos 3 horas. Esta etapa serve para bloquear a NC impedindo a liga¢ao inespecifica
dos anticorpos. A seguir foram feitas as incubag¢ées com os dois anticorpos e com a
enzima peroxidase, todos em sequéncia por 1 hora cada incubacéo, diluidos em
MTBS. Entre as incubagbes com os anticorpos se procedia a Iavagem com uma
solugdo contendo TBS mais 0,05% de Tween 20. No nosso sistema foram usados
anti-GFAP policlonal (diluicdo de 1:500) como primeiro anticorpo, anti-IGg de coelho
biotinilada (1:400) como segundo anticorpo e peroxidase conjugada a estreptoavidi-
na (1:3000) (Figura 9).

Foi utilizado o método do luminol para identificagcdo da reacao; a peroxidase
reage com o reagente de luminol (Amersham International) e emite luz, esta pode
ser medida pela impressao do filme de raio-x quantificado posteriormente por densi-
tometria. Este valor fornece a quantidade relativa de GFAP, fosforilada e nao fosfori-
lada. Destacamos que amostras de animais C ¢ T sempre foram analisados numa

mesma NC, para que seus valores pudessem ser comparados.

7. Quantificagao e Estatistica

Quantificagéo foi feita usando um densitdémetro de varredura “Hoefer Scienti-
fic Instruments, San Franscisco”. A mancha mais forte de cada filme foi ajustada a
90% da sensibilidade, sendo a outra medida na mesma escala. Para a quantificagéo

dos picos foi utilizado o produto da altura versos a largura.
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Para avaliar a relagéo entre a incorporacéo relativa de *P, com a imunode-
teccao relativa foi procedido da seguinte forma: o valor da relagdo C/T na exposicao
da NC, ou seja a quantidade relativa de **P incorporado na GFAP e transferido para
a NC foi comparado com a relagdo C/T da imunodeteccao, ou seja da quantidade
de GFAP presente nesta amostra o que fornecia um valor aproximado para o estado
de fosforilagdo. A altura e a largura dos picos foram medidos e a sua multiplicacido
dava um valor aproximado para a area deste pico.

O controle* (hipocampo injetado com salina) foi considerado como 100%,
sendo o tratado (lado injetado com KA) uma relacio do controle. Estes dados foram
logaritmizados, no intuito de normaliza-los, pois quando se possui dados percentuais
abaixo e acima de 100%, existe uma marcada fuga da linearidade, sendo os dados
abaixo de 100% comprimidos e os dados acima estendidos, e o uso do logaritmo
torna os dados mais lineares (ZAR, 1984). Para isto todas as relagdes C/T foram
transformadas em logaritmo e estes valores foram usados para o céiculo da média,
da dispersdo dos dados (erro padrdo) e da significancia (teste t). A logaritmizacéo
ndo alterou a significancia dos dados. O n foi entre 5 e 10.

Com relacdo as proteinas vimentina, pp25 e sinapsina, as quais geralmente
s6 apareciam no lado lesionado, a densitometria ficou impossibilitada. Para avaliar a
variacdo destas fosfoproteinas foi realizado uma avaliagio visual, na qual se atribuia
valores de 0 a 4, sendo 0 a auséncia de incorporagéo de *P e 4 a incorporacgéo
maxima. A relacao percentual entre as médias do controle e do tratado fornecia um
valor, que indica a tendéncia de aumento ou diminui¢cdo, como esta simbolizada na
Tabela 9. Esta avaliacao foi feita por duas pessoas, o autor e uma pessoa nao liga-

da ao trabalho, e n&o houve diferencas entre as duas avaliagbes.

4 sempre lembrando que o controle e o tratado provém de=mesmo rato, sendo um lado inje-
tado com salina e o outro com KA. '
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ZResaltados

1. Histologia

No intuito de demonstrar a morte neuronal e a conseqilente reagéo glial,

usamos a técnica HE. Esta técnica permite visualizar a morte neuronal, bem como

as alteragdes nas células gliais.

Figura 10. Comparagdo entre fotomicro-
grafias da regido das células piramidais
do hipocampo (CA1) de: A) tecido nor-
mal; Cabega de seta: neurdnio, (1 D.A.L
de salina), B) tecido necrosado; Cabeca
de seta: necrose neuronal e Seta: espago
sem conteudo ( (1 D. A. |. de KA) e C)
tecido com gliose; Cabeca de seta: célula
glial (28 D.A. 1. de KA). Barra de calibra-
¢ao (BC) = 10um.

5

. Figura 11. Fotomicrografia de hipocampo de rato 1 dia ap6s inje¢do salina, BC = 100um.
Detalhe superior mostra as células piramidais da area CA1, BC = 10um.

E importante destacar que os neurdnios normais apresentam o nucleo claro,

porém mais corado do que o citoplasma, que € eosindfilo, e cujo contorno é identifi-
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cavel, enquanto que os neurénios que sofreram acao excitotdxica sdo fortemente

picndticos. As células gliais apresentam ntcleos baséfilos.

Figura 12. Fotomicrografia de hipocampo de rato 1 D. A. I. de KA, BC = 100um. Na parte
inferior direita podemos visualizar células do DG. Detalhe inferior mostra a area CA1. Seta
para cima: neurdnios normais; seta inclinada: neurbnios em processo de degeneragdo; e
cabeca de seta: células gliais, BC = 10um.

Na camada de neurdnios piramidais das areas CA1 e CA3 do hipocampo de
rato 1 D.A.l. de KA observou-se um grande numero de células picnéticas (Figura
12), fato que ndo acontece no DG e na area CA2 (Figura 14). Estas células picnoéti-
cas podem ser tanto neurdnios necrosados (seta inclinada), como células gliais
(cabega de seia) (Figura 14). Também observodfée espacos vazios, provavelmente
"déikados por neurdnios necrosados.
| A camada de neurbnios piramidais do hipocampo praticamente desaparece
28 D. A. I. de KA (Figura 13). Nos restos das camadas que formam o Corno de
Ammon do CA1 ocorreu um aumento de células gliais quando comparado com o
controle. Em nenhum dos intervalos estudados foram visualizadas figuras mitéticas

das células gliais.
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Figura 13. Fotomicrografia de hipocampo de rato 28 D. A. |. de KA, BC = 100um. Detalhe
inferior mostra o campo no qual deveriam estar o soma das células piramidais. Seta: neuroni-
os piramidais ainda no processo de degeneragio e cabega de seta: células gliais. BC = 10um.

Figura 14. Fotomicrografia das areas CA1, CA2 e CA3 e DG de hipocampo de ratos 1 D. A. |
de KA. Cabeca de seta: neurbnio picnético da area CA3. BC = 100um.
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2. Alteracbes na GFAP

A Figura 15 mostra um exemplo de separagéo bidimensional, com as fosfo-
proteinas estudadas neste trabalhoc e que foram identificadas baseado em estudos
prévios realizados em nosso grupo (SALBEGO, 1990). Destacamos a forma de
imagem especular, estando as proteinas acidas voltadas para o centro e as basicas

para os extremos.

" Figura 15. Exemplo de autoradiografia de uma separacéo bidimensional. §AL - rato injetado
~ cam salina (Controle) e KA - rato injetado com KA (Tratado), 7 D. A. |. A esquerda: M, em
quilodaltons baseado em padrées de M,. G: GFAP; V: Vimentina; X: pp25; S: Sinapsina.

2.1. Fosforilagdo

_ A Figurak 16 mostra uma montagem do p"édréo de fosfoproteinas nos diver-
' ‘éo‘s’ dias analisados. Pode-se observar o aparecimento da vimentina e da pp25,
~ como também a alteragéo na incorporacgéo de %P da GFAP. N4o foi apresentado o
“controle pois o objetivo desta figura € mostrar as alteragdes que ocorrem no decor-

| rer dos dias pds injecao de KA.
| | Na Figura 17 bodemos ver a diminui¢do inicial e o aumento retardado da in-

corporagdo de **P na GFAP. Destacamos que este gréfico esta logaritmizado e a

alteracOes sao relativas, isto &, C/T.



Figura 16. Alteracdo no padréo de fosforilagdo de 1 a 84 D.Al. de KA. V: Vimentina; Cabeca
da seta: GFAP; e seta: pp25.
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Figura 17. Efeito do tempo pés-injego de KA sobre a incorporacéo relativa de 2P na GFAP
em relag&o ao controle. (Intervalo de 1 a 84 dias apds a injegdo de KA). *p<0,05 **p<0,01
(teste t).
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2.2. Imunoconteudo

A comparagéo da fosforilagéo no filme exposto ao gel, exposto aNC e a
imunodeteccao em 1 e 28 DAl de KA pode ser visto na Figura 18. Podemos obser-
var a diminuicdo em 1 DAl e o aumento 28 DAI tanto na fosforilagdo como no

imunoconteudo relativo, o que pode ser observado mais claramente na Figura 19.

1DAI
_KA

Figura 18. Comparacéo entre a exposicéo do filme (A e D), exposicdo da NC (B e E) e a
imunodetecgdo (C e F) de lados tratado (KA) e controle (Sal), 1 (A, B, C) e 28 (D, E, F) DAL
de KA. Cabeca de seta: GFAP.
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Figura 19. Efeito do tempo pés les&o sobre o imunoconteudo relativo de GFAP em relagéo ao
controle. (Intervalo de 1 a 84 dias apés a injegdo de KA). *p<0,05 **p<0,01 (teste t).
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Para avaliar a precis&o da transferéncia do gel para a NC, comparamos as

relagdes C/T obtidas do gel e da NC sendo os valores expressos como percentual

(Tabela 8).

Tabela 8. Eficiéncia da Transferéncia do Gel para a NC.

DAL 1 4 7 14 28 84

Fosf/INC™ 1297 100 * 91° 954 81° 68 *
Desvio Padrao ? 69 55 59 74 19 10

1. A relag&o C/T do filme exposto ao gel foi dividido pela mesma relacdo obtida da NC, isto é,

apos a transferéncia. Os dados apresentados s&o a média e
2. o desvio padréo destes valores. O n é mostrado sobre-escrito.

Embora estes valores estejam em torno de 100%, podemos observar que
existe um desvio padrdo grande, o que mostra que a comparagao da imunodetec-
cao com a fosforilacdo da NC é mais precisa do que a comparagao daquela como a

fosforilagao do gel, justamente por eliminar a imprecisdo da transferéncia.
2.3. Relagéao Fosforilagao com Imunoconteudo

A relagdo da incorporacéo de **P com o imunocontetido fornece um valor do
estado de fosforilagédo de uma proteina (ver mat. e met. secdo 7). Esta relagéo per-
maneceu préximo de 100% em todos os intervalos estudados, sendo que nenhum :
alcancou a significancia no teste t. Para este estudo utilizamos a incorporagéo de %P
da nitrocelulose, como um meio para evitar os erros que podem estar associados a
transferéncia (Tabela 8). A Figura 20 mostra a incorporagéo de *P proveniente do
gel e a imunodeteccdo no mesmo grafico, sendo a representacdo dos erros padrées

omitida por motivo de clareza.
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Figura 20. Efeito do tempo pés-les&o sobre a incorporagéo relativa de 3P e o imunocontetido
relativo de GFAP em relagéo ao controle. (Iintervalo de 1 a 84 D.Al. de KA).

3. Alteracoes Observadas em outras Fosfoproteinas

Como o método usado permite a observacéo de varias fosfoproteinas, pu-

demos estudar aquelas cuja incorporacdo de **P também foi afetada pela lesao.

3.1. Vimentina e pp25

Dentre as fosfoproteinas que pudemos visualizar no gel 9%, isto é de peso
molecular acima de 20 kDa, duas, além da GFAP, variaram marcadamente a incor-
poracao de 3P apés a injecdo de KA. Séo elas a vimentina e uma proteina ainda
nao descrita de 25 kDa (Figura 16). Estas fosfoproteinas, além de aparecerem nos
ratos tratados com KA, também aparecem em outras formas de lesdo como isque-
mia e em ratos submetidos a tratamento cronico com Li*, sendo ambas expressas

em astrocitos como mostrado na parte “AS” (Figura 21).
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Figura 21. Comparacgdo do padrdo de fosfoproteinas do hipocampo de ratos em diferentes
formas de les&o e em cultura de astrocitos. C -controle: rato injetado com salina, KA - rato 14
D.Al de KA, ISC - rato isquémico, Li - rato tratado de forma crénica com concentracdes
téxicas de Li* (Rocha et al., dados n&o publicados) e AS - cultura de astrécitos com 18 dias de
idade (Gottfried et al., 1995). V: Vimentina, Cabecga da seta: GFAP; e Seta: pp25.

A vimentina e a pp25 séo fosforiladas e provavelmente expressas de forma
transitéria apds a lesdo (Figura 16 e Tabela 9). A pp25 também é marcada de forma
transitdria no lado controle, aparecendo 1 D.A.l. e désaparecendo entre7e 14 DAL
de KA. Além da menor intensidade de marcacéo da pp25 no controle, a sua curva
de aparecimento parece ser adiantada em relagao ao tratado.

Tabela 9. Semiquantificagdo da incorporacéo de p em vimentina, pp25 e sinapsina de
~ hipocampo de ratos injetados com KA em relagéo ao controle.

Prot.\Dias apés KA 1 4 7 14 28 84
GFAP -- - = . ++ ++ ++
Vimentina 0/8 ++ +++ +++ 3/7 1/5
pp25 - --- + + ++ 417 0/5
Sinapsina -- 217 1/8 --- -- --
Legenda: + 110 - 200% - 75-90% =90-110%
++ 200 - 500% -- 50-75% a/n. a = fosfoproteina observada
+++ > 500% ---  <50% n = total de experiéncias
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3.2. Proteinas de Baixo M,

Como citado acima, no método usado para quantificar a GFAP, aparecem
proteinas com M, acima de 20 kDa. Para avaliar possiveis alteragcbes em proteinas

de baixo peso molecular, isto &, entre 15 e 25 kDa, em resposta a lesao, foi realiza-

do um estudo preliminar usando géis com uma concentracio de acrilamida de 13%.

AS

@ 6 7 4 7, ' -20
470 oo | T oaty @ il © @
> g g% 5 2 A 15

Figura 22. Andlise das fosfoproteinas de baixo peso molecular num gel de SDS-PAGE 13%.
C - Controle: Rato injetado com solugdo salina, KA - rato 7 D.A.l. de KA, AS - cultura de as-
trocitos de 18 dias (Gotifried et al., 1995). X - pp25. As demais fosfoproteinas foram numera-
dasde 1a8.

A Figura 22 mostra as fosfoproteinas com M, entre 15 e 25 kDa. Destaca-se

nesta figura, além da proteina x (pp25), a proteina de nimero 4, que aparece em
cultura de astrécitos e tem uma incorporagéo de P aumentada 7 DAl de KA.

3.3. Caracterizagdo do Sistema de Fosforilacido

No intuito de caracterizar o sistema de fosforilacdo que age sobre as fosfo-
proteinas ainda ndo descritas e que possuem a incorporacdo de P alterada em
resposta a lesa@o, usamos PDBu (ativador de PKC) e EGTA (quelante de Ca?).
Desta forma estudamos a importancia da PKC e das PKs dependentes de Ca®* na

fosforilagdo destas proteinas. Estes estudos foram realizados em hipocampo de ra-
| tos 7 D.A.l. de KA, sendo o controle uma amostra do mesmo hipocampo submetido
~ a marcagéo normal.
O forbol aumenta a incorporagdo da *P na proteina MARCKS e na proteina
| neuronal sinapsina, ndo influenciando a incorporagéo da P na GFAP e da vimenti-
| na, confirmando dados da literatura (SALBEGO, 1990). Tanto a fosforilacdo da
GFAP em animal adulto como a fosforilacdo da vimentina em animal jovem séo de-

pendentes de Ca®* no meio de incubacso (LEAL, 1995).
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Figura 23. Efeito de PDBu e EGTA sobre a incorporagio de *P em proteinas de baixo peso
molecular (7 D.A.l. de KA). EGTA: incubagdo na auséncia de Ca® e na presenca de 1mM de
EGTA, e FOR: incubagdo com 2,5uM de PDBu. Os lados esquerdos destes filmes s&o de
amostras que foram submetidas & incubag¢do normal. X - pp25. As demais fosfoproteinas
foram numeradas de 1 a 8.

E importante chamar a atencéo para a dependéncia de Ca®*, ao menos par-
cial, da fosforilacdo da pp25 (x). As proteinas numeradas de 1 a 8 parecem ter a
fosforilacdo dependente de Ca®* com excecéo da proteina de numero 4 (Figura 23).

A PKC parece nao estar envolvida na fosforilagao da pp25 (x), pois o forbol
aparentemente néo altera a incorporagdo de *p neste proteina. No entanto, forbol
parece ativar a kincorporagéo de *P nas protejgas 7 e 8. E importante mencionar
~que as proteinas 1 e 2 estdo praticamente auséntes no lado controle do forbol devi-

do a um artificio.

3.4. Determinagio do M, e do Pl

Usamos géis com concentracées de acrilamida de 9, 12,14 e 16%, conforme
descrito em materiais e métodos. A proteina x (Figura 15) apresentou um M, de 25

+ 1,7kDa, sendo por isso denominada de pp25 (“Phosphoprotein 25kDa”).
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Para avaliar a migragcdo desta proteina no SDS-PAGE foi feito um gréfico
“Ferguson” (FERGUSSON, 1964) comparativo entre os padres de M, e a pp25.

300 = .

250

200 -

150 ~

100 log (100 x Rf)

100 ~

50 % I % i
0 4 8 12 16
Concentracao do Gel (% de acrilamida)

Figura 24. “Fergusson Plot” mostrando a migra¢éo da pp25 comparada com padroes de M,
Como podemos observar na Figura 24, a pp25 apresenta uma migracéo le-

vemente anémala, quando comparada com os padrées de M, isto &, tanto a inclina-

¢do quanto a interceptacdo no eixo das ordenadas € levemente diferente dos pa-

droes.

Na eletroforese de focalizacdo isoelétrica (IEF), realizada para determinar o

ponto isoelétrico (Pl), a pp25 migrou até um pH entre a GFAP (Pl = 6,0) e a vimenti-
na (Pl = 5,7), permanecendo um pouco mais proxima desta. Usando também o va-
lor da Pl da MARCKS (Pl = 4,6) como padr&o, podemos sugerir que o valor da Pl

para a pp25 esta em torno de 5,8 (dados n&o mostrados).

4. Isquemia

Foi realizado um estudo piloto para avaliar se o padrao de fosfoproteinas de
hipocampo de ratos que sofreram isquemia é comparavel com o produzido por le-
sdo com KA. Na isquemia, como também no caso do KA, existe uma variabilidade

entre as areas do hipocampo, sendo a area CA1 mais sensivel do que o DG (secéo

5.2, p. 24).
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Figura 25. Padrao de fosfoproteinas de hipocampo de ratos submetidos a isquemia transitéria
C - rato controle, CA, - érea CA1 de hipocampo e DG - area girus denteado de hipocampo de
rato isquemiado durante 20 minutos. A analise das fosfoproteinas foi feita 7 dias apos o pro-
cesso isquémico. G: GFAP, V: Vimentina, X: pp25.

Na isquemia, a incorporagéo de *P na vimentina foi detectada somente na
area CA1, enquanto que a incorporagéo na pp25 foi detectada na area CA1 e na
DG.
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1. Histologia

1.1. Morte Neuronal

As células neuronais apresentam o nucleo claro, porém mais corado do que
o citoplasma. A morte neuronal é caracterizada pela retracdo do corpo celular e pela
hipercromasia do nucleo. Desta forma pode-se ter uma idéia qualitativa da morte
neuronal. Nao foi possivel avaliar a morte neuronal de forma quantitativa, mas a
comparagdo do hipocampo controle com o tratado com KA 1 D.A.l. (Figura 11),
mostra claramente a elevada quantidade de morte neuronal da areas CA1 do hipo-
campo. QOutra evidéncia da morte neuronal pode ser vista em hipocampo 28 D. A. I
com KA. Observou-se uma diminuicdo acentuada do niumero de células piramidais
na area CA1 do hipocampo, bem como uma total desorganizacéo, quando compa-
rados com o hipocampo injetado com salina, na qual pode-se identificar claramente
a camada de células piramidais. ‘

Ainda em 28 D.A.l. (Figura 14) de KA observou-se neurdnios (setas) com
algumas caracteristicas patolégicas como descrito por Escourolle & Poirier, (1973),
isto €, com um nucleo intensamente heterocromatico, excéntrico e um citoplasma
acidéfilo, e com a superficie baséfila. Também é interessante chamar a atencédo do
grande namero de células gliais, que ocupam o espaco deixado pelos neurbnios,
caracterizando a gliose reativa.

Os neurbnios do hipocampo tém sensibj}jdade diferenciada ao KA (CA3 >
CA1> CA2 > DG - secdo 5.1 da introdugéo p. 23). Prestemos atencao principalmen-
te na area CA2 e DG (Figura 14), que apresentam pouquissima morte neuronal, ao
contrario do que acontece nas areas CA1 e CA3. Isto pode ser visto também em

hipocampo tratado 1 € 28 D. A. I. de KA, nas quais o DG aparece (Figuras 12 e 13).
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1.2. Reagdo Glial

A importancia relativa da hipertrofia e da hiperplasia ainda sdo controversos
(se¢ao 5.4.2 da introdugéo, p. 27),. Ambos parecem ocorrer, sendo que a hiperpla-
sia ocorre preferencialmente em regiées proximas a lesdo, principalmente quando é
usada lesdo com agulha, que pode romper a barreira hemato-encefélica, fazendo
com que fatores mitogénicos encontrados no sangue estimulem a proliferacdo giial.
A hipertrofia glial predomina em regides mais distantes da lesdo (O'CALLAGHAN,
1993).

Um D.A.lL de KA tornou-se evidente o aumento da visualizacdo de células
gliais, o que pode estar de acordo com o estudo de Nadler et al. (1978) que de-
monstraram proliferacéo de células gliais 3 D.A.l. de KA, em areas onde houve per-
da neuronal.

A origem destas células gliais permanece controverso, pois ndo se observou
figuras mitéticas, o que exclui a proliferacdo. Existe a possibilidade de haver um au-
mento da visualizacdo das células gliais devido ao desaparecimento neuronal ou a
um aumento na marcacdo destas células na camada de células piramidais do hipo-
campo.

Vinte e oito D.A.l. de KA a gliose reativa se torna clara, com uma preponde--
rancia de células gliais em relagdo aos neurdnios em todas as areas do hipocampo,

ao contrario do que era observado no hipocampo injetado com salina.

2. Imunocontetdo da GFAP

A variagéo na expresséo da GFAP em resposta a injiria € um fato bem des-

crito na literatura como visto de forma resumida na Tabela 10.
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Tabela 10. Estudos que avaliaram a variagdo do mRNA e do imunocontetido da GFAP em
resposta as lesdes.

Tipo de leséo Animal* Variagéo 4 Referéncia

(érea**) (Intervalo#)
Encefalomielite alérgica r(ce) & p (10, 18) Smith et al. (1983)
Eletrolitico r (cen) & p(1, +10) Steward et al. (1993)
Eletrolitico r (cen) © m (0,5, 12) Steward et al. (1993)
Eletrolitico r (hp) om@, ?) Bonthius et al. (1994)
Eletrolitico m (hp) tm(t, ?) Kelley & Steward, (1993)
Axotomia h (tc) T m(2, +14) Oblinger & Singh, (1993)
6-hidroxidopamina r(sn) ' m (10, 120) Rataboul et al. (1989)
Isquemia (30 min) r(hp CA1) | Up(1, 2), itp (7,42) | Petito & Halaby, (1993)
Les&o mecanica ? Jp (? inicial) Hozimi et al. (1991)
Hipdxia-isquemia rm {(c, hp) tp(1,+14) Burtrum & Silverstein, (1994)
Hipdxia-isquemia rn (c) 4 m(1, +14) Burtrum & Silverstein, (1994)
Trimetilchumbo r (hp) & p(7, +84) Brock & O’Callaghan, (1987)
Trimetilchumbo r(cf) t p(7,84) Brock & O’Cailaghan, (1987)
NMDA rm (c) T+ m(1, +14) Burtrum & Silverstein, (1993)
NMDA rn (hp) ot m(?' +14) Burtrum & Silverstein, (1993) .
KA (lIp) r (cp) @ p (7, +180) Gramsbergen & Berg, (1994) ‘
nao indicada m (hp) +m(0,5 ?) Landry et al. (1992)

* r - rato, h - hamster, rn - rato neonatal

** ce - corda espinhal, hp - hipocampo, ¢ - cértex, cf - cortex frontal, cen - cortex entorinal, sn -
substancia negra, tc - tronco cerebral, es - estriato, cp - cortex piriforme

A {t aumento, § diminuigao, p - proteina, m - mRNA

# (x, y) x - dias ap6s a lesdo em que o aumento ou a diminuigo iniciam, y - intervalo na qual
a quantidade voita ao nivel do controle (+ y = quantidade permaneceu elevada até o dia indi-

cado).
? - dado n&o apresentado;
1. Em 1 dia foi observado somente um aumento inconsistente e bem menor do que o aumento

observado no cortex.

Destacamos a grande heterogeneidade destes estudos, tanto no tipo de le-
sdo bem como no que tange a area do CNS e ao animal usado. Apesar disto, com
excegdo de dois que mostraram uma diminuicéo inicial, todos os outros estudos
mostraram um aumento na concentracio, em intervalos variando de 0,5 até 10 dias
apos a lesao, nos estudos com o mRNA, e de 1 até 10, nos estudos que medem o

imunocontetdo da GFAP.
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2.1. Diminuicgao Inicial

Observamos inicialmente uma diminuigdo do imunoconteitdo da GFAP
(Figura 20). KA é um dos agentes excitotoxicos mais potentes que se tem conheci-
mento. Quando foi descrita sua acédo excitotéxica (NADLER et al., 1978), ela foi
muito alardeada, pois parecia apresentar uma especificidade muito grande sobre o
corpo celular dos neurbnios, néo afetando os ax6nios nem as células gliais. Quando
se voltou a ateng@o as células gliais observou-se que estas possuem praticamente
todos os tipos de receptores dos neurdnios, e entre eles, os receptores cainato
(secdo 2.3 da introdugao, p. 11). (

Dentre os processos que levam a morte celular, o aumento no [Ca®'], parece
ser um passo importante, principalmente no caso de morte neuronal. Gramsberger
& Berg (1994), usando a aplicacéo de KA intraperitonial e Mitani et al. (1993), usan-
do condigdes isquémicas em fatias observaram um grande aumento na [Ca*'], que
correlacionaram com a morte neuronal.

Nos astrécitos também pode ocorrer um aumento da [Ca®'} em resposta a
KA. Isto foi demonstrado por Gibbons et al. (1993) com aplicacdo de 300uM de KA
em cultura de astroglia cortical e por Porter & McCarthy (1995), que mostraram um
aumento do [Ca®]; e inchamento em resposta a 100uM de KA em astrécitos de fa- '
tias hipocampais. Além do aumento do [Ca®']; também foi observado despolarizacdo
e efluxo de K* em cultura de astrécitos apods a aplicagdo de 0,5mM KA (MACVICAR
et al., 1988).

Devido a importancia fisiolégica do Ca*, é muito provavel que alterages na
sua concentracdo desencadeie uma série de processos degenerativos para a célu-
la, entre os quais podemos destacar a ativagdo de enzimas proteoliticas. Gibbons et
al. (1993) sugere uma associacéo entre a enzin)_g calpaina e a neurodegeneracao
mediada pelo receptor NMDA, ou seja através de Ca®. A calpaina na presenca de
concentracdes de Ca** na faixa de mM pode se converter, por um processo autopro-
teolitico, da forma mM para a forma pM, produzindo um aumento na sua atividade,
através da translocacdo da enzima para a membrana. Foi observado que em cére-
bro de animais lesionados tanto a atividade como a translocagéo para a membrana
estdo aumentados, indicando o envolvimento da calpaina no mecanismo de degra-
dacdo de certos componentes intracelulares em resposta ao aumento de [Ca®*], A
calpaina apresenta uma certa especificidade na degradacdo de componentes dd

citoesqueleto, incluindo neurofilamentos, proteinas associadas a microtibulos entre
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outros, o que pode estar envolvido com a diminuig¢do inicial observada da GFAP
apds injecao de KA (ARRIGONI & COHADON, 1991).

Assim como o aumento de [Ca*'], o desbalanco iénico também pode afetar a
sintese protéica. Petito & Halaby (1993) encontraram um decréscimo no imunocon-
tetdo da GFAP, 1 e 2 dias ap6s 30 minutos de isquemia e discutiram este decrés-
cimo como um efeito do inchamento astrocitico e da desagregacao polirribossémica.

Além de afetar a concentracdo de certas proteinas, como a GFAP, as mu-
dancas nos astrocitos discutidos acima também pode levar a degeneragéo, poden-
do a diminuicao inicial estar também relacionada a este processo.

No presente estudo, o imunocontetido da GFAP permanece inferior ao con-
trole até 4 D.A.l. e alcanca um aumento significativo somente ap6s 28 dias®. Embora
o KA injetado no hipocampo (concentracdo de 5mM) deva se difundir rapidamente,
€ muito provavel que sua concentragao préximo ao local de injegéo alcance os ni-
veis usados nos estudos in vitro (PORTER & MCCARTHY, 1995), e portanto possa
afetar também os astrocitos.

Em cultura de astrocitos, o “turnover” da GFAP se divide em dois “pools™. um
rapido, com um tempo de meia vida (to5) de 18 horas, e outro lento, com tys de 6
dias. O primeiro representa 47% e o ultimo 53% do total de GFAP (CHIU & .
GOLDMAN, 1984). Neste estudo observamos uma diminuicio de 48% no imuno- ‘
contetido da GFAP em relacdo ao controle 1 dias apds a lesdo, o que pode repre-
sentar alteragdo no “turnover” do “pool” rapido, embora seja complicado extrapolar
dados de “turnover” de proteinas do citoesqueleto de cultura para estudos in vivo
(DEARMOND et al., 1986). |

Algumas citocinas parecem ter um papel importante na resposta a lesdo no
CNS (ISACKSON, 1995). Lesbes elevam os niveis de varias citocinas, entre as
quais pode-se destacar: IL-B1 (ESTRADA et al.; 1992), fator de necrose tumoral
(TNF) (CHENG et al., 1994), bFGF (Gall et al.,, 1994) e o fator de crescimento
transformador B1 (TGF-B1) (LINDHOLM et al., 1992). Algumas destas citocinas
afetam a expressao da GFAP, como por exemplo a IL-1p, que em cultura de astroci-
tos diminui a concentracdo do mRNA da GFAP (LIU et al., 1994), o que também foi
descrito para a TNF (SELMAJ et al., 1991). Outras inibem a proliferacéo de astréci-
tos, como a TGF-B1 (LINDHOLM et al., 1992).

® Ap6s 14 dias a imunoreatividade ja mostra uma tendéncia de aumento, mas ainda néo al-
canga a significancia
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Embora o estudo de citocinas e o seu envolvimento na resposta do tecido
cerebral apés lesdo ainda esteja no seu inicio, acreditamos que a sua ag¢ao sobre os
astrécitos e especialmente sobre a GFAP possa ser uma das explicacbes para a
variacdo da concentragéo da GFAP, inclusive sua diminuigéo inicial.

Aqui é importante fazermos um comentario metodolégico. Quando se traba-
lha com fosfoproteinas, existe a possibilidade de o anticorpo reconhecer de forma
diferenciada a proteina dependendo do seu estado de fosforilacdo. Neste estudo,

porém, este problema é reduzido pelo uso de um anticorpo policlonal.

2.2. Aumento Tardio

O aumento da quantidade de GFAP pode estar tanto relacionado com a dife-
renciacdo e um conseqiiente aumento da relagao sintese/degradacédo, bem como
com a proliferacdo.

Ainda néao existe consenso na literatura sobre os mecanismos envolvidos no
aumento da quantidade da GFAP com a diferenciagéo apés a lesdo. Petito & Hala-
by, (1993) sugerem a perda da fatores inibitérios neuronais e estimulos liberados
pelos mondcitos (que podem entrar e proliferar no CNS apds certos tipos de lesao).
Estes fatores podem ser tanto sollveis, isto & citocinas, como insoltveis, estando.
presentes na superficie destas células (moléculas de adeséo). *

Quanto ao mecanismo intracelular também néo existe consenso. Novamente
o Ca* parece ser um bom candidato, pois Gramsbergen & Berg, (1994) mostraram
uma correlagéo positiva entre o aumento da GFAP com o acimulo de [Ca®']; apbs
injecao de KA intraperitonial. Na segdo 4.3.2.2 e ha Figura 3 da Introducao foram
mencionadas algumas possibilidades de regulacdo do gene da GFAP, existindo a
possibilidade de que esta regulagéo seja mediada pelo Ca*".

Outra possibilidade envolve o cAMP, que-é bem conhecido como ativador da
sintese da GFAP (MESSEN et al., 1992). Dash et al. (1995) encontraram um au- .
mento na fosforilagdo da CREB em hipocampo apds isquemia, fato que possibilita a
ativacdo da transcricdo mediada pela CREB nos genes que possuem a seqiiéncia
CRE, como é o caso do gene da GFAP. Lembremos que a CREB pode ser fosfori-
lada pela PKA, como também pela CaMKIl, o que possibilita a regulacdo mediada

pelo cAMP e pelo Ca®* (secdo 3.4 da introducéo, p. 15).
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3. Estado de Fosforilagao da GFAP

E importante discutirmos rapidamente o método usado para avaliaf o estado
de fosforilacdo. Na Tabela 8, mostramos a relag&o entre a fosforilagao relativa (C/T)
do gel e da NC, no intuito de tentar avaliar a preciséo da transferéncia da proteina
do gel para a NC. Podemos ver que as médias apresentam um desvio padrdo muito
elevado. E complicado explicar este fato, j4 que ambos os lados, isto é, C e T, sdo
submetidos as mesmas condi¢gdes durante a transferéncia. Um ponto de imprecisdo
pode ser a densitometria, realizada em um densitdmetro de varredura, inadequado
para este tipo de manchas, o que foi resolvido em parte por leituras multiplas. Para
minimizar o erro técnico quanto ao estado de fosforilagcéo, foi usado a intensidade da
fosforilacdo medida na NC comparada com a imunodeteccéo.

A hipétese de trabalho inicial sugeria uma mudanca no estado de fosforilagao
da GFAP com a ativacdo dos astrocitos, isto &, apés lesdo, ja que a presenca de
GFAP é necessaria mas néo suficiente para a formacéo de processos, apontando
para uma regulacdo na sua atividade, possivelmente através da fosforilagcdo
(Weinstein et al., 1991).

Nao existe diferenca significativa entre a incorporagéo de *P medida no gel e.
o imunocontetdo da GFAP, fato confirmado pela comparag¢ao da incorporacao me—}‘
dida na NC com o imunocontetdo (Figura 20). Isto pode significar que o principal
responsével pela plasticidade astrocitica apés a leséo é a regulacdo da expressao
de GFAP, ficando a regulagéo da polimerizagcéo, ou seja, a fosforilacdo, para segun-
do plano. |

E importante mencionar que, devido & baixa sensibilidade do método usado,
provavelmente ndo pudemos detectar pequenas modificagées no estado de fosfori-

lacdo, talvez importantes para a regulacéo da polimerizagao.

4. Proteina Neuronal

A sinapsina é uma fosfoproteina exclusivamente neuronal, sendo indentifica-
vel pelo método usado neste trabalho. Brock e O'Callaghan (1987), usando trimetil
chumbo como agente toxico, mostraram um decréscimo da sinapsina | em torno de
25% do valor inicial em 35 dias, voltando a um valor préximo ao controle em 84 dias,

sendo que o numero de células piramidais diminuiu quatro vezes aos 21 dias, per-

58



manecendo neste patamar até 84 dias pdés-tratamento. Como era de se esperar,
observamos uma diminui¢go na incorporacéo de *P na sinapsina em relagdo ao
controle em todos os dias avaliados, chamando a atengéo para 4 e 7 dias apds, no
qual ela esta praticamente ausente. A incorporagéo de P retorna ao valor observa-
do 1 dia apds a injecao, provavelmente mostrando a sinaptogénese reativa. Este
valor permanece inferior em relagéo ao controle, talvez indicando uma recuperacéo
parcial (Tabela 9).

Neste trabalho, exceto para a GFAP, avaliamos apenas a incorporacdo de
¥p nas proteinas, dessa forma nao havendo condigées de saber se a variacdo ab-
servada se deve a variacdo na quantidade de proteina ou apenas se deve a altera-

¢ao do sistema de fosforilacéo (Tabela 9).

5. Proteinas Gliais

Durante a ontogenia, os filamentos intermediarios dos astrocitos passam de.
uma composicdo exclusiva de vimentina para uma constituida de GFAP. No rato, -
esta transicdo ocorre durante a mielinizacao, isto é, entre a segunda e a terceira
semana pés-natal. Durante esta transicéo os IFs destes astrécitos podem ser com-
postos por ambas as proteinas (DAHL, 1981; CALVO et al., 1991).

A expressdo da vimentina nos astrocitos esfé relacionada com a fase imatu-
ra destas células, enquanto que a expresséo da GFAP esta relacionada com a fase
madura e menos dindmica dos astrécitos. Um modelo seqiiencial similar tem sido
proposto para as mudancas caracteristicas da astrogliose reativa (SCHIFFER et al.,
1988), na qual também se observa uma expresséo inicial da vimentina e em alguns
casos, uma diminuicdo da GFAP, talvez como parte do mecanismo de tornar os as-
trocitos mais parecidos com os imaturos e podendo desta forma desempenhar me-
lhor as fungdes caracteristicas os astrécitos imaturos, isto é, dar suporte para a si-
naptogénese.

Na Tabela 11 podemos ver alguns estudos mostrando o aparecimento da

vimentina apés lesbes.

59



UFRGS
nst. Ciéncias Bisicaz da Salde
Biblioteca

Tabela 11. Estudos que avaliaram a variagdo do imunocontetdo da vimentina em resposta as
lesbes.

Tipo de leséo Animal* Variagdo 4 Referéncia
(8rea**) (Intervalo#)

Isquemia (30 min) r(hp CA1) | € p(2, +42) | Petito & Halaby, (1993)

Axotomia h (tc) Tt p (2, +14) | Oblinger & Singh, (1993)

Encefalomielite alérgica r(ce) tp(?) Smith et al. (1983) e
Goldmuntz et al. (1986)

Isquemia (30 min) r(hp CA1) | @t p(2, +42) | Petito & Halaby, (1993)

Lesdo mecéanica r(c) © p(2,12) | Janeczko, (1993)

Lesao mecéanica r(c) tp(?) Calvo & Boya, (1991)

*r-rato, h - hamster; ** ce - corda espinhal, hp - hipocampo, ¢ - cértex, tc - tronco cerebral,
A @t aumento, ¥ diminuigdo, p - proteina

# (x, y) x - dias apés a lesdo em que o aumento ou a diminuicao iniciam, y - intervalo na qual
a quantidade volta ao nivel do controle (+ y = quantidade permaneceu elevada até o dia indi-

cado).
? - dado ndo apresentado.

Os estudos mostrados na Tabela 11 sugerem o segundo dia apés a lesédo
como o inicio da imunodeteccdo da vimentina. Existe alguma variacdo quanto ao
desaparecimento da imunodetecgéo, sendo que Oblinger et al. (1993) ainda obser-
varam vimentina 42 dias ap6s a leséo.

No presente trabalho observamos um aumento na incorporacéo de **P na
vimentina em relagao ao controle entre o segundo e o décimo quarto D. A. |., pare-
cendo indicar que a curva temporal da incorporacéo esta de acordo com a da ex-
presséo desta proteina, como acontece no caso da GFAP.

A proteina de 25 k (pp25) tem um perfil de incorporagdo de *’P semelhante
ao da vimentina, isto €, um aumento transitdrio que inicia 4 D.A.l. de KA, e perma-
nece até o décimo quarto dia. O aumento na incorporacdo é uma forte indicacdo
para a presenca desta proteina nos astrécitos, © que foi confirmado pelos estudos
de Gottfried et al. (1995) usando cultura de astrocitos. Ndo podemos, no entanto,
afirmar que esta proteina seja exclusiva de astrécitos. Em fatias de cérebro de ratos
n&o lesionados, esta proteina nédo incorpora *P, contudo nao podemos afirmar se
ela esta presente ou néo.

Quanto aos sistemas de fosforilacdo que atuam sobre as proteinas analisa-
das podemos afirmar que o forbol ativa a fosforilagdo da MARCKS e da sinapsina,
néo influenciando significativamente na fosforilagdo da GFAP e da vimentina, como

60



bem descrito por Salbego, (1990), embora estas proteinas tenham sitios para a PKC
(TSUJIMURA et al., 1994 a, b).

A proteina de numero 8 da Figura 22 e da Figura 23 possui varias seme-
lhangas com uma proteina descrita por Araujo et al. (1993) e denominada PEA-15.
Além de aparecer em cultura de astrécitos (Gottfried et al., 1995), a proteina nimero
8 aparenta migrar em torno de 15 kDa em géis de SDS-PAGE, possui Pl um pouco
mais acido do que a vimentina® em NEPHGE e aparece como um “dublete”, tendo o
componente mais acido sua fosforilacéo ativada por forbol.

Embora a PEA-15 seja expressa em astrocitos, sua fosforilagdo parece néo
ser alterada com a lesdo, ao contrario de outras proteinas astrociticas, como a
pp25, (numero 4 da Figura 22), a GFAP e a vimentina (Figura 15).

A fosforilagio da pp25 é dependente de Ca® e nao afetado pela adicéo de
forbol a0 meio de incubagéo, o que indica que ela ndo é substrato da PKC. E inte-
ressante observar que a pp25 aparece ora como “dublete” (em tecido lesionado na
presenca de EGTA e em cultura de astrécitos) e ora como “triplete” (em tecido lesio-
nado), sugerindo a existéncia de isoformas de fosforilacéo.

A fosforilacdo da pp25, e talvez a expresséo da proteina, parecem ser um
bom marcador de gliose, assim como a expressao da vimentina e o aumento da
GFAP. Isto porque a pp25 também aparece em outras formas de gliose, como o
tratamento crénico com Li* (Rocha et al., dados ndo publicados) e a isquemia, apa-
recendo esta proteina somente na area onde a sensibilidade a isquemia & mais ele-
vada, isto é, na area CA1 do hipocampo, ndo aparecendo no DG, que & bem descri-
to como resistente a lesdes (NADLER et al., 1978; SCHREIBER & BAUDRY, 1995).
Outro fato interessante & a sensibilidade da marcacdo de pp25 em resposta a for-
mas brandas de lesdo, como € o caso da injecao de solugéo salina. Neste caso néo
observamos a marcacgédo da vimentina, e tampgm nao pudemos detectar nenhum
aumento da GFAP, mas visualizamos claramente a marcacéo da pp25 1 D. A. I..

Quanto as proteinas de baixo M, pode-se observar na Figura 21, que tanto
as proteinas nimero 3 e 4 como a pp25(x) tiveram a incorporagéo de *P aumenta-
da com a leséo, sendo estas proteinas, com excecdo da numero 3, também marca-
das com *P em cultura de astrécitos, podendo ser bons candidatos para marcado-

res de gliose.

® a vimentina nao aparece na figura 23 e 24, mas se pode usar a proteina x (pp25) como
referéncia, pois esta possui um Pl muito parecido com aquela (5,7 e 5,8 respectivamente).
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Cloncluses

1. Observamos uma diminuig¢&o inicial no imunocontetdo da GFAP, fato pouco des-
crito na literatura. Estas observagdes podem estar ligadas a diminuicdo da sintese

protéica ou a ativacéo de proteases.

2. O estado de fosforilagdo da GFAP n&o é alterado significativamente apés a inje-
¢ao de 1nmol de KA no hipocampo de ratos em relagdo ao controle, indicando uma
maior importancia da regulacdo da expresséo/degradacédo do que para a regulagao

da fosforilagao da GFAP na gliose reativa;

3. Uma fosfoproteina presente em astrécitos e que aparece apos a lesdo foi parci-
almente caracterizada. Esta proteina tem um M, de 25kDa e um Pl em torno de 5,8,

sendo sua fosforilagdo dependente de Ca®*. Este fosfoproteina foi denominada de

pp25.

4. Proteinas presentes em astrécitos, como a vimentina e a pp25 tiveram sua incor-.
poracéo de *P aumentada. O aumento na quantidade de vimentina ja & bem descri-
to, mas a pp25 parece ser uma proteina ainda desconhecida, que pelo menos no
que diz respeito a incorporagéo de **P, se comporta de forma semelhante a vimenti-

na.

5. A incorporagéo de *?P na pp25 parece ser uma boa marcadora de gliose, pois ela
apareceu em varios tipos de leséo, parecendo ser mais sensivel do que outros mar-

cadores, como a vimentina ou o aumento da GFAP.

6. A precisdo do método utilizado provavelmente néo € suficiente para indicar pe-
quenas altera¢cdes no estado de fosforilagdo, podendo estes somente ser usados

para altera¢cdes muito grandes no estado de fosforilagao.
7. Nao foi possivel avaliar a importancia relativa da hiperplasia e da hipertrofia glial,

sendo necessarios para isto estudos com imunohistoquimica de moléculas especifi-

cas de células gliais, como a GFAP e a vimentina.
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